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Specifické vazebné molekuly pro scintigrafii, konjugaty

obsahujici tyto molekuly p—%géeeby—léébv angiogenesq

Oblast techniky

pPtedkladany vynalez se tyka protiléatek se subnanomolarni
afinitou specifickou pro charakteristicky epitop ED-8 domény
fibronektinu, ktery je markerem angiogenese. Také se tyka
pouziti radioaktivné znadenych vysoce-afinitnich anti-ED-8
protiléatek pro detekci nové se tvoricich cév in vivo a

diagnostickych kitd obsahujicich uvedené protilatky.

Ddle se vyndlez tykad konjugatu skladajicich se z uvedenych
protilatek a vhodné fotoaktivni molekuly (napriklad
fotosenzibilizatoru) a jejich pouZiti v detekci a/nebo

koagulaci nové vytvofenych krevnich cév.

Dosavadni stav techniky

Nadory nemohou riist nad urcitou hranici bez toho, Ze by se
vytvofily nové cévy (bez angiogenese) a korelace mezi hustotou
mikrokapilar a invazivitou nadoru byla popsana pro mnoho
nadoru (Folkman, 1995, Nature Med. 1: 27-31).Kromé& toho je
angiogenese podkladem mnoha o&nich onemocnéni, kterd vedou ke
ztratd zraku (Lee et al., Surv. Opthalmol. 43: 245-269, 1988;
Friedlander, M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9764-
9769, 1996). Molekuly, které mohou selektivné zamé&fit markery
angiogenese, umoZni diagnostiku a terapii nadord a jinych
onemocnéni charakterizovanych vaskularni proliferaci, jako je
diabeticka retinopatie a makularni degenerace souvisejici s
vékem. Markery angiogenese Jjsou exprimovany u vétsiny
agresivnich solidnich nddort a mély by bft snadno pristupné

pro intravenosné podané specifické ligandy (Pasqualini et al.,



1997, Nature Biotechnol. 15: 542-546; Neri et al., 1997,
Nature Biotechnol. 15: 1271-1275). Cilend okluse
neovaskulatury maZe vést k infarktu nadoru a k jeho kolapsu
(O'Reilly et al., 1996), Nature Med. 2: 689-692; Huang et al.,
1997, Science, 275: 547-550).

ED-B doména fibronektinu, sekvence o 91 aminokyselinéach
identickd u myS8i, krys a ¢lovéka, kterd je insertovana
alternativnim sestfihem do fibronektinové molekuly, se
specificky akumuluje v okoli neovaskulatury (Castellani et
al., 1994, Int. J. Cancer 59: 612-618) a maZe predstavovat cil
pro molekuldrni intervenci. Skute&né& jsme neddvno za pouZiti
fluorescenéni techniky ukézali, Ze jednofetézcové Fv
protildtkové fragmenty (scFv) proti ED-B se selektivné
akumuluji v néddorovych krevnich cévdch u my3i s nadory a Ze
afinita protilatky patrné urcuje ucinnost cilené vazby (Neri
et al., 1997, Natur. Biotechnol. 15: 1271-1275; Mezinarodni
patentovad p¥ihladka &. PCT/GB97/01412, na zakladé
GB96/10967.3). Cilend vazba na nador byla hodnocena 24 hodin

po injekci nebo v pozdé&jsich &asovych intervalech.

V oboru jsou znamé ruzné pokusy o ziskdni protildtek proti
ED-B doméné&, které by mohly byt pouZity pro cilenou vazbu na

nador.

Peters et al. (Cell Adhesion and Communication, 1995, 3:
67-89) popisuji polyklondlni protildtky produkované proti
antigenlm neobsahujicim Z&dnou jinou sekvenci neZ intaktni ED-
B doménu a ukazuji, Ze tyto protilatky se vaZi primo a

specificky na tuto doménu.

Nicméneé, &inidla popisovand Petersem a kol. maji fadu

nevyhod: antisérum od Peterse a kol. rozpoznavad ED-B(+)-FN



(XX XX ¥
°
LA N X ]
(XX X1
(XX X )
oese

L
>
L]
[ ]

pouze po zpracovani N-glykanasou. Toto zpusobuje, Ze jsou tato
¢inidla nevhodna pro aplikace jako je cilena vazba na nadory,
zobrazeni a terapie, protoZe deglykosylace nemizZe byt
provedena in vivo. Autofi sami uvadéji, Ze jejich protiléatky
nerozpoznavaji kompletni ED-B(+)-FN produkovany savCimi
buiikami. Také uvaddji, Ze bylo nemoZné produkovat monoklonalni
protilatky specifické pro ED-B doménu fibronektinu, i presto,
¥e byly produkovany protilatky proti jinym doménam
fibronektinu (jako je ED-A). V oboru je dobfe znamo, Ze
polyklondlni protilatky jsou neprijatelné pro vySe uvedené

aplikace.

I ptes roky intenzivniho vyzkumu v této oblasti mohou byt
monoklonalni protilatky rozpoznévajici ED-B doménu
fibronektinu bez o3et¥eni N-glykanasou produkovany pouze za
pouiiti fagovych zobrazovacich technik, Jak jsou pduiity v

pfedkladaném vynalezu.

zang et al. (Matrix Biology, 1994, 14: 623-633) popisuji
polyklonalni antisérum namifené proti psi ED-B doméné. Autofri %
pfedpokladaji zkfiZenou reaktivitu s lidskym ED-B(+)-FN, |
adkoliv tato reaktivita nebyla testovéna. Nicméné&, autori
popisuji obtiZe souvisejici s pfipravou monokloné&lnich
protilatek p¥imo rozpoznavajicich ED-B doménu fibronektinu
(strana 631). Antisérum rozpoznava ED-B(+)-FN ve Westernové
pfenosu pouze po zpracovani N-glykanasou. Jak bylo uveden
vySe, nutnost zpracovani glykanasou znemoZhiuje pouzZiti v

aplikacich podle pfedkléddaného vynalezu.

Rozpoznavani ED-B(+)-FN v ELISA probiha bez nutnosti
deglykosylace, ale pouze na chrupavce extrahované denaturacnim
tinidlem (4M mo&ovinou) a zachycené na plastu pomoci Zelatiny.

Autofi uvadéji, Ze "vazba FN molekuly na Zelatinu navazanou na




plastovy povrch ELISA plotny miZe néjakym zplsobem vystavovat
epitopy tak, Ze mohou byt rozpozndny antisérem. ProtoZe v
aplikacich in vivo nemlZe byt FN denaturovédn a navazan na
Zelatinu, maji monoklondlni ligandy podle predklédaného

vynalezu zfetelné vyhody.

Japonské patenty JP02076598 a JP04169195 popisuji anti-ED-B
protilatky. Z téchto dokumentd neni jasné, zda jsou popisovany
monoklondlni anti-ED-B protildtky. Kromé& toho se zd& nemozné,
aby jedin& protildtka (jako je protilatka popisovand v
JP02076598) m&la "antigenni determinantu v aminokyselinové
sekvenci vzorce (1), (2) nebo (3):

- (1) EGIPIFEDFVDSSVGY;

- (2) YTVTGLEPGIDYDIS;

- (3) NGGESAPTTLTQQT;

z ndsledujicich davodu:

(i) monoklondlni protilatka by méla rozpoznavat dobfe
definovany epitop;

(ii) trojrozmé&rova struktura ED-B domény fibronektinu byla
uréena NMR spektroskopii. Ségmenty (1), (2) a (3) se nachazeji
na opac¢nych strandch ED-B struktury a nemohou byt vazany

souCasné jednou monoklondlni protilédtkou.

Dale, pro demonstrovéni uZitecnosti protildtek by m&lo byt
uvedeno lokalizovani nédoru, stejné jako dakaz barveni ED-
B(+)-FN struktur v biologickych vzorcich bez zpracovani

¢inidly degradujicimi strukturu.

BCl protilatka, kterou popisuje Carnemolla et al., 1992, J.
Biol. Chem. 267: 24689-24692, rozpoznava epitop na doméné& 7
FN, ale ne na ED-B doméné&, kterd je kryptickd za p¥itomnosti
ED-B domény fibronektinu. Je striktné specifickd pro &lovéka.

Proto maji BCl protilatka a protildtky podle pFfedkladaného
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vynadlezu odlisnou reaktivitu. D8le, BCl protilatka rozpoznava
doménu 7 samotnou a doménu 7-8 fibronektinu za nepfitomnosti
ED-B domény (Carnemolla et al., 1992, J. Biol. chem. 267:
24689-24692). Takouvé epitopy mohou byt produkovany in vivo
proteolytickou degradaci FN molekul. Vyhoda ¢inidel podle
predkladaného vynalezu spoliva v tom, Ze mohou lokalizovat FN
molekuly nebo fragmenty pouze tehdy, pokud obsahuji ED-B

doménu.

Pro diagnostiku nador®, a presn&ji pro zobrazeni primarnich
a sekundarnich nadorovych 1ézi, je imunoscintigrafie metodou
volby. V tomto vySet¥eni jsou pacienti snimkovani vhodnym
pfistrojem (napriklad gamma-kamerou) poté, co jim byla
injek&né& podana radioaktivné& znacena sloudenina (napriklad
radionuklid navézany na vhodné vehikulum). Pro scintigrafické
aplikace jsou obvykle pouZivany izotopy s kratkym polocCasem
emitujici gamma z&feni, jako je technecium-99m, jod-123 nebo
indium-111, jejich pouZiti minimalizuje expozici pacienta 

ionizujicimu zareni.

NejEasté&ji pouZivanym radionuklidem na oddé&lenich nukleérni
mediciny je technecium-99m (99mTc), gamma za¥i¢ s polocCasem 6
hodin. Pacienti po injekci radiofarmak na bazi 99mTc mohou byt
snimkovani aZ do 12-24 hodin po injekci; nicméné&, akumulace

nuklidu v lézi dfive je Zéadouci.

Dale, pokud by byly dostupné protilatky schopné rychlé a
selektivni lokalizace novotvorenych krevnich cév, tak by byly
vyzkumnici stimulovéni k vyzkumu novych vhodnych molekul pro
konjugovani na protilédtky, pro dosaZeni diagnostického a/nebo

terapeutického uc¢inku.
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Podstata vynélezu

Vzhledem k potfeb& radiofarmak schopnych lokalizovat
nadorové léze bdhem nékolika hodin po injekci, ktera existuje
v oboru nuklearni mediciny, a vzhledem k informaci, Ze afinita
protilétkv patrn& ovliviiuje jeji Gc¢innost v cileném prikazu
angiogenese, je predmétem predklédaného vynalezu priprava
protilatek specifickych pro ED-B doménu fibronektinu s
disociaéni konstantou v fadu subnanomoldrnim (pro pfehled
definic a m&feni afinity antigen-protildtka viz Neri et al.,
1996, Trends in Biotechnol. 14: 465-470). Dal3im predmétem
predkladaného vynadlezu jsou radioaktivné znacené protildtky ve
vhodném formatu, namifené proti ED-B doméné fibronektinu,

které detekuji nadorové léze jiZ né€kolik hodin po injekci.

V jednom aspektu vyndlezu jsou tyto predméty dosaZeny
pomoci protilatky se specifickou afinitou k charakteristickému
epitopu ED-B domény fibronektinu a se zlepSenou afinitou k

uvedenému ED-B epitopu.

V dal3im aspektu predkladaného vyndlezu je protilatka

popsana vy3e pouZita pro rychlé zacileni markerl angiogenese.

Dal%im aspektem p¥edkladdaného vyndlezu je diagnosticky jit
obsahujici uvedenou protildtku a jedno nebo vice ¢inidel pro

detekci angiogenese.

Je3té dal3im aspektem predkladaného vynadlezu je pouZiti
uvedené protilatky pro diagnostiku a terapii nadoru a
onemocnéni, které jsou charakterizovény vaskularni

proliferaci.
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Kone&n&, vyznamny aspekt predkladaného vynalezu predstavuji
konjugaty obsahujici uvedené protilatky a vhodné fotoaktivni
molekuly (napfiklad spréavné vybrané fotosenzibilizacni
&inidlo), a jejich pouZiti pro selektivni svétlem

zprostfedkovanou oklusi nové vytvorenych krevnich cév.

Definice:

V predkladdaném vynalezu jsou pouzity n&které terminy, ktereé

maji nasledujici vyznamy.

Termin "protilatka" oznac¢uje imunoglobulin, at prirozeny,
nebo zcela nebo 3astedéné& pfipraveny synteticky. Tento termin
také zahrnuje jakykoliv polypeptid nebo protein majici
vazebnou doménu, kterd je protildtkovou vazebnou doménou nebo
ktera je homologickd k této doméné&. Tyto mohou byt ziskéany z
pfirozenych zdrojld, nebo mohou byt zcela nebo ¢astelné
pfipraveny synteticky. Pfiklady protilatek jsou izotypy
imunoglobulind a podt¥idy Jjejich izotypt; fragmenty, které
obsahuji vazebnou doménu pro antigen, jako je Fab, scFv, Fv,
dAb, Fd; a diprotilatky. Je moZné pouZit monoklondlnich nebo
jinych protilatek a pouZit techniky rekombinantni DNA
technologie pro produkci jinych protilatek nebo chimerickych
molekul, které si zachovavaji specificitu puivodni protilatky.
Takové techniky mohou obsahovat vloZeni DNA koduijici
variabilni region imunoglobulinu nebo komplementaritu urcujici
regiony imunoglobulin@ (CDR), konstantni regiony
imunoglobulind nebo konstantni regiony plus regiony pracovnich
ramc rtznych imunoglobulinti. Viz napfiklad EP-A-184187, GB
2188638A nebo EP-A-239400. Hybridomy nebo jiné buiky
produkujici protilatku mohou byt podrobeny genetickym mutacim
nebo jinym zménam, které mohou a nemusi ménit vazebnou

specificitu produkovanych protilatek. ProtoZe protilatky mohou
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byt modifikovany rtznymi zplsoby, zahrnuje termin "protilatka"
jakakoliv vazebna ¢inidla nebo substance, které obsahuji
vazebnou doménu s poZadovanou specificitou. Proto tento termin
zahrnuje fragmenty, derivéaty, funk&ni ekvivalenty a homology
protilatek, vcéetné jakychkoliv polypeptidd obsahujicich
imunoglobulinovou vazebnou doménu, at prirozené, nebo zcela
nebo &asted&nd pripravené synteticky. Také jsou timto terminem
zahrnuty chimerické molekuly obsahujici vazebnou doménu
imunoglobulinu nebo jeji ekvivalent, fﬁzovanou na jiny
polypeptid. Klonovéni a exprese chimerickych protilatek je
popsédna v EP-A-0120694 a EP-A-0125023. Bylo prokazano, Ze
fragmenty celé protildtky mohou plsobit jako vazebné antigeny.
P¥iklady vazebnych fragmentd jsou (i) Fab fragment skladajici
se z VL, VH, CL a CHl domén; (ii) Fd fragment skladajici se z
VH a CH1 domén; (iii) Fv fragment skladajici se z VL a VH
domén jedné protilatky; (iv) dAb fragment (Ward et al., 1989,
Nature 9: 341, 544-546) skladajici se z VH domény; (V)
izolované CDR regiony; (vi) F(ab')2 fragmenty, bivalentni
fragmenty obsahujici dva vazané Fab fragmenty; (vii)
jednotet&zcové Fv molekuly (scFV), kde jsou VH doména a VL
doména navézané pomoci polypeptidové spojovaci skupiny, ktera
" umoZiiuje asociaci dvou domén za vzniku vazebného mista pro
antigen (Bird et al., (1988), Science 242: 423-426; Huston et
al., (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-83); (viii)
bispecifické jednofetézcové FV dimery (PCT/US92/09965) a (ix)
"diprotilatky", multivalentni nebo multispecifické fragmenty
konstruované genovou fuzi (W094/13804; Holliger et al.,
(1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 6444-6448).
Diprotilatky jsou multimery nebo polypeptidy, kde kazdy
polypeptid obsahuje prvni doménu tvofenou vazebnym regionem
imunoglobulinového lehkého fet&zce a druhou doménu tvorenou
vazebnym regionem imunoglobulinového té&zkého Fretézce, kde tyto

dvé domény jsou navazany (napfiklad pomoci peptidové spojovaci
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skupiny), ale nejsou schopné vzadjemné asociace tvoricl vazebné
misto pro antigen; vazebnd mista pro antigen jsou tvofena
asociaci prvni domény jednoho polypeptidu v multimeru s druhou
doménou jiného polypeptidu v multimeru (WO 94/13804). Pokud

jsou pouZity bispecifické protilatky, tak mohou byt pouzity

o

&7né bispecifické protildtky, které mohou byt pfipraveny
riznymi zpisoby uvedenymi v Holliger and Winter, 1993, Curr.
4:

z hybridnich hybridom, nebo mohou byt pouZity jakékoliv

Opin. Biotech., 446-449, napriklad chemickou syntézou nebo
fragmenty bispecifickych protilatek, jak byly uvedeny vySe.
NeZ pouZiti celych protilatek miZe byt vyhodné&jsi pouziti scFv
dimert nebo diprotilatek. Diprotilatky a scFv mohou byt
pfipraveny.bez Fc regionu, za pouZiti pouze variabilnich
domén, coZ potencialn& sniZuje efekt anti-idiotypové reakce.
Mezi dalsi formy bispecifickych protilatek patf¥i
jednotet&zcové CRAb, které jsou popsadny v Neri et al., (1995),
J. Mol. Biol. 246: 367-373).

Termin “"komplementaritu urcujici regiony (CDR)"
variabilnich domén protilatky oznaduje ty hypervariabilni
sekvence protilatky, které obsahuji zbytky nutné pro
specifické rozpoznavani antigenu. V tomto vynadlezu pouZivame
definici a &islovani CDR uvedené v Chothia and Lesk, 1987, J.
Mol. Biol. 196: 901-917.

Termin "funk&né& ekvivalentni varianta” oznacuje molekulu
(variantu), kterd si I pfes strukturdlni odlisSnosti od jiné
molekuly (ptvodni molekuly) uchovavd vyznamnou homologii a
také alespoini né&jakou biologickou funkci plvodni molekuly,
napriklad schopnost vazby na urdity antigen nebo epitop.
Varianty mohou byt ve formé& fragmentl, derivatl nebo mutanti.
Varianty, derivaty nebo mutanty mohou byt pripraveny

modifikaci puvodni molekuly adici, deleci, substituci nebo
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inserci jedné nebo vice aminokyselin, nebo vazbou na jinou
molekulu. Tyto zmé&ny mohou byt provedeny na nukleotidové nebo
proteinové uUrovni. Napfiklad, kodovany polypeptid miZe byt Fab
fragment, ktery je potom navazan na Fc koncovku z jiného
zdroje. Alternativné& miZe byt navdzan marker jako je enzym,
fluorescein atd. Napriklad, funkéné ekvivalentni varianta
protilatky "A" proti charakteristickému epitopu ED-B domény
fibronektinu miZe byt protilatka "B" s odlisnou sekvenci
komplementaritu ur&ujicich regionu, ale rozpoznavajici stejny

epitop jako protilatka "A".

Izolovali jsme rekombinantni protildtky v scFv formé z
protilatkové fagové zobrazovaci knihovny, které jsou
specifické pro ED-B doménu fibronektinu a ktere rozpoznavaji
ED-B (+)-fibronektin ve tkéafiovych fezech. Jedna z téchto
protilatek, El1, byla upravovéna z hlediska afinity za zisku
- protilatek H10 a L19 se zlep3enou afinitou. Protilatka L19 ma
disocia&ni konstantu pro ED-B doménu fibronektinu v Ffadu

subnanomola&rnich koncentraci.

Vysoko-afinitni protilatka L19 a D1.3 (protilatka
specifickd pro irelevantni antigen, lysozym ze slepic¢ich
vajec) byly radioaktivné& znaceny a byly injikovany do my3i s
naddory. Biodistribuce v nadoru, krvi a organech byly stanoveny
v riznych Casech a byly wuvedeny jako procento injikované -
davky na gram tk&né& (%$ID/g). Jiz 3 hodiny po injekci bylo pro
L19 $ID/g (nador) lep3i neZ $ID/g (krev), ale nikoliv pro
negativni kontrolni D1.3. Poméry naddor:krev se zvySovaly prEi
pozdé&jsich mé&fenich. Tato data naznaluji, Ze vysoce-afinitni
protilatka L19 miZe byt uZiteénym Cinidlem cilené se vazajicim
na nadory, vhodnym napfiklad pro imunoscintigrafickou detekci

angiogenese.
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"Fotosenzibilizadéni ¢inidlo" miZe byt definovano jako
molekula, ktera po ozafeni a za pritomnosti vody a/nebo
kysliku, vyvolad tvorbu toxickych molekul (napfiklad
singletového kysliku) schopnych reakci s biomolekulami, které
potencidlné& poSkozuji biologické cile jako jsou bunky, tkéné
nebo té&lesné kapaliny. Fotosenzibilizacéni ¢inidla jsou zejména
vyhodna tehdy, pokud absorbuji svétlo pfi vlnovych délkéach
vy83ich neZ 600 nm. Skutelné& je prunik svétla ve tkédnich a
t&lesnych kapalindch maximalni p¥i 600-900 nm (Wan et al.,
1981, Photochem. Photobiol. 34: 679-681). Cilené podani
fotosenzibilizadniho &inidla nésledované ozarenim je
atraktivnim zpusobem pro terapii onemocnéni souvisejicich s
angiogenesi (Yarmush, M.L. et al., Antibody Targeted
photolysis, Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems, 10: 197-
252 (1993); Rowe, P.M., Lancet 351, 1496 (1998); Levy, J.,
Trends Biotechnol. 13: 14-18 (1995)), zejména pro selektivni
ablaci o&ni neovaskulatury. Dostupné terapeutické modality, |
jako je laserova fotokoagulace, bud pfimd nebo po podéani
fotosenzibiliza&niho &inidla, jsou omezeny chybénim
selektivity a obvykle vedou k po3kozeni zdravych tkani a cév
(Macular Photocoagulation Study Group, Arch. Opthalm. 112:
480-488, (1994; Haimovici, R. et al., Curr. Eye Res. 16: 83-90
(1997); Schmidt-Erfurt, U. et al., Graefes Arch. Clin. EXxp.
Opthalmol. 236: 365-374 (1998).

7 argumentl uvedenych vySe Jje zfejmé, Ze je mimofadné
dile?ité objevit zpusoby pro zlepSeni selektivity a
specificity fotosenzibilizacnich ¢inidel, napfiklad pomoci
jejich konjugace na vhodné nosice. Je pravdépodobné, Ze vyvoj
kvalitnich nosi&t nebude jednoduchy. Kromé& toho, je
pravdépodobné, Ze ne v3echna fotosenzibilizadéni ¢inidla budou
vhodna k pfenosu in vivo do vybraného mista. Faktory Jjako je

chemické& struktura fotosenzibiliza&niho ¢inidla, Jjeho
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rozpustnost, lipofilnost, pfilnavost a G¢innost budou

pravdépodobné& zasadné ovliviovat mozZnost cileného podani a

u&innost konjugatll obsahujicich fotosenzibilizacni &inidla.

Prokdzali jsme, Ze vysoce-afinitni L19 protiléatka,

specifickad pro ED-B doménu fibronektinu, selektivné lokalizuje

nové vytvorené krevni cévy v kralic¢im modelu ocni angiogenese

po systémovém podani. L19 protilatka, chemicky navazana na

fotosenzibilizadni ¢&inidlo,

cinu a chloru es a ozafend Servenym svétlem, zplsobuje

kterym je sloucenina ctyfmocného

selektivni oklusi o&ni neovaskulatury a navozuje apoptosu

pfisludnych endotelovych bunék. Tyto vysledky dokazuji, Ze

nové o&ni cévy mohou byt imunochemicky odliSeny od puvodnich

odnich cév in vivo a naznacuji, Ze cilené podéani

fotosenzibiliza&nich &inidel nasledované ozafenim miZe byt

1&inné v lédb& odénich onemocnéni zplsobujicich slepotu

i jinych patologickych stavil spojenych s angiogenesi.

Popis obrézkl na pf¥ipojenych vykresech

Provedeni pfedkladaného vyndlezu jsou ilustrovana na

nadsledujicich vykresech, kde:

a snad

Obr. 1 ukazuje navrZenou protildtkovou fagovou knihovnu;

Obr. 2 ukazuje 2D gely a westernovy pfenos lyzatu lidskych

melanomovych COLO-38 bunék;

Obr. 3B a 3C ukazuji imunohistochemické pokusy na

34,

glioblastoma multiforme;

Obr. 4 ukazuje analyzu stability komplexl protilatka-(ED-B);
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Obr. 5 ukazuje biodistribuci radioaktivné znacenych

protiladtkovych fragmentd u my$i nesoucich nadory;
Obr. 6 ukazuje aminokyselinovou sekvenci L19;
Obr. 7A a 7B ukazuji kralic¢i oc¢i s implantovanou peletou;

Obr. 8 ukazuje imunohistochemické barveni fezd z kralici

rohovky;

Obr. 9 ukazuje imunohistochemické barveni Fezl ze struktur
kraliciho oka (rdhovky, duhovky a spojivky) ziskanych za
pouziti &erveného substratu pro alkalickou fosfatasu a

hematoxylinu;

Obr. 10 ukazuje lokalizaci fluorescentné znalenych protilatek

v oéni neovaskulatutre;

Obr. 11 ukazuje makroskopicky vzhled o&i kralika, kterym byl
injek&n& podan protein navazany na fotosenzibilizacni Cinidlo,

pfed a po ozé&reni.

Obr. 12 ukazuje mikroskopickou analyzu Fezl z olnich struktur
kralikt, kterym byl injekéné podan protein navazany na
fotosenzibilizadéni &inidlo a kte¥i byli ozéd¥eni cCervenym

svétlem.
Podrobny popis obrazkl

Obr. 1 ukazuje navrZenou protilatkovou fagovou knihovnu.
(a) Protilatkové fragmenty jsou zobrazeny na fagu jako pIII
faze, jak je schematicky uvedeno. Ve vazebném mistu protilatky

(ptimy pohled na antigen) je Vk CDR skelet uveden Zluté a VH
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CDR skelet je znadzorn&n modfe. Zbytky podrobené ndhodné
mutagenesi jsou v pozicich 91, 93, 94 a 96 Vk CDR3 (zluteé) a v
pozicich 95, 96, 97 a 98 VH CDR3 (modfe). Cb atomy téchto
vedlejsich Ffeté&zcl jsou znazornény tmav3imi barvami. Také jsou
uvedeny (3ed&) zbytky CDR1 a CDR2, které mohou byt mutovany
pro zlep3eni afinity protilatky. Za pouZiti programu RasMol
(http://www.chemistry.ucsc.edu/wipke/teaching/rasmol.html)
byly struktury scFv modelovény z pdb pole ligm (Brookhaven
Protein DataBank; http://www2.ebi.ac.uk/pcserv/pdbdb.htm). (b)
PCR amplifikace a klonovaci strategie pro knihovnu. DP47 a
DPK22 zarode&né templaty byly modifikovény )viz text) pro
tvorbu mutaci v CDR3 regionech. Geny jsou oznaCeny obdélnicky
a CDR jsou uvedeny jako oCislované obdélnic¢ky v genech. Potom
byly sestaveny VH a VL segmenty a byly klonovany do pDN332
fagemidového vektoru. Primery (od SEQ ID NO: 11 do SEQ ID NO:
18) pouZité pfi amplifikaci jsou uvedeny v dolni césti

obrazku.

Obr. 2 ukazuje: (a) barveni stfibrem 2D-PAGE lyzatu
lidskych melanomovych COLO-38 bunék, do kterych byl vnesen
rekombinantni 7B89 obsahujici ED-B . Dvé 7B89 skvrny
(zakrouZkované) jsou zptsobeny &astednou proteolyzou His-
koncovky pouzité pro pre&isténi proteinu; (b) imunopfenos
gelu, identického s gelem z obr. 2a, za pouZziti anti-ED-B El
(tabulka 1) a M2 anti-FLAG protilatek jako detekcnich cinidel.
Jsou detekovany pouze 7B89 skvrny, coZ potvrzuje specificitu

rekombinantni protildtky izolované ze skvrny v gelu.

Obr. 3A-3C ukazuji imunohistochemické pokusy provedené na
sériovych Fezech z glioblastomu multiforme, které ukazuji

typické glomerullim podobné vaskularni struktury pri barvené =za

pouziti scFV E1 (A), A2 (B) a G4 (C). M&Ffitko: 20 pm.

[ XXX}
veon
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Obr. 4 ukazuje stabilitu komplext protildtka-(ED-B).

Analyza vazby scFV E1, H10 a L19 na ED-B doménu fibronektinu.
(a) BIAcore sensogramy ukazujici zlepSené disociacni profily
(b)

ziskané po afinitnich Upravach protilatky. Nativni gelova

elektroforesa scFv-(ED-B) komplexd. Pouze vysoce—afinitni
protilatka L19 miZe tvofrit stabilni komplexy s fluorescentné
zna&enym antigenem. Fluorescencni detekce byla provedena

(1996), BioTechniques, 20:
se 100~

popsanym zpusobem (Neri et al.,
708-712) .

nédsobnym moldrnim nadbytkem nebiotinylovaného ED-B, jak byla

(c) Kompetice komplexu scFv-(ED-B-biotin)

monitorovadna elektrochemoluminiscenci za pouZiti pfistroje
Origen. Byl pozorovén dlouhy polocas komplexu L19-(ED-B). Plné
Etveredky: L19; prazdné trojuihelnidky: H10.

Obr. 5 ukazuje biodistribuci radioaktivné& znaclenych
protilatkovych fragmentl u my$i nesoucich nadory.
Biodistribuce v nadoru a v krvi, vyjadfené jako procento
injikované davky na gram, jsou umistény do grafu v zavislosti

na Case. Také je uvedena relevantni orgénovéa biodistribuce.

Obr. 6 ukazuje aminokyselinovou sekvenci protiléatky L19
obsahujici t&Zky ret&zec (VH), spojovaci skupinu a lehky
retézec (VL).

Obr. 7A'a 7B ukazuji kralic¢i oCi s implantovanymi

polymerovymi peletami namo¢enymi do angiogenni substance.

Obr. 8 ukazuje imunohistochemické barveni Fezl z kralici
rohovky s novotvofenymi cévami, za pouziti L19 protilatky.

Obr. 9 ukazuje imunohistochemické barveni Yezl ze struktur
oka za pouZiti L19 protilatky. Specifické cervend zabarveni je

patrné kolo neovaskularnich struktur v rohovce (a), ale ne
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okolo krevnich cév v duhovce (b) a spojivce (c). Malé Sipky:

epitel rohovky. Relevantni krevni cévy Jjsou oznacCeny velkymi

Sipkami. Mé&ritka: 50 pm.

Obr. 10 ukazuje imunofotodetekci fluorescentné znacCenych
protilatek detekujicich o¢ni angiogenesi. Silna fluorescentni
rohovkovd neovaskularizace (oznacend Sipkami) je pozorovéna u
kralikt, kterym byl injek&né& podan protilatkovy konjugat L19-
Cy5 (a), specificky pro ED-B doménu FN, ale u kralika, kterym
byl injeké&né& podan protilatkovy konjugadt HyHEL-10-Cy5 (b).
Imunofluorescendni mikroskopie rohovkovych fezl potvrdila, Ze
L19-Cy5 (c), ale ne HyHEL-Cy5 (d), se vyskytuje v okoli
neovaskulatury v rohovce. Rezy (a,b) byly ziskédny 8 hodin po
injekci protiléatky; (c,d) byly ziskdny za pouziti rohovkovych
Yez( izolovanych od kralikt 24 hodin po_injekci protilatky. P,

peleta.

Obr. 11 ukazuje makroskopicky vzhled odi kréaliki, ktef?m
byly podény konjugaty obsahujici fotosenzibiliza&ni cinidlo.
Oko kréalika, kterému byl podan L19-PS, pfed (a) a 16 hodin po
(b) oz&¥eni &ervenym svétlem. Sipka oznacduje koagulovanou
neovaskulaturu, ktera byla potvrzena jako hypofluorescentni
oblast v Cy5 fluoroangiogramu na obr. (c) 16 hodin po ozafeni.
Poviimndte si, Ze Zadn& koagulace neni pozorovana v jinych
cévnich strukturach, naptfiklad v dilatovanych spojivkovych
cévach. Pro srovnani je uveden fluoroangiogram S
hyperfluorescenci propoustéjicich cév a pfislusSna barevna
fotografie nelédeného kralic¢iho oka je uvedena v (d) a (h).
Obr. (e,f,g) jsou analogické s (a,b,c), ale pfislu3i kraliklm,
kterym byl injek&n& podan ovalbumin-PS a kteri byly ozafeni
Cervenym svétlem. Nebyla pozorovéana Zadna koagulace a
angiogram ukazal hyperfluorescenci propousté&jicich cév. OCi

kralika v ¢asném stadiu angiogenese, kterym byl podan L19-PS,

coou
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jsou uvedeny na (i-1). Zobrazeni pfed (I) a 16 hodin po

ozareni Cervenym svétlem (j) ukédzaly vyznamnou a selektivni
svétlem indukovanou intravaskuldrni koagulaci (3ipka). Okluse
cév (Sipka) je zejména zfetelnd v ozafeném oku (1) kralika
bezprostfedné& po euthanasii, ale neni detekovatelna v
neoza¥eném oku (k) stejného kralika. P, peleta. Hroty oznacuji
korneo-skleralni pfechod (limbus). Na v3ech obrazcich jsou
preexistujici dilatované spojivkové cévy viditelné nad limbem,
zatimco rust rohovkové neovaskulatury miZe byt pozorovan od

limbu smérem k peleté (P).

Obr. 12 ukazuje mikroskopickou analyzu selektivni okluse
krevnich cév. H/E Ffezy rohovky (a,e,b,f: nefixované; i,]:
fixované paraformaldehydem) kralikt, kterym byl injekéné& podan
ovalbumin-PS (a,e,i) nebo L19-PS (b,£f,]) a ktefi byli ozafeni.
Velké 3ipky pfedstavuji nepoSkozené (e,i) nebo zcela uzaviené
(f,j) krevni cévy. Oproti sélektivni oklusi rohovkové
neovaskulatury a omezenému perivaskuldrnimu postiZeni
(eosinofilii) zptsobené L19-PS po oza¥eni (b,j,f), nevykazuji
cévy ve spojivce (k) a duhovce (1) u stejného krdlika znamky
podkozeni. Fluorescentni TUNEL test ukazal rﬁzﬁy pdéet
apoptotickych bun&k v fezech od ozdF¥enych kralikd, kterym byl
podan L19-PS (c,q)., nebo ovalbumin-PS (d,h). Velké Sipky

ukazuji né&které relevantni cévni struktury. Malé Sipky ukazuji

~ v o2

rohovkovy epitel. Méritko: 100 pm (a-d) a 25 pm. (e-1l).

Vynédlez bude nyni podrobné&ji popséan v nasledujicich

prikladech.
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Pfiklady provedeni vynalezu

P#iklad 1: Izolace lidskych scFv protilatkovych fragmentt
specifickych pr ED-B doménu fibronektinu z protilatkové fagové

zobrazovaci knihovny

Lidska protilatkovéd knihovna byla klonovana za pouziti VH
(DP47; Tomlison et al., (1992), J. Mol. Biol., 227: 776-798) a
Vk (DPK22; Cox et al., (1994), Eur. J. Immunol. 24: 827-836)
zarode&nych genli (pro strategii klonovéani a amplifikace viz
obr. 1). VH sloZka knihovny byla vytvofena za pouziti Céstecné
degenerovanych primert (obr. 1) (od SEQ ID NO: 11 do SEQ ID
NO: 18) pomoci techniky na bazi PCR pro vloZeni n&hodnych
mutaci v pozicich 95-98 CDR3). VL sloZka knihovny byla
pfipravena stejnym zplsobem, vloZenim ndhodnych mutaci do
pozic 91, 93, 94 a 96 CDR3. PCR reakce byly provedeny popsanyﬁ
zplisobem (Marks et al., (1991), J. Mol. Biol. 222: 581-597)
VH-V1 scFv fragmenty byly pfipraveny pomoci PCR sestaveni
(obr. 1; Clackson et al., (1991), Nature 352: 624-628) z VH a
VL segmentﬁ pre&isténych na gelu. 30 pg precisténych VH-VL scFv
fragment® bylo dvojité& tréveno 300 jednotkami Ncol a NotlI,
potom byl ziskany material ligovan do 15 pg Notl/Ncol traveného
pDN332 fagemidového vektoru. pDN332 je derivat fagemidu pHEN1
(Hoogenboom et al., (1991), Nucl. Acids Res. 19: 4133-4137),

ve kterém byla sekvence mezi Notl mistem a "amber” kodonem pfed

genevaII nahrazena nasledujici sekvenci kodujici D3SD3-FLAG-
His6 koncovku (Neri et al., (1996), Nature Biotechnology 14:
385-390) . '

Not! D D D S D D D
Y K D D
5'- GCG GCC GCA GAT GAC GAT TCC GAC GAT GAC TAC AAG GAC GAC

D D K H H H H H H amber
GAC GAC AAG CAC CAT CACCAT CAC CAT TAG-3
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Transformace do TGl kmene E. coli byly provedeny zpasobem
podle Marks et al. (1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597) a fagy
byly pfipraveny podle standardnich protokold (Nissim et al.,
(1991), J. Mol. Biol. 222: 581-597). Nahodné bylo vybrano pét

klon a tyto byly sekvenovany pro ovéreni absence kontaminace.

Rekombinantni fibronektinové fragmenty ED-B a 7B89,
obsahujici jeden a ¢tyfi homologické repetitivni sekvence typu
III, v prisludném pofradi, byly exprimovany z expresnich
vektort na bazi pQEl2 (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) zpusobem
popsanym v literatu¥e (Carnemolla et al., 1992, Int. J. Cancer

68: 397-403).

Selekce proti rekombinantni ED-B doméné fibronektinu
(Carnemolla et al., 1992, Int. J. Cancer 68: 397-405; Zardi et
al., 1987, EMBO J., 6: 2337-2342) byly provedeny p¥i 10 nM
koncentraci za pouZiti antigenu biotinylovaného biotin-
disulfid-N-hydroxysukcinimid esterem (&inidlo B-4531; Sigma,
Buchs, Switzerland; 10) a eluovaného z 2D gelu, a
streptavidinem potaZenych Dynabeads koralkd (Dynal, Oslo,
Norway). Pro kaZdé kolo panelovani bylo pouzito 1013 fagt, v 1
ml reakd&ni smé€si. FAgy byly inkubovény s antigenem ve 2% '

mléku/PBS (MPBS( po dobu 10 minut. DO tohoto roztoku se

pridalo 100 pl Dynabeads (10 mg/ml; Dynal, Oslo, Norway) predem

blokovanych v MPBS. Po 5 minutdch miseni se kordlky magneticky
separovaly z roztoku a 7-krat se promyly PBS-0,1% Tween20
(PBST) a 3-krat PBS. Eluce byla provedena inkubaci po dobu 2
minut s 500 pl 50 mM dithiothreitolu (DTT), pro redukci
disulfidovych mistkd mezi antigenem a biotinem. Korélky byly
znovu zachyceny a ziskany roztok byl pouZit pro infekci
exponencidlné rostoucich TGl E. coli bunék. Po tfech kolech
panelovani byl eluovany fag pouZit pro infekci exponencialné

rostoucich HB2151 bunék E. coli, které byly umistény na (2xTY
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+ 1% glukosa + 100 pg/ml ampicilinu) - 1,5% agarové plotny.
Jednotlivé kolonie byly kultivovany v 2xTY + 1% glukose + 100
ug/ml ampicilinu a byly indukovany pfes noc pfi 30 °C 1 mM IPTG
pro dosaZeni produkce protilatky. Vzniklé supernatanty byly
vySetfovany ELISA za pouZiti streptavidinem potaZenych
mikrotitradnich ploten zpracovanych 10 nM biotinylovanym ED-P
a anti-FLAG M2 protilatkou (IBI Kodak, New Haven, CT) jako
detek&nim &inidlem. 32% vySetfovanych kolonii bylo pozitivnich
v tomto testu a t¥i z nich, které mé&ly nejsilné&jsi ELSA signal

(E1, A2 a G4), byly sekvenovany a dale charakterizovany.

ELISA testy byly provedeny za pouZiti biotinylované ED-B
ziskaného ze skvrny v gelu, biotinylovaného ED-B, ktery nebyl
denaturovan, ED-B navazané na sousedni fibronektinové domény
(rekombinantni protein obsahujici 7B89 domény) a mnoha
irelevantnich antigenti. Protilatky El, A2 a G4 reagovaly silné
a specificky se v3emi t¥femi proteiny obsahujicimi ED-B. Tato
skutednost, spolu se skute&nosti, Ze v3echny tfi rekombinantni
protilatky mohly byt preciStény z bakteriadlnich supernatantl
za pouziti ED-B afinitni kolony, siln& naznacduje, Ze
rozpoznavaji epitop pfitomny v prirozené konformaci ED-B.
74dna reakce nebyla detekovana pro fibronektinové fragmenty
neobsahujici ED-B doménu (data nejsou uvedena). Pro testovani
toho, zda maji protilatky izolované proti gelové skvrné dobrou
afinitu k prirozenému antigenu, byla provedena interakéni
analyza v redlném Case za pouZiti povrchové plasmonové
rezonance na BIAcore pristroji, podle zpGsobu uvedeného v
literatufe (Neri et al., (1997), Nature Biotechnol. 15: 1271~
1275) . Monomerni frakce E1l, A2 a G4 scFv fragmentd se vazaly

na ED-B s afinitou v rozmezi 107-108 M-1 (tabulka 1).

Jako dal3i test specificity a pouZitelnosti protilatky byl

proveden 2D-PAGE imunoptenos, p¥i kterém byl do gelu vnesen

X X R4

LE B2
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lyzat lidské melanomové bunécné linie COLO-38, do kterého byla
priddna minim&lni mnoZstvi 7B89 proteinu obsahujiciho ED-B
(obr. 2). ScFv (El) barvil silné a specificky pouze 7B89

skvrnu.

Protilatky E1, A2 a G4 byly pouZity pro imunolokalizaci
fibronektinu obsahujiciho ED-B (B-FN) v kryostatovych fezech z
glioblastoma multiforme, coZ je agresivni mozkovy nador s
vyraznou angiogenesi. Obr. 3 ukazuje sériové fezy z
glioblastoma multiforme, s typickymi glomerulim podobnymi
cévnimi strukturami zbarvenymi Cervené t¥emi protilatkami.
Imunobarveni frez® ze vzorkl glioblastoma multiforme zmrazenych
bezprostfedn& po chirurgickém odbé&ru bylo provedeno zpusobem
popsanym v literatufe (Carnemolla et al., 1992, Int. J. Cancer
68: 397-405; Castellani et al., 1994, Int. J. Cancer 59: 612-
618) . Struéné&, imunobarveni bylo provedeno za pouZiti M2-anti-
FLAG protilatky (IBI Kodak), biotinylovanych anti-mySich
polyklondlnich protiléatek (Sigma), barviciho kitu obsahujiciho
komplex streptavidin-biotin-alkalickd fosfatasa (BioSpa,
Milan, Italy) a naftol-AS-MX-fosfatu a "fast red TR" (Sigma).
GillGv hematoxylin byl pouZit jako kontrastni barveni, po
kterém nasledovalo umist&ni do glycergelu (Dako, Carpenteria,
CA), jak bylo popsédno drive (Castellani et al., 1994, Int. J.
Cancer 59: 612-618).

Pomoci podobné techniky a protilatky L19 (viz dalsi
pr¥iklad) jsme mohli také specificky barvit nové vytvofené ceévy
indukované implantaci polymerovych pelet ponofenych do
angiogenni substance, jako je vaskuldrni endotelovy riustovy

faktor nebo estery forbolu, do krali¢i rohovky.

Priklad 2: Izolace lidského scFv protildtkového fragmentu

vaZiciho se na ED-B se subnanomolarni afinitou
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ScFv(El) byl vybran pro testovani moZnosti zlepSeni jeho
afinity pomoci omezeného poltu mutaci CDR zbytkl
lokalizovanych na periferii vazebného mista pro antigen (obr.
12A) . Kombinatori&lné& jsme mutovali zbytky 31-33, 50, 52 a 54
VH protilatky a zobrazili jsme pfislu3ny repertodr na
filamentosnim fégu.‘Tyto zbytky se Casto vyskytuji v kontaktu
s antigenem ve znamych 3D-strukturéach komplexi protilatka-
antigen. Ziskany repertoar 4 x 10% klon@l byl selektovan pro
vazbu na ED-B doménu fibronektinu. Po dvou koléch panelovani a
po vySetfeni 96 jednotlivych klonu byla izolovadna protilétka s
27-krat vylepSenou afinitou (H10; tabulky 1 a 2). V souladu s
jinymi pozorovénimi pro afinitné& - upravené protilatky jsme
pozorovali, Ze zlep3en& afinita byla zplsobena spiSe pomalejsi
disociaci z antigenu neZ zlep3enymi kon hodnotami (Schier et
al., (1996), Gene, 169: 147-155; Ito (1995, J. Mol. Biol. 248:
729-732). Pfedpokladd se, Ze lehky Fet&zec protilatky pfispiva
méné& k vazebné afinit& k antigenu, coZ je podporovéano faktem,
e jak ptirozené, tak syntetické protilatky bez lehkého
fetd&zce se mohou stale je3td vazat na antigen (Ward et-al.,
1989, Nature 341: 544-546; Hamers-Casterman et al., 1993,
Nature 363: 446-448). Z tohoto davodu jsme vybrali pro
randomizaci pouze dva zbytky (32 a 50) VL domény, které jsou
umistény centraln@ ve vazebném mistu pro antigen (obr. la) a
ve 3D strukturach se &asto vyskytuji v kontaktu s antigenem.
Ziskana knihovna, obsahujici 400 klond, byla zobrazena na fagu
a byla selektovana pro vazbu na antigen. Z analyz disociacnich
profil za pouZiti interakéni analyzy v realném cCase
provedenych pomoci BIAcore pristroje (Jonsson et al., 1991,
BioTechniques, 11: 620-627) a mé&feni kofr pomoci kompeticnich
pokusli s elektrochemiluminiscenéni detekci, byl identifikovéan
klon (L19), ktery se vazal na ED-B doménu fibronektinu s Kd =
54 pM (tabulky 1 a 2). Pokusy s afinitnimi upravami byly

provedeny nasledujicim zplsobem: Gen scFv(El) byl amplifikovan
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PCR za pouziti primert LMBlbis (5'-GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC

1) a DP47CDR1lfor (5'-GA GCC TGG CGG ACC

(SEQ

GAG-3")
CAG CTC ATM NNM NNM NNGCTA AAG GTG AAT CCA GAG GCT G-3')

(SEQ ID NO:

ID NO: 2) pro vloZeni ndhodnych mutaci do pozic 31-33 v CDR1
VH (pro &islovani: 28), a s primery DP47CDRlback (5'-ATG AGC
TGG GTC CGC CAG GCT CC-3'") 3) (5'-
GTC TGC GTA GTA TGT GGT ACC MNN ACT ACC MNN AAT MNN TGA GAC

(SEQ ID NO: a DP47CDR2for

CCA CTC CAG CCC CTT-3') (SEQ ID NO: 4) pro nahodnou mutaci

52, 54 v CDR2 VH. v

pozic 50, Zbyvajici fragment scFv genu,
rozsahu 3'-¢&sti VH genu, peptidové spojovaci skupiny a VL
genu, byl amplifikovan za pouZiti primert DP47CDRZ2back (5'-ACA
TAC TAC GCA GAC TCC GTG AAG-3') (SEQ ID NO: 5) a JforNot (5'-
TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC TTT GAT TTC CAC CTT GGT CCC TTG
GCC GAA CG-3') (SEQ ID NO: 6) (94 °C, 1 minuta, 60 °c, 1
minuta, 72 %, 1 minuta). T#i ziskané PCR produkty byly
pre&istdny na gelu a byly sestaveny PCR (21) za pouziti
primert LMBlbis a JforNot (94 0C, 1 minuta, 60 0C, 1 minuta, 72
%, 1 minuta). Ziskany jediny PCR produkt byl pfelistén z PCR
sm&si, byl dvojité trdven NotI/Ncol a byl ligovan do NotI/NcoI
traveného vektoru pDN332. V ligaclni smési bylo pouZito
pribliZn& 9 pg vektoru a 3 Mg insertu, smés byla prec¢isténa
fenolizaci a sraZenim ethanolem, byla resuspendovana v 50 pl
sterilni vody a byla elektroporovédna do elektrokompetentnich
TGI bunék E. coli. Ziskanad afinitné - upravend knihovna
obsahovala 4 x 10%® klonti. Protiléatkové -fagové Castice, ziskané
popsanym zplisobem (Nissim et al., 1994, EMBO J., 13: 692—698)
byly pouZity pro prvni kolo selekce na imunozkumavce potaZené
7B89 (Carnemolla et al., 1996, Int. J. Cancer 68: 397-405).
Selektované fagy byly pouZity pro druhé kolo panelovani
provedené s biotinylovanou ED-B, po kterém nasledoval
zachyceni na magnetickych kordlkédch potaZenych streptavidinem

(Dynal, Oslo, Norway; viz pfedchozi odstavec). Po selekci bylo

pribliZn& 25% klonl pozitivnich v solubilnim ELISA testu (pro
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protokol pokusu viz pfedchozi kapitolu). Z kandidata

pozitivnich v ELISA jsme dale identifikovali jeden klon (H1O0,
tabulka 1) s nejniZ3i hodnotou koff podle BIAcore analyzy

(Jonsson et al., 1991, BioTechniques, 1l1l: 620-627).
Gen scFV(H10) byl amplifikovan PCR za pouZiti primeru
LMBlbis a DPKCDRlfor (5'-G TTT CTG CTG GTA CCA GGC TAA MNN GCT

GCT GCT AAC ACT CTG ACT G-3') (SEQ ID NO: 7) pro vlozZeni
nidhodnych mutaci do pozice 32 v CDR1 VL (pro Cislovani:
and Lesk, 1987, 196: 901-917),
DPKCDRlback (5'-TTA GCC TGG TAC CAG CAG AAA CC-3')
NO: 8) (5'-GCC AGT GGC CCT GCT GGA TGC

GAT GAG GAG CCT GGG AGC C-3')

J. Mol. Biol. a s

Chothia
primery
(SEQ ID
MNN ATA

a DPKCDR2for
(SEQ ID NO: 9) pro

vlioZeni nahodné mutace v pozici 50 v CDR2 VL. Zbyvajici cast
scFv genu byla amplifikovéana za pouZiti oligonukleotidd
DPKCDR2back (5'-GCA TCC AGC AGG GCC ACT GGC-3') (SEQ ID

10) a JforNot (94 0C, 1 minuta, 60 0C, 1 minuta, 72 0C, 1

NO:

minuta). T¥i ziskané PCR produkty sestaveny, tréVeny a
klonovany do pDN332 stejné&, jak bylo popsé&no vySe pro
mutagenesi t&Zkého Feté&zce. Ziskanad knihovna byla inkubovana s
biotinylovanou ED-B ve 3% BSA po dobu 30 minut a potom byla
zachycena na streptavidinem potaZené mikrotitracni plotné

Fagy byly
‘eluovany 20 mM roztokem DTT (1,4-dithio-DL-threitol, Fluka) a

(Boehringer Mannheim GmbH, Germany) bé&hem 10 minut.
byly pouZity pro infikovani exponencidlné rostoucich TGl
bun&k. Analyza vazby supernatantl z 96 kolonii na ED-B pomoci
ELISA a BIAcore umoZnila identifikaci klonu L19. Anti-ED-B EI,
G4, A2, H10 a L19 scFv protildtkové fragmenty selektivné
barvily nové vytvorené cévy v fezech z agresivnich nadorua
(obr. 3).

VySe uvedené fragmenty anti-ED-B protilatek byly potom

produkovany inokulaci jedné Cerstvé kolonie do 1 litru 2xTY
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media, jak bylo popséno v literatufe (Pini et al., 1997, J.
Immunol. Meth. 206: 171-182) a byly afinitné precistény na
sepharosové koloné aktivované CNBr (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), ve které bylo navdzano 10 mg 7B89 rekombinantniho
proteinu obsahujiciho ED-B (Carnemolla et al., 1996, Int. J.
Cancer 68: 397-405). Po naplnéni byla kolona promyta 50 ml
rovnovazZného pufru (PBS, 1 ml EDTA, 0,5 M NaCl). Protilatkové
fragmenty byly potom eluovany 100 mM triethylaminem, ihned
byly neutralizovéany 1 M Hepes, pH 7 a byly diélyzovény proti
PBS. Afinitni méfeni pomoci BIAcore byla provedena s
pfedisténymi protildtkami, zplsobem uvedenym v literatufe
(Neri et al., 1997, Natur. Biotechnol. 15: 1271-1275) (obr.
4) . Analyza posunu prouZkl byla provedena zplsobem uvedenym v
literatu¥e (Neri et al., 1996, Natur. Biotechnol. 14: 385-
390), za pouZiti rekombinantni ED-B fluorescen&né& znafené na
N-konci (Carnemolla et al., 1996, Int. J. Cancer 68: 397-405;
Neri et al., 1997, Natur. Biotechnol. 15: 1271-1275)
infradervenym fluoroforem Cy5 (Amersham) (obr. 4). BIAcére
analyza neumoZiiuje pfesné stanoveni kinetickych parametr pro
pomalé disociaéni reakce, z davodi moZného opakovaného
navazani, zakladni nestability a dlouhych ¢ast mé&Y¥eni nutnych
pro zjisdténi toho, Ze disociaéni féie probihd podle jednoho
exponencidlniho profilu. Proto jsme provedli mé¥eni kinetické
disocia&ni konstanty kosr pomoci kompeticnich pokusl (Neri et
al., 1996, Trends in Biotechnol. 14: 465-470) (obr. 4).
Struéné, anti-ED-B protilatky (30 nM) byly inkubovany s
biotinylovanou ED-B (10 nM) po dobu 10 minut, za pfitomnosti
M2 anti-FLAG protilatky (0,5 pg/ml) a polyklonalniho anti-
my8iho IgG (Sigma), ktery byl_pfede znaden ruteniovym
komplexem, jak je popséno v literatufe (Deaver; D.R., 1995,

Nature 377: 758-760). Do tohoto roztoku byla v paralelnich

reakcich v rtznou dobu pridavéna nebiotinylovand ED-B (1 uM).

oeee
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Potom byly pfidany streptavidinem potaZené Dynabeads, Fedéné v
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Origen Assay pufru (Deaver, D.R., 1995, Nature 377: 758-760)

(20 pl, 1 mg/ml) a ziskané smé€si byly analyzovany za pouziti

ORIGEN analyzatoru (IGEN Inc., Gaithersburg, MD, USA). Tento
pifistroj detekuje elektrochemoluminiscencni signal (ECL),
ktery koreluje s mnoZstvim scFV fragmentu, ktery zlstava
navadzany na biotinylovanou ED-B na konci kompeticni reakce.
Graf ECL signalu versus kompeticéni doba dava profil, ktery
miZe byt upraven pro jedinou exponencialni krfivku s
charakteristickou konstantou kofe (obr. 4, tabulka 2).
Pfiklad 3: Zam&feni nadorl pomoci vysoce afinitniho
radioaktivné zna&eného scFv specifického pro ED-B doménu

fibronektinu

Radioaktivnim jodem znacené scFv(L19) nebo scFv(Dl.3)
(irelevantni protilatka specifickd pro lysozym slepiclich
vajec) byly intravenosni injekci podadny my3im s podkoZné
implantovanym my3im F9 teratokarcinomem, rychle rostoucim
agresivnim nddorem. Biodistribuce protilatek byly stanoveny v
riznych &asech (obr. 4). ScFv(L19) a scFv(D1.3) byly afinitné
prec¢istény na antigenni koloné (Neri et al., 1997, Nature
15: 1271-1273)

Biotechnol. a byly radioaktivné znaceny Jjodem-

125 za pouziti Iodogen metody'(Pierce, Rockford, IL, USA).
Radioaktivné& znadené protildtkové fragmenty si zachovavaly >80%
imunoreaktivitu, jak bylo urdeno vnesenim radioaktivn& znaclené
protilatky do antigenni kolony, po kterém néasledovalo

stanoveni radiocaktivity v prvni a druhé vytokové frakci. Holym
my3im (Swiss holé my3i st&ri 12 tydnd, samci) s podkozZné
implantovanym F9 mySim teratokarcinomem koloné (Neri et al.,
1997, 15:

Nature Biotechnol. 1271-1273) byly injekéné podany 3

Mg (3-4 UCi) scFv ve 100 pl salinickém roztoku. Velikosti

nadord byly 50-250 mg, protoZe vét3i nadory maji tendenci ke

vzniku nekrotického centra. Nicméné&, p¥i pokusech o zaméreni
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v&t3ich nadort (300-600 mg)

vysledkid. Pro kazdy ¢as byla pouZita tfi zvirata. My3i byly

bylo dosaZen v podstaté& stejnych

utraceny humadnnim zpusobem a jejich orgéany byly zvéaZeny a byla

stanovena jejich radiocaktivita. Vysledky pro representativni

organy jsou vyjadreny jako procento injikované davky
protilédtky na gram tka&né (% ID/g) ScFv(L19) je rychle

eliminovdn z krve ledvinami; oproti bé&Znym protilatkam se

neakumuluje v jatrech ani jinych orgénech. 8% injikované davky

na gram tkané& se lokalizuje v nddoru jiZ tfi hodiny po
injekci; nasledné sniZeni této hodnoty je zplsobeno

skuteénosti, Ze nador zdvojuje svou velikost b&hem 24-48

hodin. Pomé&ry nador:krev v 3, 5 a 24 hodiné po injekci jsou
1,9, 3,9 a 11,8, v prislusSném pofadi, pro L19,
neZ 1,0 pro protilatku slouZici jako negativni kontrola.
Radioaktivné znaceny scFv(L19)

naddorech jiZ nékolik hodin po injekci, coZ ukazuje na jeho

pouZitelnost pro imunoscintigrafickou detekci angiogenése u.

pacientt.

Pf¥iklad 4: Anti-ED-B protilatky selektivné& barvi nové

vytvorené o¢ni krevni cévy.

Angiogenese, tvorba novych krevnich cév z preexistujicich

cév, je charakteristickym procesem, ktery je pficinou mnoha
onemocnéni, v&etné nadorli a vét3iny ocnich onemocnéni
vedoucich ke ztraté zraku. Schopnost selektivné rozpoznat a
okluddvat neovaskulaturu pfrinese nové diagnostické a
terapeutické mozZnosti.

Zkoumali jsme, zda je B-FN specifickym markerem ocni

angiogenese a zda mohou protilatky rozpoznavajici B-FN

selektivné rozpoznavat o¢ni neovaskularni struktury in vivo

se prednostné lokalizuje v

ale vzdy nizsi

po
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systémovém podani. Pro tento ucel jsme stimulovali angiogenesi
v kralidi rohovce, kterd umoZnila primé pozorovani nové
vytvofenych oénich cév, pomoci chirurgické implantace pelet
obsahujicich vaskularni endotelovy rustovy faktor nebo ester
forbolu (obr. 7). Sukralfatové (laskavy dar od Merck,
Darmstad, Germany)/hydronové pelety obsahujici bud 800 ng
vaskuldrniho endotelového rustového faktoru (Sigma) nebo 400
ng forbol-12-myristat, 13-acetatu ("PMA", Sigma) byly
implantovany do rohovky samic kralikd plemene New Zealand
White, zplGsobem popsanym v iiteratufe (D'Amato, R.J. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4082-4085, 1994). Angiogenese
byla indukovana obéma faktory. Kralici byly sledovani denné.
P¥i pouZiti obou induk&nich ¢inidel byly nové vytvorené krevni
'cévy silné& pozitivni na ED-B pfi imunohistochemické vySetFfeni.
Pro v3echny dalsi pokusy byly pouZity PMA pelety.
Imunohistochemickd vy3etfeni ukdzala, Ze L19 silné barvi
neovaskulaturu indukovanou v kré&lic¢i rohovce (obr. 8, 9%9a), ale
ne pre-existujici krevni cévy oka (obr. 9b,c) a jiné tkané

(data nejsou uvedena). Imunohistochemickéd vySetfeni byla

provedena zpusobem popsanym v literatufe (Carnemolla, B. et

al., Int. J. Cancer, 68: 397-405, 1996).

Priklad 5: Lidsky protildtkovy fragment L19, ktery se vaZe na
ED-B se subnanomolarni afinitou, rozpozndvad oéni angiogenesi

in vivo

Za pouZiti modelu angiogenese na krali¢i rohovce, ktery byl
popsan v prededlém ptrikladu, a imunofotodetek&éni techniky
(Neri, D. et al., Nature Biotechnol. 15: 1271-1275, 1997),
jsme prokazali, Ze L19, chemicky navazany na ¢erveny fluorofor
Cy5, ale nikoliv protildtkovy fragment (HyHEL-10)-Cy5,
namifeny proti irelevantnimu antigenu (obr. 10a,b), selektivné

rozpoznava o¢ni angiogenesi po intravenosni injekci.
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Fluorescen&ni barveni rostoucich oc¢nich cév bylo jasné
detekovatelné pfi pouZiti L19 ihned po injekci a pretrvavalo
po dobu alespoin dvou dnli, analogicky s predeSlymi pozorovanimi
pro nadorovou angiogenesi. Nasledna imunofluorescencni
mikroskopicka analyza Yezl z rohovky provedenad ex vivo
potvrdila lokalizaci L19, ale ne HyHEL-10, okolo vaskuldrnich
10c,d) . Prakaz rozpoznavani ocni

struktur (obr.

neovaskularizace protilatkou, spole&né s reaktivitou anti-B-FN
protildtek u rlznych druhl, nabddéd k dalsim klinickym
vyzkumlim. Imunofluorescenéni zobrazeni miZe byt vhodné pro
Casnou detekci o&ni angiogenese u rizikovych pacientl, dfive

neZ se léze stanou manifestnimi p¥i fluoroangiografii.
Nékteré metodologické podrobnosti:

Pro vySet¥eni imunofluorescence ex vivo a pro nékterd H/E
barveni byly rohovky fixovadny ve 4% paraformaldehydu v PBS
pfed ponofenim. Pokusy fluorescenéni fotodetekce byly
provedeny na kralicich zklidnénych Acepromazinem v davce 5
mg/kg. Pro pokusy cileného rozpoznavani bylo 3,5 mg
scFv(L19)1-Cy50,66 a 2,8 mg scFv(HyHEL-10)1~-Cyb50,83 injikovéano

intravenosné kazdému kralikovi (doba injekce 15 minut).

Silnd fluorescence v rohovkové neovaskulatufe byla pozorovéana
ihned po injekci L19, ale ne HyHEL-10, a pretrvavala nékolik
hodin. V daldim testu na specificitu byl kralikdm injékéné
podén den pfedem scFv(HyHEL-10)-Cy5 a kralikim negativnim pri
fotodetekci byl dalsi den injikové&n scFv(L19)-Cy5 a bylo
pozorovano silné fluorescenéni barveni rohovkovych nové

vytvorenych cév.

Pro fluorescencéni detekci byly o¢i ozareny wolframovou

halogenovou lampou (model Schott KL1500; Zeiss, Jena, Germany)

vybavenou Cy5 excitac¢nim filtrem (Chroma, Brattleboro, VT,
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USA) a dvéma svételnymi kandly, jejichZ konce byly umistény
pfibliZné& 2 cm od oka. Fluorescence byla detekovana chlazenou
C-5985 monochromatickou CCD-kamerou (Hamatsu, Hamatsu-City,
Japan), vybavenou C-upevnénou Canon zZoom coCkou (V6x16; 16-100
mm, 1: 1,9) a Cy5 emisnim filtrem o priméru 50 mm (Chroma),
umist&nym ve vzdalenosti 3-4 cm od ozafovaného oka. Akvizicni

casy byly 0,4 s.

Cy5 fluoroangiografické pokusy byly provedeny se stejnym
vybavenim, ale s intravenosni injekci 0,25 mg Cy5-Tris
(produkt reakce mezi Cy5-NHS a tris(hydroxymethyl)-
aminomethanem; doba injekce = 5 minut). Akviziéni Casy byly

0,2 s.

Protilatkové fragmenty byly ve formé& scFv. Preiiténi
SCFv(L19) a scFv(HYHEL-10) a jejich zna&eni N-
hydroxysukcinimidovymi estery (NHS) indokyaninu bylo popsano v
literatutfe (Neri, D. et al., Nature Biotechnol. 15: 1271-1275,
1997; Fattorusso, R. ‘et al., 1999, Structure 7: 381-390).
Pom&ry protilatka:Cy5 p¥i znaleni byly pro tyto dvé protilatky
1,5:1 a 1,2:1, v pfislu3ném pofadi. Cy5-NHS bylo zakoupeno od
Amersham Pharmacia Biotech (Zurich, Switzerland) a ovalbumin

~od Sugma (Buchs, Switzerland).

Po znadeni byly protildtkové konjugaty separovany od
neinkorporovaného fluoroforu nebo fotosenzibilizatoru za
pouZziti PD-10 kolon (Amersham Pharmacia Biotech) uvedenych do
rovnovdhy v 50 mM fosf4tu, pH 7,4, 100 mM NaCl, (PBS).
Imunoreaktivita protildtkovych konjugatd byla mé¥ena afinitni
chromatografii na antigennich kolonéch (Neri, D. et al.,

Nature Biotechnol. 15: 1271-1275, 1997) a ve v3ech pripadech

byla > 78%. Imunokonjugaty byly analyzovany elektroforesou na

L X R X J




34 .

dodecylsiran sodny-polyakrylamidovych gelech a migrovaly jako

prouZek o MW = 30000 Daltoni (&istota 3 90%).

P¥iklad 6: Lidsky protildtkovy fragment L19, chemicky
konjugovany na fotosenzibilizaéni &inidlo, kterym byl chlorin
¢ty¥mocného cinu eg, selektivné rozpozndvd angiogenesi a
zpusobuje oklusi nové vytvofenych cév p¥i ozafeni &ervenym

svétlem

Pro testovani toho, zda miZe byt pomoci selektivniho
rozpoznavani protildtkou dosaZeno selektivni ablace cév, jsme
injikovali kr&likdm L19 protilatkovy fragment nebo irelevantni
protein, ktery se nevychytédva v nové vytvofrenych cévach
(ovalbumin), navazané na fotosenzibilizad&ni &inidlo, kterym
byl chlorin &ty¥mocného cinu eq, (které je zde oznadovano jako
"PS"). OCi zvifat, kterym byla podadna injekce, byly ozaFeny
gervenym sv&tlem (davka = 78 J/cm?).. Representatiwvni hodnoty
jsou uvedeny na obr. 11. Napadny makroskopicky odlisny nélez
byl pozorovan 16 hodin po oza¥eni u krdlikd o3et¥enych L19-PS
(obr. 1la,b), s kdagulaci rohovkové neovaskulatury, ale
nikoliv cév ve spojivce &¢i jinych o&nich strukturéch.
Fuorocangiografie s indokyaninovym fluoroforem Cy5 (obr. 1llc)
potvrdila uzavér cév, ktery se projevil jako charakteristické
hypofluorescentni oblasti. Naopak, hyperfluorescentni oblasti
byly pozorovany v propouSté&jici neovaskulatufe v neoza&¥enych
o¢ich (obr. 11d,h). ZAdné makroskopické alterace nebyly
pozorovany v ozdfenych cévach kradlikl oSet¥enych ovalbuminem-
PS (obr. 1lle-g), ani oftalmoskopicky, ani pf#i Cy5
fluorocangiografii. Efekt ozaYeni cilené podaného L19-PS
konjugatu pfi Casnych stadiich rohovkové angiogenese je uveden
na obr. 11i-1. Selektivné koagulované krevni cévy byly

makroskopicky viditelné u Zivych
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zvitat (obr. 11i,j) a byly je3té zfetelnéjsi u zvifat

bezprost¥edné po utraceni (obr. 11k,1).

Fotodynamické poSkozeni bylo dale zkouméno pomoci
mikroskopickych technik. Po oza&reni mohla byt okluse cév
detekovana standardnimi technikami barveni
hematoxylinem/eosinem (H/E) jak v nefixovanych, tak v
paraformaldehydem fixovanych fezech z rohovky zvirat 1lécCenych
L19-PS (obr. 1llb,j,f), ale ne zvifat lécenych ovalbuminem-PS
(obr. 1lla,e,i). Apoptosa v Ca&sti rohovky cilené rozpoznané
konjugdtem obsahujicim fotosenzibiliza&ni &inidlo byla jasné
viditelnd ve fluorescencnim TUNEL testu (obr.. 1llc,qg), ale
byla Spatné detekovatelnad u negativnich kontrol (obr. 11d,h).
Vy35i zvétSeni ukdzalo apoptosu endotelovych bunék v cévnich
strukturdch (obr. 1lg). Ani v TUNEL testu (neni ukdzéno), ani
H/E barvenim (obr. 1l1lk,1l) nebylo detekovano Zadné poékozeni

krevnich cév v duhovce, sklefe i spojivce lécenych zvirat.

Selektivni fotodynamick& ablace neovaskulatury bude
pfinosem pro lé¢bu o¢nich onemocnéni a jinych patologickych
stavl souvisejicich s angiogenesi, které jsou pristupné pro
oza&feni pomoci svételnych difuzérli nebo optickych vlaken.
Vysledky této studie jasné ukazuji, Ze o&ni neovaskulatura
miZe byt selektivné okludovana bez poSkozeni preexistujicich

krevnich cév a normalnich tkéani.

Nékteré technické podrobnosti:

Slouc¢enina C¢tyfmocného cinu a chloru es byla vybrédna z
raznych fotosenzibilizacénich ¢inidel pro svou uc¢innost,
rozpustnost a specificitu po navazani na krdlié&i anti-mySsi
polyklondlni protilatku (Sigma). Tyto imunokonjugaty byly
testovany na cilenou fotolyzu ¢ervenych krvinek potaZenych

monoklondlni protildtkou specifickou pro lidsky CD47 (c&.
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313441A; Pharmingen, San Diego, CA, USA). Sloucenina

&tyrmocného cinu a chloru es byle® pripraven®s zplsobem popsanym

v literatufe (Lu, X.M. et al., J. Immunol. Methods, 156: 85-

99, 1992).

cinu a chloru es (2 mg/ml) misena po dobu 30 minut p¥i teploté

Pro vazbu na proteiny byla sloudenina C¢tyfmocného

okoli v dimethylformamidu s 10-nédsobnym molarnim nadbytkem EDC
(N'-3-dimethylaminopropyl-N-ethylkarbodiimid, hydrochlorid,

Sigma). a NHS (N-hydroxysukcinimid, Sigma). Vznikld aktivované
smés se potom pfidala do 8-nésobného objemu proteinového

roztoku (1 mg/ml) a provedla se inkubace p¥i teploté okoli po

dobu 1 hodiny.

Po znadeni byly protildtkové konjugdty separovany od
neinkorporovaného fluoroforu nebo fotosenzibilizatoru za
pouziti PD-10 kolon (Amersham Pharmacia Biotech) uvedenych do
rovnovdhy v 50 mM fosfétu, pH 7,4, 100 mM NaCl, (PBS).
Imunoreaktivita protilatkovych konjugétﬁ byla méfeﬁa zplsobem

popsanym v predchozim p¥ikladu.

V pokusech tykajicich se fotodestrukce bylo kralikém podano
intravenosné 12 mg scFv(L19)i- sloucleniny ctyfmocného cinu a
chloru es (0,8) nebo 38 mg ovalbuminu; - sloucdeniny ¢tyfmocného
cinu a chloru es (0,36), a krdlici byly drZeni v temnu po dobu
trvani pokusu. 8 hodin po injekci byly krdlici uvedeni do
anestesie ketaminem (35 mg/kg/ xylazinem (5 mg/kg)/
acepromazinem (1 mg/kg)) a jedno ze dvou o¢i bylo ozafovano po
dobu 13 minut Schott KL 1500 wolframovou halogenovou lampou
vybavenou Cy5 excitac¢nim filtrem (Chroma) a dvéma svételnymi
kanadly, jejichZ konce byly umistény pfibliZné 1 cm od oka.
Oz&arend plocha byla priblizZzné velikosti 1 cm® a ozafeni bylo
provedeno davkou 100 mW/cmz, jak byla zméfena SL818
CA, USA). Nebylo

fotodetektorem (Newport Corp. Irvine,

pozorovany Zadné znamky diskomfortu po ozatreni. Preventivné
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kradlici dostali po oz&freni analgetika (buprenorfin 0,03

mg/kg). Pro sledovani fotodestrukce byly oci vySetrovany
oftalmoskopem a byly fotografovany za pouziti "fundus” kamery
Pét

KOWA SL-14 Switzerland).

(GMP SA, Rennens, Lausanne,
kralikt bylo oSetfeno konjugatem obsahujicim sloucCeninu
&tyFfmocného cinu a chloru es a ozdfeno pouze na jedno oko,
zatimco druhé oko slouZilo jako vnit¥ni negativni kontrola.
Jako dal 3i kontrola byly pouZiti dva kralici, ktefi byly
pouze ozafeni, ale nebyl jim podédn Zadny konjugat s

fotosenzibilizatorem.

Thned po utraceni kralikl nadmérnou davkou anestetika byly
bulby enukleovany, rohovky byly odstranény, byly ponofeny do
Japan)

Tissue Tek (Sakura Finetechnical, Tokyo,

a zmrazeny.
Pro imunofluorescendni vySetfeni ex vivo a pro nékteré H/E
barveni byly rohovky fixovany ve 4% paraformaldehydu v PBS
pfed tim, neZ byly ponofeny do Tissue Tek. Kryostatové rezy
priméru 5 pm byly pouZity pro dal3i mikroskopickou analyzu.
Fuorescen&ni TUNEL testy byly provedeny podle navodu vyrobce
Rotkreutz,

(Rowche Diagnostic, Switzerland) .
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Tabulka 1: Sekvence vybranych anti-ED-B protilatkovych kloni

VH fetézec V1, tetézec

Klon 31-33% 50-54%  95-98% 32% 50% 91-96*
A2 SYA AISGSG  GLSI Y G NGWYPW
G4 SYA AISGSG  SFSF Y G GGWLPY
El SYA AISGSG  FPFY Y G TGRIPP
H10  SFS SIRGSS  FPFY Y G TGRIPP
L19  SFS SIRGSS  FPFY Y Y TGRIPP

Relevantni aminokyselinové pozice (*: ¢islovani podle

Tomlinson et al., 1995, EMBO J., 14: 4628-4638) protilatkovych

klond izolovanych z navrZenych syntetickych knihoven.
Jednopismenné aminokyselinové kédy jsou pouZity podle

standardniho IUPAC nazvoslovi.




36

Tabulka 2: Afinity anti-ED-B scFv fragmentu

Klon

A2

G4

El

H10

L19

kon (s'M™)

1.5x 10°

4.0x10*

1.6x 10°

6.7 x 104

1.1x10°

Koff ()P
28x10°
35x10°
6.5x 10?2
5.6x10*

9.6 x 10°

koff (s™)¢

9.9x10°

6.0x 10

'YX X AR

*
XX XXX}
(X X 2 J

Kq (M)*

1.9x 10"

8.7x10°"

41x10°%

1.5x10°

5.4 x 10"

*) Kq = Koff/kon. Pro vysoce-afinitni ligandy H10 a L19 nejsou

a0e
[ R X X

hodnoty koes z BIAcore analyzy dostatecné pfesné z divodu vlivu

negativné nabité karboxylované pevné dextranové matrice; Kd

hodnoty jsou proto vypolitény z mé&feni Kot ziskanych v

kompeti&nich pokusech (viz p¥iklady). Koo, kinetické& disociacdni

konstanta; kon, kineticka asocia¢ni konstanta; kaq, disociac¢ni

konstanta. B

mé&¥eni na BIAcore;

mé&¥eni pomoci kompetice

s elektrochemiluminiscen&ni detekci. Hodnoty jsou pfesné pro

+/- 50%, podle pfesného stanoveni koncentrace.



37

Seznam sekvenci

<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>
<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

EUDGENOESSISCHE TECHNISCHE HOCHSCHULE ZURICH

Specifické vazebné molekuly pro scintigrafii, konjugaty

obsahujici tyto molekuly a zpUsoby léCby angiogenese

1900PTEP

Us 09/075338
1998-05-11
Us
1999-04-28

21
PatentIn Ver. 2.0

1

24

DNA

Arteficidlni sekvence

Popis arteficidlni sekvence: PCR primer:

1

gcggcccage cggccatggc cgag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

2

54

DNA

Arteficidlni sekvence

Popis arteficidlni sekvence: PCR primer:

2

LMBlbis

24

DP47CDR1for

gagcctggcg gacccagctc atmnnmnnmn ngctaaaggt gaatccagag gctg 54

<210>
<211>

3
23
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<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DP47CDRlback
<400> 3

atgagctggg tccgccagge tee 23

<210> 4

<211> 60

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficiédlni sekvence: PCR primer: DP47CDRZfor
<400> 4

gtctgegtag tatgtggtac cmnnactacc mnnaatmnnt gagacccact ccagcccctt 60

<210> 5

<211> 24

<212> DNA

<213> Arteficiadlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DP47CDRZback
<400> 5 '

acatactacc cagactcegt gaag 24

<210> 6

<211> 53

<212> DNA

<213> Arteficid&lni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: JforNot
<400> 6

tcattctcge cttgcggecg ctttgatttc caccttggtc ccttggecga acg 53

<210> 7
<211> 47
<212> DNA

[ XX X J
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<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficialni sekvence: PCR primer: DPKCDRI1for
<400> 7

gtttctgctg gtaccaggct aamnngctgc tgctaacact ctgactg 47

<210> 8

<211> 23

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis artefici&lni sekvence: PCR primer: DPKCDR1lback
<400> 8

ttagcctggt accagcagaa acc ’ 23

<210> S

<211> 46

<212> DNA

<213> Arteficialni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DPKCDRZfor
<400> 9

gccagtggcec ctgetggatg cmnnatagat gaggagcctg ggagcc ’ 46

<210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis artefici&lni sekvence: PCR primer: DPKCDR2back
<400> 10

gcatccagca gggccactgg c 21

<210> 11
<211> 45
<212> DNA
<213> Arteficidlni sekvence
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<220>
<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DP47baNco

<400> 11

gcggcccage atgccatggc cgaggtgcag ctgttggagt ctggg 45

<210> 12

<211> 55

<212> DNA

<213> Arteficialni sekvence

<220>

<223> Popis arteficialni sekvence: PCR primer: CDR3for
<400> 12

ggttccctgg ccccagtagt caaamnnmnn mnnmnntttc gcacagtaat étacg 55

<210> 13

<211> 24

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: VHpullth
<400> 13

gcggecccage atgccatgge cgag 24

<210> 14

<211> 66

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficialni sekvence: PCR primer: Jassm
<400> 14

cccgctaccg ccactggacc catcgccact cgagacggtg accagggttc cctggcccca 60
gtagtc 66
<210> 15
<211> 62

<212> DNA
<213> Arteficidlni sekvence

esee
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o008
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asade
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<220>
<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DPK22assm

<400> 15

gatgggtcca gtggcggtag €g9g9g9g9cgcy tcgactggcg aaattgtgtt gacgcagtct 60

cc 62

<210> 16

<211> 63

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR primer: DPK3for
<400> 16

caccttggtc ccttggecga acgtmnncgg mnnmnnaccm nnctgctgac agtaatacac 60

tgc 63

<210> 17

<211> 56

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence: PCR'primer: Jfornot
<400> 17

gagtcattct cgacttgcgg ccgectttgat ttccaccttg gtceccttgge cgaacg 56

<210> 18

<211> 24

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficialni sekvence: PCR primer: VLpullth
<400> 18

gatgggtcca gtggcggtag cggg 24

<210> 19
<211> 116
<212> PRT



<213> VH
<400> 19

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Ser Met Ser

35

ser Ser Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Lys Pro

Thr Val Ser

115

<210> 20
<211> 14
<212> PRT

protilatky specifické pro ED-B doménu fibronektinu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

42

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

10 15
Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe

25 30

pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

‘Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

60

Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyx

75 ) 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyx Tyr Cys
90 95

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

105 110

<213> protilatkova spojovaci skupina

<400> 20

Gly Asp Gly §

1

<210> 21
<211> 108
<212> PRT

5

er Sef Gly Gly Ser Gly Gly Ala ser Thr Gly

10

L d
sacese
.
XXX 13
sea®
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<213> VL protilatky specifické pro ED-B doménu fibronektinu
<400> 21

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

20 ‘ 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr ‘Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35 40 - 45

Ile Tyr Tyr Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

50 : 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

65 ‘ .70 - 175 © 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Gly Arg Ile Pro
85 90 95

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

[ Y X X}
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Patentové naroky

1. Protiladtka se specifickou afinitou pro charakteristicky
epitop ED-B domény fibronektinu, kde uvedend protilatka ma
afinitu k uvedenému ED-B epitopu v subnanomoléarnich

koncentracich.

2. Protildtka podle n&roku 1, kde uvedend protilatka

rozpozndvé ED-B(+) fibronektin.

3. Protilatka podle naroku 1, kde uvedend protiladtka je v scFv

formatu.

4. Protildtka podle naroku 3, kde uvedend protilatka je

rekombinantni protilétka.

5. Protilatka podle naroku 3, jejiz afinita je zlepSena

vloZenim omezeného podtu mutaci v jejich zbytcich CDR.

6. Protilatka podle naroku 5, kde zbytky jsou zbytky 31-33, 50
a 52 a 54 VH a dva zbytky 32 a 50 VL domény, které byly

mutovany.

7. Protilatka podle naroku 1, kde uvedena protilatka se vaiZe

na ED-B doménu fibronektinu s Ky 54 pM.

8. Protilatka podle naroku 1 majici nésledujici

aminokyselinovou sekvenci:

VH

EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS
SFSMSWVRQA PGKGLEWVSS ISGSSGTTYY
ADSVKGRFT!I SRDNSKNTLY LQMNSLRAED

TAVYYCAKPF PYFDYWGQGT LVTVSS

(SEQ 1D NQ:19)
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spojovaci skupina

GDGSSGGSGGASTG
(SEQ ID NO:20)

VL
EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVS

SSYLAWYQQK PGQAPRLLIY YASSRATGIP
DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ
QTGRIPPTFG QGTKVEIK '

(SEQ ID NO: 21)

9. Protilatka podle naroku 1, kde uvedena protilatka je

funkéné ekvivalentni varianta L19.

10. Protilatka podle naroku 4, kde uvedena protilatka je

radioaktivné& znacena.

11. Protilatka podle naroku 10, kde uvedend protiléatka je

znadena radioaktivnim jodem.

12. PouZiti protilatky se specifickou afinitou pro
charakteristicky epitop ED-B domény fibronektinu, kterd mé
zlepSenou afinitu k uvedené ED-B doméné&, pro rychlé cilené

zaméteni marker angiogenese.

13. PouZiti podle naroku 12, které je urCeno pro

imunoscintigrafickou detekci angiogenese.

14. PouZ?iti podle naroku 13, které je uréeno pro detekci
onemocnéni charakterizovanych vaskularni proliferaci, jako je
diabeticka retinopatie, starecka makularni degenerace nebo

nadory.
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15. PouZiti podle naroku 12, ve kterém protilatka lokalizuje
prislusné tkané& b&hem t¥i aZz c¢tyf hodin, nejlépe béhem 3

hodin, po injekci.

16. Diagnosticky kit obsahujici protilatku se specifickou
afinitou pro charakteristicky epitop ED-B domény fibronektinu,
kde uvedenad protilatka m& zlep3enou afinitu k uvedené ED-B
doméné&, a jedno nebo vice &inidel nutnych pro detekci

angiogenese.

17. PouZiti protilatky se specifickou afinitou pro
charakteristicky epitop ED-B domény fibronektinu, kde uvedena
protildtka m& zlep3enou afinitu k uvedené ED-B doméné, pro
diagnostiku a terapii nadorl a onemocnéni charakterizovanych

vaskularni proliferaci.

18. Konjugdty vy zna ¢ ujici se tim Ze obsahuji
protildtku podle ndroku 1 a molekulu schopnou indukovat

koagulaci krve a uzavieni krevni cévy.

19. Konjugaty podle ndroku 18 vy zna ¢ ujici se
t i m, Ze molekulou schopnou indukovat koagulaci krve a
uzavieni krevni cévy je fotoaktivni molekula.

20. Konjugaty podle naroku 19 vy znacujici se

t 1 m, Ze fotoaktivni molekulou je fotosenzibilizacni ¢inidlo.
21. Konjugaty podle ndroku 20 vy zna ¢ uj ici se
t 1 m, Ze fotosenzibiliza&ni &inidlo absorbuje svétlo vlnové

délky vétsi nez 600 nm.

22. Konjugaty podle naroku 21 vy zna c¢ujici se
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t i m, Ze fotosenzibilizac¢ni cinidlo je derivat slouceniny

¢tyfmocného cinu s chlorem es.

23. Pouziti konjugdtu podle ndroku 18 pro pripravu injekdé&niho
prostfedku pro lé&bu patologickych stavl souvisejicich s

angiogenesi.

24, PouZiti podle naroku 23, ve kterém je patologicky stav
souvisejici s angiogenesi zplisoben nebo spojen s ocni

angiogenesi.
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