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Inventia se referd la domeniul medicinei,
anume la oncologie si este destinatd tratamentului
limfomului celulelor B.

Esenta inventiei constd in aceea ca tratamentul
limfomului celulelor B include administrarea
anticorpului anti-CD20 himeric imunologic activ,
care poate fi obtinut din transfectom cuprinzind
anti-CD20 in TCAE 8, depozitat in Colectia
Americand de Specii de Culturi (ATCC) sub nr.
69119. Administrarea anticorpului poate fi
efectuatd repetat. Mai mult decat atit, se solicitd
metoda tratamentului limfomului celulelor B ce
constd in administrarea anticorpului anti-CD20
marcat cu izotopi radioactivi, secretat de
hibridomul depozitat in ATCC sub nr. HB 11388.

2

Limfomul celulelor B, de asemenea, este tratat prin
administrarea, in prima perioadd, a anticorpului
anti-CD20 himeric imunologic activ, totodatd se
poate administra un anticorp anti-CD20 himeric
obtinut de la transfectomul mentionat. Apoi in
pericada a doua a tratamentului se administreazi
anticorpul anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi
care poate include un anticorp monoclonal secretat
de hibridomul revendicat.

Rezultatul constd 1In distrugerea si
extenuarea speciald a celulelor B neoplazice si
prevenirea reactiei de hipersensibilitate.
Revendicari: 20
Figuri: 17




Descriere:

Inventia se referd la domeniul medicinei, anume la oncologie, si este destinatd tratamentului
limfomului celulelor B.

Sistemul imun al vertebratelor (de exemplu al primatelor, inclusiv uman, al mamiferelor, etc.)
constd dintr-o serie de organe si tipuri de celule care au evoluat pentru recunoasterea exactd si
specificd a microorganismelor eterogene (“‘antigen™), care invadeazi gazda vertebrata, configurarea
specificd a acestor microorganisme eterogene si eliminarea lor (distrugerea de astfel de
microorganisme eterogene). Printre altele pentru sistemul imun limfocitele sunt critice. Limfocitele
sunt produse in timus, splind si maduvd osoasd la maturi §i constituie cca 30% din totalul de
leucocite sangvine din sistemul circulator uman (adult). Existd doud subpopulatii principale de
limfocite: celule T si celule B. Celulele T sunt responsabile pentru imunitatea mediatd celular,
celulele B - pentru producerea anticorpilor (imunitate umorala).

Fiecare celula B in gazdd exprimd pe suprafata sa diversi anticorpi. Astfel, o celuld B exprima
un anticorp specific pentru un antigen, in timp ce altd celula B exprima anticorp specific pentru alt
antigen. Astfel, celulele B sunt absolut diferite si aceastd diversitate are o importantd deosebitd
pentru sistemul imun. La om fiecare celulda B poate produce un numir enorm de molecule de
anticorpi (adic cca de la 107 1a 10%). De reguld, o asemenea producere de anticorpi inceteazi (sau
descreste considerabil) dupd neutralizarea antigenului eterogen. Ocazional, insd, proliferarea
anumitelor celule B este continud si o asemenea proliferare poate avea ca rezultat un cancer, asa-
numitul limfom al celulei B.

Atat celulele T, cat si celulele B contin proteine celulare de suprafatd, care se utilizeaza ca
“marcheri” pentru diferentiere si identificare. Unul din acesti marcheri ai celulei B umane este
antigenul Bp35 uman cu diferentiere limitatd a limfocitelor B, indicat ca “CD20”. CD20 se exprima
in evolutia precoce a precelulelor B si se mentine pana la diferentierea celulelor plasmei. In special,
molecula CD20 poate regla o etapd in procesul de activare, care este necesar pentru initierea ciclului
celular si diferentiere si, de reguld, se exprima la niveluri suprainalte pe celule B neoplazice
(“tumoare™). Prin definitie, CD20 este prezent atat pe celulele B “normale”, cit si pe celulele B
“maligne”, adicd pe acele celule B, proliferarea continud a crora poate cauza limfomul celulei B.

In esentd, o astfel de afectare se produce in modul urmitor: pacientului i se introduc, de
exemplu, anticorpi specifici pentru antigenul CD20 al celulei B. Acesti anticorpi anti-CD20 se
conjugd specific cu antigenul celular de suprafatd CD20, evident atat al celulelor B normale, cat si
celor maligne. Anticorpul anti-CD20 conjugat cu antigenul de suprafatdi CD20 poate provoca
deteriorarea si epuizarea celulelor B neoplazice. In plus, substantele chimice sau elementele
marcate radioactiv, cu abilitate de distrugere a tumorii, pot fi conjugate cu anticorpul anti-CD20
astfel cd substanta special se furnizeazi, de exemplu in celulele B neoplazice.

Este cunoscutd metoda de tratament al limfomului celulelor B prin afectarea antigenului
superficial CD20, care include administrarea anticorpului IF5 monoclonal murin (soarece) (un
anticorp anti-CD20) cu ajutorul infuziei intravenoase continue [1].

Este cunoscuti metoda de tratament al limfomului celulelor B prin afectarea antigenului
superficial CD20, care include administrarea anticorpului IF5 monoclonal murin marcat cu iod - 131
[2].

Dezavantajul metodelor sus-enumerate constituie dozele mari depdsind 2 g de IF5 si rezultatele
«instabile» ale tratamentului. In afar de aceasta, injectiile repetate de asemenea anticorpi eterogeni
pot duce la inducerea rispunsului imun, provocind reactii periculoase de hipersensibilitate. In plus,
acestl anticorpi «eterogeni» pot fi expusi actiunii sistemului imun al gazdei, astfel incat ei in
realitate sunt neutralizati pand a-si atinge tinta sa.

Este cunoscut anticorpul himeric soarece-om destinat actiunii impotriva antigenului CD20 [3].

fnsd, nu este furnizatd nici o informatie despre abilitatea, eficacitatea sau utilizarea practici a
acestor anticorpi himerici pentru tratamentul tulburdrilor celulei B. Mai mult decét atét, cercetarile
functionale in vitro nu pot prezice capacitatea inerentd in vivo a anticorpilor himerici de a distruge
sau reduce celulele tintd care exprima antigenul specific.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in sporirea eficientei tratamentului
limfomului celulelor B.

Problema in cauzi se rezolvd prin aceea cd pentru tratamentul limfomului celulelor B se
administreazd o cantitate terapeutic eficientd a unui anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ
cuprinsa intre 0,001 si 30 mg/kg greutate corporald, totodatid anticorpul poate fi obtinut din
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transfectom, cuprinzand anti-CD20 in TCAE 8, depozitat la ATCC sub numarul 69119.
Administrarea anticorpului poate fi infaptuitd repetat. Anticorpii pot fi administrati in 3 perioade, a
doua perioadd a tratamentului fiind realizatd cel tirziu peste 7 zile de la prima perioada, iar
perioada a treia a tratamentului - cel tarziu peste 14 zile de la prima perioadd. in a doua perioadi a
tratamentului se poate administra un anticorp anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi, cuprinzand
anticorp monoclonal secretat de hibridomul depozitat la ATCC sub numérul HB 11388.

fn afard de aceasta, se solicitd un hibridom cu depozitul la ATCC sub numarul HB 11388, care
secretd anticorpul anti-CD20 si un anticorp anti-CD20 monoclonal secretat de el. Anticorpul poate fi
marcat cu izotopi radioactivi, totodatd marcajul radioactiv se alege din grupa care include ytriu [90],
indiu [111] si iod [131] si se foloseste in cantitéti terapeutic eficiente.

Limfomul celulelor B, de asemenea, se trateazd pe calea administrdrii in prima perioadd a
tratamentului a anticorpului anti-CD20 himeric imunologic activ, apoi in a doua perioadd a
tratamentului a anticorpului anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi, totodatd se poate administra
un anticorp anti-CD20 himeric, derivat de la un transfectom cuprinzand anti-CD20 in TCAE 8,
depozitat la ATCC ca parte a numirului 69119. fn a doua perioadi a tratamentului se poate
administra anticorpul anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi, care pot contine anticorpul
monoclonal secretat de hibridomul depozitat la ATCC sub numarul HB 11388.

Celulele B sunt responsabile pentru producerea anticorpilor si in cazul intrérii antigenului in
organismul uman are loc stimularea lor fatd de diferentierea si producerea de catre celulele B a
anticorpilor impotriva antigenului.

Insa uneori proliferarea anumitelor celule B continui neincetat, ceea ce poate provoca tumoarea,
numitd «limfomul celulei By. Celulele B contin proteine superficiale, care se utilizeazd pentru
diferentiere §i identificare. Unul din acesti marcheri ai celulelor B este antigenul Bp35 uman cu
diferentiere limitatd a limfocitului B marcat “CD20”.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi, specifici la antigenul
superficial CD20 provoacd distrugerea rapida si extenuarea celulelor B neoplazice, ceea ce conduce
la extenuarea celulelor B ale sangelui periferic, inclusiv a celulelor B ale limfomului, intrucat ele
posedd functionalitatea efectorilor omului, adicd sunt in stare si completeze liza dependentd de
complement sau sd supund lizei celulele tintd umane cu ajutorul toxicitétii celulare care este in
functie de anticorpi sau prin intermediul fagocitozei completate de receptorii Fc.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi inlaturd problema accesului
limitat la limfom, totodata face posibild reducerea cantitatii totale a anticorpului necesar.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi poate fi realizatd ca
administrare unicd sau ca o serie de administriri succesive fard temeri fatd de posibilitatea
dezvoltrii reactiei de hipersensibilitate. lar administrarea combinatd a anticorpilor anti-CD20
himerici imunologic activi si anticorpilor anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi face posibil de a
reduce dozajul anticorpilor administrati, de a distruge mai rapid si sigur limfomul, fard inducerea
raspunsului imunologic.

Rezultatul consta in distrugerea si extenuarea directionald a celulelor B neoplazice si destituirea
reactiei de hipersensibilitate.

Inventia se elucideaza prin desenele prezentate in fig. 1-17:

- fig. 1, reprezentare diagramaticd a vectorului de expresie al anticorpilor himerici in tandem,
folosit pentru producerea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi (“TCAE 8”);

- fig. 2A-2E, secventa acidului nucleic a vectorului din fig. 1;

- fig. 3A-3F, secventa acidului nucleic a vectorului din fig. 1, cuprinzind in plus segmentele
variabile ale catenelor ugoare si grele murine (“anti-CD20 in TCAE 87);

- fig. 4, acidul nucleic si secventele aminoacide (inclusiv CDR si segmentele constante) ale
segmentelor variabile ale catenei usoare murine derivati de la anticorpul 2B8 anti-CD20
monoclonal murin;

- fig. 5, acidul nucleic §i secventele aminoacide (inclusiv CDR si segmentele constante) ale
segmentelor variabile ale catenei grele murine derivate de la anticorpul 2B8 anti-CD20 monoclonal
murin;

- fig. 6, rezultatele citometriei curgitoare care confirmd legarea Clq uman marcat prin
fluorescentd cu anticorpul anti-CD20 himeric, ce include in calitate de martor Clq marcat; Clq
marcat §i anticorp 2B8 anti-CD20 monoclonal murin; Clq marcat si IgGl, k uman;

- fig. 7, rezultatele lizei mediate de complement comparand anticorpul anti-CD20 himeric si
anticorpul 2B8 anti-CD20 monoclonal murin;
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- fig. 8, rezultatele citotoxicititii celulare mediate de anticorpi cu celule efectoare umane in
vivo, comparand anticorpul anti-CD20 himeric si 2B8;

- fig. 9, rezultatele limfopeniei celulelor B ale sangelui periferic la primatele non-umane dupd
infuzia a 0,4 mg/kg (A) de anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ;

- fig. 10, rezultatele limfopeniei celulelor B ale sangelui periferic la primatele non-umane dupa
infuzia a 1,6 mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ;

- fig. 11, rezultatele limfopeniei celulelor B ale sangelui periferic la primatele non-umane dupa
infuzia a 6,4 mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ;

- fig. 12, rezultatele limfopeniei celulelor B ale sangelui periferic la primatele non-umane dupa
infuzia a 0,01 mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ;

- fig. 13, rezultatele impactului tumoricid al Y2B8 intr-un model xenografic de soarece utilizind
o tumoare limfoblastica de celule B;

- fig. 14, rezultatele impactului tumoricid al C2B8 intr-un model xenografic de soarece utilizind
o tumoare limfoblastica de celule B;

- fig. 15, rezultatele impactului tumoricid al combinatiei Y2B8 si C2B8 intr-un model
xenografic de soarece utilizind o tumoare limfoblastica de celule B;

- fig. 16, rezultatele analizei clinice la stadiul /Il demonstrand extenuarea populatiei de celule B
sub actiunea C2B8 peste un anumit timp la pacientii la care se manifestd o remisiune partiald;

- fig. 17, rezultatele analizei clinice la stadiul /Il demonstrand extenuarea populatiei de celule B
sub actiunea C2B8 peste un anumit timp la pacientii la care se manifestd o remisiune minora.

Prezentarea pe scurt a inventiei

Aici sunt descrise metode terapeutice de tratament al tulburarilor celulelor B si, in special, al
limfoamelor celulelor B.

Aceste protocoale se bazeazd pe administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic
activi. Pentru reducerea celulelor B in sangele periferic, inclusiv a celulelor B asociate cu limfom,
se aplicd administrarea anticorpilor anti-CD20 marcati radioactiv pentru tintirea celulelor B si
administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici si anticorpilor anti-CD20 marcati radioactiv intr-o
strategie terapeutic asociata.

Utilizarea unui anumit anticorp anti-CD20, care se conjugd specific cu antigenul CD20 celular
superficial, provoaca o digerare directionald si o epuizare a celulelor neoplazice (ficand generalul),
adicd, inlaturd dereglarile celulelor B, vindecand limfomul celular B (facand specialul).

Asa cum se va aprecia de specialistii in domeniu, vectorii TCAE utilizati in prezenta inventie
permit reducerea substantiald avantajoasd a timpului necesar pentru generarea anticorpilor anti-
CD20 himerici imunologic activi. Generarea i izolarea segmentelor variabile ale catenelor usoare si
grele non-umane urmata de Incorporarea acestora in caseta transcriptionald constantd a catenei grele
umane permit producerea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi.

Descrierea detaliata a inventiei

Drept consecintd a efectului de atenuare al limfomului celulelor B §i a celei mai curente
necesitati de a asigura in practica tratamentul viabil al acestei maladii, au fost elaborate diverse
metode, folosind anticorpul specific 2B8 in calitate de element de legituri intre metode. In cadrul
uneia din ele se exploateazd avantajos capacitatea sistemelor de mamifere de a recunoaste cu
usurintd si eficient celulele B sangvine periferice. Folosind aceastd metoda se inldturd sau se reduc
celulele B in singele periferic si tesutul limfatic cu scopul inldturdrii limfomului celulelor B.
Aceasta se realizeaza prin utilizarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi. Intr-o altd
abordare s-au ficut tentative de distrugere a celulelor efectoare tumorale cu marcaje radioactive.

O alta abordare, cea mai preferatd pentru dezvoltarea anticorpului anti-CD20 himeric non-uman,
se bazeaza pe utilizarea unui vector de expresie care include initial DNA ce codificd segmentele
constante din catenele grea si usoard dintr-o sursd umand. Un asemenea vector permite inserarea de
DNA ce codificd segmentul variabil non-uman astfel, incat se pot genera diversi anticorpi anti-CD20
non-umani, care se pot cerceta si analiza.

Ceea ce este nevoie si ceea ce ar fi un avantaj mare in domeniu, sunt abordarile terapeutice
avand ca obiect antigenul CD20 pentru tratamentul limfoamelor celulelor B la primate, inclusiv, dar
fara sa se limiteze la oameni.

Termenul “anticorp anti-CD20”, folosit in prezenta descriere, semnificd un anticorp care
recunoaste specific o fosfoproteina neglicozilard pe suprafatd celulard si care are o mirime de 35
000 Daltoni, de reguld, numitd antigen Bp35 cu diferentiere limitatd a limfocitelor B, uman
mentionat ca CD20. Termenul “himeric” folosit cu referire la anticorpii anti-CD20 cuprinde
anticorpi care sunt derivati preferential folosind metode recombinate cu acid dezoxiribonucleic care



MD 1367 C2

5

contin atdt componente umane, cit si non-umane (inclusiv specii imunologic “inrudite”, de exemplu
cimpanzeu), segmentul constant al anticorpului himeric este preferential identic cu segmentul
constant al unui anticorp uman natural; segmentul variabil al anticorpului himeric este derivat
preferential de la o sursd non-umand §i are antigenicitatea si specificitatea doritd fatd de antigenul
CD20 pe suprafata celulei. Sursa non-umand poate fi orice animal vertebrat care poate fi folosit
pentru a genera anticorpi fatd de antigenul CD20 uman celular de suprafatd sau un material ce
include antigenul CD20 uman pe suprafata celulei. Asemenea surse non-umane includ (fard insd a
se limita) rozitoare (de exemplu soareci, sobolani, iepuri, etc.) si primate non-umane (Old World
Monkey, maimute, etc.). in special, componenta non-umani (segmentul variabil) este derivati dintr-
o sursd murind. Expresia “imunologic activ”’ folositd aici cu referire la anticorpii anti-CD20 himerici
semnificd un anticorp himeric care fixeazd Clq uman si prezintd veriga intermediard a lizei mediate
de complement (“CDC”) a liniilor de celule B limfoide umane si a lizei celulelor tintd umane prin
citotoxicitate celulard intermediatd de anticorpi (“ADCC”). Expresiile ‘“marcare indirectd” si
“principiul marcdrii indirecte” folosite aici exprimd cd un agent chelatic este atasat covalent la un
anticorp si, cel putin, un radionuclid este inserat in agentul chelatic. Agentii chelatici si
radionuclizii preferentiali sunt descrisi in sursele [Srivagtava, S.C. si Mease, R.C.; “Progress in
Research on Ligands, Nuclides and Techniques for Labeleing Monoclonal Antibodies”, Nucl. Med.
Bio., 18/6, 1991, p. 589-603]. Un agent chelatic preferential este acidul l-izotiocismatobenzil-3-
metildiotilen triaminpentacetic (“MX-DTPA”); radionuclizii preferati pentru marcare indirectd
includ indiu [111] si ytriu [90]. Expresiile “marcare directd” si “principiul marcarii directe” folosite
aici exprimd cd un radionuclid este atagat covalent direct la un anticorp (de reguld, prin restul
aminoacid). Radionuclizii preferati sunt prezentati in [Srivagtava, S.C. si Mease, R.C.; “Progress in
Research on Ligands, Nuclides and Techniques for Labeleing Monoclonal Antibodies”, Nucl. Med.
Bio., 18/6, 1991, p. 589-603]; iar radionuclidul cel mai preferat pentru marcare directd este iodul
[131] atasat covalent prin intermediul resturilor tirozinice. In special preferat insi este principiul
marcdrii indirecte.

Metodele terapeutice descrise aici se bazeaza pe proprietatile sistemului imun al primatelor de a
recupera rapid sau de a revitaliza celulele B din singele periferic. in plus, datoriti rispunsului imun
principal al primatelor ocazionat de celulele T, in cazurile cind sistemul imun are o deficienta de
celule B in sdngele periferic, se exclude necesitatea precautiilor “extraordinare” (adicd, izolarea
pacientului, etc.). Ca o consecintd a acestor si altor proprietdti ale sistemului imun al primatelor,
principiul propus de terapie a tulburdrilor celulelor B prevede inldturarea celulelor B din sdngele
periferic folosind anticorpii anti-CD20 himerici imunologic activi.

Intrucat afectarea celulelor B din sdngele periferic, conform definitiei, poate indica necesitatea
tratamentului singelui, calea preferentiali de administrare a anticorpilor anti-CD20 himerici
imunologic activi si anticorpilor anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi este cea parenterald.
Termenul “parenteral” folosit aici include administrarea intravenoasa, intramusculard, subcutanata,
rectald, vaginald sau intraperitoneald, cea mai preferata fiind cea intravenoasa.

Anticorpii anti-CD20 himerici imunologic activi §i anticorpii anti-CD20 marcati cu izotopi
radioactivi, de reguld, se obtin prin tehnici standard, folosind un tampon acceptabil farmaceutic, de
exemplu solutie fiziologicd sterild, apa-tampon sterild, propilenglicol sau combinatiile lor, etc.
Procedecle de preparare a agentilor pentru administrare parenterald sunt deja cunoscute
[Pharmaceutical Carries & Formulations, Martin, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15th Ed.
(Mack Pub. Co., Easton, PA 1975)].

Cantitatea terapeutic eficientd, specificd a anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi,
utild pentru producerea unui efect terapeutic unic asupra oricarui pacient poate fi determinata prin
tehnici standard bine cunoscute pentru specialistii in domeniu.

Dozajele eficiente (adicd, cantititile terapeutic eficiente) ale anticorpilor anti-CD20 himerici
imunologic activi, sunt cuprinse intr-un domeniu aproximativ de la 0,001 pana la 30 mg/kg greutate
corporala, de preferintd, de la cca 0,01 pana la 25 mg/kg greutate corporald, cea mai preferentiala
fiind gama cuprinsd intre cca 0,4...20,0 mg/kg greutate corporald. Sunt viabile si alte dozaje.
Factorii care influenteazd dozajul includ, insd nu se limiteazd, severitatea bolii, tratamentele
anterioare, starea generald a sandtitii pacientului, alte boli prezente, etc. Specialistul in domeniu
poate cu usurintd sd analizeze starea unui pacient si sd determine doza necesard din gama
mentionatd de dozaje sau, dacd este cazul, o doza depésind aceste limite.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi in acest domeniu de doze poate
fi realizati ca administrare unici sau mai multe administriri succesive. In ce priveste anticorpii
himerici, este de preferintd o seric de administrdri succesive. Aceastd metodd preferatd este
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elaboratd pe bazi de tratament metodologic al acestei maladii. Evitdnd aprofundarea in teorie,
urmeazd de mentionat ¢ datoritd activitdtii imunologice si legdturii cu CD20, anticorpii anti-CD20
himerici imunologic activi, chiar de la prima administrare produc extenuarea celulelor B in sangele
periferic; mai mult ca atdt, se observd o reducere aproape completd in cca 24 de ore dupa
tratamentul prin infuzie. Deci, drept indicatie pentru administrare(-ari) ulterioard a anticorpilor anti-
CD20 himerici imunologic activi (sau anticorpilor anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi) pot
prezenta: a) celulele B clare in sangele periferic; b) initierea extenudrii celulelor B din ganglionii
limfatici; ¢) initierea extenudrii celulelor B din alte surse tisulare, de exemplu din miduva osoasd,
tumoare, etc. Altfel formulat, prin administrdrile repetate ale anticorpilor anti-CD20 himerici
imunologic activi, are loc o serie de fenomene, fiecare fiind considerat important pentru tratamentul
eficient al bolii. Primul “fenomen” poate fi considerat ca orientat in principal spre a reduce
substantial celulele B din sdngele periferic al pacientului; urmdtoarele ‘“fenomene” pot fi
considerate fie ca orientate in special spre a inldtura simultan sau succesiv celulele B remanente din
sistemul ganglionilor limfatici, fie ca inldturare a celulelor B din alte tesuturi.

Realmente, in timp ce un dozaj unic asigurd un efect pozitiv si poate fi utilizat eficient pentru
tratarea §i manipularea bolii, este preferentiald o serie de tratament in citeva etape. Este
recomandabil de a se administra pacientului o datd pe sdptiménd, timp de cca 2...10 sidptimani,
preferential 4 sdptamani, cca 0,4...20 mg/kg greutate corporald de anticorpi anti-CD20 himerici
imunologic activi.

Referitor la folosirea anticorpilor anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi este preferabil ca
anticorpul sd nu fie himeric. Acest fapt este dictat de perioada circulatorie de injumatatire
semnificativ mai lungd a anticorpilor himerici fatd de anticorpii murini (adicd, radionuclidul cu o
perioada circulatorie de injumatatire mai lungd este prezent in organismul pacientului un timp mult
mai indelungat). Totusi, anticorpii himerici marcati cu izotopi radioactivi pot fi utilizati benefic in
dozaje mult mai scdzute, in mili-Currie (“mCi”), impreund cu un anticorp himeric inrudit cu
anticorpul murin. Acest fapt permite reducerea toxicitatii in maduva osoasd pand la un nivel
acceptabil, mentindnd in acelagi timp efectul terapeutic.

Conform prezentei inventii pot fi aplicati multi si diversi radionuclizi cunoscuti din care
specialistii in domeniu vor avea posibilitatea sa determine usor radionuclidul adecvat pentru fiecare
caz concret.

Cu aparitia agentilor chelatici superiori posibilitatea atasarii grupelor chelatice metalice la
proteine a permis de a utiliza alti radionuclizi, cum sunt indiul [131] si ytriul [90]. Ytriul [90] are
64 de ore este suficient de lungd pentru a permite acumularea anticorpilor in tumoare si, de
exemplu, spre deosebire de iod [131], ytriul [90] este un emititor pur de radiatie beta de energie
inaltd neinsotitd de radiatia gama la atenuarea ei cu un domeniu in tesuturi de la 100 pana la 1000
diametre celulare. In plus, cantitatea minimid de radiatic penetranti permite administrarea
anticorpilor marcati cu ytriu [90] pacientilor fara sd fie in mod necesar spitalizati. Mai mult decat
atat, nu este necesard interalierea anticorpului marcat pentru distrugerea celulelor, iar emisia locala
de radiatie ionizantd va fi letald pentru celulele tumorale invecinate lipsite de antigen tinti.

Unica limitare neterapeuticd pentru ytriu [90] se bazeazi pe absenta radiatiei gama
semnificative care face dificild obtinerea imaginii. Pentru evitarea acestor probleme se poate utiliza
un radionuclid de diagnosticare cum este indiul [111] care “formeaza imagini” pentru localizarea si
determinarea marimii relative a tumorii inaintea administrarii dozei terapeutice de anti-CD20
marcat cu ytriu [90]. Indiul [111] este preferat in special ca radionuclid de diagnosticare, deoarece in
dozi de cca 1...10 mCi el este inofensiv §i poate fi administrat fard toxicitate manifestd; datele
tomografice, de reguld, se prognozeaza prin distributia ulterioard a anticorpului marcat cu ytriu [90].
De reguld, in studiile tomografice se utilizeaza anticorpul marcat cu S mCi de indiu [111], deoarece
aceastd doza este sigurd si inofensivd, cu un rezultat tomografic substantial eficientizat comparativ
cu dozele mai mici, imaginea optimd fiind obtinutd la 3...6 zile dupd administrarea anticorpului
[Murray J.L., 26 J. Nuc. Med., 1985, p. 3328 si Carraguillo, J.A. et al., 26 J. Nuc. Med., 1985, p.
67].

Dozajele unice eficiente ale tratamentului (adicd, cantititile terapeutic eficiente) ale anticorpilor
anti-CD20 marcati cu ytriu [90] sunt incadrate in domeniul de cca 5...75 mCi, preferabil intre cca 10
si cca 40 mCi. Dozajele ablative unice, eficiente de tratament (adicd, pot necesita transplantare de
maduva osoasd) ale anticorpilor anti-CD20 marcati cu iod [131] sunt cuprinse in domeniul de cca
30...600 mCi, de preferinti, de la cca 50 si mai putin decit cca 500 mCi. fn combinare cu un
anticorp anti-CD20 himeric, datoritd perioadei circulatorii de injumadtdtire mai indelungate fata de
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anticorpii murini, dozele ablative unice eficiente pentru tratamentul médduvei non-osoase ale
anticorpilor anti-CD20 himerici marcati cu iod [131] sunt cuprinse in domeniul de cca 5...40 mCi,
de preferintd mai putin de cca 30 mCi. Doza necesard, de exemplu a marcajului cu indiu [111]
pentru obtinerea imaginii constituie cel mult 5 mCi.

fn ce priveste anticorpii anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi, se poate aplica o terapie la fel
folosind un tratament terapeutic unic sau folosind tratamente multiple. Datoritd componentei
radionuclidice, este de preferat ca inaintea tratamentului sd fie prelevate celule din ramificatiile
periferice (“PSC”) sau miaduva osoasa (“BM”) la pacientii care manifesta toxicitate potentiala fatald
a maduvei osoase sub actiunea radiatiei ionizante. BM si/sau PSC se preleva folosind tehnici
standard, apoi se curdtd si se congeleazi pentru o posibild reinfuzie. Suplimentar, adesea este de
preferat ca anterior tratamentului sd se facd un examen dozimetric de diagnosticare al pacientului,
folosind un anticorp marcat pentru diagnosticare (de exemplu, folosind indiul [111]), scopul fiind
asigurarea urmatorului moment: anticorpul marcat terapeutic (de exemplu, cu ytriu [90]) nu se va
“concentra” in alt tesut sau organ sanatos.

Specialistilor in domeniu le sunt cunoscute metodologii de generare a anticorpilor himerici. De
exemplu, catenele usoare si grele pot fi exprimate separat folosind, de exemplu, catena usoard a
imunoglobulinei si catenele grele ale imunoglobulinei in plasmide separate. Apoi, acestea pot fi
purificate si colectate in vifro in anticorpi complecsi. Sunt cunoscute metodologii de obtinere a unor
asemenea structuri [Scharff, M; Harvey Lectures, 1974, vol. 69, p. 125]. Sunt, de asemenea,
cunoscuti parametrii reactiei in vitro pentru obtinerea anticorpilor IgG din catene grele i usoare
izolate reduse [Beychok, S. Cells of immunoglobulin Synthesis, Academic Press, New York, p. 69,
1979]. De asemenca, este posibild coexpresia catenelor usoare si grele in aceleasi celule pentru a
obtine asocierea intracelulard si conexiunea catenelor grele si usoare in anticorpi complecsi
Hol,IgG. Asemenea coexpresie se poate realiza folosind aceeasi plasmidd sau plasmide diferite in
aceeasi celuld gazda.

Conform inventiei, cel mai preferati anticorpi anti-CD20 himerici s-au obtinut folosind vectorul
TCAE 8 (aceastd regiune reprezintd o secventd partial slabitd Kozak).

Detalii referitoare la impactul sitului de start al initierii marcherului selectiv dominant al
vectorilor TCAE (numiti, de asemenea, “vectori ANEX™) vizavi de expresia proteinei sunt
dezvaluite in cererea depusa si examinata paralel si include sectoare variabile murine, preparate din
anticorpul anti-CD20 monoclonal. Acest anticorp se noteazi ‘“2B8”.

TCAE 8 cuprinde patru (4) casete transcriptionale amplasate in tandem, adicd, catend usoard de
imunoglobulind umand fird regiune variabild; catend grea de imunoglobulina umana farad regiune
variabila; DHFR si NEO. Fiecare casetd transcriptionald contine propriul sdu promotor eucariotic si
regiunea de poliadenilare (referinta este facutd la fig. 1, care este o reprezentare diagramaticd a
vectorului TCAE 8). In special:

1) promotorul/intensificatorul CMV 1in fata catenei grele a imunoglobulinei este o versiune
truncatd a promotorului/intensificatorului din fata catenei usoare de la situl Nhe 1 cca - 350 pénd la
situl Sst 1 cca -16;

2) o regiune constantd a catenei usoare de imunoglobulind umand s-a derivat pe calea
amplificarii cDNA printr-o reactie PCR. In TCAE 8 s-au folosit regiuni constante kapa ale catenei
usoare de imunoglobulind umand (numerotate conform Kabat, aminoacizii 108...214 alotip Km 3
[Kabat, E.A. “Sequences of Proteines of immunological interest”, NIH Publication, Fifth Ed., No.
91, 1991, p. 3242] si regiunea constantd gama 1 a catenei grele de imunoglobulind umand
(numerotare conform Kabat a aminoacizilor 114...478, alotip Gmla, Gmlz). Catena usoara s-a izolat
din sangele uman normal (IDEC Pharmaceuticals Corporation, La Jolla, CA); RNA de aici s-a
folosit pentru sinteza cDNA, care apoi a fost amplificat folosind tehnici PCR (primerii s-au derivat
exact conform Kabat). Catena grea s-a izolat (folosind tehnici PCR) din ¢cDNA preparat de la RNA
care, la randul sdu, s-a derivat din celule in care a fost transfectat un vector IgGl uman [3 Prot. Eng.
531, 1990; vectorul pN;162]. S-au substituit doi aminoacizi in IgGl uman izolat pentru imperecherea
secventei aminoacide conform Kabat, anume: in pozitia 225 aminoacidul valind a fost substituit cu
alanind (GTT cu GCA), iar in pozitia 287 aminoacidul metionind s-a substituit cu lizind (ATG cu
AAG);

3) casetele catenelor usoare si grele de imunoglobulind umand contin secvente de semnal
sintetice pentru secretarea catenelor imunoglobulinei;

4) casetele catenelor usoare si grele de imunoglobulind umand contin situri DNA de restrictie
specifice care permit inserarea regiunilor variabile ale catenelor usoare si grele de imunoglobulina
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care mentin cadrul de citire tranzitional gi nu altereaza aminoacizii prezenti, de reguld, in catenele
imunoglobulinei;

S) caseta DHFR contine propriul sdu promotor eucariotic (promotorul principal pe baza -
globinei de soarece, “BETA”) si regiunea de poliadenilare (poliadenilarea hormonului bovin de
crestere, “BGH”);

6) caseta NEO contine propriul sdu promotor eucariotic (BETA) si regiunea de poliadenilare
(poliadenilare precoce SV40, “SV”).

Referitor la vectorul TCAE 8 si caseta NEO, regiunea Kozak a fost partial extenuatd prin
secventd conform Kozak (care include un sit Cla 1 in amonte);

Clal -3 +1

GGGAGCTTGG ATCGAT ccTct ATG Gtt

(in vectorul TCAE 5.2, substituirea are loc intre regiunile Cla 1 si ATG, anume: ccAcc).

Lista secventei complete TCAE 8 (inclusiv componentele specifice ale celor 4 casete
transcriptionale) este prezentatd in fig. 2 (secventa 1D nr. 1).

Asa cum se va aprecia de specialistii in domeniu, vectorii TCAE permit reducerea substantiald
avantajoasd a timpului necesar pentru generarea anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic activi.
Generarea si izolarea regiunilor variabile ale catenei usoare si grele non-umane urmatd de
incorporarea acestora in caseta transcriptionald constantd a catenei usoare si in caseta
transcriptionald constantd a catenei grele umane permit producerea de anticorpi anti-CD20 himerici
imunologic activi.

S-a derivat o regiune variabild non-umand preferentiala cu specificitate fatd de antigenul CD20
folosind o sursi murind si tehnologia hibridoamelor. Folosind reactia de polimerizare de lant
(“PCR”), regiunile variabile murine usoara si grea s-au clonat direct in vectorul TCAE 8, aceasta
fiind ruta preferabild pentru incorporarea regiunii variabile non-umane in vectorul TCAE. Aceasti
preferintd este, in principiu, bazati pe eficienta reactiei PCR si corectitudinea inserdrii. Totusi
pentru realizarea acestei sarcini sunt acceptabile si alte proceduri echivalente. De exemplu, folosind
TCAE 8 (sau un vector echivalent) se poate obtine secventa regiunii variabile a anticorpului anti-
CD20 non-uman, urmati de sinteza oligonucleotidelor, portiunilor secventei sau dacé corespunde, a
intregii secvente; ulterior, portiunile sau intreaga secventd sinteticd se poate insera in localizarile
corespunzitoare din vector. Specialistii in domeniu au pregitirea pentru realizarea acestora.

Anticorpii anti-CD20 himerici imunologic activi, conform inventiei, preferential s-au derivat din
utilizarea vectorului TCAE 8 care a inclus regiuni variabile derivate de la anticorpul monoclonal
fatd de CD20; acest anticorp (va fi descris in detaliu in continuare), s-a numit “2B8”. Secventa
completd a regiunilor variabile obtinute din 2B8 in TCAE 8 (“anti-CD20 in TCAE 8”) este
prezentatd in fig. 3 (secventa 1D nr. 2).

Linia celulard gazda utilizatd pentru expresia proteinei preferential este de origine mamifera.
Specialistii in domeniu pot determina liniile celulare gazda speciale ce sunt cele mai adecvate
pentru produsul genetic optional care trebuie exprimat in ele. Liniile celulare gazda standard includ,
fard insd sa fie limitate, DG44 si DUXBI11 (linie ovariand de hamster chinezesc (CHO), minus
DHFR), HELA (carcinom uman cervical), CVI (linie renald de maimutd), COS (un derivat al CVI
cu antigen SV 40 T), R1610 (fibroblaste de hamster chinezesc), BALBC/3T3 (fibroblaste de
soarece), HAK (linie renald de hamster), SP2/0 (mielom de soarece), P3x63-Ag3.653 (mielom de
soarece), BFA-ICIBPT (celule endoteliale bovine), RAJI (limfocite umane) si 293 (rinichi uman).
Liniile celulare gazdd de reguld sunt obtinute din surse comerciale, de la ATCC sau sunt selectate
din literatura publicat.

De preferintd, linia celulard gazda este DG44 (“CHO”) sau SP2/0 [Urland, G. et al., “Effect of
gamma raye and the dihydrofolate reductase locus: deletions and inversions.” Som. Cell & Mol.
Gen. 12/6, 1986, p. 555-566], [Shulman, M. et al., “ A better cell line for making hybridomas
secreting specific antibodies.” Nature, 1978, p. 276-269]. Cea mai preferatd este linia celulara
gazda DG44.

Transfectia plasmidei in celula gazda se poate realiza prin orice metoda accesibild specialistilor
in domeniu. Acestea includ, insd nu se limiteazd la, transfectia (inclusiv electroforeza si
electroporarea), fuziunea celulard cu DNA invelit, microinjectarea si infectarea cu virus intact
[Ridgway, A.A.G. “Mammalian Expresion Vectors”, cap. 24.2, p. 470-472 Vectors, Rodriguez and
Denhardt, Eds (Butterworths, Boston, MA 1988]. Cea mai preferatd cale de administrare a
plasmidei in gazda este cea a electroporarii.

S-a derivat o regiune variabild non-umand preferentiala cu specificitate fatd de antigenul CD20
folosind o sursd murind si tehnologia hibridoamelor. Folosind reactia de polimerizare in lant
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(“PCR”), regiunile variabile murine usoard si grea s-au clonat direct in vectorul TCAE 8, aceasta
fiind ruta cea mai preferatd pentru incorporarea regiunii variabile non-umane in vectorul TCAE.
Aceastd preferintd este in principal bazatd pe eficienta reactiei PCR si corectitudinea inserdrii.
Totusi, pentru realizarea acestei sarcini sunt accesibile si alte proceduri echivalente. De exemplu,
folosind TCAE 8 (sau un vector echivalent) se poate obtine secventa regiunii variabile a
anticorpului anti-CD20 non-uman, urmata de sinteza oligonucleotidelor, portiunilor secventei sau,
daca corespunde, a intregii secvente; ulterior, portiunile sau intreaga secventd sinteticd se poate
insera in localizirile corespunzitoare din vector.

Specialistii in domeniu au pregitirea necesard pentru realizarea acesteia.

EXEMPLE

Urmdtoarele exemple nu vor fi interpretate ca limitdnd inventia. Exemplele ilustreazi
vizualizarea dozei folosind anticorpi anti-CD20 marcati cu izotopi radioactivi (I2B8”); anticorpul
anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi (Y2B8) si anticorpul anti-CD20 himeric imunologic activ
(“C2B8”) derivat prin utilizarea unui vector specific (“TCAE 8”) si regiunilor variabile derivate de
la un anticorp anti-CD20 monoclonal murin (“2B8”).

1. ANTICORP 2B8 ANTI-CD20 MARCAT CU IZOTOPI RADIOACTIVI

A. Obtinerea anticorpului anti-CD20 monoclonal (murin) (*2B8")

Soarecii BALB/c s-au imunizat repetat cu linia celulara limfoblasticd umand SB [Adams, R.A.
et al., Direct implantation and serial transplantation of human acute lymphoblastic leukemia in
hamsters, SB-2. Can Res, vol. 28, 1968, p.1121-1125]  (aceastd linie celulard este accesibild la
Colectia Americand de Culturi de Tesuturi (ATCC), Rockville, MD, sub nr. de acces ATCC CL
120) prin injectii sdptdménale timp de 3-4 luni. S-au identificat goareci care manifesta titre serice
ridicate de anticorpi anti-CD20, asa cum s-a determinat prin inhibitia anticorpilor CD20 specifici
cunoscuti (anticorpii anti-CD20 utilizati au fost Leu 16, Beckton Dickinson, San Jose, CA nr.
catalog 7670 si Bl, Coulter Corp.; Hialeah, FL, nr. catalog 6602201); apoi de la acesti soareci s-a
indepartat splina. Celulele splenice s-au fuzionat cu celule de mielom SP2/0 de soarece in
conformitate cu protocolul cunoscut (SP2/0 are nr. de acces la ATCC, ATCC CRL 8006) [EINFELD
D.A. etal,, EMBO, 1988, vol.7, p. 711 ] .

Examindrile pentru determinarea specificititii CD20 s-au realizat prin test radioimun. Anti-
CD20 B1 purificat a fost marcat cu izotopul radioactiv ' prin metoda cunoscuta [Valentine, M.A.
et al., J.Biol. Chem, 1989, vol. 264, p. 11282 (iodurd de sodiu ', ICN, Irvine, CA, nr. catalog
28665H)]. Hibridoamele s-au concentrat prin incubatie imbinatd a 0.05 ml de mediu din fiecare
godeu de fuziune impreund cu 0.05 ml de anti-CD20 Bl marcat cu izotopul I'*® (10 ng) in BSA, PBS
1% (pH 7.4) si 0.5 ml din acelasi tampon contindnd 100 000 celule SB. Dupa incubatie, timp de 1
ord la temperatura camerei, celulele s-au recoltat prin transferare in pléci de titrare cu 96 godeuri
(V&P Scientific, San Diego, CA) si s-au spalat intens. Godeurile duble contindnd anti-CD20 Bl
nemarcat si godeurile lipsite de anticorp inhibitor au fost folosite drept martor pozitiv si negativ,
respectiv. Godeurile contindnd anticorpi cu mai mult de 50 % inhibitie au fost marite si clonate.
Anticorpul manifestdnd cea mai ridicatd inhibitie s-a derivat de la linia celulard clonatd desemnatd
aici ca “2B8”.

B. Prepararea conjugatului 2B8-MX-DTPA

i. MX-DTPA

Ca agent chelatic pentru conjugarea izotopului radioactiv marcat cu 2B8 s-a utilizat acidul 1-
izotiocianatobenzil-3-metildietilen-triaminpenta-acetic marcat cu C" (“MX-DTPA marcat cu C*").
Manipuldrile cu MX-DTPA s-au produs pentru mentinerea conditiilor fird metale, adica folosind
reactivi lipsiti de metale si, dupa posibilitate, s-au utilizat containere din polipropilend (bidoane,
cilindri gradati, pahare de laborator, pipete) spélate cu alconox si clatite cu apa Milli-Q. S-a obtinut
MX-DTPA sub formi de solid uscat de la Dr. Otto Gansow (National Institute of Health, Bethesda,
MD) si s-a depozitat astfel deshidratat la 4°C (protejat de lumind), solutiile bazice fiind preparate in
apa Milli-Q la o concentratie de 2-5 mM depozitate la -70°C.

MX-DTPA s-a obtinut, de asemenea, de la Coulter Immunology (Hialeah, Florida) ca sare
disodicd in apa si s-a depozitat la -70°C.

ii. Prepararea 2B8

S-a preparat 2B8 purificat pentru conjugare cu MX-DTPA prin transferarea anticorpului in 50
mM bicin-NaOff lipsit de metale, pH 8.6, contindand 150 mM NaCl, utilizdnd schimbul repetat de
tampon cu ajutorul filtrelor rotative CENTRICOM 30™ (30 000 D, MWCO; Amicon). De reguld, in
filtru se adaugd 50-200 ul de proteind (10 mg/nl), urmat de 2 ml tampon de bicin. Filtrul s-a
centrifugat la 4°C intr-o centrifugd Sorval SS-34 (6000 rot./min, timp de 45 min). Volumul mentinut
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a constituit cca 50...100 pl; mai mult decat atat, aceastd procedurd s-a repetat de doud ori folosind
acelasi filtru. Volumul mentinut s-a transferat intr-o eprubetd din polipropilend de 1.5 ml previzutd
cu capsuld de inchidere, s-a examinat pentru proteind, s-a diluat pand la 10.0 mg/ml si s-a depozitat
la 4°C pand la utilizare. Analogic proteina s-a introdus in 50 mM de citrat de sodiu, pH 5.5,
continind 150 mM NaCl si azoturd de sodiu 0.05%, folosind protocolul de mai sus.

iii. Conjugarea 2B8 cu MX-DTPA

Conjugarea 2B8 cu MX-DTPA s-a realizat in eprubete de polipropilend la temperaturd
ambiantd. Solutiile bazice congelate de MX-DTPA s-au dezghetat imediat inainte de utilizare.
50...200 ml de proteind la 10 mg/ml au intrat in reactie cu MX-DTPA, raportul molar al MX-DTPA
si 2B8 fiind 4:1. Reactiile s-au initiat prin addugarea solutiei de rezervd MX-DTPA agitand atent;
conjugarea s-a efectuat de la 14 pand la 20 ore la temperatura ambiantd. MX-DTPA nereactionat s-a
inlaturat din conjugat prin dializa sau ultrafiltrare repetatd, asa cum s-a descris mai sus in exemplul
LB.ii, in solutie salind normala lipsitd de metal (0.9% greutate/volum) care contine azoturd de sodiu
0.05%. Concentratia proteinei s-a corectat pand la 10 mg/ml si s-a depozitat la 4°C intr-o eprubetd
de polipropilend pand la marcare cu izotopi radioactivi.

iv. Determinarea incorporarii de MX-DTPA

Incorporarea MX-DTPA sa determinat prin numdrdtoare de scintilatie si s-a comparat valoarea
obtinuti cu conjugatul purificat pentru activitatea specifici a MX-DTPA marcat C'*. Pentru anumite
studii in care s-a utilizat MX-DTPA neradioactiv (Coulter Immunology) incorporarea MX-DTPA s-a
examinat prin incubarea conjugatului cu o solutie in exces purtitoare de ytriu [90] radioactiv de
concentratie i activitate specificd cunoscute.

S-a preparat o solutie stoc de clorura de ytriu de concentratie cunoscutd in HCI 0.05N fara metal
la care s-a addugat ytriu [90] fard purtitor (sare cloricd). S-a analizat un alicvot al acestei solutii prin
numdrarea de scintilatii in lichid pentru a determina o activitate specificd precisd pentru acest
reactiv. Intr-o eprubetd de propilend s-a addugat un volum de reactiv clorurd de ytriu egal cu 3 x
numarul de moli de chelat asteptat sa se ataseze la anticorp (de reguld, 2 mol/mol anticorp) si s-a
corectat pH-ul pana la 4.0...4.5 cu acetat de sodiu 2M. Ulterior s-a addugat anticorpul conjugat si
amestecul s-a incubat 15...30 min la temperatura ambianti. Reactia s-a oprit prin addugare de
EDTA 20 mM péna la o concentratie finald de 1 mM, pH-ul solutiei s-a ajustat pina la aproximativ
pH 6 cu acetat de sodiu 2M.

Dupa o incubare de 5 min, intregul volum s-a purificat prin cromatografie de inaltd performanta
de excludere dupa marime (s-a descris mai jos). Proteina eluata care contine fractiile s-a combinat,
s-a determinat concentratia proteinei si s-a examinat pentru radioactivitate un alicvot. Incorporarea
chelatului s-a calculat folosind activitatea specificdi a preparatului clorurd de ytriu [90] si
concentratia proteinei.

v. Imunoactivitatea lui 2B8-MX-DTPA

Imunoactivitatea conjugatului 2B8 s-a examinat folosind celula integrald ELISA. S-au recoltat
din culturd celule SB in faza Mid-log prin centrifugare si s-au spilat de 2 ori cu 1xHBSS. S-au
diluat celulele pani la 1-2 x10° celule/ml in HBSS si s-au impirtit in plici de microtitrare din
polistiren cu 96 godeuri la 50000...100000 celule/godeu. Plicile s-au uscat in vid timp de 2 ore la
40...45°C pentru fixarea celulelor la plastic, pand la utilizare pldcile s-au pdstrat la loc uscat la
—20°C. Pentru examen s-au incdlzit plicile la temperatura ambiantd imediat inaintea folosirii, apoi
s-au blocat cu 1xPBS, pH 7.2...7.4, care contine BSA 1% (2 ore). Probele pentru examinare s-au
diluat in 1xPBS/BSA 1 %, s-au aplicat la pléci si s-au diluat serial (1:2) in acelasi tampon. Dupa
incubarea placilor timp de 1 ord, la temperatura ambiantd placile s-au spélat de 3 ori cu 1xPBS. S-a
addugat la godeuri anticorpul secundar (50 ul conjugat HRP anti-soarece IgGl-specific) (dilutie
1:1500d in 1xPBS/BSA 1%) si s-au incubat 1 ord la temperatura ambianta. Placile s-au spilat de 4
ori cu 1xPBS, dupd care s-a addugat solutie substrat ABTS (citrat de sodiu 50 mM, pH 4.5,
contindnd ATBS 0.01% si H202 0.001%). Placile s-au citit la 405 nm dupd incubare 15...30 min.
Celulele HSB antigen-negative s-au inclus in examindri pentru urmdrirea legiturii nespecifice.
Imunitatea conjugatului s-a calculat prin marcarea valorilor absorbantei fatd de factorul de dilutie
respectiv si compardnd acestea cu valorile obtinute folosind anticorp nativ (care reprezintd 100 %
imunoreactivitate), s-au testat pe aceeasi placd, s-au comparat citeva valori de pe portiunea lineard a
profilului titrérii §i s-a determinat o valoare medie (date neprezentate).

vi. Prepararea lui 2B8-MX-DTPA marcat cu indiu [111] (“12B8”)

Conjugatele s-au radiomarcat cu indiu [111] fird purtitor. S-a transferat un alicvot al izotopului
(0.1...2 mCi/mg anticorp) in HCI 0.05 M intr-o eprubetd de propilend si s-a addugat aproximativ
1/10 volum de HCI 2M fard metal. Dupd incubare timp de 5 min, s-a addugat acetat de sodiu 2M



MD 1367 C2

11

fard metal pentru a ajusta pH-ul solutiei pana la 4.0...4.4. S-au addugat dintr-o solutie stoc DTPA
10.0 mg/ml in solutie salind normald aproximativ 0.5 mg de 2B8-MX-DTPA, sau citrat de sodiu 50
mM/NaCl 150 mM continind azoturd de sodiu 0.05% si solutia s-a amestecat imediat cu grija. S-a
controlat pH-ul solutiei cu hértie de pH masurand o valoare de 4.0...4.5 si amestecul s-a incubat la
temperatura camerei timp de 15...30 min. Ulterior, reactia s-a oprit prin addugare de EDTA 20 mM
pana la o concentratie finald de 1 mM si amestecul de reactie s-a adus la pH aproximativ 6.0
folosind acetat de sodiu 2 M.

Dupi o incubare de 5...10 min radioizotopul necompletat s-a indepartat prin cromatografie de
excludere dupd marime. Unitatea HPLC a constat dintr-un Waters Model 6000 sau TosoHaas Model
TSK-6110, avand sistem de eliberare respectiv, fiind prevazut cu o valvd de injectare Waters U6K
sau Rheodine 700. Separdrile cromatografice s-au realizat folosind o coloand cu gel de
permeativitate (BioRad SEC-250; 7.3x300 mm sau o coloand comparabild TosoHaas) si o coloand
de gardd SEC-250 (7.5x100 mm). Sistemul a fost echipat cu un colector de fractie (Pharmacia
Frac200) si un monitor UV prevazut cu un filtru de 280 nm (Pharmacia model UV-1). S-au aplicat
probele si s-au eluat izocromatic folosind 1xPBS, pH 7.4, la o ratd de curgere de 1.0 ml/min. S-au
colectat in eprubete de sticld 100 ml de fractiuni si alicvote din acestia s-au cuantificat intr-un
numdrator gama. Ferestrele inferioard si superioara s-au montat la 100 si respectiv 500 KeV.

S-a calculat radioincorporarea prin insumarea radioactivittii asociate cu maximul proteinei
cluate si impartirea acestui numar prin radioactivitatea totald eluatd din coloand; aceasta valoare a
fost apoi exprimatd ca procent (datele nu s-au prezentat). In cateva cazuri radioincorporarea s-a
determinat folosind cromatografia instantanee in strat subtire (“ITLC”). Conjugatul marcat cu
izotopi radioactivi s-a diluat 1:10 sau 1:20 in 1xPBS sau in 1xPBS/DTPA 1mM, apoi 1 ul s-a
colorat la 1.5 cm de la capatul unei fasii de hrtie [ITLC SG de 1x5cm. Hartia s-a developat prin
cromatografie ascendentd folosind acetat de amoniu 10% in metanol: apa (1:1 v/v).

Fasia s-a uscat, s-a tdiat in jumatiti transversale si s-a determinat radioactivitatea asociatd cu
fiecare sectiune prin numadrare gama. Radioactivitatea asociatd cu jumdtatea superioara a fasiei
(radioactivitatea asociatd proteinei) s-a exprimat ca un procent al radioactivititii totale determinate
prin insumarea valorilor atit de la bazi cat si de la varful jumitatilor (date neprezentate).

Activitatile specifice s-au determinat prin méasurarea radioactivitdtii unui alicvot corespunzitor
al conjugatului marcat cu izotopi radioactivi. Aceastd valoare s-a corectat pentru eficienta
numdrdtorii (de reguld 75%) si s-a raportat la concentratia proteinei conjugatului, determinati
anterior prin absorbanta la 280 nm si valoarea rezultatd s-a exprimat ca mCi/mg proteina.

Pentru cateva experimente, 2B8-MX-DTPA s-a radiomarcat cu indiu [111] urmand un protocol
similar cu unul dintre cele descrise mai sus, dar fard purificare prin HPLC: aceasta a fost denumit
protocol “mix-and-shoot”.

vii. Prepararea de 2B8-MX-DTPA marcat cu ytriu [90] ('Y2B8”")

Pentru prepararea de conjugat 2B8-MX-DTPA marcat cu ytriu [90] (“Y2B8”) s-a urmat acelasi
protocol descris pentru prepararea lui [2B8, cu exceptia cd nu s-a folosit HCL 2 ng; toate preparatele
conjugatelor marcate cu ytriu s-au purificat prin cromatografie de excludere dupd marime asa cum s-
a descris mai sus.

C. Studii pe animal non-uman

i. Biodistributia lui 2B8-MX-DTPA marcat cu izotopi radioactivi

S-a evaluat I2B8 pentru biodistributia tisulard la goarecii BALB/c de 6 - 8 sdptiméni.
Conjugatul marcat cu izotopi radioactivi s-a preparat folosind 2B8-MX-DTPA grad clinic, urmand
protocolul “mix-and-shoot”, descris mai sus. Activitatea specificd a conjugatului a fost 2.3 mCi/mg
si conjugatul s-a formulat in PBS, pH 7.4 care contine HSA 50 mg/ml. Soarecii s-au injectat
intravenos cu 100 pl de 2B8 (aproximativ 21 uCi) si grupuri de cite 3 soareci s-au sacrificat prin
dislocare cervicald la 0, 24, 48 si 72 ore. Dupd sacrificare s-au pistrat coada, inima, plamanii,
ficatul, rinichii, splina, muschii si femurul care s-au spélat i s-au cantdrit. De asemenea, s-a
recuperat pentru analizi o probd de sange. Radioactivitatea asociatd cu fiecare specimen s-a
determinat prin numdrare gama si ulterior s-a determinat procentul dozei injectate /g de tesut. Nu s-
a acordat atentie contributiei scdderii activititii reprezentatd prin singele asociat cu organele
individuale.

Intr-un protocol separat s-au incubat probe alicvote de 2B8-MX-DTPA la 4°C si 30°C timp de
10 sdptimani si s-au radiomarcat cu indiu [111] pentru activitate specificd de 2.1 mCi/mg pentru
ambele preparate. Aceste conjugate s-au folosit apoi in studiile biodistributiei la soareci asa cum s-a
descris mai sus.
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Pentru determindri dozimetrice s-a radiomarcat 2B2-MX-DTPA cu indiu [111] pani la activitate
specifici de 2.3 mCi/mg si s-au injectat aproximativ 1.1 uCi in fiecare din 20 soareci BALB/c. In
continuare, grupuri de cite 5 soareci s-au sacrificat la 1, 24, 48 si 72 ore, organele fiind pistrate si
preparate pentru analizd. Suplimentar, s-au recuperat portiuni de piele, muschi si os si s-au
prelucrat pentru analize; de asemenea, s-au colectat urina si fecalele i s-au analizat pentru
momentele 24 si 72 ore.

Folosind o abordare similara, 2B8-MX-DTPA s-a radiomarcat, de asemenea, cu ytriu [90] si
distributia sa biologicd s-a evaluat la soarecii BALB/c dupd o perioada de timp de 72 ore. Dupa
purificare prin cromatogratie HPLC de excludere dupd maérime, 4 grupe de 5 soareci fiecare s-au
injectat i.v. cu aproximativ 1 uCi de conjugat formulat clinic (activitate specifica: 12.2 mCi/mg);
grupele au fost apoi sacrificate la 1, 24, 48 si 72 ore, organele si tesuturile lor fiind analizate cum s-
a descris mai sus. Radioactivitatea asociatd cu fiecare specimen de tesut s-a determinat prin
masurarea energiei radiatiei de frinare cu un contor de scintilatie gama. Valorile activitatii au fost
exprimate ulterior ca procent dozd injectatd per gram tesut sau procent dozd injectatd per organ.
Deoarece organele si alte tesuturi s-au clitit repetat pentru indepirtarea sangelui superficial,
organele nu au fost perfuzate. Astfel, valorile activitatilor organului nu au scdzut din contributia de
activitate reprezentatd de cétre sangele intern asociat.

ii. Localizarea tumorala a 12B8

Localizarea 2B8-MX-DTPA marcat cu izotopi radioactivi s-a determinat la soareci purtatori de
tumori ale celulei B atimice Ramos. Soarecii atimici in vérstd de 6...8 siptimini s-au injectat
subcutanat (in partea dorsald stingd) cu 0.1 ml de RPMI-1640, continind 1.2x10 celule tumorale
Ramos care au fost anterior adaptate pentru crestere in soareci atimici. Tumorile s-au dezvoltat in
doud saptamani si au fost cuprinse in domeniul de greutate de la 0.07 pand la 1.1 g. Soarecii s-au
injectat intravenos cu 100 pl de 2B8-MX-DTPA marcat cu indiu [111] (16.7 uCi) si grupuri de cate
3 soareci s-au sacrificat prin dislocare cervicala la 0, 24, 48 si 72 ore. Dupa sacrificare s-au
recuperat coada, inima, plamanii, ficatul, rinichii, splina, muschii, femurul si tumoarea, fiind
spalate si cantdrite; de asemenea, s-a prelevat pentru analizd o probd de sdnge. S-a determinat
radioactivitatea asociatd cu fiecare specimen prin numdirare gama si s-a determinat procentul dozi
injectatd/g tesut.

iii. Studii privind biodistributia si localizarea tumorala cu 2B8-MX-DTPA

Dupa experimentul preliminar asupra biodistributiei descris mai sus (Exemplul .B.viii.a) s-a
radiomarcat conjugatul 2B8 cu indiu [111] pand la o activitate specificd de 2.3 mCi/mg si apro-
ximativ 1.1 uCi s-au injectat in fiecare din 20 de goareci BALB/c pentru a determina biodistributia
materialului marcat. In continuare, s-au sacrificat grupuri de S soareci la 1, 24, 48 si 72 ore, iar
organele lor §i o portiune de piele, muschi si os s-au oprit §i s-au prelucrat pentru analize. In plus, s-
a colectat urina, fecalele §i s-au analizat pentru momentele de timp 24 la 72 ore. Nivelul
radioactivitatii in sange a scazut de la 40.3% dozi injectatd per gram la o ord, pand la 18.9% la 72
ore (datele nu s-au prezentat). Valorile pentru inimd, rinichi, muschi si splind au rdmas in domeniul
0.7-0.9% de-a lungul experimentului. Nivelurile de radioactivitate gasite in plaimani au scazut de la
14.2% la 1 ord pand la 7.6% la 72 ore; In mod aseméanator, respectiv doza injectata per gram in ficat
a scazut de la 10.3% la 9.9%. Aceste date s-au folosit in determinarea dozei de radiatii absorbite
estimate [2B8 descrisd mai jos.

Biodistributia conjugatului marcat cu ytriu [90] avand o activitate specificd de 12.2 mCi/mg
anticorp s-a evaluat la soareci BALB/c. S-au obtinut radioincorpordri de peste 90% si anticorpul
marcat cu izotopi radioactivi s-a purificat prin HPLC. Depozitul tisular de radioactivitate s-a evaluat
in organele principale si piele, muschi, os, urind si fecale dupa 72 ore si s-a exprimat ca procent
dozd injectatd/g tesut. Rezultatele (neprezentate) au evidentiat ¢ in timp ce nivelurile de
radioactivitate asociatd cu sangele au scizut de la aproximativ 39.2% dozd injectatd/g la o ord pana
la aproximativ 15.4% dupd 72 ore, nivelurile radioactivitdtii asociate cu coada, inima, rinichiul,
muschiul i splina au rdmas indeajuns de constante la 10.2% sau mai mici in cursul experimentului.
Important a fost faptul cd radioactivitatea asociatd cu osul a fost in domeniul de la 4.4% de dozi
injectatd/g la 1 ord, pand la 3.2% la 72 ore. Toate acestea, luate impreund, sugereaza cd putin ytriu
liber s-a asociat cu conjugatul si cd putin radiometal liber s-a eliberat in timpul desfisurarii
studiului. Aceste date s-au folosit pentru determinarea dozei de radiatii absorbite pentru Y2B8
descris mai jos.

Pentru studii asupra localizdrii tumorale, s-a preparat 2B8-MX-DTPA si s-a marcat radioactiv
cu indiu [111] pana la o activitate specifica de 2.7 mCi/mg. In continuare s-au injectat 100 ul de
conjugat marcat (aproximativ 24 nCi) in fiecare din 12 soareci atimici purtitori de tumori Ramos ai
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celulei B. Tumorile au apartinut in greutate domeniului de la 0.1 pand la 1.0 g. La momentele de
timp 0, 24, 48 si 72 ore dupd injectie s-au prelevat 50 ul de sdnge prin punctie retro-orbitald,
soarecii s-au sacrificat prin dislocare cervicald si s-au retinut coada, inima, pldmanii, ficatul,
rinichii, splina, muschii, femurul si tumoarea. Dupd prelucrarea si céntirirea tesuturilor s-a
determinat radioactivitatea asociatd cu fiecare tip de tesut folosind un contor gama si valorile s-au
exprimat ca procent doza injectatd/g.

Rezultatele (neprezentate) au evidentiat cd concentratiile tumorale ale 2B8-MX-DTPA marcat
cu indiu [111] au crescut constant in cursul experimentului. Din doza injectatd 13% s-au acumulat
in tumoare dupd 72 ore. in contrast, nivelurile sangvine au scizut in timpul expetimentului de la
peste 30% la momentul 0, pand la 13% la 72 ore. Toate tesuturile (exceptie musgchiul) au continut
intre 1.3 si 6.0% doza injectatd/g tesut la sfarsitul experimentului; tesutul muscular a continut
aproximativ 13% din doza injectatd/g.

D. Studii umane

i. 2B8 si 2B8-MX-DTPA: studii imunohistologice cu tesuturi umane

Reactivitatea tisulard a anticorpului monoclonal murin 2B8 s-a evaluat folosind o gama de 32
tesuturi umane diferite fixate cu acetond. Anticorpul 2B8 reactioneazd cu antigenul anti-CD20 care
are o imagine foarte restrictiva a distributiei tisulare, fiind observat doar intr-un subset de celule in
tesuturi limfoide inclusiv cele de origine hematopoetica.

In ganglionii limfoizi s-a observat imunoreactivitate intr-o populatie de limfocite B corticale
mature la fel de bine ca si in celulele proliferative din centrele germinale. De asemenea, s-a
observat reactivitate pozitivd in sdngele periferic, ariile de celule B ale amigdalelor, pulpa alba a
splinei §i cu 40..70% din limfocitele medulare gdsite in timus. De asemenea, s-a observat
reactivitate pozitiva in foliculii laminei propria (Peyet’s Patches) ale intestinelor mari. In final, au
fost de asemenea pozitive cu anticorpul 2B8 celule grupate sau izolate in stroma diferitelor organe,
inclusiv vezica urinard, san, col uterin, esofag, plaman, parotida, prostatd, intestin subtire si stomac
(datele nu s-au prezentat).

Toate celulele epiteliale simple precum si epiteliul stratificat si epiteliul diferitelor organe s-au
gdsit a fi nereactive in mod asemdnitor, nu s-a observat reactivitatea cu celulele neuroectodermale,
inclusiv cele din creier, coarda spinald si nervii periferici. De asemenea, s-au gésit a fi negative
elementele mezenchimale precum celulele musculare, scheletice si netede, fibroblastele, celulele
endoteliale si celulele polimorfonucleare inflamatoare (nu s-au prezentat datele).

Reactivitatea tisulard a conjugatului 2B8-MX-DTPA s-a evaluat folosind o gama de 16 tesuturi
umane care s-au fixat cu acetond. Asa cum s-a demonstrat anterior cu anticorpul nativ (date
neprezentate), conjugatul 2B8-MX-DTPA a recunoscut antigenul CD20 care a prezentat o imagine a
distributiei strict restrictionata fiind gasit doar un subset de celule de origine limfoida.

In ganglioni limfoizi s-a observat imunoreactivitate in populatia de celule B. Reactivitate
puternica s-a vazut in pulpa albd a splinei si in limfocitele medulare ale timusului. De asemenea, s-a
observat imunoreactivitatea in limfocite izolate din vezica urinard, inimad, intestinele groase, ficat,
plimani si uter si s-a atribuit prezentei celulelor inflamatoare aflate in aceste tesuturi. Ca si in cazul
anticorpului nativ, nu s-a observat reactivitatea cu celule neuroectodermale sau cu elemente ale
mezenchimului (datele nu s-au prezentat).

ii. Analiza clinica a I2B8 (formare de imagine) si Y2B8 (terapie)
a) Experiment clinic faza I/I1, studiu terapeutic cu dozi unica

In mod curent, s-a efectuat o analizi clinica faza I/Il a 2B8 (formare de imagine) urmata de
tratament cu o doza terapeutica unicd de Y2BS8. Pentru studiul cu doza unicd s-a folosit urmatoarea
schema:

1. Recoltare cu eliminare de celule stemice periferice (PSC) sau maduva osoasd (BM);

2. Formare de imagine I2B8;

3. Terapie Y2BS (trei niveluri de doza); si

4. Transplantare PSC sau BM autologd (dacd este necesar, pe baza numardrii neutrofilelor sub
500/mm?> timp de trei zile consecutive, sau plachete sangvine sub 20000/mm> firi evidentiere de
recuperare a maduvei osoase).

Nivelurile dozei de Y2B8 au fost precum urmeaza:

Nivelul dozei Doza (mCi)
1. 20
2. 30
3. 40
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Au fost tratati trei pacienti la fiecare din nivelurile de dozd pentru determinarea unei doze
maxime tolerate (“MTD”).

Studiile privind formarea de imagine (dozimetria) s-au condus dupd cum urmeaza: fiecare
pacient s-a cuprins in doud studii in vivo asupra biodistributiei folosind 2B8. In primul studiu se
administreaza ca infuzie intravenoasd (i.v.) timp de 1 ord o cantitate de 2 mg I2B8 (5 mCi); o
sdptdmand mai tarziu se administreazd 2B8 (adica anticorp neconjugat) prin i.v. la o ratd care nu
depaseste 250 mg/ora urmat imediat de 2 mg de [2B8 (5 mCi) administrat prin i.v. pe parcursul unei
ore. In ambele studii, imediat dup infuzia I2B8, fiecare pacient se supune formirii unei imagini si
aceasta se repetd la momentul t=14-18 ore (dacd s-a indicat), t=24 ore; t=72 ore i t=96 ore (daca s-a
indicat). S-au determinat timpii de retentie medii pentru indiu [111] marcat pentru intregul corp, de
asemenea, s-au ficut astfel de determindri pentru recunoasterea organelor sau leziunilor tumorale
(“regiuni de interes”). Regiunile de interes s-au comparat la concentratiile marcajului din intregul
corp; pe baza acestei comparatii se poate determina o estimare a localizirii §i concentratiei lui Y2B8
folosind protocoale standard. Dacd doza cumulativd estimatd a lui Y2B8 este mai mare decat & x
doza estimatd pentru intregul corp, sau dacd doza cumulativd estimatd pentru ficat depaseste 1500
¢Gy, nu va avea loc nici un tratament cu Y2BS.

Dacd studiile de formare a imaginii sunt acceptabile, se administreaza prin i.v. 0,1 sau 1.0
mg/kg greutate corporald a pacientului 2B8 la o ratd de infuzie care nu depaseste 250 mg/ora.

Aceasta este urmatd de administrarea Y2B8 (10, 20 sau 40 mCi) la o ratd de infuzie de 20
mCi/ord.

b) Experiment clinic faza I/II: studiu terapeutic cu dozi multipla

S-a condus in mod curent o analizd clinicd faza I/Il a Y2B8. Pentru studiul dozei multiple s-a
folosit urmétoarea schema:

1. Prelevare PSC sau MB;

2. Formare de imagine I2B8;

3. Terapie Y2B8 (trei niveluri de dozd) pentru patru doze sau o dozd cumulativd totald de
80mCi; si

4. Transplantare PSC sau BM autologd (pe baza deciziei medicului practicant).

Nivelurile dozei de Y2B8 au fost dupd cum urmeaza:

Nivelul dozei Doza (mCi)
1 10
2 15
3 20

Au fost tratati trei pacienti la fiecare din nivelurile de dozi pentru determinarea unui MTD.

Studiile privind formarea de imagine (dozimetrie) s-au condus dupd cum urmeazi: s-a
determinat cu primii 2 pacienti o doza preferatd asupra formarii imaginii pentru anticorpul nemarcat
(adicd, 2B8). Primii 2 pacienti au primit 100 mg de 2B8 nemarcat in 250 cm® in solutie salini
normald pe parcursul a 4 ore, urmat de 0.5 mCi de I2BS8; s-a recoltat sange pentru datele de
biodistributie la momentele t=0, t=10 min, t=120 min, t=24 ore si t=48 ore. Pacientii au fost scanati
cu o camerd pentru imagini gama din regiuni multiple la momentele t=2 ore, t=24 ore si t=48 ore.
Dupa scanare, la 48 ore, pacientii au primit 250 mg 2B8 asa cum s-a descris, urmat de 4.5 mCi de
I2B8. Asa cum s-au descris, au urmat recoltarea de probe de sdnge si scanarea.

Dacd 100 mg 2B8 produc imagini superioare, atunci urmatorii 2 pacienti vor primi 50 mg de
2B8 asa cum s-a descris, urmat de 0,5 mCi de I2B8, urmat 48 ore mai tarziu de 100 mg 2B8 si apoi
cu 4,5 mCi de I2B8. Dacd 250 mg de 2B8 produc imagini superioare, atunci urmatorii 2 pacienti vor
primi 250 mg de 2B8 asa cum s-a descris, urmat de 0.5 mCi de I2B8, urmat 48 ore mai tarziu cu
500 mg 2B8 si apoi cu 4.5 mCi de 2B8. Urmdtorii pacienti vor fi tratati cu cele mai scazute
cantitdti de 2B8 care furnizeazd formarea optimd de imagini. Formarea optimd de imagini va fi
definita prin: (1) cea mai eficienta formare de imagine cu cea mai lentd disparitie a anticorpului; (2)
cea mai bund distributie care micgoreazi repartizarea intr-un singur organ; si (3) cea mai bund
rezolutie subiectiva a leziunii (tumoare/evolutia comparatd).

Pentru primii 4 pacienti, prima doza terapeuticd de Y2B8 va incepe 14 zile dupd ultima doza de
I2B8; pentru urmdtorii pacienti prima dozi terapeuticid de Y2BS8 va incepe intre 2 ... 7 zile dupd
2B8.

fnaintea tratamentului cu Y2BS, pentru pacientii altii decét primii 4, 2B8 se va administra asa
cum s-a descris urmat de infuzie i.v. de Y2B8 dupd 5...10 min. Se vor recolta probe de sange pentru
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biodistributie la momentele t=0, t=10 min, t=120 min, t=24 ore si t=48 ore. Pacientii vor primi doze
respective de Y2B8 (aceeasi dozd administrata ca si in cazul primei doze), aproximativ in fiecare
6...8 sdptadmani pentru un maxim de 4 doze sau in total doza cumulatd de 80 mCi. Cel mai adesea
este de preferat ca pacientii sd nu primeascd urmdtoarea dozd de Y2B8 pand cdnd WBC-ul
pacientilor este mai mare decat sau egal cu 3000 si AGC este mai mare sau egal cu 100000.

Dupa completarea studiului nivelului celor trei doze se va defini un MTD. Apoi, in studiu vor fi

cuprinsi pacienti suplimentari si acestia vor primi MTD-ul.
II. PRODUCEREA DE ANTICORP HIMERIC ANTI-CD20 (“C2B8”)
A. Constructia vectorului de expresic DNA a imunoglobulinei himerice anti-
CD20

S-a izolat RNA de la celule hibridomice de soarece 2B8 [Chomczynki, P. et al., Single step
method of RNA isolation by acid quanidinium thiocynate-phenol-chloroform extraction” Anal.
Biochem., vol. 162, 1987, p. 156-159 ] si s-a preparat de la aceasta ¢cDNA. DNA-ul regiunii
variabile a catenei usoare de imunoglobulind de soarece s-a izolat de la ¢cDNA prin reactie de
polimerizare de lant folosind un set de primeri ai DNA-ului cu omologie la secventele semnal ale
catenei usoare de soarece la capdtul 5’ si regiunea j a catenei usoare de soarece la capatul 3.
Secventele primer au fost dupd cum urmeazi:

1. V1 sens (secventa ID nr. 3)

5" ATC AC AGATCT CTC ACC ATG GAT TTT CAG GTG CAG

ATT ATC AGC TTC 3’

(Portiunea subliniata este un sit Bgl II; portiunea subliniatd mai sus este cordonul de start).

2. Vi Antisens (Secventa ID nr. 4)

5" TGC AGC ATC CGTACG TTT GAT TTC CAG CIT 3’

(Portiunea subliniatd mai sus este un sit Bsi WI)

Vezi fig. 1 si 2 pentru siturile corespunzand la Bgl II si Bsi WI in TCAE 8, si fig. 3 pentru
siturile corespunzitoare in anti-CD20 din TCAE 8.

Acest fragment DNA rezultat s-a clonat direct in vectorul TCAE 8 in fata domeniului constant al
catenei usoare kapa umane si s-a divizat in secvente. Secventa DNA determinatd pentru regiunea
variabild a catenei usoare murine este mentionatd in fig. 4 (Secventa ID nr. 5); de asemenea, vezi
fig. 3 nucleotidele 978 pand la 1362. Fig. 4 asigura suplimentar secventa aminoacida de la aceasta
regiune variabild murind, CDR-ul si regiunile cadru. Regiunea variabild a catenei usoare de soarece
de la 2B8 este din familia kapa VI de soarece. Vezi Kabat de mai sus.

Regiunea variabild a catenei grele de soarece s-a izolat in mod asemdnétor si s-a clonat in fata
domeniilor constante IgGl. Primerii au fost dupa cum urmeaza:

1. Vi Sens (Secventa ID nr. 6)

5" GCG GCT CCC ACGCGT GTC CTG TCC CAG 3’

(Portiunea subliniati este un sit Mlu I).

2. Vi Antisens (Secventa ID nr. 7)

5" GC(G/C) TGT TGT GCTAGC TG(A/G) (A/G)GA GAC (G/A)GT GA 3’

(Portiunea subliniatd este un sit Nhe I)

Vezi fig. 1 si 2 pentru siturile corespunzitoare Mlu I si Nhe I din TCAE 8 si fig. 3 pentru
siturile corespunzitoare in anti-CD20 din TCAE 8.

Secventa pentru aceastd catend grea de soarece este prezentatd in fig. 5 (Secventa ID nr. 8), vezi,
de asemenea, fig. 3, nucleotidele 2401 pand la 2820. De asemenea, fig. 5 da secventa aminoacidd de
la aceastd regiune variabild murind, CRD-ul si regiunile cadru. Regiunea variabild a catenei grele de
soarece de la 2B8 este din familia VH 2B de soarece. Vezi Kabat de mai sus.

B. Prepararea de anti-CD20 himeric produs de transfectoamele CHO si SP2/0

S-au crescut celule de DG44 dintr-o linie celulard ovariand de hamster chinezesc (“CHO”) in
mediu SSFM II fard hipoxantind si timidind [Gibco, Grand Island, NY, Form g 91-0456PK]; celule
mielomice de soarece SP2/0 s-au crescut pe mediul Eagles modificat dupd Dulbecco (“DMEM”)
[Irvine Scientific, Santa Ana, Ca., Cat. nr.9024], avand adaugat 5% ser fetal bovin si 20 ml/L
glutamind. S-au supus electropordrii 4 milioane celule cu plasmidd DNA fie din 25 ug CHO fie din
50 ug SP2/0 restrictionat cu Not I folosind un sistem de electroporare BTX 600 (BTX, San Diego,
CA) in cuve de 0.4 ml jetabile. Conditiile au fost fie 210 V pentru CHO, fie 180 V pentru SP2/0,
400 uF, 13 ohmi. Fiecare electroporat s-a depus in 6 placi cu 96 de godeuri (cca 7000 celule pe
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godeu). Placile au fost alimentate cu mediu contindnd G418 [GENETICIN, Gibco, cat, nr. 860-
1811], 1a 400pg/ml de compus activ pentru CHO (mediul a inclus suplimentar 50 uM hipoxantina si
8 uM timidind) sau 800 pg/ml pentru SP2/0, electroporarile s-au efectuat in urmétoarele doua zile si
apoi 2 sau 3 zile pand la formarea coloniilor. Supernatantele de la colonii s-au examinat pentru
prezenta de imunoglobulina himerica pe calea unei ELISA specificd pentru anticorp uman. Coloniile
care produc cea mai ridicatd cantitate de imunoglobulind au fost extinse si depuse in placi cu 96
godeuri, contindnd mediu plus metotrexat (25 nM pentru SP2/0 si 5 nM pentru CHO), fiind
alimentate cu mediu fiecare 2 sau 3 zile. Supernatantele au fost cercetate ca mai sus si de asemenea
au fost examinate coloniile care produc cea mai ridicatd cantitate de imunoglobulind. Din
supernatant s-a purificat anticorpul himeric anti-CD20 folosind cromatografia de afinitate a
proteinei A.

Anti-CD20 himeric purificat s-a analizat prin electroforezd in geluri poliacrilamidice si s-a
estimat a fi mai pur decat cca 95%. Afinitatea si specificitatea anticorpului himeric s-a determinat
pe baza 2B8. Anticorpul himeric anti-CD20 s-a testat in incercari de legare directd i competitiva,
cand comparandu-se cu anticorpul anti-CD20 monoclonal murin 2B8, a manifestat afinitate si
specificitate relativa pentru un numdr de linii celulare B pozitive CD20 (datele nu s-au prezentat).
Constanta (“Kap”) afinitatii aparente a anticorpului himeric s-a determinat prin legare directd de
anti-CD20 himeric radiomarcat ' si s-a comparat cu 2B8 radiomarcat prin graficul Scatchard;
Kap-ul estimat pentru anti-CD20 himeric obtinut din CHO a fost 5.2x10° M si pentru anticorpul
obtinut din SP2/0 a fost 7.4x10° M. Kap-ul estimat pentru 2B8 a fost 3.5x10” M. S-a utilizat
competitia directd la radioimunotest pentru a confirma atit specificitatea cdt si mentinerea de
imunoreactivitate a anticorpului himeric prin compararea capacitdtii lui de a concura eficient cu
2B8. Au fost necesare cantititi suficiente echivalente de anticorpi himerici anti-CD20 si 2B8 pentru
a produce 50% inhibare a legarii cu antigenii CD20 pe celule B (date neprezentate), adicd, s-a
observat o pierdere minima de activitate de inhibare a anticorpilor anti-CD20, probabil, datoritd
himerizarii.

Rezultatele de la Exemplul ILB indicd, printre altele, cd anticorpii himerici anti-CD20 s-au
obtinut din transfectoamele CHO si SP2/0 folosind vectori TCAE 8. Acesti anticorpi himerici au
avut in principal aceeasi specificitate si capacitate de legare ca anticorpul anti-CD20 monoclonal
murin 2B8.

C. Determinarea activititii imunologice a anticorpilor himerici anti-CD20

i. Analiza Clq uman

Anticorpii himerici anti-CD20 produsi atat prin linia celulard CHO cét si SP2/0, s-au evaluat
pentru legarea Clq uman intr-un test de curent citometric folosind Clq marcat cu fluoresceind (Clq s-
a obtinut de la Quidel, Mira Mesa, CA, Prod. nr. A400 si marcajul FITC de la Sigma, St. Louis MO,
Prod. nr. F-7250; FITC) [Selected Methods in Cellular Immunology, Michell & Shiigi, Ed. W.H.
Freeman & Co., San Francisco, CA, 1980, p.292]. Marcarea lui Clq s-a realizat conform
protocolului cunoscut [Selected Methods In Cellular Immunology, Michell & Sihiigi, Ed. (W.H.
Freeman & Co., San Francisco, CA, 1980, p. 292)]. Rezultatele analitice s-au derivat folosind un
citometru de flux Decton Dickinson FACScan™ (fluoresceina s-a mdsurat pe un domeniu de
515...545 nm). S-au incubat cantitti echivalente de anticorp himeric anti-CD20, IgGl uman,
proteind K mielomicad (Binding Site, San Diego, CA, Prod. Nr. BP078) si 2B8 cu un numdr
echivalent de celule SB, CD20 pozitive, urmat de o etapa de spélare cu tampon FACS (2% BSA in
PBS, pH 7.4, 0.02% azoturd de sodiu) pentru indepdrtarea anticorpului neatasat, urmatd de incubare
cu Clq marcat FITC. Dupa o incubare de 30...60 min, celulele s-au spélat din nou. Cele trei conditii,
inclusiv. Clq marcat FITC drept martor, s-au analizat pe FACScan™ urménd instructiunile
fabricantului. Rezultatele sunt prezentate in fig. 6.

Asa cum rezultd din fig. 6, s-a observat o crestere semnificativd in fluorescentd numai pentru
conditia anticorp himeric anti-CD20; adicd, numai celulele SB cu anticorp himeric anti-CD20
aderent au fost Clq pozitive, in timp ce alte conditii au produs aceeasi imagine ca si martorul.

ii. Lize celulare dependente de complement

Anticorpii himerici anti-CD20 s-au analizat pentru capacitatea lor de a supune lizei linii celulare
de limfom in prezenta serului uman (sursa de complement). Celulele SB, CD20 pozitive, s-au
marcat cu >'Cr prin amestecarea a 100 uCi de >'Cr cu 1x10° celule SB timp de 1 ord la 37°C;
celulele SB marcate au fost incubate apoi in prezenta unor cantititi echivalente de complement
uman si cantitati echivalente (0...50 pg/ml) de anticorpi himerici anti-CD20 sau 2B8 timp de 4 ore
la 37°C [Brunner, K.T. et al., “Quantitative assay of the lytic action of immune lymphoid celss on
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’1Cr-labeled allogeneic target cells in vitro”. Immunology 14: 181-189 (1968)]. Rezultatele sunt
prezentate in fig. 7.

Rezultatele din fig. 7 indica ¢d in aceste conditii anticorpii himerici anti-CD20 au produs lizd
semnificativa (49%).

iii. Examinarea citotoxicititii celulare efector in functie de anticorp

Pentru acest studiu s-au folosit celule pozitive CD20 (SB) si celule negative CD20 (celule T,
linie leucemicd HSB [Adams, Richard, “Formal Discussion”, Can.Res. 27: 2479-2482 (1967)];
depozit ATCC nr. ATCC CL 120.1); ambele s-au marcat cu *'Cr. Analizele au urmat protocolul
cunoscut [Brunner, K.T. et al., “Quantitative assay of the lytic action of immune lymphoid celss on
31Cr-labeled allogeneic target cells in vitro™. Tmmunology 14: 181-189 (1968)]; s-a observat lizd
celulard substantiald a celulelor tintdi SB pozitive CD20 (marcate cu *'Cr) mediati de anticorpul
himeric anti-CD20 la sfrsitul incubdrii timp de 4 ore la 37°C. Acest efect s-a observat pentru ambii
anticorpi obtinuti din CHO si SP2/0 (celulele-efectoare au fost limfocitele periferice umane; raportul
celule-efectoare : tintd a fost 100:1). Liza eficientd a celulelor tintd s-a obtinut la 3.9 pg/ml. Invers,
in aceleasi conditii, anticorpul anti-CD20 monoclonal murin 2B8 a avut un efect statistic
nesemnificativ si celulele CD20 negative HSB nu au fost supuse lizei. Rezultatele sunt prezentate in
fig. 8.

Rezultatele exemplului II indicd c@ anticorpii himerici anti-CD20 din exemplul I au fost
imunologic activi.

III. REDUCEREA IN VIVO A CELULELOR B FOLOSIND ANTI-CD20

A. Studiul primatelor non-umane

S-au efectuat 3 studii separate ale primatelor neumane. Pentru convenientd, acestea au fost
numite aici ca “Anti-CD20 himeric : CHO si SP2/0”; “Anti-CD20 himeric : CHO” si “Dozaj ridicat
de anti-CD20 himeric”. Conditiile au fost precum urmeaza:

Anti-CD20 himeric : CHO si SP2/0

Sase maimute cynomolgus cu greutatea cuprinsd intre 4.5 si 7 kg [White Sands Research
Center, Alamogordo, NM] s-au divizat in trei loturi a cite 2 maimute. Ambele animale din fiecare
lot au primit aceeasi dozd de anticorp himeric anti-CD20 imunologic activ. Un animal din fiecare lot
a primit anticorp purificat produs prin transfectom CHO; altul a primit anticorpul produs prin
transfectom SP2/0. Cele trei loturi au primit dozaje de anticorp constituind 0.1 mg/kg, 0.4 mg/kg si
1.6 mg/kg in fiecare zi timp de 4 zile consecutive. Anticorpul himeric anti-CD20 imunologic activ
amestecat cu solutie fiziologica sterild s-a administrat prin infuzie intravenoasa. Inainte de fiecare
infuzie au fost prelevate probe de sange. Probe suplimentare de sange s-au prelevat incepand de la
24 ore dupd ultima injectie (T=0) si apoi in zilele 1, 3, 7, 14 si 28. Apoi au fost prelevate probe de
sange la intervale bisdptimanale pana la finalizarea studiului la 90 de zile.

S-au centrifugat aproximativ 5 ml din sangele integral de la fiecare animal la 2000 rot./min timp
de 5 min. S-a recuperat plasma pentru examenul nivelurilor de anticorp himeric anti-CD20 solubil.
Precipitatul (contindnd leucocite din singe periferic si eritrocite sangvine) s-au resuspendat in ser
fetal de manz pentru analiza anticorpului marcat fluorescent [“Fluorescent Antibody Labeling of
Lymphid Cell Population™] .

Anti-CD20 himeric : CHO

Sase maimute cynomolgus cu greutatea cuprinsd intre 4...6 kg (White Sands) s-au divizat in 3
loturi a cite 2 maimute. Toate animalele s-au injectat cu anticorpi himerici anti-CD20 imunologic
activi produsi de transfectomul CHO (in solutie fiziologicd sterild). Aceste trei loturi s-au divizat
dupd cum urmeazi: sublotul I a primit injectii intravenoase zilnice de 0.01 mg/kg anticorp cu
interval de 4 zile; sublotul II a primit zilnic injectii intravenoase de 0.4 mg/kg anticorp cu interval
de 4 zile; sublotul III - injectie intravenoasa unica de 6.4 mg/kg anticorp. De la toate trei subloturi s-
au prelevat probe de singe inaintea initierii tratamentului; de asemenea, s-au prelevat probe
suplimentare de sange la T=0, 1, 3, 7, 14 si 28 zile dupd ultima injectare. Aceste probe s-au
prelucrat pentru analiza anticorpului marcat fluorescent [“Fluorescent Antibody Labeling of
Lymphid Cell Population”]. Pe 1angd cuantificarea celulelor B din sangele periferic, s-au prelevat
biopsii din ganglionii limfatici la 7, 14 si 28 zile dupa ultima injectie §i s-a colorat o piesd dintr-o
singurd celula pentru cuantificarea populatiilor de limfocite prin citometrie in flux.

Dozaj ridicat de anti-CD20 himeric

Doud maimute cynomolgus (White Sands) s-au infuzat cu 16.8 mg/kg anticorpi himerici anti-
CD20 imunologic activi produsi din transfectom CHO (in solutie fiziologica sterild) sdptdmanal
timp de 4 sdptimini consecutive. La incheierea tratamentului ambele animale au fost anesteziate
pentru inldturarea maduvei osoase; de asemenea, s-au prelevat biopsii din ganglionii limfatici.
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Ambele serii de tesuturi s-au colorat pentru determinarea prezentei de limfocite B, folosind Leu 16
prin citometrie in flux conform protocolului cunoscut [Ling, N.R., et al., “B-cell and plasma cell
antigens “Leucocyte Typing III White Cell Differentiations Antigens, A.J. McMichael, Ed. Oxford
University Press, Oxford UK, 1987, p. 302;].

Marcarea fluorescenta a anticorpilor populatiei celulare limfoide

Dupa indepértarea plasmei leucocitele s-au spalat de 2 ori cu solutie salind echilibratd Hanks
(“HBSS”) si s-au resuspendat intr-un volum echivalent de plasmd de ser fetal bovin (inactivata
termic la 56°C timp de 30 min). S-a distribuit un volum de 0.1 ml piesd celulard la 6 eprubete
conice de centrifuga de 15 ml.

In 3 eprubete s-au addugat anticorpi monoclonali marcati cu fluoresceind pentru marcherii
limfocitari umani de suprafatd CD20 (AMAC, Westbrook, ME), CD20 (Becton Dickinson) si IgM
uman (Binding Site, San Diego, CA) pentru identificarea populatiilor de limfocite T si B. Toti
reactivii au fost testati anterior ca pozitivitate la antigenii corespunzatori limfocitelor de maimuta.
Legarea anticorpului himeric anti-CD20 la CD20 de la suprafata celulei B de maimuta s-a observat
in eprubeta 4 folosind anticorp policlonal de caprd anti-IgG uman cuplat cu ficoeritrind (AMAC).
Acest reactiv s-a preadsorbit pe o coloand de sefaroza Ig maimutd pentru a preveni reactivitatea
incrucisatd la Ig maimutd, permitand astfel detectarea specificd si cuantificarea anticorpului himeric
anti-CD20 legat la celule. A 5-a eprubetd a inclus reactivi anti-IgM si anti-IgG umani pentru
coloratie dubla a populatiei de celule B. A 6-a probd nu a inclus nici un reactiv pentru a se putea
determina autofluorescenta. Celulele s-au incubat cu anticorpi fluorescenti timp de 30 min, s-au
spalat si s-au fixat cu 0.5 ml solutie-tampon de fixare (NaCl 0.15M, paraformaldehidd 1%, pH 7.4)
si s-au analizat pe un instrument Becton Dickinson FACScan™. Populatiile limfocitare s-au
identificat initial prin sens direct: contra unghiului drept al luminii difuze intr-un raster punctiform
cu leucocite nemarcate. Apoi, s-a izolat populatia totald de limfocite prin eliminarea tuturor
celorlalte populatii. Mdsurarile ulterioare de fluorescentd au reflectat doar evenimentele specifice
limfocitelor selectate.

Distrugerea limfocitelor B din sangele periferic.

Nu s-a putut stabili nici o diferentd observabild intre eficienta anticorpilor produsi din CHO si
SP2/0 in distrugerea in vivo a celulelor B, desi o usoard crestere in recuperarea celulelor B a inceput
dupd 7 zile pentru maimutele injectate cu anticorpi himerici anti-CD20 derivati de la transfectom
CHO 1la nivel de dozare echivalent cu 1.6 mg/kg si 6.4 mg/kg, observandu-se pentru maimutele
injectate cu anticorp produs din SP2/0 la nivelul de dozare de 0.4 mg/kg. Fig. 9A, B si C prezintd
rezultatele obtinute in studiul anti-CD20 himeric : CHO si SP2/0, fig. 9A se referd la nivelul dozei
de 0.4 mg/kg; fig. 9B - nivelul dozei de 1.6 mg/kg si fig. 9C - 6.4 mg/kg.

Asa cum este evident din fig. 9, a existat o descrestere dramaticd in nivelul celulelor B
periferice (>95%) dupd tratamentul terapeutic fatd de toate domeniile de dozd testati. Aceste
niveluri s-au mentinut pand la 7 zile postinfuzie; dupa aceasta perioadd, celulele B au inceput sa se
recupereze, si momentul initierii recuperarii a fost independent de nivelurile dozei.

In studiul anti-CD20 himeric : CHO s-a utilizat o concentratie de dozare a anticorpului de 10 ori
mai scazutd (0.01 mg/kg) o perioadd de timp de 4 injectii zilnice (total 0.04 mg/kg). Fig. 10 prezintd
rezultatele acestui studiu. Acest dozaj a distrus populatia de celule sangvine B periferice pand la
aproximativ 50% din nivelurile normale estimate fie cu antigen de suprafata IgM, fie cu anticorp
Leu 16. De asemenea, rezultatele indicd saturatia antigenului CD20 pe populatia limfocitard B care
nu s-a obtinut cu anticorpul himeric anti-CD20 imunologic activ la aceastd perioada de timp pentru
primate non-umane. Limfocitele B acoperite cu anticorpi s-au detectat in primele 3 zile ale
tratamentului terapeutic. Totusi, de la a 7-ea zi nu s-au mai detectat celule acoperite cu anticorp.

Tabelul 1 rezumd rezultatele actiunii anticorpului himeric anti-CD20 imunologic activ in dozi
unicd si doze multiple asupra populatiilor sangvine periferice. Dozd unici a fost 6.4 mg/kg; doza
multipld a fost 0.4 mg/kg timp de 4 zile consecutive (aceste rezultate au fost derivate de la
maimutele descrise mai sus).
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Tabelul 1
Studiul C2B8 din populatia sangvind periferica de la primate
Maimuta Doza Zi CD20 Anti-IgG
uman
A 0.4 mg/kg sange prelevat
(4 doze) anterior 81.5 -
0 86.5 0.2
7 85.5 0.0
21 93.3 -
28 85.5 -
B 0.4 mg/kg sange prelevat
(4 doze) anterior 81.7 -
0 94.6 0.1
7 92.2 0.1
21 84.9 -
28 84.1 —
C 6.4 mg/kg sange prelevat
(1 doza) anterior 71.7 0.0
7 85.7 0.1
21 86.7 -
28 76.7 -
D 6.4 mg/kg sange prelevat
(1 doza) anterior 85.7 0.1
7 94.7 0.1
21 85.2 -
28 85.9 —
Tabelul 1 (continuare)
Maimuta Anti-IgG Leu-16 Distrugerea celulei B, %
uman, +
Anti-IgM
uman*
A - 9.4 0
0.3 0.0 97
0.1 1.2 99
- 2.1 78
_ 4.1 66
B - 14.8 0
0.2 0.1 99
0.1 0.1 99
- 6.9 53
_ 8.7 41
C 0.2 17.0 0
0.1 0.0 99
- 14.7 15
— 8.1 62
D 0.1 14.4 0
0.2 0.0 99
- 9.2 46
— 6.7 53

* Colorarea dublda a populatiei care indicd gradul de acoperire a celulei B cu anti-CD20

himerici.

Datele rezumate in tabelul 1 aratd ca distrugerea celulelor B din sdngele periferic in conditiile
excesului de anticorpi se produce rapid si eficient indiferent de nivelurile de dozare unice sau
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multiple. Suplimentar, s-a observat distrugere la cel putin 7 zile dupd ultima injectie, cu recuperarea
partiald de celule B observati la 21 zile.

Tabelul 2 rezumi efectul anticorpilor himerici anti-CD20 imunologic activi asupra populatiilor
celulare ale ganglionilor limfatici folosind regimul de tratament din tabelul 1 (4 doze zilnice de 0.4
mg/kg; o doza de 6.4 mg/kg); de asemenea, se dau valori comparate pentru ganglionii limfatici
normali (maimuta martor, axilar si inghinal) si miduva osoasd normald (2 maimute).

Tabelul 2
Populatia celulard a ganglionilor limfatici
Maimuta Doza Zi CD20 Anti-IgM uman
A 0.4 mg/kg 7 66.9 -
(4 doze) 14 76.9 19.6
28 61.6 19.7
B 0.4 mg/kg 7 59.4 -
(4 doze) 14 83.2 9.9
28 84.1 15.7
C 6.4 mg/kg 7 75.5 -
(1 doza) 14 74.1 17.9
28 66.9 23.1
D 6.4 mg/kg 7 83.8 -
(1 doza) 14 74.1 17.9
28 84.1 12.8
Tabelul 2 (continuare)
Maimutd Anti-IgG uman + Leu-16 Distrugerea limfocitelor
Anti-IgM uman B, %
A 74 40.1 1
0.8 22.6 44
- 26.0 36
B 29.9 522 0
0.7 14.5 64
- 14.6 64
C 22.3 352 13
1.1 239 41
- 21.4 47
D 125 19.7 51
02 8.7 78
- 12.9 68
Tabelul
2 (continuare)
Anti-IgG uman+ Anti-IgM | Leu Distrugerea
Anti-IgM uman uman -16 limfocitelor B, %
CD2
Ganglioni limfatici normali
Martor 1
Axilar 55.4 25.0 - 41.4 datele lipsesc
Inghinal 52.1 312 - 39.5
Maiduva osoasd normald
Martor 2 65.3 19.0 - 11.4
Martor 3 29.8 28.0 - 16.6

Rezultatele din tabelul II evidentiazd reducerea eficientd a limfocitelor B pentru ambele
regimuri de tratament. Tabelul II indicd suplimentar cd pentru primatele non-umane nu s-a atins
saturatia completd a celulelor B din tesutul limfatic cu anticorp himeric anti-CD20 imunologic activ;
in plus, s-a observat acoperirea celulelor cu anticorp dupa 7 zile de tratament, urmatad de o reducere
marcatd a celulelor B din ganglionii limfatici incepand din ziua a 14-a.
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Pe baza acestor date, studiul, la care s-a ficut referire sus ca dozi unicd de anti-CD20 himeric,
s-a efectuat in principal spre determinarea farmacologicd / toxicologicd. Adicd, acest studiu s-a
orientat spre evaluarea oricdrei toxicititi asociate cu administrarea anticorpului himeric, precum si a
eficientei distrugerii celulelor B din singele periferic, ganglionii limfatici §i maduva osoasi.
Suplimentar, deocarece datele din tabelul II aratd ca pentru acest studiu majoritatea celulelor B din
ganglionii limfa-

tici au fost distruse intre 7 §i 14 zile de tratament, un regim de dozare sdptdménal poate avea
rezultate mai eficiente. Tabelul Il prezintd rezultatele studiului dozei ridicate de anti-CD20
himeric.

Tabelul 3
Populatia celulara a ganglionilor limfatici si maduvei osoase
Populatii limfocitare (%)
Maimuta CD2 CD20* IgM+anti- C2Bg&° zile
C2B8"

Ganglionii limfatici inghinali
E 90.0 5.3 4.8 6.5 22
F 91.0 6.3 5.6 6.3 22
G 89.0 5.0 3.7 5.8 36
H 85.4 12.3 1.7 1.8 36

Maduva osoasi
E 46.7 43 2.6 2.8 22
F 41.8 3.0 2.1 2.2 22
G 35.3 0.8 1.4 1.4 36
H 25.6 4.4 4.3 4.4 36

? Indicd populatia colorati cu Leu 16.

® Indicd populatia coloratd dublu, pozitivd pentru celulele IgM de suprafati si celulele acoperite
cu anticorpi himerici.

¢ Indicd coloratia completd a populatiei pentru anticorp himeric, inclusiv coloratia dubli a
celulelor IgM pozitive de suprafatd si coloratia unica (celule IgM negative de suprafatd).

4 Numdrul zilelor dupi injectarea dozei finale de 16.8 mg/kg.

Ambele animale evaluate la 22 zile dupa incetarea tratamentului au continut mai mic de 5% de
celule B comparativ cu 40% continute in ganglionii limfatici din martor (vezi tabelul 2).
Asemindtor, in maduva osoasd a animalelor tratate cu anticorp himeric anti-CD20, nivelurile
celulelor CD20 pozitive au fost mai mici decat 3% comparativ cu 11...15% la animalele normale
(vezi tabelul 2). Din animalele evaluate la 36 zile dupd incetarea tratamentului, unul din animale
(H) a avut aproximativ 12% celule B in ganglionii limfatici si 4.4% celule B In maduva osoasd, in
timp ce altul (G) a avut aproximativ 5% celule B in ganglionul limfatic si 0.8% in mdduva osoasa.
Aceste date confirmd o distrugere semnificativa a celulelor B.

Rezultatele din exemplul IILA. confirmi cd dozele scizute de anti-CD20 himeric imunologic
activ conduc pe termen lung la distrugerea celulelor B din sangele periferic la primate. De
asemenea, datele aratd cd distrugerea semnificativa a populatiilor de celule B s-a atins in ganglionii
limfatici periferici $i maduva osoasd cand s-au administrat repetat doze mari de anticorp.
Continuarea urmadririi testului pe animale a ardtat cd chiar cu o asemenea distrugere severd de
limfocite B periferice in timpul primei sdptdmani de tratament nu au apérut alte efecte adverse.

Mai mult ca atat, s-a observat o recuperare a populatiei de celule B, fiind posibild concluzia ci
celulele stemice pluripotente ale acestor primate nu au fost afectate in mod advers prin tratament.

B. Analiza clinica a C2B8

i. Test clinic, faza I/I1, al C2B8: studiul terapiei cu dozi unica

S-au tratat cu C2B8 intr-un test clinic, faza I/Il, 15 pacienti avand documentatia histologica de
recidere in limfom a celulei B. Fiecare pacient a primit 1 singurd dozd de C2B8 intr-un studiu cu
dozi crescitoare, au fost trei pacienti/dozi; 10 mg/m* 50 mg/m* 100 mg/m*; 250 mg/m® si 500
mg/mz, Tratamentul a fost prin infuzie i. v. printr-un filtru in linie de 0.22 p cu C2B8 diluat intr-un
volum final de 250 cm® sau o concentratie maximi de 1 mg/ml in solutie fiziologicd standard. Rata
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initiald a fost 50 cm’/h in prima ori; dacd nu s-a observat nici o toxicitate doza ratei s-a mérit pini
la un maxim de 200 cm*/h.

Toxicitatea (agsa cum s-a indicat de cétre clinician) a fost de la “nici una”, la “febrd” si la
“moderat” (2 pacienti), la “severd” (1 pacient); toti pacientii au primit tratamentul terapeutic
complet. S-au analizat limfocitele sangvine periferice pentru a determina impactul C2B8 asupra
celulelor T si celulelor B. Consecutiv, pentru toti pacientii limfocitele B din sangele periferic au fost
distruse dupa infuzie cu C2B8 si asemenea distrugere s-a mentinut in exces timp de 2 sdptimani.

Unul dintre pacienti (doza de 100 mg/m? de C2BS8) a evidentiat un rispuns partial la tratamentul
cu C2B8 (reducere mai mare de 50% in suma produselor diametrelor perpendiculare ale tuturor
indicatorilor masurabili ai leziunilor dupd mai mult de 4 sdptdmani, timp in care nu au mai aparut
leziuni noi si nici nu au mai existat leziuni mai mari); la cel putin un pacient (care a primit 500
mg/m?) s-a evidentiat un raspuns minor la tratamentul cu C2B8 (reducere mai mici decit 50%, dar
cel putin 25% in suma produselor celor doud diametre perpendiculare celor mai lungi ale tuturor
indicatorilor mésurabili ai leziunii). Pentru eficienta sugerata rezultatele PBL-urilor sunt prezentate
in fig. 14; datele pentru pacientul care evidentiazi un PR sunt prezentate in fig. 14A; pentru
pacientul care evidentiazd un MR, datele sunt prezentate in fig. 14B; in fig. 14, sunt aplicabile

urmitoarele: W =limfocite; B —CD3+celule (celule T); 2 =CD20+celule; -

CD19+celule; - =kapa; “x =lambda si -.- =C2B8.

Evident ca marcherii celulei B CD20, CD19, kapa si lambda s-au distrus dupd o perioada
depasind 2 saptdmani; in timp ce a existat o reducere usoara initiald in numarul celulelor T, acestea
au revenit la un nivel aproape initial intr-un timp-cadru relativ rapid.

ii. Test clinic, faza I/II, al C2B8: studiul terapiei cu doza multipla

Pacienti aviand limfom al celulei B confirmat histologic cu boala in progres vizibil, au fost alesi
pentru acest studiu care este impdrtit in doud parti: in faza I, constdnd dintr-o dozd crescétoare
pentru caracterizarea toxicitdtilor dozelor limitd si determinarea nivelului dozei active tolerate
biologic, loturi de cite 3 pacienti au primit siptdmanal infuzii i.v. de C2B8 pentru un total de 4
infuzii separate. Doza cumulatd la fiecare dintre cele 3 niveluri a fost dupa cum urmeaza: 500
mg/m? (125 mg/m*/infuzie); 1000 mg/m’® (250 mg/m*/infuzie); 1500 mg/m* (375 mg/m?/infuzie). Se
defineste o dozd activd toleratd biologic si se va determina ca cea mai scdzutd dozi avind atat
toxicitate tolerabild cét si activitate adecvati. in faza II, pacientii suplimentari vor primi doza activi
tolerata biologic cu subliniere asupra determindrii activitatii pentru cele 4 doze de C2B8.

IV. TERAPIE COMBINATA: C2BS si Y2BS

S-a investigat o abordare terapeuticd combinata folosind C2B8 si Y2B8 intr-un model soarece
xenografic (soareci nu/nu, femele de aproximativ 10 siptiméni ca varstd), utilizind o tumoare
limfoblastoidd de celuld B (celule tumorale Ramos). Pentru scopuri comparative, s-au tratat
suplimentar, de asemenea soareci, cu C2B8 si Y2BS8.

Celulele tumorale Ramos (ATCC, CRL 1596) s-au mentinut in culturd, folosind PRMI-1640
suplimentar cu 10% ser fetal de vitel si glutamind la 37°C si 5% CO;. S-au initiat tumori la 9
femele de soareci lipsiti de par, in varstd de aproximativ 7..10 sdptdmani, prin injectare
subcutanati de 1.7x10° celule Ramos intr-un volum de 0.10 ml (HBSS) folosind o seringd de lem?,
prevazutd cu ac 25 g. Toate animalele s-au manipulat intr-o hotd cu flux laminar si toate custile,
asternuturile, alimentele §i apa s-au autoclavat. Celulele tumorale s-au recuperat prin excizarea
tumorilor i trecerea acestora printr-o sitd de 40 cel. Celulele s-au spélat de 2 ori cu 1xHBSS (50
ml) prin centrifugare (1300 rpm), s-au resuspendat in 1xHBSS de la 10x10°celule/ml si s-au
inghetat la ~70°C pani la folosire.

Pentru conditiile experimentale s-au dezghetat celule din citeva loturi inghetate, s-au prelevat
prin centrifugare (1300 rot./min) si s-au spélat de 2 ori cu 1xHBSS. Apoi, celulele s-au resuspendat
pénd la aproximativ 2.0x10° celule/ml. S-au injectat aproximativ 9...12 soareci cu 0.10 ml suspensie
celulari (s.c.) folosind o seringd de 1 ecm® previizutd cu un ac de 25 g; injectiile s-au ficut pe partea
stdngd a animalului aproximativ pe portiunea mediand. Tumorile s-au dezvoltat in aproximativ 2
sdptdmani. S-au excizat tumorile §i s-au prelucrat cum s-a descris mai sus. Soarecii luati in studiu s-
au injectat cum s-a descris mai sus cu 1.67x10° celule in 0.10 ml HBSS.

Pe baza experimentelor preliminare de dozare, s-a determinat ci s-ar putea utiliza pentru studiu
200 mg de C2B8 si 100 puCi Y2BS8. S-au injectat 90 femele de soareci nu/nu (in varstd de aproape
10 sdptdmani) cu celule tumorale. Dupa aproape 10 zile, s-au desemnat 24 soareci pentru 4 loturi de
studiu (6 soareci/lot), urmind in acest timp mentinerea unei distributii a mdarimii tumorilor
comparabild in fiecare lot (mdrimea medie a tumorii, exprimatd ca produs dintre lungimea si
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litimea tumorii a fost aproximativ de 80 mm?). Urmitoarele loturi s-au tratat cum s-a indicat pe
calea injectiilor in vena cubitald, folosind o seringd Hamilton de 100 ul previzutd cu un ac de 25 g:
A. Solutie fiziologica standard,

B. Y2B8 (100 uCi),

C. C2B8 (200 ug) si

D. Y2B8 (100 uCi) + C2B8 (200 ug).

Loturile testate cu C2B8 au primit a doua injectie de C2B8 (200 ng/soarece) 7 zile dupd injectia
initiald. Masurarile tumorii s-au facut la fiecare 2...3 zile folosind un subler.

Prepararea materialelor pentru tratament s-au facut conform urmatoarelor protocoale:

A. Preparare de Y2B8

S-a transferat clorurd de ytriu [90] la o eprubetd de propilena si s-a ajustat pH-ul la 4.1-4.4
folosind acetat de sodiu 2M lipsit de metal. S-a addugat 2B8-DTPA (0.3 mg in solutie fiziologica
standard; vezi mai sus prepararea 2B8-MX-DTPA) si s-a amestecat cu grija prin turbionare. Dupa
15 min de incubare, reactia s-a oprit prin addugarea a 0.05x20 mM volum EDTA si 0.05x2M volum
acetat de sodiu. Radioactivitatea concentratului s-a determinat prin diluarea a 5.0 pL. de amestec de
reactie in 2.5ml 1xPBS care contine 75 mg/ml HSA si 1 mM DTPA (“formulare-tampon”);
numiritoarea s-a realizat prin adiugarea de 10.0 pL la 20 ml de amestec de scintilatie Ecolume™.
Amestecul reactiv rimas s-a addugat la 3.0 ml formulare-tampon, s-a filtrat steril si s-a depozitat la
2..8°C pana la utilizare. S-a calculat activitatea specificd (14 mCi/mg la momentul injectdrii),
folosind concentratia de radioactivitate §i concentratia proteinei calculate pe baza cantitatii
anticorpului addugat la amestecul de reactie. Radioactivitatea asociatd proteinei s-a determinat
folosind cromatografia instantanee in strat subtire. Radioactivitatea a fost de 95%. S-a diluat Y2B8
in formularea-tampon imediat inaintea folosirii §i s-a filtrat steril (concentratia radioactivitatii finale
a fost 1.0 mCi/ml).

B. Preparare de C2B8

C2B8 s-a preparat cum s-a descris mai sus; C2B8 s-a asigurat ca reactiv steril in solutie
fiziologici normald la 5.0 mg/ml. Inainte de injectare C2B8 s-a diluat in solutie fiziologici normali
pana la 2.0 mg/ml si s-a filtrat steril.

C. Rezultatele

Dupa tratament marimea tumorii s-a exprimat ca un produs al lungimii si latimii, si masurdrile
s-au facut in zilele indicate in fig. 11 (Y2B8 in comparatie cu solutia fiziologica); fig. 12 (C2B8 in
comparatie cu solutia fiziologicd) si fig. 13 (Y2B8 + C2B8 in comparatie cu solutia fiziologicd). De
asemenea, s-a determinat eroarea standard.

Asa cum s-a indicat in fig. 13, combinatia Y2B8 si C2B8 prezinta efecte tumoricide comparabile
efectelor manifestate fie de catre Y2B8, fie de C2BS.

V. Strategii de terapie alternativa

Strategiile terapeutice alternative recunoscute in optica exemplelor anterioare sunt evidente. O
asemenea strategie constd in utilizarea unei doze terapeutice de C2B8 urmata in cca 1 sdptdmand de
o combinatie fie de 2BS8, fie de 2B8 radiomarcat (de exemplu Y2B8); sau 2B8, C2B8 si, de
exemplu, Y2BS8; sau C2B8 si, de exemplu, Y2B8. O strategie suplimentara este utilizarea de C2B8
radiomarcat. O asemenea strategie permite utilizarea avantajelor portiunii active imunologic a C2B8
plus acele avantaje asociate cu un marcaj radioactiv. Marcajele radioactive preferate includ: ytriu-90
care da o viata de Injumatatire a C2B8 in circulatie mai mare fatd de anticorpul murin 2B8. Datorita
capacitatii C2B8 de a distruge celulele B si avantajelor de a i derivat de la folosirea unui marcaj
radioactiv, o strategie alternativd preferatd este de a trata pacientul cu C2B8 (fie cu o dozi unicd, fie
cu doze multiple), astfel incit majoritatea, dacd nu toate celulele periferice B sd fie distruse.
Aceasta ar fi apoi urmatd de utilizarea 2B8 radiomarcat, datoritd distrugerii celulelor periferice B,
2B8 radiomarcat mentine o sansd crescutd de tintire a celulelor tumorale. Este preferata utilizarea
Iui 2B8 marcat cu iod [131] dat fiind tipurile rezultatelor raportate in literatura de acest marcaj (vezi
[Kaminski, M.G. et al., “Radioimmunotherapy of B-Cell Lymphoma with (**'I) anti-B1 (Anti-CD20)
Antibody” NEJM 329/7 (1993) (iodine-131 labeled anti-CD20 antibody Bl; hereinafter
“Kaminski”]).

O preferintd alternativd implica utilizarea unui 2B8 radiomarcat (sau C2B8) initial intr-un efort
de crestere a permeabilititii unei tumori urmat de tratamente unice sau multiple cu C2B8; intentia
acestei strategii este cresterea sanselor lui C2B8 de a ajunge atat in exteriorul, cat si in interiorul
masei tumorale. O strategie ulterioard implica utilizarea agentilor chemoterapeutici in combinatie cu
C2B8. Aceste strategii includ asa-numitele tratamente “‘inselatoare”, adicd, tratament cu agent
chemoterapeutic urmat de tratamentul cu C2B8, urmat de o repetitie a acestui protocol.
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Alternativ, este viabil tratamentul initial cu o dozd unicd sau doze multiple C2BS8, dupa care
urmeaza tratamentul chemoterapeutic. Agenti chemoterapeutici preferati, includ, dar nu se limiteaza
la, ciclofosfamida; doxorubicind; vincristind §i prednison [Armitage, J.O. et al., Cancer, vol. 50,
1982, 1695].

Strategiile terapeutice alternative descrise mai sus nu au intentia si fie limitate, ci mai degraba
sunt prezentate ca fiind reprezentative.

LISTA SECVENTELOR

(1) INFORMATII GENERALE

(1) SOLICITANT: Darrell Anderson, Nabil Hanna, John Leonard,Roland Newman and Mitchel
Reff and William H. Rastetter
(1) TITLUL INVENTIEL Metode de tratament al limfomului celulelor B, anticorpi anti-CD20,
hibridom.
(ii1) NUMARUL SECVENTELOR: 8
(iv) ADRESA PENTRU CORESPONDENTA:
(V) (A) ADRESANT: IDEC Pharmaceutical Corporation
(Vi) (B) STRADA: 11011 Torreyana Road
(C) ORAS: San Diego D)
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(E) TARA: SUA
(F) ZIP: 92121
(vil) FORMA CITIBILA LA CALCULATOR:
(A) TIP SUPORT: 3.5 inch, 1.44 Mb (dischet&)
(B) CALCULATOR: Macintosh
(C) SISTEM DE OPERARE: MS.DOS
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(A) TELEFON: (619) 550-8500
(B) TELEFAX: (619) 550-8750
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(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

(A) LUNGIME: 8540 baze

B) TIP: acid nucleic

C) IMPLETIRE: simpla

D) TOPOLOGIE: circulara

i) TIPUL MOLECULEL DNA (genomic)
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GACGTCGCGG

AGGCCGAGGC

GGAGAATGGG

ATGGTTGCTG

GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

AGTTATTAAT

GTTACATAAC

ACGTCAATAA

TGGGTGGACT

AGTACGCCCC

ATGACCTTAT

ATGGTGATGC

TTTCCAAGTC

GACTTTCCAA

CGGTGGGAGG

CATCACAGAT

CTCCCAGGTG

TCTGTCTTCA

TGCCTGCTGA

CTCCAATCGG

CCGCTCTAGG

GGCCTCGGCC

CGGAACTGGG

ACTAATTGAG

ACCTGGTTGC

GGGACTTTCC

AGTAATCAAT

TTACGGTARA

TGACGTATGT

ATTTACGGTA

CTATTGACGT

GGGACTTTCC

GGTTTTGGCA

TCCACCCCAT

AATGTCGTAA

TCTATATAAG

CTCTCACCAT

CACGATGTGA

TCTTCCCGCC

ATAACTTCTA

GTAACTCCCA
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CCTCCAAAAA
TCTGCATAAA
CGGAGTTAGG
ATGCATGCTT
TGACTAATTG
ACACCCTAAC
TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA
AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC
CAGAGCTGGG
GAGGGTCCCC
TGGTACCAAG
ATCTGATGAG
TCCCAGAGAG

GGAGAGTGTC

25

AGCCTCCTCA
TAAAAAARAAT
GGCGGGATGG
TGCATACTTC
AGATGCATGC
TGACACACAT
TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG
TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCATTGACGC
TACGTGAACC
GCTCAGCTCC
GTGGAAATCA
CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC

ACAGAGCAGG

CTACTTCTGG

TAGTCAGCCA

GCGGAGTTAG

TGCCTGCTGG

TTTGCATACT

TCCACAGAAT

GCCCATATAT

CCAACGACCC

GGACTTTCCA

ATCAAGTGTA

CCTGGCATTA

TATTAGTCAT

AGCGGTTTGA

TTTGGCACCA

AAATGGGCGG

GTCAGATCGC

TGGGGCTCCT

AARCGTACGGT

CTGGAACTGC

AGTGGAAGGT

ACAGCAAGGA

AATAGCTCAG

TGCATGGGGC

GGGCGGGACT

GGAGCCTGCGG

TCTGCCTGCT

TAATTCCCCT

GGAGTTCCGC

CCGCCCATTG

TTGACGTCAA

TCATATGCCA

TGCCCAGTAC

CGCTATTACC

CTCACGGGGA

AAATCAACGG

TAGGCGTGTA

CTGGAGACGC

GCTGCTCTGS

GGCTGCACCA

CTCTGTTGTG

GGATAACGCC

CAGCACCTAC

720

760

840

960

1020

1080

1140
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AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA GCAGACTACG AGAAACACAA AGTCTACGCC 1320
TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG CCCGTCACAA AGAGCTTCAA CAGGGGAGAG 1380
TGTTGAATTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA CTGGATTCGT GACAACATGC 1440

GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTCG ACTGTGCCTT CTAGTTGCCA GCCATCTGTT 1500
GTTTGCCCCT CCCCCBTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC TGTCCTTTCC 1560

TAATAAAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT TCTGGGGGGT 1620
GGGGTGGGGC AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA TGCTGGGGAT 1680
GCGGTGGGCT CTATGGAACC AGCTGGGGCT CGACAGCTAT GCCAAGTACG CCCCCTATTG 1740
ACGTCAATGA CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTATGGGACT 1800
TTCCTACTTG GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT 1860
GGCAGTACAT CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC 1920
CCATTGACGT CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC 1980
GTAACAACTC CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA 2040
TAAGCAGAGC TGGGTACGTC CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG ACCCGTCGAC 2100
ATGGGTTGGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CTACGCGTGT CGCTAGCACC 2160
AAGGGCCCAT CGGTCTTCCC CCTGGCACCC TCCTCCAAGA GCACCTCTGG GGGCACAGCG 2220
GCCCTGGGCT GCCTGGTCAA GGACTACTTC CCCGAACCGG TGACGGTGTC GTGGAACTCA 2280
GGCGCCCTGA CCAGCGGCGT GCACACCTTC CCGGCTGTCC TACAGTCCTC AGGACTCTAC 2340
TCCCTCAGCA GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC AGCAGCTTGG GCACCCAGAC CTACATCTGC 2400
AACGTGAATC ACAAGCCCAG CAACACCAAG GTGGACAAGA AAGCAGAGCC CAAATCTIGT 2460
GACAAAACTC ACACATGCCC ACCGTGCCCA GCACCTGAAC TCCTGGGGGG ACCGTCAGTC 2520
TTCCTCTTCC CCCCAAAACC CAAGGACACC CTCATGATCT CCCGGACCCC TGAGGTCACA 2580
TGCGTGGTGG TGGACGTGAG CCACGAAGAC CCTGAGGTCA AGTTCAACTG GTACGTGGAC 2640
GGCGTGGAGG TGCATAATGC CAAGACAAAG CCGCGGGAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC 2700
CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC CAGGACTGGC TGAATGGCAA GGAGTACAAG 2760
TGCAAGGTCT CCAACAAAGC CCTCCCAGCC CCCATCGAGA AAACCATCTC CAAAGCCAAA 2820
GGGCAGCCCC GAGAACCACA GGTGTACACC CTGCCCCCAT CCCGGGATGA GCTGACCAAG 2880
AACCAGGTCA GCCTGACCTG CCTGGPCAAA GGCTTCTATC CCAGCGACAT CGCCGTGGAG 2940
TGGGAGAGCA ATGGGCAGCC GGAGAACAAC TACAAGACCA CGCCTCCCGT GCTGGACTCC 3000
GACGGCTCCT TCTTCCTCTA CAGCAAGCTC ACCGTGGACA AGAGCAGGTG GCAGCAGGGG 3060
AACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGCATGAG GCTCTGCACA ACCACTACAC GCAGAAGAGC 3120

CTCTCCCTGT CTCCGGGTAA ATGAGGATCC GTTAACGGTT ACCAACTACC TAGACTGGAT 3180



TCGTGACAAC
GCCAGCCATC
CCACTGTCCT
CTATTCTGGG
GGCATGCTGG
CCCGATCCCC
AATTTTAACA
AGACAGTGTT
GACTCCTARG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA
CTGACATAGT
CAAACTTGAC
GTTCGACCAT
GACCTACCCT
TCTTCAGTGG
CCTGAGAAGA
GAACCACCAC
GAACAACCGG
TACCAGGAAG
GAATTTGAAA
GAATACCCAG
GTCTACGAGA
CTATGCATTT
TTCTAGTTGC
TGCCACTCCC
GTGTCATTCT
CAATAGCAGG
TAGCTTTGCT
ACCAATTCAG

TCTCTGCACA

ATGCGGCCGT
TGTTGTTTGC
TTCCTAATAA
GGGTGGGGTG
GGATGCGGTG
AGCTTTGCTT
CCAATTCAGT
CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA
TGTGTTGGGA
GGCAATCCTA
TGAACTGCAT
GGCCTCCGCT
AAGGTAAACA
ATCGACCTTT
GAGGAGCTCA
AATTGGCAAG
CCATGAATCA
GTGACACGTT
GCGTCCTCTC
AGARAGACTA
TTATAAGACC
CAGCCATCTG
ACTGTCCTTT
ATTCTGGGGG
CATGCTGGGG
TCTCAATTTC
TAGTTGATTG

GATAAGGACA

MD 1367 C2

GATATCTACG
cceTecceea
AATGAGGAAA
GGGCAGGACA
GGCTCTATGG
CTCAATTTCT
AGTTGATTGA
ATAAGGACAA
GCACAGCATT
ACCTTGGTAA
TATAAGGTGA
GCTTGGATAG
GCGTGAAGGC
CGTCGCCGTG
CAGGAACGAG
GAATCTGGTG
AAAGGACAGA
TTTTCTTGCC
TAAAGTAGAC
ACCAGGCCAC
TTTCCCAGAA
TGAGGTCCAG
ACAGGAAGAT
ATGGGACTTT
TTGTTTGCCC
CCTAATAAAA
GTGGGGTGGG
ATGCGGTGEGG
TTATTTGCAT
AGCAAATGCG

AACATTATTC

27
TATGATCAGC
TGCCTTCCTT
TTGCATCGCA
GCAAGGGGGA
AACCAGCTGG
TATTTGCATA
GCAAATGCGT
ACATTATTCA
CTAGGGAGAA
GGGCCAATCT
GGTAGGATCA
CTTGGACAGC
TGGTAGGATT
TCCCARARATA
TTCAAGTACT
ATTATGGGTA
ATTAATATAG
AAAAGTTTGG
ATGGTTTGGA
CTTAGACTCT
ATTGATTTGG
GAGCAAAAAG
GCTTTCAAGT
TGCTGGCTTT
CTCCCCCGTG
TGAGGAAATT
GCAGGACAGC
CTCTATGGAA
AATGAGAAAA
TTGCCAAAAA

AGAGGGAGTA

CTCGACTGTG
GACCCTGGAA
TTGTCTGAGT
GGATTGGGAA
GGCTCGACAG
ATGAGAARAA
TGCCAAARAG
GAGGGAGTAC
ATATGCTTGT
GCTCACACAG
GTTGCTCCTC
TCAGGGCTGC
TTATCCCCGC
TGGGGATTGG
TCCAAAGAAT
GGARAACCTG
TTCTCAGTAG
ATGATGCCTT
TAGTCGGAGG
TTGTGACAAG
GGAAATATAA
GCATCAAGTA
TCTCTGCTCC
AGATCAGCCT
CCTTCCTTGA
GCATCGCATT
AAGGGGGAGG
CCAGCTGGGG
AAAGGAMAAT
GGATGCTTTA

CCCAGAGCTG

CCTTCTAGTT
GGTGCCACTC

AGGTGTCATT

GACRATACCA
CGCTGGATCT

AAGGAAAATT
GATGCTTTAG
CCAGAGCTGA
CAfCACCGAA
GATAGAGAGG
ACATTTGCTT
GATTTCCCGC
TGCCATCATG
CAAGAACGGA
GACCACAACC
GTTCTCCATT
AGAACTCAAA
AAGACTTATT
CAGTTCTGTT
GATCATGCAG
ACTTCTCCCA
TAAGTTTGAA
CCTCCTAAAG
CGACTGTGCC
CCCTGGAAGG
GTCTGAGTAG
ATTGGGAAGA
CTCGAGCTAC
TAATTTTAAC
GAGACAGTGT

AGACTCCTAA

3240
3300

3360

3420
3480

3540
3600
3660
3720
37840
3840
3900
3960
4029
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620

4740
4800
4860
4920
4980

5040



GCCAGTGAGT
CGTAGAUGCCA
AGGGCAGAGC
TTQTCTTCRG
TCCGGCCaGCT
CTCTGATGCC
CGACCTGTCC
CACGACGGGE
ACTGCTATTG
GRAAGTATCC
CCCATTCGAC
TCTTATCCAT
CGCCAGGCTC
CTGCTTGCCA
GCTGGATATG
GCPTGGCGGC
GCAGCACATC
GARATGACCG
TTCTATGAAA
CGCGGUGATC
GGTTACARAT
TCTAGTTATG
ATCCCGTCGA
CGCTCACAAY
AATGAGTGAG
ACCTGTCGTG
TTGGESHCTC
GAGCCGTATS
CAGGAAAGAR
TGCTEGLGTT
GTCAGAGGTG

CCCTCQRTGCE

GGCACAGCAT
CACCTTGGTA
ATATAAGGTG
AGCTTGOATE
TGGETCEAGH
GCCETGTTCC
GGTECCCTGA
GTTCCTIGCG
GGCGANGTGE
ATCATGGOTG
CACCARGCGA
CAGGATGATC
ARGGCGLGCA
AATATCATGC
GCGGACCGCT
GARTGGECTG
GCCTICTATC
ACCAAGCGAS
GOTTCGCTT
TCATGCTRGA
AARGCAATAC
QTTTCTCCAA
GRACTTGGCS
TCCACACAAC
CTAACTCACA
CCAGCTGCAT
TTCCGCTICC
AGCTCACTCA
CATGTGAGCA
TITCCATACS
GCGAAACCEG

CTCTCCTGTT

MD 1367 C2

TCTAGGGAGA
AGGGCCARTC
AGGTAGGATC
GATCCTCTAT
GGCTATTCGG
GGCTGTCAGC
ATGARCTGCA
CAGCTGETGCT
CGGGGCAGGA
ATGCAATGCA
AACATCGCAT
TGGACGAAGA
TGCCCAACTT
TGGAAAATGS
ATCAGGACAT
ACCGCTTCCT
GCCTTCTTAA
GCCCAACCTG
CGGARTCGTT
GTTCTICLEC
CATCACAAAT
ACTCATCAAT
TAATCATSGT
ATACGAGCCG
TTAATTGCGT
TAATGAATCG
TCACTCACTS
AAGGCGETAM
AAASGCCAGC
[sdgols]cleleie o/s]
ACRGGACTAT

CCGACCCTAC

28

AARTATGCTTG
TGCTCACACA
AGTTGCTCCT
GATTGAACAR
CTATGACTGG
GCAGGGGCGC
GGACGAGGCA
CGACGTTGTC
TCTCCTGTCA
GCGAGCTGCAT
CGAGCGAGCA
GCATCAGGGS
CGAGGATCTC
CCReTTTICT
AGCGTTGACT
CATGCTITAC
CBAGTTCTTIC
CCATCACGAG
TTCCGGGRCG
CACCCCAACT
TICACAAATA
CTATCTTATC
CATAGCTGTT
GARGCATAAA
TGCAGCTCACT
GCCAACGCGC
ACTCGCTGCG
TACGGTIATC
AAAACGCCAG
CTGALGAGCA
AAAGATACCA
CGCTTACCGS

TCATCACCGA AGCCTGATTC

GGATAGAGAG
CACATTTGCT
GATGGATTGS
GCACAACACA
CCGFTTCTTT
GCGCBGCTAT
ACTGAAGCGG
TCTCACCITS
ACGCTTGATC
CGTACTCGRA
CTCGCGCCAG
CTCGTGACCT
GGATTCATCG
ACCCGTGATA
GGTATCGCCS
TGAGCGGGALC
ATITCGATTIC
CCGGCTGGAT
TGTTTATTGC
ARGCATTTIT
ATCTCTSGAT
TCCTATGTGA
GTGTAARGCC
GCCCGCTTTC
GGGGAGAGGC
CTCGGTCATT
CACAGAATCA
GAACCGTAAA
TCACAARAAT
GGCATTTCCC

ATACCTGTCC

GGCAGGAGCC
TCTGACATAG
ACBCAGGTTC
CAATCGGETG
TIGTCARGAC
CGTGECTCRS
GARGGGACTG
CTCCTGECGA
CBACTACCTa
TGGAAGCCGG
CCGAACTGTT
ATGGCGATGC
ACTCTCCCCE
TTGCTGAAGA
CTCCCGRTTC
TCTEGGGTTC
CACCGCCACT
GATCCTCCAG
AGCTTATAAT
WTCACTGCAT
CGEGRECEEa
AATTGTTATC
TGAGGTGCCT
CAGTCGGGAA
GATTTGCGTA
COGCTCRGGS
GGGGATAACG
ARGGCCQCQT
CGACGCTCAAR
CCTGGAAGCT

GCCTTTCTCC

5100
5160
5220
5280
5340
8400
3460
5520
5580
5640
3700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
€780
6840
6900

6960



CTTCGGGARG
TCGTTCGLTC
TATCCCGTAR
CAGCCACTGG
AGTGRTGECC
AGCCRGTTAC
GTAGCGGTGA
ARGATCCTTT
GGATTTTGGT
GAAGTTTTAA
TAATCAGTGA
TCCCCGTCET
TGATACCGCS

| GRRGGGLCCA
GTTGCCGGGA
TTGCTACAGG
CCCAACGATC
TCGETCCTCC
CAGCACTGCR
AGTACTCAAC
CGTCARTACG
AACGTTETTC
AACCCACTCG
GAGCAARAAC
GAATACTCAT
TGAGCGGATA

TTCCCCARAR

CaraeeaorTy
CAAGCTGRGC
CTATCGTICTT
TAACAGGATT
TAACTACGGC
CTTCGGARRA
TPOTCTTCTT
GATCTTTTCT
CATGAGATTA
ATCARTCTAR
GGCACCTATC
GTAGATAACT
AGACCCACGC
GCGCAGRABT
AGCTAGAGTA
CATCATGGTS
ARGGCGAGTT
GATCGTTGTC
TARTTCTCIT
CARGTCATIC
GGATAATACC
CGGGTGAAAR
TGCACCCARC
AGGAAGGCAA
ACTCTTCCTT
CATATTTGAA
AGTGCCACCT

MD 1367 C2

TCTCARTGCT
TGTGTGCACG
GAGTCCAACC
AGCRGAGCGA
TACACTAGAA
AGRGTTGGTA
TGCRAGCAGC
ACGGGGTCTG
TCAAARAGGA
AGTATATATG
TCAGCUATCY
ACGATACUGG
TCACCERRTC
GGTCCTGCAA
AGTAGTTICGC
‘PCACGCTCGT
ACATGATCCC
AGRAGTAAGT
ACTGTCATGC
TJAGAATAGT
GCGCCACATA
CTCTCARGGA
TGATCTTCAG
AATGCCGCAR
TTTCARTATT

TGTATTTAGR

2

CACGCTGTRG
AACCCCCCaT
CGGTAAGACA
GGTATGTAGG
GGACAGTATT
GCTCTTGATC
AGATTACGCG
RCGCTCAGTG
TCTTCACCTA
AGTAMACTTG
GTCTATTTCG
AGGGCTTACT
CAGATTTATC
CTTTATCCGC
CAGITARTAG
CQTTTGATAT
CCATGTTGTG
TGGCCGCAGT
CATCCGTARG
GTATGCOGCG
GCAGARCTTT
TCTTACCGCT
CATCTITTAC
AARAGGGART
ATTGAAGCAT

AARAATARACA

GTATCTCAGT
TCAGCCCGAL
CGACTTATCG
CGGTGCTACA
TGGTATCTGC
CGGCAAACAA
CAGAARARARA
GARACGAARAC
GATCCTTTTRA
GTCTGACAGT
TTCATCCATA
ATCTGGCCCC
AGCAATAAAC
CTCCATCCAG
TITGCGCAAC
GGCTTCATTC
CARAAANGCG
GITATCACTC
ATGCTITITICT
ACCGAGTTGC
ARAAGTGOTC
GTTGAGATCC
TTTCACCALC
ARGGGCGACA
TTATCAGGGT

AATAGSGGTT

TCGGTGTAGG
CGCTECGLRT
CCACTGGCAG
GAGTTCTTGA
GCTCTGCTAR
ACCACCGCTO
GGATCTCARG
TCACGTTAAG
ARTTAAARAT
TACCAATGCT
GTTGCCTGAC
AGTGCTGCAR
CAGCCAGCCG
TCTATTAATT
GTTGTTGCCA
AGCTCCGETT
GTTAGCTCCT
ATGGTTATGS
GTGACTGGTG
TCTTGCCCGS
ATCATTGGAN
AGTTCGATAT
GTTTITGAEAT
CCGARATGTT
TATTATCTCA

CCGCGTACAT

7020
7080
7140
7200
7260
7329
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7520
7980
8040
8100
8160
8220
B280
8340
8400
8460
8520
8540



MD 1367 C2

30

INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 2
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

A) LUNGIME: 9209 baze
B) TIP: acid nucleic

C) IMPLETIRE: simpla
D) TOPOLOGIE: circulari
ii)

iii) IPOTETIC: da

iV) ANTISENS: nu

(
(
(
(
(
(
(

TIPUL MOLECULEIL DNA (genomic)

DESCRIEREA SECVENTEI: Secventa ID nr.2

GRCGTCGCGG CCGCTCTAGG
AGGCCGAGGC GGCCTCGGCC
GGAGAATGGG CGGAACTGGG
ATGGTTGCTG ACTBATTGAG
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC
GGGGAGCCTG GGGACTTTCC
AGTTATTAAT AGTAATCAAT
GTTACATAAC TTACGGTAAA
ACGTCAATAA TGACGTATGT
TGGGTGGACT ATTTACGGTA
AGTACGCCCC CTATTGACGT
ATGACCTTAT GGGACTTTCC
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA
TTTCCAAGTC TCCACCCCAT
GACTTTCCAA AATGTCGTAA

CGGTGGGAGG TCTATATAAG

CCTCCAAAAA
TCTGCATAAA
CGGAGTTAGG
ATGCATGCTT
TGACTAATTG
ACACCCTAAC
TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA
AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC

CAGAGCTGGG

CATCACAGAT CTCTCACTAT
GCTTCAGTCA TAATGTCCAG
GCATCTCCAG GGGAGAAGGT
CACTGGTTCC AGCAGAAGCC
CTGGCTTCTG GAGTCCCTGT
ACAATCAGCA GAGTGGAGGC
AACCCACCCA CGTTCGGAGG

TCTGTCTTCA TCTTCCCGCC

GGATTTTCAG

AGGACAAATT

CACAATGACT

AGGATCCTCC

TCGCTTCAGT

TGAAGATGCT

GGGGACCAAG

ATCTGATGAG

AGCCTCCTCA
TARAAARAAT
GGCGGGATGG
TGCATACTTC
AGATGCATGC
TGACACACAT
TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG
TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCA&TGACGC
TACGTGAACC
GTGCAGATTA
GTTCTCTCCC
TGCAGGGCCA
CCCAAACCCT
GGCAGTGGGT
GCCACTTATT
CTGGAAATCA

CAGTTGARAT

CTACTTCTGG
TAGTCAGCCA
GCGGAGTTAG
TGCCTGCTGG
TTTGCATACT
TCCACAGAAT
GCCCATATAT
CCAACGACCC
GGACTTTCCA
ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGA
TTTGGCACCA
ARATGGGCGG
GTCAGATCGC
TCAGCTTCCT
AGTCTCCAGC
GCTCAAGTGT
GGATTTATGC
CTGGGACTTC
ACTGCCAGCA
AACGTACGGT

CTGGAACTGC

AATAGCTCAG
TGCATGGGGC
GGGCGGGACT
GGAGCCTGGG
TCTGCCTGCT
TAATTCCCCT
GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG
TTGACGTCAA
TCATATGCCA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGG
TAGGCGTGTA
CTGGAGACGC
GCTAATCAGT
AATCCTGTCT
AAGTTACATC
CACATCCAAC
TTACTCTCTC
GTGGACTAGT
GGCTGCACCA

CTCTGTTGTG

3

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



TGCCTGCTGA

CTCCAATCGG

AGCCTCAGCA

TGCGAAGTCA

TGTTGAATLC

GGCCGTGATA

GTTTGCCCCT

TAATAAAATG

GGGGTGGGGC

GCGGTGGGCT

ACGTCAATGA

TTCCTACTTG

GGCAGTACAT

CCATTGACGT

GTAACAACTC

TAAGCAGAGC

ATGGGTTGGA

GTACAACTGC

TGCAAGGCTT

GGTCGGGGCC

CAGAAGTTCA

CAGCTCAGCA

TACGGCGGTG

GCTAGCACCA

GGCACAGCGG

TGGAACTCAG

GGACTCTACT

TACATCTGCA

AAATCTTGTG

CCGTCAGTCT

GAGGTCACAT

TACGTGGACG

ATAACTTCTA

GTAACTCCCA

GCACCCTGAC

CCCATCAGGG

AGATCCGTTA

TCTACGTATG

CCCCCGTGCC

AGGAAATTGC

AGGACAGCAA

CTATGGAACC

CGGTAAATGG

GCAGTACATC

CAATGGGCGT

CAATGGGAGT

CGCCCCATTG

TGGGTACGTC

GCCTCATCTT

AGCAGCCTGG

CTGGCTACAC

TGGAATGGAT

AAGGCAAGGC

GCCTGACATC

ACTGGTACTT

AGGGCCCATC

CCCTGGGCTG

GCGCCCTGAC

CCCTCAGCAG

ACGTGAATCA

ACAAAACTCA

TCCTCTTCCC

GCGTGGTGGT

GCGTGGAGGT

MD 1367 C2

TCCCAGAGAG
GGAGAGTGTC
GCTGAGCAAA

CCTGAGCTCG
ACGGTTACCA

ATCAGCCTCG
TTCCTTGACC
ATCGCATTGT
GGGGGAGGAT
AGCTGGGGCT
CCCGCCTGGC
TACGTATTAG
GGATAGCGGT
TTGTTTTGGC
ACGCAAATGG
CTCACATTCA
GCTCTTCCTT
GGCTGAGCTG
ATTTACCAGT
TGGAGCTATT
CACATTGACT
TGAGGACTCT
CAATGTCTGG
GGTCTTCCCC
CCTGGTCAAG
CAGCGGCGTG
CGTGGTGACC
CAAGCCCAGC
CACATGCCCA
CCCAAAACCC
GGACGTGAGC

GCATAATGCC

31

GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
GCAGACTACG

CCCGTCACAR
ACTACCTAGA

ACTGTGCCTT
CTGGAAGGTG
CTGAGTAGGT
TGGGAAGACA
CGACAGCTAT
ATTATGCCCA
TCATCGCTAT
TTGACTCACG
ACCAAAATCA
GCGGTAGGCG
GTGATCAGCA
GTCGCTGTTG
GTGAAGCCTG
TACBRATATGC
TATCCCGGAA
GCAGACAAAT
GCGGTCTATT
GGCGCAGGGA
CTGGCACCCT
GACTACTTCC
CACACCTTCC
GTGCCCTCCA
AACACCAAGG
CCGTGCCCAG
AAGGACACCC
CACGAAGACC

AAGACAAAGC

AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA
CIGGATTCGT
CTAGTTGCCA
CCACTCCCAC
GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
GCCAAGTACG
GTACATGACC
TACCATGGTG
GGGATTTCCA
ACGGGACTTT
TGTACGGTGG
CTGAACACAG
CTACGCGTGT
GGGCCTCAGT
ACTGGGTAAA
ATGGTGATAC
CCTCCAGCAC
ACTGTGCAAG
CCACGGTCAC
CCTCCAAGAG
CCGAACCGGT
CGGCTGTCCT
GCAGCTTGGG
TGGACAAGAA
CACCTGAACT
TCATGATCTC
CTGAGGTCAA

CGCGGGAGGA

GGATAACGCC
CAGCACCTAC
AGTCTACGCC

CAGGGGAGAG
GACAACATGC

GCCATCTGTT
TGTCCTITCC
TCTGGGGGGT
TGCTGGGGAT
CCCCCTATTG
TTATGGGACT
ATGCGGTTTT
AGTCTCCACC
CCAAAATGTC
GAGGTCTATA
ACCCGTCGAC
CCTGTCCCAG
GAAGATGTCC
ACAGACACCT
TTCCTACAAT
AGCCTACATG
ATCGACTTAC
CGTCTCTGCA
CACCTCTGGG
GACGGTGTCG
ACAGTCCTCA
CACCCAGACC
AGCAGAGCCC
CCTGGGGGGA
CCGGACCCCT
GTTCAACTGG

GCAGTACANC

1500

1560

1680
1740
1800
1860
1820
158¢C
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

2700
2760
2820
288C
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360



AGCACGTACC
GAGTACARGT
AALGCCAAAG
CTGACCAACA
jelala/chycled Teby
CTGAACTCCG
CAGCAGGGGA
CAGARGRGCC
AGACTGGATT
CTTCTAGTTG
GTGCCACTCC
GGTATCATTC
ACAATAGCAG
GCTGARTCTC
AGGARRATTA
ATGCTTTAGA
CAGARGCTAAG
ATCACCGAAG
ATAGACAGSG
CRATTTGCTTC
ATTTCGCGCC
GCCATCATGG
AAGRAACGGAG
ACCACAACCT
TTCTCCATTC
GAMACTCAAAG
AGACTTATTG
AGTTCTGTTT
ATCATGCAGG
CTTCTCCCAG
AAGTTTGAAG

GTGTAQRTCAG
GCARGGTCTC
GCCAGCCCLG

ACCABGTCAG'

GCCAGAGCAA
ACGGCTCCTT
ACGTEPTOTC
TCTCCCTSTC
CGTGACAACA
CCAGCCATCT
CACTGTCCTT
TATTCTGEGE
GCATGCTGGG
CCGATCCCCA
ATTTTAARCAC
GACAGTAGTIC
ACTCCTAAGC
CCTGATTCCS
CAGEAGLLAG
TGACATAGTT
AAMCTTGACC
TTCGACCATT
ACCTACCCTG
CTTCAGTSGA
CTGAGAAGAR
AACCACCACG
AACAACCGGA
ACCAGGAARGC
AATTTGARAS
AATACCCAGG
TCTACGAGAR

MD 1367 C2

32

CGTCCTCACT
CARCAARGCC
AGARACCACAS
CCTGACCTGC
TGGGCAGCCG
CTTCCTOTAC
ATECTCRCTS
TCCOGGTARA

TICRECCETIE

GTCCTGCACC
CTCCCAGCCC
GTATACACCC
CTGGTCAAAG
GAGARCAALT
AGCAAGUTCA
ATGCATGAGG
TGAGGATCCE

ATATOTACGT

AGGRETGGCT
CCATCGAGRA
TGCCCCCATC
GCTTCTATCC
ACARGACCAC
CCGTGGACAR
CTCTGCACAR
TTAACSSTTA
ATGATCAGECC

GITGL STl
TCCTAATAAA
GATGRCETEE
GATGCCCTEG
GCTTTACTIC
CAATTCAGTA
TCTGCACAGA
CAGTGRGTGG
TAGAGCCACA
GGCAGAGCAT
GTGTTGEGAG
GOARTCOTAG
GAACTGCATC
GCETCCERTS
AGGTAAACAG
TCGRCCTTTA
AGGAGCTCAT
ATTAGCAAGT
CATGANTCAR
TGRACACCTTT
CGTCOTCTeT
GRAAGACTAR

CLICCLCLGT
ATOAGGARAT
GGCAGCACAG
GCTCTATGGA
TCAATTTCTT
GTTGATICAS
TAAGGACAAA
CACAGCATIC
CCTTGGTAAG
ATAAGCTGAG
CTTGEATAGE
CGTAARGGCT
GTCGCCGTGT
AGGAACGAGT
AATCTGGTAA
ARGGACAGAA
TTTCTTGCCA
ARRGTAGACA
COASGCCACS
TTCCCAGRAR
GAGGTCCAGG

CAGGAAGATG

GCCTTCCTTG
TGCATCGCAT
CAAGGOUGAG
ACCACCTGGE
ATTTGCATAA
CARATGOGTT
CATTATTCAG
TAGGGAGAAR
GGCCARTCTG
GTAGGATCAG
TTGGACAGCT
GGTAGGATTT
CCCAAAATAT
TCAAGTACTT
TTATGGGTAG
TTARTATACT
AARGTTTGGA
TGETTTGGAT
TTAGACTCTT
TTGATITGGG
ACGRAAAAGG

CTTTCARGTT

GARTGGCARG
ARCCATCTCC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGGTGG
CCACTACACG
CCAACTACCT
TCGACTAETEC
ACCCTGGARG
TGTCIGAGTA
GATTGGGARG
GCTCGACAGC
TGAGRAAARA
GCCRAAAARGG
AGGGAGCTACC
TATGCTTGTC
CTCACACAGS
TTGCTCCTICA
CAGGTCTGES
TATCCCOGCT
GGGGATTGGC
CCARAGARTG
GARAACCTGG
TCTCACTAGA
TGATGCCTTA
AGTCGGAGGC
TGTAACAAGG
CAAATATARR
CATCAAGTAT

CTCTGCTCCC

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3%00
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
49290
4980
5040
5100
5160

5220



CTCCTAAAGC
GACTGTGCCT
CCTGGAAGGT

TCTGAGTAGG

PTPGGGAACAL
TCGAGCTACT
AATTTTAACA
AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA
CTGACATAGT
CGCAGGTTCT
AATCGGCTGC
TGTCAAGACC
GTGGCTCGCC
AAGGGACTGG
TCCTGCCGAG
GGCTACCTGC
GGAAGCCGGT
CGAACTGTTC
TGGCGATGCC
CTGTGGCCGG
TGCTGAAGAG
TCCCGATTCG
CTGGGGTTCG
ACCGCCGCCT
ATCCTCCAGC
GCTTATAATG
TCACTGCATT
GCGGCCGCGA

ATTGTTATCC

TATGCATTTT
TCTAGTTGCC

GCCACTCCCA

TGTCATTCTA

AATAGUAGGC
AGCTTTGCTT
CCAATTCAGT
CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA
TCTGTTGGGA
CCGGCCGCTT
TCTGATGCCG
GACCTGTCCG
ACGACGGGCG
CTGCTATTGG
AAAGTATCCA
CCATTCGACC
CTTGTCGATC
GCCAGGCTCA
TGCTTGCCGA
CTGGGTGTGG
CTTGGCGGCG
CAGCGCATCG
AAATGACCGA
TCTATGAARG
GCGGGGATCT
GTTACAAATA
CTAGTTGTGG
TCCCGTCGAG

GCTCACAATT

MD 1367 C2

TATAAGACCA
AGCCATCTGT
CTGTCCTTTC

TTCTGGGGGG

ATGUTGCGSA

CTCAATTTCT

AGTTGATTGA

ATAAGGACAA

GCACAGCATT

ACCTTGGTAA

TATAAGGTGA

GCTTGGATCG

GGGTGGAGAG

CCGTGTTCCG

GTGCCCTGAA

TTCCTTGCGE

GCGAAGTGCC

TCATGGCTGA

ACCAAGCGAA

AGGATGATCT

AGGCGCGCAT

ATATCATGGT

CGGACCGCTA

AATGGGCTGA

CCTTCTATCG

CCAAGCGACG

GTTGGGCTTC

CATGCTGGAG

ARGCAATAGC

TTTGTCCAAR

AGCTTGGCGT

CCACACAACA

33

TGGGACTTTT
TGTTTGCCCC

CTAATAARAT

TGGGGTGGGG

TECLATAGAC
TATTTGCATA
GCARATGCGT
ACATTATTCA
CTAGGGAGAA
GGGCCAATCT
GGTAGGATCA
ATCCTCTATG
SCTATTCGGC
GCTGTCAGCG
TGAACTGCAG
AGCTGTGCTC
GGGGCAGGAT
TGCAATGCGG
ACATCGCATC
GGACGAAGAG
GCCCGACGGC
GGAAAATGGC
TCAGGACATA
CCGCTTCCTC
CCTTCTTGAC
CCCAACCTGC
GGAATCGTTT
TTCTTCGCCC
ATCACAAATT
CTCATCAATC
AATCATGGTC

TACGAGCCGG

GCTGGCTTTA
TCCCCCETGC
GAGGAAATTG

CAGGACAGCA

TCTATGGARC

ATGAGAAAAA

TGCCAAAAAG

GAGGGAGTAC

ATATGCTTGT

GCTCACACAG

GTTGCTCCTC

GTTGAACAAG

TATGACTGGG

CAGGGGCGCC

GACGAGGCAG

GACGTTGTCA

CTCCTGTCAT

CGGCTGCATA

GAGCGAGCAC

CATCAGGGGC

GAGGATCTCG

CGCTTTTCTG

GCGTTGGCTA

GTGCTTTACG

GAGTTCTTCT

CATCACGAGA

TCCGGGACGC

ACCCCAACTT

TCACAAATAA

TATCTTATCA

ATAGCTGTTT

AAGCATAAAG

GATCAGCCTC
CTTCCTTGAC

CATCGCATTG

AGGGGGAGGA
CAGCTGEGGC

AAGGAAAATT

GATGCTTTAG

CCAGAGCTGA

CATCACCGAA

GATAGAGAGG

ACATTTGCTT

ATGGATTGCA

CACARCAGAC

CGGTTCTTTT

CGCGGCTATC

CTGAAGCGGG

CTCACCTTGC

CGCTTGATCC

GTACTCGGAT

TCGCGCCAGC

TCGTGACCCA

GATTCATCGA

CCCGTGATAT

GTATCGCCGC

GAGCGGGACT

TTTCGATTCC

CGGCTGGATG

GTTTATTGCA

AGCATTTTTT

TGTCTGGATC

CCTGTGTGAA

TGTAAAGCCT

5280

5340
5400

5460
5520

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
696C
7020
7080

7140



GGGGTGCCTA
AGTCGGSAAA
GTTTCCCTAT
GSCTECAGLS
GGGATARCGC
AGGCCGCITT
GACGCTCAAG
CTGGARGCTC
CCTITCTCCC
CGGTITAGST
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAR
CTCTGCTGAA
CCACCGCTGG
GATCTCAAGA
CACGTTAAGG
ATTARAAATG
ACCARTGCTT
TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT
AGCCAGLOGG
CTATTAATIG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGSTCCTT
TGATTATCGE
TGACTGATGA
CTTGLCCGEC
TCATTGGRAA
GTTCGATGTA
TTTCTGGGTG
CGAAATGTTG
ATTGTCTCAT

CGCGCACATT

ATGAGTGAGC
CCTGTCATGC
TGEELGLTCT
AGCGGTATCA
AGGAAAGAAC
GCTGGCGTTT
TCAGAGGTGG
CCTCGTGCGC
TTCGAGARGC
CGTTCECTCC
ATCCGGTAARC
AGCCALTGRT
GTGGTAGCCT
GCCRATTACC
TAGCGGTGGT
AGATCCTTTG
GATTTTGATC
ARGTTITAAA
ARTCAGTGAG
CCCCETCETG
GATACCGCGA
AAGGGCCGAG
TTGCCGGGAA
TGCTACAGGC
CCARCGRTCA
CAGTCCTCCA
AGCACTGCAT
GTACTCAACC
GTCAATACGS
ACGTTCTTCG
ACCCACTCGT
AGCAARAACA
AATACTCATA
GAGCGGATAC

TCCCCGAAAA

MD 1367 C2

TAACTCACAT
CAGCTGCATT
TCRGCTTLCT
GCTCACTCAA
ATGTGAGCAA
TTCCATAGGC
CGRAACCUGA
TCTCCTGITC
GTGACCCTTT
ARGCTGGGCT
TATCGTCTTO
AACAGGATTA
ARCTACAACT
TTCGGAARAR
TTTTTTGTTT
ATCTI?TCTA
ATGAGATTAT
TCRATCTAAR
GCACCTATCT
TAGATAACTA
GACCCACGCT
CGCAGAAGTG
GCTAGAGTAA
ATCCTGGTGT
AGGCGRGTTA
ATCGTTATCA
AATTCTCTTA
AAGTCATTOT
GATAATACCG
GGGCGARAAC
GCRCCCAACT
GGAAGGCAAA
CTCTTCCTTT
ATATTTGAAT

GTGCCACCT

34

TARTTQCGYT
RATGRATCGG
CGCTCACTGA
AGGOGGTAAT
AAGGCCAGCA
iieelelelelelosls]
CAGGACTATA
CAACCLTSCC
CTCAATGCTC
GTGTGCRCGA
AGTCCARCCC
GCAGAGCGAC
ACACTAGARG
GAGTTGGTAG
GCARGCACCA
CGGEGTCTGA
CAARARGGAT
GTATATATGA
CAGCGATCTG
CGATACCEGA
CACCGGOTCE
GTCCTGCARC
GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GARGTARGTT
CTIGTCATGCC
GAGAATAGTG
CGCCACATAG
TCTCAAGGAT
GATCTTCAGC
ATGCCGCAAA
TTCAATATTA

GTATTTAGAA

(4) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 3

GCACTCACTG
CCARCGCGCa
CTCGCTGCGC
ACGGTTATEC
AAAGGCCAGG
TQGRACCAGCAT
AAGATACCAG
GCTTRCCGGA
ACGCTSTAGS
ACCCCQCQTT
GATAAGACAC
GTATGTRGGC
GACAGTATTT
CTCTTEATCC
GATTACGLGC
COCYTCAGTGA
CTTCACCTAG
GTAARCTTGG
TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATCA
PTITATECGCC
AGTTARTAGT
GTTTGGTATG
CATGTTGCTGC
GGCCGCAGTG
ATCCGTAAGA
TATGCGGCGA
CAGAACTTTA
CTTACCGCTS
ATCTTTTACT
AAAGGGAATA
TTGAAGCATT

ARATAANCAA

CCLGCTTTCC
GGGAGAGACG
TCGGTCGTTC
ACAGAATCAG
AACCGTAAAA
CACARARATC
GCETTTCLCR
TACCTGTCCE
TATCTCAGTT
CAGCCCRRCC
GACTTATCGC
GGTGCTACAG
GGTATCTSCG
GGCAARRCARA
AGAAAARARG
AACCAARARCT
ATCCTITTAA
TCTGACRATT
TCATCCATAG
TCTEGCSCCA
GCAATAAACC
TCCATCCRGT
TTGCGCARCE
GCTTCATTCA
AARRRAGCGS
TTATCACTCA
TGCTTTTCTG
CCGAGTTGCT
AMAQTGCTCA
TTGAGATCCA

TTCACCAGCSE
AGGGCGACAC

TATCAGGGTT

ATAGGGGTTC

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7860
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
6160
8220
8280
8340
8400
B460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940

9000
9060

9120
9180

9209
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(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL
A) LUNGIME: 54 baze

B) TIP: acid nucleic

C) IMPLETIRE: simpla

D) TOPOLOGIE: lineara

i) TIPUL MOLECULEIL DNA (genomic)
iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTISENS: nu
DESCRIEREA SECVENTEL: Secventi ID nr. 3

S' ATC ACA GAT CTC TCA CCA TGG ATT TTC AGG TEC AGA TTA TCA GCT
T™C 3¢

(5) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 4
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL
(A) LUNGIME: 30 baze
) TIP: acid nucleic
C) IMPLETIRE: simpla
D) TOPOLOGIE: lineari
ii) TIPUL. MOLECULEL DNA (genomic)
iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTISENS: da
DESCRIEREA SECVENTEL Secventi ID nr. 4

5' TGC AGC ATC CGT ACG TTT GAT TTC CAG CTT 3¢

(6) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 5
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

(A) LUNGIME: 384 baze
) TIP: acid nucleic

C) IMPLETIRE: simpla

D)

(
(
(
(
(i
(

(B
(
(
(
(

TOPOLOGIE: lineara
ii) TIPUL MOLECULEL DNA (genomic)
iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTISENS: nu
DESCRIEREA SECVENTETL Secventi ID nr .5
ATG GAT TTT CAG GTG CAG ATT ATC AGC TTC CTG CTA ATC AGT GCT TCA GTC

(B
(
(
(
(

ATA ATG TCC AGA GGG CAA ATT GTT CTC TCC CAG TCT CCA GCA ATC CTG TCT
GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACA ATG ACT TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA
AGT TAC ATC CAC TGG TTC CAG CAG AAG CCA GGA TCC TCC CCC AAA CCC TGG
ATT TAT GCC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA GTC CCT GTT CGC TTC AGT GGC
AGT GGG TCT GGG ACT TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAA
‘ GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG ACT AGT AAC CCA CCC ACG TTC

GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATC AAA

(7) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 6
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

(A) LUNGIME: 27 baze
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla

51

102

153

204

255

306

357

3B4

52
2

30
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(D) TOPOLOGIE: lineari

(i) TIPUL. MOLECULEIL: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da

(

iV) ANTISENS: nu
DESCRIEREA SECVENTEL Secvent ID nr. 6

5' BCG GCT CCC ACG CGT GTC CTG TCC CAG 3° 27

(8) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 7
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

(A) LUNGIME: 29 baze
) TIP: acid nucleic
C) IMPLETIRE: simpl
D) TOPOLOGIE: lineari
ii) TIPUL MOLECULEL DNA (genomic)
iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTISENS: da
DESCRIEREA SECVENTEL Secventi ID nr. 7

5' GGS TGT TGT GCT AGC TGM RGA GAC RGT GA 3! 29

(9) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 8
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEL

) LUNGIME: 420 baze
B) TIP: acid nucleic
C) IMPLETIRE: simpla
D) TOPOLOGIE: lineari
i) TIPUL MOLECULEIL: DNA (genomic)
iii) IPOTETIC: da

V) ANTISENS: nu
DESCRIEREA SECVENTEL Secventi ID nr.8

(B
(
(
(i
(

(A
(
(
(
(i
(
(i

ATC GGT TGG AGT CTC ATT TIG OTC TTC OTF GTC GOT GPT GOT AlG 8T GIC 51
CTG TCC CAG GTA CAA OTG CAG CAG COT GGG GTT GAG CTG GT@ AZG €CT GAG 162
GOC TTA GTG ARG ATG TCC TGC ARG GCT TCT GGC TAC ACA TTT ACC AGT TAC 183
ART ATG CAC TGS GTA AAA CAG ACA OCT GGT TGG GGC OTG GRA TGG ATT G 204
GCT ATT TAT CCC GGA AAT GGT GAT ACT TCC TAC AAT CAG AAG DT AAA GO 258

T ACA TTG ACT GCA GRU AAR T0C TCC AGC ACA GCC TAC ATG ©AG CUC 306
< CTG ACR TCT GAG GAC TUT GOG BUC TAT TAC TGT GCA AGA TCG ACT 357

*OGAT MGG TAT TTC ART GTC TGS GGC GOA GGC ACC ASG Om a0
by

<

(57) Revendicatri:

1. Metodd de tratament al limfomului celulelor B cuprinzdnd administrarea unei cantititi
terapeutic eficiente a anticorpului anti-CD20, caracterizatid prin aceea ca in calitate de anticorp
anti-CD20 se foloseste cel putin un anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ.

2. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea cd se administreaza anticorpul
anti-CD20 in dozad de 0,001...30 mg/kg.

3. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizatii prin aceea cd se administreazi anticorpul
anti-CD20 obtinut de la un transfectom, cuprinzand anti-CD20 in TCAE 8, depozitat in Colectia
Americana de Specii de Culturi (ATCC) ca parte a nr. 69119.

4. Metodd, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci se administreazi repetat o
cantitate terapeutic eficienta a cel putin unui anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ.

5. Metodd, conform revendicdrii 4, caracterizatd prin aceea ci se administreazd repetat
anticorpul anti-CD20 cel tarziu peste 7 zile dupa prima administrare a anticorpului anti-CD20.
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6. Metodd de tratament al limfomului celulelor B ce include administrarea anticorpului anti-
CD20, caracterizatid prin aceea ca tratamentul se efectueaza in trei perioade, totodatd in prima
perioada a tratamentului se administreazi prima cantitate terapeutic eficientd a anticorpului anti-
CD20 himeric imunologic activ, la a doua perioada a tratamentului se administreazi a doua cantitate
terapeutic eficientd a anticorpului anti-CD20 himeric imunologic activ si la perioada a treia de
tratament se administreaza a treia cantitate terapeutic eficientd a anticorpului anti-CD20 himeric
imunologic activ.

7. Metoda, conform revendicarii 6, caracterizati prin aceea ci se administreaza anticorpul
anti-CD20 in dozd de 0,001...30 mg/kg, la fiecare perioada.

8. Metodd, conform revendicdrii 6, caracterizati prin aceea cd a doua perioada de tratament
se realizeaza cel tarziu peste 7 zile de la prima perioada.

9. Metoda, conform revendicarii 6, caracterizati prin aceea ci a treia perioada de tratament
se realizeaza cel tarziu peste 14 zile de la prima perioada.

10. Metoda, conform revendicdrii 6, caracterizatid prin aceea ¢ se administreazd anticorpul
anti-CD20 obtinut de la un transfectom, cuprinzand anti-CD20 in TCAE 8 depozitat in ATCC cu nr.
69119.

11. Anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ obtinut de la un transfectom depozitat in
ATCC sub nr. 69119.

12. Hibridom depozitat in ATCC sub nr. HB 11388, secretand anticorpul anti-CD20.

13. Anticorp anti-CD20 monoclonal secretat de hibridomul depozitat in ATCC sub nr. HB
11388.

14. Anticorp, conform revendicdrii 12, caracterizat prin aceea cd este marcat cu izotopi
radioactivi.

15. Anticorp marcat cu izotopi radioactivi, conform revendicdrii 14, caracterizat prin aceea ci
marcarea radioactiva este selectatd din grupa constituitd din ytriu [90], indiu [111] si iod [131].

16. Metodd de tratament al limfomului celulelor B cuprinzind administrarea unei cantitati
terapeutic eficiente a anticorpului anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi, caracterizatd prin
aceea ci in calitate de anticorp anti-CD20 se foloseste anticorpul secretat de hibridomul depozitat
in ATCC sub nr. HB 11388.

17. Metoda, conform revendicarii 16, caracterizati prin aceea cii se foloseste anticorpul
marcat cu ytriu [90].

18. Metoda de tratament al limfomului celulelor B ce include administrarea cantitatii terapeutic
eficiente a anticorpului anti-CD20, caracterizati prin aceea ca tratamentul se efectueazi in doud
perioade, totodata in prima perioadd de tratament se administreaza cantitatea terapeutic eficientd a
anticorpului anti-CD20 himeric imunologic activ, in a doua perioadd de tratament se administreaza
anticorpul anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi.

19. Metoda, conform revendicérii 18, earacterizatid prin aceea cd se administreaza anticorpul
anti-CD20 himeric obtinut de la un transfectom, cuprinzind anti-CD20 in TCAE 8 depozitat in
ATCC ca parte a nr. 69119.

20. Metoda, conform revendicarii 18, caracterizata prin aceea ca se administreaza anticorpul
anti-CD20 marcat cu izotopi radioactivi, cuprinzand anticorp monoclonal secretat de hibridomul
depozitat in ATCC cu nr. HB 11388.

(56) Referinte bibliografice:
1. Press et. al, Monoclonal Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human B-Cell Lympho-
mas. Blood. 1987, 69/2, p. 584-591
2. Eary, J. F et al. Imaging and Treatment of B-Cell Lymphoma. J. Nuc. Med. 1990, 31/8,

p. 1257-1268

3. WO 88/04936 A
Sef sectie: EGOROVA Tamara
Examinator: TIMONIN Alexandr
Redactor: ANDRIUTA Victoria

Agentia de Stat pentru Protectia Proprietétii Industriale
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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LINKER #1
GACGTCGCCO

AGGCCGAGGC

15bp
CCGCTCTAGG

GGCCTCGGCC

CGGAACTGGG

CCTCCAAAAA
TCTGCATAAA

GGAGAATOGE CGGAGTTAGG

ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT

GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG

GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC

AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA

GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT

39

SV40 ORIGINE =332bp
AGCCTCCTCA CTACTTCIGG AATAGCTCAG
TAAAAAAAAT TAGTCAGCLA TGCATGGGGC
GGCGGGATGS GCGGAGTTAG GGGCGGGACT
TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG

AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT

TGACACACAT

TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCCC

CCAACGACCC CCGCCCATTG

GGCTGACCGC

CMV PROMOTOR-AMPLIFICATOR DE GENE =567bp

ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA

TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC

AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT

ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG

ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT

TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT

GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC

LINKER
CGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGQEC GGG
Bgl 11

2718
CATCACAGAT CTCT%;?CFT GAGGGTCCCC

+1 |101102
CACGATGTGA TIGGTACCAAG

10389
TCTGTCTTCA TCTTCCCGCC ATCTGATGAG

CTCCCAGGTG

TGCCTGCTGA ATAACTTCTA TCCCAGAGAG

CONSTANTA UMANA KAPA 324bp
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC

AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA
TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG

138617

GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTCO
147

CALEN
WOARE | Heo RI LINKER #4=85bp
TGTIGAATTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA

ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA

TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA

AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAL

TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACT

GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA

GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAACGG

CCATTGACGC AAATGGGCHG TAGGCGTGTA

#3=76b

TACGI’T'G%ACC GTCAGATCGL CTGGAGACGC
CONDUCTOR =60bpX

GCTCAGCTCC TGGGGCTCCT GCTGCTCTGG

107 1108

GTGGAAATCA AACGTACGGT GGCTGCACCA
1062'3 Bsi WI

CAGTTGAAAT CTGGAACTGC CTCTGTTGTGC

GCCAAAGTAC AGTGGAAGGT GGATAACGCL

107  AMINOACID si STOP CODON
ACAGAGCAGG ACAGCAAGGA CAGCACCTAC
GCAGACTACG AGAAACACAA AGTCTACGCC

CCCGTCACAA AGAGCTTCAA CAGGGGAGAG

ACTACCTAGA CTGGATTCGT GACAACATGC

IAICZTC«TGC-TTT CTAGTTGCCA GCCATCTGTT

Fig. 2A

LINKER #2=13bp
TCCACAGRAT TAATTCCCCT
347'8 3601

60
120
180
240
300
360
420

480

540

1020

1080

1140

1200

1260
1320

1380

1440

1500
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GTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC TGTCCTTTCC

BGH poly A=231bp
TAATABAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT TCTGGGGGGT

GGGGTGGGGE AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA TGCTGGGGAT

LINKER #5=15bp
GCGGTGGGECT CTATGGAACC AGCTGGGGCT CGACAGC[TAT GCCAAGTACG CCCCTTATTG

17023 17178
ACGTCAATGA CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTATGGGACT

TTCCTACTTG GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT

CMV PROMOTOR-AMPLIFICATOR DE GENE =334bp
GGCAGTACAT CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC

CCATTGACGT CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC

GTAACAACTC CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA

LINKER #6=7bp Sal 1
TAAGCAGACC TEGGTACGTC CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG ACCCGTCGAC
5 9

051°2 2058 CONDUCTOR =51bp Mlu 1 2151|2 Nhe I
GTTGGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CTQEgCGTGT CTAGCACC
STARTUL CAIENE] GRELE -5 -4 -3 114115
AAGGGCCCAT CGGTCTTCCC CCTGGCACCC TCCTCCAAGA GCACCTCTGG GGGCACAGCG

GCCCTGGGCT GCCTGGTCAA GGACTACTTC CCCGAACCGG TGACGGTGTC GTGGAACTCA

GGCGCCETGA CCAGCGGCGT GCACACCTTC CCGGLTGTCC TACAGTCCIC AGGACTC AL
CONSTANTA UMANA GAMA 1
TCCCTCAGCA GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC AGCAGCTTEG GCACCCAGAC CTACATCTGC

993bp=330 AMINOACID si STOP CODON
AACGTGAATC ACAAGCCCAG CAACACCAAG GTGGACAAGA AAGCAGAGCC CAAATCTTGT

GACAAAACTC ACACATGCCC ACCGTGCCCA GCACCTGAAC TCCTGGGGGH ACCGTCAGTC
TTCCTCTTCC CCCCAAAACC CAAGGACACC CTCATGATCT CCCGGACCCC TGAGGTCACA
TGCGTGGTGG TGGACGTGAG CCACGAAGAC CCTGAGGTCA AGTTCAACTG GTACGTGGAC
GGCGTGGAGG TGCATAATGC CAAGACAAAG CCGCGGGAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC
CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC CAGGACTGGL TGAATGGCAA GGACTACAAG
TGCAAGGTCT CCAACAAAGC CCTCCCAGCC CCCATCGAGA AAACCATCTC CAAAGCCAAA
GGGCAGCCCC GAGAACCACA GGTGTACACC CTGCCCCCAT CCCGGGATGA GCTGACCADL:
AACCAGGTCA GCCTGACCTG CCTGGTCAAA GGCTTCTATC CCAGCGACAT CGCCGTGGAG
TGGGAGAGCA ATGGGCAGCC GGAGAACAAC TACAAGAZCA CGCCTCCCGT GCTGGACTCC

Fig. 2B
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1800
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1920
1880

2040
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GACGGCTCCT TCTTCCTCTA CAGCAAGCTC ACCGTGGACA AGAGCAGGTG GCAGCAGGGG

AACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGCATGAG GCTCTGCACA ACCACTACAC GCAGAAGAGC
LINKER #7=81bp

STOPAREA CATENEI GRELE ‘Bam HI

CTCTCCCTGT CTCCGGGTAA A-E GATCC GTTAACGGTT ACCAACTACC TAGACTGGAT

314415

TCGTGACAAC ATGCGGCCGT GATATCTACG TATGATCAGC giggA%JGTG CCTTCTAGTT

GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCTGGAA GGTGCCACTC
HORMON DE CRESTERE BOVIN REGIUNEA POLIADENILATIEI =231bp
CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA TTGTCTGAGT AGGTGTCATT

CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGACA GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA
LINKER #8=34bp
GOCATGETGG GGATGCGGTG GGCTCTATGG AACCAGLTGG GGCTCGACAG CGCTGGATCT

CCCGAﬂ%&&g FGCTTTGCTT CTCAATTTCT TATTTGCATA ATGAGAAAAA AAGGAAAATT

AATTTTAACA

AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA

CTGACATAGT
CAAACTTGAC

GTTCGACCAT
GACCTACCCT
TCTTCAGTGG

CCTGAGAAGA
GAACCACCAC
GAACAACCGG
TACCAGGAAG
GAATTTGAAA

GAATACCCAG

CCAATTCAGT AGTTGATTGA GCAAATGCGT TGCCAAAAAG GATGCTTTAG
PROMOTOR MAJOR AL HEMOGLOBINEI BETA DE SOARECE =366b

CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA

ATAAGGACAA
GCACAGCATT
ACCTTGGTAA
TATAAGGTGA G

LINKER #9=19bp

TGTGTIGGGA
3856'7

GGCAATCCTA

TGAACTGCAT

GGCCTCCGET

AAGGTAAACA

SOARECE
ATCGACCTTT

GAGGAGCTCA
AATTGGCAAG
CCATGAATCA
GTGACACGTT

GCGTCCTCTC

GCTTGGATAG
GCGTGAAGGC

CGTCGCCGTG
CAGGAACGAG
GAATCTGGTG
=564bp=187
AAAGGACAGA
TTTTCTTGLC
TAAAGTAGAC
ACCAGGCCAC
TTTCCCAGAA

TGAGGTCCAG

ACATTATTCA GAGGGAGTAC
CTAGGGAGAA ATATGCTTGT
GGGCCAATCT GCTCACACAG

GGTAGGATCA GTTGCTCCTC

5 INTRANSLANT =82 b

CTTGG CAGC TCAGGGLCTGC

START DHFR
TGGTAGGATT TTATCCCCGC TGCSCQASE

TCCCAAAATA TGGGGATTGG
TTCAAGTACT TCCAAAGAAT
ATTATGGGTA GGAAAACCTG

AMINOACID §I STOP CODON

ATTAATATAG TTCTCAGTAG
AAAAGTTTGG ATGATGCCTT
ATGGTTTGGA TAGTCGGAGG
CTTAGACTCT TTGTGACAAG
ATTGATTTGG GGAAATATAA

GAGGAAAAAL GCATCAAGTA

Fig. 2C

chhAGCTGA
CATCACCGAA
GATAGAGAGG
ACATTTGCTT

GATTTCGCGC

CAAGAACGGA
GACCACAACC
GTTCTCCATT

AGAACTCAAA
AAGACTTATT
CAGTTCTGTT
GATCATGCAG
ACTTCTCCCA

TAAGTTTGAA

3060
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3180
3240
3300

3360
3420

3480

3540

3600

3660
3720
3780
3840

3900
3960

4020
4080

4140

4200
4260
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STOP DHFR
GTCTACGAGA AGAAAGACTA_ACAGGAAGAT GCTTTCAAGT TCTCTGCTCC
4521'2

3'INTRASLANT DHFR=82bp
TCATGCATTT TTATAAGACC ATGGGACTTT TGCTGGCTTT AGA CAGL T

TTCTAGTTGC CAGCCATCTG TTGTTTGCCC CTCCCCCGTG CCTTCCTTGA

CCTCCTAAAG

LINKER #10= 10

CG GT’W

CCCTGGAAGG

HORMON DE CRESTERE BOVIN REGIUNEA POLTADENILATIEI =231b

TGCCACTCCC ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT GCATCGCATT

GTGTCATTCT ATTCTGGGGG GTGGGGTGGG GCAGGACAGC AAGGGGGAGE

P
GTCTGAGTAG

ATTGGGAAGA

LINKER #11=17bp

CAATAGCAGG CATGCTGGGG ATGCGGTGGG CTCTATGGAA Engf;GGGG
ﬂAGCTTTGCT TCTCAATTTC TTATTTGCAT AATGAGAAAA AAAGGAAAAT

ACCAATTCAG TAGTTGATTG AGCAAATGCG TTGCCAAAAA GGATGCTTTA
PROMOTOR MAJOR AL HEMOGLOBINEI BETA DE SOARECE =366bp
TCTCTGCACA GATAAGGACA AACATTATTC AGAGGGAGTA CCCAGAGCTG

' GCCAGTGAGT GGCACAGCAT TCTAGGGAGA AATATGCTTG TCATCACCGA
CGTAGAGCCA CACCTTGGTA AGGGCCAATC TGCTCACACA GGATAGAGAG

AGGGCAGAGC ATATAAGGTG AGGTAGGATC AGTTGCTCCT CACATTTGCT

LINKER #12=21bp START NEO
TTGTGTTkGG AGCTTGGATC GATCCTCTAT GGTTGAACAA GATGGATTGC
5227'8 524819

TCCGGCCGET TGGGTGGAGA GGCTATTCGG CTATGACTGG GCACAACAGA

CTCTGATGCC GCCGTGTTCC GGCTGTCAGC GCAGGGGLGL CCGGTTCTTT

TRANSFERARE FOSFORICA DE NEOMICIN
CGACCTGTCC GGTGCCCTGA ATGAACTGCA GGACGAGGCA GCGCGGCTAT

795bp=264 AMINOACID $I STOP CODON
CACGACGGGC GTTCCTTGCG CAGCTGTGCT CGACGTTGTC ACTGAAGCGG

GCTGCTATTG GGCGAAGTGC CGGGGCAGGA TCTCCTGTCA TCTCACCTTG
GAAAGTATCC ATCATGGCTG ATGCAATGCG GCGGCTGCAT ACGCTTGATC
CCCATTCGAC CACCAAGCGA AACATCGCAT CGAGCGAGCA CGTACTCGGA
TCTTGTCGAT CAGGATGATC TGGACGAAGA GCATCAGGGG CTCGCGCCAG
CGCCAGGCTC AAGGCGCGCA TGCCCGACGG CGAGGATCTC GTCGTGACCC
CTGCTTGCCG AATATCATGG TGGAAAATGG CCGCTITTCT GGATTCATCG
GCTGGGTGTG GCGGACCGCT ATCAGGACAT AGCGTTGGCT ACCCGTGATA

GCTTGGCGGC GAATGGGCTG ACCGCTTICCT COGTGCTTTAC GGTATCGCCG

Fig. 2D
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CGGCTACCTG
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CCGAACTGTT
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4800

4860

4920
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STOP NEO
GCAGCGCATC GCCTTCTATC GCCTTCTTGA CGAGTTCTTC s CGGGAC TCTGGGGTTC 6060
604314

GAAATGACCG ACCAAGCGAC GCCCAACCTG CCATCACUAG ATTTCGATTC CACCGCCGCC €120

3' INTRANSLANT NEO=173bp
TTCTATGAAA GGTTGGGCTT CGGAATCGTT TTCCGGGACG CCGGLTGGAT GATCCTCCAG 6180

CGCGGGGATC TCATGCTGGA GTTCTTCGCC CﬁggﬁghﬁCT TGTTTATTGC AGCTTATAAT 6240

GGTTACAAAT AAAGCAATAG CATCACAAAT TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAT 6300

SV40 POLI A INCEPATOR =133bp LINKER #13=19bp
TCTAGTTGTG GTTTGTCCAA ACTCATCAAT CTATCTTATC ATGTEJ&GS TﬁOCGCGGCCGCG 6360

ATC%&%;Q%? GAGCTTGGCG TAATCATGGT CATAGCTGTT TCCTGTGTGA AATTGTTATC 6420

CGCTCACAAT TCCACACAAC ATACGAGCCG GAAGCATAAA GTGTAAAGCC TGGGGTGCCT 6480
AATGAGTGAG CTAACTCACA TTAATTGCGT TGCGCTCACT GCCCGCTTTC CAGTCGGGAA 6340

ACCTGTCGTG CCAGCTGCAT TAATGAATCG GCCAACGCGC GGGGAGAGGE GGTTTGCGTA 6600

PVC 19
TTGGGCGCTC TTCCGCTTCC TCGCTCACTG ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT CGGCTGCGGL €660
GAGCGGTATC AGCTCACTCA AAGGCGGTAA TACGGTTATC CACAGAATCA GGGGATAACHL 6720

CAGGAAAGAA CATGTGAGCA AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACCGTAAA AAGGCCGCGT 6780

6792= ORIGINE BACTERIANA A REPRODUCERIT
TGCTGGCGTT TmTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT CGACGCTC AN 6840

GTCAGAGGTG GCGAAACCCG ACAGGACTAT AAAGATACCA GGCGTTTCCC CCTGGAAGCT 6900
CCCTCGTGCG CTCTCCTGTT CCGACCCTGC éGCTTACCGG ATACCTGTCC GCCTTTCTCC 6960
CTTCGGGAAG CGTGGCGETT TCTCAATGCT CACGCTGTAG GTATCTCAGT TCGGTGTAGG 7020
TCGTTCGCTC CAAGCTGGGC TGTGTGCACG AACCCCCCGT TCAGCCCGAC CGCTGCGCCT 7080
TATCCGGTAA CTATCGTCTT GAGTCCAACC CGGTAAGACA CGACTTATCG CCACTGGCAG 7140
CAGCCACTGG TAACAGGATT AGCAGAGCGA GGTATGTAGG CGGTGCTACA GAGTTCTTGA 7200
AGTGGTGGCC TAACTACGGC TACACTAGAA GGACAGTATT TGGTATCTGC GCTCTGCTGA 7260
AGCCAGTTAC CTTCGGAAAA AGAGTTGGTA GCTCTTGATC CGGCAAACAA ACCACCGETG 7320
GTAGCGGTGG TTTTTTTGTT TGCAAGCAGC AGATTACGCG CAGAAAAAAA GGATCTCAAG 7380
AAGATCCTTT GATCTTTTCT ACGGGGTCTG ACGCTCAGTG GAACGAAAAC TCACGTTAADL 7440

GGATTTTGGT CATGAGATTA TCAAAAAGGA TCTTCACCTA GATCCTTTTA AATTAAAAAT 7500

Fig. 2E



GAAGTTTTAA

TAATCAGTGA
TCCCCGTCGT

TGATACCGCG
GAAGGGCCGA

GTTGCCGGGA
TTGCTACAGG
‘CCCAACGATC
TCGGTCCTCC
CAGCACTGCA
AGTACTCAAC
CGTCAATACG
AACGTTCTTC
AACCCACTCG
GAGCAAAAAC

MD

1367 C2
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STOP LACTAMAZA BETA
GTCTGACAGT TACCAATGET

ATCAATCTAA AGTATATATG AGTAAACTTG

GGCACCTATC TCAGCGATCT GTCTATTTCG

GTAGATAACT ACGATACGGG AGGGCTTACC

AGACCCACGC TCACCGGCTC CAGATTTATC

LACTAMAZA BETA =861b
GCGCAGAAGT GGTCCTGCAA CTTTATCCCC

286 AMINOACID si STOP CODON

AGCTAGAGTA
CATCGTGGTG
AAGGCGAGTT
GATCGTTGTC
TAATTCTCTT
CAAGTCATTC
GGATAATACC
GGGGCGAAAA
TGCACCCAAC
AGGAAGGCAA

AGTAGTTCGC
TCACGCTCGT
ACATGATCCC
AGAAGTAAGT
ACTGTCATGC
TGAGAATAGT
GCGCCACATA
CTCTCAAGGA
TGATCTTCAG
AATGCCGCAA

STARTUL LACTAMAZEI BETA

GAATAC ACTCTTCCTT TTTCAATATT
8410

TGAGCGGATA CATATTTGAA TGTATTTAGA

TTCCCCGAAA

AGTGCCACCT

CAGTTAATAG
CGTTTGGTAT
CCATGTTGTG
TGGCCGCAGT
CATCCGTAAG
GTATGCGGCG
GCAGAACTTT
TCTTACCGCT
GATCTTTTAC
AAAAGGGAAT

ATTGAAGCAT

AAAATAAACA

Fig. 2F
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7800
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LINKER #1=
GACGTCGLCOG

AGGCCGAGGC

GGAGAATGGE
ATGGTTGCTG
GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

AGTTATTAAT
GTTACATAAC

ACGTCAATAA

TGGGTGGACT
‘AGTACGCCCC
ATGACCTTAT
ATGGTGATGC
TTTCCAAGTC

GACTTTCCAA

CGGTGGGAGE

MD 1367 C2
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15bp
CCGﬁ; JAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA CTACTTCTGE

GGCCTCGGCC TCTGCATAAA TAAAAAAAAT TAGTCACCCA

SV40 ORIGINE = 332b
CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGOATGG GCGGAGTTAG

ACTAATTGAG ATGCATGCTT TGCATACTTC TGCCTGCTGG

ACCTGGTTGC TGACTAATTG AGATGCATGC TTTGCATACT

AATAGCTCAG

TGCATGGGGL

GGGCGGGACT
GGAGCCTGGA

TCTGCCTGCT

LINKER #2=13b

GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT TCCﬁgﬁS,QT

AGTAATCAAT TACGGGGTEA TTAGTTCATA GCCCATATAT
TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC CCAACGACCC

TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG GGACTTTCCA

CVM PROMOTOR-AMPLIFICATOR DE GENE =567bp
ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA

CTATTGACGT CAATGACGGT AAATGGCCCG CCTGGCATTA
GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG TATTAGTCAT
GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA
TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTCGT TTTGGCACCA

AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGC AAATGGGCGE

|LINKER #3=7b
TCTATATAAG CAGAGCTGGG TACGF%%ACC GTCAGATCGC
g27'8  934's5

TAATTCCCC

GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG

TTGACGTCAA

TCATATGECA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGG

TAGGCGTGTA

CTGGAGACGC

Bgl 2 STARTUL CATENEI USOARE _ CONDUCTOR NATURAL =66bp

CATCACAGAT

GCTTCAGTCA

GCATCTCCAG

CACTGGTTCC

CTGGCTTCTG

ACCATCAGCA

AACCCACCCA

TCTGTCTTCA

TGCCTGCTGA

CTCTCACTIAT GGATTTTCAG GTGCAGATTA TCAGCTTCCT

97819

TAATGTCCAG AGGAFAAATT GTTCTCTCCC AGTCTCCAGC
1044 571

GGGAGAAGGT CACAATGACT TGCAGGGCCA GCTGAAGTGT

AGCAGAAGCC AGGATCCTCC CCCAAACCCT GGATTTATGE
REGIUNEA VARIABILA A CATENEI USOARE 318bp 106 AMINOACID
GAGTCCCTGT TCGCTTCAGT GGCAGTGGGT CTGGGACTTC

GAGTGGAGGC TGAAGATGCT GCCACTTATT ACTGCCAGCA
BsiW]

CGTTCGGAGG GGGGACCAAG CTGGAAATC;%&?H?TACGGT

TCTTCCCGCC ATCTGATGAG CAGTTGAAAT CTGGAAC 'GC

ATAACTTCTA TCCCAGAGAG GCCAAAGTAZ AGTGGAAGST

Fig. 3A
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GTGGACTAGT
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CONSTANTA UMANA K APA=324bp=107 AMINOACID si STOP CODON
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC ACAGAGCAGG ACAGCAAGGA

AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA GCAGACTACG AGAAACACAA

TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG CCCGTCACAA AGAGCTTCAA

STOPAREA
CAIENEL

USOARTE_|Eco RI LINKER #4=81bp

TGTTTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA CTGGATTCGT
164617

GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTE$7PEJGTGCCTT CTAGTTGCCA

GTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC

TAATAAAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT
HORMON DE CRESTERE BOVIN. REGIUNEA POLIADENILATIEL =231
GGGGTGGGGC AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA

LINKER #5=15bp
GCGGTGGGCT CTATGGAACE AL AG TGGGGCT CGACAGC 4T GCCAAGTACG

ACGTCAATGA CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC

TTCCTACTTG GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG
CMV PROMOTOR-AMPLIFICATOR DE GENE =334bp
GGCAGTACAT CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA

CCATTGACGT CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT

GTAACAACTC CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG

LINKER #6=7b
TAAGCAGAG GGTACG C CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG

N (JRJ:LJ:, (ONDU(,TDR SINTETIC SINATURAL Mlu I

CAGCACCTAC
AGTCTACGCC
CAGGGGAGAG

GACAACATGC
GCCATCTGTT

TGTCCTTICC

TCTGGGGGGT

bp
TGCTGGGGAT

CCCCCTATTG

TTATGGGACT
ATGCGGTTTT

AGTCTCCACC
CCAAAATGTC

GAGGTCTATA

Sal I .
ACCCGTCCAL

[ATG5G1 1GGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CTQQQQQlQ__QQ_Q C CAG

2401 -5 -4 -3
GTACAACTGC AGCAGCCTGG GGCTGAGCTG GTGAAGCCTG GGGCCTCAGT

TGCAAGGCTT CTGGCTACAC ATTTACCAGT TACAATATGC ACTGGGTAAA

VARIABILA CATTINTI GRIIT  =363bp=121 AMINOACID
GGTCGGGGCC TGGAATGGAT TGGAGCTATT TATCCCGGAA ATGGTGATAC

CAGAAGTTCA AAGGCAAGGC CACATTGACT GCAGACAAAT CCTCCAGCAC
CAGCTCAGCA GCCTGACATC TGAGGACTCT GCGGTCTATT ACTGTGCAAG
TACGGCGGTG ACTGGTACTT CAATGTCTGG GGCGCAGGGA CCACGGTCAC

Nhe 1
GCTAGCACCA AGGGCCCATC GGTCTTCCCC CTGGCACCCT CCTCCAAGAG

GGCACAGCGG CCCTGGGCTG CCTGGTCAAG GACTACTTCC CCGAACCGAT

CONSTANTA UMANA GAMA 1 =993bp
TGGAACTCAS GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTTCT CGGCTGLTCCT

Fig. 3B

-2 -1l+1
GAAGATGTCC
ACAGACACCT
TTCCTACAAT
AGCCTACATG
ATCGACTTAC
CGTCTCTGC4
CACCTCTGGE
GACGGTGICG

ACAGTCCTCA

1560

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100
2160
2220
2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
2700
2760
2820

2880

2940

3000



MD 1367 C2
a7

330 AMINOACID $I STOP CODON
GGACTCTACT CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCCTCCA GCAGCTTGGG

TACATCTGCA ACGTGAATCA CAAGCCCAGC AACACCAAGG TGGACAAGAA
AAATCTTGTG ACAAAACTCA CACATGCCCA CCGTGCCCAG CACCTGAACT
CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC CCCAAAACCC AAGGACACCC TCATGATCTC
GAGGTCACAT GCGTGGTGGT GGACGTGAGC CACGAAGACC CTGAGGTCAA
TACGTGGACG GCGTGGAGGT GCATAATGCC AAGACAAAGC CGCGGGAGGA
AGCACGTACC GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC AGGACTGGCT
GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACAAAGCC CTCCCAGCCC CCATCOGAGAA
AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC
CTGACCAAGA ACCAGGTCAG CCTGACCTGC CTGGTCAAAG GCTTCTATCC
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC
CTGGACTCCG ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA CCGTGGATAA

CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG ATGCATGAGG CTCTGCACAA

CACCCAGACC
AGCAGAGCCC
CCTGGGGGGA
CCGGACCCCT
GTTCAACTGG
GCAGTACAAC
GAATGGCAAG
AACCATCTCC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGGTGG
CCACTACACG

STOPAREA CATENEI GRELE jBam HI LINKER #7=81bp
CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC TCCGGGTAAA i GATCCG TTAACGGTTA CCAACTACCT

38134
AGACTGGATT CGTGACAACA TGCGGCCGTG ATATCTACGT ATGATCAGCC

CTTCTAGTTG CCAGCCATCT GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG
GTGCCACTCC CACTGTCCTT TCCTAATAAA ATGAGGAAAT TGCATCGCAT

TCGALTGTGE
3894’5

ACCCTGGAAG
TGTCTGAGTA

HORMON DE CRESTERE BOVIN REGIUNEA POLTADENILATIEI =231b

GGTGTCATTC TATTCTGGGG GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG

P
GATTGGGAAG

LINKER #8=34bp

ACAATAGCAG GCATGCTGGG GATGCGGTGG GCTCTATGLA ﬁgﬁgg JGGG

GCTGGATCTC CCGATCCCdA GCTTTGCTTC TCAATTTCTT ATTTGCATAA

AGGAAAATTA ATTTTAACAC CAATTCAGTA GTTGATTGAG CAAATGCGTT

PROMOTOR MAJOR AL HEMOGLOBINEI BETA DE SOARECE =366bp
ATGCTTTAGA GACAGTGGTC TCTGCACAGA TAAGGACAAA CATTATTCAG

CAGAGCTGAG ACTCCTAAGC CAGTGAGTGG CACAGCATTC TAGGGAGAAA
ATCACCGAAG CCTGATTCCG TAGAGCCACA CCTTGGTAAG GGCCAATCTG

ATAGAGAGGG CAGGAGCCAG GGCAGAGCAT ATAAGGTGAG GTAGGATCAG

Fig. 3C
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CATTTGCTTC TGACATACTT

ATTTCGCGCC AAACTTGACG

START DHFR
TTCOACCATT

AAGAACGGAG ACCTACCCTG

ACCACAACCT CTTCAGTGGA

MD 1367 C2

48

LINKER #9=19bP |
qig;ﬂeSGAG CTTGGATASC

GCAATCCTAG CGTGAAGGCT

GAACTGCATC GTCGCCGTGT

GCCTCCGCTC AGGAACGAGT

AGGTAAACAG AATCTGGTGA

A5C TIGORCAGCT
4544757

5' INTRANSLANT DHFR=82bp
CAGGGCTGEG

GGTAGGATTT TATCCCCGCT

CCCAAAATAT GGGGATTGGT

TCAAGTACTT CCAAAGARTLH

TTATGGGTAG GAAAACCTGG

DHFR=564bp=187 AMINOACID $1 STOP CODON

TTCTCCATTC CTGAGAAGAA

GAACTCAAAG AACCACCACG

AGACTTATTG AACAACCGGA

AGTTCTGTTT ACCAGGAAGC

ATCATGCAGG AATTTGAAAG

"CTTCTCCCAG AATACCCAGG

AAGTTTGAAG TCTACGAGAA

CTCCTAAAGC TATGCATTTT
=10bp

GACTGTGCCT TCTAGTTGCC

CGACCTTTA AALGACAGAA

AGGAGCTCAT TTTCTTGCCA

ATTGGCAAGT AAAGTAGACA

CATGAATCAA CCAGGCCACC

TGACACGTTT TTCCCAGAAA

CGTCCTCTCT GAGGTCCAGG

STOP DHFR
GAAAGACITAA] CAGGAAGATG
5140 '1

TATAAGACCA TGGGACTTTT

AGCCATCTGT TGTTTGCCCC

TTAATATAGT TCTCAGTAGA

AAAGTTTGGA TGATGCCTTA
TGGTTTGGAT AGTCGtAGGC
TTAGACTCTT TGTGACAAGG
TTGATTTGGG GAAATATAAA

AGGAAAAAGG CATCAAGTAT

3'INTRANSLANT DHFR=82bp

CTTTLAAGTT CTCTGLCTCEC

LINKER #10
GCTGGCTTTA_GATCAGCCTR
527213

TCCCCCGTGE CTTCCTTGAS

HORMON DE CRESTERE BOVIN REGIUNEA POLIADENILATIEI =231b

CCTGGAAGGT GCCACTCCCA

TCTGAGTAGG TGTCATTCTA
TTGGGAAGAC AATAGCAGGC
=17bp
TCGAGCTACT |AGCTTTGCTT
5530 '1

AATTTTAACA CCAATTCAGT

CTGTCCTTTC CTAATAAAAT

TTCTGGGGGG TGGGGTGGGE

ATGCTGGGGA TGCGGTGGGC
CTCAATTTCT TATTTGCATA

AGTTGATTGA GCAAATGCGT

GAGGAAATTG CATCGCATTG

CAGGACAGCA AGGGGGAGGA
LINKER #11

TCTATGGAAC CAQCTGGGGC
5513 '4
ATGAGAAAAA AAGGAAAATT

TGCCAAAAAG GATGCTTTAG

PROMOTOR MAJOR AL HEMOGLOBINEI BETA DE SOARECE =366b

AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC

GCAGGAGCCA

CTGACATAGT TGTETTFGGA
5896 '7

CGCAGGTTCT

CTCTGCACAG ATAAGGACAA CTAGGGAGAA ATATGCTTGT
CCAGTGAGTG GCACAGCATT CTAGGGAGAA ATATGCTTGT
GTAGAGCCAC ACCTTGGTAA GGGCCAATCT GCTCACACAG

GGGCAGAGCA TATAAGGTGA GGTAGGATCA GTTGCTCCTC
ETART NEO

LINKER #12=21bp
GCTTGGATCG ATCCTCTIATG
59178

CCGGCCGCTT GGGTGGAGAG GCTATTCGGC TATGACTGLGE

Fig. 3D
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MD 1367 C2

49

AATCGGCTGE TCTGATGCCG CCGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGGCGCC CGGTTCTTTT
TRANSFERARE FQSFORICA NEOMICIN =795bP=264_AMINOACID $1 STOP CODON

TGTCAAGACC
GTGGCTGGCC
AAGGGACTGG
TCCTGCCGAG
GGCTACCTGC
GGAAGCCGGT
CGAACTGTTC
TGGCGATGCC
CTGTGGCCGG
TGCTGAAGAG

TCCCGATTCG
CTGGGGTTCG

ACCGCCGCCT

ATCCTCCAGC
GCTTATAATG

TCACTGCATT

GACCTGTCCG
ACGACGGGCG
CTGCTATTGG
AAAGTATCCA
CCATTCGACC
CTTGTCGATC
GCCAGGCTCA
TGCTTGCCGA
CTGGGTGTGE
CTTGGLCGGLG

CAGCGCATCG

AAATGACCGA

TCTATGAAAG
CGGGGATCT

GTTACAAATA

GTGCCCTGAA TGAACTGCAG GACGAGGCAG
TTCCTTGCGC AGCTGTGCTC GACGTTGTLA
GCGAAGTGCC GGGGCAGGAT CTCCTGTCAT
TCATGGCTGA TGCAATGCGG CGGCTGCATA
ACCAAGCGAA ACATCGCATC GAGCGAGCAC
AGGATGATCT GGACGAAGAG CATCAGGGGC
AGGCGCGCAT GCCCGACGGC GAGGATCTTG
ATATCATGGT GGAAAATGGC CGCTTTTICTG
CGGACCGCTA TCAGGACATA GCGTTGGCTA
AATGGGCTGA CCGCTTCCTC GTGCTTTACG

CGCGGCTATE
CTGAAGCGLS
CTCACCTTGC
CGCTTGATCC
GTACTCGGAT
TCGCGCCAGC
TCGTGACCCA
GATTCATCGA
CCCGTGATAT
GTATCGCCGE

STOPARE NEQ

CCTTCTATCG CCTTCTTGAC GAGTTCTTC

CGGGACT

6712'3

CCAAGCGACG CCCAACCTGC CATCACGAGA

3' INTRANSLANT NEO=173bp
GTTGGGCTTC GGAATCGTTT TCCGGGACGL

CATGCTGGAG TTCTTCGCCC ACCCC%ACTT
6885°6

AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA

REGIUNEA DE POLIADENILATIE PRECOCE SV40 = 133bp

CTAGTTGTGG

LINKER #13=19bp
GCGGCCGCGA TCQ%E;; §G AGCTTGGCGT AATCATGGTC ATAGCTGTTT

ATTGTTATCC
GGGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTGCGTAT
GGCTGCGGLG

GGGATAACGC

AGGCCGLCOTT

GCTCACAATT
ATGAGTGAGC
CCYGTCGTGL
TGGGCGCTCT
AGCGGTATCA
AGGAAAGAAC

TTTGTCCAAA CTCATCAATC TATCTTATCA

CCACACAAEXCngGAGCCGG AAGCATAAAG
TAACTCACAT TAATTGCGTT GCGCTCACTG
CAGCTGCATT AATGAATCGG CCAACGCGCG
TCCGCTTCCT CGCTCACTGA CTCGCTGCGC
GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC
ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG

7461 = ORIGINE BACTERIANA A REPRODUCERII
GCTGGCGTTT [MTCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCAT

Fig. 3E
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GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA CAGGACTATA AAGATACCAG GCGTTTCCCC 7580
CTGGAAGCTC CCTCGTGCGE TCTCCTGTTC CGACCCTGLC GCTTACCGGA TACCTGTCCG 7820
CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT CTCAATGCTC ACGCTGTAGS TATCTCAGTT 7580
CGGTGTAGGT CGTTCGCTCC AAGCTGGGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGTT CAGCCCGACC 7740
GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTCTTG AGTCCAACCC GGTAAGACAC GACTTATCGC 7800
CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGCGAG GTATGTAGGC GGTGCTACAG 7860
AGTTCTTGAA GTGGTGGCCT AACTACGGCT ACACTAGAAG GACAGTATTT GGTATCILCG 7920
CTCTGCTGAA GCCAGTTACC TTCGGAAAAA GAGTTGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACAAA 7980
CCACCGCTGG TAGCGGTGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG B8040
GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG AACGAAAACT 8100

CACGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG ATCCTTTITAA B160
STOPARE

ATTAAAAATG AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGHT 8220

LACTAMAZA BETA
&fCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG 8280

- TTGCCTGACT CCCCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA &340

GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA GCAATAAACC 8400

LACTAMAZA BETA =861bp=286 AMINOACID $I STOP CODON
AGCCAGCCGG AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC TTTATCCGCC TCCATCCAGT 8460

CTATTAATTG TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA GTAGTTCGCC AGTTAATAGT TTGCGCAACLG 8520
TTGTTGCCAT TGCTACAGGC ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GTTTGGTATG GCTTCATTCA 8580
GCTCCGGTTC CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCCC CATGTTGTGC AAAAAAGCGG 8640
TTAGCTCCTT CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG TTATCACTCA 8700
TGGTTATGGC AGCACTGCAT AATTCTCTTA CTGTCATGCC ATCCGTAAGA TGCTTTTICTG 8760
TGACTGGTGA GTACTCAACC AAGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT 8820
CTTGCCCGGC GTCAATACGG GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA AAAGTGCTCA &880
TCATTGGAAA ACGTTCTTCG GGGCGAAARAC TCTCAAGGAT CTTACCGCTG TTGAGATCCA 8940
GGTCGATGTA ACCCACTCGT GCACCCAACT GATCTTCAGC ATCTTTTACT TTCACCAGCH 9000

TTTCTGGGTG AGCAAAAACA GGAAGGCAAA ATGCCGCAAA AAAGGGAATA AGGGCGALACL 9080

STARTUL LACTAMAZEI BETA
GGAAATGTTG AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT 9120

ATTGTCTCAT GAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC 9180
CGCGCACATT TCCCCGAAAA GTGCCACCT

Fig. 3F
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