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Jsou poskytnuty protilatky, které maji specifitu pro dva rizné,
ale strukturnd ptibuzné antigeny. Témito protilatkami mohou
byt naptiklad protilatky zcela lidského ptivodu, rekombinantni
protilatky nebo monoklonalni protilatky. Vyhodné protilatky
maji dudlni specifitu vi&i IL-1a a IL-1p a neutralizuji aktivitu
IL-1aa IL- 1B in vivo i in vitro. Protilatkou podle tohoto
vynélezu miiZe byt protilatka o celé délce nebo jeji antigen
véaZici &ast. Jsou také poskytnuty zplsoby vyroby a pouZiti
protilatek podle tohoto vynalezu. Protilatky podle tohoto
vynalezu nebo jejich Easti jsou pouitelné pro detekei dvou
riznych, ale strukturné pfibuznych antigenti (napf. IL-1oc a II-
1B) a pro inhibici aktivity téchto antigen, napf. v lidskych
subjektech, trpicich chorobou, na které se aktivita IL-1ct nebo
IL-1B ¥kodlivé podili.




Dualné specifické protilatky a zpusoby jejich vyroby a pouZziti

Oblast techniky

Sav& imunitni systém obsahuje B lymfocyty, které vyluCuji komplexni soubor
protilatek, sloZeny ze stovek miliard riznych specifickych protilatek. Normalni imunitni
odpovéd na urdity antigen obsahuje vybér jedné nebo vice protilatek z tohoto souboru, které se
specificky vaZi na tento antigen, pfi€emZz uspéch imunitni odpovédi je podminén, alespoii
z &asti, na schopnosti t&chto protilatek specificky rozpoznat a s kone¢nou platnosti eliminovat

stimulujici antigen a ,,jgnorovat” jiné molekuly v okoli protilatek.

Soudasny stav techniky

PouZitelnost protilatek, které specificky rozpoznavaji jeden konkrétni cilovy antigen,
vedla k vyvoji monoklonalnich protilatek. Standardni hybridomoveé technolo gie nyni umoziiuji
pfipravu protilatek, které maji jednoduchou specifitu vidi zajmovému antigenu. Pozdgji byly
vyvinuty zpisoby rekombinantnich protilatek, jako napfiklad skrinink in vitro protilatkovych
knihoven. Tyto zplisoby rovn&Z umoZiiuji vyrobu protilatek s jednoduchou specifitou viici
zAjmovému antigenu.

Protilatky, které jsou specifické viadi jednomu cilovému antigenu, mohou, alespoii za
urditych okolnosti, vykazovat nezadouci kiiZovou reaktivitu nebo vazbu jejich pozadi viici
jinym antigenim. Tato kiiZova reaktivita a vazba pozadi jsou viak vétsinou nepfedpoveditelné
(tj. neni mozné pfedpovédet, ktery antigen bude kiiZové reagovat s protilatkou). Tento jev je
navic obvykle neodligitelny od specifické vazby k antigenu, protoZe obvykle pfedstavuje pouze
velmi malou &ast vazebné kapacity protilatky (napf. 1 % nebo jesté méné z celkove Qazby
protilatky) a je pozorovan vétSinou pouze pfi vysokych koncentracich protilatky (napf. pii
1000n4sobné nebo jests vyssi koncentraci, ne jaka je tfeba pro zpozorovani specifické vazby
protilatky). I kdyZ je n&kolik antigenti, které mohou patfit do strukturalné pfibuzné skupiny
proteind, je protilatkova odpoveéd vii&i jednotlivému lenu této rodiny vysoce specificka.
Kromé toho, ¥e existuje nékolik ptikladi &leni proteinové rodiny (napf. Clenové IL-1 a TNF
rodin), které se vazi ke stejnému receptoru, sloZce receptoru nebo strukturné piibuznému
receptoru, monoklonalni protilatky, vypéstované proti jednomu ¢lenu rodiny, nevykazuji

vysokou kfizovou reaktivitu viiéi ostatnim €lenim rodiny. Pro tento nedostatek kfizové

reaktivity monoklonalnich protilatek viidi ostatnim lentim rodiny mohou existovat dva divody.




Za prvé, pii standardni vyrob& hybridomu se hleda pouze n€kolik protilatek s vysokou
specifitow/afinitou vi&i cilovému antigenu a teprve potom se u té€chto nékolika vybranych
protilatek kontroluje kiiZové reaktivita nebo vazebna schopnost pozadi. Za druhé, i kdyZ jsou
proteiny v roding strukturn& pfibuzné, mohou obsahovat vyluéné, nepfekryvajici se
imunodominantni epitopy. Monoklonalni protilatky vyp&stované pouZitim Giplné délky proteinu,
nemohou tedy kifzové reagovat s jinymi strukturné piibuznymi proteiny.

Existuji také ptiklady monoklonalnich protilatek, vypéstovanych proti antigenu
jednoho biologického druhu, které se specificky vaZi ke stejnému funk&nimu antigenu u jinych
druhi. Napfiklad protilatka vii¢i my§imu antigenu X miZe snadno vazat antigen X Clovéka. To
j‘e zpasobeno tim, Ze obsahuji prikazné sekvence a strukturni podobnosti, i kdyZ nejsou
identické. Takovéto druhoveé kiizové reagujici protilatky netvofi protilatky s ,,dualni
specifitou”, protoZe maji specifitu pro stejny antigen, pouze z riznych druht.

Monoklonaini protilatky, které maji pfedpovéditelnou duélni nebo nasobnou
specifitu, tj. protilatky, které maji skutenou specifitu vii¢i dvéma nebo vice riznym antigenim,

jsou stale tieba.

Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje zplsoby pro piipravu protilatek, které maji dualni specifitu

vidi nejméng dvéma strukturng pfibuznym, ale pfitom riiznym antigendm. Tento zplsob
obecn& zahrnuje poskytnuti antigenu, ktery zahrnuje spole¢nou strukturni vlastnost dvou
riznych, ale strukturné pfibuznych molekul; vystaveni souboru protilatek tomuto antigenu a
selekci tohoto souboru na protilatku, ktera se specificky vaze na dvé rizné, ale strukturné
piibuzné molekuly, &imZ se ziska dualng specificka protiltka. V klinickém provedeni mohou
rizni Elenové jedné rodiny proteinti zodpovidat za riizné pfiznaky chorobného procesu. Pouziti
dualng specifické protilatky podle tohoto vynalezu, kterd vaZze ¢leny stejné rodiny proteint, pro
blokovani funkci vice neZ jednoho &lenu proteinové rodiny muZe byt uzite¢né pro zmirnéni
piiznak® choroby nebo pro preruseni samotného chorobného procesu. Kromé toho jsou
takovéto dualng specifické protilatky podle tohoto vynalezu pouZitelné pro detekei strukturné
piibuznych antigend, pro purifikaci strukturn€ pfibuznych antigend a v diagnostickych testech
obsahujicich strukturné piibuzné antigeny.

Ve vyhodném provedeni je antigen sestrojen na principu sty¢né topologické oblasti
identity mezi dvéma riiznymi, ale strukturng piibuznymi molekulami. Témito dvéma riznymi,

ale strukturn& pfibuznymi molekulami mohou byt napfiklad proteiny a antigen miZze byt




peptidem, obsahujicim aminokyselinovou sekvenci sty¢né topologické oblasti identity mezi
témito dvéma proteiny.

V jiném provedenti je antigen sestrojen na principu smy¢ky napodobujici spole¢né
prostorové usporadani dvou réiznych, ale strukturn€ ptibuznych molekul. Takovym antigenem
méZe byt naptiklad cyklicky peptid, ktery strukturn€ napodobuje smy&ku spole¢ného
prostorového uspofadani dvou riznych, ale strukturné piibuznych proteind.

V jest& jiném provedenti je antigen sestrojen na principu spojeni spoleénych alternujicich
a/nebo prekryvajicich se &asti dvou riiznych, ale strukturné piibuznych molekul, za vzniku
hybridni molekuly. Antigenem mtZe byt napfiklad hybridni peptid, vznikly spojenim
spole¢nych alternujicich a/nebo piekryvajicich se aminokyselinovych sekvenci dvou riznych,
ale strukturné piibuznych proteind.

V jedté dal§im provedeni, miZe antigen obsahovat jednu nebo dvé razné, ale strukturné
piibuzné molekuly a tento zplisob potom obsahuje selekci protilatek, které specificky
rozpoznavaji obé piibuzné molekuly.

Zpusobem podle tohoto vynalezu miiZe byt soubor protilatek vystaven pisobeni
poZzadovaného antigenu bud’ in vivo nebo in vitro. V jednom provedeni vystaveni souboru
antigenu napfiklad obsahuje imunizaci Zivogicha in vivo antigenem. Tento in vivo pfistup muize
dale obsahovat p¥ipravu kompletu hybridomi z lymfocytl tohoto Zivocicha a vybér hybridomu,
ktery vyluduje protilatku, které se specificky vaze ke dvéma riiznym, ale strukturné pfibuznym
molekulam. Imunizovanym Zivo&ichem mtiZe byt napfiklad mys, krysa, kralik nebo koza a
nebo transgenni verze kteréhokoliv z pfedchézejicich ZivoCichd, takZe mys, kterd je transgenni
pro lidské imunoglobulinové geny, pfi stimulaci antigenem produkuje lidské protilatky. Jiné
typy Zivogichi, ktefi mohou byt imunizovéni, zahrnuji my3i, s nékolika kombinovanymi
imunodeficiencemi (SCID), které mohou byt rekonstituovany lidskymi perifernimi krevnimi
mononuklearnimi buitkami (hu-PBMC-SCID chimerni mysi) nebo lymfatickymi buiikami nebo
jejich prekurzory a my§i, které byly ovlivnény letalnim ozafenim celého téla, nasledovanym
ochranou proti ozafeni buitkami kostni dfeni my3i s nékolika kombinovanymi deficiencemi
(SCID), nasledovanou implantaci funk¢nich lidskych lymfocyth (systém Trimera). Jesté dalSim
typem Zivodicha, které miZze byt imunizovano, je Zivodich (napf. mys), jehoZ genom byl
piebudovan (,.knocked out“ KO, napf. homologni rekombinaci) endogennim genem (geny),
kodujicimi zajmovy antigen (antigeny), pfiemz pfed imunizaci zajmovym antigenem
(antigeny) uvedeny KO Zivo&ich rozpoznava tento antigen (antigeny) jako cizi.

V jiném uspofadan je soubor protilatek vystaven u&inku antigenu in vitro pfi

skrininku knihovny rekombinantnich protilatek antigenem. Tato knihovna rekombinantnich
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protilatek miZe byt napfiklad exprimovana na povrchu bakteriofaga nebo na povrchu
kvasni¢nych bunék nebo na povrchu bakterialnich bunék. V riznych provedenich je knihovna
rekombinantnich protilatek naptiklad scFv knihovnou nebo Fab knihovnou. V jeste jiném
provedent jsou knihovny protilatek vyjadfeny jako fize RNA s proteinem.

Jiny zpUsob piipravy dualné specifickych protilatek zahrnuje kombinaci piistupti in
vivo a in vitro, jako je vystaveni souboru protilatek antigenu imunizaci zvifete antigenem in
vivo, nasledovanou in vitro skrininkem knihovny rekombinantnich protilatek, pfipravené z
lymfatickych bun&k Zivogicha, antigenem. Dalsi zptsob zahrnuje vystaveni knihovny protilatek
antigenu in vivo imunizaci Zivo&icha timto antigenem, nasledovanou ir vifro afinitnim zranim
knihovny rekombinantnich protilatek, pfipravené z lymfatickych bun€k tohoto Zivo€icha. Jest&
dalsi zpisob obsahuje vystaveni knihovny protilatek antigenu in vivo imunizaci Zivocicha timto
antigenem, nasledovanou selekci bun€k vylucujicich zajmové protilatky, rekonstrukci
variabilnich oblasti t&€Zkého a lehkého fetézce cDNA z téchto selektovanych bun€k (napf.
pomoci PCR) a expresi t&chto variabilnich oblasti t&Zkého a lehkého Fetézce v sav¢ich
hostitelskych butikach in vitro (oznafovanou zde jako zpiisob selektovanych lymfocytarnich
protilatek, , selected lymphocyte antibody method* neboli SLAM), ¢imZ je umoZnéna dalsi
selekce a ovliviiovani sekvenci gend selektovanych protilatek. Monoklonélni protilatky mohou
byt kromé toho selektovany pii expresi klonovanim exprimujicich gent protilatek t€Zkého a
lehkého fetézce v sav&ich buiikach a selekci sav€ich bunék, které vylucuji protilatku
s potfebnou vazebnou specifitou.

Zptsoby podle tohoto vynalezu umoZiiuji pfipravu mnoha riznych typl dualné
specifickych protilatek, vEetn& zcela lidskych protilatek, chimernich protilatek a CDR
implantovanych protilatek a jejich antigen vazicich Casti. RovnéZ jsou poskytnuty duélné
specifické protilatky piipravené zpisobem podle tohoto vynalezu. Vyhodnou duélné
specifickou protilatkou podle tohoto vynalezu je protilatka, ktera specificky vaZe interleukin-
-la. a interleukin-1B. Takovato duéaln& specificka protilatka mize byt pouZita pfi detekci IL-1a
nebo IL-1B, ktera obsahuje kontakt IL-1a nebo IL-1B s duélng specifickou protilatkou nebo jeji
antigen vaZici &asti, &imZ jsou IL-1o nebo IL-1pB detekovany. Pfi inhibicich aktivity IL-1o nebo
IL-1B, které zahrnuji kontakt IL-1c. nebo IL-1B s dualng specifickou protilatkou nebo jeji
antigen vaZici &asti, vedouci k inhibici IL-1c nebo IL-1f, miZe byt rovn€Z pouZita
neutralizujici dualng specificka protilatka. Takovato dualné specificka protilatka mize byt také
pouZita pii 16&bé& chorob, spojenych s interleukinem-1, zahrnujici podavani dualné specifické
protilatky nebo jeji antigen vaZici Easti subjektu, ktery trpi chorobou spojenou s interleukinem-

1.
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V jiném provedeni poskytuje tento vynalez zpiisob vyroby knihovny protilatky nebo
jeji antigen vaZici Sasti realizaci nasledujicich kroku: a) ziskani knihovny A rekombinantniho
t&kého fetézce nebo jeho antigen vazici &asti ze souboru protilatek, vzniklych z vystaveni
prvnimu antigenu; b) ziskéni knihovny B rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen
vézici &asti ze souboru protilatek, vzniklych z vystaveni prvnimu antigenu; c) ziskéni
knihovny C rekombinantniho t&zkého Fetézce nebo jeho antigen vaZici Casti ze souboru
protilatek, vzniklych z vystaveni druhému antigenu; d) ziskani knihovny D rekombinantniho
lehkého Tetézce nebo jeho antigen vaZici Easti ze souboru protilatek, vzniklych z vystaveni
druhému antigenu a ) spojeni knihovny A rekombinantniho t€zkého fetézce nebo jeho antigen
vazici &sti s knihovnou D rekombinantniho lehkého Fetdzce nebo jeho antigen vazici Casti, aby
byla ziskana knihovna X a/nebo spojeni knihovny C rekombinantniho té€Zkého fetézce nebo
jeho antigen vazici &asti s knihovnou B rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen
vaZici &sti, aby byla ziskana knihovna Y protilatky nebo jeji antigen vaZici Casti.

V jiném provedeni piedkladaného vynalezu miize bezprostiedng predchazejici
zpisob podle tohoto vynalezu obsahovat dale krok, ktery spojuje knihovnu X protilatky nebo
jeji antigen vaZici Casti s knihovnou Y, ¢imz je ziskana knihovna Z protilatky nebo jeji antigen
vazici Casti.

V dal§im provedent je pfedkladany vynalez smérovan na knihovny X, Y nebo Z
protilatky nebo jeji antigen vaZici Casti.

V jiném provedeni umozZiiuje zpiisob podle piedkladaného vynélezu identifikaci
dualné specifické protilatky nebo jeji antigen vaZici Casti selekci knihoven X, Y a/nebo Z na
protilatku nebo jeji antigen vaZici East, které se vazi bud’ na prvni nebo na druhy antigen.

V dalgim provedent je predkladany vynéalez smérovan na dudln€ specifickou protilatku,
kter4 je ptipravena a/nebo vybrana libovolnym zpisobem podle pfedkladaného vynélezu.

V jiném provedeni je tento vynalez také smérovan na nukleotidovou sekvenci,
kodujici kazdy &len knihovny X, Y a Z protilatky nebo jeji antigen vaZici ¢asti, duélné
specifickou protilatku nebo jeji antigen vaZici €ast, vektor obsahujici shora uvedené
nukleotidové sekvence a hostitelskou butiku, transfektovanou shora uvedenym vektorem.

Ve vyhodném provedeni je prvni a druhy antigen nezavisle vybréan ze skupiny,
skladajici se z proteind, polypeptidi a peptidd, za pfedpokladu, Ze tyto prvni a druhé antigeny
nejsou totozné. V daliim provedeni jsou témito proteiny, polypeptidy a peptidy sekretované
proteiny nebo receptory a tento sekretovany protein je vybran ze skupiny skladajici se z IFN,
TNF, interleukinu, IP-10, PF-4, GRO, 9E3, EMAP-II, CSF, FGF a PDGF. V jiném vyhodném

provedeni je prvnim antigenem IL-1ot a druhym antigenem je IL-1 B.




Tento vynélez se tyka konstrukce a pouZiti antigenti pro tvorbu dualné specifickych
protilatek, tj. protilatek, které maji specifitu vii¢i nejméng dvéma raznym, ale strukturné
piibuznym molekulam, rovnéZ jako se tyka selekce, piipravy a pouZiti takovychto duélné
specifickych protilatek. Strukturni ptibuznost antigent podle tohoto vynalezu se mizZe tykat
celého antigenu (tj. proteinu) nebo pouze urditych strukturné piibuznych oblasti. Tento vynalez
poskytuje zplisob pro ziskani dualné specifické protilatky, ktera se specificky vaze ke dvéma
riiznym, ale strukturnd pfibuznym molekuldm, pfi¢emz tento zplisob zahrnuje:

poskytnuti antigenu, ktery obsahuje spole¢ny strukturni prvek dvou riznych, ale
strukturn& piibuznych molekul;

vystaveni souboru protilatek tomuto antigenu

a selekci tohoto souboru na protilatku, ktera specificky vaze ke dvéma riznym, ale
. strukturn piibuznym molekulam, &imz se ziska duélng specificka protilatka.

Je tfeba poznamenat, Ze zatimco tento vynalez je zde popsan na zaklad€ rozpoznavani
dvou riiznych, ale piibuznych antigent, mél by byt chapéan tak, Ze termin ,,duélng specificka
protilatka® je zamy3len tak, aby zahrnoval protilatky, které specificky rozpoznaji jesté vice nez
dva rizné, ale pfibuzné antigeny, tedy protilatky, které rozpoznaji tfi, &tyfi, pét nebo vice
strukturng pfibuznych, ale odli$nych antigenti. Kromé toho, termin ,,fuzné, ale strukturné
piibuzné antigeny* je myslen tak, aby zahrnoval antigeny (napt. proteiny), jejichz celkova
struktura je pfibuzna rovn&Z s antigeny, (napf. proteiny), které obsahuji jednu nebo vice
strukturné piibuznych oblasti, ale jinak nejsou piibuzné. , Riznymi, ale strukturné piibuznymi‘
antigeny, mohou byt tudi napfiklad dva proteiny, které jsou Cleny stejné rodiny proteint se
spoleénou celkovou strukturou nebo jimi mohu byt napiiklad dva proteiny, jejichz celkova
struktura neni podobna (neni pfibuzna), ale pfitom oba obsahuji strukturné pfibuznou doménu.

Pro vyvolani vzniku protilatek podle tohoto vynalezu mohou byt pouZity rizné typy
antigentl a pro ziskani dualné specifickych protilatek podle tohoto vynalezu mohou byt pouzity
riizné zpisoby vyroby, tak jak je diskutovano dale v nasledujicich podkapitolach.

I. Dualné& specifické antigeny

Pro ptipravu dualng specifické protilatky podle tohoto vynélezu jsou vypéstovany
protilatky proti antigenu, ktery je schopen vyvolat dualné specifické protilatky. Takovy typ
antigentl je zde obecné& nazyvan dualng specifickymi antigeny. V tomto vynalezu mohou byt
pouZity riizné typy odliSnych antigend a sestrojeni riiznych typd duélné specifickych antigeni je
popsano dale v nasledujicich podkapitolach.

A. Sty&né topologické oblasti
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V jednom provedeni obsahuje dualng specificky antigen podle tohoto vynalezu
sty&nou topologickou oblast identity a/nebo podobnosti mezi dv€éma riznymi, ale strukturné
ptibuznymi molekulami, vi&i kterym je tfeba vypéstovat dualné specifické protilatky. Je
vyhodné, kdyZ antigen obsahuje tu nejvétsi (tj. nejdelsi) styénou topologickou oblast identity
a/nebo podobnosti mezi dvéma odli§nymi, ale strukturné pfibuznymi molekulami. Je vyhodne,
kdyz témito dvéma riznymi, ale strukturng piibuznymi molekulami jsou proteiny a tento
duélné specificky antigen obsahuje linearni peptid, odpovidajici nejvétsi (tj. nejdelsi) styéné
topologické oblasti identity a/nebo podobnosti mezi témito dvéma proteiny. Tato vybrana
vhodn4 oblast identity/podobnosti je vyhodné receptorovou nebo ligandovou vazebnou oblasti,
i kdyz Ize pouZit i jiné oblasti identity/podobnosti.

Pro ur&eni styénych topologickych oblasti identity mezi dvéma molekulami (napf.
proteiny) jsou tyto dvé molekuly (napf. proteiny) srovnavany (napf. modelovéni homologie,
strukturni informace nebo podobné) a tak jsou uréeny identické nebo podobné oblasti. Pro
proteiny Ize pro dosaZeni optimalniho porovnani a identifikaci nejvétsi (napf. nejdelsi) styéne
topologické oblasti identity a/nebo podobnosti mezi témito dv€ma proteiny pouZit srovnavaci
algoritmus. Vyhodnym, neomezujicim piikladem matematického algoritmu, pouZitého pro
srovnani dvou sekvenci, je algoritmus podle Karlin a Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:2264 aZ 68, modifikovany podle Karlin a Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873 az77. Takovyto algoritmus je zabudovéan do programi NBLAST nebo XBLAST podle
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403 az 10. Pro ziskani porovnani mezer pro ucely
srovnani méZe byt vyuzito Gapped BLAST, jak popisuje Alschul et al., (1997) Nucleic Acids
Research 25(17):3389 az 3402. PouZijeme-li programy BLAST a Gapped BLAST, miZeme
pouzit standardni parametry piislusnych programi (napf. VBALST nebo NBLAST). Viz

http://www.ncbi.nlm.nih. gov. Alternativni matematicky algoritmus, ktery miZze byt pouZit, je

ten, ktery se pouZiva v programu ALIGN, popsaném Myersem a Millerem (1988) Comput.
Appl. Biosci. 4:11 aZ 17.

Méme-li vybranou vhodnou oblast identity/podobnosti, mizeme chemicky
syntetizovat dualng specificky antigen, odpovidajici této oblasti. Napfiklad, pro peptidové
antigeny, miize byt peptidovy antigen syntetizovan standardnimi zpiisoby syntézy peptidu.

V jednom provedeni obsahuje peptidovy antigen L-aminokyseliny. V jinych provedenich mize
byt peptidovy antigen tvofen astedn& nebo plné D-aminokyselinami. Piklad takovéhoto
provedeni dulng specifického antigenu, zaloZeného na sty&né topologické oblasti
identity/podobnosti mezi dvéma riiznymi, ale strukturn& podobnymi proteiny, je detailné

popsan v piikladu 1.




B. Cyklické peptidy, napodobujici strukturni smy¢ku

V jiném provedeni obsahuje dualn& specificky antigen podle tohoto vynalezu cyklickou
molekulu, vyhodn& cyklicky peptid, ktery strukturng napodobuje hlavni smy&ku spolecného
prostorového uspotadani dvou rozdilnych, ale strukturné pribuznych molekul (napt. proteind),
viiéi kterym maji byt vypéstovany dualng specifické protilatky. Pro pfipravu tohoto typu
antigenu jsou porovnavany dvé pfibuzné molekuly a je identifikovana smycka spoleného
prostorového uspotadani, nalezena v téchto dvou molekulach. Pro identifikaci téchto smycek a
prostorového uspotadani lze pouZit standardni molekularni modelovani a krystalografickou
analyzu. Identické a podobné oblasti (napf. aminokyselinové sekvence mezi dvéma proteiny)
jsou identifikovany a souhlasna sekvence miZe byt pouZita pro sestrojeni podobnych, ale
neidentickych oblasti. Na zaklad& t&chto podobnych a identickych oblasti je sestrojena linearni
molekula, napf. linearni peptid, kterd miZe byt cyklizovina znamymi chemickymi zpdsoby,
aby byl vytvoren antigen, ktery napodobuje kli¢ovou smycku. Napiiklad na konec linearniho
peptidu miiZe byt pfidan prolin a glycin, aby byla umoZznéna cyklizace tohoto peptidu. Pfiklad
takového sestrojeni dualn& specifického antigenu, zaloZeného na cyklickém peptidu,
napodobujicim strukturni smy&ku, obsaZenou ve dvou riiznych, ale strukturné pfibuznych
proteinech, je popsan v piikladu 2.
C. Hybridni molekuly

V jiném provedeni obsahuje dualn& specificky antigen podle tohoto vynalezu

hybridni molekulu, vyhodn& hybridni peptid, ktery obsahuje stfidajici se a/nebo piekryvajici se
oblasti dvou riznych, ale strukturng pfibuznych molekul (napf. proteint), vii¢i kterym je tieba
pipravit dualng specifické protilatky. Pro pfipravu tohoto typu antigenu jsou srovnavany
struktury dvou molekul a jsou identifikovany piekryvajici se oblasti (tj. oblasti identity), rovnéz
jako neidentické oblasti mezi témito dvéma molekulami. Pfipravi se hybridni molekula (napf.
hybridni peptid, pokud t&mito dvéma piibuznymi molekulami jsou proteiny), ktera vyhodné
obsahuje alternujici oblasti (napf. sekvence aminokyselin) od kazdé z téchto dvou molekul,
rovn&? jako prekryvajici se oblast, ktera je spole€na k ob&ma molekulam. Takovyto hybrid
mbZe byt schematicky popséan jako: X-Y-Z, kde Y pfedstavuje oblast identity nebo velké
podobnosti mezi témito dvéma piibuznymi molekulami (tj. pfekryvajici se oblast), X
predstavuje oblast z jedné z pfibuznych molekul a Z pfedstavuje oblast z druhé¢ z piibuznych
molekul. Ptiklad sestrojeni dualné specifické specifického antigenu, zaloZeného na hybridnim
peptidu, sloZeném ze sekvenci dvou riiznych, ale strukturné pfibuznych proteind, je detailné

popsan v piikladu 3.
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Jinym typem hybridni molekuly je ten, ve kterém byl peptid introdukovan do celé
délky proteinu (oznaovany jako ,cilovy“ protein). Peptidy jsou vybrany tak, aby pfedstavovaly
funk&ni oblasti dvou riznych, ale strukturné pfibuznych proteinti, napfiklad, oblasti interagujici
s receptorem. Funkéni peptid z jednoho ze dvou piibuznych proteinti se zavede do celé délky
jednoho z p¥ibuznych proteinti nebo alternativné do nepfibuzného proteinu. Napfiklad, peptid
IL-1at, odpovidajici receptoru interagujici oblasti IL-1at je identifikovan a tento funkCni peptid
je zaveden do celé délky IL-1p proteinu, &imZ vznikne hybridni molekula IIL-10o/IL-1B.
Podobné je identifikovan peptid IL-1pB, odpovidajici receptoru interagujici oblasti [L-1P a tento
funkéni peptid je zaveden do celé délky proteinu IL-1a., za vzniku hybridni molekuly IL-
-la/IL-1B. Takovéto zavedeni funk&niho peptidu do celé délky piibuzného proteinu ukoncuje
funkni peptid na jeho obou koncich a tim udrZuje nativni strukturu funkéniho peptidu.

V pfipad& hybridu IL-1o/IL-1B je tento funkéni peptid s vyhodou inzerovan
(nahrazuje ptivodni aminokyseliny) v cilové oblasti, reprezentujici spole€né nativni struktury
IL-1o a IL-1B. Takovéto oblasti Ize nalézt v celé délce proteinu (napf. v N-koncové oblasti, ve
stfedni &asti proteinu, v C-koncové oblasti). Kromé toho mohou byt funkéni peptidy,
reprezentujici spole¢né IL-10/IL-B nativni struktury, také inzerovany do irelevantniho proteinu,
jako je albumin nebo n&které jiné, pfirozeng se vyskytujici proteiny. S ohledem na to je
vyhodnym mistem pro inzerci takova oblast, kterd umozni, aby byla zachovéana pozadovana
nativni struktura. Inzer&ni mista mohou tedy byt v N-koncové oblasti, ve stfedni oblasti nebo
v C-koncové oblasti. Umist&ni tohoto peptidu v libovolném, pfirozené se vyskytujicim cilovém
proteinu je vybrano tak, aby bylo podobné strukturnimu okoli peptidu v nativnim proteinu, ze
kterého je odvozen. Zatimco funk&ni peptid miZe byt jednoduse inzerovan do cilového proteinu
tak, Ze se pridaji aminokyseliny funk&niho peptidu do cilového proteinu, je vyhodné, kdyz
aminokyseliny funk&niho peptidu nahradi &ast cilového peptidu, do kterého je vkladan.

Jako neomezujici ptiklad je konstruovana hybridni molekula pro pouZiti jako

duélng specificky antigen pro vyvolani tvorby dualné specifickych protilatek viii IL-1a a IL-
1B, pfitemz tento funk&ni peptid, odpovidajici specifickému strukturnimu prvku bud’ IL-1o
nebo IL-1P je zaveden do celé délky IL-1B nebo IL-1o v ekvivalentni strukturni pozici.
Vybrana hybridni molekula nahrazuje zbytky 160 aZ 176 v IL-1p zbytky 168 az 184 z IL-la.
Vysledna molekula ma nasledujici aminokyselinovou sekvenci, ve které jsou substituované IL-
low sekvence (zbytky 168 az 184) podtrZeny:
APVRSLNCTLRDSQQKSLVMSGPYELKALHLQGQDMEQQVVFSMGAYKSSKD
DAKITVILGLKEKNLYLSCVLKDDKPTLQLESVDPKNYPKKKMEFRFVFNKIEI
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NNKLLEFESAQFPNWYISTSQAENMPVFLGGTK GGQDITDFTMQVFVSS
(SEQ ID NO: 4)

Tato molekula miiZe byt pfipravena pouZitim standardnich zpisobti molekularni biologie (napf.
klonovani, polymerazova feté€zova reakce), pomoci literarné dostupnych IL-1a a IL-13 cDNA
sekvenci a pomoci zpisobil exprese rekombinantnich proteind. Mtze byt pfipravena hybridni
cDNA, zavedena do vhodného expresniho vektoru a polypeptid mtize byt exprimovan
zavedenim tohoto expresniho vektoru do vhodné hostitelské buriky.

D. Peptidy zaloZené na principu hydrofobnosti

V jiném provedeni je dualné specificky antigen podle tohoto vynalezu vybran na
zakladé hydrofobniho principu tak, aby byly vybrany peptidy, které byly pfedpovézeny jako
siln€ antigenni. Antigenni index peptidi mtiZe byt napfiklad vypod&ten pomoci pocitacového
software, ktery je popsén v Jameson a Wolf (CABIOS, 4(1), 181 az 186 (1988)). Oblasti
zajimavé pro vazbu protilatky mohou byt vybrany tak, aby byla maximalizovana
pravdépodobnost antigenicity.

E. Imunizace burikami s transfektovanym antigenem.

V jiném provedeni je dualné specificka protilatka podle tohoto vynalezu pfipravena
imunizaci burikami s transfektovanym antigenem (tj. dualné specifické antigeny podle tohoto
vynalezu mohou byt buiikami s transfektovanym antigenem). Lze vytvofit buné€né linie, které
stabilné vyluduji tyto dva odlisné, ale strukturné pfibuzné antigeny nebo jejich hybridni
molekuly. Mohou byt napfiklad vytvofeny bunétné linie, které stabiln€ exprimuji IL-1a nebo
IL-1B nebo hybridni molekuly IL-10/IL-1f (napf. SEQ ID NO: 4). Tyto zajmové molekuly
mohou byt vylu€ovany z bunék (v pfipadé rozpustnych proteini) nebo mohu byt vyluéovany na
povrchu bun€k (v pfipadé€ receptort a enzymi). Pfenos genti do hostitelskych bunék, ktery ma
umoznit expresi téchto antigenti hostitelskou burikou, mizZe byt proveden mnoha konvenénimi
zpusoby, véetné, ale bez omezeni, transfekci, elektroporaci, bunécnou fuzi, lipofekci,
bombardovanim asticemi, mikroinjekci nebo viralni infekci. BunéCné linie, exprimujici tyto
z4jmové antigeny, mohou byt potom transplantovany jednou nebo vice riznymi cestami
(intraperitoneélni, subkutanni, intramuskulérni a podobné) do piislusného zvifete, aby byly
produkovany protilatky. Tyto buiiky potom slouZi jako zdroj zajmového antigenu. Tyto butky
vyhodné exprimuji Gplné délky proteinu. Fragmenty antigenu mohou byt vSak také
exprimovany. V pfipadé rozpustnych proteini jsou proteiny vyhodné€ exprimovany busikami.
Aby byla vytvofena dualné specificka protilatka vi¢i extracelularni doméné€ dvou blizce

pfibuznych receptorti, jsou tyto receptory s vyhodou exprimovany na bun&ném povrchu.




F. Imunizace jednou ze strukturné piibuznych molekul
V jiném provedent je dualng specificky antigen jednoduse jednou ze dvou

riznych, ale strukturn& pibuznych molekul, viii kterym ma byt dualn€ specificka protilatka
vypéstovana. Jedna z téchto ptibuznych molekul je pouZita jako imunizagni Cinidlo a vysledny
soubor protilatek je potom skrinovan na protilatky, které vazi a vyhodnéji neutralizuji obé ze
dvou riiznych, ale strukturng pfibuznych molekul. MiiZeme napfiklad imunizovat bud’ IL-lot
nebo IL-1pB a potom skrinovat protilatky vaZici aff nebo jest€ vyhodnéji neutralizujici af. Tak
jak je pouZit v tomto provedeni, je termin "imunizace”, zamyslen tak, aby obsahoval Siroké
pojeti ovlivnéni souboru protilatek antigenem, jako je IL-1c. nebo IL-1B, bud’ in vivo nebo in
vitro. Toto provedeni tedy obsahuje imunizaci zvifete bud’ IL-1c nebo IL-1f a skrinink
vyslednych vzniklych protilatek, pfi kterém se vyberou ty protilatky, které vazi IL-1ot 1 IL-1 B,
rovnéz jako skrinink knihovny rekombinantnich protilatek in vitro bud’ IL-1o nebo IL-1f a
potom vybér rekombinantnich protilatek, které vazi jak IL-1a, tak i IL-1B.
I1. Zpisoby pripravy duélng specifickych protilatek

Abychom pfipravili duélng specifickou protilatku podle tohoto vynélezu, je tieba
vystavit soubor protilatek (bud’ in vivo nebo in vitro) dualné specifickému antigenu,
piipravenému, jak je popsano v pfedchéazejicim oddile a pfislusna, dualn€ specificka protilatka
se vybere z tohoto souboru. Dvéma zakladnimi sloZkami rozpoznani antigenu protilatkou jsou
strukturni rozpoznani a afinitni zralost, zaloZené na specifickych molekuléarnich interakcich.
V pribshu pfirozené imunitni odpovédi jsou snadn&ji vyvijeny protilatky s nizkou afinitou,
které rozpoznaji strukturni motivy (napiiklad, rozpoznani antigenu urcitymi druhy
rozpoznéavacich receptordl). V piirozené imunitni odpovédi je toto brzy nasledovano
somatickymi mutacemi, které zvy3uji afinitu n&kterych klond. Byly vyvinuty rizné zpisoby in
vivo i in vitro, které napodobuji tento pfirozeny jev. Duélné specifické protilatky s nizkou
afinitou mohou byt vytvofeny kterymkoliv ze zde popsanych zplsobli in vivo i in vitro a dualng
specifické monoklonalni protilatky s vyssi afinitou mohou byt piipraveny zpusoby somatické
mutageneze, popsané na tomto mist&. Pro optimalizaci duing specifickych monoklonalnich
protilatek s vysokou afinitou mohou byt kromé toho pfipraveny stejné (izomorfné)
krystalizujici struktury monoklonalnich protilatek s nizkou afinitou s poZadovanymi antigeny.
Tyto ziskané strukturni informace mohou vést k dal§imu zesileni afinity alteraci (mutaci)
specifickych kontaktnich zbytk na monoklonalnich protilatkach, aby byly zesileny zde
popsané specifické molekularni interakce.

V nésledujicich podkapitolach jsou detailn€ popséany zplisoby piipravy dualné

specifickych protilatek, pouZivajicich zplisoby in vivo, zplsoby in vitro nebo jejich kombinaci.
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A. Zpisoby in vivo

0 0Standardnim zpisobem pfipravy protilatek in vivo je imunizace vhodného
zviteciho subjektu antigenem, kterému je vystaven soubor protilatek in vivo, nasledovana
ziskanim poZzadované protilatky nebo protilatek ze zvifete. Takovato zplisob miize byt pouzit
pro pfipravu dualng specifickych protilatek pouzitim dualng specifického antigenu a vybérem
takovych protilatek, které specificky rozpoznaji dvé strukturné pfibuzné zajmové molekuly.
Dualné specifické protilatky mohou byt pfipraveny imunizaci vhodného subjektu (napfiklad,
kralik, koza, my3 nebo jini savci, v&etn& transgennich knock-out verzi téchto savcil)
imunogennim preparatem duélng specifického antigenu. Vhodny imunogenni preparat mize
obsahovat napiiklad chemicky syntetizovany nebo rekombinantné exprimovany duélng
specificky antigen. Tento preparat miZe dale obsahovat adjuvans, jako Freundovo Gpiné nebo
neuplné adjuvans nebo podobnou imunostimulaéni slou¢eninu. Pokud je pouZit pro vyvolani
tvorby protilatek, hlavng imunizaci in vivo, miZe byt kromé toho dualné specificky antigen
podle tohoto vynélezu pouZit sam nebo vyhodnéji jako konjugét s nosnym proteinem. Takovyto
zplsob zesileni protilatkové odpovédi je v této oblasti techniky dobfe znam. Pfiklady vhodnych
nosnych proteind, ke kterym mtiZe byt dudlng specificky antigen konjugovan, obsahuji
hemokyanin moiskych plzii (keyhole limpet hemocyanin -KLH) a albumin.

Buriky, produkujici protilatky, mohou byt ziskany ze subjektu a pouZity pro piipravu
monoklonalnich protilatek standardnim zpsobem jako je zptisob hybridomu, piivodné popsany
v Kohler a Milstein (1975, Nature 256:495 aZ 497) ( viz také v Brown et al. (1981) J. Immunol
127:539 a% 46; Brown et al. (1980) J Biol Chem 255:4980 aZ 83; Yeh et al. (1976) PNAS
76:2927 a2 31 a Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269 aZ 75). Zplsob vyroby hybridomt
monoklonalni protilatky je velmi dobfe znam (viz obecné R.H. Kenneth v Monoclonal
Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York
(1980); E.A. Lerner (1981) Yale J. Biol Med. , 54:387 az 402; M.L. Gefret et al. (1977)
Somatic Cell Genet., 3:231 aZ 36). Stru¢né& fe€eno, usmrcena bun&tna linie (vét§inou myelom)
se fizuje s lymfocytem (vétsinou se slezinnymi butikami nebo butikami lymfatickych uzlin
nebo perifernimi krevnimi lymfocyty) ze savce, imunizovaného dualn€ specifickym
imunogenem, jak je popsano niZe a supernatanty kultur vyslednych hybridomovych bunék se
skrinuji na hybridom, ktery produkuje monoklonalni protilatku s duélni specifitou pro dvé
riizné, ale strukturng p¥ibuzné zajmové molekuly. Pro pfipravu dualné specifickych
monoklonalnich protilatek mbZe byt pouZit kterykoliv z dobfe znamych zplisobu, pouZitych pro
fazovani lymfocytd a usmrcenych bun&&nych linif (viz napfiklad G. Galfre et al. (1977) Nature
266:550 az 52; Gefter et al. Somatic Cell Genet., citovano shora; Lerner, Yale J. Biol. Med.,
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citovano shora; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citovano shora). Odbornik v této oblasti
techniky kromé& toho jist& brzy zjisti, Ze v téchto zplisobech existuje mnoho zmén, které by také
mohly byt pouZitelné. V&t§inou jsou usmrcené bun&tné linie (napiiklad myelomové bunééné
linie) odvozeny od stejnych sav€ich druhd, jako pochézeji lymfocyty. Napfiklad, mysi
hybridom mtZe byt sestrojen fizovanim lymfocyti z mysi, imunizované imunogennim
preparatem podle pfedkladaného vynalezu, s usmrcenou bunéénou mysi linii. Vyhodnymi
usmrcenymi mysimi liniemi jsou bunééné linie mysiho myelomu, které jsou citlivé na

kultivaéni medium, obsahujici hypoxantin, aminopterin a thymidin (, HAT* medium). Jako
partner pro fuzi podle standardniho zpisobu mliZe byt pouZita kterakoliv z mySich
myelomovych linii napiiklad myelomové linie P3-NS1/1-Ag4-1, P3-X63-Ag8,653 nebo Sp2/0-
Agl4. Tyto myelomové linie 1ze ziskat ve sbirce americkych typovych kultur (American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, Md.). HAT senzitivni buiiky mysiho myelomu jsou
vét§inou fizovany s mysimi slezinnymi buiikami, pouZitim polyethylenglykolu (PEG).
Hybridomové buiiky, které jsou vysledkem fuze, jsou potom selektovany pouZitim HAT media,
které zabiji nefuzované a neproduktivné fizované buiiky myelomu (nefizované slezinné buiiky
uhynou po nékolika dnech, protoZe nejsou transformované). Hybridomové buriky, produkujici
monoklonélni protilatky, které specificky rozpoznavaji dvé strukturné piibuzné zajmové
molekuly, jsou identifikovany pfi skrininku supernatant( kultur hybridomti na tyto protilatky
napfiklad, pouZitim standardniho ELISA testu, pro selekci téch protilatek, které specificky vazi
dvé pfibuzné molekuly.

Pro imunizaci in vivo mohou byt v zavislosti na typu poZadované protilatky
pouziti rizni Zivo&isni hostitelé. MiZe byt pouZit hostitel, ktery sim exprimuje endogenni verzi
tohoto antigenu (antigenti) nebo, alternativn® miZe byt pouZit hostitel, u kterého byla prokazana
deficience v endogenni verzi zajmového antigenu (antigent). Bylo napfiklad ukézano, Ze u
my#i, vykazujicich deficienci v ur¢itém endogennim proteinu cestou homologni rekombinace
v odpovidajicim homolognim genu (tj. ,.knockoutované mysi), dochazi k humoralni odpovédi
na tento protein, pokud jsou jim imunizovany a lze je tedy pouZit pro pfipravu monoklonalnich
protiltek s vysokou afinitou k tomuto proteinu (viz, napt. Roes, J. et al. (1995) J. Immunol.
Methods 183:231 az 237; Lunn, M.P. et al. (2000) J.Neurochem. 75:404 aZz 412).

Pro vyrobu jinych neZ lidskych protilatek (napf. proti lidskému dualn€ specifickému
antigenu) jsou pro vyrobu protilatek vhodni jini savci nez Elovek, véetng, ale bez omezeni,
mysi, krys, kralikd a koz (a jejich knockoutovanych verzi). I kdyz pro vyrobu hybridomu jsou
vyhodné mysi. Krom& toho miiZe byt pro vyrobu zcela lidskych protilatek proti dualné

specifickému antigenu pouZit jiny nez lidsky hostitelsky Zivo€ich, ktery exprimuje soubor
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lidskych protilatek. Takovymito Zivocichy jinymi neZ ¢lovek jsou transgenni ZivoCichové
(napf. mysi), nesouci lidské transgeny imunoglobulin, hu-PBMC-SCID mysi a radia¢ni
chiméry ¢lovék/mys, o nichz vSech bude pojednano podrobné niZe.

V jednom provedeni tedy zivocich, ktery je imunizovan duélné specifickym
antigenem, savec, jiny nez ¢loveék, vyhodné€ mys, ktery je transgenni vzhledem k lidskym
imunoglobulinovym gendim, vytvafi po antigenni stimulaci lidské protilatky. U takovychto
zivo&icht jsou obvykle transgeny té€zkych a lehkych fetézch imunoglobulinovych transgent
s konfiguraci lidské zarodec¢né linie zavedeny do ZivoCicht, ktefi byli geneticky upraveni tak,

Ze jejich endogenni lokusy tézkych a lehkych fetézch jsou neaktivni. Po antigenni stimulaci
t&chto Zivodicht (napf. lidskym antigenem) jsou produkovany protilatky, odvozené od sekvenci
lidskych imunoglobulint (tj. lidské protilatky) a z lymfocytd téchto ZivoCichi mohou byt
pfipraveny lidské monoklonalni protildtky pomoci standardni hybridomové technologie. Dalsi
popis mysi transgennich vi¢i lidskym imunoglobulintim a jejich pouZiti ve vyrobé lidskych
protilatek je napfiklad v US patentech €. 5 939 598, zvefejnéni PCT €. WO 96/33 735,
zvefejnéni PCT & WO 96/34 096, zvefejnéni PCT &. WO 98/24 893 a zvefejnéni PCT ¢. WO
99/53 049 od Abgenic Inc. a US Patenty €. 5 545 806, 5 569 825, 5 625 126, 5 633 425,
5661016, 5 770 429, 5 814 318, 5 877 397 a zverejnéni PCT ¢. WO 99/45 962 od GenPharm
Inc. Viz také MacQuitty, J.J. a Kay, R M. (1992) Science 257:1188; Taylor, .D. et al. (1992)
Nucleic Acids Res. 20:6287 az 6295; Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368:856 az 859; Lonberg,
N. a Huszar, D. (1995) Int. Rev. Immunol. 13:65 az 93; Harding, F.A. a Lonberg, N. (1995)
Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536 aZ 546, Fishwild, D.M. et al. (1996) Nature Biotechnology 14:
845 az 851; Mendez, M.J. et al. (1997) Nature Genetics 15:146 az 156; Green, L.L. a
Jakobovits, A. (1998) J. Exp. Med. 188:483 az 495; Green, L.L. (1999) J. Immunol. Methods
231:11 az 23; Yang, X.D. et al. (1999) J. Leukoc. Biol. 66:401 az 410; Gallo, M.L. et al. (2000)
Eur. J. Immunol. 30:534 az 540.

V jiném provedeni je Zivo€ichem, imunizovanym duélné specifickym
antigenem, my$ s nékolika imunodeficiencemi (SCID), ktera byla rekonstituovana lidskymi
perifernimi krevnimi monocyty nebo lymfatickymi butikami nebo jejich prekurzory. U
takovychto my$i, nazyvanych hu-PBMC-SCID chimerické mysi, bylo zjisténo, Ze jako
odpovéd’ na antigenni stimulaci produkuji lidské imunoglobuliny. Dalsi popis t€chto mysi a
jejich pouZiti pfi tvorbé protilatek je napfiklad v Leader, K. A. et al. (1992) Immunology 76:
229 az 234; Bombil, F. et al. (1996) Immunobiol. 195: 360 az 375 ; Murphy, W. J. et al. (1996)
Semin. Immunol. 8: 233 az241; Herz, U. et al. (1997) Int. Arch. Allergy Immunol. 113: 150 az
152; Albert, S. E. et al. (1997) J. Immunol. 159: 1393 az 1403 ; Nguyen, H. et al. (1997)
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Microbiol. Immunol. 41: 901 az 907; Arai, K. et al. (1998) J. Immunol. Methods 217: 79 az 85;
Yoshinari, K. a Arai, K. (1998) Hybridoma 17: 41 az 45 ; Hutchins, W. A. et al. (1999)
Hybridoma 18: 121 az 129; Murphy, W. J. et al. (1999) Clin. Immunol. 90: 22 aZ 27, Smithson,
S. L. et al. (1999) Mol. Immunol. 36: 113 aZ 124 ; Chamat, S. et al. (1999) J. Infect. Diseases
180: 268 az 277, a Heard, C. et al. (1999) Molec. Med. 5: 35 az 45.

V jiném provedent je Zivo€ichem, ktery je imunizovan dualné specifickym
antigenem, my$, kter4 byla ozéafena letalni davkou, nasledovanou ochranou proti ozafeni
buiikami kostni dfené n&kolika spojenych imunodeficientnich (SCID) mysi a jiz byly
implantovany funkéni lidské lymfocyty. Tento typ chiméry, oznaovany jako systém Trimera,
byl pouZit pro vyrobu lidskych monoklonélnich protilatek imunizaci mysi zdjmovym
antigenem, nasledovanou piipravou monoklonalnich protilatek pomoci standardniho
hybridomu. Pro dal§i detailni popis t&chto mysi a jejich pouZiti ve vyrobé protilatek viz
napfiklad Eren, R. Et al. (1998) Immunology 93:154 aZ 161; Reisner, Y. A Dagan, S. (1998)
Trends Biotechnol. 16:242 aZ 246; Ilan, E. Et al. (1999) Hepatology 29:553 aZ 562 a Bocher,
W.O. et al. (1999) Immunology 96:634 az 641.

B. Pristupy in vitro

Alternativou k pipravé dualné specifickych protilatek imunizaci in vivo a selekci je
identifikace a izolace dualng specifickych protilatek podle tohoto vynalezu skrininkem
rekombina&ni kombina&ni knihovny imunoglobulind (napf. zobrazovaci knihovna fagovych
protilatek, antibody phage display library) dualng specifickym antigenem, €imZ jsou izolovany
&leny knihovny imunoglobulind, které se vaZi specificky ke dvéma strikturn€ pfibuznym, ale
odli$nym z4jmovym molekuldm. Kity pro tvorbu a skrinink fagovych zobrazovacich knihoven
jsou komeréné dostupné (napf. Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, €. kat. 27-
-9400-01 a Stratagene SurfZAP™ Phage Display Kit, kat. &. 240 612). V n&kterych
provedenich je fagovou zobrazovaci knihovnou scFV knihovna nebo Fab knihovna. Zpusob
zobrazeni fagu pro skrinink knihoven rekombinantnich protilatek byl v této oblasti techniky
rozséhle popsan. Pfiklady zptsobl a slouSenin obzvlasté vhodnych pro pouZiti v tvorbé a pfi
skrininku zobrazovaci knihovny protilatek miZeme nalézt napfiklad v McCafferty et al,
mezinarodni zvefejnéni & WO 92/01 047, US patent &. 5 969 108 a EP 589 877 (popisujici
hlavn& zobrazeni scFV), Ladner et al. US patent €. 5 223 409, &. 5 403 484, &. 5 571 698, C.
5 837 500 a EP 436 597 (popisujici napiiklad pIII fuzi); Dover et al, mezinarodni zvefejnéni &.
WO 91/17 271, US patent &. 5 427 908, US patent &. 5 580 717 a EP 527 839 (popisujici hlavné
zobrazeni Fab); Winter et al., mezinarodni zvefejnéni &. WO 92/20 709 a EP 368 684

(popisujici hlavn& klonovani sekvenci varaiabilnich domen imunoglobulini); Griffiths et al.
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US patent &. 5 885 793 a EP 589 877 (popisujici hlavné€ izolaci lidskych protilatek vici
lidskym antigentim pomoci rekombinantnich knihoven); Garrard et al., mezinirodni zvefejnéni
& WO 92/09 690 (popisujici hlavn& fagové expresni zpisoby); Knappik et al., mezinarodni
zvefejnéni &. WO 97/08 320 (popisujici knihovnu HuCal lidskych rekombinantnich protilatek);
Salfeld et al., mezinarodni zvefejnéni & WO 97/29 131, popisujici pfipravu rekombinantni
lidské protilatky viigi lidskému antigenu (faktor alfa lidského nekrosniho tumoru), rovnéZ jako
in vitro afinitni zrani rekombinantni protilatky) a Salfeld et al., pfedbézna pfihlaska C.

60/126 603, popisujici rovnéz pfipravu rekombinantni lidské protilatky viici lidskému antigenu
(lidsky interleukin-12), rovn&Z jako in vitro afinitni zrani rekombinantni protilatky).

Dalsi popisy skrinink® knihoven rekombinantnich protilatek miZeme také nalézt ve
védeckych publikacich, jako napfiklad Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:13770 az 1372; Hay
et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81 aZ 85; Huse et al. (1989) Science 246:1275 az
1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725 az 734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889
a7 896; Clarkson et al. (1991) Nature 352:624 az 628, Gram et al. (1992) PNAS 89:3576 az
3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373 az 1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid
Res 19:4133 az 4137, Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978 az 7952; McCafferty et al. Nature
(1990) 348:552 aZ 554 a Knappik et al. (2000) J. Mol. Biol. 296:57 az 86.

Jako alternativa k fagovym zobrazovacim systémim mohou byt knihovny
rekombinantnich protilatek exprimovany na povrchu kvasni¢nych buné€k nebo bakterialnich
bungk. Zphsoby ptipravy a skrininku knihoven exprimovanych na povrchu kvasni€nych bunék
jsou déle popsany v PCT publikaci WO 99/36 569. Zplisoby pfipravy a skrininku knihoven
exprimovanych na povrchu bakterialnich bungk jsou dale popsany v PCT publikaci
WO 98/49 286. '

Jakmile je zajmova protilatka identifikovana z kombina&ni knihovny, jsou potom
nukleové kyseliny (DNA), kodujici lehké a t€zké fetézce této protilatky, izolovany
standardnimi zpisoby molekularni biologie, jako je zesileni DNA pomoci PCR ze zobrazeného
souboru (napf. fagu), izolovaného pii skrininku knihovny. Nukleotidové sekvence geni lehkych
a t&7kych fetézcl protilatek, z nichz mohou byt pfipraveny PCR primery, jsou v této oblasti
techniky znamé. Napiiklad mnoho takovych sekvenci je uvefejnéno v Kabat, E.A., et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, US Department of Health and
Human Services, NIH publikace &. 91-3242 a v databazi “Vbase” sekvenci lidskych
zarodecnych linii.

Protilatka nebo &ast protilatky podle tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny

expresni rekombinaci genti imunoglobulinovych lehkych a t€zkych fetézcd v hostitelské buiice.
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Aby byla protilatka rekombinantng exprimovana, je hostitelska butika transfektovana jednim
nebo vice rekombinantnimi expresnimi vektory, nesoucimi fragmenty DNA, kodujicimi lehké a
t87ké Fet&zce imunoglobulinu protilatky, tak, Ze v hostitelské buiice jsou exprimovany lehké i
t87ké fetdzce a vyhodné vyludovany do media, ve kterém jsou hostitelské buiiky kultivovany, a
z kterého mohou byt tyto protilatky ziskany. Pro ziskani geni tézkych a lehkych fet€zch
protilatek jsou pouZity standardni zpiisoby rekombinantni DNA, inkorporujici tyto geny do
expresnich vektord a zavadgjici tyto vektory do hostitelskych bungk, tak, jak je popsano v
Sambrook, Fritsch a Maniatis (editoti), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second
Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F.M. et al. (editofi) Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) a v US Patentu €. 4 816 97 podle
Boss et al.

Jakmile jsou ziskany fragmenty DNA kodujici segmenty VH a LV z&jmové
protilatky, mohou byt dale upravovany zpGsoby standardni rekombinantni DNA, aby byly
naptiklad geny variabilni oblasti konvertovany na geny fetézch iplné délky protilatky, na geny
Fab fragmenti nebo na geny scFv. Pfi t&chto Gipravach je fragment DNA, kodujici VL nebo
VH operativné pfipojen k jinému DNA fragmentu, kodujicimu jiny protein, jako konstantni
oblast protilatky nebo ohebny muistek. Termin “operativné vazany”, tak jak je pouZivan v tomto
kontextu, znadi, Ze tyto dva fragmenty DNA jsou spojeny tak, Ze aminokyselinové sekvence,
kodované témito dvéma DNA fragmenty zstavaji v ramci.

Izolovana DNA, ktera koduje VH oblast, miZe byt pfeménéna na gen uplné délky
t&7kého fetézce operativnim navazanim DNA, kédujici VH, k jiné molekule DNA, kodujici
konstantni oblasti t&¥kého fetézce (CH1, CH2 a CH3). Tyto sekvence genil konstantnich oblasti
lidského t&zkého Fetdzce jsou v této oblasti techniky dobfe znamy (viz, napf. Kabat, E.A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, US Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) a DNA fragmenty, obklopuyjici tyto
oblasti mohou byt ziskany standardnim PCR zesilenim. Konstantni oblasti t€zkeho fetézce
miZe byt konstantni oblast IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM nebo IgD, ale nejvyhodné;si
je konstantni oblast IgG1 nebo IgG4. Pro gen Fab fragmentu téZkého Fetézce muze byt DNA,
kodujici VH, operativné vazana k jiné molekule DNA, kédujici pouze CH1 konstantni oblast
tézkého fetézce.

Izolovana DNA, kédujici VL oblast, miZe byt pfeménéna na gen Upiné délky
lehkého fetézce (rovnéZ jako gen Fab lehkého Fetézce) operativnim navazanim DNA, kodujici
VL na jinou molekulu DNA, kodujici konstantni oblast, CL, lehkého fetézce. Tyto sekvence

genti konstantni oblasti lidského lehkého fetézce jsou v této oblasti techniky dobfe znamy
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(viz, napt. Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) a
fragmenty DNA, obklopujici tyto oblasti 1ze ziskat standardnim PCR zesilenim. Konstantni
oblasti lehkého fetézce mize byt konstantni oblast kappa nebo lambda, ale nejvyhodnéjsi je
konstantni oblast kappa.

Pro vytvofeni genu scFv jsou DNA fragmenty, kodujiciVH a VL opefativné
napojeny na jiné fragmenty, kodujici ohebny mistek, napt. kodujici aminokyselinovou
sekvenci (Gly4-Ser)s, tak ze VH a VL sekvence mohou byt exprimovany jako souvisly
jednotet&zcovy protein, s VL a VH oblasti spojenou ohebnym mistkem (viz napfiklad Bird et
al. (1988) Science 242:423 az 426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 az
5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552 az 554).

Pro expresi rekombinantnich protilatek nebo €asti protilatek podle tohoto
vynalezu mohou byt DNA, kodujici Eastené nebo tGplné délky lehkych a tézkych fetézct,
ziskané podle popisu shora, inzerovany do expresnich vektort, takZe tyto geny jsou operativné
navézany na sekvence kontroly transkripce a translace. V tomto kontextu termin ,,operativné
vazany* znamena, Ze gen protilatky je vazan do vektoru, takZe transkripni a translatni
kontrolni sekvence v ramci vektoru vykonavaji jejich zamyslenou funkci v regulaci transkripce
a translace genu protilatky. Expresni vektor a sekvence kontroly exprese jsou vybrany tak, aby
byly kompatibilni s pouZitou expresni hostitelskou butikou. Gen lehkého fetézce protilatky a
gen t&7kého fetézce protilatky mohou byt inzertovany do riznych vektort, ale vétSinou jsou
inzerovany do jednoho expresniho vektoru. Tyto protilatkové geny jsou inzerovany do
expresniho vektoru standardnimi zptisoby (napf. ligaci komplementarnich restrikénich mist na
fragmenty protilatkovych genti a vektory nebo ligaci na tupé konce, pokud nejsou pfitomna
74dna restrikéni mista). Pfed inzerci sekvenci lehkého a t&Zkého Fetézce mohou jiz expresni
vektory nést sekvence konstantni oblasti protilatky. Napfiklad, jednim moZnym zplisobem
pfemény sekvenci VH a VL na sekvence uplné délky protilitkovych gend je jejich inzerce do
expresnich vektord, které jiz koduji konstantni oblasti lehkého fetézce, pfipadn€ konstantni
oblasti t&zkého fetézce, takZe segment VH je operativné vazan k CH segmentu (segmentiim)
uvnitf vektoru a VL segment je operativné vazan na CL segment uvnitf vektoru. Kromeé toho
nebo alternativné miize rekombinantni expresni vektor kodovat signalni peptid, ktery usnadiiuje
vylu€ovani protilatkového Tetézce z hostitelské buitky. Gen tohoto protilatkového fet€zce mize
byt klonovan ve vektoru, takZe je tento signlni peptid vazan v ramci amino konce genu
protilitkového fetézce. Timto signalnim peptidem miZe byt imunoglobulinovy signalni peptid

nebo heterolognt signalni peptid (t.j., signélni peptid z neimunoglobulinového proteinu).
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Kromé téchto gendl protilatkovych fetézch nesou expresni rekombinantni vektory
podle tohoto vynalezu také regulatni sekvence, které kontroluji expresi genu protilatkovych
fetézch v hostitelské butice. Pod terminem , reguladni sekvence” je tfeba si myslet promotory,
zesilovade a jiné kontrolni prvky exprese (napf. polyadenyla¢ni signaly), které kontroluji
transkripci a translaci gend protilatkovych fetézct. Tyto regulaéni sekvence jsou popsany
‘napiiklad v Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Odbornici v této oblasti techniky jist€ uznaji, Ze sestaveni
expresniho vektoru bude jist& zaviset na takovych faktorech, jako je vyber hostitelské burky,
ktera ma byt transformovéna, hladina poZadované exprese proteinu atd.. Vyhodné regulacni
sekvence pro expresi v sav&ich hostitelskych buiikach obsahuji virové prvky, které fidi vysoké
hladiny exprese proteinu v sav&ich buiikach, jako jsou promotory a/nebo zesilovale, odvozené
od megaloviru (CMV) (jako je CMV promotor/zesilova¢), simian viru (SV40) (jako je SV40
promotor/zesilovag), adenoviru (napf. pozdni promotor adenoviru (AdMLP)) a polyomu. Pro
dalsi popis t&chto virovych regulagnich prvki a jejich €asti viz naptiklad US patent €. 5 168 062
od Stinski, US patent & 4 510 245 od Bell et al. a US patent ¢. 4 968 615 od Schaffner et al.

Kromé genti protilatkovych fet&zcl a reguladnich sekvenci mohou rekombinantni
expresni vektory podle tohoto vynalezu nést dopliikové sekvence, jako jsou sekvence, které
reguluji replikaci vektoru v hostitelské butice (napf. po¢atky replikace) a geny selekénich
markert. Tyto selek&ni markery usnadiiuji selekci hostitelskych bun€k, do kterych byl zaveden
vektor (viz, napt. US patenty &. 4 399 216, 4 634 665 a 5179 017, vSechny od Axel et al.).
Tyto selek&ni markery v&tSinou vnadeji rezistenci vii€i urditym latkam, jako je G418,
hygromycin nebo methotrexat, do hostitelské buiiky, do které byl vektor introdukovan.
Vyhodné selekéni markerové geny obsahuji gen dihydrofolatreduktazy (DHFR, pro pouZiti v
dhfr” hostitelskych butikach se selekci/zesilenim methotrexatu) a gen neo (pro selekci G418).

Pro expresi tézkych a lehkych fetézcl je expresni vektor (vektory), kodujici lehké a
t87ké fetézce, standardnim zpisobem transfektovan do hostitelské buiiky. Rizné formy
terminu “transfekce” jsou mysleny tak, aby pokryvaly Siroké spektrum obecn€ pouZivanych
postupti pro introdukci exogenni DNA do prokaryontnich nebo eukaryontnich hostitelskych
bundk, napt. elektroporaci, precipitaci fosfore¢nanem véapenatym, transfekci DEAE-dextranem
a jim podobné. I kdyZ je teoreticky moZné exprimovat protilatky podle tohoto vynalezu bud v
prokaryontni nebo v eukaryontni bufice, je exprese v eukaryontni bufice, nejvyhodnéji savci
hostitelské buiice, nejvyhodn&jsi, protoZe takové eukaryontni buiiky, hlavné sav€i buiiky, jsou
vhodngji neZ prokaryontni bufiky pro tvorbu a vyluovéni patfi¢nych nativnich a

imunologicky aktivnich protilatek. Bylo zjist&no, Ze exprese protilatkovych genti prokaryonty je
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neefektivni z hlediska dosazeni vysokych vytéZku aktivni protilatky (Boss, M.A. a Wood, C.R.
(1985) Immunology Today 6:12 az 13.

» Mezi vyhodné sav¢i buriky pro expresi rekombinantnich protilatek podle
tohoto vynalezu patii vaje¢nikové builky Cinského kietka (Chinese Hamster ovary cells, CHO
butiky) (v€etné€ dhfr” CHO bunék, popsanych Urlaub a Chasin, (1980) Pro. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216 az 4220, pouZité, napf. se selekénim markerem DHFR, popsanym R.J. Kaufman a P.A.
Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601 az 621), NSO myelomové builky, COS buiiky a SP2 buriky.
Pokud jsou do sav€ich hostitelskych bun€k introdukovany rekombinantni expresni vektory,
kodujict protilatkové geny, jsou protilatky produkovany kultivaci bunék po dobu dostateénou
pro umoZznéni exprese protilatky v hostitelskych buiikach nebo, vyhodnéji, pro vyluéovani
protilatky do kultivacniho media, ve kterém jsou hostitelské butiky p&stovany. Protilatky lze z
kultiva¢niho media ziskat standardnimi zpisoby purifikace proteinu.

Hostitelské buiitky mohou byt také pouzity pro vyrobu &asti intaktnich
protilatek, jako jsou Fab fragmenty nebo scFv molekuly. Je tfeba si uvédomit, Ze zmény ve
shora uvedeném postupu jsou rovnéz v zameéru predkladaného vynalezu. Napiiklad, mize byt
zadouci transfektovat hostitelskou buiiku s DNA, kodujici bud’ té€Zky nebo lehky fetézec (ale ne
oba) protilatky podle tohoto vynalezu. MiiZe byt také pouZita rekombinantni DNA pro
odstranéni nékteré nebo veskeré DNA, kodujici bud’ lehky nebo t&Zky fetézec nebo oba, které
nejsou potieba pro vazbu zajmovych antigend. Molekuly exprimované takto okle§t&nymi
molekulami DNA patfi také mezi protilatky podle tohoto vynélezu. Kromé toho lze produkovat
bifunkéni protilatky, ve kterych je jeden t€zky a jeden lehky fetézec z protilatky podle tohoto
vynalezu a dalsi t€zky a lehky fetézec jsou specifické pro antigen, jiny neZ zajmové antigeny,
pfi¢nou vazbou protilatky podle tohoto vynalezu na druhou protilatku standardnimi postupy
chemického pii¢ného sitovani.

Ve vyhodném systému rekombinantni exprese protilatky nebo jeji antigen vaZici
Casti podle tohoto vynalezu je rekombinantni expresni vektor, kodujici lehky i téZky
protilatkovy fetézec, zaveden do dhfr” CHO bunék transfekci zprostfedkovanou fosforeCnanem
vapenatym. Uvnitt rekombinantniho expresniho vektoru jsou geny tézkého a lehkého fetézce
protilatky operativn€ vazany k CMV zesilovacim/AdMLP promotorovym regulaénim prvkim,
aby Fidily vysoké hladiny transkripce té€chto genti. Tento rekombinantni expresni vektor rovnéz
nese DHFR gen, ktery umozZiiuje selekci CHO bunék, které byly transfektovany vektorem,
pouzivajicim selekci/ampflifikaci methotrexatu. Selektované transformantni buriky jsou
kultivovany, aby byla umoZnéna exprese tézkych a lehkych fet€zci protilatky. Intaktni

protilatka je ziskana z kultivatniho media. Pro pfipravu rekombinantniho expresniho vektoru,
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transfekci hostitelské butiky, selekci transformantd, kultivaci hostitelskych bun€k a ziskani
protilatky z kultivaéniho media jsou pouzity standardni zpisoby molekularni biologie. Vynalez
kromé toho poskytuje zpisob syntézy rekombinantni protilatky podle tohoto vynalezu kultivaci
hostitelské butiky podle tohoto vynélezu ve vhodném kultivaénim mediu, pokud je
rekombinantni protilatka podle tohoto vynalezu syntetizovana.

Alternativou ke skrininku knihoven rekombinantnich protilatek zobrazenim faga,
mohou byt dalsi zplisoby, znamé na tomto poli techniky pro skrinink velkych kombinacnich
knihoven, pouZité pro identifikaci dualn€ specifickych protilatek podle tohoto vynalezu. Jednim
typem alternativniho expresniho systému je systém, ve kterém je knihovna rekombinantnich
protilatek exprimovana jako RNA-proteinova fuze, popsana v PCT publikaci & WO 98/31 700
od Szostak a Roberts a v Roberts, R W. a Szostak, J.W. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94:12 297 az 12 302. 'V tomto systému je vytvorena kovalentni fize mezi mRNA a ji
kodovanym peptidem nebo proteinem, translaci in vitro syntetickych mRNA, ktere na svem 3
konci nesou puromycin, peptidovy akceptor antibiotik. Ur¢ita mRNA miiZe byt tedy obohacena
ze slozité sm&i mRNA (napf. kombina&ni knihovna) na zakladg vlastnosti kodovaného peptidu
nebo proteinu, napt. protilatky nebo jeji &asti, jako je vazba protilatky nebo jeji Easti k duéiné
specifickému antigenu. Sekvence nukleové kyseliny, kodujici protilatky nebo jejich &asti,
ziskané skrininkem t&chto knihoven, mohou byt exprimovany rekombinantnim zptisobem, jak
je popsano shora (napf. v sav&ich hostitelskych buiikach) a kromé toho mohou byt pfedmétem
dalsiho afinitniho zrani bud’ dalsimi cykly skrininku fuzi mRNA-peptid, vr kterych byly
zavedeny mutace do pGvodng vybrané sekvence (sekvenci) nebo jinym zplisobem afinitniho
zrani rekombinantnich protilatek in vitro, jak je popséano shora.

C. Kombina&ni pfistupy

Duélng specifické protilatky podle tohoto vynalezu mohou byt také pfipraveny
pouzitim kombina&nich piistupii in vivo nebo in vitro, takovymi zplisoby, ve kterych je dualné
specificky antigen ptivodn& vystaven protilatkovému souboru in vivo v hostitelském
¥ivogichovi, aby byla stimulovana produkce protilatek, které vazi dualné specificky antigen, ale
v némZ je provedena dal3i selekce protilatek a/nebo zrani (t.j., zlepSeni) pomoci jedné nebo vice
in vitro technik.

V jednom provedeni tento kombinaéni pfistup obsahuje nejprve imunizaci Zivogicha,
jiného ne &lovéka (napt. mys, krysa, kralik, koza nebo jejich transgenni verze nebo chimerni
my$), dualné specifickym antigenem pro stimulaci protilatkové odpovedi viiéi antigenu,
nasledovanou pfipravou a skrininkem fagové zobrazovaci protilatkové knihovny pomoci

imunoglobulinovych sekvenci z lymfocytd, stimulovanych in vivo expozici vii€i duainé
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specifickému antigenu. Prvni krok tohoto kombina¢niho postupu mize byt proveden jak je
popsano v oddile ITIA, zatimco druhy krok tohoto postupu mlze byt proveden, jak je popsano v
oddile IIB shora. Vyhodné postupy hyperimunizace Zivo¢ichd, jinych nez ¢lovék, nasledované
skrininkem #n vitro fagovych zobrazovacich knihoven, pfipravenych ze stimulovanych
lymfocytil, obsahuji postupy, popsané u BioSite Inc., viz napf. PCT publikace WO 98/47 343,
PCT publikace WO 91/17 271, US patent €. 5 427 908 a US patent €. 5 580 717.

V jiném provedeni je v kombina¢nim postupu obsaZena nejprve imunizace jiného nez
lidského Zivocicha (napf. mys, krysa, kralik, koza nebo jejich knockoutovana a/nebo transgenni
verze nebo chimerni my$) s dualn€ specifickym antigenem pro stimulaci protilatkové odpovédi
na antigen a selekce lymfocytu, které produkuyji protilatky s pozadovanou duélni specifitou
(napk. skrininkem hybridomi, pfipravenych z imunizovanych zvifat). Pfestavéné protilatkové
geny z vybranych klont se potom izoluji (standardnimi zpisoby klonovani, jako je reverzni
transkriptaza — polymerazova fetézova reakce) a jsou pfedmétem afinitniho zréani in vitro, ¢imz
jsou zesileny vazebné vlastnosti vybrané protilatky nebo protilatek. Prvni krok tohoto postupu
miiZe proveden podle popisu v odstavci ITA shora, zatimco druhy krok tohoto postupu miiZe byt
proveden, jak je popsano v odstavci IIB shora, hlavné pouZitim in vitro zplisobli zrani, které
jsou popsany v PCT publikaci WO 97/29 131 a PCT publikaci WO 00/56 772.

V jesté jiném kombina¢nim zptsobu jsou rekombinantni protilatky
generovany z jednotlivych, izolovanych lymfocytl, pouZitim postupu, oznacovaného v této
oblasti techniky jako zptisob vybranych lymfocytarnich protilatek (selected lymphocyte
antibody method, SLAM), popsany v US patentu €. 5 627 052, PCT publikaci WO 92/02 551 a
v Babcock, 1.S. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci USA 93:7843 aZz 7848. V tomto zpisobu,
aplikovaném na dualng specifické protilatky podle tohoto vynalezu, je nejprve jiny neZ lidsky
Zivogich (napf. my$, krysa, kralik, koza nebo jejich transgenni verze nebo chimerni mys)
imunizovan in vivo dualné specifickym antigenem pro stimulaci protilatkové odpovédi proti
tomuto antigenu a potom se jednotlivé butiky, vylu€ujici zajmové protilatky, napt. specifické
viiéi dualné specifickému antigenu, selektuji pomoci antigen-specifického hemolytického
plakového testu (napf. dualné specificky antigen sam nebo strukturné piibuzné zajmoveé
molekuly jsou pfipojeny k ov&im Cervenym krvinkam pomoci mistku, jako je biotin, &imZ je
umoznéna identifikace jednotlivych bunék, které vyluduji protilatky s vhodnou specifitou,
pomoci testu hemolytickych plakd). Po identifikaci bun€k, vyluCujicich zajmové protilatky,
jsou t&7ké a lehké fetézce variabilnich oblasti cDNA uvolnény z bunék reverzni transkriptdzou
a PCR a tyto variabilni oblasti mohou byt potom exprimovany v kontextu pfisluSnych

imunoglobulinovych konstantnich oblasti (napf. lidské konstantni oblasti), v sav€ich
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hostitelskych buiikach, jako jsou COS nebo CHO buriky. Tyto hostitelské buiiky,
transfektované zesilenymi imunoglobulinovymi sekvencemi, odvozenymi od in vivo vybranych
lymfocyti, mohou byt poté dale analyzovany a selektovany in vitro napfiklad kontrolou
transfektovanych bun&k, aby byly izolovany buriky, exprimujici protilatky s poZadovanou
dualni specifitou. Tyto zesilené imunoglobulinové sekvence mohou byt dale ovliviiovany in
vitro, jako tfeba in vitro afinitnim zranim, jak je popsano shora.

V jiném provedeni obsahuje kombinacni zplisob nasledujici kroky, aby byly
produkovany dualng specifické protilatky. Nejprve je jiny nez lidsky Zivo€ich imunizovan
prvnim antigenem a druhy, jiny neZ lidsky Zivogich je imunizovan druhym, odliSnym
antigenem, pfi¢emz druhy antigen je vyhodné strukturné podobny prvnimu antigenu, aby byla
stimulovana protilatkova odpovéd’ in vivo. Z protilatkovych gend je sestrojena knihovna

. rekombinantnich t&kych fetézch a knihovna rekombinantnich lehkych fetézcl, odvozenych od
prvniho Zivogicha, jiného neZ Elovek, piipadné druhého Zivoticha, jiného nez clovek, jak je
popsano v oddile IIB. Knihovna t&Zkého fetézce z Zivocicha, imunizovaného prvnim
antigenem je spojena s knihovnou lehkého fetézce ZivoCicha, imunizovaného druhym
antigenem, aby vznikla knihovna protilatek X. Podobné, knihovna tézkého fetézce z ZivoCicha,
imunizovaného druhym antigenem je spojena s knihovnou lehkého fetézce z ZivoCicha,
imunizovaného prvnim antigenem, aby byla vytvofena knihovna protilatek Y. Mimoto mohou
knihovny X a Y spojeny za vzniku knihovny XY. Dualné specifické protilatky, které vazi prvni
i druhy antigen, mohou byt identifikovany a izolovany z knihoven X, Y a/nebo XY knihoven.
II1. Charakteristiky dualné specifickych protilatek

Tento vynalez poskytuje dualng specifické protilatky, rovn€Zz jako Casti téchto
protilatek, které mohou byt pfipraveny zpisobem podle tohoto vynalezu. Témito protilatkami,
ptipadng jejich &astmi, jsou vyhodné& izolované protilatky. Témito protilatkami, pfipadng jejich
&astmi, jsou vyhodné neutralizujici protilatky. Protilatkami podle tohoto vynalezu jsou také
monoklonalni a rekombinantni protilatky, pfipadng jejich €asti. V riznych provedenich mohou
protilatky nebo jejich &asti obsahovat sekvence aminokyselin odvozené zcela od jednotlivych
Fivotisnych druhd, jako jsou protilatky nebo jejich &asti zcela lidského nebo zcela mySiho
piivodu. V jinych provedenich mohou byt t&mito protilatkami nebo jejich Eastmi chimerni
protilatky, protilatky s implantovanou CDR nebo jiné formy lidskych protilatek.

Termin “protilatka”, jak je zde pouZivan, oznacuje imunoglobulinové molekuly,
slozené ze &tyf polypeptidovych fetézcli, dvou t&Zkych (H) fetézch a dvou lehkych (L) fetézci,
vzéjemns spojenych disulfidickymi vazbami. Kazdy t&zky fetézec je sloZen z variabilni oblasti

t&7kého Tetézce (zkracované zde jako HCVR nebo VH) a konstantni oblasti t€zkého retézce.
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Tato konstantni oblast t&€Zkého Fetézce je slozena ze tfi domén, CH1, CH2 a CH3. Kazdy lehky
fetézec je sloZen z variabilni oblasti lehkého fetézce (zde oznacované jako LCVR nebo LV) a
konstantni oblasti lehkého fetézce. Konstantni oblast lehkého Fetézce je tvorena jednou
doménou, CL. Oblasti VH a LH mohou byt dale déleny na oblasti hypervariability, které jsou
nazyvany oblastmi urCujicimi komplementaritu (complementarity determining regions, CDR),
které jsou oddéleny oblastmi, které jsou vice konzervativn&jsi a jsou nazyvané ramcové oblasti
(framework regions - FR). Kazda VH a VL je sloZena ze tfi CDR a ¢tyi FR, uspotfadanych od
N-konct k C-konciim v nasledujicim pofadi: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Termin “antigen vazici ¢ast” protilatky (nebo jednoduse “Cast protilatky™), jak je zde
uzivan, oznaCuje jeden nebo vice fragmentd dualné specifické protilatky, které si uchovavaji
schopnost se specificky vazat na dva rizné, ale strukturné pfibuzné antigeny. Bylo zji§téno, Ze
antigen vazici funkce protilatky miZe byt pfedstavovana fragmentem o délce celé protilatky.
Piiklady vazicich se fragmentli, obsazenych v ramci terminu “antigen vazici ¢ast” protilatky,
obsahuji (i) Fab fragment, coZ je monovalentni fragment, zahrnujici VL, VH, CL a CH1
domény; (ii) F(ab"), fragment, coZ je bivalentni fragment, obsahujici dva Fab fragmenty,
vazané disulfidickym mustkem v oblasti ¢epu; (iii) Fd fragment, zahrnujici VH a CH1 domény;
(iv) FV fragment, zahrnujici VL a VH domény jednoho ramene protilatky; (v) dAB fragment
(Ward et al., (1989) Nature 341:544 az 546), ktery zahrnuje VH doménu a vi) izolovanou
oblast, urujici komplementaritu (CDR). Kromé toho, i kdyz dvé domény Fv fragmentu, VH a
VL, jsou kédovany oddélenymi geny, mohou byt pouZitim rekombinantnich zplsobii spojeny
syntetickym mustkem, ktery umoZiiuje, aby byly produkovany ve formé jednoho proteinového
fetézce, ve kterém VL a VH oblasti tvoii monovalentni molekuly ( znamé jako jednoduché
fetézce Fv (scFv); viz napt. Bird et al. (1988) Science 242:423 az 426 a Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 aZ 5883). Tyto jednofetézcové protilatky jsou také chapany
pod terminem ,,antigen vaZici ¢asti* protilatky. Jiné formy fetézcovych protilatek, jako
diaprotilatky, jsou také obsaZeny v tomto terminu. Diaprotilatky jsou bivalentni, bispecifické
protilatky, jejichz VH a VL domény jsou exprimovany v jednom polypeptidovém fetézci, ale
dtisledkem mustku, ktery je pfili§ kratky, aby dovolil parovani mezi t€mito dvéma doménami v
ramci jednoho fet&zce, se tyto domény paruji s komplementarnimi doménami jinych fetézcl a
tvoii tak dvé& antigen vazici mista (viz napf. Holliger, P. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444 az 6448; Poljak, R.J., et al. (1994) Structure 2:1121 az 1123.

Protilatka nebo jeji antigen vaZici ¢ast mohou byt ¢asti vétSich imunoadheznich

molekul, vzniklych kovalentni nebo nekovalentni asociaci protilatky nebo jeji €asti s jednim

nebo vice jinymi proteiny nebo peptidy. Pfiklady takovych imunoadhezivnich molekul obsahuji
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pouZiti jaderné oblasti streptavidinu pro tvorbu tetramerni scFv molekuly (Kyprianov, S.M., et
al. (1995) Human Antibodies and Hybridomas 6:93 aZ 101) a pouZiti cysteinového zbytku,
markerového peptidu a C-koncového polyhistidinového tagu pro tvorbu bivalentnich a
biotinylovanych scFv molekul (Kyprianov, S.M. et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047 az 1058).
Casti protilatky, jako Fab a F(ab"), fragmenty, mohou byt pfipraveny z celych protilatek
konvenc¢nim zplisobem, jako je papainova nebo pepsinova digesce celych protilatek. Kromé
toho mohou byt protilatky, ¢asti protilatek a imunoadhezivni molekuly ziskany standardnimi
rekombinantnimi postupy.

Termin “izolovana dualné specificka protilatka”, jak je zde pouZivan, oznaluje
dualné specifickou protilatku, ktera v podstaté neobsahuje Zadné jiné protilatky, které maji
odli$né antigenni specifity (napf. izolovana protilatka, ktera specificky vaZe dva rozdilné, ale
strukturné pfibuzné antigeny, ale je v podstaté prosta protilatek, které specificky vazi jiné
nepiibuzné antigeny). Kromé toho mtZe byt izolovana dualng specificka protilatka v podstatg
prosta jiného buné&ného materialu a/nebo jinych chemikalii.

Termin “neutralizujici protilatka”, jak je zde pouZit, oznaduje protilatku, jejiz
vazba k pfisluinému antigenu ma za vysledek inhibici biologické aktivity tohoto antigenu. Tato
inhibice biologické aktivity antigenu muZe byt odhadnuta méfenim jednoho nebo vice
ukazatell biologické aktivity tohoto antigenu pomoci vhodného in vitro nebo in vivo testu.

Termin “monoklonalni protilatka”, jak je zde pouZivan, oznaduje protilatku
odvozenou od hybridomu (napf. protilatku vylu€ovanou hybridomem, pfipravenym
hybridomovou technologii, jako je standardni hybridomova technologie podle Kohler a
Milstein). Dualné specificka protilatka podle tohoto vynalezu, odvozena od hybridomu, je tedy
stale oznaCovana jako monoklonalni protilatka, i kdyZz ma antigenni specifitu proti vice nez
jednomu jednotlivému antigenu.

Fraze “rekombinantni protilatka” oznaduje protilatky, které jsou pfipraveny,
exprimovany, vytvofeny nebo izolovany rekombinantnim zpiisobem, tak jako protilatky,
exprimované pouZitim rekombinantniho expresniho vektoru, transfektovaného do hostitelské
buriky, protilatky, izolované z knihovny rekombinantnich kombinaénich protilatek, izolované
ze zivocicha (napf. mys$i), ktery je transgenni vidi lidskym imunoglogulinovym gentim (viz,
napi. Taylor, L.D., et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287 az 6295) nebo protilatka,které jsou
pfipravené, exprimované, vytvorené nebo izolované jinym zptiisobem, ktery obsahuje napojeni
pfislusnych imunoglobulinovych genovych sekvenci (jako jsou sekvence lidskych
imunoglobulinovych gend) k jinym DNA sekvencim. Pfiklady rekombinantnich protilatek

obsahuji chimerni, CDR implantované a humanizované protilatky.
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Termin “lidska protilatka” oznaCuje protilatky, které maji variabilni a konstantni
oblasti odpovidajici nebo odvozené od imunoglobulinovych lidskych zarodeénych sekvenci, jak
je popséano, napf. v Kabat et al. (viz Kabat, et al. (1991) Sequeunces of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, US Department of Gealth and Human Services, NIH
Publication ¢. 91-3242). V nékterych provedenich jsou v§ak takové rekombinantni lidské
protilatky pfedmétem mutageneze in vifro nebo, pokud je pouZit Zivodich transgenni pro
lidské Ig sekvence, in vivo somatické mutageneze, a aminokyselinové sekvence VH a LH
oblasti rekombinantnich protilatek jsou sekvencemi, které, jsou-li odvozeny a pfibuzné od
lidskych zarodeénych VH a VL sekvenci, nemohou existovat v ramci pfirozeného souboru
zarode¢nych lidskych protilatek in vivo. V ur€itych provedenich jsou vSak tyto rekombinantni
protilatky vysledkem selektivni mutageneze, zpé€tné mutace nebo oboji.

Termin “zpé€tna mutace” oznacuje proces, ve kterém jsou n€které nebo vSechny
somaticky mutované aminokyseliny nahrazeny odpovidajicimi zbytky zarodecné linie z
homolognich sekvenci zarodeénych protilatkovych sekvenci. Sekvence fetézct tézkého a
lehkého fetézce lidské protilatky podle tohoto vynalezu jsou oddélené srovnany se sekvencemi
zarodetné linie VBASE databéze, aby byly identifikovany sekvence s nejvyssi homologii.
Rozdily v lidské protilatce podle tohoto vynélezu jsou opraveny podle sekvenci zarodecné linie
mutovanim definovanych nukleotidovych pozic, kddujicich tyto rizné aminokyseliny. Uloha
kaZdé aminokyseliny, identifikované jako kandidat pro zpétnou mutaci by méla byt vyzkouSena
na jeji pfimou nebo nepfimou tlohu ve vazbé antigenu a jakakoliv aminokyselina, ktera by po
mutaci ménila poZzadované charakteristiky lidské protilatky, by neméla byt obsazena ve
vysledné lidské protilatce, aby byl minimalizovan pocet aminokyselin, které jsou piedmétem
zpétné mutace t&ch aminokyselinovych pozic, které byly nalezeny jako odli$né od nejblizsi
sekvence zarodeéné linie, ale identické s odpovidajici aminokyselinou v druhé zarode¢né linii, a
které mohou zistat, za pfedpokladu, Ze tato druha sekvence zarodecné linie je identicka a
kolinearni se sekvenci lidské protilatky podle tohoto vynalezu v nejméné 10, vyhodné v 12
aminokyselinch na obou stranach doty&né aminokyseliny. Zpétné mutace se mohou
vyskytovat ve kterémkoliv stadiu optimalizace protilatky.

Termin “chimerni protilatka” oznaCuje protilatky, které obsahuji sekvence variabilni
oblasti t&zkého a lehkého fetézce jednoho Zivo&isného druhu a sekvence konstantni oblasti od
jiného Zivo&i§ného druhu, pravé tak jako protilatky, které maji mysi variabilni oblasti t€zkého a
lehkého fetézce, vazané na lidské konstantni oblasti.

Termin “protilatka s implantovanou CDR” oznaluje protilatky, které obsahuji

sekvence variabilnich oblasti t&Zkého a lehkého Fet&zce jednoho Zivo¢isného druhu, ve kterych
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jsou ale sekvence jedné nebo vice CDR oblasti VH a/nebo VL nahrazeny CDR sekvencemi od
jinych druhd, jako v pfipadé protilatek, které maji mysi variabilni oblasti téZkych a lehkych
fetézcd, ve ktery je jedna nebo vice mySich CDR (napf. CDR3), nahrazena lidskou CDR
sekvenci.

Termin “humanizovana protilatka” oznaCuje protilatky, které obsahuji sekvence
variabilnich oblasti t€zkého a lehkého Tetézce druht, jinych neZ lidskych (napf. mysich), ve
kterych je ale nejméné Cast VH a/nebo VL sekvence zménéna na vice “lidskou”, t.j., vice
podobnou variabilnim sekvencim lidské zarode¢né linie. Jednim typem humanizované
protilatky je protilatka s implantovanou CDR, ve které jsou lidské CDR sekvence zavedeny do
jinych neZ lidskych VH a VL sekvenci, aby nahradily odpovidajici jiné nez lidské CDR
sekvence.

Jednou cestou méfeni kinetiky vazby protilatky je povrchova plasmonova rezonance.
Termin “povrchové plazmonova rezonance”, jak je zde pouZivan, oznaCuje opticky fenomén,
ktery umoziiuje analyzu biospecifickych interakci v realném Case detekci zmén v koncentraci
proteinu v matrici biosenzoru naptiklad pouzitim systému BIAcore (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Sweden and Piscaraway, NY). Dalsi popis, viz Jonsson, U. Et al. (1993) Ann. Biol.
Clin. 51:19 az 26; Jonsson, U. Et al. (1991) Biotechniques 11:620 az 627; Johnsson, B., et al.
(1995) J. Mol. Recognit. 8:125 az 131 a Johnnson, B, et al. (1991) Anal. Biiochem. 198:268 aZ
277.

Termin “K,i” , jak je zde pouZit, oznaduje rozpadovou rychlostni konstantu
disociace protilatky z komplexu protilatka/antigen.

Termin “Ky4” , jak je zde pouzit, oznaCuje disocia¢ni konstantu jednotlivé interakce
protilatka-antigen.

Duélné specifické protilatky podle tohoto vynalezu se pfipravuji pomoci riznych
zplisobu pfipravy protilatek, které jsou popsany v odstavci II shora. Dualné specifické
protilatky podle tohoto vynalez mohou byt smérovany proti zasadné libovolnym strukturalné
piibuznym antigentim, i kdyZ vyhodné dualné specifické protilatky podle tohoto vynalezu jsou
ty, které specificky vazi IL-1a a IL-1f3, které mohou byt pfipraveny pomoci duélné
specifickych antigend, jako jsou antigeny, popsané v prikladech 1 az 4. Jinymi strukturné
piibuznymi antigeny, které mohou byt pouZity v pfedkladaném vynalezu jsou, ale bez bez
omezeni na né, Cleny rodiny caspazy, rodiny cytokint, jako jsou ¢leny rodiny IL-1 (napt. IL-
1/IL-18), €leny rodiny TNF (napi. TNFo/TNFp), €leny rodiny IL-6, interferony, ¢leny rodiny
TGFB, ¢leny rodiny EGF, ¢leny rodiny FGF, ¢leny rodiny PDGF, ¢leny rodiny VEGF, ¢leny

rodiny angiopoetinu, kostni morfogenni proteiny, vylu¢ované proteazy (metalo-proteinazy) a
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rodiny receptort cytokinu, jako jsou ¢leny rodiny receptord IIL-1, ¢leny rodiny TNF receptori,
Cleny rodiny TGFp receptoru, Cleny rodiny EGF receptoru, ¢lenové rodiny receptorti FGF,
&leny rodiny PDGF receptorti, ¢leny rodiny VEGF receptori a ¢leny rodiny receptort
angiopoetinu. ‘

Duélné specifické protilatky podle tohoto vynalezu mohou vykazovat stejnou
vazebnou aktivitu proti dvéma riznym, ale strukturné piibuznym antigenim, ke kterym se vazi
nebo se muZe dualné specifické protilatka alternativn€ vazat prednostnéji k jednomu ze dvou
antigent, ale nicméné stale ma specifitu proti dvéma piibuznym antigentim ve srovnani s
nepiibuznymi antigeny. Vazebna aktivita dualné specifické protilatky proti strukturné
pfibuznym antigenim, rovnéZ jako proti nepiibuznym antigenim, mize byt odhadnuta pomoci
standardnich in vitro testd, jako jsou ELISA nebo BIAcore analyzy. Je vyhodné, kdyZz pomér
K. protilatky proti strukturné nepfibuznym antigentim ke Kq protilatky proti strukturné
pitbuznym antigentim je nejméné 3, vyhodné&jsi, kdyz je tento pomér nejméné 5 nebo kdyZ jesté
vyhodn&ji je tento pomer nejméné 10 nebo kdyz jesté€ vyhodnéji je tento pomér nejméné 50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 nebo 1000.

V kvantitativnim vyjadieni je jednou z mér rozdil mezi vazbou pozadi a dualni
specifitou. Napfiklad, vazba pozadi je na nizké Girovni, napf. méné nez 5 %, vyhodnéji méng
neZz 3 % a nejvyhodnéji 0,1 aZ 1 %, zatimco specificka kiizova reaktivita nebo duéalné
specificka vazba je na vy$§i Grovni, napf. vyssi nez 1 %, vyhodné&ji vy3si nez 3 %, jesté
vyhodnéji vys$si nez 5 % a jesté vyhodné vyssi nez 10 %. Kromé toho je je ICso dualné
specifické protilatky viiéi cilovému antigenu blizké hodnot€ EDso antigent v daném biotestu.

Dualné specificka protilatka nebo jeji antigen vaZici ¢ast podle tohoto vynalezu se
vyhodng vybere tak, aby méla pozadovanou kinetiku vazby (napf. vysokou afinitu, nizkou
disociaci, pomalou rychlost rozpadu, silnou neutraliza¢ni aktivitu) vii¢i jednomu, vyhodné vici
ob&ma antigentim, ke kterym se specificky vaze. Napiiklad, dualn€ specifické protilatka nebo
jeji Cast, miiZe vazat jeden nebo vyhodné oba strukturaln€ pfibuzné antigeny s rychlostni
konstantou ke 0,1 s™ nebo méng, vyhodngji 1 x 107 s nebo méng, vyhodngji 1 x 107 s nebo
méng, jeit® vyhodngji 1 x 10 s nebo méng, jests vyhodngji 1 x 107 5! nebo méng, jak je
uréeno povrchovou plazmonovou rezonanci. Kromé toho nebo jinak, miize dualné specificka
protilatka nebo jeji ¢ast inhibovat aktivitu jednoho, vyhodn€ obou strukturng piibuznych
antigend s hodnotou ICsp 1 x 10°M nebo méns, jesté vyhodnéji s hodnotou ICse 1 x 10"M
nebo méns, jedtd vyhodngji s hodnotou ICse 1 x 10°° M nebo méné, jesté vyhodnéji s hodnotou
ICso 1x 10°M nebo méng, jest& vyhodn&ji s hodnotou ICse 1 x 10" M nebo méng, jesté

vyhodné&ji s hodnotou ICso 1 x 10" M nebo méng. Je vyhodné, kdyZ je ICsp m&feno pomoci
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citlivého biotestu, ve kterém by hodnoty ICso mély byt tésné k hodnoté EDs, antigenu v tomto
testu.

Tento vynalez rovnéZz poskytuje farmaceutické prostedky, obsahujici dualné
specifickou protilatku nebo jeji antigen vaZzici ¢ast podle tohoto vynalezu a farmaceuticky
pfijatelny nosi¢. Farmaceuticky prostiedek podle tohoto vynalezu miZe dale obsahovat
nejméné jedno doplitkové terapeutické ¢inidlo, napf. jedno nebo vice doplitkovych
terapeutickych €inidel pro 1€€bu choroby, pfi které je pouziti dualné specifické protilatky
uzitecné pro zlepSeni choroby. Napiiklad, pokud dualné€ specificka protilatka specificky vaze
IL-1o a IL-1f, mdZe farmaceuticky prostfedek déle obsahovat jedno nebo vice terapeutickych
Cinidel pro lécbu chorob, na nichz se aktivita IL-1 §kodlivé podili.

Protilatky a jejich asti podle tohoto vynalezu mohou byt zalenény do farmaceutickych
prostfedkt, vhodnych pro podani subjektu. Tyto farmaceutické prostfedky vétsinou obsahuji
protilatku nebo jeji East podle tohoto vynalezu a farmaceuticky piijatelny nosi€. Termin
“farmaceuticky pfijatelny nosi¢” jak je zde pouzivan, obsahuje libovolna a viechna
rozpoustédla, disperzni media, povlaky, antibakterialni a antifungalni Cinidla, izotonicka ¢idla a
¢inidla zpomalujici absorpci a jim podobna, pokud jsou fyziologicky pfijatelna. Pfiklady
farmaceuticky pfijatelnych nosi¢i obsahuji jednu nebo vice latek jako, voda, fyziologicky
roztok, fosfatovy fyziologicky roztok, glukdzu, glycerol, ethanol a jim podobné, rovnéz jako
jejich kombinace. V mnoha pfipadech je vyhodné, aby obsahovaly izotonicka ¢inidla naptiklad
cukry, polyalkoholy, jako je mannitol, sorbitol nebo chlorid sodny. Farmaceuticky pfijatelné
nosi¢e mohou déle obsahovat mens§i mnozstvi pomocnych substanci, jako jsou sma&eci nebo
emulgacni Cinidla, konzervace pufit, které zvySuji polo&as Zivota ucinnosti protilatky nebo
¢asti protilatky.

Protilatky a Casti protilatek podle tohoto vynalezu mohou byt zabudovany do
farmaceutickych prostfedka, vhodnych pro parenteralni podani. Je vyhodné, kdyz je protilatka
nebo Casti protilatky pfipravena jako injekcni roztok, obsahujici 0,1 aZ 250 mg/ml protilatky.
Tento injek&ni roztok mizZe obsahovat bud’ kapalnou nebo lyofilizovanou lékovou formu
v lékovkach z kfemenného nebo hnédého skla, ampulich nebo predplnénych injek¢énich
stiikackach. Pufr mize byt L-histidin (1 aZ 50 mM), optiméln& 5 az 50 mM, pii pH 5,0 az 7,0
(optimalné pH 6,0). Jiné vhodné pufry obsahuji, ale bez omezeni, natrium-sukcinat, natrium-
~citrat, natrium-fosfat nebo kalium-fosfat. Chlorid sodny muZe byt pouzit pro zménu toxicity
roztoku pfi koncentraci 0 az 300 mM (optimaln€ 150 mM pro kapalnou lékovou formu). Pi
lyofilizované 1ékové formé mohou byt obsazeny kryoprotektanty, hiavné 0 az 10 % sacharozy

(optimaln€ 0,5 az 1,0 %). Jinymi vhodnymi kryoprotektanty jsou trehaloza a laktoza.




V lyofilizované lékové formé mohou byt obsaZena plnidla, hlavng 1 aZ 10 % mannitolu
(optimaln€ 2 az 4 %). V kapalné i v lyofilizované 1ékové formé mohou byt stabilizatory, hlavné
1 az 50 mM L-methioninu (optimalné 5 10 mM). Jinymi vhodnymi plnidly jsou glycin, arginin,
v mnozstvi 0 az 0,05 % miZe byt obsaZen polysorbat-80 (optimalng 0,005 az 0,01 %).
Dopliikovymi povrchove aktivnimi latkami mohou byt, ale bez omezeni, polysorbat 20 a BRIJ.
Prosttedky podle tohoto vynalezu mohou byt v riznych formach. Témito formami
jsou napfiklad kapalné, polotuhé a tuhé Iékové formy, jako jsou kapalné roztoky (napf. injekéni
a infizni roztoky), disperze nebo suspenze, tablety, pilulky, prasky, lipozomy a ipky.
Vyhodna Iékova forma zavisi na zamysleném zpisobu podani a terapeutické aplikaci. Typické
vyhodné prostiedky jsou ve formé injek&nich nebo infiznich roztokd, jako jsou prostiedky
podobné tém, které jsou pouzity pii pasivni imunizaci €loveka jinymi protilatkami. Vyhodnym
zpusobem podani je parenteralni (napf. intravendzni, subkutanni, intraperitonealni,
intramuskularni). Ve vyhodném provedeni je protilatka podana intraven6zni injekci nebo infizi.
V jiném vyhodném provedeni je protilatka podana intramuskularni nebo subkuténni injekci.
Terapeutické prostfedky musi byt sterilni a stabilni za podminek vyroby a
skladovani. Prostfedek musi byt formulovan jako roztok, mikroemulze, disperze, liposom nebo
jiny pozadovana struktura, vhodna pro vysokou koncentraci lé¢iva. Sterilni injek¢ni roztoky
mohou byt pfipraveny zabudovanim aktivni slouceniny (tj. protilatky nebo Casti protilatky)
v potiebném mnoZstvi ve vhodném rozpoustédle s jednou nebo dle potieby s vice shora
uvedenymi slozkami, nasledovanym sterilni filtraci. Disperze jsou obecné pfipraveny
zaclenénim aktivni slouCeniny do sterilniho rozpoustédla, které obsahuje zakladni disperzni
medium a jiné potfebné slozky, patfici do shora uvedenych. V pfipadé sterilnich,
lyofilizovanych praskt pro piipravu sterilnich injek&nich roztokd jsou vyhodnymi zpiisoby
pfipravy vakuové suSeni a suSeni rozprachem, které poskytuji prasek aktivni substance a
libovolnou doplitkovou pozadovanou sloZku z jejich pfedb&zné sterilng filtrovanych roztokd.
Vlastni fluidita roztoku miize byt udrZena napiiklad pouzitim povlakd, jako je lecitin, udrzenim
potiebné velikosti Casti v pfipadé¢ disperze a pfi pouziti smacedel. Prolongovana absorpce
injektovatelnych prostfedki mtiZe byt dosazena zaclenénim takového Cinidla do prosttedku,
které zpomaluje absorbci, napfiklad soli monostearéatu a Zelatina.

Protilatky a Casti protilatek podle predkladaného vynéalezu mohou byt
podavany riznymi zpisoby, zndmymi v této oblasti techniky, i kdyZ pro mnohé terapeutické
aplikace je vyhodnou cestou/zpisobem podani subkutanni injekce, intravendzni injekce nebo
infaze. Odbornik na tomto poli techniky snadno pochopi, Ze cesta a/nebo zpisob podani se

budou ménit v zavislosti na pozadovanych vysledcich. V urcitych provedenich mtize byt
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aktivni slouCenina pfipravena s nosi¢em, ktery chrani tuto slou¢eninu pied rychlym uvolnénim,
jako tomu je v ptipad€ formulace pro kontrolované uvolfiovani, véetng implantd,
transdermalnich néplasti a zpiisobu dodavky systémy mikrozapouzdfeni. Mohou byt pouZity
biologicky odbouratelné a kompatibilni polymery, jako je ethylen(vinyl)acetat, polyanhydridy,
polyglykolova kyselina, kolagen, polyorthoestery a kyselina polymlé&na. Mnohé zptisoby pro
pfipravu t&chto formulaci jsou patentovany a nebo obecné znamy odbornikiim v této oblasti
techniky. Viz, napt. Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Fobilnson,
ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

V uréitych provedenich mohou byt protilatky nebo jejich &asti podany oralng
napfiklad s inertnim rozpoustédlem nebo asimilovatelnym jedlym nosi¢em. Sloudenina (a jiné
sloZky, pokud jsou tfeba) mohou byt také obsazeny v tvrdé nebo m&kké Zelatinové kapsli,
lisovany do tablet nebo zaclenény piimo do diety subjektu. Pro oralni terapeutické podani
muzZe byt slouCenina obsaZena v plnidlu a pouZita ve formé tablet, nasalnich tablet, pastilek,
kapsli, elixir(i, suspenzi, sirupt, oplatek a jim podobnych. Pro podani slouéeniny podle tohoto
vynalezu jinym neZ parenteralnim podéanim miiZe byt nutné slou€eninu povléci nebo podavat
s materialem, ktery zabréani inaktivaci slou&eniny.

Do prostiedki mohou byt také zaglen&ny doplitkové aktivni sloueniny.
V uritych provedenich milZe byt protilatka podle tohoto vynélezu nebo jeji Sast formulovana
spole¢né a/nebo podéavana s jednim nebo vice dopliikovymi terapeutickymi &inidly, ktera jsou
pouZitelna pro 1é¢bu chorob, v nichZ se aktivita IL-1 negativn& Gigastni. Napfiklad dualng
specifické protilatky proti IL-1o/IL-1p nebo jejich &asti mohou byt spoleéng formulovany
a/nebo podavany s jednou nebo vice protilatkami, které se vaZi na jiné cile (napf. protilatky,
které vazi jiné cytokiny, nebo které vazi molekuly na bun&&ném povrchu). Kromé toho mize
byt jedna nebo vice protilatek podle tohoto vynalezu pouZita v kombinaci s jednim nebo vice
predchéazejicimi terapeutickymi Cinidly. Takovéto kombinacni terapie mohou s vyhodou
vyuzivat nizké davky podavanych terapeutickych &inidel a tedy odstratiovat nezadouct mozné

toxicity nebo komplikace, spojené s riznymi monoterapiemi.

IV. Pouziti dualné specifickych protilatek

Vzhledem k jejich schopnosti vazat se na dvé rizné, ale strukturné pitbuzné
antigeny, jsou dualn€ specifické protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich &asti pouZity pro
detekci bud’ jednoho nebo obou antigend (napf. v biologickych vzorcich, jako je sérum nebo
plasma), pouZitim konven¢niho imunologického testu, jako je ELISA (enzyme linked

immunosorbent assay), RIA (radioimmunoassay) nebo tkafiova imunohistochemie. Tento




vynalez poskytuje zpisob detekce antigenu v biologickém vzorku, ktery obsahuje kontakt
tohoto biologického vzorku s dualné specifickou protilatkou podle tohoto vynalezu nebo jeji
&asti, ktera specificky rozpoznava antigen a detekuje bud’ protilatku (nebo protilatkovou Cast)
véazanou na antigen nebo nenavazanou protilatku (nebo jeji €ast), Cimz je detekovan antigen
v biologickém vzorku. Protilatka je pfimo nebo nepfimo oznalena detekovatelnou substanci,
aby byla usnadn&na detekce vazané nebo nevazané protilatky. Vhodnymi detekovatelnymi
latkami jsou rizné enzymy, prostetické skupiny, fluorescencni materialy, luminiscenéni
materialy a radioaktivni materialy. Pfiklady vhodnych enzyma obsahuji kienovou peroxidazu,
alkalickou fosfatazu, B-galaktozidazu nebo acetylcholinesterazu; ptiklady vhodnych komplexd
prostetickych skupin obsahuji streptavidin/biotin a avidin/biotin; pfiklady vhodnych
fluorescen&nich materiald obsahuji umbelliferon, fluorescein isothiokyanat, rhodamin,
dichlorotriazinylaminfluorescein, dansylchlorid nebo fykoerythrin; pfikladem luminiscen¢niho
materialu mtiZe byt luminol a piiklady vhodnych radioaktivnich materiald jsou '*’I, *'1, *°S
nebo 3.

Alternativné ke zna&eni protilatky miZe byt antigen (antigeny) testovan
v biologickych tekutinach pomoci kompetice radioimunniho testu, ktery pouZiva antigenni
standardy zna&ené detekovatelnou latkou a neznaCenou dualné specifickou protilatku,
specifickou vii¢i tomuto antigenu (antigeniim). V tomto testu se smisi biologicky vzorek,
znagené antigenni standardy a dualng specifické protilatka a urCuje se mnoZstvi znaCeného
antigenniho standardu, které je navazano na neznaCenou protilatku. Toto mnoZstvi antigenu
v biologickém vzorku je nepfimo imé&rné mnoZstvi znaGeného antigenniho standardu, vazané
na nezna¢enou protilatku.

Ve vyhodném provedeni rozpoznava dualng specifické protilatka IL-1cc a IL-1 a
predchazejici detekéni zplsoby jsou pouZity pro detekci IL-1a a/nebo IL-1f. V souhlase s tim
poskytuje predkladany vynalez zpusob detekce IL-1o nebo IL-1B v biologickém vzorku nebo
tkani, ktery obsahuje kontakt biologického vzorku nebo tkang, u kterych ofekévame obsah
IL-1c nebo IL-1B, s dualn& specifickou protilatkou podle tohoto vynalezu nebo jeji Casti a
detekci IL-1ct nebo IL-1p v biologické tkani nebo vzorku. Timto biologickym vzorkem mize
byt napiiklad vzorek in vitro, jako jsou vzorky bun€k, tkani nebo t€lni tekutiny (napf. krev,
plasma, mog, mok, atd.). krom& toho mohou byt detekovany tkané€, které jsou umistény in vivo
v subjektu, napt. tkan& vizualizované in vivo zobrazenim tkan€ (napf. pouZitim znalené
protilatky).

Dualné specifické protilatky podle tohoto vynalezu mohou byt také pouZity pro

diagnostické ugely. V jednom provedeni je protilatka podle tohoto vynalezu pouZita
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v diagnostickém testu in vitro, jako v laboratornim testu detekce zajmoveho antigenu (antigent)
nebo v piipad& potieby testu detekce zajmového antigenu (antigent). Ptiklady dobfe
zavedenych in vitro testd obsahuji ELISA, RIA, Westerniv pfenos a jim podobné. V jiném
provedent je protilatka podle tohoto vynalezu pouzita v laboratornim testu in vivo, jako je in
vivo zobrazovaci test. Napiiklad, miZe byt protilatka oznaena detekovatelnou latkou,
schopnou detekce in vivo, znatena protilitka mize byt podana subjektu a tato znacena
protilatka mGZe byt detekovana in vivo, EimZ je umoznéno zobrazeni in vivo.

Duélné specifické protilatky podle tohoto vynalezu, které specificky rozpoznavaji
IL-1c a IL-1pB, mohou byt pouZity v diagnostickych testech pro detekci IL-1o a IL-1f pro
diagnostické Ggely napfiklad pii riznych zanétlivych chorobach a poruchéch, rovnéz jako pfi
spontanni resorpci plodd. S ohledem na specifické typy nemoci a poruch mohou byt duélné
specifické IL-1ct a IL-1P protilatky podle tohoto vynalezu pouZity pro diagnostické ucely
v kterékoliv ze zde popsanych nemoci/poruch s ohledem na terapeuticka pouZiti téchto
protilatek (viz niZe), jako jsou poruchy, ve kterych je aktivita IL-1 $kodliva, jak je diskutovano
niZe.

Dualng specifické protilatky podle tohoto vynalezu a jejich Casti jsou s vyhodou
schopny neutralizace, jak in vivo, tak in viro, aktivity antigenu, ke kterému se vazi. Protilatky
podle tohoto vynélezu a jejich &asti mohou byt v souhlase s tim pouZity pro inhibici aktivity
antigenti, napf. v bun&&nych kulturach, obsahujicich antigeny nebo v lidskych subjektech nebo
v jinych sav&ich objektech, které maji antigeny, se kterymi dualng specifické protilatka podle
tohoto vynalezu reaguje. V jednom provedeni poskytuje vynalez zpusob inhibice aktivity
antigenu, ktery zahrnuje kontakt tohoto antigenu s dualné specifickou protilatkou podle tohoto
vynalezu nebo jeji Sasti, takZe je aktivita antigenu inhibovana. Ve vyhodném provedeni vaze
dualng specificka protilitka IL-1ot a IL-1p a tento zpGsob je zplisobem inhibice aktivity IL-1a
a/nebo IL-1B kontaktovanim IL-1c a/nebo IL-1P s dualn€ specifickou protilatkou nebo s jeji
gasti. Aktivita IL-1ot a/nebo IL-1B mbiZe byt inhibovana napfiklad in vitro. Naptiklad, v pfipadé€
bunénych kultur, které obsahuji nebo u kterych je ofekavana pfitomnost IL-1o a/nebo IL-16,
miiZe byt protilatka podle tohoto vynalezu nebo jeji Cast pfidana do kultivaniho media, aby
byla inhibovana aktivita IL-10 a/nebo IL-1B v kultufe. Aktivita IL-1ou a/nebo aktivita
[L-1P miZe byt inhibovana in vivo v subjektu.

V jiném provedeni poskytuje tento vynalez zpiisob inhibice aktivity antigenu v
subjektu, ktery trpi chorobou, ve které se Skodlivé tcastni aktivita antigenu. Vynalez poskytuje
zpuisoby pro inhibovani aktivity antigenu v subjektu, trpicim takovouto chorobou a tento

zptisob obsahuje podavéni duln specifické protilatky podle tohoto vynalezu nebo jeji Casti
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subjektu, takZe je aktivita antigenu v tomto subjektu inhibovana. Je vyhodné, kdyZ timto
antigenem je lidsky antigen a subjektem je lidsky subjekt. Protilitka podle tohoto vynalezu
miZe byt podana lidskému subjektu pro terapeutické ucely. Kromé toho miiZe byt protilatka
podle tohoto vynalezu podana jinému neZ lidskému savci, exprimujicimu antigen, se kterym se
tato protilatka vaZe, pro veterinarni u&ely nebo jako Zivoti§nému modelu lidské choroby. S
ohledem na posledn& uvedené skute&nosti mohou byt takové Zivocisné modely pouZitelné pro
vyhodnocent terapeutické uginnosti protilatek podle tohoto vynélezu (napf. testovani davek a
Casovy prubéh podavani).

Je vyhodné, kdyz dualn& specifické protilatka vaZe IL-1a a IL-1B a zpisob
inhibice aktivity antigenu v subjektu je zplisobem inhibice aktivity IL-1 v subjektu, napfiklad v
subjektu, trpicim chorobou, na niZ aktivita IL-1 §kodlivé plsobi. Jak je zde pouZivan, oznaluje
termin “choroba, v niZ je aktivita IL-1 §kodliva” choroby a jiné poruchy, ve kterych je
ptitomnost TL-1 (ktera obsahuje IL-1ct 1 IL-1B) v subjektu, trpicim touto chorobou, nalezena
jako odpov&dna nebo jako podezfeld z odpovédnosti za pathofyziologii této choroby nebo
faktor, ktery pfispiva ke zhorSeni této choroby. V souhlase s tim je choroba, ve kter€ je aktivita
IL-1 $kodliva, chorobou, u které je o&ekavano, Ze inhibice aktivity IL-1 (t.j., bud’ jedné nebo
obou IL-1o I IL-1B) zmirni pfiznaky a/nebo vyvoj choroby. Diikazem téchto chorob je
napfiklad zvySeni koncentrace IL-1 v biologické tekutin subjektu, trpiciho touto chorobou
(napt. zvySeni koncentrace IL-1 v séru, plasmg, synovialni tekuting, atd. subjektu), které mize
byt detekovano, napf. pouZitim anti-IL-1 protilatky, jak je popsano shora.

Interleukin 1 se rozhodujicim zpisobem u&astni pathologie mnoha chorob,
spojenych s imunitnimi a zan&tlivymi prvky. Témito chorobami jsou, ale bez omezeni na n¢,
rheumatoidni arthritida, osteoarthritida, juvenilni chronicka arthritida, lymska arthritida,
psoriaticka arthritida, reaktivni arthritida, spondyloarthropathie, systemicky lupus
erythematosus, Crohnova choroba, ulcerativni kolitida, zanétliva stfevni choroba, insulin
dependentni diabetes mellitus, thyroiditis, asthma, alergické choroby, psoriasis, dermatitis
skleroderma, reakce hostitel transplantat, odmitnuti transplantovanych organd, akutni
chronick4 imunitni choroba spojené s organovou transplantaci, sarcoidosis, atherosclerosis,
rozeset4 intravaskularni koagulace, Kawasakiho choroba, Gravesova choroba, nefroticky
syndrom, chronicky Ginavovy syndrom, Wegenerova granulomatosis, Henoch-Schoenleinova
purpurea, microskopické vasculitida ledvin, chronicka aktivni hepatitida, uveitis, septicky ok,
toxicky Sokovy syndrom, septicky syndrom, kachexie, infek¢ni choroby, parasitické choroby,
AIDS, akutni transversni myelitis, Huntingtonova chorea, Parkinsonova choroba, Alzheimerova

choroba, mrtvice, primarni biliarni cirrhosa, hemolytick4 anemie, zhoubné choroby, srde&ni
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selhani, infarkt myokardu, Addisonova choroba, sporadicka, polyglandularni deficience typula
polyglandularni deficience typu II, Schmidtv syndrom, adultni (akutni) respiraéni bolestivy
syndrom, alopecie, alopecia areata, seronegativni arthopathie, arthropathie, Reiterova choroba,
psoriaticka arthropathie, ulcerativni kolitivni arthropathie, enteropathick4 synovitis,
arthropathie spojend s chlamydia, yersinia a salmonella, spondyloarthropathie, atheromatosni
choroba/arteriosclerosis, atopické alergie, autoimmunitni bullosni choroba, pemphigus vulgaris,
pemphigus foliaceus, pemphigoid, linearni IgA choroba, autoimmuni haemolyticka anaemie,
Coombsova positivni haemolyticka anaemie, ziskana perniciosni anaemie, juvenilni perniciosni
anaemie, myalgicka encephalitis/Royal Free choroba, chronickd mukokutanni candidiasis,
artritis obfich bunék, primarni sklerotizujici hepatitis, kryptogenni autoimmuni hepatitis, AIDS,
AIDS pfibuzné choroby, hepatitis C, obecna variabilni immunodeficience (obecna variabilni
hypogammaglobulinaemie), dilatovana kardiomyopathie, Zensk4 neplodnost, poruchy
vajeCnikil, pfedCasné poruchy vajednikd, fibroticka plicni choroba, kryptogenni fibrosni
alveolitis, pozanétlivd vmezefena plicni choroba, intersticialni pneumonitida, choroba
pojivovych tkani spojena s vmezetenou plicni chorobou, smiSena choroba pojivovych tkani
spojena s vmezefenou plicni chorobou, systemicka sklerosis spojena s plicni chorobou,
rheumatoidni arthritis spojené s plicni chorobou, systemicky lupus erythematosus spojeny s
vmezefenou spojeny s plicni chorobou, dermatomyositis/polymyositis spojeny s plicni
chorobou , Sjégrenova choroba spojeny s plicni chorobou, ankylosni spondylitida spojena s
plicni chorobou, vasculitidni difiizni plicni choroba, haemosiderosis spojen4 s plicni chorobou,
1€Civy indukovana intersticialni plicni choroba, radiaéni fibrosis, bronchiolitis obliterans,
chronické eosinofilni pneumonie, lymphocytarni infiltraéni plicni choroba, postinfekéni
intersticialni plicni choroba, dnova arthritis, autoimunitni hepatitis, typu-1 autoimunitni
hepatitis (klasicka autoimunitni nebo lupoid hepatitis), typu-2 autoimunitni hepatitis (anti-LKM
protilatkova hepatitis), autoimunitné zprostfedkovana hypoglykémie, typu B insulin resistence s
acanthosis nigricans, hypoparathyroidismus, akutni imunni choroba spojena s organovou
transplantaci, osteoarthrosis, primarni sklerotizujici cholangitis, psoriasis typu 1, psoriasis typu
2, idiopathicka leukopaenie, autoimunitni neutropaenie, ledvinové choroby NOS,
glomerulonephritida, mikroscopicka vaskulitida ledvin, lymska choroba, diskoidni lupus
erythematosus, muzska idiopathicka neplodnost nebo NOS, spermélni autoimunita, sklerosis
multiplex (vSechny podtypy), sympathetick4 ophthalmie, pulmonarni hypertense sekundarni k
chorobé& vazivovych tkani, Goodpasturetiv syndrom, pulmonarni manifestace polyarteritis
nodosa, akutni rheumaticka horecka, rheumatoid spondylitis, Stillova choroba, systemicka

sklerosis, Sjorgrentiv syndrom, Takayasuova choroba/arteritis, autoimunitni
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thrombocytopaenie, idiopathicka thrombocytopaenie, autoimunitni thyroidni choroba,
hyperthyroidism, dnovy autoimunitni hypothyroidismus (Hashimotova choroba), atroficky
autoimunitni hypothyroidismus, primarni myxoedem, phacogenni uveitis, primarni vasculitis,
vitiligo, choroby centréalniho nervového systému (napi. deprese, schizofrenie, Alzheimer,
Parkinson, atd.), akutni a chronicka bolest a lipidova nerovnovaha. Lidské protilatky podle
tohoto vynalezu a jejich ¢asti mohou byt pouZity pro 1é¢bu lidi, trpicich nemocemi autoimunity,
hlavné té€mi, které jsou spojeny se zanétem, véetné reumatoidni spondylitis, alergie,
autoimunitniho diabetu, a autoimunitni uveitidy.

IL-1a/IL-1B duélné specifické protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich
antigen vazici ¢asti jsou s vyhodou pouzity pro 1écbu reumatické artritidy, Crohnovy choroby,
sklerosy multiplex, na inzulinu zavislého diabetu a psoriazy.

IL-10/IL-1B dualné specifické protilatka podie tohoto vynalezu nebo jeji Cast
mohou byt také podany s jednim nebo vice doplitkovymi terapeutickymi €inidly, pouzitelnymi
v 1é¢bé autoimunitnich a zanétlivych chorob.

Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen vazici Casti mohou byt
pouzity samy nebo v kombinaci pro lé¢bu té€chto chorob. Je tfeba si uvédomit, Ze protilatky
podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen vazici ¢asti mohou byt pouZity samy nebo v
kombinaci s dopliikovym ¢inidlem, napf. terapeutickym ¢inidlem, kdyZz uvedené dopliikové
¢inidlo je vybrano vyskolenym odbornikem podle zamySleného pouZiti. Toto dopliikové Cimidlo
muZe byt napiiklad terapeutické €inidlo odborn€ urcené jako uzite€né pro lé¢bu choroby nebo
stavu, ktery je lé&en protilatkou podle predkladaného vynalezu. Timto dopliikovym Cinidlem
miZe byt také Cinidlo, které propujcuje terapeutickému prostredku prospéSné vlastnost, napf.
Cinidlo, které ovliviiuje viskozitu prostredku.

RovnéZ je tfeba si uvédomit, Ze ty kombinace, které jsou obsaZeny v tomto
vynalezu, jsou kombinacemi pouZitelnymi pro jejich zamyslené pouziti. Déle uvedena Cinidla
jsou myslena jako ilustrativni a nejsou myslena jako omezeni. Kombinacemi, které jsou tohoto
vynalezu, mohou byt protilatky podle pfedkladaného vynalezu a nejméné jedno dodateCné
¢inidlo, napt. dvé nebo tfi doplitkova ¢inidla, jestlize tato kombinace v takto vzniklém
prostiedku muze splnit zamysleny Gcel.

Vyhodnymi kombinacemi jsou nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (1éCivo), také
oznadovana jako NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drug(s)), mezi které patii léCiva
podobna ibuprofenu, a COX-2 inhibitory. Jinymi vyhodnymi kombinacemi jsou
kortikosteroidy, v&etn& prednisolonu; dobie zndmé vedlejsi G¢inky pouziti steroidd mohou byt

redukovany nebo zcela vylougeny sniZenim davky steroidi, potfebné pro 1é¢bu pacienta, v
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kombinaci s protilatkami anti-IL-1 podle tohoto vynalezu. Neomezujici pfiklady terapeutickych
¢inidel proti reumatické artritid®, se kterymi mize byt protilatka podle tohoto vynalezu nebo

jeji &ast kombinovana, jsou nasledujici: cytokin supresivni protizanétlivé léCivo (1éCiva)

(CSAID; protilatky nebo antagonisté proti lidskym cytokiniim nebo ristovym faktorim, napf.
TNF, LT, [L-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-II, GM-GSF, FGF a PGDF.
Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen véZici ¢asti mohou byt kombinovany s
protilatkami proti molekuldm bunééného povrchu, jako jsou CD2, CD3, CD4, D8, CD25,
CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80 (B7,1), CD86 (B7,2), CD90 nebo jejich ligandy,
véetn& CD154 (gp39 nebo CD40L).

Vyhodné kombinace terapeutickych &inidel mohou interferovat na rtiznych mistech
autoimunitni a nasledn& zané&tlivé kaskady; vyhodnymi priklady jsou vEetné€ antagonistii TNF,
jako jsou chimerické, humanizované nebo huméanni TNF protilatky, D2E7, (PCT publikace &.
WO 97/29 131), CA2 (Remicade™), CDP 571, CDP 870, Thalimid a rozpustné p55 nebo p75
TNF receptory, jejich derivaty, (p7STNFRgG (Enbrel™) nebo p55TNFR1gG (Lenercept) a
také inhibitory TNFo konvertujictho enzymu (TACE); podobné IL-1 inhibitory (inhibitory
interleukin-1-konvertujicih enzymu, IL-1RA atd.), mohou byt G¢inné ze stejného divodu. Jiné
vyhodné kombinace obsahuji interleukin 11. Dal§imi dilezitymi ucastniky autoimunitni
odpovédi, ktefi mohou paralelng u¢inkovat, jsou dal§i vyhodné kombinace, zavislé na nebo ve
shodé s funkei IL-1; zvl4§t& vyhodnymi jsou antagonisté IL-12 a/nebo IL-18, v&etné protilatek
IL-12 a/nebo IL.-18 nebo rozpustné receptory IL-121 a/nebo IL-18 nebo proteiny vazici [L-12
a/nebo IL-18. Bylo zjidt&no, Ze IL-12 a IL-18 maji piekryvajici se, ale odliSné funkce a
kombinace jejich antagonistd miZe byt nejucinngjsi. Jesté dalsi vyhodnou kombinaci jsou
nevy&erpané anti-VD4 inhibitory. Jest€ dal§imi vyhodnymi inhibitory jsou antagonisté
kostimula&ni drahy (B7,1) nebo CD86 (B7,2), v&etné protilatek, rozpustnych receptoril nebo
antagonickych ligandd.

Protilatky podle tohoto vynéalezu nebo jejich antigen vazici ¢asti mohou byt
rovnéz kombinovany s &inidly jako je methotrexat, 6-MP, azathioprin sulfasalazin, mesalazin,
olsalazin chlorochinin/hydroxychlorochin, penicillamin, aurothiomalat (intramuskularng nebo
oralng), azathioprin, kochicin, kortikosteroidy (oralng, inhala¢n€ a lokalni injekci), agonisté -2
adrenoreceptoru (salbutamol, terbutalin, salmeteral), xanthiny (theofyllin, aminofyllin),
kromoglykat, nedokromil, ketofinen, ipraropium a oxitropium, cyklosporin, FK506, rapamycin,
mykofenolat mofetil, leflunomid, NSAID napfiklad ibuprofen, kortikosteroidy, jako
prednisolon, inhibitory fosfodiesterazy, agonisté adensoninu, antitromboticka &inidla, inhibitory

komplementu, adrenergni &inidla, &inidla, ktera interferuji se signalizaci prozanétlivymi
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cytokiny, tak jako TNFo nebo IL-1 (napf. IRAK, NIK, IKK, p38n nebo inhibitory MAP
kinazy), inhibitory IL-1f konvertujictho enzymu, inhibitory TNFo konvertujiciho enzymu
(TACE), inhibitory signalizace T-bungk, jako jsou inhibitory kinazy, inhibitory
metaloproteinazy, sulsalazin, azathioprin, 6-merkaptopuriny, inhibitory angiotensin
konvertujiciho enzymu, rozpustné receptory cytokinu a jejich derivaty (napf. rozpustné
receptory p55 nebo p75 TNF a derivaty p7STNFRIgG (EnbrelTM) a pSSTNFRIgG (Lenercept)),
sIL-1RI, sIL-1RII, sIL-6R) a protizan&tlivé cytokiny (napi. IL-4, IL-10, IIL-11, IL-13 a TGFB.
Vyhodné kombinace obsahuji methotrexéat nebo leflunomid a pfi mirnych nebo upornych
piipadech reumatické artritidy cyklosporin.

Neomezujicimi piiklady terapeutickych &inidel pro stfevni zanétlivou chorobu, se
kterou miZe byt protilatka podle tohoto vynéalezu nebo jeji East kombinovéna, jsou nasledujici:
budenosid; epidermalni ristovy faktor; kortikosteroidy; cyklosporin, sulfalazin,
aminosalicylaty; 6-merkaptopurin; azathioprin; metronidazol; inhibitory lipoxygenazy,
mesalamin; olsalazin; balsalazid; antioxidanty; inhibitory tromboxanu; antagonisté IL-1
receptoru; monoklonalni protilatky anti-IL-1p; monoklonalni protilatky anti-IL-6; rastové
faktory; inhibitory elastazy, pyridinyl-imidazolové slou€eniny; protilatky nebo antagonisté
proti jinym lidskym cytokinim nebo ristovym faktoriim; napfiklad, TNF, LT, IL-2, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-12, IL-15, IL-16, IIL-18, EMAP-II, GM-CSF, FGF a PGDF. Protilatky podle tohoto
vynéalezu mohou byt kombinovany s protilatkami vi¢i molekulam bun€tného povrchu, jako
jsou CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD90 nebo jejich
ligandtm. Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen véaZici €asti mohou byt rovnéz
kombinovany s &inidly, jako methotrexat, cyklosporin, FK506, rapamycin, mykofenolat
mofetil, leflunomid, NSAID, napfiklad ibuprofen, kortikosteroidy, jako prednisolon, inhibitory
fosfodiesterazy, agonisté adensoninu, antitromboticka &inidla, inhibitory komplementu,
adrenergni &inidla, ¢inidla, kter4 interferuji se signalizaci prozanétlivymi cytokiny, tak jako
TNFo nebo IL-1 (napi. IRAK, NIK, IKK, p38n nebo inhibitory MAP kinazy), inhibitory IL-
1B konvertujiciho enzymu, inhibitory TNFo konvertujiciho enzymu (TACE), inhibitory
signalizace T-bungk, jako jsou inhibitory kinazy, inhibitory metaloproteinazy, sulsalazin,
azathioprin, 6-merkaptopuriny, inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu, rozpustné
receptory cytokinu a jejich derivaty (napf. rozpustné receptory p55 nebo p75 TNF a derivaty
p7STNFRIgG (Enbrel™) a pSSTNFRIgG (Lenercept)), sIL-1RI, sIL-1RIL, sIL-6R) a
protizanétlivé cytokiny (napf. IL-4, IL-10, IIL-11, IL-13 a TGFR.

Vyhodné piiklady terapeutickych Einidel proti Crohnové chorobg, ve kterych

mize byt protilatka nebo jeji antigen vaZici &ast kombinovana, jsou vEetn€ nasledujicich: TNF
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antagonisté napiiklad anti-TNF protilatky, D2E7 (PCT publikace ¢. WO 97/29 131), CA2
(Remicade™), CDP 571, TNFR-Ig konstrukty, (p75SNFRIgG (Enbrel™) a pS5STNFRIgG
(Lenercept)) inhibitory a inhibitory PDE4. Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen
vazici ¢asti mohou byt kombinovany s kortikosteroidy napfiklad budenosidem a
dexamethasonem. Protilatky podle tohoto vynélezu nebo jejich antigen vazici ¢asti mohou byt
také kombinovany s Cinidly, jako je sulfalasin, kyselina 5-aminosalicylova a olsalasin a ¢inidla,
ktera interferuji se syntézou nebo G¢inkem prozanétlivych cytokind, jako jsou IL-1 napfiklad
inhibitory konvertujici IL-1f a IL-1ra. Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen
vaZici Cast mohou byt také pouZity s inhibitory signalizace T-buiikami napfiklad 6-merkapto-
puriny, inhibitory tyrosin kinazy. Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen vaZici
¢asti mohou byt kombinovany s IL-11.

Neomezujici pifklady terapeutickych &inidel proti sclerosis multiplex, kterd mohou
byt kombinovana, obsahuji nasledujici: kortikosteroidy; prednisolon; methylprednisolon;
azathioprin; cyklofosfamid, cyklosporin; methotrexat;, 4-aminopyridin; tizanidin; interferon-pla
(Avonex; Biogen); interferon-f1b (Betaseron; Chiron/Berlex); Kopolymer 1 (Cop-1;
Copaxone; Teva Pharmaceutical Industries, Inc.); hyperbaricky kyslik; intravenézni
imunoglobulin; klabrinin; protilatky nebo antagonisté jinych lidskych cytokint nebo riistovych
faktord napfiklad TNF, LT, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-II, GM-
-CSF, FGF a PGDF. Protilatky podle tohoto vynalezu nebo jejich antigen vaZici ¢asti mohou
byt kombinovany s protilatkami proti molekulam buné¢ného povrchu, jako jsou CD2, CD3,
CD4, CD8, CD25, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 nebo jejich ligandy.
Protilatky nebo jejich antigen vazici ¢asti mohou byt kombinovany s Cinidly, jako je
methotrexat, cyklosporin, FK506, rapamycin, mykofenolat mofetil, leflunomid, NSAID
napfiklad ibuprofen, kortikosteroidy, jako prednisolon, inhibitory fosfodiesterazy, agonisté
adensoninu, antitromboticka Cinidla, inhibitory komplementu, adrenergni ¢inidla, inidla, ktera
interferuji se signalizaci prozanétlivymi cytokiny, tak jako TNFo nebo IL-1 (napt. IRAK, NIK,
IKK, p38n nebo inhibitory MAP kinazy), inhibitory IL-1f konvertujiciho enzymu, inhibitory
TNFa konvertujiciho enzymu (TACE), inhibitory signalizace T-bunék, jako jsou inhibitory
kinazy, inhibitory metaloproteinazy, sulsalazin, azathioprin, 6-merkaptopuriny, inhibitory
angiotensin konvertujiciho enzymu, rozpustné receptory cytokinu a jejich derivaty (napf.
rozpustné receptory pS5 nebo p75 TNF a derivaty p75STNFRIgG (Enbrel™) a p5SSTNFRIgG
(Lenercept)), sIL-1RI, sIL-1RII, sIL-6R) a protizanétlivé cytokiny (napt. IL-4, IL-10, IIL-11,
IL-13 a TGF.
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Vyhodné piiklady terapeutickych Cinidel proti sclerosis multiplex, ve kterych
miZe byt kombinovana protilatka nebo jeji antigen vaZici ¢ast, obsahuji interferon-f3 napfiklad
IFNB1b a IFNf1a; copaxon; kortikosteroidy; inhibitory IL-1, inhibitory TNF a protilatky proti
ligandim CD40 a CD80.

Farmaceutické prostfedky podle tohoto vynalezu mohou obsahovat ,terapeuticky
u¢inné mnozstvi“ nebo , profylakticky u¢inné mnozstvi“ protilatky podle tohoto vynalezu nebo
jeji Gasti. ,, Terapeuticky G¢inné mnoZstvi“ oznaCuje mnoZstvi, které je ucinné v davkach a
Casové period€, nezbytné pro dosaZeni pozadovaného terapeutického vysledku. Terapeutické
uinné mnoZstvi protilatky nebo jeji Casti se miZe ménit v zavislosti na faktorech, jako je stav
choroby, v&k, pohlavi a hmotnost individua a schopnost protilatky nebo jeji Casti vyvolat
pozadovanou odpoveéd’ v jedinci. Terapeuticky G¢inné mnoZstvi je také mnoZstvi, ve kterém

A

jsou §kodlivé nebo toxické G€inky protilatky nebo jeji Casti vyvaZeny terapeuticky prosp&inymi
uginky. ,,Profylakticky G¢inné mnoZstvi“ oznatuje mnozstvi, u¢inné v davkach a Casovych
periodach, které je nezbytné pro dosaZeni poZadovaného profylaktického ucinku. ProtoZe
profylakticka davka je pouZivana v subjektech pfed nebo €asnéjSich stadiich nemoci, je
obvykle profylaktické ucinné mnoZstvi mensi nez terapeutické ti€inné mnoZstvi.

Davkové reZzimy maji byt nastaveny tak, aby bylo dosaZzeno optimalni pozadované
odpovédi (napf. terapeutické nebo profylaktické odpovedi). Mize byt napiiklad podana
jednoducha davka, n€kolik oddélenych davek v prab&hu ¢asu nebo mize byt davka tmérné
sniZzena nebo zvySena, jak se jevi potieba terapeutické situace. Pro snadnost podani a uniformitu
davek je obzvlasté vyhodné formulovat parenterélni prostiedky ve formé davkovych jednotek.
Davkovou jednotkou jsou zde mysleny diskrétni jednotky, vhodné jako jednotkova mnoZstvi
pro savéi subjekty, které maji byt 1éCeny; kazda jednotka obsahuje pfedem urfené mnoZstvi
aktivni sloudeniny, vypoéitané tak, aby bylo dosaZeno pozadovaného terapeutického ucinku ve
spojent s potfebnym terapeutickym nosi¢em. Specifikace pro formy davkovych jednotek podle
tohoto vynilezu jsou diktovany a pfimo zavislé na jedineCnych charakteristikach aktivni
sloudeniny a hlavnim terapeutickém nebo profylaktickém ucinku, ktery ma byt dosaZen a na
omezenich obsaZenych v technice pouZiti takovéto aktivni slouCeniny pro 1écbu senzitivity
v jedincich.

Exemplarni, neomezujici rozsah terapeuticky nebo profylakticky u€inného
mnoZstvi protilatky podle tohoto vynalezu nebo jeji asti je 0,1 az 20 mg/kg, vyhodnéji 1 az 10
mg/kg. Je tfeba poznamenat, Ze hodnoty davek se mohou ménit s typem a s Upornosti stavu,
ktery mé byt zlepSen. Je tfeba také déle rozumét, Ze pro kterykoliv jednotlivy subjekt je tfeba

davkovy rezim nastavit na dobu podle individualni potfeby a profesionalniho posouzeni osoby,
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ktera podava nebo dohliZi na podavani prostfedkd, a Ze zde uvedené davkové rezimy jsou
pouze piikladem a nejsou zamysleny jako jakékoliv omezeni rozsahu nebo pouziti patentové
narokovanych prostfedk.

Pfedkladany vynalez je dale ilustrovan na nésledujicichpfikladech, které nejsou
mySleny jako jakékoliov omezeni. Obsahy viech citovanych referenci, v&etné literarnich
referenci, publikovanych patentid a publikovanych patentovych pfihlasek, citovanych v této

piihlasce, jsou timto vyslovné za&lenény citaci.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Sestrojeni dualn€ specifického antigenu, zaloZené na sty&né topologické oblasti
identity

V tomto pfikladu byla nejvétsi sty€na topologicka oblast identity mezi dvéma
rliznymi, ale strukturng pfibuznymi proteiny, IL-1ct a IL-1B, uréena jako zaklad pro sestrojeni
dualné specifického antigenu pro vypé&stovani dualné specifickych protilatek viiéi IL-1o a IL-
-1B. Byl pouzit BLAST algoritmus pro srovnani téchto dvou proteind, kter§ umoZnil zméfit
tendenci jednoho zbytku nahrazovat jiny zbytek ve strukturné nebo funkéné podobnych
oblastech. Tato analyza umoznila identifikaci nejvétsi sty&né topologické oblasti identity mezi
IL-1ct a IL-1B a rozsifeni této oblasti s libovolnym rozsahem podobnosti pro vytvoieni
linearniho peptidu, ktery slouZi jako dualn€ specificky antigen. Tento peptid, ktery nejlépe

odpovidéa danym kriteriim, ma nasledujici aminokyselinovou sekvenci:

NEAQNITDF (SEQ ID NO: 1)
* ok
HvézdiCka (*) oznacuje identické zbytky v obou proteinech. Ostatni zbytky jsou velmi
podobné, podle BLAST algoritmu. Napfiklad lysin bude &asto nahrazovat v homologickych
proteinech arginin, ale ne fenylalanin. Peptid podle SEQ ID NO: 1 je hybridem, vzniklym ze
dvou riznych usekd struktury, které probihaji v opaéném sméru, takZe odpovidajicim

zobrazenim tohoto epitopu je:
dNdEJAdQNITDF ,

(kde pfedpona ,,d“ oznamuje, Ze dany aminokyselinovy zbytek je zbytkem D aminokyseliny).

Aminokyselinova L forma tohoto peptidu i jeho verze, ktera je ¢aste¢né substituovana D
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aminokyselinovymi zbytky, jsou syntetizovany standardnimi chemickymi zplsoby. Tento
peptid je potom konjugovan s proteinovym nosi¢em (napi. KLH nebo albumin) a konjugovany

peptid je pouZit pro selekci protilatek zplsoby in vitronebo in vivo.

Priklad 2: Sestrojeni dualné specifického antigenu, zaloZené na cyklickém peptidu, ktery
napodobuje smycku spole¢né nativni struktury

V tomto pfikladu byl cyklicky peptid, ktery strukturaln€ napodobuje hlavni smycku
spoledné nativni struktury u dvou riznych, ale strukturng pfibuznych proteind. IL-1o: a IL-1B,
konstruovan pro pouZiti jako duélng specificky antigen pro vyp&stovani dualné specifickych
protilatek proti IL-1o a IL-1B. Tato vybrana smycka reprezentuje zbytky 168 az 184 od IL-1oc a
zbytky 160 aZ 176 od IL-1B. Dohodnut4 sekvence je:

Cyklo-MAFLRANQNNGKISVAL (PG) (SEQ ID NO: 2)

*cbcccccecec**c*b*

Hvézdigka (*) oznaduje identické zbytky mezi IL-1a a IA-1P, ¢ oznaCuje dohodnuté zbytky, tj.
zbytky, podobné IL-1ct a IL-1B, které ale ve skutecnosti nejsou v této poloze piitomny ani

v jednom proteinu, a b oznaduje, Ze zde neni Zadny dohodnuty zbytek, pokud byla zachovéana
sekvendni identita IL-1p. Tento linearni peptid je syntetizovan standardnimi chemickymi
zpusoby. Pro cyklizaci peptidu jsou pfidany prolinové a glycinové zbytky. Tento cyklicky
peptid miiZe byt syntetizovan pouZitim standardnich podminek syntézy za vysokého fedéni

v N,N-(dimethyl)formamidu (1 mg/ml). Prototypové reakce probihaji pfi teplot€ mistnosti za
pouziti nadbytku spojovaciho &inidla, jako je benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-fosfonium-
-hexaflurofosfat (PyBOP; 2 moly) a hydrouhli¢itan sodny (10 mol). Tento peptid je konugovan
k proteinovému nosi¢i (napf. KLH nebo albumin) a konjugovany peptid je pouZit pro selekci

protilatek zpusoby in vitro nebo in vivo.

Pfiklad 3: Sestrojeni dualng specifické protilatky zaloZené na hybridnim peptidu

V tomto pfikladu byl pro pouZiti jako duélng& specificky antigen pro vyp€stovani
duéln specifickych protilatek proti IL-1ot a IL-1p sestrojen hybridni peptid, ktery obsahuje
alternujici nebo prekryvajici se sekvence dvou riznych, ale strukturné ptibuznych protein,
TL-1c a IL-1B. Aby vznikl tento hybridni peptid, byly identifikovany a spojeny alternujici a
prekryvajici se sekvence IL-1o a IL-1pB, &imZ byl vytvoren nésledujici peptid:
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TKGGQDITDFQILENQ (SEQ ID NO:3)
bbbbbbbbbb
aaaaaaaaaa

Pismena a a b ozna&uji, ktery protein je zdrojem daného zbytku (a = IL-1a; b = IL-1B). Motiv
TIDF, spoleny obéma proteiniim, byl obsaZen v hybridnim proteinu. Kromeé toho je tento
hybridni peptid zamé&fen na sekvence od C-konce obou proteint, které jsou rovn€z v obou
proteinech znamy svou antigenitou vii¢i neutralizujicim protildtkam. Tento hybridni peptid je
syntetizovan standardnimi chemickymi syntetickymi zpisoby. Tento peptid je potom
konjugovan na proteinovy nosi¢ (napf. KLH nebo albumin) a konjugovany peptid je pouZit pro

selekci protilatek zplsoby in vitro nebo in vivo.

Priklad 4: Tvorba dualn& specifickych protilatek proti IL-1ct a IL-18

NEAQNITDF (SEQ ID NO:1)

Cyklo-MAFLEANQNNGKISVAL(PG) (SEQ ID NO:2)

TKGGQDITDFQILENQ (SEQ ID NO:3)

Peptidy podle SEQ ID NO: 1, 2 a 3 byly konjugovany s KLH a byli imunizovéni
jednotlivi kralici. Antisérum imunizovanych kralikd proti kazdému z téchto tii peptidl
vykazovalo dobrou protilatkovou odpovéd’ proti peptidu, pouZitému jako antigen. Pouze
antisérum z kralika, imunizovaného peptidem podle SEQ ID NO:3, bylo vSak schopno se vazat
na IL-1ou i IL-1P protein.

Peptidem podle SEQ ID NO:3, konjugovanym s KLH a Freundovym nekompletnim
adjuvantem (FIA) bylo imunizovéno pét mysi (BA119 az BA123), jedenkrat za tfi tydny,
celkem tfikrat, nasledovano dvéma provokaénimi intravenoznimi dadvkami peptidem podle SEQ
ID NO:3, konjugovanym s KLH. Kazdé mysi byla odebrana krev vzdy 10 dni po kazdé
imunizaci a titr protilatek byl stanoven pomoci ELISA. Slezinné buiiky od mysi BA119,
ptipadng BA123, byly fazovany s bunéEnou linii myelomu P3X36Ag8,653, jak je popsano
v odstavei IIA a vysledné filzované buiiky byly otkovany po jedné do jamek v nékolika
96jamkovych deskéach pouZitim omezeného fedéni. Ty hybridomové klony, které rostly, byly
nejprve testovany na produkci IgG a IgM standardni ELISA, aby byly identifikovany klony,
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které produkuji protilatku. Bylo izolovano celkem 945 klonl z fuze #BA123. U 335
testovanych klonid vykazovaly supernatanty pii ELISA antigenni vazebnou aktivitu vaéi IL-1q,

IL-1PB nebo viiéi obéma.

klon | antigenni specifita (proti celé délce IL-1o a/nebo IL-1B) |Izotyp
249 |Pouze IL-la IgG
19 ([PouzeIL-1a IgM
15 (PouzelIL-1 IsG
2 Pouze IL-18 IgM
57 |IL-laaf IgG
13 |IL-1ccaB IgM

Odbornikiim v této oblasti techniky bude jasné, Ze i pfi pouZiti rutinnich
experimentl existuji mnohé ekvivalenty ke specifickym provedenim pfedkladaného vynalezu.

Je zamérem, aby tyto ekvivalenty byly zahrnuty v nésledujicich patentovych narocich.
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1. Dualné specifické protilatka nebo jeji antigen vazici Cast, ktera specificky vaze /

interleukin-1o a interleukin-1f.

2. Dualné specificka protilatka podle naroku 1 nebo jeji antigen vazici Cast, ktera vaze
interleukin —1co s rozpadovou Ko rychlostni konstantou o hodnoté 0,1 s nebo meni,
stanoveno povrchovou plazmonovou rezonanci, nebo ktera inhibuje aktivitu
interleukinu-1o s ICso o hodnoté 1 x 10”° M nebo mens.

3. Dualng specificka protilatka podle naroku 1 nebo jeji antigen vazici Cast, ktera vaze
interleukin —1p s rozpadovou Keg rychlostni konstantou o hodnoté 0,1 s nebo mensi,
stanoveno povrchovou plazmonovou rezonanci, nebo ktera inhibuje aktivitu
interleukinu-1f s ICso 0 hodnoté 1 x 10”° M nebo mensi.

4. Zpusob ziskani dualng specifické protilatky, ktera specificky vaZze interleukin-1o a
interleukin-1B, vyznadujici se tim, Zese:

poskytne antigen, ktery obsahuje spolecny strukturni prvek IL-1ot i IL-1§;
tomuto antigenu se vystavi soubor protilatek a

tento soubor se selektuje na protilatku, ktera specificky vaze IL-1o a IL-18,
&imz se zisk4 dualné specificka protilatka.

5. Zpusob podle narokud, vyzna&ujici se tim, Zetento antigen se sestroji na
zakladé& sty&né topologické oblasti identity mezi IL-1c a IL-1p.

6. Zptsob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze tento antigen obsahuje
aminokyselinovou sekvenci NEAQITDF (SEQ ID NO:1) nebo dNdEdAdQNITDF.

. Zptsob podle naroku 4, vyznad&ujici se tim, Ze tento antigen se sestroji na

=

z4klad® strukturniho napodobovéni smy&ky nativniho stavu IL-1a a IL-1.

[e:]

. Zptsob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Zetimto antigenem je cyklicky
peptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci cyklo-MAFLRANQNNGKISVAL-(PG)
(SEQ ID NO:2).

Zptsob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze tento antigen se sestroji na

o

zéklad& vzajemného spojent prekryvajicich se Casti IL-1o a IL-1P, €imZ se vytvofi
hybridni molekula.
10. Zptisob podle naroku 9, vyznadujici se tim, Ze tento antigen obsahuje

aminokyselinovou sekvenci TKGGQDITDFQILENQ (SEQ ID NO:3).
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Zpisob podle naroku4, vyznacujici se tim, Zetento antigen obsahuje
aminokyselinovou sekvenci
APVRSLNCTLRDSQQKSLVMSGPYELKALHLQGQDMEQQVVFSMGAYKSSKD

DAKITVILGLKENLYLSCVLKDDKPTLQLESVDPKNYPKKKMEKRFVFNKIEI
NNKLEFESAQFPNWYISTSQAENMPVFLGGTKGGQDITDFTMQFVSS (SEQ ID
NO:4).

Zpisob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze soubor protilatek se vystavi
antigenu in vivo imunizaci Zivocicha antigenem.

Zpuasob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze se dale pfipravi soubor
hybridomt z lymfocytl uvedeného Zivo€icha a vybere se hybridom, ktery vyluCuje
protilatku, ktera specificky vaze IL-1a a IL-1p.

Zpusob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Zzeuvedeny Zivocich se vybere
ze skupiny sloZené z mysi, krys, kralikd a koz.

Zpusob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Zetimto ZivoCichem je
knockoutovani mys, deficientni na IL-1a, IL-18 nebo na IL-1atiIL-1.

Zpusob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Zetimto ZivoCichem je mys,
ktera je transgenni vidi lidskym imunoglobulinovym genim, takZe tato my$ po
antigenni stimulaci vytvaii lidské protilatky.

Zplsob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Zetimto ZivoCichem je myS s
t&Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID), ktera byla rekonstituovana s lidskymi
perifernimi krevnimi mononuklearnimi busikami nebo lymfatickymi bufikami nebo
jejich prekurzory.

Zpsob podle naroku 12, vyznacdujici se tim, Zetimto ZivoCichem je mys,
ofetfena letalnim ozéafenim celého téla, nasledovanym ochranou proti ozafeni pomoci
bungk kostni diené z SCID mysi s t€Zkou kombinovanou imunodeficienci,
nasledovanou implantaci funk&nich lidskych lymfocytl nebo jejich prekurzord.
Zptsob podle naroku 4, vyznacdujici se tim, Zeuvedeny soubor protilatek se
vystavi antigenu in vitro pfi skrininku knihovny rekombinantnich protilatek timto
antigenem.

Zptsob podle naroku 19, vyznacdujici se tim, Ze tato knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu bakteriofaga.

Zpisob podle naroku 19, vyznadujici se tim, Zetato knihovna

rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu kvasni¢nych bunék.
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Zpusob podle naroku 19, vyznacujici se tim, Zetato knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu bakterialnich bunék.

Zpuisob podle naroku 19, vyznacujici se tim, Zetato knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana jako fize RNA-protein.

Zpusob podle naroku 19, vyznafujici se tim, Ze touto rekombinantni
knihovnou je scFv knihovna nebo Fab knihovna.

Zpusob podle naroku 4, vyznacCujici se tim, Zeuvedeny soubor protilatek se
vystavi antigenu imunizaci Zivo¢icha antigenem in vivo, nasledovanou in vitro
skrininkem knihovny rekombinantnich protilatek, pfipravené z lymfatickych bun&k
tohoto Zivocicha s antigenem.

Zpuisob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Zeuvedeny soubor protilatek se
vystavi antigenu imunizaci ZivoSicha antigenem in vivo, nasledovanou afinitnim zranim
in vitro knihovny rekombinantnich protilatek, pfipravené z lymfatickych bunék tohoto
zivoCicha.

Zpusob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Zeuvedeny protilatkovy soubor
se vystavi antigenu imunizaci Zivo¢icha antigenem in vivo, nasledovanou vybérem
jednotlivych bun&k vyludujicich protilatky, které vazi antigen, a ziskanim t&€zkého a
lehkého fetézce variabilni oblasti cDNA z jednotlivych bunék.

Zptsob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Zzeuvedena dualn€ specificka
protilatka je zcela lidského pvodu.
Zptsob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Zeuvedenou dualn€ specifickou
protilatkou je chimerni protilatka.
Zpusob podle naroku 4, vyznacéujici se tim, Zeuvedenou dualné specifickou
protilatkou je protilatka s implantovanou CDR.
Dualné specificka protilatka nebo jeji antigen vazici fragment, které specificky vaze
interleukin-1o. a interleukin-1p, ziskatelna zpisobem podle naroku 4.
Zpisob ziskani dualng specifické protilatky, ktera specificky vaze dvé riizné, ale
strukturalng pfibuzné molekuly, vyznacujici se tim, Zese

poskytne antigen, ktery obsahuje spole¢ny strukturni prvek od dvou riiznych,
ale strukturné ptibuznych molekul;

vystavi se soubor protilatek tomuto antigenu a

uvedeny soubor protilatek se selektuje na protilatku, které specificky vaze tyto

dvé& rizné, ale strukturné pfibuzné molekuly, &imzZ se ziska dualné€ specificka protilatka.
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Zpusob podle naroku 32, vyznacujici se tim, Zeuvedeny antigen se sestroji
na zakladé€ styCné oblasti identity mezi dvéma riznymi, ale strukturné piibuznymi
molekulami.

Zptisob podle naroku 33, vyznadujici se tim, Zeuvedenymi dvéma rizoymi,

ale strukturn€ pfibuznymi molekulami jsou proteiny a antigen je peptidem, obsahujicim
aminokyselinovou sekvenci sty¢né topologické oblasti identity mezi t&mito dvéma
proteiny.

Zpisob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zeuvedeny antigen se sestroji
na zaklad€ strukturniho napodobeni smycky spole¢né nativni struktury dvou riiznych,
ale strukturné pfibuznych molekul.

Zpusob podle naroku 35, vyznacujici se tim, Zeuvedenymi dvéma riiznymi,
ale strukturné piibuznymi molekulami jsou proteiny a antigen je cyklickym peptidem,
ktery strukturné napodobuje smycku spolecné nativni struktury t&chto dvou proteind.
Zptsob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Ze antigen se sestroji na
zéklad€ spojeni prekryvajicich se ¢asti dvou riznych, ale strukturng piibuznych
molekul, za vzniku hybridni molekuly.

Zptsob podle naroku 37, vyznadujici se tim, Zeuvedenyma dvéma riznymi,
ale strukturné pfibuznymi molekulami jsou proteiny a antigenem je hybridni peptid
ziskany spojenim piekryvajicich se aminokyselinovych sekvenci téchto dvou proteind.
Zptsob podle naroku 32, vyznacdujici se tim, Zeuvedeny antigen je jednou
ze dvou riznych, ale strukturné piibuznych molekul.

Zplsob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zesesoubor protilatek vystavi
antigenu /7 vivo imunizaci zivocicha timto antigenem.

Zptisob podle naroku 40, vyznacdujici se tim, Ze se navic pfipravi panel
hybridomti z lymfocyti Zivocicha a selektuje se hybridom, ktery vyluduje protilatku,
ktera se specificky vaZe ke dvéma riznym, ale strukturné pfibuznym molekuldm.
Zptsob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Zeuvedeny Zivodich se vybere
ze skupiny, skladajici se z mysi, krys, kraliki a koz.

Zplsob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Zeuvedenym Zivo€ichem je
knockoutovana mys, deficientni na endogenni verzi uvedeného antigenu.

Zpusob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Zetimto Zivofichem je mys,
ktera je transgenni na lidské imunoglobulinové geny, takZe tato my$ po stimulaci

antigenem vytvati lidské protilatky.
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Zplsob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Zeuvedenym Zivogichem je
mys s t€zkou kombinovanou imunodeficienci, SCID, ktera byla obnovena lidskymi
perifernimi mononuklearnimi buiikami nebo lymfatickymi busikami nebo jejich
prekurzory.
Zpiisob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Ze e uvedenym Zivotichem je
mys, ktera byla oSetfena letalnim ozéafenim celého t&la, nasledovanym ochranou proti
ozafeni ve formé€ bun€k kostni dfené z mysi s t&Zkou kombinovanou imunodeficienci,
SCID, nasledovanou implantaci funk&nich lidskych lymfocyti.
Zpisob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zeuvedeny soubor protilatek se
vystavi antigenu in vitro skrininkem knihovny rekombinantnich protilatek uvedenym
antigenem.
Zptisob podle naroku 47, vyznadujici se tim, Zeuvedena knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu bakteriofagu.
Zpusob podle naroku 47, vyznalujici se tim, Zeuvedena knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu kvasniénych bungk.
Zpisob podle naroku 47, vyznadujici se tim, Zeuvedena knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana na povrchu bakteridlnich bungk.
Zpisob podle naroku 47, vyznadujici se tim, Zeuvedena knihovna
rekombinantnich protilatek je exprimovana ve formé& fiazi RNA-protein.
Zphsob podle naroku 47, vyznadujici se tim, Ze uvedenou knihovnou
rekombinantnich protilatek je scFv knihovna nebo Fab knihovna.
Zpusob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Ze seuvedeny soubor protilatek
vystavi antigenu imunizaci Zivo€icha antigenem in vivo, nasledovanou in vitro
skrininkem knihovny rekombinantnich protilatek pfipravené z lymfatickych bungk
zivo€icha, pomoci antigenu.
Zptisob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Ze seuvedeny soubor protilatek
vystavi antigenu in vivo imunizaci Zivo€icha timto antigenem, nasledovanou in vitro
afinitnim zranim knihovny rekombinantnich protilatek, piipravené z lymfatickych
bunék tohoto ZivocCicha.
Zpulsob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Ze seuvedeny soubor protilatek
vystavi antigenu imunizaci Zivo€icha antigenem i vivo, nasledovanou selekci
jednotlivych bunék, vyluujicich protilatky, které vaZzi antigen a ziskanim t&zkych a

lehkych fetézch variabilni oblasti cDNA z jednotlivych bunék.
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Zpisob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zeuvedenou dualng
specifickou protilatkou je zcela lidsk4 protilatka.

Zpisob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zeuvedenou dualné
specifickou protilatkou je chimericka protilatka.

Zpusob podle naroku 32, vyznadujici se tim, Zeuvedenou duilng
specifickou protildtkou je protilatka s implantovanou CDR.

Dualné specificka protilatka nebo jeji antigen vaZici &ast, ziskatelna zpiisobem podle
naroku 32.

Zplisob detekce IL-1a nebo IL-1B v biologickém vzorku nebo v tkani,
vyznafujicise tim, Ze sebiologicky vzorek nebo tkad, s predpokladanym
obsahem IL-1ct nebo IL-1B, uvede do kontaktu s dualng specifickou protilatkou nebo

s jeji antigen véazici ¢asti podle naroku 1 a v biologickém vzorku nebo v tkani se
detekuje IL-1o nebo IL-1B.

Zpusob podle naroku 60, vyznadujici se tim, e seIL-lo nebo IL-1f
detekuje pro diagnostické ucely.

Zpusob podle néroku 60, vyznadujici se tim, Zeuvedenym biologickym
vzorkem je in vitro vzorek.

Zplisob podle naroku 60, vyznadujici se tim, Zeuvedena tkaije
lokalizovana in vivo v subjektu a uvedeny zpisob zahrnuje in vivo zobrazeni této tkané.
Zpusob inhibice aktivity IL-1o. nebo IL-1B , vyznadujici se tim, ZeselIL-la
nebo IL-1f uvedou do kontaktu s dualn& specifickou protilatkou nebo jeji antigen véZici
Casti podle naroku 1, takZe se aktivita IL-1o nebo IL-1B inhibuje.

Zpisob podle naroku 64, vyznalujici se tim, Ze se aktivita IL-1a nebo IIL-
1B inhibuje in vitro.

Zplisob 1éEby choroby, které je spojena s interleukinem-1, vy zna&ujici se tim,
Ze se subjektu, trpicimu chorobou, ktera je spojend s interleukinem-1, podéva duslng
specificka protilatka nebo jeji antigen vaZici &st podle naroku 1, takZe se tento subjekt
1é¢i na chorobu spojenou s interleukinem-1.

Zptisob podle naroku 66, vyznadujici se tim, Zetouto chorobou, ktera je
spojena s interleukinem-1, je zanétliva choroba.

Zpsob podle naroku 66, vyznadujici se tim, Zetouto chorobou, ktera je

spojena s interleukinem-1, je autoimunitni choroba.
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69. Zpisob podle naroku 66, vyznacujici se tim, Zechoroba, ktera je spojena
s interleukinem-1, se vybere ze skupiny, ktera se sklada z reumatoidni artritidy,
Crohnovy choroby, mnohoCetné sklerosy, na inzulinu zavislého diabetu a psoriazy. ‘

70. Zplisob pfipravy knihovny protilatky nebo jeji antigen vaZici &asti,
vyznacujici se tim, Zezahrnuje kroky:

a) ziskani knihovny A rekombinantniho t&7kého fet&zce nebo jeho antigen vaici
Casti ze souboru protilatek, které vznikly po expozici prvnimu antigenu;

b) ziskéni knihovny B rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek, které vznikly po expozici prvnimu antigenu;

c¢) ziskani knihovny C rekombinantniho t&Zkého fet&zce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek, které vznikly po expozici druhému antigenu;,

d) ziskéani knihovny D rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek, které vznikly po expozici druhému antigenu;

e) kombinovani knihovny A rekombinantniho t&Zkého fetézce nebo jeho antigen
vézici Césti s knthovnou D rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen
vaZzici Casti, aby se ziskala knihovna X protilatky nebo jeji antigen vaZici ¢asti
a/nebo kombinovani knihovny C rekombinantniho t&€Zkého Fetézce nebo jeho
antigen vazici Casti s knihovnou B rekombinantniho lehkého fet&zce nebo jeho
antigen vazici ¢asti, aby se zsikala knihovna Y protilatky nebo jeji antigen vazici
dasti.

71. Zpusob piipravy knihovny protilatky nebo jeji antigen vaZici Casti podle naroku 70,
vyznacfujici se tim, Zedalezahrnuje kroky kombinovani knihovny X
protilatky nebo jeji antigen vazici ¢asti s knihovnou Y protilatky nebo jeji antigen vaZici
¢asti, aby se ziskala knihovna Z protilatky nebo jeji antigen vaZici asti.

72. Knihovna X protilatky nebo jeji antigen vazici €asti, ziskana zptisobem podle naroku 70.

73. Knihovna Y protilatky nebo jeji antigen vazici €asti, ziskana zplisobem podle naroku
70.

74. Knihovna Z protilatky nebo jeji antigen vaZici ¢asti, ziskana zpisobem podle naroku 71.

75. Zpusob vyroby dualné specifické protilatky nebo jeji antigen vazici Easti,
vyznacujici se tim, Zezahrnuje kroky:

a) ziskani knihovny A rekombinantniho t€Zkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek, vzniklych expozici prvnimu antigenu;

b) ziskani knihovny B rekombinantniho lehkého feté€zce nebo jeho antigen vazici

Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici prvnimu antigenu;
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ziskani knihovny C rekombinantniho t&zkého fetézce nebo jeho antigen vaZici
Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici druhému antigenu;

ziskani knihovny D rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici druhému antigenu;

kombinovani knihovny A rekombinantniho t&Zkého fetézce nebo jeho antigen
véZici Casti s knihovnou D rekombinantniho lehkého Fet&zce nebo jeho antigen
vazici Casti, aby se ziskala knihovna X protilatky nebo jeji antigen vazici &asti
a/nebo kombinovani knihovny C rekombinantniho t&zkého fetdzce nebo jeho
antigen vazici ¢asti s knihovnou B rekombinantniho lehkého fetdzce nebo jeho
antigen vazici Casti, aby se ziskala knihovna Y protilatky nebo jeji antigen vazici
Castia

selektovani knihovny X protilatky nebo jeji antigen vaZici &sti a/nebo knihovny
Y protilatky nebo jeji antigen vaZici Easti na protilatku nebo jeji antigen vazici

Cast, ktera vaze jak prvni, tak i druhy antigen.

76. Dualné€ specifickd protilatka, ziskana zpisobem podle naroku 75.

NI W

77. Zpisob vyroby dudlng specifické protilatky nebo jeji antigen vaici asti,

vyznalujici se tim, Zezahrnuje kroky:

a)

b)

<)

d)

2

ziskani knihovny A rekombinantniho t&zkého fetézce nebo jeho antigen vaici
Casti ze souboru protilatek, vzniklych expozici prvnimu antigenu;

ziskani knihovny B rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici prvnimu antigenu;

ziskéni knihovny C rekombinantniho t&zkého fetézce nebo jeho antigen vazici
Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici druhému antigenu;

ziskani knihovny D rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho antigen vaZici
Casti ze souboru protilatek vzniklych expozici druhému antigenu;

kombinovani knihovny A rekombinantniho t&kého Fetézce nebo jeho antigen
vazici Casti s knihovnou D rekombinantniho lehkého Fetézce nebo jeji antigen
véZici Casti, aby se ziskala knihovna X protilatky nebo jeji antigen vazici &asti
a/nebo kombinovani knihovny C rekombinantniho t&zkého Fetézce nebo jeho
antigen vazici Casti s knihovnou B rekombinantniho lehkého fetézce nebo jeho
antigen vaZici asti, aby se ziskala knihovna Y protilatky nebo jeji antigen vazici

éasti a
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f) kombinovani knihovny X protilatky nebo jeji antigen vazici &asti s knihovnou Y
protilatky nebo jeji antigen vaZici asti, aby se ziskala knihovna Z protilatky
nebo jeji antigen vazici &asti a
g) selektovani knihovny Z protilatky nebo jeji antigen vaici dasti na protilatku
nebo jeji antigen vazici ¢ast, kterd vaze jak prvni, tak i druhy antigen.
Dualné specificka protilatka nebo jeji antigen vazici ast, ziskana zplisobem podle
naroku 77.
Zpisob podle kteréhokoliv z narokii 70, 75277, vyznadujici se tim , Zese
uvedeny prvni a druhy antigen nezavisle vybere ze skupiny, ktera se sklada z proteing,
polypeptidd a peptidd, za pfedpokladu, Ze tento prvni a druhy antigen nejsou stejné.
Zpiisob podle niroku 79, vyznadujici se tim, ¥euvedenymi proteiny,
polypeptidy a peptidy jsou vyludované proteiny nebo povrchové receptory.
Zplisob podle naroku 80, vyznaujici se tim, Zese vylu€ovany protein
vybere ze skupiny, ktera se sklada z IFN, TNF, interleukinu, IL-10, PF4, GRO, 9E3,
EMAP-II, CSF, FGF a PDGF.
Zptsob podle naroku 81, vyznadujici se tim, Ze uvedenym prvnim
antigenem je IL-1a a druhym antigenem je IL-1P. ’
Nukleotidova sekvence, kodujici kazdy &len knihovny nebo knihoven protilatky nebo
jeji antigen vazZici asti podle kteréhokoliv z narokd 72, 73 nebo 74.
Nukleotidova sekvence kodujici dualng specifickou protilatku nebo jeji antigen va¥ici
Cast podle kteréhokoliv z narokd 76 nebo 78.
Vektor, zahrnujici nukleotidovou sekvenci, kédujici &len knihovny nebo knihoven
protilatky nebo jeji antigen véZici &asti podle kteréhokoliv z narokd 72, 73 nebo 74.
Vektor, zahrnujici nukleotidovou sekvenci kédujici dualng specifickou protilatku nebo
jeji antigen vazici &ast podle kteréhokoliv z narokd 76 nebo 78.
Hostitelska buiika, transfektovana vektorem podle naroku 85.

Hostitelské burika, transfektovana vektorem podle naroku 86.
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Seznam sekvenci W

NEAQNITDF (SEQ ID NO:1)
Cyklo-MAFLRANQNNGKISVAL(PG) (SEQ ID NO:2)
TKGGQDITDFQILENQ (SEQ ID NO:3)

APVRSLNCTLRDSQQKSLVMMSGPYELKALHLQGQDMEQQVVFSMGAYKSSKD
DAKITVILGLKEKNLYLSCVLKDDKPTLQLES VDPKNYPKKKMEKRFVENKIEIN
NKLEFESAQFPNWYISTSQAENMPVFLGGTKGGQDITDFTMQFVSS

(SEQ ID NO:4)




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

