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(57) RieSenie predstavuje postup ako obist’ problém hostitel-

skej odpovede na terapeuticku protilatku tvorbou viace-
rych protilatok potrebnej Specificity a Ziadanej efektoro-
vej funkcie a spolotné vyuZitie ich truktir pri vytvirani
rekombinantnych protilatok. Tieto rekombinantné proti-
latky typicky obsahujt uisek variabilnej oblasti protilatky,
odvodenej z imunizovanej opice a kon3tantnii oblast’ Fud-
skej protilatky. Takto sa zachovaji $pecificity a vysoké a-
finity monoklonalnych protilatok aj vyZadované efektoro-
vé funkcie spojené s réznymi l'udskymi kon$tantnymi ob-
lastami. PouZivané spdsoby zv4&8a zahmujit vyvolanie o-
pi¢ich protildtok k Tudskym antigénom a izoldcie opidich
nukleovych kyselin, kédujicich antigén-rozpoznavajiice
useky variabilnych oblasti, ktorych zdkladna $truktira je
prekvapivo homolégna s ludskou, a nasledujiicu ligaciu k
Pudskej nukleovej kyseline, kédujicej Pudski konStantni
oblast’, ktora je zvytajne vopred obsiahnutd v kazetovom
vektore expresie. Na expresiu sa s vyhodou pouZivaju
imortalizované opi¢ie B-bunky.
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Rekombinantné protildtky na humannu terapiu

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka rekombinantnych protilatok uzitoénych
pre humdnnu terapiu a metdéd na produkciu takychto protilatok.
Tato prihlaska je cast pokracovania v U.S. patentovej prihlask
Newman et al, ser. &. 07/856 281, podanej 23. marca 1992, ktora
je éastou pokrac¢ovania v U.Ss. patentovej prihlaskg
ser. ¢. 07/735 064, podanej 25, jula 1991, ktoré su v celky

vratane obrazkov, tu obidve zahrnuté odkazom.

Sucasny stav techniky

MySacie monoklondlne protildtky sa pouZivaju v diagnostike
lTudskych choréb a v rieseni zakladnych problémov biologického
vyzkumu. Tieto ¢inidla su tieZ uZitoéné v klinickych skuskach ako
terapeutika na akutne a chronické Jludské choroby, vratane
leukémii, lymfémov, solidnych tumorov (napr. c¢revného, mamédrneho
lebo peceniového), AIDS a autoiminnych chordb.

MySacie/ludské chimérne protilatky boli vytvorené a ukazalo
sa, 2Ze wvykazuji vazobné charakteristiky rodicovskej mySacej
protilatky a efektorové funkcie spojené s ludskou konstantnou
oblastou. Pozri napr. Cabilly et al., U.S. Patent 4 816 567;
Shoemaker et al., U.S. Patent 4 978 745; Beavers et al.,
U.S. Patent 4 975 369; a Boss et al., U.S. Patent 4 816 397,
ktoré su tu vsetky zahrnuté odkazom. Obecne sa tieto chimérne
protilatky konstruujui pripravou ) - génovej kniZnice z DNA
extrahovanej 2z existujucich mysacich hybridémov. Nishimura et

al., 47 Cancer Research 999, 1987. V knizZnici sa potom

vyhladdvaji [screened] gény variabilnych oblasti taZkych a
lahkych retazcov vykazujice spravny typ preskupenia
protilatkového fragmentu. Kldénované gény variabilnych oblasti su

potom ligované do vektoru expresie obsahujuiceho klénované kazety



[cassettes] vhodnych génov ludskej konstantnej oblasti tazkého
a lahkého retazca. Chimérne gény su potom exprimované vo vybranej
buneé¢nej linii, zvy¢ajne murinnej myeldmovej. |

Takéto chimérne protildtky boli pouZite v'huménnej terapii.
Protilatky Kk tymto chimérnym protilatkam vsak boli v rade
pripadov vytvarané v ludskom recipientovi. Takéto protilatky
proti chimérnej protilatke : znemozZnuju pokracovanie terapie'
chimérnymi protilatkami. :

Erlich et al., 34 Clinical Chemistry 1681, 1988, Erlich et
al., 7 Hybridoma 385, 1988, Erlich et al., 6 Hybridoma 151, 1987,

Erlich et al., 1 Human Antibody Hybridomas 23, 1990 (neuznadvané
ako predchadzajici sposob k tejto prihlaske) tvrdia, Ze Iudské

monoklondlne protilatky su ocakdvanym zlepSenim k mysacim

monoklonalnym protilatkam v in vivo humidnnej terapii. Postuluju

tieZ, 2Ze protilatky primatov, iné ako ludské, napr. Simpanzie

monoklondlne protilatky budi tolerované v ludoch pretoZe si .
§trukirne podobné ludskym protildtkam. PretoZe ludské protilatky
su neimunogénne Vv  opiciach r. Rhesus (t.j. nevyvolavaju -
protildtkovi odpoved), predpovedaju ze protilatky primatov budi
neimunogénne v Iudoch. Naznadujui, Ze testovanie protilatok
v Tudoch nebude potrebné ak protilatka primdta mad Struktiru
konstantnej oblasti rovnaki ako ludskd «lebo, prinajmensom, ak
$truktuira nie je odlisna viac, ako su ludské protildtky odlisné
medzi sebou navzdjom. Teda : tynfin -4+ 2e Simpanzie protildtky by

mali byt uZitoéné v ludskej terapii.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez sa tyka spdsobov amplifikéacie
a klonovania génov opic Starého sveta (na ktoré sa tu odkazuje
ako na "opice", napr. baboon lebo makak), kédujucich
aintigén-viazZuce casti variabilnych oblasti imunoglobulinov,
fizovania tychto génov ku klénovanym ludskym, Simpanzim lebo inym
opi¢im génom, kédujucim konstantné oblasti (a ludskym, Simpanzim



lebo inym opic¢im génom, kédujucim zakladnu strukturu [framework],
ak je to potrebné), a spésobov ich expresie ako ludskych/opiéich
rekombinantnych protildtok 1lebo plne opic¢ich rekombinantnych
protilatok. Navyse, vynalez sa tyka pouzitia takychto
rekombinantnych protilatok (kde tento vyraz zahrnuje protilatky
produkované fuziou DNA 2 dvoch roznych génov pre protilatky,
dokonca aj z toho istého druhu, napr. dvoch réznych génov pre
opic¢ie protilatky, napriklad opic r. Rhesus a cynomolgus,
za vzniku opicej/opicej rekombinantnej protilatky) ako
imunoterapeutického ¢inidla na lie¢bu ludskych choréb. Vyndlez je
zaloZeny na objave, Ze vyvojovo vzdialené opice (napr. baboon
lebo makak (vratane opic cynomologus a r. Rhesus)), na rozdiel od

$impanza, siU nielen dostato¢ne rozdielne od ludi na to, aby sa

..v.nich dali vytvorit protilatky proti ludskym antigénom, dokonca

k relativne Kkonzervovanym ludskym antigénom, napr. CD4 a CD54,
ale su aj dostatoéne podobné ludom na to, aby mali protildtky
podobné Tudskym protilatkam tak, 2e neddéjde k Ziadnej
hostitelskej imunitnej odpovedi ked sa takéto opiéie protilatky,
lebo z nich odvodené rekombinantné protilatky, zavedui do ¢loveka.

Na rozdiel od protilatok skdér pouZivanych na humdnnu
terapiu, protilatky podla predkladaného vyndlezu netrpia
niektorymi nedostatkami, napr. 1) imunogenitou a vyvolavanim
ludskej anti-protilatkovej (human anti-antibody, HAA) odpovede
pri opakovanom podavani potrebnom na liec¢bu chronickych choréb,
2) relativne kratkym pol ¢asom 2Zivota v porovnani s Jludskymi
protilatkami a 3) chybajucimi efektorovymi funkciami k ludskym
bunkam <«lebo komplementu. Nepritomnost tychto nedostatkov
predstavuje podstatny pokrok pre humdnnu terapiu protilatkami
vytvorenymi podla tohoto vynalezu. . Napriklad v pripade
chronickych ludskych choroéb, vratane autoiminnych, lebo
akychkolvek chordéb, kde je potrebné dlhsSie podavanie protilatky,
jednou z hlavnych prekazok opakovanej protilatkovej terapie je
hostitelskd odpoved na terapeuticku protildtku. HAA odpovede su



¢casto nepredvidatelné od pacienta k pacientovi. Takéto odpovede
si hlavne, aj ked nie vyluéne, smerované proti konstantnej
oblasti molekuly protilatky a akondhle nastanu, c¢asto brania
dalsej terapii danou protilatkou lebo inou protildtkou rovnakého
izotypu, lebo zoslabujui uéinnost terapie.

Problémy HAA by sa potencidlne dali obist pouzZitim ludskych
monoklondlnych protilatok. Tento pristup trpi ale etickymi,
klinickymi a imunologickymi obmedzeniami imunizacie Iludskych
subjektov mnohymi antigénmi vybranymi na tvorbu protilatok
(napr. 1ludskymi antigénnmi, kde tento vyraz zahrnuje antigénne
debo imunogénne useky lubovolnej bielkoviny, polypeptidu lebo ich
ekvivalentu, nachddzajuicich sa v ludoch). Ziadatelov pristup ako
obist tento problém, zahrnuje tvorbu protildatok potrebnej
.:iggcifityiaya iiadanfj efektorovej funkcie a 1ich pouzitie

AR« R
na produkciu rekombinantnych protildtok. Tieto rékombinantné

protilatky obecne obsahuji prisluény uUsek variabilnej oblasti
protilatky odvodenej z imunizovanej opice a kon$tantni oblast
protilatky z cloveka dlebo Simpanza. Takto sa zachovaju Specifity
a vysoké afinity monoklondlnych protilatok, a potrebné ludskeé
lebo Simpanzie konstantné oblasti vykazujuce 2Ziadané efektorové
funkcie sa daji lahko vybrat.

Predkladany vynalez je dalej zalozZeny na spbsobe
amplifikdcie opi¢ich imunoglobulinovych génov, napr. pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (polymerase chain reaction, PCR),
z RNA extrahovanej 2z opicich lymfocytov s pouzitim syntetickych
oligonukleotidovych primerov Specifickych pre rodinu génov
variabilnych oblasti tazkych a lahkych retazcov. Amplifikované
gény lebo prislusné oblasti (napriklad oblasti, ktoré kéduju
oblasti urc¢ujuce komplementeritu {complementarity defining
regions), CDR, vid Winter, britskd patentova prihlaska ¢.
GB2188638A, takto tu zahrnutd odkazom) su klénované do vektoru
expresie obsahujliceho Yudské 1lebo sSimpanzie gény konstantnej

oblasti na produkciu opic¢ej/Iudskej rekombinantnej protildtky
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Jdebo vektoru obsahujuiceho opi¢i gén konstantnej oblasti na
produkciu plne opicej rekombinantnej protilatky Zziadaného
izotypu. Tieto protilatky predstavuju imunotérapeutcké ¢inidla
schopné lokalizovat lebo zabijat prislusné cielové bunky (napr.
nadorové bunky) po In vivo podani.

Takto je prvym aspektom vynadlezu spésob kldnovania
antigén-rozpozndvajuceho uUseku variabilnej oblasti opic¢ieho génu
pre protilatku. Tento spbsob zahrﬂuje ziskanie nukleovej
kyseliny, napr. RNA, 2z opice, tvorbu ¢DNA k RNA (s pouzZitim
reverznej transkriptéazy), ziskanie primerov komplementarnych
k sekvencii kdédujiucej 5' vedicu [leader] sekvenciu génu pre
protilatku, spojenie tejto cDNA a primeru na vytvorenie
hybridného komplexu a amplifikdciu cDNA =za tvorby nukleovej
kyseliny kédujicej variabilni oblast opi¢ieho génu pre
protilatku. |

Pod "antigén-rozpoznavajuicim usekom" sa mysli jeden lebo
viac uUsekov variabilnej oblasti opicej protildatky, ktoré su
zodpovedné 2za vazbu protildtky «lebo za rozpoznanie cielového
antigénu (lebo epitopu lebo idiotypu) protildtkou. Toto napriklad
zahrnuje CDR oblasti (vid niz$ie) dlebo celé variabilné oblasti,
Al ebo akukolvek kombinaciu tychto dvoch oblasti vratane
akychkolvek zmien v kédujicich oblastiach, ktoré mézu byt
vyvolané na to, aby sa oblasti stali skér "ludskymi" ako
"opi¢imi" bez zmeny Specifickych vazobnych vlastnosti protildtky.
Ak sa pouzije 1len c¢ast celej variabilnej oblasti, potom
zostavaijluce casti, napr. takzvana "zakladna Struktura"
("framework"], su poskytnuté inou - protilatkou, s vyhodou ludskou
debo simpanz ou protildtkou (vid nizsie) spdésobmi, na ktoré sa
odkazuje vyssie a ktoré su tu zahrnuté odkazmi.

Vyrazy "variabilnd oblast", "vedica [leader] sekvencia",
"konstantna oblast" a "zdkladna &truktuira {framework]” su tu
pouzivané spdésobom beZne uznavanym v obore a priklady su

poskytnuté v spdsoboch citovanych vys$sie a zahrnutych tu odkazmi.



V prevedeniach ktorym sa dava prednost je veduca sekvencia
lIudska, sSimpanzia lebo opi¢ia veduca sekvencia s priblizne
60 bazami, ktorej priklady su uvedené v OBR. 1.

Ziadatel objavil, Ze vedice sekvencie opi¢ich, Simpanzich a
ludskych variabilnych oblasti su dostatoéne podobné.aby primery
konstruované pre jednu boli pouZitelné pre amplifikaciu inej.
Tymto spdsobom je RNA dostatocne amplifikovanad na tvorbu dostatku
nukleove] Kkyseliny pre umiestnenie tejto nukleovej Kkyseliny
do vektoru na dalsie kldénovanie.

Druhym aspektom vynalezu Jje spdsob produkcie protilatky
k ludskému antigénu, ktory nie je imunogénny v Iudoch. Tento
spdsob zahrnuje vyvolanie [raising] opiéej protilatky k ludskému
antigénu v opici a izolaciu opidej nukleovej kyseliny kédujicej
antigén-rozpoznavajuci usek variabilnej oblasti opicej
protilatky. Ludskd nukleovd Kyselina kédujuca ludsku konstantnui
oblast protildtky sa ziska a liguje k opiéej nukleovej kyseline
za tvorby rekombinantnej nukleovej Kkyseliny. Tato rekombinantna
nukleovd Kyselina sa potom exprimuje na produkciu Ziadanej
protilatky. Alternativne sa na tvorbu rekombinantnej protilatky
daju pouzit nukleové Kkyseliny kédujice sSimpanzie lebo opiéie
konstantné oblasti. Aminokyselinové sekvencie Tudskych a
$impanzich konstantnych oblasti sa lisia mdlo, ak vébec, (t.j. su
homoldégne) a tie rozdiely, ktoré existuju medzi opiéimi a
Tudskymi sekvenciami sa dajui lahko zmenit Standargnymi technikami
ak sa na tvorbu rekombinantnej protildtky pouZiva nukleova
kyselina kédujica opic¢iu konstantnui oblast. Jediné, ¢o je klucéové
vo vynaleze je, aby vytvarand protilatka bola menej imunogénna
ako opicia konstantnd oblast tak, Ze nevznikd Ziadna vyznamnd
imunitna odpoved, ked sa protilatka zavadza do ¢loveka.
(Na takéto oblasti protildtky sa tu odkazuje ako na homolégne
oblasti). Tékto je rekombinantna protilatka konstruovana tak, aby
bola ¢&o do aminokyselinovej sekvencie funkéne taka ista ako
ludskd@ protilatka, t.j. mala konstantni oblast homoldgnu



s ludskou lebo sSimpanzou konstantnou oblastou. V suhrne,
protilatka je natolko ludska nakolko je potrebné znizit moznost
neZiaduce] imunitnej odpovede k protilatke a obsahuje
antigén-viazZuci uUsek opicej protilatky. |

Pod pojmom "neimunogéna" sa mysli, Ze protilatka vo vacsine
ludi  nevyvolava protilatkovi odpoved sily postacujucej
na zniZenie Géinnosti pokradujuceho podavania protilatky pocas
obdobia postacujuceho na dosiahnutie dosfatoéného terapeutického
u¢inku, napr. v porovnani s mysacou debo mysacou/ludskou
<chimérnou protilédtkou. S vyhodou sa nepozoruje Ziadna
protildtkova odpoved.

Vo vyhodnych prevedeniach spésob =zahrfiuje imortalizaciu
opicej bunky zodpovednej za produkciu opicej protilatky
napriklad hybridémovou fuziou, transformaciou Herpes papio,
klénovanim jednotlivych B-buniek (nazyvanym tieZ "tranzientna
imortalizacia") a vytvorenim kniznice rekombinantnych
imunoglobulinov. V inych vyhodnych prevedeniach spésob zahrnuje
selekciu B-bunky =z opice, €i uZ 2z leukocytov periferdlnej krvi,
sleziny, kostnej drene lebo lymfatickej uzliny; selekciu klénu,
ktory produkuije vhodnu protilatku; ziskanie {rescuing]
imunoglobulinového génu kédujuceho tito protilatku
z imortalizovanej buneénej linie a re-expresiu génbv v produkénej
linni (t.j. v 1linii, ktora spdsobuje produkciu protilatky
dostatoc¢ni na to, aby bola uZito¢nd pre humdnnu terapiu).

Tretim aspektom vyndlezu je rekombinantnd protilatka tvorena

bud z ludskej lebo Simpanzej kons3tantnej oblasti a antigén-
rozpoznavajuceho useku opicej variabilnej oblasti lebo
z konstantnej oblasti prvej opice a antigén-rozpoznavajuceho
useku variabilnej oblasti druhej, rozdielnej opice.

Podobnym aspektom vynalezu je monoklonalna protilétka, lebo
Fab, (Fab),, dimér lahkého retazca lebo tazkého retazca, lebo
akykolvek minimdlny rekombinantny fragment z nich, ako sui Fv lebo

jednoretazcova protildtka (single chain antibody, SCA) lebo iné



ich imunologicky aktivne fragmenty (napr. CDR oblast) k ludskému
antigénu, vytvarané imortalizovanymi opic¢imi B-bunkami. Takéto
fragmenty su uzZitoc¢né ako imunosupresivne éididlé. Alternativne
protilatka ‘podIa vynalezu méze mat kovalentne pripojenu
[attached] efektorovu lebo reportérovd molekulu. Napriklad
protilatka podla vynalezu méZe mat makrocyklus na chelatovanie
atému . tazkého kovu, lebo toxin, ako je ricin, pripojené
kovalehtnou méstikovou Strukturou. Navyse: Fc fragment lebo CH3
doména  v kompletnej molekule protildtky mdézu byt nahradené
molekulou enzymu lebo toxinu a ¢ast imunoglobulinového retazca
méze byt previazana s polypeptidovou efektorovou lebo
reportérovou molekulou. BisSpecifické protildtky sa tieZ mbézu
konstruovat pomocou standartnych postupov.

Dalsim aspektom vyndlezu si farmaceutické prostriedky,
v -ktorych protilatky podla vynélézu su poskytované
na terapeutické lebo profylaktické pouZitia. Takéto protildtky
mézZu byt tieZ poskytnuté ako imunotoxiny, t.j. molekuly, ktoré su
charakterizované dvomi zloZkami a si osobitne wuZitoéné na
zabijanie vybranych buniek in vitro a in vivo. Jedna zloZka je
cytotoxické ¢inidlo. ktoré je zvycajne fatdlne pre bunku, ak je
k nej pripojené 1lebo absorbované. Druha zlozka, =znama ako
"dodavaci vehikel”, dava prostriedok na prenos toxického éinidla
ku konkrétnemu typu buniek, ako su nadorové bunky. Tieto dve
zloZky su beZ2ne prepojené chemickou vazbou alebo radom dobre
znamych chemickych a genetickych postupov. AK Jje napriklad
cytotoxické c¢inidlo bielkovina a druhda zloZka je intaktny
imunoglobulin, spojenie sa dd dosiahnut heterobifunkénymi
¢inidlami [crosslinkers], napr. karbodiimidom, glutraldehydom a
podobne. Vytvaranie réznych imunotoxinov je v obore dobre znéme.

V inom podobnom aspekte vynalez obsahuje nukleovu kyselinu
kédujucu ludski/opi&iu rekombinantni protilatku. Vo vyhodnych
prevedeniach nukleova Kkyselina kéduje 1ludski <debo opic¢iu

konstantnu oblast a antigén-rozpoznavajuci usek opicej



variabilnej oblasti a tato nukleova kyselina je purifikovana,
t.j. oddelena od biologickych zloziek, s ktorymi sa prirodzene
vyskytuje alebo, esSte vyhodnejsie, je poskytovana ako homogénny
roztok. ' o

V  este dalsom aspekte vynalez obsahujé CDR-rubovani
(CDR-grafted]) protilatku tvorenu prinajmensom jednou
z komplemantaritu urcujucich oblasti (CDR), to  Jje
aminokyselinovych =zvyskov (s pouZitim Standartného Kabatovho
systému oznadovania) 31 - 35 (CDR 1), 50 - 65 (CDR 2), a 95 - 102
(CDR 3) urc¢itej variabilnej oblasti lahkého retazca opice Starého
sveta a aminokyselinovych zvyskov 24 - 34 (CDR 1), 50 - 56
(CDR 2), a 89 - 97 (CDR 3) urcitej variabilnej oblasti tazkého
retazca opice Starého sveta a zakladnui Struktiru
imunoglobulinovej variabilnej oblasti z iného druhu.
CDR-rubovand protildtka je schopnd viazat ten isty antigén ako
pévodna opic¢ia protilatka. Konstantna oblast protilatky je
odvodend z ludského lebo $Simpanzieho imunoglobulinu. Metodoldgia
pre tento aspekt je obecne popisand Jonesom et al., 321 Nature
522, 1986. Takéto rubovanie mbéZe obmefiovat CDR podla potreby, aby
sa  zaistilo, Ze sa budd javit  podobnej$ie  ludskym
a zmensila sa pravdepodobnost vyprovokovania skodlivej reakcie
proti protilatke.

Vo vyhodnych prevedeniach spdsob zahrnuje imortalizdciu debo
selekciu bunky 2z makaka, Ktora je zodpovedna 2za produkciu
makakovej protilatky a ziskanie imunoglobulinovych génov z tejto
bunky: klénovanie a sekvenovanie  protilatkovych génov
zodpovedajuicich za produkciu protilatky; vyber ludskej sekvencie
zakladnej Struktury variabilnej = oblasti (prednostne
S najtesnejsou homoldégiou k zdkladnej sStrukture  makakovej
variabilnej oblasti); a nahradu ludskych CDR sekvencii makakovymi
CDR sekvenciami, mensie modifikadcie v ludskej oblasti zakladnej
Struktury mézZzu byt zahrnuté na udrZanie afinity protilatky k jej

antigénu.
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Vyrazom "mensie modifikacie" sa rozumie, 2Ze menej ako
celkovo Sest aminokyselin v zakladnej Struktire sa méze
substituovat inymi aminokyselinami. Zvycajne sa takato
substitucia lebo modifikadcia spravi len ked tieto aminokyseliny
su zapojené do konformaénych interakcii, Ktoré udrzuju zakladnu
Struktiru v patricnom tvare tak, 2e Ziadany antigén je
rozoznavany protilatkou. Také: modifikacie budu obecne odrazat
odlisné aminokyseliny pritomné Vv opic¢ich protilatkach v porovnani
s ludskymi protilatkami. Napriklad aminokyselinova sekvencia
Iudskej protilatky tesne pred CDR 3 tazkého retazca, 92 - 94, je
obecne cystein-alanin-arginin (o arginine sa vie, 2Ze je v mensej
Casti protilidtok nahradeny serinom .lebo treoninom); v niektorych
protilatkach opice je sekvencia cystein-alanin-serin; takto
v tomto priklade mbZe.. byt. dand prednost pouZitiu serinu ako
aminokyseliny 94 (pozri Obr. 9D).

V dalsom aspekte vyndlez obsahuje spdsob lie¢by cloveka,
ktory ma konkrétny antigén, napr. spojeny s chorobou. Spésob
zahrnuje podavanie terapeuticky uc¢inného mnozZstva rekombinantnej
protilatky sSpecifickej ku konkrétnemu antigénu, kde rekombinantna
protildtka je takd, I€ ma bud ludsku alebo $impanziu konstantnu
oblast a antigén-rozpozndvajlici usek opi¢ej variabilnej oblasti

xlebo ma konstantni oblast prvej opice a antigén-rozpoznavajuci
‘usek variabilnej oblasti druhej, rozdielnej opice.

Vo vyhodnych prevedeniach horeuvedeného aspektu je antigén
nadorovy antigén, antigén zapojeny do poruchy imunity, antigén
zapojeny do autoimunnej- odozvy, receptor exprimovany
na hostitelskych  bunkdch 1lebo antigén vybrany z ludskych
antigénov CD58, VLA4 (alfa4fl integrin), cCD2, LFA3, ELAM, LAM,
CD25, <CD4, CD19, CD20, receptor ludskych T-buniek, CD3, CDS8,
CD23, CD41, CD44, CD45, CD71, TNFalfa, TNFB, Tn antigén, IL-1,
IL-8, C5a, molekul adhézie, napr. VCAM, CD54, CD28, CDlla, CDllc,
CD18 A CD1llb, produktu neu onkogénu, MDR-1 (P-glykoproteinu),

TGFalfa a jeho receptoru, a PDGF; a rekombinantnd protildtka je



aktivna bud v depletovaniu (zabijaniu lebo elimindcii) nechcenych
buniek (napr. anti-CD4) pésobenim s komplementom, alebo Je
aktivna ako cytotoxické ¢inidlo, alebo spdsobuje Fc-receptorovu
vazbu s fagocytom. Alternativne protildtka blokuje lebo stimuluje
receptorove funkcie, &lebo neutralizuje aktivne rozpustné
produkty, ako su jeden lebo viac interleukinov, TNF a C5a.

V dalsom aspekte vyndlez obsahuje farmaceutické prostriedky

.uvedenych protilatok «~lebo ich fragmentov. Prostriedkyarlebo
vyrobky podla vyndlezu mézu byt . poskytnuté vo forme
roztokov vhodnych na parenterdlne, nasdlne lebo ordlne podavanie.
Vhodné pripravky protilatky mézu byt zmiesané s vhodnymi
pripravkami inych ¢inidiel, poskytujuc lepsie klinické vyuzZitie.

Iné obsahové vlastnosti a prednosti - vyndlezu budui zrejmé

z nasledujuiceho popisu vyhodnych prevedeni a 2z narokov.

Popis vvhodnych prevedeni

Najskér sU struéne popisané obrazky.

Obrazky
OBR. 1 je tabeldrna reprezentdcia dvadsiatich koddnov

v deviatich réznych vedicich [leader] sekvenciach Ig tazkych
retazcov a desiatich opié¢ich sekvenciach Ig taZkych retazcov:

OBR. = 2 je diagramove znazornenie struktur rdéznych
Ig retazcov ukazujuice relativne polohy vedicich, variabilnych a
konstantnych oblasti vzhladom Kku polohém restrikénych miest a
primerov pouzivanych na amplifikéaciu; ’

OBR. 3 je diagramové zndzornenie vektoru s kazetou tazkého
retazca na expresiu luskych lebo chimérnych protilatok;

OBR. 4 je diagramové znazornenie vektoru s kazetou lahkého
retazca na expresiu luskych lebo chimérnych protilatok;

OBR. 5 a 6 sU diagramové znazornenia vektorov navrhnutych
na expresiu imunoglobulinov 2z cDNA kapa resp. lambda lahkého

retazca. V tychto vektoroch su imunoglobulinové gény usporiadané
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v tandemovej konfiguracii s pouzZitim neomycin fosfotransferazy
ako selekéneho markeru;

OBR. 7-1, 7-2 a 8 ukazuju sekvencie nukleovych kyselin
réznych primerov veducej ([leader] sekvencie podla vyndlezu (tieto
primery v OBR. 8 zodpovedaju zoznamu ako SEKV. ID ¢. 1 - 12,
nizsie);

OBR. 9A aZ 9H su porovnania sekvencii 1ludskych a opiéich
VH1l, VH2, VH3, VH4 a VHS5 oblasti, resp. sekvencii VKI, VKIIm
a VlambdaIII:

OBR. 10 je porovnanie Judskych a opi&ich VH3 sekvencii,
s jednym porovnanim k ludskej VH2 sekvencii;

OBR. 11 Jje grafické znadzornenie vazby protildtky podla
vyndlezu k ludskému CD4 antigénu;

OBR. 12 . je grafické zndzornenie inhibicie vazby 1F3
protilatkou ukdzanou v OBR. 10;

OBR. 13 a 14 su useky nukleotidovych sekvencii anti-CD4 VH
a VL oblasti; .

OBR. 15 je graf ukazujuici anti-CD54 aktivitu; a

OBR. 16 Jje histogram porovnavajuci vlastnosti plazmidov
- expresie.

Opicie protilatky

Opice Stareho sveta zahrnuju tie, ktorym sa hovori opice
baboon a makak (vratane opice Rhesus a opice cynomolgus). Tento
vynalez poskytuje podrobnosti pouzitia narokovaného vynalezu
s réznymi opic¢imi génmi. Tieto priklady nie si obmedzujlice a mdzZu
byt promptne aplikované na iné opice Starého sveta.

Odkazujeme na OBR. 2, kde je diagramovou' formou ukazana
obecna struktura génov kédujucich imunoglobulinové taZké a kapa
lahké a lambda lahké retazce. Kazdy z tychto retazcov je tvoreny
ATG Startovacim koddénom nasledovanym veducou sekvenciou
s priblizne 60 béazami, oblastou kdédujicou variabilni oblast

imunoglobulinu a konstantnou oblastou tohoto imunoglobulinu.
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Priklady réznyéh veducich sekvenéii, ¢ize signalnych peptidov,
tazkych retazcov su ukazané v OBR. 1. Tieto sekvencie a ich
ekvivalenty v opiciach sa daju stanovit standardnymi technikami
dobre znamymi tym, &o maju bezné znalosti v obore, ako je
popisané nizsie.

Sekvencie ukazané v dolnej éast¢ OBR. 1 su ludské vedice
sekvencie. Ziadatelia zistili, - ze konstrukcia primerov
komplementarnych k tymto veducim Sblastiam umozriuje amplifikaciu
Ig génov 2z opic. Podobne primefy homoldégne k opic¢im veducim
sekvenciam (pozri napr. horni éast OBR. 1) sa daju pouzit na
amplifkaciu opic¢ich imunoglobulinovych  génov a tieZz na
amplifkaciu ludskych imunoglobulinovych génov.

Pri pouziti takychto primerov v standartnych amplifikaénych
postupoch mé2Zu byt gény kédujice rdzne opic¢ie imunoglobulinové
gény lahko izolované a sekvencie kdédujuce variabilné oblasti
protildtok stanovené. Priklady takychto postupov su poskytnute
nizsie. Vysledky analyz poskytnuté nizsie su prezentované
v OBR. 9A aZ 9H a v OBR. 10. Z2iadatel prekvapujuco zistil, zZe
napriek schopnosti tvorby protildtok k pomerne konzervovanym
ludskym antigénom v opiciach, sekvencie zdakladnej Struktury
(framework] variabilnych oblasti takto vytvaranych protilatok
si neodlisitelné od Iudskych protildtok. To znamena: Rozsah
[amount] variability v imunoglobulinovych sekvenciach pozorovany
u opic bol podobny rozsahu pozorovanému u ludi a nebolo moZné
ur¢it Kktorda protilatka pochddzala z c¢loveka lebo 2z opice bez
analyzy samotného zdroja.

Takto napriklad, s odkazom na OBR. 10, aminokyselinova
sekvencia VH3 oblasti ¢loveka bola porovnanid s opiéiou. Ludské
protilatky vykazovali rozsah ([range] homoldégie medzi sebou od
83 - 98%, =zatialco opic¢ie boli od 90 - 95% homoldégne s ludskou
VH3 oblastou. Naproti tomu Jludskd VH2 oblast bola homoldégna
s Judskou VH3 oblastou =zo 60%. [V tomto obrdzku, podobne ako

v inych, je pritomnost rovnakej aminokyseliny v ktorejkolvek
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pozicii oznacena pomlckou, zatiay%o pritomnost  odlisnej
aminokyseliny Jje oznacena sStandargnym jednopismenovym kédom.
Pozicie, ktorym sa nedad prisudit Ziadna konsenzova {consensus)
aminokyselina su oznacené ako X.) Podobne homoldgie pre VH1l, VH2,
VH3, VH4 a VH5 a pre VKI, VKIIm a VlambdaIII su ukazané
v OBR. 9A - 9H. Opat: Pozorovala sa vyznamna homolégia medzi
opi¢imi a Iudskymi  imunoglobulinovymi oblastmi v kazdej
variabilnej oblasti vratanie sekvencie imunoglobulinovej
J oblasti. Takto vysoka homolodgia je podobnd homolégii
pozorovanej medzi ludskymi protilatkami.

Metodologia, ktorou sa stanovovali sekvencie je uvadzana
nizsie v prikladoch. Ti, ¢&o maju beZné znalosti v obore
rozpoznaju, 2Ze tieto priklady nie sui obmedzujice pre tento
vyndlez a Ze rovnocenné vysledky a monoklondlne a chimérne
protilatky sa dajui ziskat podobnymi postupmi dobre znamymi tym,
¢o maju beZné znalosti v obore. Vid napr. U.S. patenty 4 816 567;
4 978 745; 4 975 369; 4 816 397, vysSSie. Napriklad po klénovani
génu kédujiceho opic¢iu variabilni oblast, takyto gén sa da Yahko
ligovat ku génu kédujicemu opic¢iu lebo ludskdi konstantni oblast
a fuzované gény exprimovat v produk¢nej buneé¢nej 1linii na
produkciu Ziadanej protilétky. NiZzdie su poskytnuté priklady
takychto postupov. |

V' nasledujucich prikladoch prvy krok postupu zahrnuje
izolaciu celkovej RNA =z opic¢ich buniek periferdlnej krvi<lebo
sleziny. B ~ bunky z imunizovanych opic sa daju ziskat
Z periferalnej krvi lebo lymfatickych uzlin a pouZit priamo lebo
mézZu byt s vyhodou expandované. Expanzia mdéZe zahrnut
transformaciu virusom Herpes papio, fuziou K heterolégnym
myelémovym bunkam 2alebo klénovanie jednotlivych B-buniek
s limitujucim zriedovanim v pritomnosti stimulujucich Iudskych
T-buniek. '

Celkova RNA sa prevedie na jednovlaknovi (ss) cDNA reverznou

transkriptazou s pouZitim nespecifickych (oligo-dT.lebo nahodnych
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hexamérov) «lebo Specifickych (na imunoglobulinové CHl1l lebo CK
lebo Clambda konstantné oblasti) oligonukleotidovych primerov.
Jednovldaknova cDNA vytvorena touto reakciou sa amplifikuje
s pouzitim polymerazovej retazovej reakcie, Vv Ktorej sa ss cDNA,
spolu s dezoxynukleotid trifosfatmi, DNA polymerazou (napr.
termostabilnou polymerazou) a gpecifickymi primermi pouZije
na amplifikaciu variabilnych oblasti tazkych .)lebo lahkych
retazcov imunoglobulinovych génov. Pouzite primery su
jednovldknové syntetické oligonukleotidy medzi 20 aZ 40 bazami,
ktoré obsahuji niektoré degenerované bdzy a Kktoré sa viaiu
na imunoglobulinové 5' veduce sekvencie. Sest rdznych primerov
K 5' veduicim sekvenciam (pozri OBR. 7-1) zahrnujucich restrikéneé
enzymové miesto (napr. SalIl) bolo navrhnutych na amplifikaciu
rodiny opiéich variabilnych oblasti tazkého retazca na zaklade
ich podobnosti s rodinou ludskych variabilnych oblasti tazkého
retazca. S kazdym zo S$iestich primerov k 5' vediucim sekvenciam sa
pouzil 3' primer Specificky pre doménu KkonsStantnej oblasti
relevantného izotypu (napr. IgG, IgM, IgA 1lebo IgE) tiez
zahrnujuici restrikéné enzymové miesto (napr. ~NheI). Podobne
pre opi¢ie kapa a lambda lahké retazce sa pouzivaju iné pary
primerov na amplifikdciu prislusnych variabilnych oblasti Iahkych
retazcov (Obr. 7-2).

Iné subory primerov sa daju pouzit. aby sa zaviedli rézne
unikdtne restrikéné miesta na umoZnenie orientovaného klénovania
PCR-amplifikovanej DNA do vhodnych vektorov expresie obsahujucich
to isté miesto. Subor primerov viazZucich sa ku 3' koncu veducej
sekvencie taZkého retazca protildtky so zavedenym MIlul miestom

«<lebo subor primerov viazZucich sa Kk . prvym 23 bazam sekvencie
~zdkladnej Struktiry so zavedenym Xhol miestom sa daju tiez
pouzit, ako je popisané v Obr. 7-1. Variabilné oblasti tazZkych
a lahkych retazcov opi¢ich imunoglobulinovych génov mdzu byt
klénované do prehadzovacieho ([shuttle] vektoru priamo po PCR

amplifikdcii na umozZnenie dalSej molekuldrnej manipulacie ak je
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potrebna, .lebo klénovaﬁé priamo do vektoru expresie, ktory
obsahuje konstantné oblasti tazkych a lahkych retazcov ludskych
genov. Molekularna konfiguracia imunoglobulinovych génov
vo vektore expresie mbéZe byt gendmovd, Vv ktorej su pritomné
prométor a zosilovacia sekvencia [promoter/enhancer] a dalsie
regulacnée oblasti ako aj zostrihové ([splicing] donoroveé
a akceptorové sekvencie ina spojeniach intrén/exodn. Alternativne
mézZu byt chimérne imunglobulinové gény zavedené do cDNA
konfiguracie s pouéitim heteroldégnych virusovych

prométorov/zosilovacich sekvenci.

Priklad 1: Sekvencia opic¢ich protilatok
OBR. 7 a 8 ukazuju primery s <{lebo bez restrikénych miest

pouzivané na PCR amplifikdciu imunoglobulinovych génov 2z opicej
lebo ludskej cDNA. Podrobnosti pouzZivanych postupov su poskytnuté
nizSie. RNA sa 1izolovala 2z opic¢ich slezinnych buniek, buniek
periferdlnej krvi 1lebo buniek lymfatickych uzlin pomocou
Standartnej guanidinium izotiokyanatovej metddy. Frakcia celkove]
RNA izolovand podla tejto metédy sa potom pouzila ako templat
na nasledujuicu amplifikaéni reakciu. Alikvéot RNA bol inkubovany
v pritomnosti reverznej transkriptdzy z Moloney-ho virusu mysacej
leukémie a nespecifickych (oligo-dT 1lebo ndhodnych hexamérov)
2ebo Specifickych (na imunoglobulinové IgG CH1 oblastialebo kapa
retazcové konstantné oblasti CK) oligoriukleotidovych primerov
(50 - 100 pikomdélov) na vytvorenie nekédujuceho [non-coding
sense] vlakna jednovlaknovej cDNA. Jednovldknovd cDNA vytvorena
touto reakciou sa potom amplifikovala s pouzitim polymerdzovej
retazovej reakcie (polymerase chain reaction, PCR). Alikvét
jednovlaknovej cDNA bol inkubovany spolu s dezoxynukleotid
trifosfatmi (20 uM), termostabilnou DNA polymerdazou (2 - 5
jednotiek) a od ludskych sekvencii odvodenymi syntetickymi
oligonukleotidovymi primermi (50 pikomolov) na amplifikaciu

variabilnych oblasti bud tazkych alebo lahkych retazcov
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imunoglobulinovych génov.

S pouzZitim parov primerov ukazanych v OBR. 8 bolo
amplifikovanych niekolko ) repreientantov cynomolgus
imunoglobulinovych sekvencii variabilnych  oblasti tazkého
a lahkého retazca 2z radu génovych rodin. Tieto amplifikované
sekvencie boli klénované do EcoRV miesta plazmidového vektoru
p-Bluescript (pBS, dosupného od Stratagene, CA) a pouzité
na sekvenovanie. Sekvenovanie DNA sa vykonalo s pouzZitim plazmidu
obsahujuceho kldénovany inzert ako dvojvldaknového DNA templatu
a sStandartnej sekvenac¢nej metddy termindcie retazca [chain
termination].

Reprezentativne sekvencie imunoglobulinov opice cynomolgus
si ukdzané v OBR. 9A - 9H. Obsiahnuté v OBR. 94 - 9H su aj
konsenzus sekvencie aminokyselin pre ludské gény variabilnych
oblasti predstavujuce kazdu z vacsich génovych rodin variabilnych
oblasti. Vyznacené je percento homoldégie kaidej opicej sekvencie
s Iudskou "konsenzus" sekvenciou, s vylicenim domén,konétantnYch
oblasti a CDR oblasti. Uroven homolégie medzi ludskymi a opicéimi
sekvenciami pre danu rodinu je tak vysokd ako medzi Judskymi
sekvenciami v ramci tejto rodiny. Preto je nemoZné rozliSenie
medzi variabilnymi oblastami imunoglobulinovych sekvencii
pochadzajucich z opic Starého sveta a pochadzajucich z &loveka
len na zaklade samotného porovnania sekvencii.

Izolacia RNA

Opic¢ie antigén-Specifické B- bunky boli ziskané niekolkymi
spésobmi: Fuziou buniek lymfatickych wuzlin imunizovanych opic
k partnerskym bunkam mySacich/Iudskych heteromyeldémov 1linie
KS5H6/BS a naslednym vyberom [screening] hybridémovych linii,
pomocou virusovej transformacie B~ buniek lebo technikou in vitro
klénovania jednotlivych B-buniek. V poslednom pripade bol rast
jednotlivych opic¢ich B-buniek podporovany In vitro ko-kultivaciou

s Yudskymi T~ bunkami, ktoré boli stimulované protilatkou.



Jednotlivé B~ bunky sa davali do jamiek 96-jamkovej
platni¢ky na tkanove kultury, kazda spolu so 150 000
anti-CD3-stimulovanych,. mytomycinom C opracovanych ludskych

T-buniek. Po dvojtyZdnovom inkubaénom obdobi jednotlivé B-bunky
expandovali na najmenej 200 diferencovanych plazmatickych buniek.
V supernatante kultur z tychto jamiek sa zistovala pritomnost
imunoglobulinov technikou ELISA s pouiitim zachycovacej [capture]
protilatky, kozieho proti-opic¢ieho imunoglobulinu.

Bunky bud z antigén Specifickych virusom transformovanych
buniek alebo hybridémov sa nechali rast do poétu postadujiceho
na extrakciu RNA. Jamky z techniky in vitro klénovania
jednotlivych B-buniek, ktoré boli pozitivne na imunoglobuliny
boli prenesené [removed], dvakrdat premyté studenym, fosfatom
pufrovanym solnym roztokom pH 7.5 a centrifugované (1000 x g
10 min). Premyté bunky boli suspendované v 100 ul lyzaéného
roztoku (4 M guanidinium izotiokyanat, 25 mM citrdt sodny pH 7.0,
0.5% natrium sarkozin, 0.1 M 2-merkaptoetanol). Pridalo se 10 ul
2 M octanu sodného, pH 4.0 a premiesalo. Bielkovina sa odstrénila
pridanim 100 pl vodu syteného fenolu, miesanim a pridanim 20 pl
chloroform/izoamylalkoholu (49:1). Po vortexovani a inkubacii
na lade 15 min boli vzorky centrifugované 10 000 X g 20 minut.
Vodna faza bola prenesend do novej skumavky, zmie$and s rovnakym
objemom izopropanolu a inkubovand 1 hod pri -20°C. Precipitat bol
ziskany centrifugdciou 10 000 x g 15 minit, premyty 70% etanolom,
recentrifugovany a peleta bola vysuSend v pristroji Speedivac
(Savant). VysuSend RNA bola znovu rozpustena druhy raz v 100 pl
lyzaénéeho pufru. Bol pridaﬁy rovnaky objem izopropanolu
a inkubované 1 hod pri -20°C. Precipitat bol ziskany
centrifugaciou 10 000 x g 15 minut a premyty 70% etanolom. Peleta
bola vysuSena v pristroji Speedivac (Savant) a uschovavana do
pouzitia pri -20°C v 70% etanole.
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Synteza jednovlaknovej cDNA

Celkova RNA extrahovana =z buniek pochadzajucich z jednej
jamky bola rozpustena v 32 ul redestilovanej vody ku ktorym sa
prida 1 pl (S0 - 100 pikomélov) primeru (bud nahodného hexaméru,
oligo dT alebo 3' imunoglobulin-specifického primeru) a 10 ul 5X
pufru pre reverznu transkriptazu (0.25 M Tris-HCl pH 8.3,
0.375 M KC1, 15 mM MgCl,, 50 mM ditiotreitol). Zmes bola zahriata
na 65°C po 5 minit a potom dana 'do ladu na 2 mintaty. Pridalo sa
5 pl dezoxynukleotid trifosfatov a 1 pl (200 jednotiek) reverznej
transkriptdzy z Moloney-ho virusﬁ mySacej leukémie (BRL) a zmes
bola inkubovand pri 1.5 hodiny pri 37°c. Po dobehnuti
reverzno-transkriptazovej reakcie sa zmes jednovlaknovej
cDNA/RNA extrahovala fenol/chloroformom a prehnala cez
centrifugac¢nu (spin] kolénku 1 ml G-25 SEPHADEXu. Material, ktory
presiel cez kolénku sa pouzil ako templat ss cDNA na PCR
amplifikdaciu.

Amplifikdcia ss cDNA
3-10 pl ss cDNA sa zmieSalo s 10 pl 10X PCR pufru

(500 mM KCl1, 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM  MgCl,)
1.6 ul 1.25 mM dezoxynukleotid trifosfatov, 50 pikomdélov
Specifického imunuglobulinového 5 primeru, 50 pikomélov
Specifického imunuglobulinového 3' primeru a 2 - S jednotkami

termostabilnej DNA polymerdzy (Synthetic Genetics). ReakEény objem
bol wupraveny na 100 pl vodu a prevrstveny 100 pl minerdlneho
oleja. Reakénd =zmes bola inkubovand pri nasledujuicich teplotéch
po uvedeny cas.

94°C 1 mindtu

48°C 2 minuty

72°C 2 minuty
Tento cyklus bol opakovany 30-35 &hf} . Amplifikované produkty
boli prezerané pomocou elektroforézy v agardzovom gele s pouZitim

1.2% agardzového gelu a sStandartov molekulovej vahy. Produkty PCR
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amplifikovanych variabilnych oblasti imunoglobulinovych génov sa
pohybovali priblizne medzi 350-500 bp Standartmi. PCR
amplifikované produkty sa potom pouzili na kldénovanie do vhodnych

plazmidovych vektrorov.

Priklad 2: Kldénovanie opi¢ich protilatkovych génov

KedZe sekvencie variabilnych oblasti opi¢ich génov, na cDNA
urovni, su nerozoznatelné od Iludskych &lenov rovnocennej génovej
- rodiny, imunitné odpovede na opic¢ie/ludské chimérne protilatky,
ak budu vébec nejaké, sa nebudu pravdepodobne 1isit od odpovedi,
¢o sa mbrific/ proti molekulam ludskych protilatok.

PCR technolégia sa da vyuzit na zavedenie Specifickych
restrikénych enzymovych miest, vratane (ale bez obmedzenia) Sall,
BglI, KpnI a Nhel do sekvencil variabilnychoblasti opic Starého
sveta behom PCR amplifikacnej reakcie s pouzitim primerov
odvodenych od tych, ¢o si uvedené v Obr. 6. Existujuce kldénované
gény boli amplifikované z ich $pecifickych vektorov s pouzitim
tychto primerov na zavedenie $pecifického restrikéného miesta a
nasledne pouZité na kldénovanie do vektoru expresie. Alternativne
boli tieto primery pouZité na amplifikdciu priamo z bunecnej RNA.

Pouzité vektory expresie boli dvoch typov. Prvy (pozri
OBR. 3 a 4) umoéﬁuje; aby kloénovand cDNA variabilnych oblasti
imunoglobulinovych génov bola zavedena do kazetového vektoru,
s pouZitim unikatnych restrikénych miest, v ktorom su prvky
imunoglobulinového génu usporiadané v gendmovej konfiguracii.
Tento typ vektoru obsahuje imunoglobulinovy prométor, dva exény,
ktoré vytvaraju imunoglobulinovi vedicu sekvenciu, dve kldnovacie
miesta Spel a NheIl, poprudové [downstream)] zostrihové donorové
sekvencie, oblast imunoglobulinovej . zosilovacej sekvencie
(enhancer], konstantnu oblast ludského génu (tazkého lebo lahkého
retazca) a poprudovy polyadenylaény signdl. Navyse zahrﬁujd
bakteridlny -uc¢iatok replikacie, B-laktamdzovy gén na bakteridlnu

selekciu a neomycin fosfotransferazovy gén na G418 selekciudebo



xantin-guanin fosforibozyltransferazovy (gpt) gén na selekciu
s mykofenolovou Kkyselinou v cicavcich bunkdach. Vektory expresie
pre tazké a lahké retazce pouzivaju, v takomto poradi, neomycin
fosfotransferazovy gén (Neo) a xantin-guanin fosforibozyl-
transferazovy (Gpt) gén ako seleké¢né markery. ‘

Druhy typ systému expresie (pozri OBR. 5 a 6) pouZiva
imunoglobulinové gény v cDNA konfigurdcii. Teda: Medzi 5' vedicou
sekvenciou a 3' sekvenciou konstantnej oblasti nie si pritomné
Ziadne intrény lebo zostrihové miesta. Vektor tohoto typu vyuziva
heteroldégnu prométor/zosilovaciu sekvenciu, ovladajucu
imunoglobulinové gény tazkého a lahkého retazca usporiadané
tandémovym spdsobom, polyadenylaéni sekveciu a selekény marker
pre cicavéie bunky (Neo). Neo gén mdzZe byt pozmeneny k slabsej
transldcii, napr. 2zamenou kodénov povyse a Vv navaznosti
na Startovné miesto génu 2z ACC na TCT. Navyse je pritomny gén
dihydrofolat reduktazy (dhfr) na ndslednd amplifikdciu génov
metotrexatom. Opic¢ie imunoglobulinové gény variabilnych oblasti
na Kkldénovanie do vektorov expresie s cDNA konfiguraciou boli
amplifikovana bud 2z existujucich klénovanych génov
v prehadzovacom [shuttle] vektore lebo priamo 2z RNA s primermi
obsahujicimi bud restrikéné miesta Sall 1lebo Mlul a Nhel pre
tazky retazec alebo BglIIl a Kpnl lebo BsiWI pre kapa lebo lambda
lahky retazec. Iné potencidlne unikdtne restrikéné miesta vSak
nie su vylucené.

Chimérne imunoglobulinové gény tazkého a lahkého retazca su
zavedené osobitne 2lebo postupne (pre konstrukty s gendémovou
konfigurdciou) alebo do toho istého vektoru (pre konstrukty s cDNA
konfigurdciou) pomocou elektroporacie do prodhkénej bunecnej
linie. Elektropordcia bola pouZitd na zavedenie linearizovanych
DNA konstruktov do buniek bud vajeénikov ¢&inskeho §krecka
(Chinese hamster ovary, CHO) alebo mysacich myelémov
$ nasledovnym kldénovanim jednotlivych buniek transfektantov
do 96-jamkovej platni¢ky na tkanuamefkultdry. Elektroporacné
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podmienky pouzZivajice elektroporacné zariadenie BTX-100 (BT¥, San
Diego) a 1 ml jednoradzové plastikové kyvety davali optimalny
pocet transfektantov na dané mnoZstvo vektorovej DNA. CHO bunky
adaptované na rast v suspenzii v bezsérovom médiu (CHO-S SFM II
minus hypoxantin a tymidin, Gibco) boli pouzité s konstruktmi

obsahujuicimi virusové regulacne prvky.

Subklénovanie génov Ig variabilnych oblasti

Proddkty PCR reakcie sa extrahovali fenol/chloroformom
a prehnali cez centrifugaénu (spin] koldnku 1 ml G-25 SEPHADEXu.
Ak mal byt DNA fragment zaklénovany do plasmidu tupymi koncami,
pridalo sa 1 ul 1 M MgCl,, 0.5 ml 1.25 mM dezoxynukleotid
trifosfatov a 1 pl Klenow DNA polymerdzy (5 jednotiek) k celej
PCR reakénej zmesi a inkubovalo sa 15 minut pri 37°C na zaplnenie
véetkych 5' preénievajucich koncov. Pred klénovanim tupych koncov
do plazmidu boli 5' konce fosforylované ako nasleduje:
5 pl 10 mM ATP a 1 pl T4 polynukleotid kindzy (10 jednotiek) bolo
pridanych do celkovej reakénej zmesi a inkubovanych 30 minuit
pri 37°C. Amplifikované fragmenty, ktoré obsahovali vnutorné
restrikéné miesta boli najprv Stepené prislusnym restrikénym
enzymom a pouZité priamo na ligaciu bez fosforylacie. V obidvoch
pripadoch bol fragment, ¢o sa mal klénovat, extrahovany
fenol/chloroformom pred ligdciou do prislusného vektoru.

Na ligaéni reakciu bolo zmiesanych 10 % fosforylovaného lebo
restrikénym enzymom Stepeného PCR amplifikovaného fragmentu
s pribliZne 2 ng prislus$ného vektoru (celkovy objem 8 nl) predom
digerovaného restrikénym  enzymom (enzymmi). Na kldnovanie
s tupymi koncami sa pouzil pBluescrip digerovany EcoRV.
Na klénovanie s lepivymi koncami sa pouzili vektory TCAE 5.2 lebo
6.0 lebo pGenex-H lebo pGenexL sStepené prislusnymi restrikén?mi
enzymami. Pridalo sa 1 pul 10X ligac¢ného pufru (500 mM Tris-HCl
pH 7.6, 100 mM MgClz, 10 mM ATP, 10 mM ditio- treitol), 1 pl T4
DNA ligazy (1 jednotka) a reakcia sa nechala prebiehat pri 14°c



cez noc. Ligovany materidl sa pouzil na transformaciu
kompetentnych buniek E. coli HB 101 s pouzitim Standar:nej
kalciumchloridovej metody transformacie. Transformované baktérie
sa selektovali rastom na LB, ampicilin obsahujucich agarovych
platniach. Individualne koldnie boli vybrané a rozrastené cez noc
v LB médiu obsahujucom ampicilin a plazmidova DNA  bola
extrahovand s pouzitim Standartnej metody s alkalickou lyzou. Po
restrikcénej analyze na stanovenie kldénov obsahujucich

imunoglobulinové inzerty sa pripravila DNA na sekvenovanie

Sekvenovanie klénovanych génov

Kldénované variabilné oblasti imunoglobulinovych génov boli
sekvenované s pouzitim $Standarinej metddy termindcie retazca.
Dvojvlaknova plazmidovd DNA. obsahujuca kldénovany inzert bola
pouzita ako sekvenaény templat. Pred sekvenovanim bola
dvojvlaknova DNA chemicky denaturovand. DNA bola sekvenovana
s pouZitim T7 DNA polymerazy SEQUENASE (United States Biochemical
Corporation, Cleveland, OH), radiocaktivne znac¢end dezoxyATP a s
nasledujucimi sekvenaénymi primermi: (5' CAGAGCTGGGTACGTCCTCA 3')
a (5' GCCCCCAGAGGTGCTCTTGG 3') pre variabilnid oblast G imuno-
globulinového tazkého retazca v orientaciach 5' ku 3' resp. 3' ku
5'; (5' CAGAGCTGGGTACGTGAACC 3') a (5' GGCTTGAAGCTCCTCAGAGG 3')
pre variabilni oblast imunoglobulinového lambda lahkého retazca
v orientaciach 5' ku 3' resp. 3' ku 5'. Reakéné produkty boli
separované na 6%-nych polyakrylamidovych géloch a ¢&itané.

Vysledky sekvenovania radu imunoglobulinovych génov opic
Starého sveta pre variabilné oblasti tazkych a lahkych retazcov
su zhrnuté v OBR. 9A - 9H. Klénovanie a sekvenovanie
imunoglobulinovych . génov opice rodu cynomolgus nebolo predtym
v literatire popisané. Preto sa ani neda definovat stupen
homoldgie medzi V oblastou génov &loveka a cynomolga. Homolégia

medzi jednym Simpanzim variabilnym lambda génom a jeho Iludskym



- 24 -

gendémovym naprotivkom bola popisana a ukdzala len 2 % rozdielov

v oblastiach zakladnej struktury (framework].

Transfekcia a selekcia

Kldénované geény variabilnych oblasti tazkych a Ilahkych
retazcov boli po sekvenovani subklénované do prislusnych vektorov
na expresiu. Tymito mbézu byt vekt ory konstruované
s imunoglobulinovymi regulaénymi prvkami v gendmovej konfiéurécii
{ako su ukdzané v OBR. 3 a 4) lebo s virusovymi regulacnymi
prvkami v cDNA konfiguracii (ako su wukédzané v OBR. 5 a 6).
Prislusné restrikéné miesta (Spel a Nhel) méiu byt navrhnuté
v PCR amplifikaénych priméroch behom inicidlneho amplifikaéného
kroku alebo sa naopak daju pouzit amplifikacéné priméry obsahujice
restrikéné miesta pri amplifikdcii imunoglobulinovych génov
z prehadzovacich [shuttle] wvektorov do ktorych boli zakldnované.
Alternativne méZu byt imunoglobulinové gény variabilnych oblasti
priamo kldénované do vektorov expresie po amplifikdcii z RNA takie
subklénovanie nie je potrebné.

Elektroporacia
Elektroporacia sa pouzivala bud na kotransfekciu

tazkoretazcovych a lahkoretazcovych genémovych konstruktov alebo
na postupni transfekciu taZkoretazcovych a lahkoretazcovych
gendémovych konstruktov do buniek Sp2/0. Pri postupnych
transfekciach bola elektropordcia chimérneho lahkoretazcového
konstruktu nasledovana selekciou v mykofenolovej Kkyseline.
Testovanie supernantantov bunecnej kultiry z kldénov rozrastanych
v 96-jamkovej platnicke na produkciu lahkého retazca antisérom
proti ludskej konstantnej oblasti lahkého retazca pomocou
techniky ELISA «moZnovalo vyber klénov s najvyssou éxpresiou
lahkého retazca. Ndsledujuca elektroporacia lahkoretazcovych
transfektantov vektorom obsahujucim opi¢i/ludsky chimérny

imunoglobulinovy konstrukt taZkého retazca umoznovala vyber
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transfektomov exprimujucich chimérnu protilatku Ziadanej
Specifity a izotypu.

Konstrukt lahkého retazca pGENEX-L (OBR. 3 a 4) bol
transfekovany do mysSacej myeldémovej bunecnej linie Sp2/0
elektroporaciou ako nasleduje: Bunky SP2/0 v koncentracii
1 x 10’/ml v transfekénom pufre (272 mM sachardéza, 7 mM fosfat
sodny pH 7.4, 1 mM MgCl,) boli zmiesané s 50 pg PGENEX-L
obsahujucim prislusny klénovany gén lahkého retazca, ktory bol
predom linearizovany digesciou restrikénym enzymom PvuIl. Bunky
boli dané do 1 ml jednorazovej plastikovej spektrofotometrovej
kyvety a do kyvety boli =zavedené ploché elektrédy vzdialené
3.5 mm. S pozitim transfekéného apardatu BTX-100 (BTX, Inc.) bunky
dostali puls pridu po 500 mikrosekuind taky, Ze doslo k usmrteniu
priblizne 50 % buniek. Tato hodnota bola stanovena pred
transfekciou pulzovanim buniek, bez pritomnosti DNA, zvySovanym
napatim a meranim poétu buniek preZivajuicich po 24 hodinach
neskér. Napatie proti viabilite buniek bole graficky vynesené
a napatie zodpovedajuce 50 % usmrtenia buniek sa pouzivalo vo
vSetkych nasledujucich elektroporaénych pokusoch. Pri pouZiti

apardtu BTX-100 bolo =ziskns .., Ze optimdlnu hodnotu ma pulz
s amplitidou 200 poc¢as 500 mikrosekund. Bunky boli po pulzovani
ponechané vspamatat sa [recover) na lade 15 minut predtym ako sa
preniesli do 96-jamkovej platniéky na tkanwvorve kultury do
Dulbeccovho modifikovaného Eaglovho média (DMEM) obsahujuceho
5% fetdlne telacie sérum a 10% Sp2/0 upravené [conditioned]
médium. Bunky boli nanesené [plated] v koncentracii, pri ktorej
bol buneény rast pozorovany v pribliZne jednej z troch jamiek po

selekcii prislusnou zluéeninou. Tento parameter bol stanoveny pre

kazdy elektroporacny pokus nanasanim rézneho poctu
elektroporovanych buniek na jamku (1000 - 10 000) a selekciou na
bunky, ktore inkorporovali plazmid. Poc¢et Jjamiek, Kktoré

vykazovali buneény rast bol na kazdej platnicke pocéitany po 2
- 3 tyzdnoch selekcie. Takto bol vhodny pocet buniek, ktoré
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davali jednu pozitivnu Jjamku 2z troch pri danej koncentracii
konkrétneho plazmidu, stanoveny pre pouzitie v buduicich pokusoch.

Priamo po elektroporacii boli bunky dané. do meédia bez
selektujicej zluéeniny [drug]. Cerstvé médium obsahujice bud G418
alebo mykofenolovu kyselinu pre bunky vykazujuce neomycin
fosfotransferdzovi resp. guanozyl fosfotransferazova aktivitu
bolo pridané dva dni po elektroporacii. Bunkdm bolo vymienané
médium kazdé dva dni behom prvého tyZdna -a potom dva razy za
tyzden. Koncentracia zlucéeniny pouZitej na selekciu bola
stanovena inkubaciou buniek v . pritomnosti jej zvysSovanej
koncentracie a sledovanim viability buniek. PouZitd koncentréacia
bola dva razy vys$sia ako ta, ¢o davala 100 % usmrtenia buniek.
Pre Sp2/0 bolo pribliZne treba 1 ug mykofenolovej kyseliny/ml a
pre G418 800 png/ml. . 4

Bunky boli elektroporované na niekolko spdésobov: Bud
boli ko-elektroporované tazkoretazcovymi a lahkoretazcovymi
gendémovymi vektormi (pGenex-H a pGenex-L) alebo boli
elektroporované lahkoretazcovymi samotnymi. V druhom pripade boli
klény vyberané [screened] podla vysokej expresie chimérneho
imunoglobulinového lahkého retazca s pouzitim techniky ELISA.
Tieto klény bolin rozrastené a elektroporované vektorom
obsahujicim tazky retazec. Ak sa pouzili cDNA tandémové génové
konstrukty, vektor expresie (TCAES5.2 lebo TCAE6) bol napred
linearizovany digesciou s restrikénym enzymom NotI. Jedina
elektropordacia dostacovala na dosiahnutie integracie obidvoch
génov, pre tazky aj pre lahky retazec. Po 2 - 3 tyzdhioch
boli supernatanty z jamiek, v ktorych pokrac¢oval rast
s prislusnou selektujuicou zlu¢eninou skusané [assayed] na
sekréciu chimérnych imunoglobulinovych lahkych retazcov lebo
celych imunoglobulinov S pouzitim techniky ELISA.
Imunoglobulinové gény v cDNA konfigurdcii boli elektroporované
bud do Sp2/0 buniek.lebo do buniek vajeénikov <¢inskeho Skrecka

(CHO) adaptovanych na rast v suspenzii v bezsérovom médiu. CHO



bunky boli elektroporované s pouzitim elektroporaéného aparatu
BTX 600 nastaveneho na podmienky pre dosiahnutie maximalneho
poctu G418 rezistentnych kolénii. Boli nimi 210 voltov, 400 pF
a 13 ohmov. Po elektroporacii boli bunky pocéitané, premyté
transfek¢énym pufrom, resuspendované v tom istom pufre a dané na
lad na 15 mindit. Bunky boli nastavené na 1 x 10”7 zivych
buniek/ml a 400 ul bunec¢nej suspenzie bolo danych do 0.4 ml
sterilnej jednorazovej Kkyvety (BTX 1Inc.). 25 ul Not 1
linearizovaného DNA TCAE 5.2 1lebo TCAE 6 vektoru, obsahujiceho
klénované gény variabilnej oblasti imunoglobulinov makaka bolo
resuspendovanych v TE pufre (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) na
1 ug/ml a pridanych k bunecnej suspenzii. Elektroporacia sa
vykonala vybitim . apardtu s pouzZitim tlac¢itka na automaticke
nabitie a pulz. Kyveta sa dala na lad na 15 minut a bunky boli
zriedené do 120 ml bezséroveého média a dané do Siestich
96-jamkovych dostidiek (200 pl na jamku, obsahujucich priblizne
6 667 buniek lebo 3 333 Zivych buniek na jamku). Nezdvisle
elektropora¢né parametre boli stanovené pre tiuto buneéni liniu
a selekcia G418 prebiehala pri 400 pg/ml.

Vyhladdvanie produkcie protilatok »

Pritomnost ludskych, opi¢ich 1lebo <chimérnych protilatok
secernovanych transfektantmi bola zistovand technikou ELISA ako
nasleduje: 96-jamkové platniéky s plochym dnom (Dynatech) boli
pokryté  [coated] kozim anti-ludskym IgG lebo kapa pri
200 ng/jamku v pokryvacom pufre (uhli¢itan sodny 0.8 mg/mi,
kysely uhli¢itan sodny 1.55 mg/ml, pH 9.6) a inkubované najmenej
16 hodin pri 4°C. Pokryvaci pufer bol odstraneny a jamky
blokované 120 pl blokovacieho pufru (1% bovinny sérumalbumin.
vo fosfdtom pufrovanom solnom roztoku obsahujucom 0.2% azid
sodny) a inkubované 1 hod pri 37°9C. Supernatant buneénej kultury
v mnozistve az 125 pl bol pridany do jamiek obsahujuicich blokovaci
pufor a platnicka bola inkubovanad 2 hod pri 37°9C. Platniéky boli
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potom pat razy prenmyte PBé. Pridalo sa 100 rl kozieho
anti-ludského IgG (lebo kapa) znaceného chrenovou peroxidazou,
riedeného 1:1000 - 1:5000 ‘v zriedovacom pufre (1% bovinny
sérumalbumin, 0.05% Tween-20, 0.02% azid sodny v PBS). Platnicky
boli inkubované 1 hod pri 37°C a potom pat razy premyté PBS.
Chimérna protildtka bola detegovana so 100 pl peroxidu vodiku
a substratu, 3, 3', 5, 5'-tetrametylbenzidinu (1:1 v/v) na jamku.
Farebna reakcia bola zastavéné po 2 az 5 min so 100 ul
2 M . kyseliny sirovej na jamku.

Ti, ¢&o maju beZné znalosti v obore mdzu lahko vykonat
metodolégie rovnocenné tym, &o su vyssie popisané. Priklady
takejto technoldgie zahrnuju imortalizaciu selektovanych
B-buniek hybridomovou fuziou, ako Jje popisané vyssie, s bunecnou
liniou KSH6/B5 popisanou Carrollom et al. 164 J. Experimental
Medicine 1566, 1986, lebo ekvivalentnou bunec¢nou 1liniou, ako je
SPAZ4 (dostupnou od Sandoz, pozri Ehrlich et al., 34 Clin. Chem.
1681, 1988). Podobné buneéné linie sa daju  lahko konstruovat
Standartnymi technikami verejne dostupnej metodolodgie.
Alternativne mézu byt imunoglobulinové gény klénované z:
(a) buniek imortalizovanych virdlnou transformdciou Herpes papio,
ako popisuje Markova et al., 30 Vopr. Virusol. 549, 1985, lebo
ekvivalentnym virusom, (b) klénovanim jednotlivych B-buniek na
poskytnutie tranzientnej imortalizdcie, ako popisuje Amaroso a
Lipske 145 J. Immunology 3155, 1990, lebo (c) s pouzitim
bakteriofagovych kniZnic rekombinantnych imunoglobulinov, ako
popisuje Huse et al., 246 Science 1275, 1989 a McCefferty et al.,
348 Nature 552, 1990. Vyber ([screening] kldénov obsahujucich

" prislusni protilatku sa d& vykonat technikami popisanymi vyssie,
lebo rovnocennymi technikami dobre znamymi tym, ¢o maju beine
znalosti v obore, a Ziadané imunoglobulinové gény sa dju ziskat
[rescued] z imortalizovanych buneénych linii. Navyse sa da opicia
protilatka produkovana izolovanymi opi&imi B-bunkami pouzivat pre

humannu terapiu, bez manipuldcie na vytvorenie chimérnej



protilatky.

Ludské konstantné oblasti sa daju ziskat sStandareénymi
technikami so vsSetkymi Ziadanymi izotypmi dobre znamymi tym, ¢o
maju be2né znalosti v obore, a variabilné oblasti opic¢ich
protilatok sa daju 1ligovat s  takouto ludskou konstantnou
oblastou. Osobitne uditoéné chimérne protildtky proti Specifickym
ludskym povrchovym buneénym receptorom, Kktoré sa daju pouzit pri
humannej imunoterapii, zahrnuju ¢D4, ICAM, CD19, <CD20, CDS8,
cDlla, CD1l1b, ¢CD28, CD18, CD45, CD71, a TCR. |

Priklad 3: Klénovanie a expresia opiéej/ludskej chimérnej

protilatky so Specifitou pre CD4

Nasleduje . je konkrétny priklad postupov a protildtok podla
vynalezu.

Vytvaranie linii opiéich imortalizovanych B-buniek

Dospela opica cynogolgus (White Sand New Mexico Primate
Center) bola imunizovand intramuskularne, na viac miestach,
so 150-300 ug rozpustného CD4 (sCD4) 1lebo buneénymi mebranami
(1 x 108 buniek) z CD4-pozitivnej buneé¢nej linie supTl s pouzitim
Standartného adjuvans. Imunizacia bola opakovana kazde
2-3 tyZdne, celkovo 6 razy. Opica dostala zosilovaciu davku [was
boosted] 1inekciou 100 ug sCD4 do inguindlnej oblasti jednoho
stehna a .po jednom tyZdni bola chirurgicky odobrana lymfaticka
uzlina toho istého stehna. Lymfocyty sa ziskali 2z lymfatickej
uzliny rozrezanim [slicing] tkdne a premytim sterilnym DMEM
médiom. Bunec¢nd suspenzia bola prefiltrovand cez nylonovi gazu a

centrifugovana pri 1000 x g po 10 minut.

PribliZ2ne 1 x 108 lymfocytov bolo suspendovanych v Tris -
améniumchloridovom pufre (16 mM, pH 7.5) a zohriatych na 37°C,
aby sa 1lyzovali erytrocyty. Lymfocyty sa «icentrifugovali a
resuspendovali v L-leucin metylestere (LME) a inkubovali pri 37°C

45 minit. LME-opracované bunky sa filtrovali cez nylonovu sietku
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a centrifugovali. Pridal sa 1 ml fetalneho telacieho séra, bunky
sa suspendovali a premyvali dva razy bezsérovym RPMI. Bunky sa
spocitali a dali do jedinej 50 ml konickej centrifugaénej
skumavky spolu s rovnakym poctom K6H6/B5 heteromyeldmovych
buniek, predom premytych dva razy bezsérovym médiom. Bunky boli
jemne suspendované v 1 ml 50% PEG (polyetylénglykol) pridaného
pomaly s Jjemnym miesSanim (stirring] behom 1 mindty. Bunky boli
potom resuspendované pridanim 20 ml bezsérového média behom
5 minit s Jjemnym miesSanim (mixing] aby sa vyriedil PEG. Po
dvojnasobnom premyti bezsérovym médiom boli bunky resuspendované
na koncentriciu 5 x 10° buniek / 0.1 ml v RPMI médiu obsahujucom
20% fetdlne telacie sérum a gentamycin a dané do 96-jamkovych
platni¢iek na tkanové kultiry, 0.1 ml na jamku. Do kaZdej jamky
sa pridal rovnaky objem (0.1 ml) HAT média a bunky boli_ ponechané

rast pred testovanim [screening] 14-17 dni.

Testovanie fuzovanych buneénych hybridov na produkciu anti-CD4

Test na uréenie anti-CD4 Specifity bol ako nasledujic/ ELISA
platniéky boli pokryté rekombinantnym sCD4 pri koncentracii
100 ng na jamku a blokované 1% bovinnym sérumalbuminom v PBS.
50 pl alikvét hybridomdvého supernatantu sa odobral z kaidej
jamky a nechal inkubovat s platnou pokrytou sCD4 60 minut. Vazba
sa detegovala pomocou inkubacie s 125I-znac‘:enfrm kozim
proti-Judskym lebo kozim proti-opiéim IgG po 60 minut. Po
stvorndsobnom premyti destilovanou vodou sa jamky merali v gama
po¢itac¢i. Pozitivne jamky sa duplicitne znovu testovali a
hybridémové bunky =z tychto jamiek sa subkldnavali tri razy, raz
pri 5 bunkdch na jamku a dva razy pri 1 bunke na jamku. V tomto
§tadiu boli anti-CD4 pozitivy testované na schopnost viazat
buneény povrchovy CDh4. Toto sa vykonalo 1inhibiciou vazby
my$acieho anti-CD4 monoklonalu, =zvaného 1F3, Kk CD4 pozitivnej
buneé¢nej linii supTl. V strucnostigito robilo ko-inkubaciou

rézneho mnoZstva opic¢ej anti-CD4 a 10 ng 1251_znaceného 1F3



s 3 x 10° buniek na jamku v 96-jamkove) platnicke. Po inkubacii
po 1 hodinu pri izbovej teplote (asi 20-25°C) boli bunky
prenesené pomocou vakua na filtre zo ske nych vlakien.
Po extenzivnom premyvani PBS boli filtre merané v gama poéitaéi
na urcenie inhibicie vazby 1F3 k supTl bunkam opiéimi
hybridémovymi supernatantmi..

Bol vybrany kandidatny Kkloén, ktory produkoval protilatku,
ktorda vykazovala silnu inhibiciu proti 1F3. Klén, c¢o sme vybrali
bol izotypovany s pouzitim ludskych. izotypovacich reagentov a
urceny ako IgG2 s lambda lahkym retazcom. Tato buneéna linia bola
rozrastand do vaésich pocétov na klénovanie jej imunoglobulinovych
génov.

Klénovanie génov variabilnych oblasti taZkych a lahkvch retazcov

z_opiéich imortalizovanych B-buniek
Celkova RNA bola izolovand z 1 x 10’ opic¢ich imorta-

lizovanych B-buniek s pouzitim guanidinium izotiokyanatovej
metédy popisanej vysSsie. Jedna desatina celkovej RNA sa pouzila
na vytvorenie jednovlaknovej cDNA s pouzitim oligo-dT
oligonukleotidového primeru a reverznej transkriptdzy, tieZ ako
je popisané vyssSie. Jedna desatina 2z mnoZstva ss cDNA sa pouzila
na nastavenie PCR reakcie. Zo sSiestich PCR reakcii kazda
zahrnovala jeden zo Siestich oligonukleotidovych primerov
Specifickych pre 5' Vy rodinu, obsahujuici Sall restrikéné miesto
spolu s oligonukleotidom pre IgG 3' konstantnu oblast,
obsahujucim NheI miesto, ako je obidvoje ukdazané v Obrazku 7-1.
Podobne sa nechalo prebehnit pat PCR reakcii s pouzitim jednoho
z piatich oligonukleotidovych primerov pre 5' lambda veduicu
sekvenciu, obsahujuicich BglII miesto a primer pre IgG.3' lambda
konstantni oblast, obsahujici AvrII miesto. Podmienky reakcie
boli ako je popisané vyssie. Kazda PCR reakciu prebehla
v triplikatoch. Reakéné produkty kazdej amplifikdcie tazkého

a lahkého retazca boli analyzované na 1.2% agarézovych géloch.
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Primer VH4 tazkého retazca (SEKV. ID. C.: 13: 5' ACTAAGTC
GACATGAAACACCTGTGGTTCTT 3') a lambda primer (SEKV. ID. ¢.: 14:
5' ATCACAGATCTCTCACCATGACCTGCTCCCCTCTCCTCC 3') poskytovali silné
pruhy pri agarézovej gelovej elektroforéze. Produkty tychto
reakcii boli pouZité na kloénovanie do vektoru TCAE 6, ktory
obsahuje sekvencie ludského IgGl a ludskej lambda konstantnej
oblasti.

Klénovanie dvoch génov variabilnych oblasti do vektoru
expresie TCAE 6 sa vykonalo postupne. Napred boli taZkoretazcovy
. PCR produkt a vektor TCAE 6 digerované restrikénymi enzymami Sall
-a Nhel, extrahovavané fenol/chloroformom a prehnané cez
centrifugaé¢ni [spin] koldénku 1 ml G-25 SEPHADEXu. PCR produkty
boli ligované do rozstepeného vektoru cez noc pri 14°¢
v pritomnosti T4 DNA 1ligazy. PribliZne celkovo 500 ng DNA sa
ligovalo v objeme 10 pl pri moladrnom pomere inzert/vektor 10:1.
Ligovany material sa pouZzil na transformaciu XL-1 Blue-
kompetentnych bunike (Stratagene) a transformované bunky boli
nanesené na LB agarové platne obsahujice 50 pg / ml ampicilin.
Koldénie ampicilin-rezistentnych baktérii boli vzaté ([picked] a
rozrastené v 5 ml minikultirach. 2 kaZdej tejto kultury sa
DNA extrahovala Standardinym postupom alkalickej 1lyzy, Stepila
restrikénymi enzymami Sall a Nhel a produkty sa delili na 1.2%
agarézovom géle. Plazmidy s inzertmi priblizZne 450 bp sa pouzili
ako templaty na nasledné klénovanie variabilnych oblasti lahkého
retazca. Produkt lahkoretazcovej PCR reakcie ako aj plazmid
obsahujici tazkoretazcovy inzert Dboli digerované restrikénymi
enzymami BglII a AvrII a ligované dokopy. Plasmidové minikultury
boli testované so ébépenim BglII a AvrlIl. Digesty davajuce
inzert s pribliZne 400-450 bp sa poc¢itali za pozitivne. Plazmidy
obsahujice obidva inzerty, Sall / Nhel a BglII / AvrII, boli
narastané vo vac¢sich mnoZstvach na sekvenovanie DNA.

Vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 na tandémovu expresiu chimérnych
protildtok su odvodené 2z vektoru CLDN, ktory sam je derivatom
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vektoru RLDN1Ob (253 Science 77-79, 1991). RLDN1lOb je pritom
derivat vektoru expresie TND (7 DNA 651-661, 1988).

RLDN10b sa 1isi od vektoru TND nasledujucimi spdsobmi:
Transkripéna kazeta dihydrofolat reduktazy (DHFR) (promdétor, cDNA
a polyadenylaéna oblast) bola umiestnend medzi kazetu aktivatoru
tkdnového plazminogénu (kazetu t-PA expresie) a kazetu neomycin
fosfotransferdzy (NEO) tak, 2Ze vsetky ¢tri kazety su v tandéme
a v rovnakej transkripénej orientacii. NavysSe, prométor génu DHFR
v CLDN bol nahradeny mySacim beta globinovym hlavnym [major])
prométorom (3 Mol. Cell Biol. 1246-54, 1983) a t-PA <cDNA

nahradend polylinkerom. Vsetky tri eukaryotické transkripcné
kazety (expresia, DHFR, NEO) méZu byt separované z plazmidovej
DNA (derivatu pUC9) digesciou restrikénou endonukledzou NotI.

_CLDN sa 1lisi . od RLDN1Ob pretoZe Rous LTR pred polylinkerom
bol nahradeny zosilovaciou sekvenciou [enhancer] prométoru
ludského cytomegalovirusového okamZzitého vcasného [immediate
early] génu (41 Cell, 521, 1985). '

Vektory expresie TCAE 5.2 a TCAE 6 sa lisia od CLDN tak, Ze:

1) Obsahuju styri transkripéné kazety (miesto troch),
v tandémovom poradi:

(a) Konstantni oblast lahkého retazca  ludského
imunoglobulinu odvodeni z amplifikadcie cDNA polymerazovou
retazovou reakciou. V TCAE 5.2 je to kapa konstantnd oblast
lahkého retazca ludského imunoglobulinu (aminokyseliny 108-214
v Kabatovom ¢islovani, alotyp Km3) a v TCAE 6 lambda konstantna
oblast lahkého retazca JIudského imunoglobulinu (aminokyseliny
108-215 v Kabatovom ¢islovani, genotyp Oz minus, Mcg minus, Ke
minus alotyp) —

(b) Konstantni oblast = tazkého retazca  Iudského
imunoglobulinu; v obidvoch konstruktoch tazkého retazca Judského
imunoglobulinuje to bola gama 1 konstantnd oblast (aminokyseliny
114-478 Kabatovom c¢islovani alotyp Gmla, Gmlz), Kktora bola

odvodenad amplifikaciou cDNA pomocou polymerazovej retazovej



reakcie. .

(c) DHFR; obsahujucu vlastny eukaryoticky promotor
a polyadenylaénu oblast.

(d) NEO; tiez obsahujuicu vlastny eukaryoticky promdétor
a polyadenylaénu oblast. |

3) Kazety lahkého a tazkého retazca ludskych imunoglobulinov
obsahuju syntetickeé signalne sekvencie : pre sekréciu
imunoglobulinovych retazcov. -

4) Kazety lahkého a tazkého retazca ludskych imunoglobulinov
obsahujui Specifické DNA spojky [linkers] ktoré umozfiuju inzerciu
variabilnych oblasti lahkého a tazkého reﬁazca lIudskych
imunoglobulinov so zachovanim translaéného c¢citacieho ramca a
nemenia aminokyseliny normalne nachadzané v imunoglobulinovych
retazcoch. Zavedgnie popisanych zmien viedlo ku konstrukcii
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“Vektorov TCAE 5.2 a TCAE 6. Klénovanie génov variabilnych oblasti
lahkého a tazkého retazca Judskych imunoglobulinov z anti-CD4
heterohybridémovej bune&nej 1linie E9.1 do TCAE 6 viedlo ku
konstruktu, ktory je ulozeny v ATCC. Konstrukt ktory bol ulozeny
obsahuje variabilnui oblast tazkého retazca imunoglobulinu opice
cynomolgus a variabilni oblast Yahkého retazca imunoglobulinu
opice cynomolgus, ktorych sekvencie si v Obrdzkoch 13 resp. 14,
klénované z anti-CD4 hybridémovje buneénej linie E9.1. Konstantna
oblast tazkého retazca je ludského pévodu, gama 1 izotypu a Gmla,
Gmlz alotypu. Konstantna oblast lambda lahkého retazca je tiez
ludského pévodu, 0z minus, mcg minus izotypu a Ke minus alotypu.
Imunoglobulinové gény su klénované do vektoru expresie TCAE 6,
ukdzaného v Obrazku 6, ktory, ked bol elektroporovany do cicavce)j
buneé¢nej linie CHO, produkoval opiéiu/ludski chimérnu anti-CD4
protilatku. Tu popisany DNA konsStrukt bol pouzity na
transformaciou bakteridlneho kmena XL-1 Blue, selektovany
antibiotikom ampicilinom a uloZeny ako suspenzia bakterialnych
buniek v sterilnom LB médiu obsahujicom 15 % glycerdlu.

Iny uZitoény systém expresie je taky, v ktorom je gén



kodujuci selekény marker pozmeneny na zvysovanie vytazku
rekombinantného systému kédujuceho Ziadanu sekvenciu. Napriklad
narusenie translac¢nej inicidcie dominantneho selekéného markeru
vedie ku zniZzeniu poc¢tu rezistentnych koldénii, ale kazda
individualna koldnia exprimuje vyznacne vyssie hladiny
pripojeného [colinked] génového produktu ako v nenarusenom
vektore. Napriklad translacna iniciacia je prvym Kkrokom
v proteosyntéze. Miesto translacnej iniciacie neomycin
fosfotransferdzového génu (génu G418 rezistencie) bolo zmenené
z: Kozakovej konsenzu. (sekvencia ccAccATGG) na slabsie Kozakovej
miesto [a poor Kozak] (sekvencia ccTccATGC). Narusenie
translac¢nej inicidcie génu G418 rezistencie malo za nasledok:
1) vyznamné (patnasobné) znizZenie po¢tu G418 rezistentnych
kolénii ziskanych 'z rovnakého mnoZstva plazmidovej DNA
transfekovanej na bunku a 2) | vyznamné zvysSenie mnoistva
exprimovaného produktu pripojeného génu v kazdom kldéne. V klénoch
obsahujucich Kozakovej konsenzus 73 % testovanych koloénii
produkovalo menej ako 25 ng / ml, s len 3 % produkujucimi viac
ako 100 ng / ml. Pre Kklény s pozmenenym, slabsim Kozakovej
miestom 8 % testovanych koldénii produkovalo menej ako 25 ng / ml
v porovnani s 63 % koldénii produkujicich viac ako 100 ng / ml.
Konkrétne, s odkazom na Obr. 16 (kde TCAE 5.2 m& Kozakovej
konsenzus a TCAE 12 m& slabsie Kozakovej miesto), 258 koldnii
bolo odvodenych z dvoch elektropordcii 25 pg DNA, ktord obsahuje
neomycin fosfotransferdzovy gén z konsenzus (nezmenenym) miestom
Startu translacie. 201 z tychto kolénii (78 %) neexprimuje Ziadny
detegovatelny génovy produkt (t.j. < 25 ng / ml chimérneho
imunoglobulinu) a 1len 8 kolénii (3 %) exprimovalo viac ako
100 ng / ml. 98 koldénii bolo odvodenych zo Siestich
elektroporacii 25 wg DN3, ktora obsahuje  neomycin
fosfotransferdazovy gén z pozmenenym miestom $tartu translacie.
63 % tychto kolénii exprimovalo viac ako 100 ng / ml a len

8 % z tychto koldénii exprimovalo menej ako 25 ng / ml.
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Sekvenovanie DNA

Plasmidova DNA sa pripravovala zo 100 ml kultur. Bola dalej
Cistend zrazZanim (1 objem) zmesou 2.5 M chloridu sodného a 20%
polyetylénglykolu (6 objemov) na lade 15 minit. Po centrifugacii
10 000 x g 15 minut bola peleta premyta 70% etanolom,
recentrifugovand a vysusend Vv pristroji Speedivac (Savant).
Peleta bola resuspendovana v dejonizovanej vode na koncentraciu
150-250 pg / ml. Sekvenovanie sa vykonalo na 5 ug dvojvlaknovej
DNA’s pouZitim Sangerovej metddy. PouZili sa sekvenacné primery,
ktoré boli homoldégne Kk sekvenciam vektoru expresie nad a pod
inzertom bud Jlahkého alebo tazkého retazca. Inzerty boli
sekvenované v obidvoch smeroch, 5' ku 3' a 3' ku 5'. Dva klény
anti-cD4 lahkého retazca a dva klény anti-CD4 tazkého retazca,
kazdy generovany Vv osobitej PCR reakcii, boli sekvenované
paralelne, aby sa stanovilo, ¢i sa behom PCR reakcie zavadzaju
nejaké zmeny nukleotidov. Pre obidva vybrané Kkloény tazkého
retazca a pre obidva vybrané klény lahkého retazca sa zistila
identita po celej dlike, podvrdzujuca, Ze sa behom amplifikacéného
procesu nezavadzali Zziadne chyby. Sekvencia anti-CD4 tazkych a
lahkych retazcov je wukdzand v Obrazkoch 13 a 14 a Zozname

sekvencii, Cis.: 15 a 16.

Expresia opicej/ludskej chimérnej anti-CcD4

Vektor expresie TCAE 5.2 a TCAE 6 sa da pouZivat nielen na
stabilne integrovanu expresiu v buneénych 1liniach Sp2/0 a CHO,
ale, pretoze obsahuje SV40 poc¢iatok, mdZe tieZ byt exprimovany
tranzientne v buneénej 1linii COS. Expresia v COS bunkach sa
vykonala ako nasleduje: COS bunky boli oCkované jeden den pred
transfekciou tak, aby boli 50-70% konfluentné nasledujuci den.
Kultivaéné médium bolo odstrdnené a bunky premyté dva razy
transfekénym pufrom (Transfection Buffer, TB - 140 mM NacCl,
25 mM Tris, 5 mM KC1l, 0.5 mM Na,HPO,, 1 mM MgClz, 1 mM CaClz).
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30 ug cézium chloridom purifikovaného plézmidu TCAE 6
obsahujuiceho anti-CD4 opic¢ie/ludské chimérne tazké a lahké
imunoglobulinové retazce bolo zmiesanych s 3 ml DEAEvdextranu
na misku (1 mg/ml v TB). DNA sa nechala inkubovat S bunkami
1 hodinu pri 37°C. Roztok DNA bol odstraneny a nahradeny
3 ml 20% glycerolu na 1.5-2.5 minut, po ktorom sa bunky dvakrat
premyli TB. Bunky boli inkubované v 5 ml :cCerstvého média
obsahujiceho 100 uM chlérochin [chloroquine] 3—5 hodin pri 37°c,
po ktorom boli dvakrdt premyté médiom a inkubované s normalnym
DMEM 72 hodin. Supernatant (100 pl) transfekovanych COS buniek
bol v réznych riedeniach analyzovany na pritomnost protildtky
technikou zaloZenou na ELISA. Kozie protiludské lambda sa pouZili
na pokrytie 96-jamkovej testovacej platni¢ky a peroxidazou
znacené kozie protiludské 1IgG ako detek¢énd protilatka, pri
S$tandartnych ELISA podmienkach. S C€OS bunkami bola stanovena
produkcia medzi 10 a 40 ng / ml opiéej/Iudskej chimérnej
protilatky. Vacésie objemy supernatantu boli zakoncentrované
10 razy a pouZité v priamej védzbe RIA Kk CD4 pozitivnym supTl
bunkam. Rodicovska cela 'opiéia pfotilétka a irelevantny ludsky
imunoglobulin boli pouzZité ako pozitivne resp. negativne kontroly
(Obr. 11). Dalej: Opi¢ie anti-CD4 a opiéie/ludské chimérne
chimérne anti-CD4 boli pouzZité na inhibiciu vazby vysokoafinitnej
mySacej anti-CcD4 (1F3) protilatky (Obr. 12). Je vidno, :Ze
opi¢ia/ludska rekombinantna protilatka (ATCC No. )

sa nielen viaze k CD4 pozitivnym bunkdm ale Jje aj schopna
inhibovat vazbu 1F3 k CD4 pozitivnym bunkam v pribliZne rovnakych
koncentraciach ako plne opicia protildtka lebo samotnd 1F3.

Ndsleduj® - ‘je priklad postupov a protilatok podla vynalezu.

Priklad 4: Generovanie opicich protilatok proti Judskym

leukocytovym antigénom

Dospeld opica cynomolgus (White Sand New Mexico Primate

Center) bola imunizovana intramuskularne, na viac miestach,



s 5 x 108 celych CD54-pozitivnej ludskych leukocytov.
Alternativne boli pouzité SB bunky (ludska B lymfoidna linia) a
aktivované periferdlne ludské lymfocyty, aktivované preinkubaciou
so zmesou Phytolacca mitogénu (2.5 mg/ml), forbdl monoacetatu
(40 nM) a fytohemaglutininu so zahrnutim sStandartného adjuvans.
Imunizacia bola opakovana kazdé 2-3 tyzdne po obdobie ésmich
mesiacov. Séra =z imunizovanych zvierat boli testované v réznych
¢asoch inhibiciou vazby mysSacej protildtky, 84H10, o ktorej IJe
zname, 2é sa viaZe Kk ICAM-1l. Saturacné mnoZstvo 84H1l0 bolo
naviazané: k bunkdm vajeénikov ¢inskeho $§krec¢ka (CHO), predom
transfeko?an?ch vektorom expresie obsahujucim YIudskui CD54 c-DNA a
selektovanych na vysokli expresiu bune¢ného povrchového CD54,
spolu so 2zvysujucim sa riedenim opicieho séra. Inhibicia vazby
84H10 je ukazana v OBR. 15.

Iné mysSacie monoklondlne protildtky ktoré rozoznavaju iné
Iudské leukocytové antigény boli testované inhibiciou s pouzitim

opi¢ich sér ziskanych tou istou imunizaénou metdédou.

PouzZitie
Protilatky vytvorené spdsobom popisanym vyssie, -lebo
rovnocennymi technikami, sa daju purifikovat afinitnou

chromatografiou «lebo chromatografiou podla molekulovej velkosti
(size exclusion] na charakterizdciu vo funkénych biologickych
analyzach. Tieto analyzy zahrnuju stanovenia Specifity a vazobnej
afinity ako aj efektorovych funkcii spojenych s exprimovanym
izotypom, napr. ADCC lebo fixdciou komplementu. Takéto protildtky
méZu byt pouzité ako pasivne 1lebo aktivne terapeutické ¢&inidla -
proti radu Jludskych choréb, vratane B - bunkovych lymfémov,
infek¢nych chordb vratane AIDS, autoiminnych a zépanchh choréb
a transplantacii. Protildtky mé2Zu byt pouzité bud vo svojich
nativnych formdch alebo ako ¢ast komplexov protilatka/cheléat,
protilatka/lie¢ivo 1lebo protilatka/toxin. Naviac mézZu byt celé

protilatky lebo fragmenty protilatok (Fabz, Fab, Fv) pouzZité ako



zobrazovacie ¢inidla.lebo ako potencidlne vakciny <lebo imunogény
v aktivnej imunoterapii na generovanie anti-idiotypovych
odpovedi. ‘

MnoZstvo protilatky uzito¢né na preukazanie terapeutického
u¢inku sa dad stanovit s$Standarinymi technikami dobre znamymi tym,
c¢o maju bezZné znalosti v obore. Protilatky budui obecne
poskytované standarsnymi technikami vo farmaceuticky prijatelnom
pufre, a mbézu byt podavané akoukolvek Ziaducou cestou. Z doévodov
ucinnosti tu narokovanych protilatok a ich tolerovania ludmi je
moZné tieto protilatky podavat opakovane, aby sa bojovalo
s réznymi chorobami lebo chorobnymi stavmi v ¢clovekovi.

Anti-CD4 rekombinantné protildtky (lebo ich fragmenty) podla
vynadlezu su tieZz wuzZitoéné na navodenie imunosupresie, t.j.
navodenie supresie ludského lebo zvieracieho imunitného systému.
Tento vynalez sa preto tyka spoésobu profylaktického alebo
terapeutického navodenia imunosupresie v <¢lovekovi 2lebo inom
Zivoc¢ichovi, u ktorého 3je to potrebné, podavanim ué&inného,
netoxického mnoZstva takejto protildtky podla vyndlezu takémuto
¢lovekovialebo inému Zivocéichovi.

Schopnost ldtok podla tohoto  vynalezu vyvolavat
imunosupresiu'sa da ukdzat v Standartnych testoch pouZivanych pre
tento u¢el, napriklad zmesnym lymfocytovym. reakénym testom lebo
testom merajucim inhibiciu proliferdacie T-buniek meranui spotrebou
(uptake] tymidinu. |

Skutoénost, 2Ze protilatky podla vyndlezu majui pouzitie
vo vyvolani imunosupresie znamend, Ze moézZu byt uzZitoéné pri
lieceni 1lebo prevencii odporu ku - zlebo odmientutia trans-
plantovanych organov alebo tkani (napr. obliéiek, srdca pluc,
kostnej drene, kozZe, nechtov, atd.); 1lieceni alebo prevencii
autoimunnych, zﬁpanvych, proliferaénYch‘ a hyperproliferacnych
ochoreni, a koZnych prejavov imunologicky medikovanych chordb
(ako napr. reumatoidna artritida, lupus erythematosus, systémovy

lupus erythematosus, Hashimotova thyroitida, skleréza multiplex,



myasthenia gravis, diabetes typu 1, uveitis, nefroticky syndrom,
atopické dermatitidy, kontaktnée dermatitidy a 1iné ekzémové
dermatitidy, seborrheické‘dermatitidy, Lichen planus, Pemplugus,
bulézny pemphigus, Epidermolysis bullosa, urticaria, angioedémy,
vaskulitidy,. erytemy, kozna eozinofiiiéza, Alopecia areata,
atd.); liecCenie reverzibilnych obstrukénych dychacich ochoreni,
¢revnych zapalov a alergii (napr. Coeliacova choroba, proctitis,
eosinophilia gastroentritis, mastocytdza, Crohnoya choroba a
ulcerativna kolitida) a alimentdarnych alergii (napr. migréna,
rhinitis a ekzémy). : i

Kdo je zbehly v obore bude schopﬁy, rutinnym
experimentovanim, stanovit, ¢&o Jje uéinné, netoxické mnoiZstvo
protilatky na uc¢el navodenia imunosupresie. Obecne vsak Gc¢inné
davkovanie bude v rozmedzi asi 0.05 aZz 100 miligramov na kilogram
telesnej vahy na den.

Protilatky (lebo ich fragmenty) podla vynadlezu by mali byt
uzitoéné aj na liec¢bu nadorov v cicavcoch. Konkrétnejsie: Mali by
byt uzitoéné na zmensenie velkosti nédoru, inhibiciu rastu nadoru
lebo predlZenie ¢asu prezitia zivoéicha s nadorom. Takto sa tento
vynalez tyka spdsobov lieé¢by nadorov v ¢lovekovi lebo inom
Zivoc¢ichovi podadvanim uc¢inného, netoxického mnoZstva protilatky
takémuto cloveku 1lebo zvieratu. Kdo je zbehly v obore bude
schopny, rutinnym experimentovanim, stanovit, ¢&o je Géinné,
netoxické mnoZstvo protilatky na ucel 1lieéby karcinogénnych
nadorov. Obecne sa vsak Uéinné davkovanie oéakava v rozmedzi asi
0.05 az 100 miligramov na kilogram telesnej vahy na den.

Protilatky podla vynidlezu mbézu byt podavané &élovekovi lebo
inému Zivocéichovi v sulade so skoér spominanymi spbésobmi liecby
v mnozstve postadujuicom vykazat taky uc¢inok do terapeutického
lebo profylaktického stupha. Takéto protilatky podla vyndlezu
méZu byt podadvané takémuto clovekovi lebo inému Zivoéichovi
v konvencnej davkovacej forme, spojenim protildtky podla vynalezu

s konvenénym farmaceuticky prijatelnym nosidom podla znamych
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technik. Kdo'je zbehly v obore rozpozna, 2ze forma a charakter
farmaceuticky prijatelného nosica .'lebo riedidla je diktovana
mnozstvom aktivnej ingrediencie, s ktorou sa ma spojbvat,'cestou
podavania a inymi dobre znamymi variabilnymi velic¢inami.

Cesta podavania protilatky ¢lebo jej fragmentu) podla
vyndlezu méZe byt ordlna, parenterdalna, inhalaéna lebo miestna.
Vyraz ‘'perenterdalny" ako je tu pouZivany znamend vnutrozilové,
vndtrosvalovéé podkozZné, rektalne, vagindlne a intraperitonedlne
podavanie. Obecne sa preferuju podkozné a vnutrosvalové formy
parentralneho podavania. \

Denny reZim parentralnych 1lebo ordalnych davok na pouZitie
latok podla vyndlezu na profylaktické lebo terapeutické navodenie
imunosupresie, -lebo na terapeutické pdsobenie na karcinogénne
nadory bude obecne v rozmedzi asi '0.05 az 100, ale s vyhodou asi
0.5 az 10 miligramov na kilogram telesnej vahy na den.

Protilatka podla vynidlezu mbéZe byt podavand inhalacne.
"Inhalaciou" sa rozumie intranasdlne <~lebo oralne inhalacné
podavanie. Vhodné davkovacie formy pre takéto podavanie, ako su
aerosdlové pripravky lebo inhaldtory s odmeranou ddvkou, sa daju
pripravovat konvenénymi technikami. Vyhodné davkové mnozZstvo
latok podla vynalezu pre pouZivanie bude obecne vnitri rozmedzia
asi 10 aZz 100 miligramov.

Protilatka podla vynalezu méZe byt poddvand aj miestne.
Miestnym podavanim sa mysli nesystémové podavanie a zahrnuje
aplikaciu protilatky (lebo jej fragmentu), latky podla vynalezu,
externe na epidernis, do dutiny, .lebo nakapanim takejto
protildtky do ucha, oka a nosu, a kde neddjde k vyznamnému vstupu
do Kkrvného riec¢ista. Systémovym podavanim sa mysli oralne,
vnutroZilove, intraperitonealne a vnutrosvalové podavanie.
MnozZstvo protildtky potrebné na terapeutické .lebo profylaktické
ucinky sa bude samozrejme menit s vybranou protilatkou a povahou
a zavaznostou stavu, ktory sa ma lie¢it a bude nakoniec na volnom

rozhodnuti lekdra. Vhodnd miestna ddvka protildtky podla vynalezu
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bude obecne vnitri rozmedzia asi 1 az 100 miligramov na kilogram

telesnej vahy denne.

PriQravky
Aj ked Jje mozné protilatku lebo jej fragment podavat
samotné, vyhodné je prezentovat 3ju ako farmakologicky pripravok.

Aktivna zloika mbé2e predstavovat, pre miestne podavanie, od

X

0.001 % do 10 % (vaha/vaha), napr. od 1 % do 2 % pripravku podla
vahy, aj ked méZe predstavovat tak vysoky obsah ako 10 %
(vaha/vaha), ale s vyhodou nie viac ako 5 % (vdha/vaha), a este
vyhodnejsie od 0.1 % do 1 % (vaha/vaha).

Miestne pripravky podla vynalezu obsahuji aktivnu zloZku
spolu s jednym 2dlebo viac prijatelnymi nosiémi pre nu a pripadne
{optionally] akymikolvek inymi terapeutickymi ingredientami.
Nosié musi byt "prijatelny" v takom zmysle, aby bol kompatibilny
s inymi ingredientami pripravku a neposkodzoval zdravie prijemcu.

Prostriedky vhodné na miestne podavanie obsahuju tekuté zlebo
polotekuté pripravky vhodné na prienik KkoZou na miesto, kde je
lie¢ba potrebnd, napr. emulzie, krémy, masti lebo pasty, a kvapky
vhodné na podavanie do oka, ucha lebo nosu.

Kvapky podla tohoto vyndlezu mézu obsahovat vodnéclebo
olejové roztoky <debo suspenzie a mézu byt pripravované
rozpustenim aktivnej zlozZky vo vhodnom bakteridlnom roztoku
baktericidného lebo fungicidného ¢&inidla a/lebo akéhokolvek iného
vhodného konzervaéného ¢inidla a s vyhodou zahrnujui povrchovo
aktivne c¢inidlo. Vysledny roztok potom mdZe byt vycireny
filtraciou, preneseny do vhodnej nadobky, ktora je potom uzvrefé
a sterilizovanad autoklavovanin:lebo drzanim pri 95°-100°C po pdl
hodiny. Alternativne mdzZe byt roztok sterilizovany filtraciou a
preneseny do nadobky aseptickou technikou. Prikladmi
baktericidného slebo fungicidného ¢inidla vhodného na zahrnutie do
kvapiek sua fenylmerkurinitrat lebo -acetat (0.002 %),

benzalkéniumchlorid (0.01 %) a clorhexidinacetat (0.01 %). Vhodné
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rozpustadla pre pripravky olejovitych roztokov zahrnuju glycerdl,
zriedeny alkohdél a propylén glykol.

Emulzie podla tohoto vynalezu zahrnujﬁ také, ¢o su vhodné na
aplikdciu na koZu 1lebo do o¢i. 0O¢nad emulzia méZe obsahovat
sterilny vodny roztok, pripadne obsahujici baktericid a méze byt
pripravovana spdsobmi podobnymi ako pre pripravu kvapiek. Emulzie
a mazania [liniments) na aplikdciu na kozu mdéZu tieZ obsahovat
¢inidlo pdsobiace rychlé schnutie a chladenie koZe, ako alkohdl
lebo acetdon, «=lebo zvlhcovaé ako glycerdl, =2lebo olej ako
pizmovy a arasidkovy olej.

Krémy, maste a pasty podla tohoto vyndlezu si tekutéarlebo
polotekuté pripravky aktivnej zloZky na vonkajsSie pouzitie. MéZu
sa pripravovat miesanim aktivnej zlozky v jemne delenej lebo
praskovanej forme, samotnej <lebo v roztokuczlebo suspenzii vo
vodnej 1ebo nevodnej kvapaline, s pomocou vhodnej instrumentacie,
na mastnom debo nemastnom zaklade. Zdklad méZe obsahovat
uhlovodiky, ako tuhé, mékké lebo tekuté parafiny, glycerél, véeli
vosk, kovové mydla, rastlinny kaucuk, oleje prirodného pdévodu,
ako mandlovy, kukuriény, arasidkovy piZmovy .lebo olivovy olej,
tuk z vlny alebo jeho derivaty, dlebo mastné kyseliny, ako stedrovu
lebo olejovu kyselinu, spolu s alkohdélom, ako je propylén glykol
lebo makrogoly. Pripravok mbéZe zahrnovat akékolvek povrchovo
aktivne ¢inidlo, ako anidénické, katidnické 2lebo nejdnické
povrchovo aktivne, ako sorbitdnové estery a ich polyoxyetylénové
derivaty. Suspendujuce ¢inidla, ako prirodné gumy, celuldzové
derivaty debo anorganické materidly, ako kremi¢ita silika, a iné
ingrediencie, ako lanolin, méZu byt tiez zahrnuté.

Kdo je zbehly v obore rozpozna, 3Ze optimalne mnoistvo
a rozsirenie ([spacing] jednotlivych davkovani protilatky podla
vyndlezu debo jej fragmentu budi urcené povahou a‘rozsahom étavu,
ktory sa ma lie¢it, formou, cestou a miestom podavania,
a konkrétnym Zivocichom, ¢o sa md liedit, a Ze takéto optima sa

daju urc¢it konvenénymi technikami. Bude tieZ prijaté tym, kdo je
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zbehly v obore, 2Ze optimalny priebeh liec¢by, t.]j. pocet davok
protilatky lebo jej fragmentu podla vynadlezu podany denne po
uréity pocet dni sa da zistit tymi, co su zbehli v obore,
s pouzitim konvenéného behu testov urc¢enia liecby.

Bez dalsieho rozvadzania sa veri, Ze kdo je zbehly v obore
mézZze, s pouzitim predoslého popisu, pouZit predkladany vynalez
v najplndom rozsahu. Nasledujuce je preto treba si vykladat ako
puhe ilustrativne priklady é ziadnym spdésobom nie ako akékolvek

obmedzenie rozsahu predkladaného vynalezu.

Kapslovy prostriedok
Farmaceuticky prostriedok podla tohoto vyndlezu vo forme

kapsli je pripravovany plnen;m &tandar.nej dvojdielnej kapsle
z tvrdej Zelatiny 50 miligramami protilatky lebo jej fragmentu
podla vynilezu, v praskovej forme, 100 mg laktdézy, 32 mg mastku
a 8 mg stearatu horecnatého.

Ingkénz parenteralny prostriedok

Farmaceuticky prostriedok podla tohoto vyndlezu vo forme
vhodnej na iqkkéné poddvanie je pripravovany miesanim 1.5%~-nej
protildtky 1lebo jej fragmentu podla vynalezu v 10%-nom (podla
objemov) propylén glykolu a vode. Roztok Jje sterilizovany
filtraciou.

Mastovy prostriedok

Protilatka «lebo jej fragment podla vynalezu 1.0 g.

Biely makky parafin 100.0 g.

Protilatka lebo jej fragment podla vynalezu su dispergované
v malom objeme vehikly, aby sa vytvoril hladky homogénny produkt.
Deformovatelné kovové tuby sa potom plnia disperziou.
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Miestne krémovy prostriedok

Protilatka .lebo jej fragment podla vyndlezu 1.0 g.

Polawax GP 200 20.0 g.

Biely vceli vosk 2.5 g.

Metylhydroxybenzoat 0.1 g.

Destilovana voda do 100.0 g.

Polawax, véeli vosk a lanolin sa spolu zahrievaji pri 60°cC.
Prida sa roztok metylhydroxybenzoatu a homogenizacia sa dosiahne
miesanim pri vysokych obratkach. Teplota sa potom nechd klesnuit
na 50°C. Potom sa pridd protilatka lebo jej fragment podla
vyndlezu a rozdisperguje, a prostriedok sa necha vychladnut pri
pomalom miesani.

Miestne emulzny prostriedok

Protilatka dlebo jej fragment podla vyndlezu 1.0 g.

Sorbitan monolaurat 0.6 g.

Polysorbate 20 0.6 g.

Cetostearyl alkohél 1.2 g.

Glycerin 6.0 g.

Metylhydroxybenzoat 0.2 g.

Cistenda voda B.P. do 100.0 ml. (B.P. = British Pharmacopeia)

Metylhydroxybenzoat a glycerin sa rozpustia v 70 ml vody pri
75°C. Sorbitan monolaurdt, Polysorbate 20 a cetostearyl alkohdl
sa roztavia spolu pri 75°C a pridaju do vodného roztoku. Vysledna
emulzia sa homogenizuje, nechd chladnit s trvalym miesanim
a protilatka lebo jej fragment podla vyndlezu sa pridaju ako
suspenzia vo zvysujucej vode. Celd suspenzia sa miesa dokial nie

je homogenizovana.

Prostriedok oénych kvapiek

Protildtka 2lebo jej fragment podla vynalezu 0.5 g.
Metylhydroxybenzoat 0.01 g.
Propylhydroxybenzoat 0.04 g.
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Cistena voda B.P. do 100.0 ml.

Metyl- a propylhydroxybenzoat sa rozpustia v 70 ml cCistenej
vody pri 75°C a vysledny roztok sa necha vychladnuit. Protilatka
lebo jej fragment podla vyndlezu sa potom pridajui, roztok sa
sterilizuje filtraciou cez membranovy filter (0.022 um rozmer
porov) a bali asepticky do vhodnych sterilnych nadobiek
[containers].

Prostriedok na inhalaéné podavanie

Na aerosolovi nadobku s obsahom 15-20 ml: Zmies$aj 10 mg
protilatky lebo jej fragmentu podla vynalezu s 0.2-0.5%
lubrikaénym éinidlom, ako je polysorbat 85 lebo olejova kyselina,
a disperguj takito zmes s propelantom, ako je fredén, s vyhodou
v kombindcii s (1,2 dichlértetrafludroetanom) a difluérochléro-
metédnom a daj do vhodnej earosolovej nadobky uspdsobenej na

intranasidlne lebo uUstne inhalac¢né podavanie.

Prostriedok na inhalaéné podavanie

Na aerosolovi nadobku s obsahom 15-20 ml: Rozpusti 10 mg
protildtky lebo jej fragmentu podla vyndlezu v etanole (6-8 ml),
pridaj 0.1-0.2% lubrikaéné ¢inidlo, ako Je polysorbat 85 lebo
olejova kyselina, a disperguj toto Vv propelante, ako je freon,
s vyhodou v kombinacii s (1,2 dichlértetrafludroetanom)
a difludrochlérometanom a daj do vhodnej earosolovej nadobky
uspdsobenej na intranasédlne lebo ustne inhalac¢né podavanie.
parenteralna, inhalacna lebo miestna.

Protildtky 1lebo ich fragmenty podla vynalezu si osobitne
uzitoéné na perenteralne podavanie, t.j. podkoZné, vnutrosvalové
a vnutrozilové. Prostriedky pre parenterdlne poddvanie budu bezZne
obsahovat roztok protildtky lebo jej fragmentu podla vynalezu
lebo ich koktajl v prijatelnom nosi¢i, s vyhodou vo vodnom
nosi¢i. D& sa pouzit rad vodnych nosicov, napr. voda, pufrovana

voda, 0.4% solny roztok, 0.3% glycin a podobne. Tieto roztoky su
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sterilné a v podstate bez casticového materialu. Tieto roztoky
mézu byt sterilizované konvencénymi, dobre znamymi technikami.
Prostriedky méZu obsahovat farmaceuticky prijatelné dodato&né
substancie ako je potrebné na pribliZenie sa Kk fyziologickym
pomerom, ako su ¢&inidld na nastavenie pH a pufrovanie atd.
Koncentracia protilatky lebo Jej fragmentu podla vyndlezu
v takychto farmakologickych pripravok sa méze menit v Sirokom
rozmedzi, napr. od mensej ako 0.5%, obyéajne lebo prinajmensom
1%, do tak vysokej ako je 15% lebo 20% podla véhy, a bude vybrana
primdrne. na zaklade objemu  tekutiny, :viskozit atd., podla
konkrétneho spésobu vybraného podavania. J

Takto farmaceuticky prostriedok podla  vyndlezu na
vnitrosvalovi inekciu sa da pripravit tak, aby obsahoval 1 ml
sterilnej vody a 50 mg protilatky lebo jej fragmentu podla
vyndlezu. Podobne farmaceuticky prostriedok podla vyndlezu na
vnutrosvalovi inekciu sa da pripravit tak, aby obsahoval 250 ml
sterilného Ringerovho roztoku a 150 mg protilatky =zlebo jej
fragmentu podla vyndlezu. Praktickeé spésoby na pripravu
parenterdalne podéVateInYch prostriedkov st dobre zname .lebo budu
jasné tym, éo su zbehli v obore, a sui popisané podrobnejsie

napriklad v Remington's Pharmaceutical Science, 15~-te vydanie,

Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, zahrnutom tu takto
odkazon.

Protilatky (lebo ich fragmenty) podla vynadlezu mézZu byt
lyofilizované na skladovanie a rekonstituované vo vhodnom nosici
pred pouzitim. Tato technika sa ukazala ako d¢innad s konvencnymi
imunoglobulinmi a 1lyofiliza¢né a rekonstituéné techniky v obore
zname sa daju pouzivat.

V zavislosti na pozadovanych vysledkoch, farmaceuticky
prostriedok podla vynadlezu mbdze byt podévény na profylakticke
slebo terapeutické pésobenie. V terapeutickych aplikaciach je
prostriedok podavany pacientovi uZ trpiacemu chorobou, Vv mnozstve

postacdujicom na vylieédenie lebo prinajmensonm na ciastoc¢né
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obmedzenie choroby a jej Kkomplikacii. Pri profylaktickej
aplikacii prostriedky obsahujuce predkladané protilatky.:lebo ich
koktajl su podavané pacientovi, ktory este nie je v chorobnom
stave na posilenie pacientovej odolnosti.

Malo by sa tieZ pripomenut, 2Ze protildatky podla tohoto
vyndlezu sa mézu pouzit tieZ na navrh [(design] a syntézu bud
peptidovych J.lebo nepeptidovych zlué¢enin (mimetik), ¢o by boli
uéitoéﬁé v rovnakej terapii ako protilatky. Pozri napr. Saragovi
et al.} Science, 253, 792-795 (1991).

Ulozenie
Kmen je uloZeny s ATCC a m& pridelené ¢islo

Toto ulozZenie sa vykonalo 9. jula 1992.

Ziadatel a ~jeho spolo¢nici [asignees)] oznamuju svoju
zodpovednost za ndhradu tychto kultur ak vyhynu pred koncom
obdobia p tentu na ne vydaného, 5 rokov po poslednej Ziadosti
o kulturu, lebo 30 rokov, d&okolvek potrva dlhsie, a zodpovednost
upozornit depozitdr na vydanie takéhoto patentu, pric¢om v tomto
¢ase sa depozit stane neodvolatelne pristupny verejnosti. Do
tohoto ¢asu sa stane dostupnym pre Commisioner of Pattents podla
podmienok 37 C.F.R ¢lankov 1-14 a 35 U.S.C. ¢lanku 1l12.

Dalsie prevedenia su v ramci nasledujucich narokov.
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(1) OBECNE INFORMACIE:
(i) ZIADATELIA: ROLAND A. NEWMAN
NABIL HANNA
RONALD W. RAAB
(ii) NAZOV VYNALEZU: REKOMBINANTNE PROTILATKY NA HUMANNU TERAPIU

(iii) POGET SEKVENCII: 16

(iv) KORESPONDENCNA ADRESA:

(A) ADRESAT: Lyon & Lyon

(B) ULICA: 611 West Sixth Street
(C) MESTO: Los Angeles

(D) STAT: California

(E) ZEM: USA

(F) POSTOVNE SMEROVACIE C¢ISLO: 02111-2658

(v) POCITACOVA CITACIA FORMA:
(A) TYP MEDIA: DISKETA 3,5", 1,44 Mb
(B) PoCiTAC: IBM kompatibilny
(C) OPERACNY SYSTEM: IBM P.C. DOS (Verzia 5.0)
(D) POCITACOVY PROGRAM (SOFTWARE): WordPerfect
(Verzia 5.0)

(vi) UDAJE O SUCASNEJ PRIHLASKE:
(A) CISLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANIA:
(C) KLASIFIKACIA:
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(vii) UDAJE O PREDCHADZAJUCEJ PRIHLASKE:
Celkovy pocet prihlasok

vratane prihlasky

popilsanej

(A) ¢&isLo
(B) DATUM

(A) ¢isLo
(B) DATUM

nizsie:

PRIHLASKY:
PODANIA:

PRIHLASKY:
PODANIA:

07/856 281

23. MARCA 1992

07/735 064

23. JULA 1991 -

(viii) INFORMACIA O ZASTUPCOVI:
(A) MENO: Warburg, Richard J.
(B) CISLO REGISTRACIE: 32 327
(C) ODKAZ/CISLO SPISU: 198/158

(ix) INFORMACIA O SPOJENI:

(A) TELEFON:

(B) FAX:

(C) TELEX:

(213) 489-1600

(213) 955-0440

67~

(2) INFORMACIA O SEKV ID ¢&: 1:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:

(A) DLZKA:

17

3510

(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Lineéarna

(xi) POPIS SEKVENCIE:

CCATGGACTG GACCTGG

SEKV ID C: 1:

17
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(3) INFORMACIA O SEKV ID C: 2:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 2:

ATGGACATAC TTTGTTCCAC

(4) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 3:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

{xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢: 3:
CCATGGAGTT TGGGCTGAGC
(5) INFORMACIA O SEKV ID C: 4:
{i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA

(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

20

20
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(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 4:

ATGAAACACC TGTGGTTCTT

(6) INFORMACIA O SEKV ID ¢&: 5:
(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID €: S:
ATGGGGTCAA CCGCCATCCT
(7) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 6:
(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
{D) TOPOLOGIA: Linedrna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢: 2:

ATGTCTGTCT CCTTCCTCAT

(8) INFORMACIA O SEKV ID C: 7:

(1) VLASTNOSTI SEKVENCIE:

20

20

20
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(A) DLZKA: 16

(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 7:

TTGGGGCGGA TGCACT

(9) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 8:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 17
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢: 8:

GATGGGCCC TTGGTGGA

(10) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 9:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 21
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢: 9:

GATGACCCAG TCTCCAGCCTC
K

16

17

21
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(11) INFORMACIA O SEKV ID C: 10:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 21
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 10

CTCACTTGCT GCACAGGTCC
Y VR M

(12) INFORMACIA O SEKV ID C: 11:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 19
{B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovliknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢&: 11:
AAGACAGATG GTGCAGCCA
(13) INFORMACIA O SEKV ID &: 12:
(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA

-(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linedrna

21

19



(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID €: 12:

GGAACAGAGT GACCGAGGGG

(14) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 13:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 31
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linedrna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢€: 13:
ACTAAGTCGA CATGAAACAC CTGTGGTTCT T
(15) INFORMACIA O SEKV ID &: 14:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 39
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 14:

ATCACAGATC TCTCACCATG ACCTGCTCCC CTCTCCTCC

(16) INFORMACIA O SEKV ID C: 15:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 423
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA

20

31

39
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(C) TYP VLAKNA: Jednovlaknova
(D) TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID C: 15:

GAC ATG
TGG GTC

AAG CCT
.ATC AGC
GGAa CTG

TAC AAT

TTA TAC

AAA

TTG

TCG

GGT

GAG

ccc

CTC

CAC

TCC

GAG

GAC

TGG

TCC

GGC

CTG TGG TTC TTC CTC CTC CTG
CAG GTG CAG CTG CAG GAG GCG
ACC CTG TCC CTC ACC TGC AGT
TAT TAT TGG TTC TGG ATC CGC
ATC GGC TAC ATC TAT GGC AGT
CTC AAC AAT CGA GTC TCC ATT

TCC CTG AAA CTG AGG TCT GIG

TGT GCG AGT AAT ATA TTG AAA

CAG GGA GTC CTG GTC ACCT GTC

(17) INFORMACIA O SEKV ID ¢: 16:

(i) VLASTNOSTI SEKVENCIE:

(A)
(B)
(C)
(D)

DLZKA: 387

TYP: NUKLEOVA KYSELINA
TYP VLAKNA: Jednovlaknova
TOPOLOGIA: Linearna

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV ID ¢: 16:

TGG

GTA

TAT

TCC

GCT CTG CTG CTC CTC GGC CTC
TCC TAT GAG TTG AGT CAG CCT
ACG GCC GGG TTC ACC TGT GGG
CAG TGG TAC CAG CAG AAG CCA
GCT GAC AGC GAA CGG CCC TCA
AAC TCA GGG AAC ACC GCC ACC
GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT

TGG GTC TTC GGC GGA GGG ACC

GTC

CAG

GGT -

TCA

ACC

TAT

TCC

CTG
CAG

CGG

GCA

cCa

TCT.

GCT

TCA

GAC

CAG

ATC

ACC

GTG

CTG

GCC

GGA

GGT

cca

CAC

GCC
cCT
ATC
TGG

ACC

ACG

GAC

TTT

TCC

GTT

GCG

AGC

GAC

GTC

AGA
GTG

TCC

TCC
ACG

TTA

ACA

GTG

AGT

CTA

48

96
144
192
240
288
336
384

423

240
28é
336
384

387
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Patentové naroky

1. Rekombinantna protilatka o b s a hu j 4 c a Kkonstantnu
oblast imunoglobulinu ¢loveka, Simpanza <lebo prvej opice Starého
sveta a antigén-viaZucu ¢ast variabilnej oblasti imunoglobulinu
druhej opice Starého sveta, kde zmienena prva a druha opica

Starého sveta mdézu byt rovnaké lebo odlisné.

2. :Rekombinantné protilatka obsahujuuca
imunoglobulinovy taZky lebo lahky retazec so Specifitou na
konkrétny énémy antigén a s konstantnou oblastou homoldgnou
ku konstantnej oblasti protilatky <loveka, Simpanza <lebo prvej
opice Starého sveta,

oblast zdkladnej s$truktury [framework] homolégnu k oblasti
zakladnej sStruktiry cloveka, sSimpanza lebo druhej opice Starého
sveta, ' L
antigén-viazuicu c¢ast homolégnu k antigén-viaZiucej <&asti
tretej opice Starého sveta, kde =zmienena prva, druhd a tretia
opica Starého sveta mbézu byt rovnaké lebo odlisné.

3. Rekombinantna protilatka obsahujuca
imunoglobulinovi konstantndi oblast ktora nie je imunogénna
k ¢loveku, oblast zakladnej Struktury [framework] je v podstate
neimunogénna Kk c¢loveku a antigén-viazicu ¢éast variabilnej oblasti

imunoglobulinu prvej opice Starého sveta.

4. Protildtka podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznacuijuca sa t ym, 2e zmienend protilatka sa

$pecificky viaZe k Iudskému antigénu.

5. Protilatka podla ndroku 3 vy znac¢ujuca sa
tym, Ze zmienend konstantnd oblast je homoldégna .

s konstantnou oblastou imunoglobulinu ¢&loveka, Simpanza lebo



druhej opice Starého sveta, kde zmienena prva a druhad opica

Starého sveta mézu byt rovnaké lebo odlisné.

6. Protilatka podla ndroku 3 vyznacujuca sa
t ym, 2e zmienend oblast =zakladnej $Struktury je homoldégna
s oblastou zakladnej sStruktuiry c¢loveka, s$impanza lebo opice

Starého sveta,

7. Protilatka podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznad¢uijuica sa tym, Ze 3jedna zmienend opica

Starého sveta je opica Rhesus.

8. Protilatka podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznacujuca sa tym, Ze Jjedna zmienena opica

Starého sveta je opica cynomolgus.

9. Protilatka podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznacujuiuca sa tym, 2e jedna =zmienend opica
Starého sveta je baboon.

10. Rekombinantna protilatka o b s a h u j 4 ¢ a konstantnu
oblast imunoglobulinu prvej opice Starého sveta a druhu
antigén-viaZicu ¢ast variabilnej oblasti imunoglobulinu odlisnej
opice Starého sveta.

11. Protilatka podla ndroku 11, vy znac¢uijuca sa
t ym, 2e zmienend protildatka sa sSpecificky viaZe k Jludskému
antigénu.

12. Protilatka podla naroku 1, 2, 3, 5, 6, 10 lebo 11,
vyznacujuaca sa t ym, 2e zmienend protilatka sa
Specificky viazZe k ludskym antigénom vybranym z CD58, VCAM, VLA4
CDb2, LFA3, ELAM, LAM, CD25, <CD4, cbl9, CD20, <CD23, CD41, CD44,
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cD54, TNFalfa, TNFB, Tn antigén, 1IL-1, IL-8, receptor ludskych
T-buniek, CD3, ¢D28, ¢D8, CDlia, <CDl1lb, CD18, CDSa, CDllc, CD45,‘
produktu neu onkogénu, MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF
a CD71.

13. Protildtka podla naroku 4, vy znac¢uijuca sa
tym, Z2e zmienend protilatka sa épecificky viaze k ludskym
antigénom vybranym z CDS58, VCAM, VLA4 CD2, LFA3, ELAM, LAM, CDZS,
ch4, <CD19, <CD20, <CD23, <CD41, <CD44, CDS54, TNFalfa, TNFB8, Tn
antigén, IL-1, IL-8, receptor Iludskych T-buniek, CD3, CD28,;CD8,
CcDlla, CD1lib, cDl1l8, <cD5a, CDllc, <€D45, produktu neu onkoéénu,
MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF a CD71.

14. Protildtka podla ndroku 7, vy znacéujuiuica sa
t ym, 2e zmienend protildtka sa Specificky viaze k ludskym
antigénom vybranym z CD58, VCAM, VLA4, CD2, LFA3, ELAM, LAM,
Cb25, CD4, CD19, CD20, CD23, <CD41, CD44, CD54, TNFalfa, TNFB, Tn
antigén, IL-1, IL-8, receptor ludskych T-buniek, CD3, CD28, CDS8,
CDhlla, CDl1b, CD18, <CDSa, CDllc, CD45, produktu neu onkogénu,
MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF a CD71.

15. Protildtka podla ndroku 8, vy znaéujuca sa
t ym, Ze zmienend protildtka sa s$pecificky viaze k ludskym
antigénom vybranym z CDS58, VCAM, VLA4, CD2, LFA3, ELAM, LAM,
Cb25, CD4, CD19, CD20, CD23, <CD41l, CD44, CDS54, TNFalfa, TNF8, Tn
antigén, IL-1, IL-8, receptor ludskych T-buniek, CD3, CD28, CDS8,
cDlla, CD1l1ib, CD18, <CDSa, CDllc, CD45, produktu neu onkogénu,
MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF a CD71.

16. Protildtka podla ndroku 9, vy znadéuijuca ‘sa
t ym, Ze zmienend protildtka sa Specificky viaze k ludskym

antigénom vybranym z CD58, VLA4 D2, LFA3, ELAM, LAM, CD25, CD4,
CcD19, CD20, <CD23, CD41, CD44, CDS4, TNFalfa, TNFB, Tn antigén,
IL-1, IL-8, receptor ludskych T-buniek, ¢D3, €cD28, CD8, <CDlla,
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cDl11b, <c¢D18, CDSa, CDllc, CD45, produktu neu onkogénu, MDR-1,
TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF a CD71.

17. Protilatka podia ndroku 10, vy znac¢u juca sa
t ym, 2e kazdd =zmienena opica Starého sveta je vybrana

zo skupiny pozostdvajucej z opic baboon, Rhesus a cynomolgus.

18. Protilatka -podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznacujuca sa t ym, 2e zmienena antigén-viazuica
¢ast obsahuje jednu lebo viac CDR oblasti variabilnej oblasti

opice Starého sveta.

19. Protilatka podla naroku 1, 2 lebo 3
vyznacujuca sa t ym, Ze zmienend antigén-viazuca

cast obsahuje celd variabilnu oblast opice Starého sveta.

20. Nukleova kyselina vy znac¢ujuca sa tym,
Ze kéduje rekombinantni protildtku obsahujucu antigén-viaZucu
¢ast imunoglobulinu prvej opice Starého sveta.

21. Nukleova kyselina podla naroku 20
vyznadc¢cuijuca sa tym, Ze zmienend rekombinantna
protilatka obsahuje konstantnu oblast ¢&loveka, $impanza lebo
druhej opice Starého sveta, Kkde zmienend prva a druha opica
Starého sveta méZu byt rovnaké lebo odlisné.

22. Nukleova kyselina podla naroku 21
vyznadc¢uijuca sa tym, Ze zmienend rekombinantna
protilatka obsahuje oblast zakladnej Struktury protildtky druhej
opice Stareého sveta, &loveka lebo $impanza, kde zmienené prva

a druha opica Starého sveta méZu byt rovnaké lebo odlisné.



- 61 -

23. Nukleova kyselina podla naroku 20,
vyznacujuca sa t ym, 2Ze zmienend antigén-viazZuca
cast obsahﬁge celi variabilna oblast protilatky opice Starého
sveta.

24. " Nukleova kyselina podla naroku 20,
VY 2 n(ﬁ/é ujiaca sa t ym, 2Ze zmienend antigén-viazuca

¢ast obsahuje jednu lebo viac CDR oblasti variabilnej oblasti

zmienenej opice Starého sveta.

25.L/;ikleové kyselina podla naroku 20, 21 lebo 22,
vyznacuijuca sa t ym, 2Ze zmienend prva a druha
opica Starého sveta su separatne vybrané zo skupiny

pozostdvajuicej z opic baboon, Rhesus a cynomolgus.

26/ Monoklondlna protilatka, gdlebo Jjej Fab lebo Fvglebo
(Fab), fragment, vy znacuijuca sa tym, 2Z2e je

tvorend imortalizovanou B-bunkou opice Starého sveta.

271/ Monoklondlna protilatka podla naroku 26
vyznacuijuca sa tym, 2Ze zmienend B-bunka je

B-bunka opice cynomolgus.

28. Monoklonalna protilatka podla naroku 26
vyznacujuca sa t ym, 2Ze zmienena B-bunka je

B-bunka ¢pice Rhesus.

29Y Monoklonalna protilatka podla naroku 26
vyznacujuca sa tym, 2Ze zmienenda B-bunka ije

B-bunka opice baboon.

30.VMonoklonélna protildtka podla naroku 26, 27, 28 lebo 29

vyznacuijuca sa t ym, Ze zmienend protilatka sa
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tvori k ludskému antigénu.

31. Monoklondlna protildtka podla ndroku 26, 27, 28 lebo 29
vyznacuijuca sa t ym, Ze zmienena protilatka sa
Specificky viazZe k ludskym antigénom vybranym z CD58, VCAM, VLA4,
Ccb2, LFA3, ELAM, LAM, CD25, <CD4, CD19, CD20, <CD23, CD4l1l, CD44,
CD54, TNFalfa, TNFBf, Tn antigén, IL-1, IL-8, receptor Iludskych
T-buniek, ¢cD3, CD28, cD8, Cblla, CD1l1lb, CD18, CD5a, CDllc, CD45,
produktu neu onkogénu, MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF
a CD71.

32. Spdsob izolacie variabilnej oblasti génu pre protilatku
opice Starého sveta vyznacuijuci sa tym, 2Ze
zahrnuje kroky: \

spojenia [contacting] nukleovej kyseliny =z opice Starého
sveta a primeru komplementarneho Kk sekvencii nukleovej Kkyseliny,
ktora kodéduje 5' vedicu [leader] sekvenciu zmieneného génu pré
protilatku, na vytvorenie hybridhého komplexu; a

amplifikdcie zmienenej nukleovej kyseliny a zmieneného
hybridného komplexu na vytvorenie amplifikovanej nukleovej
kyseliny.

33. Spbésob podla naroku 32 vyznac¢uijuaaci sa
t ym, Ze zmienend nukleova kyselina je DNA lebo cDNA.

34. Spdésob podla naroku 32 vyznacdujuci sa
tym, 2Ze zmieneny primer Jje Kkomplementdrny K nekdédujucemu
vldknu sekvencie 5' veduicej sekvencie génu pre protilatku c¢loveka

lebo opice Starého sveta.

35. Spdésob podla naroku 32 vyznacé¢uijuci sa
tym, 2ze zmieneny amplifikaény Kkrok produkuje dostatok

nukleovej kyseliny na zavedenie do vektoru.
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36. Spésbb izolacie variabilnej oblasti génu pre protilatku
opice Starého sveta vy znacujuci sa tym, ze
zahrnuje KroKky:

spojenia {contacting] RNA z opice Starého sveta a reverznej
transkriptazy na vytvorenie cDNA,

spojenia zmienenej cDNA a primeru Kkomplementarneho k cDNA
\Y% mieste 5' veducej sekvencie zmieneného génu pre protilatku, na
vytvorenie hybridného komplexu; a

amplifikacie zmienenej nukleovej kyseliny a zmieneného
hybridného komplexu na vytvorenie amplifikovanej nukleovej
kyseliny.

37. Spdsob na produkciu rekombinantnej protildatky k Iudskému

antigénu, pricom zmienena protildtka nie je imunogénna
v €lovekovi, 'vy znac¢ujuci sa t ym, Ze zahrnuje
kroky:

vybudenia (raising] protilatky opice Starého sveta
ku zmienenému antigénu v opici Starého sveta,

izolacie nukleovej kyseliny opice Starého sveta kdédujucej
antigén-viaZdcu ¢&ast variabilnej oblasti zmienenej protilatky
opice Starého sveta,

poskytnutia ludskej nukleovej kyseliny kédujicej ludsku
konstantni oblast ludskej protilatky,

ligacie zmienenej nukleovej kyseliny opice Starého sveta a
zmienenej ludskej nukleovej Kyseliny na vytvorenie rekombinantnej
nukleovej kyseliny, a

expresie zmienenej nukleovej kyseliny na produkciu zmienenej
rekombinantnej protilatky.

38. Sposob podla naroku 37, vyznadcé¢uijuci sa
t ym, Ze zmienend antigén-viazuca ¢ast obsahuje jednu lebo

viac CDR oblasti variabilnej oblasti opice Starého sveta.
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39. Spésob podla naroku 37, vy znacujuci sa
tym, zZe zmienena antigén-viazuca ¢ast obsahuje celu

variabilni oblast opice Starého sveta.

40. Spoésob podla nadroku 37, vy znacujuci sa
t ym, Ze zmieneny spbsob dalgj zahrnuje imortalizaciu bunky

schopnej produkovat zmienu protildtku opice Stareého sveta.

41. Spodésob podla naroku 37, vyznacujuci sa
tym, 2e dalej zahrnuje identifkaciu nukleovej kyseliny
kodujlicej variabilnd oblast zmienej protildtky opice Starého
sveta.

42. Spbébsob podla ndroku 40, vyznac¢ujuiuci sa

t vy m , Ze zmienend imortalizdcia je pomocou hybridoémovej fuzie.

43. Spésob podla naroku 40, vyznacujuci sa
tynmnm, ze zmienend imortalizacia je pomocou virusovej
transformacie.

45. Spdésob podla ndroku 40, vyznacujuci sa
tym, Ze zmienena imortalizacia je pomocou kldénovania
jednotlivych B-buniek.

46. Sposob podla naroku 40, vy znadéujuci sa
tym, 2Ze zmienend imortalizacia je pomocou konstrukcie
kniznice.

47. Spdésob podla ndroku 37, vy znac¢ujuci sa
t ym, 2e zmieneny spdsob dalej zahrnuje selekciu B-buniek
zo zmienenej opice Starého sveta.
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48. Spdsob podla nadroku 47, vy znadcuijauci sa
t ym, Ze zmienend B-bunka je ziskana z lymfocytov periferdlnej

krvi, z lymfatickych uzlin, z kostnej drene lebo zo sleziny.

49. Spdésob podla ndroku 37, vyznad¢uijuaci sa
t ym, Ze zmieneny spdésob dalej zahrnuje vyber [screening])
buniek zmienenej opice Starého sveta na produkciu zmienenej

protilatky.

50. Spoésob podla ndroku 37, vyznadcuijuci sa

t ym, Ze zmienena expresia je v produkcénej bunecnej linii.

51. Spbésob podla ndroku 37, vyznacé¢ujuci sa
t ym, 2e zmienenda 1izolacia zahrnuje =ziskanie [rescue] génu

zmienenej variabilnej oblasti.

52. Spésob  podla ktoréhokolvek z ndrokov  30-44,
vyznacuijuci sa tym, Z2e zmieneny antigén je
vybrany 2z CD58, VCAM, VLA4, CD2, LFA3, ELAM, LAM, CD25, CD4,
CDl19, CD20, <CD23, CD41, CD44, CDS54, TNFalfa, TNFB, Tn antigénu,
IL-1, IL-8, receptoru ludskych T-buniek, CD3, D28, CD8, CDlla,
CD11b, <€D18, CD5a, CDllc, CD45, produktu neu onkogénu, MDR-1,
TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF a CD71.

53. Rekombinantnd protildtka vy znac¢cu3juca sa
t y m , Ze obsahuje

(1) konstantni oblast tazkého retazca ludskej protilatky:;

{(2) konstantnu oblast lahkého retazca zmienenej ludskej
protilatky:

(3) variabilni oblast tazkého retazca protilatky opice
Starého sveta proti ludskému antigénu; a .

(4) variabilni oblast lahkého retazca zmienenej protilatky
opice Starého sveta.
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54. Rekombinantnd nukleovd Kkyselina vy znac¢uijuca
sa t ym, 2Ze obsahuje prinajmensom jednu CDR oblast
z variabilnych oblasti v SEKV. ID. C. 15 lebo 16. '

55. Farmaceuticki prostriedok vy znac¢ujuci sa
t ym, Ze obsahuje terapeuticky 1lebo profylakticky uéinné
mnozstvo protildtky podla ktoréhokolvek z narokov 1, 2, 3, 10

lebo 26 vo farmaceuticky prijatelnom nosiéi.

56. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 55
vyznad¢ujuci sa t ym, 2Ze zmienend protilatka sa
Specificky viaZe ku CD58, VCAM, VLA4, CD2, LFA3, ELAM, LAM, CD25,
CD4, <D19, CD20, <CD23, CD41, CDA44, CD54, TNFalfa, TNFB,

Tn antigénu, IL-1, IL-8, receptoru Iludskych T-buniek, CD3, CD28,
cbg, <CDlla, CDl1b, cCD1s, CD5a, CDllc, <CD45, produktu neu
onkogénu, MDR-1, TGFalfa, TGFalfa receptoru, PTGF lebo CD71.
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Primery na amplifikd&ciu variabilnych oblasti taZkych retazcov

opiéich imunoglobulinov

5' "sense" primery

A. Primery ludskej lebo opicej véasnej vedicej sekvencie tazkého

retazca s Sall miestom

Vo1 5 ACTAAGTCGACAT GGACTGGACCTAE 3

Vi2 5 ACTAAGTCGACAT GGACATACTTTGTTCCAC 3
Vi3 5 ACTAAGTCGACATGGAGTTTGGGCTGAGC 3
Vit 5 ACTAAGTICGACAT GAAACACCTGTGGTTCTT 3
V.5 5 ACTAAGTCGACAT GGGGTCAACCGCCATCCT 3

V6 5 ACTAAGTCGACATGTCTGTCTCCTTCCTCAT 3

B. Primery ludskej lebo opic¢eij neskoreij vedicej sekvencie tazkého

retazca s Mlul miestom

+l
V4 5" GGCAGCA GC(CT) ACC CGT GCC CAC TCC GAG GT 3¢

-

V.2 5 G ACC GTC CCG ACG CGT GT(TC) TTG TCC CAG GT 3
.
V.3 5 GCTATTTTC ACG CGT GTCCAG TGT GAG 3°
.l
Vi¢ 5" GCG GCT CCC ACG CGT GTC CTG TCC CAG 3

+|

VL3 5" GGCTGTTCTC ACG CGT GTC TGT GCC GAG GT 3

OBR. 7a
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., C. Primery Jludskej lebo opiéej sekvencie zikladneij Struktury

[framework] s XhoI miestom

V41,335 éL\GGTGCAGCTGQMA_G_TCTGG
V2 gAGGTCAACTTAQIQG_AﬁTCTGG

Vi3b *éiAGGTGCAGCTGQIQGAﬁTCTGG
Vi gAGGTGCAGCTGQIQﬁAﬁTOGGG

N

V6 CAGGTACAGCTGLTICCAGTCAGG

3' "anti-sense" primery

A. Primery ludskej lebo opiééi ‘kongtantnéj oblasti, anti-sense
vlakna s Nhe 1 miestom

+118 +110
196, 5 GGC GGATGC GCTAGC TGAGGAGAC GG &

Nne |

OBR. 7a’



Primery na amplifikdciu variabilnych oblasti Iahkych retazcov

opi¢éich imunoglobulinov

S5' "sense" primery

A. Primery ludskej lebo opicej véasneij vediicej sekvencie kapa

lahkého retazca s BglII miestom

-—ht
.

5'ATCACAGATCTCTCACCATGGTGTTGCAGACCCAGGTC &
2. 5'ATCACAGATCTCTCACCATGG(GA)G(AT)CCCLC(T A)GC(TG)CAGCT 3
3. 5 ATCACAGATCTCTCACCAT GGACATGAGGGTCCCCGCTCAG 3°

4. S'ATCACAGATCTCTCACCATGCGACAC(GAC)AGGGCCCCCACTCAG 3’

B. Primery ludskeij lebo opicej vcasnej veducej sekvencie lambda
lahkého retazca s BglII miestom

1. 5'ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGGGCTCTGCTGLTCC 3°
2." 5'ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGGGCTCCACTACTTC 3°
3. 5'ATCACAGATCTCTCACCATGACCTGCTCCCCTCTCCTCC 3°

4. S'ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGGACTCCTCTCTTIC 3¢

o

S ATCACAGATCTCTCACCATGACTTGGACCCCACTCCTC 3

OBR. 7b
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3' "anti-sense" primery

A. Primery JTudskej lebo opicdej konstantnej oblasti kapa Iahkého"

retazca, anti-sense vlakna s Kpn 1 a BsiWl miestami

+108 _ +97
C 5'CCGTTT GAT TTC CAG CTT GGT ACC TCC ACC GAACGT 3
Kpn | :
+112 ) +103
5 TGCAGCATCCGT ACG TITGATTICCAGCTT &

BSI\'“ ;

B. Primery ludskej lebo opiéej konstantnej oblasti lambda lahkého

retazca, anti-sense vlakna s Kpn 1, Hind III a Avr II miestami

- IOT | "’99
5 ACC TAGGAC GGT AAG CTTGGTACCTCCGCL 3
Hind Il Kpn | :

+107 +97
5 ACC TAG GAC GGT CA(C/G) (C/G)TT GGT ACL TCC GCC GAACAC 3
Kpn |

+110 A +102
5CTT GGG CTG ACC TAG GACGGTCAGCCG 3
Avr |1

OBR. 7b’
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A. Variabilnd oblast tazkého retazca

CCATGGACTGGACCTGG 3

VH1 5

VH2 5 ATGGACATACTTTGTTCCAC 23°

VH3 5 CCATGGAGTTTGGGCTGAGC 3’
VH4 5  ATGAAACACCTGTGGTTCTT 3
VHS 5 ATGGGGTCAACCGCCATCCT 3’
VH6E 5 ATCGTCTGTCTCCTTCCTCAT 3°

B. KonsStantnd obla_g_t_‘.w_ t':az"k_éh‘o rgf:azca

e

aptifsensg vlakno

+119 +115
igM 5 TTCGGGGC GGATGC ACT 3
+119 +115
19G .4 5 GATGG GCCCTTGGTGRGA 3

C. Variabilnd oblast Yahkého retazca

+4 +10

Kapa 5° GATGACCCAGTCTCCA(GMCCTC 3
-q.

v

-3
Lambda 5 CTC A(C/T)T (T/C)(G/A)C TGC (MC)CAGGG TCC 3

D. Konstantnd oblast lahkého retazca, anti-sense vldkna

+115 +110
Kapa 5’ AA GAC ACATGG TGC AGCCA 3°
+118 +112
Lambda SN G GAACAG AGTGACCGAGEGG 3

OBR. 8
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Porovnanie Iudskej konsenzus VH1 sekvencie
s klénovanymi opiéimi variabilnymi oblastami

S _ Q
A XKL G | R M
Q £ RI T XK Vv
XVQLVQSGAEVKXPGXSVXVSCXASGYTIFS- D¥¥TY WVRQAPGXGLIWXG
__________________________ FN-G NYATS mccccccccamaao
—--Q ___________ Temr——— - T CVYTN eccmcmmac—- Ve—=8-
M@
VRS TS
I LKA T
XINPSXCYTNYZPYT0OG RVTXTXDXSXNTAYMILSSLRSIDTAVYYCAR
WINTDTGNPTYRQOGFKE  ===F=M=———weececKI-] Ke-eoceeaaa-
HWINPSNGNTCYEOKFQG —====—m—c—em—meee R
\G/ HOMOLOGIA
LXCTYSNDYXXXXXYTXDY WGQGTLVIVSS LUDSKY VH1 KONSENZUS
VVGTTYREYFEE Eia? St OPICI KLON 1-2 88%
MYSWKGT 0D OPICI KLON 1-14 94%

OBR. 9a.

e
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Porovnanie Iudskej konsenzus VH2 sekvencie

s klénovanymi opiéimi variabilnymi oblastami

G
Q A I
Q X T Q F v
XVILRESGPXLVKPTETLTLTCTVSGFSLS IXGMXVE WIRQPPGKXLEWLA
______________________________ Lsad “TRY - am ur o — e
______________________________ ASETEYR ———=SewmeewcaT
______________________________ TCETEVE ——me e e s
™ -y
RLTNM V
| NVSSV G
EINXWDDDKYVYSTSILRS RLTISKDTSKNQVVLXXXXXDPXDTATYYCAR
2ID WDNDPVVESTSIKN —=—=c——mecccccecceea——— R
ST WTGVKYYNTSLKN =—-=-- T o B R T p—— G-
STY WNDUFYVTITET S wee—- R e e e e e c e ————
- HOMOLOGIA
L
RXPRYXXXCDXGXYXXAFDY WGQGTTVIVSS LUDSKY VH2 KONSENZUS
GGST ) s y OPICI KLON . .2-3 98%
GVYWSGYS FDY ——mem=Aemm———- OPICI KLON 2-13 91%
IPGTAGTVPYVTT, DS —=—=RAV===—- OPICI KLON 2-10 97%

OBR. 9b.
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Porovnanie ludskej konsenzus VH3 sekvencie
s klénovanymi opié¢imi variabilnymi oblastami

G

I S N S

A v S A
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETTS DYAME WVRQAPGKGLEWVX
SRR TSR Femccmcccem—nn———— TYNMT cecmmcecce——————
______________________________ TYRTY ecce—ew———=R-—--
______________________________ Cvamf - - ———- — ——————
------------------ Sememem e NVYNMD  —eeeSrmm——————

MV S XT

N SA® D EP LE T

BIZTXXNCSETYYADSVKG RETISRDDSXKNTLYLQMNSLRAZEDTAVYYCAR
EISW NSGTIYYASSVKG —-—=—-=—-=-=-==---=< Rowmm—mmmmme
TAGKK YT TK(; ~mmmeocae- Semcne—- A e T
YTSS ASGYTYYADSVKGE =—==—=—= Fe———- o
BVIRK GAPTKYAASVKG =======————=——-—--—ss=————————oo
HOMOLOGIA

DTyE TYYXXETDS WGOGTLVTVSS LUDSKY VH3 KONSENZUS

TAT < DV ~—mmm——— - OPICI KLON 3-34 96%
PVLGDRWE FDL ---=- 2I---- OPICI KLON 3-36 93%
COPVLOFLEWLLPTTGSDY ==P=V=mm=mm OPICI KLON 3-40 95%
DVZ2AGT Gem=Vmmm——— OPICI KLON 3-9 95%
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Porovnanie ludskej konsenzus VH4 sekvencie
s klénovanymi opié¢imi variabilnymi oblastami

T YV S R
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGGSIS SSYYWS WIRQPPGKGLEWIG
M o SSYDHT —--==—- M————— a
______________________________ VYW ———e T ——————
g T Smmm———- SSGYYHG ====——————————
------------------------------ GYYWG ====T==—m————-e
------ Ammmmmm e e G GDYYHE mmmmmmmmmm—

MP KK EY N
JIYY SGSTYYNPST KSRVIISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR

VISGN SGSADYNPSL  =N=====——== N-=—==- S Imm———
SLOGR GGNKYLNILCL T T
STHGS GGSNSLNPSL ~ ==——- L-———— G-Kmmmmmm - =
SI.OAR GGNKYLNLSIL — ====- mA-—mmmccmcccccnm e e n e ————
YTYGES GGETNYNPST NN-=8==T-ece—m Le———— Re—m——mer———————— s
HOMOLOGIA

............... ‘e o a @ ﬁUDSKY VH4 KONSENZUS
COVTSGWYREY FDS WGQGCLVTVSSG oPICT KLON 4-13 90%
VYGDNR 2RV WGPGVLVIVSSG op1¢f KLON 4-14 96%
ZIYSSSPY YEDT  WGQGVRVTVSSG OPICI KLON 4-16 92%
LDNR ZDY  WGPGVLVIVSS opI¢I KLON SC CHIM 96%
v 7T WGQGVLVTVSS OPICI ANTI-CD4 CHIM 88%

OBR. 9d.
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Porovnanie Iudskej konsenzus VHS sekvencie
s klénovanymi opi¢imi variabilnymi oblastami

R
EZVQLVQSGAEZVKKPGSSLKISCKGSGYST ISYWIG WVRQMPGKGLEW
-------- G-—-R--===R===-TC-F-=~ IGFWI§S =-=---V==Qm=m-=
METTY2EDSDTRAYEPSTORH VIISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYC2R. |
VGEIVSPGNSITAVNISTORY —mmmmmmm e e N e - o)

EAGNENVYOD

HOMOLOGIA
T ceeeeein. LUDSKY VHS KONSENZUS
ZYY WGHGVLVTVSSG OPICI KLON 5-11 84%

OBR. 9e.
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Porovnanie ludskej konsenzus VK1 sekvencie

s klénovanymi opi¢imi variabilnymi oblastami

\Y
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSVXYSDTSSYIN WYQQK®P
DIQMTQSPAS—-—~--~ K=memm R2SQ STSSSLE —=----
DIQMTQSPAS~====r=m=m==== QASQ SVSNLLE ------
DIOMTQSPAS======wm== V-- R2SQ GINQFLS ======
DIOMTQSPAS————————memem R2S0 TTSSYIN w=————

R

G I
GK2PKLLIYXESSLES GVPSRESGSGSGTDITLTISSLQPEDIATYYC
———————— DSASSLOS =====m=—-m Kermmmre e e e = S
----- P===KASSIES ======TR==--==-=——-Ne=-E----—--F-
et e Ay e s S==PE==-V—==ZD-
-------- L

HOMOLOGIA
YNSLPXXYD XT FGQGTKVEIK  r[upSKY VK1 KONSENZUS

QOYYSYPR LT —cmmmmm e OPICI KLON Ki-7 94%
QOGNS YD LT --G---=--—- OPICI KLON K1-3 90%
LODYMSD KT =——mem— o OPICI KLON Ki-14 90%
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Porovnanie ludskej konsenzus VKII sekvencie
s: klénovanymi opiéimi variabilnymi oblastami

R
DIVMTQSPLSLPVTPGEZPASISC RSSQOSIVISNGNTVIN WYLQKP

DIVMTQSPAS—-===1~Cm===="- TSTOSIISGNGYSYIN ==we——
~LA-P-—=f==l—==e(-~===- RACTIY STFLYNLTH —-m-e-

GQSPQLLIY KVSNRFS GVPDRISGSGSETDITLKISRVZEEDVGVYYC
————Hememe YDOVR2ZG = Teem oo

——Pmm———— OELSNXDT ===f-memeommmmmee e TNS~==D=-E-D-—-
\Y .
s HOMOLOGIA
MOLLOSP YT FGQOGTKNZIX LUDSKY VK2 KONSENZUS
MOTLQOSP FT ==S=we-D-- OPICI KLON K2-8 91%
TOSKNSPR 7 =—Geommn- OPICIA SC CHIM 81%
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Porovnanie ludskej konsenzus Lambda VIII sekvencie

s klénov&nYmi opic¢imi variabilnymi oblastami

S
SYZLTQPPSVSVSPGQTARITC SEDALGOXYVY WYQOKPD
L L Gr o

)
Mo X

N AQ
CQ PVLVIY ZDSKREPS GIPZRTSGSNSGTTATLTISGVEAXDEZADYYC

CLWISXTYYVYV  TGGETKLTVLG LUDSKY LAMBDA KONSENZUS
QUWDSTEDHWY =====R~—=—- OPIGIA ANTI-CD4 91%

OBR. 9h.
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Porovnanie ludskej VH3 konsenzus sekvencie so 4 opi¢imi VH3

sekvenciami a 8 ludskymi VH3 sekvenciami
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OBR. 11

PRIAMA VAZBA CHIMERNEJ ANTI-CD4
K SUP TT CD4-PORITIVNYM BUNKAM
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OBR. 13

Opic¢ia Anti-CD4 Vy sekvencia. Zaznamenand od 1 do 420 bp.

Prekladana od metioninu ATG veducej sekvencie (bp 4) do bp 420.
Bielkovinna sekvencia ¢islovand od zvysku +1 zakladnej Struktiry
(framework] do posledného Vg 2vysku, +120

M K E z ) 3 T = L z A A A P ]
GAC ATG ARR CAC CTC TGG TTC T7C2 CTC CTC CT8 &T& GTAa GCC CCC aga
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OBR. 14

Zaznamenana od 1 do 387 bp.

Prekladand od metioninu ATG veducej sekvencie (b

Opi¢ia Anti-CD4 Viambda Sekvencia.
Bielkovinna sekvencia

p 4) do bp 387.

¢islovana od zvysku +1 zdkladnej sStruktury
Viambda 2VYSku, +109

(framework] do posledného
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% Inhibicie
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