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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy przeciwciata formatu scFv, stanowigcego inhibitor biatka bedgcego czynni-
kiem wzrostu $srédbtonka naczyniowego C (VEGF-C). W szczegdlnosci, sekwencje biatkowe wediug
wynalazku stanowig jednotaricuchowe fragmenty ludzkich przeciwciat (scFv). Celem wynalazku jest za-
pewnienie czgsteczek, ktére mogg wydajnie i specyficznie wigzaé ludzkie i mysie biatko VEGF-C. Do-
datkowym celem wynalazku jest dostarczenie sposobu wykrywania ludzkiego i mysiego biatka VEGF-C oraz
oznaczania jego ilosci i/lub stezenia.

Nowotwory sg jedng z gtéwnych przyczyn zgondw na Swiecie. Skuteczna terapia, zwigzana z chi-
rurgicznym usunieciem czy tez naswietlaniem guzéw pierwotnych, jest czesto niemozliwa ze wzgledu
na migracje komérek nowotworowych z pierwotnego $rodowiska do innych narzgdéw i tkanek w orga-
nizmie. Do tworzenia przerzutéw nowotwory zto$liwe wykorzystujg zaréwno naczynia krwiono$ne, jak
i limfatyczne (Bzowska M et al., Acta Biochim Pol 2013, 60(3):263-75). Do tej pory centrum zaintereso-
wania badaczy stanowito zjawisko angiogenezy, czyli powstawania nowych naczyn krwiono$nych. Stato
sie ono gtéwnym celem terapii hamujgcych przerzutowanie nowotworéw, cho¢ ich skuteczno$¢ okazata
sie mniejsza od spodziewanej. Jedng z wielu mozliwych przyczyn niepowodzenia tego typu terapii jest
zaniedbanie wptywu naczyn limfatycznych jako alternatywnej drogi ucieczki komérek nowotworowych
z guza pierwotnego (Potente M et al. Cell 2011; 146(6): 873—-87). Najbardziej obiecujgcy cel dla hamo-
wania zjawiska limfangiogenezy stanowi blokada osi sygnatowej pomiedzy biatkiem VEGF-C (ang. va-
scular endothelial growth factor C; czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego C) a jego receptorami
VEGFR-2 oraz VEGFR-3 (ang. vascular endothelial growth factor receptor; receptor czynnika wzrostu
Srédbtonka naczyniowego) (Stacker SA et al. Nat Rev Cancer 2014; 14(3): 159-72). VEGF-C nalezy do
rodziny czynnikéw wzrostu $rédbtonka naczyniowego, sktadajgcej sie z siedmiu biatek: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F oraz PIGF (ang. placental growth factor, fozyskowy czynnik wzro-
stu). Odkryte w 1996 roku biatko VEGF-C zostato opisane jako niekowalencyjny homodimer, bedgcy
ligandem dla VEGFR-2 i VEGFR-3 (Joukov V et al. EMBO J. 1996; 15(7):290-298), cho¢ niektore do-
niesienia informujg rowniez o wystepowaniu kowalencyjnie potgczonych dimeréw VEGF-C (Leppénen
V-M et al. Proc. Natl Acad Sci USA 2009; 107(6):2425-2430). Jego powinowactwo wzgledem recepto-
réw regulowane jest przez wielostopniowg obrobke proteolityczng, podczas ktérej sita oddziatywania
kolejno powstajgcych form VEGF-C z VEGFR-3 wzrasta. Z kolei VEGFR-2 moze rozpoznawac tylko
dojrzatg forme VEGF-C (Joukov V et al. EMBO J 1997; 16(13):3898-3911). Sekwencje dojrzatej formy
ludzkiego i mysiego biatka VEGF-C réznig sie tylko dwoma resztami aminokwasowymi (rekordy bazy
danych UniProtKB/Swiss-Prot o numerach P97953 i P49767 odpowiednio dla mysiego i ludzkiego
VEGF-C). VEGFR-2 i VEGFR-3 to receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktére w wyniku zwigzania
liganda zostajg aktywowane — ulegajg dimeryzacji i wzajemnej fosforylacji domen cytoplazmatycznych
(Joukov 1996, op. cit.). Pod wplywem oddziatywania VEGF-C z jego receptorami moze dochodzi¢ do
powstania jedynie homodimeréw VEGFR-3 lub heterodimeréw VEGFR-2/3 (Nilsson | et al. EMBO J
2010; 29(8):1377-88). Prawdopodobnie wazng role w osi sygnatowej pomiedzy VEGF-C a jego recep-
torami odgrywajg réwniez nieposiadajgce aktywnosci enzymatycznej neuropiliny, ktére petnig funkcje
koreceptoréw dla VEGFR-2 i VEGFR-3 (Karpanen T et al. FASEB J 2006; 20(9): 1462-72).

VEGF-C pefni istotng role w limfangiogenezie, a zatem bierze udziat w wielu ré6znorodnych pro-
cesach fizjologicznych i patologicznych takich jak np.: rozwdj ukfadu limfatycznego w trakcie embrioge-
nezy, gojenie ran, przewlekfe stany zapalne, choroby autoimmunologiczne czy przerzutowanie nowo-
tworédw (Chachaj A i Szuba A [w:] Angiogenesis and Vascularisation Dulak J et al. (eds.); Springer
Vienna 2013, pp. 27-66). VEGF-C poprzez aktywacje VEGFR-3 stymuluje proliferacje oraz migracje
komorek Srédbtonka limfatycznego, a takze dostarcza im sygnat przetrwania (Makinen T et al. EMBO J
2001; 20(17):4762—4773). Ponadto, chociaz gtébwnym pro-angiogennym czynnikiem pozostaje VEGF-A,
VEGF-C takze moze stymulowac angiogeneze przez oddziatywanie z heterodimerami VEGFR-2/3 (Nils-
son 2010, op. cit).

Gtéwnymi czynnikami pro-limfangiogennymi o kluczowym znaczeniu w przerzutowaniu nowotwo-
réw sg biatka VEGF-C i VEGF-D, ktére indukujg powstawanie nowych naczyn limfatycznych w okolicy
guza przez aktywacje VEGFR-3 i koreceptora neuropiliny-2 (Karpanen 2006; op. cit.; Mandriota SJ et
al. EMBO J 2001; 20(4):672-82; Chen Z et al. Cancer Res 2005; 65(19):9004-9011; Xu Y et al. J Cell
Biol 2010; 188(1):115-30). W ten spos6b komérki nowotworowe wydzielajgc VEGF-C zapewniajg sobie
droge ucieczki do pobliskiego wezta limfatycznego, z ktébrego mogg rozprzestrzenia¢ sie dalej zaréwno
drogg limfatyczna, jak i krwionoéng (Stacker SA et al. Nat Rev Cancer 2002; 2(8):573-583). Zasadniczg
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role VEGF-C w limfangiogenezie zwigzanej z nowotworami potwierdzity eksperymenty in vivo, w ktérych
zablokowanie tego czynnika hamowato przerzutowanie komérek nowotworowych (Chen 2005; op. cit.;
Wang F et al. Exp Ther Med 2010; 1(5):899-904).

Ocena obecnosci i/lub poziomu biatka VEGF-C w materiale biologicznym moze mieé zatem zna-
czenie diagnostyczne w medycynie. Opis patentowy US20100317533 ujawnia panel biomarkeréw stu-
z3acych do diagnostyki i monitorowania przebiegu choroby nowotworowej; jednym ze skfadnikéw panelu
jest VEGF-C, ktérego obecnos$¢ jest zwigzana z potencjatem nowotworu do tworzenia przerzutow.
W opisie patentowym US2012231480 zostat z kolei ujawniony sposéb oceny diagnostycznej zmian
w obrebie trzustki za pomocg pomiaru poziomu biatek VEGF-A i VEGF-C oraz prostaglandyny E2.

Do oznaczania biatka VEGF-C w materiale biologicznym mogg stuzy¢ m.in. przeciwciata,
a zwtaszcza przeciwciata monoklonalne. Przeciwciato klasy IgG specyficzne wzgledem VEGF-C zostato
ujawnione w opisie patentowym US2011143428. Przeciwciata to czgsteczki o stosunkowo duzym roz-
miarze, co moze ograniczac ich stosowanie analityczne i diagnostyczne. Ponadto, produkcja przeciwciat
monoklonalnych jest kosztowna (m.in. wymaga stosowania hodowli komérek eukariotycznych). Wad
tych pozbawione sg przeciwciata jednotancuchowe (ang. single-chain variable fragment, scFv), ktére sg
ok. 6 razy mniejsze od przeciwciat klasy IgG oraz mogg by¢ wytwarzane z uzyciem prokariotycznych
systemow ekspresyjnych.

Ze stanu techniki znane sg przeciwciata scFv specyficznie oddziatujgce z biatkiem VEGF-C (Rin-
derknecht M et al. PLoS One 2010; 5(8):e11941). Opisane przeciwciata posiadajg jednak szereg ogra-
niczen. Biatko wykorzystane do selekcji przeciwciat scFv pochodzito z organizmu drozdzy, bowiem wy-
twarzane bylo w uktadzie wykorzystujgcym komorki Pichia pastoris. W zwigzku z tym biatko to charak-
teryzowato sie m.in. wzorem glikozylacji roznym od wystepujgcego w biatku VEGF-C obecnym w orga-
nizmach ssakéw. Co wiecej, nie zostata potwierdzona aktywno$¢ biologiczna biatka wykorzystanego do
selekcji przeciwciat scFv.

Celem wynalazku jest zapewnienie czgsteczek, ktére mogg wydajnie i specyficznie oddziatywac
z aktywnym biologicznie biatkiem VEGF-C. Dodatkowym celem wynalazku jest dostarczenie metody
oczyszczania, wykrywania i/lub oznaczania ilosci biatka VEGF-C.

Istotg wynalazku jest przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C obejmujgce
sekwencje aminokwasowg wybrang z nastepujacej grupy: Sekw. nr 14, Sekw. nr 15, Sekw. nr 16, Sekw.
nr 17, Sekw. nr 18, Sekw. nr 19, Sekw. nr 20, Sekw. nr 21, Sekw. nr 22, Sekw. nr 23, Sekw. nr 24,
Sekw. nr 25, Sekw. nr 26.

Przedmiotem wynalazku jest takze spos6b wyodrebniania VEGF-C z roztworu, zwtaszcza roz-
tworu wodnego, charakteryzujgcy sie tym, ze:

(a) kontaktuje sie sekwencje biatkowg wedtug wynalazku z roztworem zawierajgcym biatko
VEGF-C w celu uzyskania kompleksu biatkowego zawierajgcego sekwencje biatkowa wedtug
wynalazku i zwigzane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) wydziela sie z roztworu uzyskany kompleks biatkowy;

(c) z uzyskanego kompleksu biatkowego oddysocjowuje sie biatko VEGF-C;

(d) z roztworu po dysocjacji wyodrebnia sie biatko VEGF-C.

Korzystnie, gdy w etapie (b) wyzej opisanego sposobu wyodrebnianie VEGF-C z roztworu pro-
wadzi sie metodg chromatografii powinowactwa, przy czym jako ztoze stosuje sie nosSnik chromatogra-
ficzny zawierajgcy immobilizowang sekwencje biatkowg wedtug wynalazku.

W innym aspekcie, wynalazek takze dotyczy sposobu wykrywania obecnosci VEGF-C w mate-
riale biologicznym, charakteryzujgcego sie tym, ze:

(a) kontaktuje sie sekwencje biatkowg wedtug wynalazku z materiatem biologicznym w celu uzy-
skania kompleksu biatkowego zawierajgcego sekwencje biatkowg wedtug wynalazku i zwig-
zane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) wykrywa sie uzyskany kompleks biatkowy za pomocg posrednich lub bezposrednich bioche-
micznych metod detekciji.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb oznaczania stezenia VEGF-C w roztworze wodnym,

zwfaszcza ptynie fizjologicznym, charakteryzujgcy sie tym, ze:

(a) kontaktuje sie sekwencje biatkowg wedtug wynalazku z roztworem wodnym zawierajgcym
VEGF-C w celu uzyskania kompleksu biatkowego zawierajgcego sekwencje biatkowa wedtug
wynalazku i zwigzane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) oznacza sie stezenie uzyskanego kompleksu biatkowego za pomocg posrednich lub bezpo-
Srednich biochemicznych metod detekciji.
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W innym aspekcie, wynalazek takze dotyczy zastosowania sekwencji biatkowej wedtug wyna-
lazku do otrzymywania preparatow biatka VEGF-C.

Wynalazek obejmuje takze zastosowanie sekwencji biatkowej wedtug wynalazku do wykrywania
biatka VEGF-C w materiale biologicznym.

Wynalazek obejmuje takze zastosowanie sekwencji biatkowej wedtug wynalazku do oznaczania
stezenia biatka VEGF-C w roztworze wodnym.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadach realizacji nie ograniczajgc jego zakresu
oraz na rysunku, na ktérym:

fig. 1 ilustruje, ze wyselekcjonowane przeciwciata monoklonalne sg specyficzne zaréwno
wzgledem mysiego VEGF-C (A), jak i ludzkiego VEGF-C (B);

fig. 2 ilustruje wigzanie antygenu przez wybrane rozpuszczalne przeciwciata scFv anty-
VEGF-C;

fig. 3 ilustruje, ze przeciwciata 1F2, 1F5 oraz 1F6 sg specyficzne wytgcznie wzgledem VEGF-C;

fig. 4 ilustruje sekwencje aminokwasowe przeciwciat wyodrebnionych z biblioteki fagemido-

wej uzbieznione w postaci MSA (ang. Multi-Sequence Alignment).
Przyktad wykonania

Wyodrebnienie fagéw wykazujgcych ekspresje rekombinowanych przeciwciat monoklonalnych
formatu scFv specyficznych wzgledem mysiego i ludzkiego biatka VEGF-C

Do otrzymania przeciwciat wybrano metode ekspresji fagowej opartg o wykorzystanie fagemido-
wej biblioteki ludzkich rekombinowanych przeciwciat formatu scFv Tomlinson |+J. Wykorzystujgc
poliklonalne fagi przeprowadzono trzy rundy selekcyjne na immobilizowanym mysim biatku VEGF-C
wyprodukowanym przez ssacze komorki (antygenem bylo wiec dojrzate rekombinowane biatko
VEGF-Canac). Aktywno$¢ biologiczna biatka uzytego do selekcji zostata wczeéniej potwierdzona meto-
dami biologicznymi z wykorzystaniem hodowli komoérek in vitro. W tym celu wykorzystano test tworzenia
tubuli na podtozu zawierajgcym matrigel przez komoérki ludzkiego Srédbtonka naczyn limfatycznych
(ang. immortalized human Lymphatic Endothelial Cells, ihLEC) pod wptywem aktywnego biologicznie
biatka VEGF-C. W wyniku selekcji na antygenie uzyskano fagi wykazujgce na swej powierzchni ekspre-
sje przeciwciat zdolnych do wigzania mysiego rekombinowanego biatka VEGF-C (fig. 1A). Mimo, iz se-
lekcje fagéw biblioteki przeprowadzono wykorzystujgc jako antygen mysie biatko VEGF-C, potwier-
dzono, iz przeciwciata ulegajgce ekspresji na powierzchni wyodrebnionych fagéw wigzg rowniez ludzki
VEGF-C (fig. 1B). Wyselekcjonowane przeciwciata sg zatem specyficzne zaréwno wzgledem mysiego,
jak i ludzkiego biatka VEGF-C.

Uzyskanie rozpuszczalnych przeciwciat formatu scFv wigzgcych mysi i ludzki VEGF-C

Przeciwciato ulegajgce ekspresji na powierzchni faga filamentowego nie jest rozpuszczalnym
biatkiem — jest ono produkowane jako biatko fuzyjne razem z biatkiem pllil, strukturalnym biatkiem ptasz-
cza faga. W celu uzyskania ekspresji rozpuszczalnych przeciwciat scFv przeklonowano sekwencje ko-
dujacg wybrane przeciwciato do wektora ekspresyjnego pETscFv. Ekspresje rozpuszczalnych przeciw-
ciat anty-VEGF-C uzyskano w bakteriach E. coli Rosetta Blue. Przeciwciata izolowano z obszaru pery-
plazmatycznego bakterii i oczyszczano wykorzystujgc metode chromatografii powinowactwa z uzyciem
biatka A. Na fig. 2 przedstawiono wigzanie wybranych przeciwciat monoklonalnych formatu scFv do
antygenu.

Potwierdzenie specyficznosci wzgledem biatka VEGF-C

Poniewaz biatka nalezace do rodziny VEGF wykazujg duze podobienstwo w obrebie sekwencji
aminokwasowej, potwierdzono wykorzystujgc test ELISA, iz uzyskane przeciwciata 1F5, 1F6 i 1F2 roz-
poznajg i wigzg VEGF-C nie wykazujac jednocze$nie powinowactwa ani wzgledem VEGF-A, ani wzgle-
dem VEGF-D (fig. 3).

Uzyskanie sekwencji przeciwciat formatu scFv wigzgcych mysi i ludzki VEGF-C

Wektory fagemidowe pIT2 kodujgce przeciwciata prezentowane na powierzchni wyodrebnionych
fagéw zostaty poddane sekwencjonowaniu w celu uzyskania sekwencji aminokwasowej kodowanych
przeciwciat. Otrzymane sekwencje zostaty nastepnie uzbieznione w postaci MSA (ang. Multi-Sequence
Alignment) i przedstawione na fig. 4. W ich obrebie mozna wyrézni¢ regiony CDR, ktére odpowiadajg
za wigzanie sekwencji biatkowej do antygenu.

Poszczegdline regiony CDR w sekwencji przeciwciat mogg by¢ traktowane jako fragmenty wy-
mienne, poniewaz jak pokazano na fig. 4 dla sekwencji przeciwciat 1F5 i 1F10 sekwencje CDRH2
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i CDRH3 sg identyczne, cho¢ odpowiednie sekwencje CDRL2 i CDRL3 sg r6zne; analogicznie sekwen-
cje 1F5 i 1G4 posiadajg identyczny fragment CDRL2, lecz r6zne fragmenty CDRH2, CDRH3 i CDRL3.
Ponadto, powyzsze sekwencje zawierajgce fragmenty tancucha ciezkiego oraz fragmenty tancu-
cha lekkiego mogg by¢ poddane dalszej optymalizacji; w szczeg6lnosci, mozna je doprowadzi¢ do po-
staci pojedynczego tafncucha ciezkiego (ang. camelid heavy chain antibodies), ktéra charakteryzuje na-
turalnie wystepujgce immunoproteiny (Hamers-Casterman et al. Nature 1993; 363:446-448, Muylder-
mans S and Lauwereys M. J Mol Recognit 1999; 12:131-140). W takim przypadku do wigzania anty-
genu nie jest konieczna cata sekwencja biatkowa stanowigca przeciwciato scFv, a jedynie jej fragment
(stanowigcy pojedynczy tancuch). Tym samym uzycie takiego fragmentu bedzie wystarczajgce dla za-
chowania zdolnosci sekwenciji biatkowej do wigzania antygenu. Zastosowanie takiej strategii optymali-
zacyjnej wzgledem przeciwciat formatu scFv jest znane z literatury (Rinderknecht M et al., op. cit.).

Wyselekcjonowane przeciwciata monoklonalne sg specyficzne zaréwno wzgledem mysiego, jak
i ludzkiego VEGF-C, jak przedstawiono odpowiednio na fig. 1A i 1B. Analize przeprowadzono wykorzy-
stujgc test ELISA. Ptytki optaszczone antygenami (mysim lub ludzkim VEGF-C) inkubowano z wyodreb-
nionymi fagami i fagiem niewigzgcym VEGF-C, kontrola negatywna kn. Uzyskany wynik potwierdza, ze
1) przeciwciata sg zdolne do rozpoznania i specyficznego wigzania mysiego biatka VEGF-C i ludzkiego
biatka VEGF-C oraz 2) przeciwciata mogg by¢ stosowane do wykrywania VEGF-C zaréwno w probkach
mysich, jak i w materiale ludzkim.

Wigzanie antygenu przez wybrane rozpuszczalne przeciwciata scFv anty-VEGF-C ilustruje fig. 2.
Analize przeprowadzono stosujgc test ELISA. Ekspresje przeciwciat anty-VEGF-C uzyskano w bakte-
riach E. coli Rosetta blue. Przeciwciata izolowano z obszaru peryplazmatycznego bakterii. Przeciwciata
wigzano do antygenu immobilizowanego do ptytki przeznaczonej do testéw ELISA. Detekcji scFv zwig-
zanych do antygenu dokonano wykorzystujgc roztwor biatka L-HRP (biatko L znakowane peroksydazg
chrzanowg), poniewaz wigze sie ono z fancuchem lekkim scFv. kn oznacza przeciwciato niespecyficzne
wzgledem VEGF-C. Uzyskany wynik potwierdza, ze do wigzania biatka VEGF-C sg zdolne nie tylko
przeciwciata ulegajgce ekspresji na powierzchni wyselekcjonowanych fagéw, ale réwniez odpowiada-
jace im rozpuszczalne przeciwciata, ktére wyprodukowano wykorzystujgc bakteryjny system ekspresii
oparty o wektor pETscFv.

Wybrane przeciwciata 1F2, 1F5 oraz 1F6 zostaty zbadane pod katem specyficznosci oddziaty-
wania z VEGF-C (fig. 3). Analize przeprowadzono z zastosowaniem testu ELISA. Ptytke pokryto biat-
kiem VEGF-C, VEGF-A i VEGF-D w stezeniu 2 ng/ml. Wszystkie przeciwciata rozcienczono do stezenia
5 ng/ml w buforze PBS zawierajgcym 3% albuminy wotowej. Detekcji scFv zwigzanych do antygenu
dokonano za pomocg biatka L-HRP. K — kontrolne przeciwciata scFv specyficzne dla biatka innego niz
VEGF-C. Uzyskany wynik potwierdza, ze otrzymane przeciwciata scFv sg specyficzne wytgcznie wzgle-
dem biatka VEGF-C. Biatko VEGF-C jest bardzo podobne do innych biatek rodziny VEGF (na przyktad
do VEGF-A lub VEGF-D), a zatem przeciwciata te sg bardzo cennym narzedziem stuzgcym do specy-
ficznej detekcji i wybioérczego wigzania VEGF-C.

Sekwencje przeciwciat (fig. 4) zostaty ustalone za pomocg sekwencjonowania wektoréw fagemi-
dowych. Jako matryce do sekwencjonowania wykorzystano wyizolowane z bakterii TOP10 fagemidy
pIT2 zawierajgce sekwencje poszczegdinych wyselekcjonowanych przeciwciat. W procesie sekwencjo-
nowania wykorzystano startery LMB3 (5° CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’) i pHEN (5’ CTA TGC GGC
CCC ATT CA 3’). Do analiz uzyskanych sekwencji wykorzystano programy znajdujgce sie na platformie
internetowej Mobyle@Pasteur (revseq, transeq, needle), ClustalX oraz Jalview.



Sekwencja nr
1D2_CDRH2
ATIDSKGSFTV
Sekwencja nr
>1D2_CDRH3
EGLRF
Sekwencja nr
>1D2_CDRL2
HASH
Sekwencja nr
>1D2_CDRL3
GPIDPQ

Sekwencja nr
>1E7_CDRH2
ATSAQGTSTL
Sekwencja nr
>1E7 CDRH3
KYHMF
Sekwencja nr
>1E7_CDRL2
HAST
Sekwencja nr
>1E7 _CDRL3
RRAMPT

Sekwencja nr
>1F2_CDRHZ
SIQAAGPTTD
Sekwencja nr
>1F2_CDRH3
ADWEF
Sekwencja nr
>1F2 CDRL2
GASV
Sekwencja nr
>1F2_ CDRL3
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Sekwencja nr
>1F5 CDRH2
SILCHGQGTQ
Sekwencja nr
>1F5 CDRH3
EGTML
Sekwencja nr
>1F5_CDRL2
RASR
Sekwencja nr
>1F5 CDRL3
LRASPR

Sekwencja nr
>1F6_CDRHZ2
SITGHGSTTE
Sekwencja nr
>1F6_ CDRHE3
EGAVF
Sekwencja nr
>1F6 CDRL2
QASS
Sekwencja nr
>1F6_CDRL3
TARYPD

Sekwencja nr
>1F10 CDRH2
SILCHGQGTQ
Sekwencja nr
>1F10 CDRH3
EGTML
Sekwencja nr
>1F10 CDRL2
YASS
Sekwencja nr
>1F10 CDRL3
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Sekwencja nr Ta:
>1G2_CDRH2
DIQPKGTATN
Sekwencja nr 7b:
>1G2_CDRH3
STNQF

Sekwencja nr 7Jc:
>1G2_CDRL2

PASQ

Sekwencja nr 7d:
>1G2_CDRL3

QFRNPV

Sekwencja nr 8a:
>1G4_CDRH2
SIAAQGSPTA
Sekwencja nr 8b:
>1G4_CDRH3
EGTNEFE

Sekwencja nr 8c:
>1G4_ CDRL2

RASR

Sekwencja nr 8d:
>1G4_CDRL3
PASWPP

Sekwencja nr %a:
>1G5_ CDRH2
SITQGGTLTQ
Sekwencja nr 9b:
>1G5 CDRH3
PGLAF

Sekwencja nr 9c:
>1G5_ CDRL2

GASA

Sekwencja nr 9d:
>1G5_CDRL3

TSRRPK
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Sekwencja nr
>1G6_CDRH2
TITDSGYQTL
Sekwencja nr
>1G6_CDRE3
EALHF
Sekwencja nr
>1G6_CDRL2
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Sekwencja nr
>1G6_CDRL3

LPPSPK

Sekwencja nr
>1G8_ CDRH2
SITHKGGLTQ
Sekwencja nr
>1G8_CDRE3
EGAPF
Sekwencja nr
>1G8 CDRL2
AASS
Sekwencja nr
>1G8_CDRL3
SYSTPN

Sekwencja nr
>1G10_CDRH2
TIALDGQRTN
Sekwencja nr
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HWAPF
Sekwencja nr
>1G10_CDRL2
TASS
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Sekwencja nr 1l3a:
>2F10 CDRH2
HIMQSGYTTV
Sekwencja nr 13b:
>2F10 CDRH3

YSPKF

Sekwencja nr 1l3c:
>2F10 CDRL2

VASQ

Sekwencja nr 13d:
>2F10 CDRL3
AQEPPS

Sekwencja nr 14:

>1D2
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF_"FSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSAIDSKGSFTVYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGLRFDYWGQGTLVTVSSGGSGSGGGGSGGGGSTDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYHASHLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCOQGPIDPQTFGQGTKVEI KRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 15:

>1E7
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSAISAQGTSTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLY LOQMNSLRAEDTAVYYCAK
KYHMFDYWGQGTLVTVSSGGEGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSTSSYLNWYQOKPGKAPKLLIYHASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQQRRAMPTTFGQGTKVEI KRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 16:

>1F2
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSIQAAGPTTDYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
ADWEFDYWGQGTLVTVSSGGEGSGGGGSGGGGSTDIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSTSSYLNWYQQOKPGKAPKLLIYGASVLESGVPTRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCOQALRVPSTFGQGTKVEI KRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 17:

>1F5S
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MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSILDHGQGTQYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGTMLDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQQOKPGKAPKLLIYRASRLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY

YCQQLRASPRTFGQGTKVEI KRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 18:

>1F6
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSITGHGSTTEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGAVFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYQASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQTARYPDTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 19:

>1F10
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAERVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSILDHGOGTQYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGTMLDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYYASSLOSGVPSRESGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATY
YCOQPSVGPKTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 20:

>1G2
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSDIQPKGTATNYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
STNQFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQITQSPSSLSASYVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYPASQLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY

YCOQQFRNPVTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 21:

>1G4
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSIAAQGSPTAYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGTNFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSTSSYLNWYQQKPGKAPKLLIYRASRLOQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOPASWPPTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH
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Sekwencja nr 22:

>1G5
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMARVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSITQGGTLTOYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
PGLAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYGASALQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQTSRRPKTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 23:

>1G6
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSTITDSGYQTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
EALHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYHASRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCOQLPPSPKTFGQGTKVEI KRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 24:

>1G8
MKYILLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSSITHKGGLTQYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
EGAPFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY

YCQQSYSTPNTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 25:

>1G10
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSTIALDGQRTNYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
HWAPFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYTASSLOQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLAQFPPTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH

Sekwencja nr 26:

>2F10
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSHIMQSGYTTVYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
YSPKEDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
QSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYVASQLOQSGVPSRI'SGSGSGTDITLTISSLOQPEDITATY

YCOQAQEPPSTFGQGTKVEIKRAAAHHHHHH
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Zastrzezenia patentowe

Przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C obejmujgce sekwencje amino-

kwasowg wybrang z nastepujgcej grupy: Sekw. nr 14, Sekw. nr 15, Sekw. nr 16, Sekw. nr 17,

Sekw. nr 18, Sekw. nr 19, Sekw. nr 20, Sekw. nr 21, Sekw. nr 22, Sekw. nr 23, Sekw. nr 24,

Sekw. nr 25, Sekw. nr 26.

Sposo6b wyodrebniania VEGF-C z roztworu, zwtaszcza roztworu wodnego, znamienny tym,

ze:

(a) kontaktuje sie przeciwciato okreslone w zastrz. 1 z roztworem zawierajgcym biatko VEGF-C
w celu uzyskania kompleksu biatkowego zawierajgcego przeciwciato okreSlone w zastrz. 1
i zwigzane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) wydziela sie z roztworu uzyskany kompleks biatkowy;
(c) z uzyskanego kompleksu biatkowego oddysocjowuje sie biatko VEGF-C,;
(d) z roztworu po dysocjacji wyodrebnia sie biatko VEGF-C.

Sposo6b wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze w etapie (b) wyodrebnianie prowadzi sie metodg

chromatografii powinowactwa, przy czym jako ztoze stosuje sie nosnik chromatograficzny za-

wierajgcy immobilizowane przeciwciato okre$lone w zastrz. 1.

Sposob wykrywania obecnosci VEGF-C w materiale biologicznym, znamienny tym, ze:

(a) kontaktuje sie przeciwciato okreslone w zastrz. 1 z materiatem biologicznym w celu uzy-
skania kompleksu biatkowego zawierajacego przeciwciato okreslone w zastrz. 1 i zwia-
zane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) wykrywa sie uzyskany kompleks biatkowy za pomocg posrednich lub bezposrednich bio-
chemicznych metod detekc;ji.

Sposo6b oznaczania stezenia VEGF-C w roztworze wodnym, zwtaszcza ptynie fizjologicznym,

znamienny tym, ze:

(a) kontaktuje sie przeciwciato okre$lone w zastrz. 1 z roztworem wodnym zawierajgcym
VEGF-C w celu uzyskania kompleksu biatkowego zawierajgcego przeciwciato okre$lone
w zastrz. 1 i zwigzane z tym przeciwciatem niekowalencyjnie biatko VEGF-C;

(b) oznacza sie stezenie uzyskanego kompleksu biatkowego za pomocg posrednich lub bez-
posrednich biochemicznych metod detekciji.

Zastosowanie przeciwciata okre$lonego w zastrz. 1 do otrzymywania preparatéow biatka

VEGF-C.

Zastosowanie in vitro przeciwciata okre$lonego w zastrz. 1 do wykrywania biatka VEGF-C

w materiale biologicznym.

Zastosowanie przeciwciata okreslonego w zastrz. 1 do oznaczania stezenia biatka VEGF-C

w roztworze wodnym.



14

PL 236 281 B1

Rysunki

a
n

]
¢
i

Absorbancja A=450 nn
1

, B B B 0 N K E N B N B A o
1G101F10 1G6 1G8 1F6 E7 1G4 1G2 102 1F2 1G5 1F5 2F10 kn

L4

1'2 S ———

1

450 nm

0,8
0,6

0.4

0,2

Absorbancja £

c 4 @ N B B ¥ U ¥ BN 8 8 E BN N
1G101F10 166 168 1Fs E7 1G4 1G2 1DZ 1F2 1G5 1F5 2F18 kn

Fig. 1




15

PL 236 281 B1

i
~

o~ Wy ey vy =

i =

uru (cp=y chueqosqy

E7 1G2 182 1F2 1G5 1F5 kn

1F6

Fig. 2

B VEGE-C
& VEGF-A
BVIGF-D

!
3

i w0 w0 = ~
- = = =

=] =] (- =]
Wi o=y eHucqiosqy

o

1fo

1F5

1F2

Fig.3



PL 236 281 B1

16

[¥:04
(¥4
(¥
¥4
Lz
LiZ

B0,
s
G
(]

|
H
O

s
-
y
N
1
H

4 L UG WwOH OGN T

T TOOD -0 Tra T~ >

av e
0194
aos
99!
1=}
5914
2ot
[E
944
(20
(214
131
gk

[ X4
o131
BS)
asi

L1
=13
[ TE7Y

4

Fig.



