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(57)Anotace:

Jsou popsény nové jednofetézcové multifunkeni polypeptidy
obsahujici alespoii dvé vazebné mista specificka pro antigeny
CD19 a CD3. Dadle jsou poskytnuty polypeptidy, kde vyse
popsany polypeptid obsahuje alespoii jednu dalsi doménu,
vyhodn¢ s pfedem danou funkci. Kromé toho jsou popsany
polynukleotidy kédujici uvedené polypeptidy, jakoZ i vektory
obsahujici uvedené polynukleotidy a hostitelské buriky jimi
transformované, a jejich pouZiti pfi produkci uvedenych
polypeptidi. Navic jsou poskytnuty pfipravky, vyhodng
farmaceutické a diagnostické p¥ipravky, zahrnujici kterykoliv
z d¥ive popsanych polypeptidi, polynukleotidii nebo vektoru.
Popsano je také pouZiti vySe uvedenych polypeptida,
polynukleotidti a vektord pro pfipravu farmaceutickych
piipravki pro imunoterapii, vyhodné u malignit pochazejicich
z B lymfocyti, jako jsou napfiklad nehodgkinské lymfomy.
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Polypeptidy specifické pro CD19XCD3 a jejich pouZiti

Oblast techniky

Predkladdany vynédlez se tykd novych jednofetézcovych
multifunkénich polypeptidd obsahujicich alespon dvé vazebna
mista specifickd pro antigeny CD19 a CD3, v uvedeném pofadi.
Predkladany vynalez se dale tyvkd polypeptidu, kde vySe
popsany polypeptid obsahuje alespoil jednu dalsi doménu,

vyhodné s pfedem danou funkci. Kromé toho, prfedkléadany

vynélez se tyvka polynukleotidl kédujicich uvedené
rolypeptidy, JjakozZz i vektora obsahujicich uvedené
polynukleotidy, a déle hostitelskych bunék jimi

transformovanych a Jjejich pouZiti ve vyrobé uvedenych
polypeptidid. Navic, ptredkliddany vynédlez se tyvkd ptipravki,
vyhodné farmaceutickych a diagnostickych ptipravkl,
obsahujicich kterykoliv z vyse popsanych polypeptidy,
polynukleotidli nebo vektord. Dalsim predmétem predkladaného
vynédlezu je pouZiti vySe uvedenych polypeptidd,
polynukleotidi a vektord pro pfipravu farmaceutickych
ptipravkl pro imunoterapii, vyhodné proti malignitéam
pochédzejicim z B lymfocytll jako jsou napfiklad nehodgkinské

lymfomy.

Dosavadni stav techniky

V celém textu tohoto popisu Jje citovdno nékolik
dokumentta. KaZdy =z té&chto zde uvedenych dokumentd (vcetné
vSech popist vyrobce, instrukci, atd.) je tedy zahrnut do
odkazli, to ale neznamend, Ze citovany dokument Jje opravdu
dfivéjsim stavem techniky pfedklddaného vynalezu.

Navzdory zdravotni z&dvaZnosti, vyzkum nemoci

zprostfedkovanych B lymfocyty, jako jsou nap¥iklad

o



nehodgkinské lymfomy, p¥inesl pouze nevelky pocet klinicky
pouZitelnych dat a obvyklé pristupy k 1lécbé podobnych chorob
zlUstavaji obtiZné a nepfijemné a/nebo maji vysoké riziko
relapsu; Naptiklad, ackoli chemoterapie vysokymi davkami jako
primérni l1éCba nehodgkinskych lymfoml  vysokého stupné
malignity mdZe prodlouZit celkové preZiti, pfibliZné 50 %
pacientd na tuto nemoc stédle umird (2-4). Kromé& toho
nehodgkinské lymfomy s nizkym stupném malignity Jjako
chronické lymfatickd leukémie a lymfom bunék margindlni zdény
lymfatickych uzlin jsou stdle nevylécitelné. To stimulovalo
vyzkum alternativnich lécCebnych strategii, jako je nap¥iklad
imunoterapie Protildtky namif¥ené proti molekuldm bunéé&ného
povrchu definovanym CD antigeny pfedstavuji Jjedinecnou
moZnost ve vyvoji 14¢&iv. Exprese urcitych CD antigenu je
vysoce omezena na specifickou linii lymfohemopoetickych bunék
a v uplynulych nékolika letech byly protilatky namifené proti
antigentm specifickym pro lymfoidni tkan pouZivany pro vyvoj.
1écby, kterd byla uGCinnd bud in vitro nebo ve =zvifecich
modelech (5-13). Z tohoto hlediska se uk&zal byt jako velmi
uzZzitec¢ny cil antigen CD19. CD1S Jje exprimovadn v celé linii
B lymfocytd od pre-B lymfocytu do stédia zralého B lymfocytu,
jeho exprese se neztraci, je Jjednotné exprimovadn na v$ech
lymfomovych bufikdch, a na kmenovych bunkédch se nevyskytuje
(8, 14). Zajimavy postup Jje pouZiti bispecifické protilétky
S jednou specifitou pro CD19 a druhou pro CD3 antigeny
T lymfocytt. Ale bispecifické protildtky, které Jsou zatim
dostupné, maji nizkou cytotoxicitu pro T lymfocyty
a potfebuji soucasné stimulujici agens, aby projevily
uspokojivou biologickou aktivitu.

Zédkladnim technickym problémem pfedklddaného vynélezu
bylo tedy poskytnout ptipravky a zplsoby pouZitelné pro
léCeni nemoci zprost¥edkovanych B lymfocyty Jjako Jsou

nap¥iklad rtizné formy nehodgkinskych lymfoml. Re3eni
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uvedeného odborného problému je dosaZeno provedenim vynéalezu,

ktery je definovan v patentovych nérocich.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vynalez se tyka jednofetézcového
multifunkéniho polypeptidu obsahujiciho

(a) prvni doménu obsahujici vazebné misto
imunoglobulinového fetézce nebo protiléatky specificky
rozpoznavajici antigen CD19, a

(b) druhou doménu obsahujici vazebné misto
imunoglobulinového fetézce nebo protilétky specificky
rozpoznavajici antigen CD3.

Terminy "prvni doména" a "druha doména" podle
predklddaného vynadlezu znamenaji, Ze Jjedno vazebné misto je
nami¥eno proti obecnému. markeru B lymfocytd CD19, ktery Jje
jednotné exprimovan na prevéaziné vétSineé malignich
B lymfocytl, a druhé vazebné misto je namifeno proti CD3
antigenu lidskych T lymfocyttl.

Termin "vazebné misto", jak Je pouZivany podle
predkléddaného vynalezu, Jje oznacCenim pro doménu obsahujici
trojrozmérnou strukturu schopnou specifické vazby k epitopu,
jako nativni protilatky, volné scFv fragmenty nebo Jjeden
z jejich odpovidajicich imunoglobulinovych £fetézci, vyhodné
fet&zec VH. Tedy, uvedend doména miZe zahrnovat Vy a/nebo Vi
doménu protildtky nebo imunoglobulinového fetézce, vyhodné
alespoii doménu Vy. Na druhé strané, uvedend vazebnd mista
obsaZend v polypeptidu podle vynédlezu mohou zahrnovat alespon
jednu oblast urcujici komplementaritu (CDR) protilatky nebo
imunoglobulinového  Feté&zce rozpozndvajici antigeny CD19
a CD3. Domény vazebnych mist pfitomné v polypeptidu podle
vyndlezu mohou byt odvozeny nejen z protilatek, ale take

z jinych proteintt véazajicich <CD19 nebo CD3, Jjako Jsou



pfirozené se vyskytujici povrchové receptory nebo ligandy.
Podle vynédlezu je uvedené vazebné misto obsaZené v doméne.

Termin "multifunk&ni polypeptid", Jak Jje pouZivany
vV tomto textu, je oznalenim pro polypeptid obsahujici alespoit
dvé aminokyselinové sekvence pochézejici z rlznych zdrojuy,
t3. ze dvou ruznych molekul, volitelné pochézejicich
z raznych Zivo&id3nych druhti, kde alesponl dva 2z uvedenych
zdroju uréuji vazebnd mista. Uvedend vazebnad mista tedy
urcuji funkce nebo alespoii  nékteré funkce uvedeného
multifunk&niho peptidu. Takové polypeptidy zahrnujil napfiklad
bispecifické Jjednofetézcové (bsc) protiléatky.

Termin "Jednofreté&zcovy", jak Jje pouZivany podle
predkléddaného vynédlezu, znamend, Ze uvedend prvni a druhé
doména polypeptidu jsou kovalentné spojeny, vyhodné ve formé
souvislé linedrni aminokyselinové sekvence kddované molekulou
nukleové kyseliny.

CD19 oznaduje antigen, ktery je exprimovan v Ffadé B,
jako napfiklad v pre-B lymfocytech a zralych B lymfocytech,
neztrici expresi, je jednotné exprimovédn na vSech lymfomovych
bufikdch a chybi na kmenovych bunkéch (8, 14).

CD3 oznacuje antigen, ktery Jje exprimovan na
T lymfocytech jako ¢&st multimolekularniho komplexu receptoru
T lymfocytu a ktery se skladdad ze t¥i ruznych fetézcu CD3g,
CD33 a CD3y. Shlukovani CD3 na T lymfocytech, napf.
prost¥ednictvim imobilizovanych anti-CD3-protiléatek, . vede
k aktivaci T lymfocytu podobné zapojeni receptoru
T lymfocytu, ale nezavislé na specifité typické pro Jeho
klon. Ve skutenosti vétSina anti-CD3-protilédtek rozpoznava
fetézec CD3e.

Protilatky, které specificky rozpoznavaji CD19 nebo CD3
antigen, jsou popsény ve stavu techniky, napf. ve (24), (23)
a (43), v daném pofadi, a mohou byt tvofeny obvyklymi zplsoby

v oboru znamymi.



JiZ bylo ukézéno, Ze bispecifické CD19XCD3 protiléatky,
které nemaji jednofetézcovou strukturu, vykonadvaji T-buné&cnou
cytotoxicitu na lymfomovych bunkdch zpuiscbem nezédvislym na
MHC, jséu ué¢inné in vitro (5, 6, 9-11, 13, 43), na zviFecich
modelech (7, 28), jakoZ i v nékterych pilotnich klinickych
zkouskach (12, 29, 30). Doposud tyto protilatky byly tvofeny
pomoci metod hybrid-hybridom, kovalentni vazbou
monoklonédlnich protilédtek (31) nebo technikou vzniku tzv.
"diabody" (43). RozsdhlejSi klinické studie byly limitované
skuteCnosti, Ze tyto protildtky maji nizkou Dbiologickou
aktivitu, takZe muselo byt pouZito vysoké davkovani, a IZe
pouZivani téchto protildtek samotnych neposkytovalo uZitecny
lécebny ucinek. Kromé toho byla omezena dostupnost materialu
klinické urovné.

Bez vazby na konkrétni teorii, m& se za to, Ze pfi
pouZziti struktury bispecifické protilédtky, jak je definovéna
vyse, takto vytvéarené polypeptidy, jako napftiklad
bispecifické protilatky CD19XCD3, jsou obvykle schopné nicit
CD19-pozitivni cilové buniky prostfednictvim dopliovani
cytotoxickych T lymfocytll bez potfeby pfedbéZné stimulace
a/nebo soucasné stimulace T lymfocytud. To Je Vv ostrém
protikladu ke vSem zndmym bispecifickym CD19XCD3 protilatkam
vyradbénych podle Jjinych molekulovych struktur a obvykle
nezadvisi na specifité konkrétnich CD19 nebo CD3 protiléatek
pouZitych pro konstrukci, nap¥. bispecifické Jednofetézcove
protilatky. Nezdvislost na predbézZné stimulace a/nebo
souCasné stimulace T lymfocytd mtZe znacné prispét
k vyjime&né vysoké cytotoxicité zprostfedkované polypeptidem
podle vynélezu, jak je doloZeno ptikladem konkrétni CD19XCD3
bispecifické protilatky popsané v prikladech.

Dal3i vyhodnad vlastnost polypeptidu podle vynélezu Je
ta, Ze Jjeho malou, pomérné& kompaktni strukturu je snadné

produkovat a purifikovat, tim se obejdou problémy nizke
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vytéZnosti, vyskyt nejasné vymezenych vedlej3ich produktu,
nebo téZkopaddné purifikacni postupy (15-19) publikované pro
CD1SXCD3 specifické protilatky doposud vyrobené =z hybrid-
hybridomu, pomoci  chemické vazby nebo prostfednictvim
renaturace z bakteridlnich inkluznich télisek. V nésledujicim
textu budou vyhodné a neocCekédvané vlastnosti polypeptidu
podle vynélezu diskutovéany bez omezeni, doprovazené
pfipojenymi p¥iklady vcetné nékterych vyhodnych provedeni
vyndlezu, na kterd se odkazuje niZe, kterid objasni obksédhlé
pojeti pfedklddaného vynélezu.

Podle predkladdaného vynédlezu byl pouZit eukaryoticky
expresni systém, ktery byl vyvinuty pro produkci
rekombinantnich Dbispecifickych Jjednoretézcovych protilatek
(1), aby vytvafel rekombinantni Dbispecifickou CD19XCD3
Jjednofretézcovou protildtku prostfednictvim exprese v bunkéach
CHO. Plné funk&ni protiladtka byla snadno purifikovéna ze
supernatantu tkanové kultury pomoci své histidinové znacky na
C-konci na chromatografické koloné Ni-NTA. Specifickd vazba
na CD19 a CD3 byla dokézédna prostfednictvim FACS analyzy.
Vyslednd molekula bscCD19xCD3 (bispecificka jednofetézcova
CD19XCD3) podle vynédlezu ©prokédzala nékteré neocekdvané
vlastnosti:

- navodila vysokou cytotoxicitu proti lymfomim namifenou
na T lymfocyty iIn vitro a In vivo. Dokonce i pfi velmi
nizkych koncentracich 10-100 pg/ml a nizkém poméru
E (efektor) : T (cil) 5:1 a 2,5:1 byla pozorovédna vyznamna
specificka lyze lymfomovych bunéénych linii. Kromé toho, 3 ug
az 10 ug molekuly bscCD19xCD3 podle vynédlezu pfi soucitném
podani ukazalo zFetelné a vyznamné zlepSeni =zdravotniho
stavu. Ve srovnadni s aZ doposud publikovanymi CD19XCD3
protildtkami  vyrobenymi prostfednictvim metody hybridu-
hybridomu nebo pomoci ptfistupu s "diabody" (které také

pfedstavuji rlGznou strukturu), které vykazovaly cytotoxickou



aktivitu v rozmezi nékolika ng/ml nebo dokonce ug/ml,
bscCD19xCD3 protiladtka podle vyndlezu se Jevi mnohem
uc¢innéjsi (5-7, 27, 43) Jjak doloZeno napf¥. v p¥ipojenych
pfikladech 4, 5 a 7.

- dokonce 1 nizké koncentrace bscCD19xCD3 podle vynélezu
byly schopny navodit rychlou cytotoxicitu namifenou proti
lymfomu (po 4 hodinédch) p¥i nizkém poméru E:T bez potfeby
jakékoliv pfredbéZné stimulace T lymfocytl. Na rozdil od toho

obvykla CD19XCD3 bispecificka protilatka (5-7, 27)
nevykazala v téchto podminkéach (totiZ Z&dna& predbéina
stimulace T lymfocytt, nizky pomér E:T) vyznamnou

cytotoxickou aktivitu dokonce i pfi vysokych koncentracich aZ
3000 ng/ml. Ackoli indukce cytotoxické aktivity bez pfedbéiné
stimulace byla také publikovand v piipadé Jjiné konvencni
CD19XCD3 protilatky, byl tento ucinek dosaZen pouze pfi
vysokych koncentracich a vysokém poméru E:T (100 ng/ml, 27:1)
(9) ve srovndni s bscCD19xCD3 podle vynédlezu (100 pg/ml,
2,5:1). Kromé& toho byl cytotoxicky ucinek této konvenéni
protilatek pozorovany pouze po 1 dni prfedbéZné stimulace
s bispecifickou protildtkou samotnou, kdeZto bscCD19xCD3
podle vynédlezu indukovala cytotoxicitu namifenou proti
lymfomu 3jiZ po 4 hodindch. Co se tyCe =znalosti puavodcu
vynadlezu, takovad rychld a specifickd cytotoxicka aktivita
nestimulovanych T lymfocyta pfi takovych nizkych
koncentracich a poméru E:T nebyl popséana u jinych
bispecifickych protildtkéch doposud pouzZivanych. Ackoli
nedavno bylo ukazéno, Ze anti-pl85HER2/anti-CD3 bispecifické
F(ab)2 protiléatka indukovala cytotoxickou aktivitu
v podobnych koncentracich jako bscCD19xCD3 podle vynalezu,
tato protilatka vyZadovala 24 hodinovou pfredbéZnou stimulaci
s IL-2 (32). TudiZ, bscCD19xCD3 protilatka podle vynalezu

projevila Jjedinecné cytotoxické vlastnosti, které tuto



molekulu odliduji od jinych bispecifickych protilatek, ktereé
byly popsany.

BscCD19xCD3 podle vynédlezu zprostfedkovavad cytotoxické
ﬁéinky,'které jsou specifické pro antigen, coZ Jje dokéazéno
fakty

- Ze tato protilétka selhala p¥i lyze plasmacytomovych
bunéénych 1linii NCl a L363, coZ Jjsou buné&fné linie B fady
neexprimujici CD19 antigen, a

- Ze cytotoxicita proti lymfomovym burikam miZe byt
blokovana zdkladni anti-CD19 protilatkou HD37. (HD37
protilatka je odvozend z HD37 hybridomu (22)).

Blokovani metabolické drédhy perforinu prostfednictvim
deprivace vapniku s EGTA zcela zastavilo bscCD19xCD3
zprosttfedkovanou cytotoxicitu, cozZ svédZi pro to, Ze
specificky lyze je spiZe tlinek zprostfedkovany T lymfocyty
neZ p¥imy ucinek protilétky samotné.

Souhrnem, bscCD19xCD3 protildtka konstruovanéd podle
nauky vynalezu vynikd nad aZ dosud ©popsané CD19XCD3
bispecifické protilatky vzhledem ke znacné vy33i biologické
aktivit&, jakoZ i moZnosti rychlé a snadné produkce, cimZ je
poskytnuto dostadujici mnoZstvi klinického materidlu vysoke
jakosti.

Proto se o&ekava, Ze bscCD19xCD3 molekuly podle vynalezu
jsou vhodnym kandidadtem pro prikaz terapeutického prospéchu
bispecifickych protilatek v léZeni nemoci zprostfedkovanych B
lymfocyty, jako napfiklad nehodgkinské lymfomy, v klinickych
zkousSkach.

Ve vyhodném provedeni polypeptidu podle vynalezu Jsou
uvedené domény spojeny polypeptidovou spojkou. Uvedenad spojka
je umist&na mezi uvedenou prvni a uvedenou druhou doménu, kde
uvedend polypeptidova spojka vyhodn& zahrnuje nékolikeré,

hydrofilni, peptidem  vazané aminokyseliny a spojuje
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N-koncovou Cast wuvedené prvni domény a C-koncovou <&éast
uvedené druhé domény.

V dal3im vyhodném provedeni vyndlezu uvedend prvni
a/nebo druhd doména vySe popsaného polypeptidu napodobuije
nebo odpovidd oblastem Vg a V., ptrirozené ©protilétky.
Protilatka poskytujici vazebné misto pro polypeptid podle
vynalezu miZe byt nap¥. monoklondlni protildtka, polyklondlni
protilatka, chimérickd protilatka, humanizovand protiléatks,
bispecifickd protildtka, syntetickd protiléatka, fragment
protilédtky, jako napfiklad Fab, Fv nebo scFv fragmenty atd.,
nebo chemicky modifikovany derivét kterékoliv z nich.
Monoklondlni protilétky mohou byt ©pfipraveny napt¥iklad
metodami, 3jak byly pavodné popsdny Vv Kohler a Milstein
(Nature, 256, 495, 1975) a Galfré (Meth. Enzymol., 73, 3,
1281), které zahrnuji fize mySich myelomovych bunék s bunkami
sleziny pochézejicich z  imunizovanych savcll s modifikacemi v
oboru vyvinutymi. Kromé&  toho, protildtky nebo Jjejich
fragmenty proti dfive uvedenym antigentim mohou byt ziskény
pouZitim metod, které Jjsou popsadny nap¥. v Harlow a Lane
("Antibodies, Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring
Harbor, 1988). Protiladtky mohou pochédzet 2z nékolika druhu,
vCetné Clovéka. KdyZ Jsou derivaty uvedenych protilatek
ziskény metodou vystavovani na fagu (fagovy displeij), mtZe
byt ke zvyZeni uU&innosti fagovych protilatek, které se véiZou
k epitopu CD19 nebo antigenu CD3 pouZita povrchové plasmonova
rezonance, Jak vyuZivana systémem BIACORE (Schier, Human
Antibodies Hybridomas 7, 97-105, 1996, Malmborg, J. Immunol.
Methods 183, 7-13, 1995). Produkce chimérickych protildtek je
popsana napfiklad v mezindrodni patentové prihlésce
WO 89/09622. Zpusoby produkce humanizovanych protildtek jsou
popsany v nap¥. v p¥ihlaskach EP-A1 0 239 400 a WO 90/07861.
Dalsi zdroj protildtek pouZivanych podle predkladaného

vynadlezu jsou takzvané =xenogenni protildtky. Obecny princip
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pro produkci xenogennich protiléatek, jako napfiklad lidskych
protildtek v my3ich, Jje ©popsany nap¥. v pfihlaSkadch WO
91/10741, WO 94/02602, WO 96/34096 a WO 96/33735.

Prétilétky pouzZité podle vynalezu nebo jejich
odpovidajici imunoglobulinovy fretézec(fetézce) mchou byt dale
modifikovdny s pouZitim obvyklych metod v oboru znamych,
napfiklad s pouZitim delece aminokyseliny(aminokyselin),
inzerce (i), substituce(i), adice(i), a/nebo rekombinace (i)
a/nebo ka?dé jiné modifikace(i) v oboru znamé bud samotné
nebo v kombinaci. Metody pro zavedeni takové modifikace do
sekvence DNA urc¢ujici aminokyselinovou sekvenci
imunoglobulinového fFet&zce jsou odbornikovi znadmy (viz napf.
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory N.Y., 1989). Uvedené modifikace Jsou
vyhodné provadény na urovni nukleové kyseliny.

V dal3im vyhodném provedeni vynédlezu Jje alespon Jedna z
uvedenych domén ve vySe popsaném polypeptidu jednofetézcovy
fragment variabilni oblasti protilatky.

Jak je dobfe znémo, Fv, nejmen3i protilatkovy fragment,
ktery obsahuje kompletni misto pro rozpoznadvani a vazbu
antigenu, se skladdd 2z dimeru variabilnich domén jednoho
t87kého a jednoho lehkého *¥etézce (Vy a Vi) nekovalentné
spojenych. V této konfiguraci, kterd odpovidé konfiguraci
nalezené u nativnich protilédtek, vzadjemné interaguji tfi
oblasti urdujici komplementaritu (CDRs) kaZdé variabilni
domény, ¢&imZ definuji misto vazajici antigen na povrchu
dimeru Vy-V;. Souhrnné, 3est CDRs propuj¢i protildtce vazebnou
specifitu pro antigen. Rémce (FRs) ohranicujici CDRs maji
terciarni strukturu, kterd je v podstaté& uchovana v nativnich
imunoglobulinech Zivo&isnych druht tak rlznorodych Jako
Elovék a myS. Tyto FRs slouZi k tomu, aby udrZovaly CDRs
v jejich ptisludné orientaci. Konstantni domény nejsou

vyZadované pro vazebnou funkci, ale mohou napomdhat pfi
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stabilizaci interakce Vy-Vy. Dokonce 1 Jjedind variabilni
doména (nebo polovina Fv obsahujici pouze t¥i CDRs specifické
pro antigen) m& schopnost rozpoznat a vazat antigen, ackoli
obvyklerpfi nizsi afinité neZ celé vazebné misto (Painter,
Biochemn., 11, 1327-1337, 1972) . Proto uvedend doména
vazebného mista polypeptidu podle vyndlezu miZe byt dvojice
domén Vy-V., Vy=Vy nebo V-V, bud stejnych nebo odli3nych
imunoglobulint. Usporddéni domén Vg a V, v polypeptidovém
fet&zci neni pro predkladany vynadlez rozhodujici, usporadéni
domén dané vyse mlZe byt obraceno obvykle bez ztraty funkce.
Aviak je dhleZité, Ze domény Vi a V. Jjsou uspofadany tak, Ze
misto vézajici antigen se mlZe sprédvné prostorové usporadat
(folding) .

Ve vyhodném provedeni polypeptidl podle vyndlezu uvedené
domény jsou uspotéddény v poradi ViCD19-VyCD19-VyCD3-V.CD3, kde
"V." a "Vy" znamend lehky a téZky Ffetézec variabilni domény
specifickych anti~-CD19 a anti-CD3 protiléatek.

Jak bylo jiZ pojednédno vySe, uvedend vazebnd mista Jjsou
vyhodné spojena flexibilni spojkou, vyhodné polypeptidovou
spojkou umisténou mezi uvedenymi doménami, pfilemZ uvedena
polypeptidova spojka zahrnuje nékolikeré, hydrofilni,
peptidem véazané aminokyseliny o} délce postacuijici
k pfeklenuti vzdalenosti mezi C-koncovou Casti jedné
z uvedenych domén obsahujici uvedené vazebné misto
a N-koncovou &asti druhé z uvedenych domén obsahujici uvedené
vazebné misto, kdyZ polypeptid podle vynédlezu pfijme
strukturu vhecdnou pro vazbu pfi umisténi ve vodném roztoku.
Vyhodné& se uvedend polypeptidové spojka skléadéd =z velkého
mnoZstvi glycinovych, alaninovych a/nebo serinovych zbytku.
Je déale vyhodné, Ze uvedend polypeptidovd spojka se sklada
z velkého mnoZstvi  konsekutivnich kopii aminokyselinové
sekvence. Obvykle se polypeptidovd spojka sklédda z 1 azZ 15

aminokyselin, ackoli polypeptidovd spojka o vice neZ 15
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aminokyselindch se miZe také osvéd¢it. Ve vyhodném provedeni
vynadlezu se uvedend polypeptidova spojka sklada z 1 aZ S
aminokyselinovych zbytku.

V obzvla3té& vyhodném provedeni predklddaného vynalezu
polypeptidovad spojka v polypeptidu podle vynalezu obsahuje 5
aminokyselin. Jak Je ukdzédno v pfipojenych pEikladech,
uvedena polypeptidova spojka se vyhodné sklada
z aminokyselinové sekvence Gly Gly Gly Gly Ser.

V dal3im mnimofadné& vyhodném provedeni uvedenad prvni
doména polypeptidu podle vynadlezu obsahuje alespoii jednu CDR
Vy a V. oblasti zahrnujici aminokyselinovou sekvenci kdédovanou
DNA sekvenci ukédzanou na obrazku 8 od nukleotidu 82 do
nukleotidu 414 (V) a nukleotidu 460 aZ 831 (Vy) a/nebo
uvedenid druhd doména obsahuje alespofi jednu CDR, vyhodnéji
dvé, nejvyhodnéji t#i CDRs Vy a V, oblasti obsahujici
aminokyselinovou sekvenci kdédovanou DNA sekvenci zobrazenou
na obrazku 8 od nukleotidu 847 aZ nukleotidu 1203 (Vy)
a nukleotidu 1258 aZz 1575 (Vy), volitelné v kombinaci
s ramcem oblasti, které se vyskytuji zaroven s uvedenymi CDRs
v zakladnich protilatkdch. CDRs obsaZené ve variabilnich
oblastech zobrazenych na obrazku 8 mohou byt urceny napriklad
podle autora Kabat (,Sequences of Proteins of Immunological
InterestY, U.S. Department of Health and Human Services,
t¥eti vydani, 1983, &tvrté vydani, 1987, péaté vydani, 1990).
Odbornik hned oceni, Ze vazebné misto nebo alespon Jjedna CDR
z néj vychazejici mohou byt pouZity pro konstrukci
polypeptidu podle vynélezu. Vyhodné uvedeny polypeptid
zahrnuje aminokyselinovou sekvenci kédovanou DNA sekvenci,
jak je ukazadna na obrazku 8, od nukleotidu 82 aZ 1575.
Odbornik hned oceni, Ze vazebné misto polypeptidu podle
vyndlezu miZe byt konstruovano podle metod v oboru znamych,
nap¥. jak byly popsany v Evropskych patentech EP-Al 0 451 216
a EP-A1 0 549 581.
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Domény vazebnych mist polypeptidu podle vynédlezu vyhodné
maji specifitu alespoli Vv podstaté identickou s vazebnou
specifitou nap¥. protildtky nebo imunoglobulinového Ffetézce,
od kterého jsou odvozeny. Takové domény vazebného mista mohou
mit vazebnou afinitu alespoii 10°M™', vyhodné& ne vy33i neZ
10'M? pro antigen CD3 a vyhodné aZ 10'°M™* nebo vy33i pro
antigen CD19.

Ve vyhodném provedeni polypeptidu podle vynélezu

(a) uvedené vazebné misto prvni domény m& afinitu
alesponl ptibliZné 10"'M, vyhodné& alespoili p¥ibliZné& 107°M
a nejvyhodn&ji alespoil pfibliZn& 107''M, a/nebo

(b) uvedené vazebné misto druhé domény mé& afinitu mensi
neZ pribliZné 10"'M, vvhodné men3i neZ pribliZné& 107°M
a nejvyvhodné&ji Fadové 107°M.

Ve shodé s vyhodnymi provedenimi uvedenymi vy3e Je
vyhodné, JjestliZe vazebné misto rozpoznavajici antigen CD19
m& vysokou afinitu, aby byly s vysokou uc¢innosti zachyceny
cilové Dbunky, které maji byt =zniceny. Na druhé strang,
vazebnd afinita vazebného mista rozpozndvajiciho antigen CD3
by mé&la byt Fadové takova, Jako 3je afinita pfirozeného
receptoru CD3 nebo receptoru obvykle nalézaného pfi interakci
T-buné&ného receptoru se svym ligandem, to Jjest peptidovym
komplexem MHC na povrchu cilové bunky.

V jiném vyhodném provedeni vynéalezu Je polypeptid
popsany vySe bispecifickd Jjednofretézcové protilatka.

Predkladdany vynédlez se dale tykéd polypeptidu obsahujici
alespoii jednu dal3i doménu, uvedené domény Jjscu spojené
prostfednictvim kovalentnich nebo nekovalentnich vazeb.

Vazba miZe byt zaloZena na genetické fuzi podle metod
v oboru znadmych a vy3e popsanych nebo miZe byt provedena
prostfednictvim, napf. chemického zesiténi (crosslinking),
jak bylo popsano naptriklad v patentové pfihlaSce WO 94/04686.

Dalsi doména pritomnd v polypeptidu podle vynédlezu miZe byt
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vyhodn& spojena flexibilni spojkou, vyhodné polypeptidovou
spojkou k jedné =z domén vazebného mista, kde wuvedena
polypeptidova spojka zahrnuje nékolikerég, hydrofilni,
peptidem vazané aminokyseliny 0 délce postacujici
k preklenuti vzddlenosti mezi C-koncovou ¢asti jedné
z uvedenych domén a N-koncovou Casti druhé z uvedenych domén,
kdyZ uvedeny polypeptid pfijme strukturu vhodnou pro vazbu
pfi umisténi ve vodném roztoku. Vyhodné uvedend polypeptidova
spojka je polypeptidovad spojka, 3jak popsadno v provedenich
vySe. Polypeptid podle vyndlezu mtZe déle obsahovat
Stépitelnou spojku nebo &§té&pné misto pro proteinazy, Jjako
naptiklad enterokinazy, viz také pfipojené piiklady.

Krom& toho wuvedend dal3i doména miuZe mit predem
definovanou specifitu nebo funkci. Napfiklad Iliteratura
obsahuje velké mnoZstvi odkazl na zplsoby cileni bioaktivnich
latek, jako napfiklad 1ékli, toxinll a enzyml, na specificka
mista v organismu za uUCelem znicit nebo lokalizovat maligni
buiiky nebo indukovat lokalizovany 1ék nebo enzymatické
pusobeni. Bylo navrZeno, jak doséhnout tohoto ucinku pomoci
konjugace bioaktivni latky k monoklonélnimi protilatkém (viz,
naprt., N.Y. Oxford University Press, a Ghose, J. Natl.
Cancer Inst. 61, 657-676, 1978).

V této souvislosti se také rozumi, Ze polypeptidy podle
vynalezu mohou byt dale modifikovéany prostfednictvim
obvyklych metod v oboru znadmych. To umoZiuje konstrukce
chimérickych proteint obsahujicich polypeptid podle vynélezu
a daldi funk&ni aminokyselinové sekvence, napf. Jjaderné
lokalizacni  signaly, transaktivacéni domény, DNA-vazebné
domény, hormony vazajici domény, proteinové znacky (GST, GFP,
peptid h-myc, FLAG, peptid HA), které mohou byt odvozeny
z heterolognich proteint. Jak je popsédno Vv pEipojenych
pfikladech, polypeptid podle vyndlezu vyhodné& obsahuje znacku

FLAG dlouhou pfibliZné& 8 aminokyselin, viz obrazek 8.
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Polypeptidy podle vynédlezu mohou byt pouZivany léCebneé
u pacient trpicich chorobami B lymfocytld, Jjako lymfom
pochédzejici =z lymfocytldl B, chronickd 1lymfatickd leukémie
typu B (B-CLL) a/nebo u pacientd majicich autoimunitni
choroby se vztahem k B lymfocytim, jako napfiklad myasthenia
gravis, Basedowova nemoc, Hashimotova thyreoiditis nebo
Goodpasturetv syndrom. Takova 1léc¢ba miZe byt uskutecnéna
napriklad pomoci podavédni polypeptidd podle vynédlezu. Toto
podavéani miZe pouZit polypeptidy neoznacené i oznaclené.

Napfiklad polypeptidy podle vyndlezu mohou byt podavany
znaCené léCebnym pfipravkem. Tyto pfipravky mohou byt spojeny
bud pfimo nebo nep¥imo s protildtkdm nebo antigeny podle
vynadlezu. Jeden ptriklad nepfimé vazby Jje pouZitil distancni
skupiny (spacer). Tyto distanéni skupiny mohou byt stf¥idaveé
bud nerozpustné nebo rozpustné (Diener, Science, 231, 148,
1986) a mohou byt vybréany tak, aby umoZnily uvolnéni 1léku od
antigenu v cilovém mist&. Pfiklady terapeutickych ptipravkiy,
které mohou byt spojeny s polypeptidy podle vynalezu pro
imunoterapii, Jsou léky, radioizotopy, 1lektiny a toxiny.
Léky, které mohou byt konjugovany s polypeptidy podle
vynalezu, =zahrnuji slouleniny, které se klasicky pfirazujil
k léklm, Jjako napriklad mitomycin cC, daunorubicin

vinblastin.

QO

PFi pouZiti polypeptidd podle vynédlezu konjugovanych
s radioizotopy pro napf. imunoterapii Jjsou urcité izotopy
vhodné&jsi neZ jiné, v zé&vislosti na takovych faktorech Jjako
je distribuce leukocytll, stejné jako stabilita a emise. Co se
tyCe autoimunitni reakce, nékteré zariCe mohou byt vhodnéjsi
neZ jiné. Obecné vzato v imunoterapii jsou upfednostifiovany
radioizotopy emitujici &astice o a B. Vyhodné Jjsou o zaficCe
kratkého dosahu a vysoké energie, 3jako naptiklad *YBi.

Priklady radioizotopli, které mohou byt vazény na polypeptidy
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podle vynalezu pro lé&ebné ugely, Jjsou '?°1, ™I

2124 2i2pp  2py 4G 109pg 5 l8%Re,

Lektiny jsou proteiny obvykle izolované z rostlinneho
materiéiu, které se vaZou na specifické sacharidové skupiny.
Mnoho lektind je také schopno aglutinovat bufiky a stimulovat
lymfocyty. Ricin Jje toxicky lektin, ktery byl pouZivany
imunoterapeuticky. To 3je provadéno vazbou «a-peptidového
fetézce ricinu, ktery je odpovédny za toxicituy,
k polypeptidu, aby se umoZnilo mistn& specifické toxicke
pusobeni.

Toxiny Jjsou Jjedovaté 1latky produkované rostlinami,
zvifaty nebo mikroorganismy, které jsou v pEimé&fené davce
Casto smrtelné. Diftericky toxin je latka tvofena
Corynebacterium diphtheria, kterd miZe byt pouZivana lécebné.
Tento toxin se skladd z podjednotek o a B, které mohou byt
oddéleny ve vhodnych podminkach. Toxickd sloZka A muZe byt
navazana k polypeptidu podle vynadlezu a miZe byt pouZita pro
mistné specifické podéni k interagujicim B a T lymfocytum,
které byly privedeny do jeji tésné blizkosti pomoci vazby
k polypeptidu podle vynalezu.

Daldi 1lé&ebné pripravky, jako ty popsané vySe, ktere
mohou byt pfipojovany k polypeptidu podle vyndlezu, jakoZ i
odpovidajici ex vivo a iIn vivo léCebné protokoly, jsou znamy
nebo mohou byt odbornikem snadno zjiStény. Kdekoliv je to
vhodné, mlZe odbornik pouZit polynukleotid podle vynalezu
niZe popsany, ktery kéduje kterykoliv =z vySe popsanych
polypeptidt nebo misto samotného proteinového materialu mohou
byt pouZity odpovidajici vektory.

Odbornik tedy hned oceni, Ze polypeptid podle vynélezu
miZe byt pouZit pro konstrukci dalsich polypeptidd poZadované
specifity a biologické funkce. OCekava se, Ze polypeptidy
podle vyndlezu budou mit didleZitou lécebnou a vé&deckou ulohu

72v143té& ve zdravotnictvi, napfiklad p¥i vyvoji novych
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lé&ebnych pristuptl k chorobdm se vztahem k B lymfocytim, jako
napriklad urd&ité formy karcinomu a autoimunitnich nemoci,
nebo Jjako zajimavé néastroje pro analyzu a modulaci
odpovidajiciho bun&&ného signdlu transduknich metabolickych
drah.

V dalfim vvhodném provedeni vyndlezu obsahuje uvedena
alesponl jedna dal%i doména molekulu vybranou ze skupiny
skladdajici se z efektorovych molekul s konformaci vhodnou pro
biologickou aktivitu, aminokyselinovych sekvenci schopnych
sekvestrovat iont a aminokyselinovych sekvenci schopnych
selektivni vazby na pevny podklad nebo k pfedem vybranému
antigenu.

Uvedend dal3i doména obsahuje vyhodné enzym, toxin,
receptor, vazebné misto, vazebné misto pro biosyntetickou
protildtku, rustovy faktor, bunélny diferenciac¢ni faktor,
lymfokin, cytokin, hormon, vzdalené detekovatelnou skupinu,
antimetabolit, radioaktivni atom nebo antigen. Uvedeny
antigen miZe byt nap¥. néadorovy antigen, virovy antigen,
mikrobidlni antigen, alergen, autoantigen, virus,
mikroorganismus, polypeptid, ©peptid nebo velké mnoiZstvi
nédorovych bunék.

Kromé& toho uvedend sekvence schopnéd sekvestrovat iont Je
vyhodné vybrédna =z kalmodulinu, metalothioneinu, jejich
funk&niho fragmentu nebo aminokyselinové sekvence bohaté na
pfinejmendim Jjednu z kyselin, a to kyseliny glutamové,
kyseliny asparagové, lysinu a argininu.

Krom& toho uvedend polypeptidovéd sekvence schopna
selektivni vazby k pevnému podkladu miZe byt pozitivné nebo
negativn& nabitd aminokyselinovd sekvence, aminokyselinova
sekvence obsahujici cystein, avidin, streptavidin, funkéni
fragment proteinu Staphylococcus A, GST, znacka His, znacCka
FLAG nebo Lex A. Jak je popséno v pfipojenych pfikladech,
polypeptid podle vynalezu vysvétleny na pfikladu
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jednofeté&zcové protilatky byl také exprimovan s N-koncovou
znadkou FLAG a/nebo C-koncovou =znaCkou His, které umoZnily
snadnou  purifikaci a detekci. Znacka FLAG pouZivana
v pfikladu obsahuje 8 aminokyselin (viz obrazek 8) a je tak
vyhodné pouZita podle pfedkléddaného vyndlezu. Ale jsou take
vhodné zna&ky FLAG skladajici se ze zkrécenych verzi FLAG
pouZivanych v ptipojenych prikladech, jako napfiklad
aminokyselinové sekvence Asp-Tyr-Lys-Asp.

Efektorové molekuly a aminokyselinové sekvence popsané
vyde mohou byt pfitomné v polotovaru nebo prekurzoru
(proforma), ktery samotny Jje bud aktivni nebo neaktivni,
a které mohou byt odstranény, kdyZ napf. vstoupi do urcitého
buné&&ného prostredi.

V nejvyhodn&jsim provedeni podle vynadlezu Je uvedeny
receptor soucasné& stimulujici povrchovd molekula duleZita pro
aktivaci T lymfocytl nebo obsahuje misto vazajici epitop nebo
misto vazajici hormon.

V dal3im nejvyhodnéj3i provedeni wvynalezu, uvedena
souasné stimulujici povrchovéd molekula je CD80 (B7-1) nebo
CD86 (B7-2).

V je3td dald3im provedeni se predkladany vynalez tyka
polynukleotidy, které pfi expresi kéduji vySe popsané
polypeptidy. Uvedené polynukleotidy mohou byt fuzovany
k vhodné expresni kontrolni sekvenci v oboru znamé, aby
zajistily vlastni transkripci a translaci polypeptidu.

Uvedeny polynukleotid miZe byt napf. DNA, cDNA, RNA nebo
synteticky vyrobend DNA &i RNA nebo rekombinantné vyrobena
chimérickd molekula nukleové kyseliny zahrnujici jakykoliv
z polynukleotidli bud samotny nebo v kombinaci. Uvedeny
polynukleotid je vyhodn& &ast vektoru. Takové vektory mohou
zahrnovat daldi geny, Jjako napfiklad markerové geny, kterée
umo?ni selekci uvedeného vektoru ve vhodné hostitelské builce

a ve vhodnych podminkadch. Vyhodné Jje polynukleotid podle
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vyndlezu operativné& pfipojen k expresni kontrolni sekvenci
umoZfiujici expresi v prokaryotickych nebo eukaryotickych
butikdch. Exprese uvedeny polynukleotid zahrnuje transkripci
polynukieotidu do translatovatelné mRNA. Regulacni prvky
zajistujici expresi v eukaryotickych bufikdch, vyhodné savcCich
bufikdch, Jjsou dobfe odbornikovi znamy. Obvykle zahrnuji
regulacéni sekvence zajistujici zaCatek transkripce
a voliteln& poly-A signaly =zajisdtujici ukonceni transkripce
a stabilizaci transkriptu. Daldi regulac¢ni prvky mohou
zahrnovat transkrip&ni stejné Jjako translaéni zesilovace,
a/nebo pfirozené& pFidruZené nebo heterologni promotorové
oblasti. MoZné regulacni prvky pripoustéjici expresi
v prokaryotickych  hostitelskych  bufkach zahrnuiji naprt.
promotor PL, lac, trp nebo tac v E. coli, a pfiklady
regulaénich prvk@t umoZiujicich expresi v eukaryotickych
hostitelskych bufikdch jsou promotory AOX1 nebo GALL ve
kvasink&ch nebo promotor CMV, SV40, RSV (Rous sarcoma virus),
zesilovad CMV, zesilovad SV40 nebo globinovy intron v bufikach
savcl a dal&ich zvifat. Krom@ prvkii, které jsou odpovédné za
polétek transkripce, mohou tyto regulaéni prvky také
zahrnovat transkripé&ni terminadni signadly, Jjako napfiklad
misto SV40-polyA nebo misto tk-poly-A, po sméru transkripce
od polynukleotidu. Kromé& toho v z&vislosti na pouZitém
expresnim systému mohou byt ke kédujici sekvenci
polynukleotidu podle vyndlezu pridédny vedouci  sekvence
schopné smérovéni polypeptidu k buné&&nému kompartmentu nebo
sekrece polypeptidu do média a Jjsou v oboru dobfe znamy,
viz také nap?. pfipojené p¥iklady. Vedouci sekvence je (jsou)
sestaveny ve vhodné fazi S transladnimi, iniciac¢nimi
a terminadnimi sekvencemi a vyhodné& vedouci sekvencil schopnou
¥izené sekrece translatovaného proteinu nebo jeho casti do
periplazmatického  prostoru nebo extraceluldrniho média.

Heterologni sekvence mohou volitelné& kédovat fuzni protein
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v&etné N-koncového identifika&niho peptidu propujéujiciho
po?adované vlastnosti, napf. stabilizaci nebo zjednoduSenou
purifikaci exprimovaného rekombinantniho produktu, viz vySe.
V této souvislosti, vhodné expresni vektory Jjsou v oboru
znamy, Jjako napriklad cDNA expresni vektor pcDV1 podle
Okayamy-Berga (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNAl, pcDNA3
(In-Vitrogene) nebo pSPORT1 (GIBCO BRL).

Expresni kontrolni sekvence Jjsou vyhodné eukaryotické
promotorové systémy ve vektorech schopnych transformovat nebo
transfekovat eukaryotické hostitelské bunky, ale kontrolni
sekvence pro prokaryotické hostitele mohou byt také pouZity.
Jakmile byl vektor zaveden do vhodného hostitele, Jje hostitel
udrZovan v podminkéch vhodnych  pro vysokou expresi
nukleotidové sekvence, a je-li Zadouci, milZe nésledovat sbér
a purifikace polypeptidu podle vynélezu, viz napE. pripojené
ptiklady.

Jak bylo popséano vyge, polynukleotid podle vynalezu maZe
byt pouZit samotny nebo Jjako <&ast vektoru pro expresi
polypeptidu podle vynélezu Vv Dbufikdch pro napf. genovou
terapii nebo diagnostiku nemoci se vztahem k B lymfocytum.
Polynukleotidy nebo vektory obsahujici DNA sekvence kédujici
jakykoliv z vy%e popsanych polypeptidl Jsou =zavedeny do
bun&k, které dale produkuji poZadovany polypeptid. Genova
terapie, kterd je zaloZena na zavedeni terapeutickych genu do
bunék prostfednictvim ex vivo nebo in vivo metod, Jje Jednou
z nejdileZit&jsich aplikaci genového pfenosu. Vhodné vektory,
metody nebo systémy pro podavani genll pro in vitro nebo
in vivo genovou terapii Jjsou popsadny v literatufe a jsou
odbornikovi znamy (viz napf. Giordano, Nature Medicine, 2,
534-539, 1996, Schaper, Circ. Res., 79, 911-919, 1996,
Anderson, Science, 256, 808-813, 1992, Verma, Nature, 389,
239, 1994, Isner, . Lancet, 348, 370-374, 1996, Muhlhauser,
Circ. Res., 77, 1077-1086, 1995, Onodera, Blood, 91, 30-36,
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1998, Verma, Gene Ther., 5, 692-699, 1998, Nabel, Anna. N.Y.
Acad. Sci., 811, 289-292, 1997, Verzeletti, Hum. Gene Ther.,
9, 2243-51, 1998, Wang, Nature Medicine, 2, 714-716, 1996,
WO 94/29469, WO 97/00957, US 5,580,859, US 5,589,466, nebo
Schaper, Current Opinion in Biotechnology, 7, 635-640, 1996,
a odkazy v nich citované). Polynukleotidy a vektory podle
vynalezu mohou byt navrZeny pro pfimé =zavedeni nebo pro
zavedeni prost¥ednictvim lipozomy nebo virové vektory (napt.
adenovirové, retrovirové) do buifiky.

Uvedend bufitka je vyhodné& Dbuifika zarodecné linie,
embryonalni bufika nebo vajilko nebo buitka z nich pochézejici,
nejvyhodn&ji uvedend buifika Je kmenova Dbuika. Priklad
embryonalni kmenové buiky muZe byt, Inter alia, kmenova bufika
jak je popsand v praci autora Nagy (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90, 8424-8428, 1993).

Podle vy3e uvedeného se predkladany vynalez tyka
vektortd, =zejména plazmidd, kozmidd, vird a bakteriofagd
obvykle pouZivanych v genetickém inZenyrstvi, které obsahuji
polynukleotid kédujici polypeptid podle vynalezu. Uvedeny

vektor je vyhodn& expresni vektor a/nebo vektor pro genovy

pfenos nebo cilici (targeting) vektor. Expresni vektory
odvozené z virl, napriklad retrovirl, viru vakcinie,
adeno-asociovanych virl, herpetickych vira nebo viru
bovinniho papilomu, mohou byt pouZity pro dodéni

polynukleotidli nebo vektoru podle vynalezu do populaci
cilovych bunék. Metody, ktery jsou odbornikovi dobfe zZnamy,
mohou byt pouZivadny ke konstrukci rekombinantni vektory,
viz napfiklad metody popsané v praci Sambrooka a kol.
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory N.Y., 1989, a Ausubela a kol., Current Protocols
in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y., 1989). Nebo mohou byt polynukleotidy

a vektory podle vynadlezu pro dodédni k cilovym bunkam
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rekonstituovany do lipozomQ. Vektory obsahujici
polynukleotidy podle vynalezu mohou byt pfeneseny do
hostitelské butiky prostfednictvim zndmych metod, které se
méni v Vzévislosti na typu bunéf&ného hostitele. Napfiklad
transfekce chloridem vépenatym Jje obvykle pouZita pro
prokaryotické bufiky, zatimco oSetfeni fosfatem védpenatym nebo
elektroporace mohou byt pouZity pro jiné buné&Zné hostitele,
viz Sambrook, vyZe. Jakmile Jsou exprimovédny, mohou byt
polypeptidy podle predkladdaného vyndlezu purifikovany podle
v oboru standardniho postupu, v&etné precipitace sulfatem
amonnym, na afinitnich kolonach, sloupcovou chromatografii,
gelovou elektroforézou apod. (viz Scopes, "Protein
Purification", Springer-Verlag, N.Y., 1982). Pro
farmaceutické pouZiti jsou vyhodné v podstaté Cisté
polypeptidy s homogenitou alesponn 80 aZ 95 %, nejvyvhodnéjsi
jsou s homogenitou 98 aZ 99% nebo vice. Jakmile jsou Jjednou
purifikovany, &éste&né& nebo na poZadovanou homogenitu, mohou
byt polypeptidy pak pouZivény 1lécebné& (vCetné mimotélniho
pfistupu) nebo p¥i vyvoji a provédéni testu.

V jeitd dal3i provedeni se predkladdany vynélez tyka
bufiky obsahujici polynukleotid nebo vektor popsany vyse. KdyZ
se uvaZuje o lé&ebnych pouZitich polypeptidu, Je uvedena
bufika vyhodné& eukaryotickd, nejvyhodnéji savéi bunka. Ovien
kvasinky a méné& vyhodné prokaryotické napf. bakteri&lni bunky
mohou také poslouZit, zejména jestliZe produkovany polypeptid
je pouZivan jako diagnosticky prostredek.

Polynukleotid nebo vektor podle vynalezu ktery Je
pfitomny v hostitelské buiice, miZe byt bud integrovany do
genomu hostitelské bunky nebo mizZe byt udrZovéan
extrachromozomalné.

Termin "prokaryoticky" Jje chépén tak, Ze zahrnuje
viechny Dbaktérie, . které mohou byt transformovany nebo

transfekovany molekulami DNA nebo RNA pro expresi polypeptidu
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podle vynalezu. Prokaryoticti hostitelé zahrnuji
Gram-negativni jakoZ i Gram-pozitivni baktérie jako napfiklad
E. coli, S. typhimurium, Serratia marcescens a Bacillus
subtilis. Termin "eukaryoticky"” je chépan tak, Ze zahrnuje
kvasinky, vy3%i rostliny, hmyz a vyhodné& savCi bunky.
V z&vislosti na hostiteli pouZitém v postupu rekombinantni
produkce mohou byt polypeptidy podle predkléddaného vynalezu
glykosylovany nebo mohou byt bez glykosylace. Polypeptidy
podle vynidlezu mohou také zahrnovat pocédtecni aminokyselinovy
zbytek methionin. Polynukleotid koédujici polypeptid podle
vyndlezu miZe byt pouZity pro transformaci nebo transfekci
hostitele s pouZitim jakékoliv z metod odbornikovi obecné
zndmych. Obzvla3té vyhodné Je pouZiti plazmidu nebo viru
obsahujiciho kédujici sekvenci polypeptid podle vynalezu, ke
které je navic geneticky fuzovand N-koncové =znacCka FLAG
a/nebo C-koncova znalka His. Délka uvedené =znacky FLAG Je
vyhodn& p¥ibliZné 4 aZ 8 aminokyselin, nejvyhodnéji 8
aminokyselin. Metody pro pfipravu fluzovanych, operativné
spojenych genlt a exprimujicich se v napf. savcich bunkach
a baktériich Jjsou v oboru zndmy (Sambrook, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989). Genetické konstrukty a metody
popsané zde mohou byt vyuZity pro expresi polypeptidu podle
vynadlezu v eukaryotickych nebo prokaryotickych hostitelich.
Obecné vzato, ve spojeni s hostitelem jsou pouZivany expresni
vektory obsahujici promotorové sekvence, které usnadni
udinnou transkripci vloZeného polynukleotidu. Expresni vektor
typicky obsahuje pocétek replikace, promotor a terminator,
jako? i specifické geny, které Jjsou schopné zajistit
fenotypovou selekci transformovanych buné&k. Kromé& toho pro
rozsdhlou produkci polypeptidu podle vynadlezu mohou byt
pouZivana transgenni zvifata, vyhodné savci, obsahujici buiky

podle vynalezu.
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V dal3im provedeni se ptredkléddany vynédlez tedy tyka
postupu pro pripravu polypeptidu popsaného vySe zahrnujici
kultivaci bun&k podle vyndlezu v podminkdch vhodnych pro
expresi' polypeptid a 1izolaci polypeptidu =z buiky nebo
kultivaéniho média.

Transformovani hostitelé mohou rust ve fermentoru
a mohou byt péstovani podle metod v oboru znémych tak, aby
bylo dosaZeno optimdlniho rustu bunék. Polypeptid podle
vynadlezu miZe pak byt izolovédn z rustového média, buneéclného
lyzadtu nebo frakci buné&&nych membrdn. Izolace a purifikace
napf. mikrobidlné& exprimovanych polypeptidd podle vynélezu se
miZe provadé&t jakymikoliv obvyklymi prostfedky jako napfiklad
separace preparativni chromatografii a imunologicka separace
zahrnujici naptiklad pouZiti monoklonalnich nebo
polyklonidlnich protiladtek namifenych nap¥. proti =znacce na
polypeptidu podle vynédlezu nebo jak Jje popséno v piipojenych
ptikladech.

Predkladany vynélez tudiZ umoZni rekombinantni produkci
polypeptidl obsahujicich vazebnéd mista S afinitou
a specifitou pro epitopy antigent CD19 a CD3, podle pofadi,
a volitelné dal3i funkéni doménu. Jak vysvitad 2z JiZ
uvedeného, vyndlez poskytne velkou rodinu polypeptida
obsahujicich tato vazebnd mista ©pro Jjakékoliv pouZiti
v léZebnych a diagnostickych postupech. Odbornikovi Je
z¥ejmé, Ze polypeptidy podle vynélezu mohou byt déle spojeny
s dal$imi skupinami, jak popséno vySe, pro napf. cileni léku
a pouZiti pro zobrazovaci metody. Tato vazba mbhZe byt
provedena po expresi polypeptidd chemickym zplsobem k mistu
pfipojeni nebo produkt obsahujici vazbu miZe byt konstruovan
v polypeptidu podle vynadlezu JjiZ na uUrovni DNA. DNA je pak
exprimovana ve vhodném hostitelském systému a exprimované
proteiny jsou soust¥ed&ny a renaturovdny, Jje-li to nezbytné.

Jak ©popsano vySe, vazebnd mista Jsou vyhodné odvozena
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z variabilni oblasti protilatek. Po této strénce, technologie
hybridomu umoZni produkci bunécnych linii secernujicich
protilatky proti témé&f kaidé poZadované latce, kterd vyvolava
imunitni reakci. Z cytoplazmy hybridomu pak mbZe byt ziskana
RNA kédujici imunoglobulinové lehké a  tézZké Yetézce.
5' koncova C&ast mMRNA miZe byt pouZita pro pripravu cDNA,
kterad bude pouZita ve zpusobu podle pfedkladaného vynalezu.
DNA kédujici polypeptidy podle vynalezu miZe byt postupné
exprimovana v bufikdch, vyhodné savCich bunkéch.

V zavislosti na hostitelské bufice mohou byt pro dosaZeni
spravné konformace poZadovany renaturalni metody. Je-1li to
nutné, mohou byt v DNA vytvofeny bodové substituce vyhledané
pro optimalizaci  vazby, s pouZitim obvyklé kazetove
mutageneze nebo jiné metody proteinového inZenyrstvi,
napfiklad jak je popséna na tomto misté. Priprava polypeptidd
podle vynédlezu miZe také zaviset na znalosti aminokyselinové
sekvence (nebo odpovidajici sekvence DNA Ci RNA) biocaktivnich
proteinfl, jako naptriklad enzyml, toxind, rustovych faktoru,
bunéénych diferencia&nich faktord, receptory, antimetabolitu,
hormontl nebo riznych cytokini nebo lymfokinti. Takové sekvence
jsou publikované v literatufe a dosaZitelné prostfednictvim
po&itadovych databank. Napfiklad polypeptid podle vynélezu
miiZe byt konstruovany tak, Ze se napr. sklada
z jednofet&zcového Fv fragmentu a extraceluldrni  Césti
lidského soucasné stimulujiciho proteinu CD80 (B7-1)
pfipojeného prostfednictvim spojky (Gly4Serl)l. CD80 soucasneé
stimulujici protein pat¥i do rodiny Ig. Je to silné
glykosylovany protein o 262 aminokyselinach. Podrobnéjsi
popis byl publikovén v praci Freeman (J. Immunol., 143, 2714-
2722, 1989). Stabilni exprese miZe byt provedena Vv napf. DHEFR
deficitnich CHO bufikéch, Jjak popsédno v praci Kaufmann
(Methods Enzymol. 185, 537-566, 1990). Protein niZe pak byt

purifikovan diky své znalce His pfipojené na C-koncové Casti
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s pouZitim kolony Ni-NTA (Mack, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 92, 7021-7025, 1995).

Navic pfedkladany vynélez poskytuije slouceniny
obsahujici vy3e uvedeny polypeptid, polynukleotid nebo vektor
podle vynédlezu.

Predkladany vynadlez se vyhodné& tykad ptipravka, které
jsou farmaceutické  pripravky zahrnujici vySe uvedeny
polypeptid(y), polynukleotid(y) nebo vektor(y) podle
vynalezu.

Farmaceuticky pripravek podle pfedkladdaného vynalezu
miiZe dale zahrnovat farmaceuticky pfijatelny nosic. Priklady
vhodnych farmaceutickych nosi&d Jsou v oboru dobfe znamy
a zahrnuji fyziologické roztoky pufrované fosfaty, vodu,
emulze, jako napfiklad emulze olej/voda, riazné druhy
smaedel, sterilni roztoky, atd. Pfipravky =zahrnujici tyto
nosi¢e mohou byt formuloviny pomoci dobfe znamych obvyklych
metod. Tyto farmaceutické p¥ipravky mohou byt podavany
pacientovi ve vhodné davce. Podavéni vhodnych pfipravkd se
miZe provadét riznymi zplsoby napt. prostfednictvim
intravendézniho, intraperitoneéalniho, subkuténniho,
intramuskularniho, lok&dlniho nebo intradermédlniho podavéani.
Dévkovaci reZim bude ur&en ofZetfujici léka¥em a klinickymi
faktory. Jak je v lékafskych oborech dobfe znamo, davkovani
pro ka?dého pacienta zavisi na mnoha faktorech, vcCetné
velikosti pacienta, télesného povrchu, véku, konkrétni
sloudening, kterd m& byt podéavana, pohlavi, cCasu a zpusobu
podavani, obecném zdravotnim stavu a dalSich lécich, které
jsou podavany soulasné. Obecné davkovani p¥i pravidelném
podavani farmaceutického p¥ipravku by mé&lo byt v rozmezi 1 pg
a? 10 mg jednotek za den. JestliZe léCebny reZim je ve formé
souvislé infuze, mé&lo by byt davkovani také v rozmezi 1 pg az
10 mg jednotek na kilogram télesné hmotnosti za minutu. Ale

vyhodn&j3i davkovani pro kontinudlni infazi by mohlo byt



27

v rozmezi 0,01 ug aZ 10 mg jednotek na kilogram télesné
hmotnosti za hodinu. Obzvlast& vyhodnd davkovani jsou uvedena
nife. Pokrok miZe byt monitorovan periodickym vy$etfovanim.
Davka bude kolisat, ale vyhodné davkovani pro intravenodzni
poddvani DNA je pfibliZné 10° aZz 10' kopii molekuly DNA.
PFipravky podle vynadlezu mohou byt podavany lok&dlné nebo
systémove. Podéavani je vétSinou parenterdlni napt.
intravenézni, DNA miZe byt také podévana namifena na cilové
misto nap¥. biolistickou metodou na vnitfni nebo vnéjsi misto
uréeni nebo prostfednictvim katétru na misto Vv tepné.
Pripravky pro parenteralni podavani zahrnuji sterilni vodné
nebo roztoky Jjiné neZ vodné, suspenze a enmulze. Priklady
rozpoustédel jinych nez vodnych jsou propylenglykol,
polyetylenglykol, rostlinné oleje Jako olivovy olej a
organické estery vhodné pro injekci jako napfiklad etyloledt.
Vodné noside zahrnuji vodu, alkoholové/vodné roztoky, emulze
nebo suspenze, vietn& fyziologického roztoku a pufrovanych
médii. Parenterédlni vehikula zahrnuji roztok chloridu
sodného, Ringerovu dextrdzu, dextrézu a chlorid sodny,
Ringeruv roztok s laktatem nebo pevné oleje. Intravendzni
vehikula zahrnuji tekuté a vyZivné dopliiky, elektrolytové
dopliikv (jako ty zaloZené na Ringerové dextrdze) apod. Mohou
byt také pfitomny konzervaéni prostfedky a dalsi aditiva jako
napfiklad antimikrobidlni cinidla, antioxida&ni ¢&inidla,
chelatotvorna ¢inidla a inertni plyny apod. Navic,
farmaceuticky pfipravek podle pfedkléddaného vynalezu mazZe
zahrnovat proteinové nosice, jako napf. sérovy albumin nebo
imunoglobulin, vyhodné& lidského pavodu. Krom& toho Je
doporuceno, aby farmaceuticky p¥ipravek podle vynalezu
obsahoval dal3%i biologicky &inny pfipravek podle zamySleného
pouziti farmaceutického p¥ipravku. Takové agens miZe byt 1lék

pisobici na gastrointestindlni systém, 1ék plsobi jako
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cytostatikum, 1ék =zabrafujici hyperurikémii a/nebo molekuly
soucasné stimulujici T lymfocyty nebo v oboru znédmé cytokiny.

Pfedkladany vynélez pfedpokléddéd, Ze ruzné polynukleotidy
a vektdry podle vynalezu Jsou podavany bud samotné nebo
v jakékoliv kombinaci s pouZitim standardnich vektorl a/nebo
systémi pro podavéni genu, a voliteln& spolu s farmaceuticky
pfijatelnym nosilem nebo excipientem. Po podéani mohou byt
uvedené polynukleotidy nebo vektory trvale integrovany do
genomu pacienta.

Naproti tomu mohou byt pouZivany virové vektory, které
jsou specifické pro urcité bunky nebo tkané& a v uvedenych
bunikach perzistuji. Vhodné farmaceutické nosice a excipienty
jsou v oboru dobfe znamy. Farmaceutické pripravky pfipravené
podle vynadlezu mohou byt pouZivany pro prevenci nebo 1lécbu
nebo oddaleni rtznych chorob tykajicich se imunodeficitua
a malignit se vztahem k B lymfocytum.

Krom& toho je moZné pouZit farmaceuticky ptipravek podle
vynédlezu, ktery obsahuje polynukleotid nebo vektor podle
vynalezu v genové terapii. Vhodné systémy pro podavéni genu
zahrnuji 1lipozomy, systémy pro podédvani zprostfedkovaneé
receptory, nechranénou DNA a virové vektory, Jako Jsou
napriklad herpes viry, retroviry, adenoviry
a adeno-asociované viry. Dodadni  nukleovych kyselin na
specifické misto v organismu pfi genové terapii miZe byt také
uskuteéné&no pouZitim Dbiolistického systému pro pEenos
nukleové kyseliny, jako napfiklad systém popsany autorem
Williams (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 2726-2729, 1991).
Daldi metody pro podavéani nukleovych kyselin zahrnuji genovy
pfenos zprostfedkovany <Casticemi, jak popséno napf. autorem
Verma (Gene Ther., 15, 692-699, 1998). Rozumi se, Ze zavedené
polynukleotidy a vektory exprimuji genovy produkt po zavedeni
do uvedené bufiky a v tomto stavu vyhodné zstédvaji po dobu

5ivota uvedené bufiky. Napfiklad, bunéné linie, které trvale
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exprimuji polynukleotid pEi fizeni vhodnou regulacni
sekvenci, mohou byt konstruovidny podle metod odbornikovi
dob¥e  znémych. SpiSe neZ pouZitim expresnich vektoru
obsahujicich virové polatky replikace, jsou hostitelské burnky
transformovany polynukleotidem podle vynédlezu a markerem pro
selekci, bud ve stejném nebo samostatném plazmidu. Po
zavedeni cizorodé DNA jsou zkonstruované buniky péstovany po
dobu 1-2 dny v obohacenych médiich, a pak jsou pfemistény na
selektivni média. Marker pro selekci v rekombinantnim
plazmidu proptij&i resistenci a umoZni selekci bunék s trvale
integrovanym plazmidem do svych chromozomd, Kkteré rostou
a tvori loZiska, kterd mohou byt dale klonovéna a rozSifena
do buné&nych linii. Takto =zkonstruované bunécné linie Jsou
také pouZitelné zejména pro screening a detekci sloucenin
zapojenych do napf¥. interakci B a T lymfocytu.

MaZe byt pouZita celd Ffada selekénich systémd vcetné
nap¥. thymidinkindzy viru herpes simplex (Wigler, Cell, 11,
223, 1977), hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy
(Szybalska, Proc. Natl. Acad. Sci. UsA, 48, 2026, 1962)
a adeninfosforibosyltransferédzy (Lowy, Cell, 22, 817, 1980)
v tk-, hgprt- nebo aprt- buikidch, v daném pofadi, aniZ by
tento vy&et byl omezujici. Také mlZe byt pouZivana rezistence
k antimetabolitu, Jjako zdklad selekce S dhfr, ktery
propajcuje resistenci na metotrexdt (Wigler, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77, 3567, 1980, OUOHare, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 78, 1527, 198), gpt, ktery propujcuje resistenci na
kyselinu mykofenolovou (Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
78, 2072, 1981), neo, ktery propuajcuje resistenci na
aminoglykosid G-418 (Colberre~Garapin, J. Mol. Biol., 150, 1,
1981), hygro, ktery propujéuje resistenci na hygromycin
(Santerre, Gene, 30, 147, 1984), nebo puromycin (pat,
puromycin N-acetyltransferéza). Byly popsany dalSi geny pro

selekci, napfiklad trpB, ktery umoZiiuje bufikdm vyuZivat indol
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misto tryptofanu, hisD, ktery umoZfiuje bunikam zuZitkovat
histinol misto histidinu (Hartman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, 8047, 1988), a ODC (ornitindekarboxyléaza), ktera
propﬁjéﬁje resistenci na inhibitor ornitindekarboxylézy,
2-(difluorometyl)-DL-ornitin, DFMO (McCeclogue, V: Current
Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory ed., 1887).

V dal3im provedeni se predkladany vynélez tykéa
diagnostického pFipravku obsahujiciho kterykoliv z vySe
popsanych polypeptidd, polynukleotidd nebo vektort podle
vynalezu a volitelnych vhodnych prostfedkld pro detekci.

Polypeptidy podle vynélezu jsou také vhodné pro pouZiti
v imunotestech, ve kterych mohou byt pouZity v tekuté fazi
nebo navazany na pevny nosi¢. PPiklady imunotestuy, které
mohou pouZivat polypeptid podle vynalezu, Jsou kompetitivni
a nekompetitivni imunotesty bud p¥imé nebo nepfimé. Priklady
takovych imunotestt Jsou radioimunotest (RIA), sendvicovy
test (imunometricky test) a testovani pomoci westernového
prenosu (western blot).

Polypeptidy podle vynédlezu mohu byt vazany k mnoha
réznym nosi&lm a pouZity k izolaci bunék specificky
navédzanych na uvedeny polypeptidy. PEiklady znamych nosicu
zahrnuji sklo, polystyren, polyvinylchlorid, polypropylen,
polyetylen, polykarbonat, dextran, nylon, amyldzy, pfirozenou
a modifikovanou celulézu, koloidni kovy, polyakrylamidy,
agarbézu a magnetit. Pro ulely vynadlezu miZe byt nosic bud
rozpustny nebo nerozpustny.

Odbornikovi je znamo mnoho raznych znalek a metod
znacCeni. Priklady znacCek, které mohou byt pouZity
v predkladaném vynalezu, zahrnuji enzymy, radioizotopy,
koloidni kovy, fluorescen&ni sloucCeniny, chemiluminiscencni
sloudeniny a bioluminiscen&ni slouceniny, viz také provedeni

projednand vyse.
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Pfedkladany vynalez se také tykd pouZiti polypeptidu,
polynukleotidu a vektoru podle vyndlezu popsanych vySe pro
pfipravu farmaceutického pfipravku pro 1léCeni malignit
B lymfoéytﬁ, autoimunitnich chorob se vztahem k B lymfocytum
nebo deplece B lymfocytl.

Nedavné klinické studie s presmérovanou cytotoxickou
aktivitou lidskych T lymfocytu pomoci bispecifickych
protildtek prokdzaly slibné vysledky v 1éZeni refrakterni
Hodgkinovy nemoci (33), karcinomu prsu a vajeénikd (34-37)
a maligniho gliomu (38). S danymi fakty

~ Ze bsc protilatky diky své nizké molekulové hmotnosti
usnadfitji penetraci do nédoru (jak bylo prokazano pro
fragmenty Fab nebo Fv) (39), a

- Ze se ocekava, Ze bsc protilatky sniZi toxicitu
zavisejici na davce a davku omezujici, tato toxicita Jje
zplisobena systémovym uvolnénim cytokinl zprostfedkovanym Fc
Castmi obvyklych bispecifickych protilédtek (40), a

- Ze dokonce intaktni monoklondlni protilédtka (namifena
proti CD20) vedla k regresi nddoru v pokrocilych stadiich NHL
(41, 42),

se o&ekavalo - a skutelné bylo ukdzéno - Ze polypeptidy
podle vynalezu Jjsou =zajimavé molekuly, které pfispivajl
k dalsimu terapeutickému pokroku.

Ve vyhodném provedeni je tedy farmaceuticky pEipravek
podle vyndlezu pouZivany pro lécCeni nehodgkinskych lymfomu.

Rozmezi davek pFri podavani polypeptidd, polynukleotidd
a vektorll podle vynédlezu je dost velké, aby vyvolalo Zéadouci
U&inek, pFi kterém Jjsou zmirnény symptomy nemoci se vztahem
k B lymfocytam. Dé&vkovani by nemélo byt tak wvelké, aby
zplsobilo podstatné nepriznivé vedlejsi ucinky, jako
ne?adouci k¥iZové reakce, anafylaktické reakce apod. Obecng,
davkovédni se bude ménit podle véku, stavu, pohlavi a stadia

nemoci pacienta a miZe byt urleno odbornikem. Neni-1i Zadna
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kontraindikace, m@Ze byt davkovéni upraveno Jjednotlivym
lékatem. Predpokladd se, e rozmezi uvedené davky Je
stanoveno nap¥. 0,01 pg aZ 10 mg polypeptidu podle vynalezu.
Obzvlééfé vyhodné davkovani je 0,1 pg azi 1 mg, Jeste
vyhodn&jgi je 1 ug aZ 100 pg a nejvyhodné&jsi je davkovani
3 ug aZ 10 ug jak je napf. ukadzéno v pripojeném prikladu 7.

Krom& toho se vynalez tykéd zplsobu pro rozpoznani
sloudenin aktivujicich nebo soufasné stimulujicich T lymfocyt
nebo pro rozpoznani inhibitort aktivace a stimulace
T lymfocytu, zpusob zahrnuje

(a) péstovéani CD19 pozitivnich bunék (vyhodné
B lymfocyta) a T lymfocytd v pfitomnosti polypeptidu podle
vynalezu a, volitelné, v  pritomnosti sloZky schopné
poskytnout detekovatelny signdl Jjako odpovéd na aktivaci
T lymfocytu testovanou sloudeninou v podminkdch umoZiujicich
interakci slouCeniny s bunkami, a

(b) detekce pfitomného nebo nepfitomného signéalu
vznikajiciho interakci slouceniny s bunikami.

Toto provedeni je obzvla3té wuZiteCné pro testovani
kapacity sloudenin coby souasné stimulujicich molekul.
V tomto =zplsobu CD19 pozitivni bufika/B lymfocyt poskytne
primérni aktivadni signdl pro T lymfocyty, tudiZ se vyhne
klonotypovému receptoru T lymfocytu. Pak mbZe byt podle
vynalezu ur&eno, Kktera testovanéd sloucenina je Jje3te pot¥ebnéa
pro skutednou aktivaci T lymfocytu. Ve zplusobu podle vynalezu
CD19 pozitivni bufika/B lymfocyt pusobi jako stimulacni burka,
kterd spojuje bispecifické molekuly, které jsou véazany k CD3
komplexlim na povrchu stejného T lymfocytu. Biologické zpusoby
pro péstovéani, detekci a voliteln& 1 testovédni Jjsou
odbornikovi jasné.

Termin "sloudenina" ve zplsobu podle vyndlezu zahrnuje
jednu latku nebo wvelké mnoZstvi latek, které mohou nebo

nemusi byt totoZné.
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Uvedena sloudenina(y) miZe byt napfiklad obsaZena ve
vzorcich nap¥. bun&&nych extraktld z napf. rostlin, zvirat
nebo mikroorganismi. Krom& toho uvedené slouCeniny mohou byt
v oborqunémy, ale a? dosud nebylo zfejmé, Ze jsou schopné
inhibovat aktivaci T lymfocytu nebo Ze jsou pouZitelné jako
soufasné stimulujici faktor T lymfocytu. Mnoho sloucenin mizZe
byt nap¥. pfidano do kultivaéniho média nebo vstiiknuto do
bunky. JestliZe vzorek obsahujici slouceninu(y) je
identifikovan zpusobem podle vynélezu, pak Jje bud moiné
izolovat sloueninu z puvodniho vzorku, kdyZ je urceno, Ze
obsahuje pfrisluZnou sloueninu nebo puvodni vzorek maZe byt
didle rozd&len, napfiklad JestliZe se skladda =z velkého
mnofstvi ruznych slou&enin, aby se zredukoval pocet ruznych
latek ve vzorku a zpusob se dale opakuje s cCéstmi puvodniho
vzorku. Jestli wuvedeny vzorek nebo sloufenina projevuji
poZadované vlastnosti pak muZe byt urleno pomoci metod
v oboru znamych, jako napfiklad popsanych zde a v pfipojenych
pfikladech. V zavislosti na sloZitosti vzorkd mohou byt vyse
popsané kroky provedeny nékolikréat, vyhodné& aZ dokud vzorek
ur&ovany zplsobem podle vyndlezu obsahuje pouze omezeny pocet
latek nebo pouze jednu latku. Uvedeny vzorek vyhodné zahrnuje
l14tky podobnych chemickych a/nebo fyzikalnich vlastnosti
a nejvyhodn&ji Jsou uvedené léatky totoZne. Zplsoby podle
pfedklédaného vynalezu mohou byt docela dobfe provadény
a navrZeny odbornikem nap¥iklad ve shodé s Jjinymi testy
zaloZenymi na bufkach, které jsou popsany ve stavu techniky
nebo pouZitim a modifikaci metod, Jjak Jje popséno
v pFipojenych p#ikladech. Kromé& toho odbornik hned pozna,
které daldi sloudeniny a/nebo buiky mohou byt pouZity pro
provadéni zplsobd podle vynadlezu, napfiklad interleukiny nebo
enzymy, Dbude-1li to nezbytné, které konvertuji urcitou
sloudeninu na prekurzor, ktery dale stimuluje nebo potlacuje

aktivaci T lymfocytu. Takové adaptace zpusobu podle vynélezu
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jsou ve schopnostech odbornika a mohou byt provadény bez
nadbytecného experimentovéni.

Slouceniny, které mohou byt pouZity ve shodé se zplUsobem
podle pfedklédaného vynadlezu, zahrnuji peptidy, proteiny,
nukleové kyseliny, protildtky, malé organické meclekuly,
ligandy, peptidomimetika, PNA apod. Uvedené slouceniny mohou
také byt funkénimi derivaty nebo analogy znédmych aktivatorl
nebo inhibitorad T 1lymfocytd. Zpusoby pfipravy chemickych
derivatd a analogli jsou odbornikovi dobfe znadmy a Jsou
popsény naptiklad autorem Beilstein (Handbook of Organic
Chemistry, Springer edition New York Inc., 175 Fifth Avenue,
New York, N.Y. 10010 U.S.A. and Organic Synthesis, Wiley, New
York, USA). Kromé& toho uvedené derivaty a analogy mohou byt
testovany na své pusobeni podle zplUsobl v oboru znamych nebo
jak Jje popséno napriklad v ptfripojenych prikladech. Mimoto
mohou byt pouZita peptidomimetika a/nebo pocitaem navriené
vhedné aktivatory nebo inhibitory aktivace T lymfocytu
napfiklad podle zpusoba popsanych niZe. Mohou byt pouZity
vhodné pocitadové programy pro identifikaci interaktivnich
mist pfedpokladdaného inhibitoru a antigenu podle vynédlezu prfi
vyhledavani komplementéarnich strukturédlnich motiva
prostfednictvim politace (Fassina, Immunomethods, 5, 114-120,
1994). Dal3i vhodné politalové systémy pro navrhy proteinu
a peptidli pomoci poclitae Jsou popsany ve stavu techniky
naptiklad autory Berry (Biochem. Soc. Trans., 22, 1033-1030,
1994), Wodak (Ann. N.Y. Acad. Sci., 501, 1-13, 1987), Pabo
(Biochemistry, 25, 5987-5991, 1986). Vysledky ziskané z vys3e
popsanych po&italovych analyz mohou byt pouZity v kombinaci
se zpUsobem podle vynadlezu pro napf. optimalizaci znamych
aktivatort nebo inhibitorua T lymfocytu. Vhodné
peptidomimetika mohou také Dbyt identifikovana syntézou
peptidomimetickych = kombinatoricky knihoven prostfednictvim

postupné chemické modifikace a testovani vyslednych sloucenin
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nap¥. podle metody popsané na tomto misté a Vv pfipojenych
pfikladech. Zpusoby pro tvofeni a pouZiti peptidomimetickych
kombinatorickych knihoven Jsou popsany ve stavu techniky
napfikléd autory Ostresh (Methods in Enzymology, 267, 220-
234, 1996) a Dorner (Bioorg. Med. Chem., 4, 709-715, 1996).
Krom& toho trojrozm&rné a/nebo krystalografickée struktury
inhibitor nebo aktivatord interakce B lymfocyt/T lymfocyt
mohou byt pouZity pro navrh peptidomimetickych inhibitortl
nebo aktivatort aktivace T lymfocytu, které Jjsou testovany
zplisobem podle vynadlezu (Rose, Riochemistry, 35, 12933-12944,
1996, Rutenber, Bioorg. Med. Chem., 4, 1545-1558, 1996).

Struéné releno, predkladany vyndlez poskytuje zpusoby
identifikace sloudenin, které jsou schopné modulovat imunitni
reakce zprostfedkované B lymfocytem/T lymfocytem.

Slouleniny, u kterych Jje =zji3téno, Ze aktivujl reakce
zprostfedkované B lymfocytem/T lymfocytem, mohou byt pouZity
pro lédeni karcinom@l a pfibuznych nemoci. Navic miZe byt také
moZné specificky inhibovat virové choroby, a tim zabréanit

- 2z

virové infekci nebo &ifeni viru. Slouleniny identifikované
jako supresory aktivace nebo stimulace T lymfocytu mohou byt
pouZity ptri organové transplantaci, aby =zabranily rejekci
Stépu, viz také vyse.

Je tudiZ o&ekavéno, Ze slouCeniny identifikované nebo
ziskané zpusobem podle pFfedklddaného vynalezu budou velice
uZitedné pro diagnostiku a pfedevdim pro lé&ebné aplikace.
Proto se v daldim provedeni vynalez tykd =zpusobu produkce
farmaceutického pripravku obsahujicihe formulaci sloulenin
identifikovanych v kroku (b) vySe popsaného zpusobu podle
vynalezu ve farmaceuticky pfijatelné forme. Kromé toho se
pfedpoklada, Ze uvedend sloZka mbZe byt modifikovand pomoci
peptidomimetika. ZplUsoby tvofeni a pouZiti peptidomimetickych
kombinatorickych knihoven 3jsou popsany ve stavu techniky

napfiklad autofi Ostresh (Methods in Enzymology, 267, 210-



[ XX N}
[ XY K]

36

234, 1996), Dorner (Biocorg. Med. Chem., 4, 709-715, 1996),
Beeley (Trends Biotechnol., 12, 213-216, 1994) nebo al-Obeidi
(Mol. Biotech., 9, 205-223, 1998).

Lééebné pouZitelné slouCeniny identifikované zpUsobem
podle vynalezu mohou byt pacientovi podavany prostfednictvim
jakéhokoliv vhodného zplsobu pro konkrétni sloudeninu napt.
peroralné, intravendzng, parenteralné, transdermalné, ptes
sliznice nebo pomoci chirurgického zakroku nebo implantatu
(nap¥. slouenina je ve formé& pevné nebo polotuhé biologicky
kompatibilni a resorbovatelné matrix) v misté&, kde je Zéadoucil
plisobeni slouceniny nebo blizko tohoto mista. Prislusné
1é&ebné davky jsou urleny odbornikem, viz vyse.

Krom& toho pfredklddany vynélez poskytuje zpusob pro
l1éeni malignit B lymfocytdl, autoimunitnich chorob se vztahem
k B lymfocyttm nebo deplece B lymfocytd a/nebo zplsob
oddalujici patologicky stav, ktery Je vyvolany poruchami
B lymfocytfi, tento zplsob =zahrnuje zavedeni polypeptidu,
polynukleotidu nebo vektoru podle vynadlezu do savce
postiZeného uvedenou malignitou, nemoci a/nebo patologickym
stavem. Krom& toho je vvhodny, Ze uvedeny savec je Clovék.

Toto a daldi provedeni jsou popséna a obsaZena V popisu
a prikladech predkléddaného vynalezu. Dalsi literatura
tyvkajici se jakékoliv protiléatky, zplsobu, pouziti
a slouenin pro pouZiti podle predkladaného vynélezu, mGzZe
byt vyhledéana ve vefejnych knihovnéach a databazich,
s pouZitim napfiklad elektronickych zatizeni. Napfiklad miZe
byt vyuZita vefejnd databidze "Medline", kterd je dosaZitelné
na Internetu napfiklad pod adresou:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ PubMed/medline.html.
Dal3i databdze a adresy, jako napfiklad:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,
http://www.infobiogen. fr/,
http://www.fmi.ch/biology/research_tools.html,
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http://www.tigr.org/,
jsou odbornikovi znadmy a mohu také byt ziskdny pouZitim nap?.
http://www.lycos.com.

P¥ehled patentovych informaci v biotechnologii a p¥fehled
daleZitych zdroji patentovych informaci pouZitelnych pro
retrospektivni hledédni a pro pf¥fehled o soucasnych znalostech

je podén v préaci autora Berks (TIBTECH, 12, 352-364, 1994).

Popis obréazkli

Obrézek 1: SDS-PAGE: barveni Coomassie modf¥i purifikovaného
bscCD19xCD3 fragmentu S riznymi mnoZstvimi proteinu.

Molekulovad hmotnost (kD) standardu je vyznacend nalevo.

Obrézek 2: FACS-analyza s bscCD19xCD3 (200 ug/ml) v riznych
CD19-pozitivnich B bunéénych 1liniich (BJAB, SKW6.4, Blin-1,
Daudi, Raji), v CDl9-negativni B bunécné linii BL60 a s CD3-
pozitivnimi bunkami Jurkat a primdrnimi lidskymi PBMC.

PreruSované Cary oznacuji negativni kontroly.

Obrazek 3: Cytotoxicita bscCD19xCD3 v testu uvolifiovani Z'Cr
s nestimulovanymi lidskymi PBMC a ruznymi B bunécnymi
liniemi. Pomér efektor:cilovd bunka (pomér E:T) byl 10:1,
doba inkubace 4 hodiny. Smérodatnd odchylka wve vEech trojich

opakovénich byla pod 7%.

Obrazek 4: Test <cytotoxicity pomoci uvolnovani  chrdmu
S nestimulovanymi primdrnimi lidskymi PRL proti
plasmacytomovym bunéénym liniim L363 a NCI a lymfomové

bunééné linii Daudi, pomér E:T 20:1, doba inkubace 8 hodin.
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Obrédzek 5: Inhibice cytotoxicity bscCD19xCD3 z&kladni anti-
CD19 protildtkou v testu uvoliovéni chrdému, doba inkubace 8

hodin, pomé&r E:T 20:1, koncentrace bscCD19xCD3 1 ng/ml.

Obrédzek 6: Test cytotoxicity s nestimulovanymi PBMC proti
burnikdm Daudi po p¥idadvédni stoupajiciho mnoZstvi EGTA, pomér

E:T 10:1, doba inkubace 4 hodiny.

Obrézek 7: cytotoxicita bscCD19xCD3 v testu uvoliiovani °!Cr
s nestimulovanymi lidskymi PBMC a bunkami Blin-1 jako
cilovymi bufikami p¥i ruznych pomérech E:T, doba inkubace
4 hodiny, koncentrace konvenc¢ni bispecifické protilatky
3 ug/ml, koncentrace bsc 17-1AxCD3 100 ng/ml, E:T pomér jak

uvedeno.

Obrédzek 8: DNA sekvence a proteinovd sekvence bscCD19xCD3
protilatky (varianta obsahujici znacku FLAG). Cisla udéavaji
pozice nukleotidd (nt), odpovidajici aminokyselinovad sekvence
Jje zobrazena pod nukleotidovou sekvenci. DNA sekvence
kébdujici bispecifickou protilédtku zacind v pozici 1 a konci
v pozici 1593. Prvnich $Sest nt (pozice -10 aZ -5)
a poslednich 8est nt (pozic 1596 aZ 1601) obsahuje Stépna
mista restrikénich enzymd EcoRI a SallI, v tomto poradi.
Nukleotidy 1 aZ 57 specifikuji vedouci sekvenci, nukleotidy
82 aZ 414 a 460 aZ 831 kdéduji VviCD19 a VyCD19, v tomto pofadi,
nukleotidy 847 aZz 1203 a 1258 aZ 1575 kdédduji VvygCD3 a V.CD3,
v tomto po¥adi, a nukleotidy 1576 aZ 1593 kédujil znacku His.

Obrazek 9: Deplece primdrnich (malignich) CD19+ B lymfocytu
odvadénim autolognich primdrnich T lymfocytl prostfednictvim
bscCD19xCD3.

A) vychozi-bod (t = 0): n = 3 x 10° PBL/jamku bylo

vyseto na 24-jamkovou tkafiovou kultivacni misku v objemu 1 ml
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média RPMI 1640, doplnéného 10% FCS. Je ukéadzéno pocatecni
procento CD19" B lymfocytt, jakoZ i CD4'- a CD8" T lymfocytu.
B-G) relativni po&ty B a CD4'- a CD8" T lymfocytd po
t =25 dhech inkubace v 37°C/5% CO, v nepfitomnosti (B-C) nebo
pfitomnosti (D-G) bscCD19xCD3 (koncentrace Jsou ukéazany) se
60 U/ml IL-2 nebo bez né&j. Negativni kontroly obsahovaly bud
bispecifickou jednofetézcovou protilatku (17-1AxXCD3)
s irelevantni specifitou pro cilovou bunku nebo neobsahovaly

Zédnou bispecifickou protilétkou (C).
Obrézek 10: Purifikacni kroky pro bscCD1S9xCD3.

Obrédzek 11: SDS-PAGE analyza Cistoty bscCD19xCD3. Je ukézan
SDS-polyakrylamidovy gel s 4-12% gradientem barveny koloidni
Coomassie modfi. Drdhy 1 a 6, standardy molekulové velikosti,
drdha 2, supernatant bunécné kultury, drédha 3, aktivni frakce
z kationtové vyménné chromatografie, drédha 4, aktivni frakce
z afinitni chromatografie s cheldty kobaltu, dradha 5, aktivni
frakce z gelové filtrace. Bylo analyzovdno stejné mnoZstvi
proteinu (2 ug) 2ze supernatantu bunéfné kultury a ruzné
frakce z kolon. Velikost standardd molekulové hmotnost v kD

je ukédzéna napravo. Sipka ukazuje pozici bscCD19xCD3.

Obrazek 12: Kationtovd vyménnad chromatografie bscCD19xCD3.
Koncentrace proteinu byla méfena pomoci absorpce ve 280 nm
(mAU, vlevo). Eluéni profil proteinu je ukdzadn plnou carou.
Profil stupniovitého gradientu NaCl je vyznaCen pfimou plnou
¢arou (%B, vpravo) a sebrané frakce jsou oznaceny
pferudovanymi c&arami. bscCD19xCD3 byla detekovéna ve frakci

Fé6.

Obrézek 13: Afinitni chromatografie s cheldty kobaltu

bscCD19xCD3. Koncentrace proteinu byla méfen pomoci absorpce
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ve 280 nm (mAU, vlevo). Elu¢ni profil proteinu je ukéazéan
plnou c&arou. Imidazolovy gradient Jje vyznalen pfimou plnou
Carou (%B, vpravo) a sebrané frakce Jsou oznaceny
pferuéoﬁanYmi Carami. bscCD19xCD3 byla detekovédna ve frakci

F7.

Obrazek 14: Gelovd filtrace anti-CD19XANTI-CD3. Koncentrace
proteinu byla mé¥en pomocl absorpce ve 280 nm (mAU, vlevo).
Elu¢ni profil proteinu Jje ukézadn plnou carou. PreruSované
cary oznacuji sebrané frakce. bscCD19xCD3 byla nalezena ve

frakci F7 odpovidajici molekulové velikosti pribliZné 60 kD.

Obrézek 15: Hladiny gamaglutamyltransferédzy (GGT) v krvi jako
reakce na oSetfeni s bscCD19xCD3. GGT hodnoty byly urceny
standardni klinickou biochemickou metodou a jsou vyjadieny
v jednotkéach/1l. Casovad osa ukazuje dny (d) od zadatku prvniho
podéni 1léku a hodiny (h) po Jjednotlivych dal$ich podanich
1éku, =za&inajic nulou. Sipky oznauji Casové body podavani

léku.

Obrédzek 16: Ultrazvukové méfenl sleziny pacienta A-B.

A: UrcCeni velikosti sleziny datované 12. dubna, 1999,
pfed 1écbou bscCD19xCD3. Obréazek ukazuje zvétSenou slezinu
(velikost 146 mm x 69,2 mm), coZz Jje zavinéno 1infiltraci
malignimi B lymfocyty.

B: Urceni velikosti sleziny datované 16. dubna, 1999, po
lécbé 3 ng 14. dubna, nésledovanymi 10 pg 15. dubna. Obrazek
ukazuje zmenSovani sleziny na velikost 132 mm x 58,9 mm
zpusobené systémovou 1léc¢bou s bscCD19xCD3. Nesrovnalosti
jednotlivych mé&¥eni velikosti ukézanych v tabulce 1 Jsou
vysvétlené urdovanim velikosti orgdnu v rlznych prostorovych
rovindch na zakladé& ultrazvukového vy3etfeni. Tyto dva

rozméry Jjsou oznaceny (+) a (x).
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Obrédzek 17: PocCty leukocytll v krvi jako odpovéd na 1écbu
s bscCD19xCD3. Po&et leukocytd je uveden v 10°/1litr. Casova
osa ukézuje dny (d) od zacatku prvniho podani 1léku a hodiny
(h) po jednotlivych dalSich podénich 1léku, =zacinajic nulou.

Sipky oznacuji Easové body podavéani léku.

Obrazek 18: Hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP) v krvi jako
odpovéd na 1éCbu s bscCD19xCD3. CRP hodnoty byly uréeny
standardni klinickou biochemickou metodou a Jsou vyjadfeny
v mg/dl. Casova osa ukazuje dny (d) od zadatku prvniho podani
léku a hodiny (h) po Jjednotlivych dalSich podénich 1éku,

za¢inajic nulou. Sipky oznaduji &Easové body podavani léku.

Obrédzek 19: Hladiny nédorového nekrotického faktoru-alfa
(TNF) v krvi jako odpovéd na 1lécbu s bscCD19xCD3. TNF hodnoty
byly urceny pomoci testu ELISA a jsou vyjadfeny v ng/ml.
Casova osa ukazuje dny (d) od za&atku prvniho podéni 1léku
a hodiny (h) po jednotlivych daldich podénich 1léku, zacinajic

nulou. Sipky oznaluji Casové body podavani léku.

Obréazek 20: Hladiny interleukinu-6 (IL-6) v krvi jako odpovéd
na lécbu s bscCD19xCD3. IL-6 hodnoty byly ureny pomoci testu
ELISA a jsou vyjadfeny v pg/ml. Casovd osa ukazuje dny (d) od
zaCétku prvniho podédni 1léku a hodiny (h) po Jjednotlivych
dal3ich podéanich 1léku, za&inajic nulou. Sipky oznaduji &asové

body podavéni léku.

Obrazek 21: Hladiny interleukinu-8 (IL-8) v krvi jako odpovéd
na lécbu s bscCD19xCD3. IL-8 hodnoty byly urceny pomoci testu
ELISA a jsou vyjadfeny v pg/ml. Casovad osa ukazuje dny (d) od
zaCadtku prvniho podani 1léku a hodiny (h) po Jjednotlivych

ecsee
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dals3ich podanich 1léku, zacinajic nulou. Sipky oznacuji Casové

body podavani léku.

Obrézek- 22: hladiny alfa fetézce rozpustného receptoru
interleukinu-2 (IL-2R) v krvi jako odpovéd na 1lécbu
s bscCD19xCD3. IL-2R hodnoty byly urceny pomoci testu ELISA
a jsou vyjadfeny v jednotkdch/ml. Casova osa ukazuje dny (d)
od zadatku prvniho podani 1léku a hodiny (h) po jednotlivych
dal3ich podénich léku, zacinajic nulou. Sipky oznaduji Casové
body podavani léku.

Vyndlez bude nyni podrobné&ji popsadan a vysvétlen
prostfednictvim nasledujicich biologickych ptfikladd, ktere
jsou pouze ilustrujici a rozsah pfedklddaného vynélezu nijak

neomezuji.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Klonovani variabilnich (V) imunoglobulinovych domén

Domény V lehkého fetézce(VL) a V tézkého rfetézce (VH)
z hybridomu HD37 (22) byly klonovdny podle standardni PCR
(polymerazova reté&zova reakce) metody (23). cDNA syntéza byla

provadé&na s oligo-dT primery a Tag polymerazou.

Seznam primeru

57 Ll:

GAAGCACGCGTAGATATCKTGMTSACCCAA [sekvence id. ¢&. 1]
37 K:

GAAGATGGATCCAGCGGCCGCAGCATCAGC [sekvence id. ¢. 2]

[ X R R
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57 H1:
CAGCCGGCCATGGCGCAGGTSCAGCTGCAG [sekvence id. ¢. 3]
37 G:

ACCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGG [sekvence id. ¢. 4]

5° VLBSRRV:

AGGTGTACACTCCATATCCAGCTGACCCAG [sekvence id. &. 5]

37 VLGS15:

GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCTTT [sekvence id. ¢. 6]

5° VEGS15:

GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCTCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG
[sekvence id. &. 7]

3 VHBspEl:

AATCCGGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCT [sekvence id. ¢&. 8]

Pro amplifikaci V domén prostfednictvim PCR byly pouzity
primery 5° L1 a 3° K, ohrani¢ujici doménu Vy, a 5" Hl a 3" G
pro t&Zky Feté&zec =zaloZeny na primerech popsanych Dibel et
al. (24).

CDNA anti-CD3 scEv fragmentu laskavé poskytl

A. Traunecker (25).
Priklad 2

Konstrukce bispecifickych jednofetézcovych fragmentt

a eukaryotickd exprese

Aby byl ziskan anti-CD19 scFv-fragment, odpovidajici VL-
a VH-oblasti klonované do samostatnych plazmidovych vektorh
slouzily Jjako templdty pro VL- a VH-specifickou PCR
pouZivajici péary oligonukleotidovych primerad 5° VLBSRRV/3’
VLGS15 a 5° VHGS15/3° VHBspEI, Vv tomto pofadi. Tim byly
vlioZeny ptfekryvajici se komplementdrni sekvence do PCR

produktt, které byly spojeny za vzniku kdédujicli sekvence
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15-aminokyselinové (GlysSer;); spojky béhem nédsledujici fuzni
PCR. Tento amplifikac¢ni krok byl proveden s pdrem primerd 5°
VLB5RRV/3" VHBspEI a vysledny fuzni produkt (nebo spise anti-
CD19 séFv—fragment) byl 3tépen restrikénimi enzymy EcoRV a
BspEI, a tak klonovdn do vektoru BluescriptKS- (Stratagene)
obsahujicim bud (EcoRI/Sall-klonovanou) kdédujici sekvenci
anti-17-1A/anti-CD3 bispecifické jednoretézcové protilatky
s N-koncovou znackou FLAG [1] nebo sekvenci modifikované
verze bez epitopu FLAG (21), ¢imZ byla nahrazena anti-17-1A-
specifita specifitou anti-CD19 a uchovéna 5 aminokyselinova
(GlysSer;); spojka spojujici C-koncovy anti-CD3 scFv fragment,
v daném poradi. Pak byly DNA fragmenty kédujici obé verze
anti-CD19/anti-CD3 bispecifickych jednofetézcovych protilétek
S uspofadanim domény VLep1s—VHep19—VHeps~VLeps subklonovéany
EcoRI/Sall do popsaného expresniho vektoru pEF-DHRF [1],
podle poradi. Vysledné plazmidové DNA byly transfekovany do
DHFR-deficitnich CHO lymfocytl pomoci elektroporace: selekce,
genova amplifikace a produkce proteinu byla provadéna jako
popsédno [l]. V néasledujicich pfrikladech jsou vysvétlené
vysledky ziskané s verzi bscCD19xCD3 obsahujici FLAG.

Purifikace bscCD19xCD3 =ze supernatantu transfekovanych
CHO bunek poskytla 4 mg na litr tkanového supernatantu.
Bsc-Ab byla purifikovand ©prostfednictvim své C-koncové
histidinové znacky pomoci afinitni chromatografie na koloné
Ni-NTA, Jjak Jje popsdno [1]. Bsc-Ab byla eluovéna z kolony
Ni-NTA  jako zfetelny vrchol  pfi imidazolu v  200mM
koncentraci. SDS-PAGE byla provadéna podle Laemmli (26) s 12%
gelem, a pak nésledovalo barveni Coomassie briliantovou mod¥i
R250 pro analyzu purifikace bsc-Ab. Vysledky analyzy SDS-PAGE
(obr. 1) ukazuji predpokladanou velikost bsc-Ab (60 kD).

(XX R
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Priklad 3
Vazebné vlastnosti bsc-AbCD19xCD3

Vazebné specifity bsc-Ab pro CD3 a CD19 byly prokazany
pomoci analyzy prutokovou cytometrii na CD3-pozitivnich
bunkach Jurkat, 1lidskych PBMC a nékolika ruznych CD19-
pozitivnich bunéénych liniich lymfomd z B lymfocytl, vcetné
Blin I, SKW6.4, Daudi, BJAB a Raji. CD19-pozitivni B bunééné
linie Daudi, Raji, BJAB (Burkitttv lymfom), SKW6.4 (lidské
B lymfocyty transformované EBV) a Blin-1 (linie pre-B
lymfocytll) byly pouZity pro analyzu prltokovou cytometrii
a testy uvolnovani chrému. Jurkat Jje CD3-pozitivni bunécna
linie T lymfocytli, BL60 a plasmocytomové buné&fné linie NCI
a L363 jsou negativni na obé povrchové molekuly, CD3 a CD19.
Bunéc¢né linie Dbyly péstovény v kompletnim RPMI 1640
(Biochrom) s 10% FCS (GIBCO).

1 x 10° buné&k bylo promyto PBS, resuspendovédno ve 200 pl
PBS s 10 % Vernimmun (Centeon, Marburg, Némecko) a 0,1 % NaN;
a inkubovéno 30 minut wve 4°C. Po centrifugaci (100 x g,
5 minut) byly bunfiky inkubovany v 50 pl bscCD19xCD3 (200 pg/ml
v PBS s 10 % Venimmun a 0,1 % NaN3) 30 minut ve 4°C. Bulky
byly dvakrdt promyty PBS. Pro detekci bsc-ARb byla pouZita
protilétka proti znacce His (Dianova) konjugovand s FITC.
Jako negativni kontroly slouZzily irelevantni bsc-Ab
17-1A%CD3, produkovand pomoci stejného expresniho systému
jako bscCD19xCD3, nebo protildtka proti samotné znacce His.
Prlitokova cytometrie byla provddéna na pristroji Becton
Dickinson FACScan. U bunék BL60, které neexprimuji ani CD1S

ani CD3, nebyla zjisSténa Za&dné& vazba (obr. 2).
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Priklad 4

Cytotoxickd aktivita bsc-AbCD19xCD3 proti CD19-pozitivnim
lymfomoVYm bunkéam

V testu uvolflovani °'Cr se ukazalo, Ze protilatka
bscCD19xCD3 Jje vysoce cytotoxickd pro nékteré lymfomové
bunécné linie (obradzek 3). Lidské mononukledrni Dbunky
periferni krve (PBMC), JjakoZto efektorové Dbunky, byly
izolovany z Cerstvé sraZenych leukocytud (,buffy coath)
ndhodnych darct gradientovou centrifugaci S pouZitim
Lymphoprep™ (Nycomed) s nasledujici centrifugaci 100 x g pro
odstranéni  trombocyttd. CD19-pozitivni B lymfocyty Dbyly
odCerpany pouzitim Dynabeads® M-450 CD19 (Dynal). Ochuzené
bunécné populace byly analyzovany pomoci prutokové cytometrie
(Becton Dickinson), ktera ukéazala 99% depleci CD19-
pozitivnich bun&k. PBMC byly inkubovédny pfes noc ve 37°C,
5% CO;, Jako «cilové bunky byly pouZity CD19-pozitivni
B bunéc¢né linie (Raji, Blin I, Daudi, BJAB, SKW6.4).

Cytotoxicita byla mé¥fena ve standardnim testu uvoliovani
chrému na 96-jamkovych destic¢kédch s kulatym dnem (Nunc)
s pouZzitim kompletniho média RPMI 1640 (Biochrom) s 10% FCS
(GIBCO) .

Nestimulované PBMC byly pfidany v objemu 80 pl média do
kaZdé jamky obsahujici 20 pl bsc-Ab v rlznych koncentracich.
Pak bylo pf¥idano 100 pl cilovych bunék (1 x 10% zna&enych
*cr, destidky byly stoeny 3 minuty v 100 x g a inkubovany
4 hodiny ve 37°C, 5 % CO,. Po dalsi centrifugaci bylo
odstranéno 50 pl supernatantu a testovdno na uvolnény *lcr
v pocditadi gama impulzd (TopCount, Canberra Packard).

Spontanni  uvoliiovani bylo méfeno  pomoci inkubace
cilovych bun&k bez efektorovych bunék nebo protiléatek

a maximalni uvolfiovédni bylo ur&ovano pomoci inkubace cilovych
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bunék s 10% TritonX-100. Inkubace cilovych bunék s bscAb bez
efektorovych bunék nemé&la za nasledek mé&fitelnou lyzi bunék.

Procento specifické lyze bylo vypoliténo takto: nespecifické

uvolfiovédni (%)=[(cpm, experimentdlni uvolifiovani) - (cpm,
spontanni uvolfiovani)]/[(cpm, maxim&lni uvoliovani) - (cpm,
spontadnni uvolfiovdni)] x 100. V3echny pokusy byly provadeény

ve trojim opakovani (triplikétech). SD mezi triplikéaty byla
ve v3ech experimentech pod 6%. Aby byly pfibliZeny podminky
in vivo pouzili pavodci vynélezu JjakoZto efektorové bunky
nestimulované PBMC od zdravych darcu. Rychléd  indukce
cytotoxicity bé&hem 4 hodin byla pozorovédna bez Zadné
pfedbé&Zné stimulace T lymfocytl. Kontrolni Dbsc-protilatka
s odliSnou nadorovou specifitou (bscl7-1AxCD3), ale vytvafena
stejnym systémem jako protilétka bscCD19xCD3, vykédzala
lyza&ni aktivitu nevyznamné vy35i neZ médium coby pozadi.
Kromé& toho nebyla pozorovana Zadnad cytotoxickd aktivita pfil
pouZziti plasmocytomovych buné&énych 1linii NCI a L363, které
neexprimuji CD19, jako cilovych bunék (obrazek 4.
V kompetitivnich testech pouZivajicich stoupajici mnoZstvi
CD19-specifické =zakladni monoklondlni protilatky HD37 byla
cytotoxickd aktivita DbscCD19xCD3 téméF uplné Dblokovana
(obrazek 5). Tyto kontroly ukazuji, Ze cytotoxicky ulinek
zprostfedkovany  bscCD19xCD3 je antigen-specificky. Pro
ziskédni vice informaci o molekuldrnim mechanismu, kterym
bscCD19xCD3 protildtka ni&i CD19-pozitivni cilové bunky,
zkouSeli puavodci vynalezu blokovat cytotoxicitu
zprostredkovanou bscCD19xCD3 prostfednictvim EGTA. Jak
ukdzano na obrazku 6, cytotoxickd aktivita bscCD19xCD3 miZe
byt Uplné zablokovéna prostfednictvim EGTA, coZ ukazuJe, Ze
specificka lyze je spi3e u&inek zprostfedkovany T lymfocyty
(pravd&podobn& pfes metabolickou dradhu perforinu) neZ primé

pisobeni protilatky samotné (nap¥. indukce apoptdzy).
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P¥i pouZiti nestimulovanych T lymfocytd byl pozorovan
vyznamny cytotoxicky u&inek proti bufikdm Blin I dokonce pfi
koncentracich protilatky pod 1 ng/ml (obradzek 7). Dokonce pfi
pomérné' nizkém pomé&ru E:T (5:1, 2,5:1) a pfi velmi nizké
koncentraci protilétky 10 az 100 pg/ml, protiléatka
bscCD19xCD3 rychle indukovala specifickou cytotoxickou
aktivitu nestimulovanych T lymfocytd (obrazek 7). Na rozdil
od toho, konven&ni bispecifickd protildtka CD19XCD3 vytvofena
pomoci techniky hybridu-hybridomu (5-17, 27) nevykézala
v té&chto podminkdch vyznamnou cytotoxickou aktivitu ani pZfi
koncentracich aZ% 3000 ng/ml (obrazek 7). Tato konvencni
bispecificka protilatka vyZadovala dal$i pfedbé&Znou stimulaci
T lymfocyt a vysoké Kkoncentrace protildtek pribliZné
100 ng/ml, aby indukovala cytotoxicitu specifickou pro
T lymfocyty (neukdzéno), coZ Jje v souhlase s literaturou

(5=7, 27).

Priklad 5

Deplece primarnich (malignich) B lymfocytl prostfednictvim
autolognich T lymfocytn ptes cytotoxickou aktivitu

bscCD19xCD3

Aby se urcila cytotoxickd aktivita bscCD1SxCD3 na
primérni maligni B lymfocyty, mononukledrni buniky periferni
krve (PBMC) pacienta nemocného B CLL (chronicka lymfaticka
leukémie typu B) byly izolovédny pomoci centrifugace na
hustotnim gradientu Ficollu. Tyto butky byly nepfetrzite
péstovany v pritomnosti nebo nepritomnosti bscCD19xCD3 po
dobu 5 dnt ve 37°C/5% CO, v médiu RPMI 1640 doplnéném 10% FCS
a, voliteln&, 60 U/ml IL-2. Analyza prlitokovou cytometrii
odhalila, Ze lymfocyty periferni krve (PBL) tohoto

konkrétniho pacienta (ktery byl pozdéji systémové lécCen

L XN ]
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s bscCD19xCD3, viz pfiklad 7) s NHL (nehodgkinsky lymfom)
obsahovaly 92,6 % CD19-pozitivnich B 1lymfocytd (=cilové
butiky) a 7,4 % CD3-pozitivnich T lymfocytl (=efektorové
buiky) pfi pom&ru T lymfocytd CD4/CD8 2,6 : 4,8. Prevaina
vét3ina té&chto CD19-pozitivni B 1lymfocytd se skladala
z malignich buné&k. Na 24-jamkové tkanové kultivacni desticky
byl vyseto 3x10° PBL/ml na jamku v objemu 1 ml. Jako
negativni kontroly slouZilo kultivaéni médium plus IL-2
a kultivaéni médium plus IL-2 s irelevantni bispecifickou
jednofet&zcovou protilatkou bscl7-1AxCD3 (1) v koncentraci
0,5 pg/ml. Jak je ukézéno na obrazku 9, po 5 dnech inkubace
nebyla v té&chto podminkdch zjisténa deplece CD19-pozitivnich
buné&k. Ale kdyZ byla pfidédna bscCD19xCD3 v koncentracich
0,5 pg/ml nebo 0,05 ng/ml (bud v pritomnosti nebo
neptritomnosti I11L.-2), byly zniceny skoro vSechny
CD19-pozitivni B lymfocyty. P&stované buiiky se tehdy skladaly
pfrevainé z T lymfocytd s pomérem T lymfocytl CD4/CD8 asi 1:2
aZ 1:3. To ukédzalo mimofaddnou cytotoxicitu bscCD19xCD3 pro
CD19-pozitivni B lymfocyty, protoZe uUplnd deplece primarnich
B lymfocytdh autolognimi T lymfocyty Dbyla indukovéna
v koncentraci pouze 50 ng/ml pfi velmi nepfiznivém pocatecnim
pomé&ru efektorovych a cilovych bunék (méné neZz 1:10), dokonce
bez dal3i stimulace T lymfocyt IL-2 nebo Jjinym druhem

stimulace.

Priklad 6

Purifikace bscCD19xCD3 pro lécCebné pouZiti

bscCD19xCD3 byla produkovédna v  butikdch  vajecniku
¢inského  kfecka (CHO) trvale transfekovanych expresnim
vektorem (pEF-DHFR, viz priklad 2) kédujicim bscCD19xCD3
a kromé& toho hexahistidin a znadku FLAG. Butiky byly péstovany

XXX
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v médiu Dbez séra (Rencyte) v reaktoru s dutymi vlakny
(Unisyn). P&t set ml supernatantu bun&éné kultury bylo
odebrano a sterilovéno filtraci pfes 0,2 um filtr (AcroCap,
Pall Gelman).

bscCD19xCD3 byla detekovana a kvantifikovéna pomoci
westernova prenosu s pouZitim mySiho anti-FLAG IgG (Sigma)
a koziho anti-mySiho IgG konjugovaného s alkalickou
fosfatédzou (Sigma) . Detekce byla provadéna pomoci
chemiluminiscence s pouZitim systému BCIP/ NBT (Devitron).
Koncentrace proteinu byly urceny pomoci Bradfordova testu
(Biorad), s pouZitim bovinniho IgG (Biorad) Jako proteinového
standardu. Cistota frakci z kolon byla hodnocena redukujici
elektroforézou s dodecylsulfidtem  sodnym (SDS) Bis/Tris
polyakrylamidovym gelem s gradientem 4-12% (PAGE) pouzZivajici
systém s MOPS pufrem (Novex).

Purifikace bscCD19xCD3 do homogenity vyZaduje
kationtovou vyménnou chromatografii, afinitni chromatografii
s chelaty kobaltu a, jako zavérelny stupen, gelovou filtraci.
Tyto purifikaéni kroky byly provéadény s pouZitim standardnich
protokolt (viz niZe). Proudové schéma purifikac¢niho postupu
je ukézéno na obréazku 10.

Kationtové vymdnna chromatografie: Supernatant bunécne
kultury z CHO buné&k byl smichén se dvéma objemy pufru C (30mM
morfolincetansulfonovd kyselina [MES], 20 mM NaCl, 3 mM EDTA,
0,3 mM benzamidinhydrochlorid, pH 5,5) a pudtén pfes 70 ml
kationtovou vyménnou kolonu SP Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) pf¥i prutokové rychlosti 20 ml/minutu. Kolona byla
ekvilibrovana pufrem A (20 mM MES, 20 mM NaCl, pH 5,8). Po
promyti 5 objemy kolony pufrem A byla bscCD19xCD3 eluovana
s gradientem 45% pufru B (20 mM MES, 1 M NaCl, pH 5,8)
v pufru A. K eludtu bylo pfidéno 0,045 objemu 1M Tris/HCL,
pH 8,5, obsahujiciho 47mM imidazolu a byl pak sterilovéan
filtraci (0,2 pm, AcroCap). Typicky elucni profil kationtové
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vyménné chromatografie Jje ukédzdn na obrazku 12. bscCD19xCD3
byla obsaZena ve frakci 6.

Afinitni chromatografie S chelaty  kobaltu: Eluat
z kationtové vym&nné kolony byl pudtén pfi prutokova
rychlosti 2,5 ml/minutu pfes 10 ml kolonu Chelating Sepharose
Fast Flow (Pharmacia) ekvilibrovanou pufrem AO (50 mM Na:HPO4,
400 mM NaCl, pH 8,0). Kolona byla pfedem ekvilibrovana
s roztokem 0,1M chloridu kobaltu. Po promyti s 33 objemy
kolony pufrem A0, pufrem A (50mM NaHPO;, 400mM NaCl,
2mM imidazol, pH 6,4) a gradientem od 0 do 12 % pufru B
(50mM Na,HPO,, 400mM NaCl, 500mM imidazol, pH 6,4) v pufru A,
byla bscCD19xCD3 eluovana v jednom kroku 30 ml 100% pufru B.
Eluat byl sterilovén filtraci, po které nésledovala pfibliine
10 nasobné koncentrace v pF¥istroji MacroSep (Pall Gelman,
limit propustnosti 10 kD). Typicky eluéni profil afinitni
chromatografie s cheldty kobaltu Jje ukézédn na obrazku 13.
bscCD19xCD3 byla detekovéna ve frakci cislo 7.

Gelova filtrace: Koncentrovany eluat 2z kolony pro
afinitni chromatografii s chelaty kobaltu byl nanesen pfi
pritokové rychlosti 0,75 ml/minutu na 124 ml kolonu High Load
Superdex 200 (Pharmacia, preparativni stupefl) ekvilibrovanou
fyziologickym roztokem pufrovanym fosféaty (Gibco) .
bscCD19xCD3 byla eluovéna ve frakci s molekulovou velikosti
odpovidajici p¥ibliZn& 55 kD (obrézek 14, frakce ¢&islo 7).
Frakce gelové filtrace obsahujici bscCD19xCD3 byla doplnéna
5% 1lidskym sérovym albuminem (Behring) a pak néasledovala
sterilizace filtraci pfes 0,1 um filtr (Millex, Millipore).

Velké mnoZstvi DbscCD19xCD3 v  supernatantu bunécné
kultury a ruaznych aktivnich frakcich 2z kolon, jak Dbylo
analyzovano pomoci SDS-PAGE, Je wukazano na obrazku 11.
bscCD19xCD3 byl hlavni proteinovy péas detekovany

v supernatantech bunécénych kultur (dréha 2). Vysoce
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purifikovany anti-CD19xanti-CD3, ktery byl pouZit pro léceni

1idi, nevykazal zjistitelné nelistoty (obr. 11, dréha 5).

P¥iklad 7

Klinické pouziti bscCD19xCD3 u pacienta S lymfomem
pochédzejicim z lymfocytd B

V soucitném pouZiti byl pacient (A-B, Zena, narozena
1937) trpici chronickou lymfatickou leukémii typu B (B CLL)

léCen bispecifickou jednofeté&zcovou protilatkou bscCD19xCD3.

Pacientova anamnéza a zduvodnéni:

U pacienta byla diagnostikovédna B CLL v r. 1992. V dobé
podatedni diagnézy nemoc postihla r@izné oblasti lymfatickych
uzlin a slezinu, krom& toho byla pozorovéna hemolyticka
anémie autoimunitniho puvodu & deficit imunoglobulinu.
Pacient m& struma nodosa, kterd Je dob¥e kontrolovana
a pacient je v eutyreoidnim stavu diky léCeni karbimazolem
v davce 2,5 mg/den.

Pacient byl od r. 1992 do r. 1994 léZen mnohonédsobnymi
chemoterapeutickymi cykly chlorambucilem a prednizonem. Po
progresi nemoci byla 1éCba zménéna na cyklofosfamid,
doxorubicin, vinkristin a prednizon (CHOP, 8 cykll) a bylo
dosaZeno remise trvajici déle neZ jeden rok. Po novém relapsu
pacient obdrZel dal3ich 6 cykld CHOP, nésledovanymi 1é&cCbou
chlorambucilem a prednizonem a jednu kiaru samotnym
chlorambucilem, kterd nezplsobila uUstup nemoci. V prosinci
1998 bylo provedeno ozafeni sleziny, aby se potlalila
postupujici splenomegalie pacienta. Pacient prode€lal vaziné
sniZeni aktivity kostni dfené ] Cetnymi infekénimi
komplikacemi. Pacientova anémie a trombocytopenie vyZadovala

Casté transfuze Cervenych krvinek a substituci desticek.
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U tohoto pacienta nebyla indikovana utocnéjsi
chemoterapie nebo lé&ba vysokymi davkami pro pokrolily stupen
choroby a zhorZenou funkci kostni d¥end. Léceni s protilatkou
anti~CD20 rituximabem nebylo vhodné, protoZe uc¢innost
rituximabu u B CLL nebyla doposud jasné prokéazéna.

Analyza FACS odhalila, Ze 95 % bundk periferni krve
pacienta byly CD19-pozitivni butixy, =zatimco 77 % bunék
exprimovalo antigen CD20. Inkubace bundk periferni krve

pacienta s bscCD19xCD3 ukédzala vyraznou depleci CD19-

pozitivnich B 1lymfocytu (viz pfiklad 3). Proto 1lékarfi
rozhodli 1é&it pacienta s novou bscCD19xCD3 (soucitné
pouziti). Pacient byl podrobn& informovdn o novosti

sloudeniny a o moZném riziku a uZitku této 1écby. Pacient
plnéd rozum&l vysvétleni a vyjadEiil pisemné informovany

souhlas s timto soucitnym pouZitim.

Popis klinického podéavéni:

Pred zaCatkem 1é¢by pacient podstoupil klinické
vySet¥eni a Cetné diagnostické procedury, aby byl ovefen
stupefi nemoci a aby byly vylouCeny sakékoliv dal&i rizikove
faktory. Pacient byl v dobrém klinickém stavu, co se tyce
anémie, trombocytopenie a ztraty hmotnosti, ale bez jakékoliv
kardiovaskuléarni poruchy nebo jinych komplikaci zabranujicich
pouZiti bscCD19xCD3. Béhem noci pZed prvnimi dny 1lécCby mél
pacient migrénu. P¥i podavani DbscCD19xCD3 byl pacient
hospitalizovan na nemocnicnim oddéleni v podminkach
intenzivni péde, aby bylo zajidténo rychle léc&eni jakékoliv
nahlé prihody, kterd by mohla nastat. Pro prevenci akutni
cytokinové reakce a komplikaci z lyze nadorovych bunék dostal
pacient profylaktické i.v. davky 2 mg klemastinu (Tavegil®)
a 200 mg cimetidinu (Tagamet®), Jjakoz i 300 mg alopurinolu

a 20 mg omeprazolu (Antra®).
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V  prubéhu 1lécCeni a obdobi dalSiho sledovéani byla
provddéna alkalizace a heparinizace. Kromé toho pacient
dostaval veSkerou potfebnou symptomatickou 1lécbu.

Pfred podavanim léku a v pribéhu léceni byly odebiréany
vzorky krve pro sledovédni Dbiochemickych, hematologickych

a imunologickych ukazateln.

Prvni podévéani bscCD19xCD3 (14. dubna 1999):
Pacient dostal prvni dévku 3 pg DbscCD19xCD3 Jako

20 minutovou infuzi v izotonickém fosfatovém pufru
obsahujicim 5% 1lidsky sérovy albumin (HSA). Béhem infuze
pacient nepocitoval ZAadné nep¥iznivé ucé¢inky. PriblizZné

1 hodinu po infuzi mél pacient pfibliZné 5 minut tfesavku, po
které nésledovalo poceni, mirny pokles krevniho tlaku
O pribliZné 10 mmHg a mirny vzestup télesné teploty (+
0,5 °C) po dobu nékolika hodin. Krom& toho se népatrné
zhorgily bolesti hlavy. Pacient byl 1lélen dali&imi 2 mg
Tavegilu® a 200 mg Tagametu®, 250 mg prednizolonu
(Solu-Decortin®) a 50 mg pethidinu (Dolantin®). V3echny

pfiznaky vymizely tentyZ den bez nésledki.

Druhé podavéani bscCD19xCD3 (15. dubna 1999):

Druh& davka 10 pg bscCD19xCD3 byla podédna den pozdéji za
stejnych podminek. P¥ibliZné 1 hodinu po infizi mél pacient
napadnou t¥esavku, horedku (39,2 °C), mirnou hyperventilaci
a hypotenzni reakci. Pacient byl 1léc¢en 2 mg Tavegilu, 200 mg
Tagametu a 300 mg Solu-Decortinu a 15 mg piritramidu
(Dipidolor®) . Pro stabilizaci kardiovaskulédrnich  funkci
dostal pacient infuzi dopaminu a objemovou substituci. Po
této 1écbé se priznaky vyrazné zmenSily. Nicméné pfesto byl
pacient premistén pfes noc na kardiologické oddeéleni, aby
bylo zajisténo tradné sledovéni Zivotnich funkci a v pfipadé

nutnosti okamZitd z&krok. Druhy den réano Dbyl pacient
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pfemistén na normalni nemocnicéni pokoj bez dalsich
komplikaci.

B&hem dal&ich 3 dn pacientovi ptetrvavala subfebrilni
teplota (pfibliZn& 37,2 °C) a den pozdéji po druhé davce se
okjevil men3i pleurdlni vypotek (16. duben 1899) a mirny edém
dolnich koncetin (duben 18. 1999). Kardiovaskularni <cinnost
zlstala stabilni a laboratorni vySet¥eni neodhalilo mimoféadné

zmény vzhledem k bezpelnému podéni 1éku kromeé zvySeni

v-glutamyltransferézy po druhé davce bscCD19xCD3
(obrazek 15).
ProtoZe bscCD19xCD3 byla pacientem tolercvana

a nepriznivé u&inky byly zvladnuty symptomatickou 1lécbou,

bude u tohoto pacienta pokradovat podédvani nové bscCD19xCD3.

Klinickad a imunologickéd uc¢innost bscCD19xCD3:

Klinické vysledky:

Ultrazvukové vySetfeni sleziny a péti abdominalnich
a axilarnich lymfatickych uzlin bylo provedeno jeden a Ctyfi
dny po podavéni druhé davky bscCD19xCD3. JiZ jeden den po
davce 10 pg (16. dubna 1999) vykédzaly lymfatické wuzliny,

fole}

a také slezina, zmenSeni pribliZné o 20 ve srovnani
s vychozim hodnocenim. Toto pozorovani bylo potvrzeno pEil
druhém ultrazvukovém vySetfeni 19. dubna 1999. Hmotnost
sleziny se zmen&ila o 350 g (z 1630 g pfi vychozim hodnoceni

na 1280 g 19. dubna 1999) (tabulka 1, obrazek 16).

Hematologické vysledky:

PoZet bilych krvinek, ktery zahrnoval z nejvét3i cCésti
maligni B lymfocyty, b&hem 1éZebné kury a ve dnech dalsiho
sledovani klesl (tabulka 2, obréazek 17). C-reaktivni protein
(CRP) je protein akutni faze, ktery odrazi aktivaci

T lymfocytl a U&inek prozén&tlivych cytokind. Po podéni 10 ug

senn
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bscCD19xCD3 se jeho hodnoty népadné zvysily, a pak béhem
dalS8ich 3 dnG pozorovadni nésledoval kontinudlni pokles

(tabulka 2, obréazek 18).

Imunologické vysledky:

Hladina sérovych cytokinu, které odrazi akutni
imunologickou reakci na podavéani slouceniny, byla méfena pred
podavédnim nové slouceniny a v ruaznych intervalech po
podévéani. Sérové hladiny cytokin®t a rozpustného receptoru
IL-2 byly méfeny kvantitativnim testem ELISA podle instrukci
vyrobce.

Nédorovy nekroticky <faktor TNF-a vyznamné vzrostl
zpusobem zavislym na davce béhem prvni hodiny po podavani
bscCD19xCD3 (obrézek 19).

Interleukin 6 (IL-6) a interleukin 8 (IL-8) také
vykazaly vyznamné zvySeni zavislé na davce. Jejich maximédlni
hladiny byly pozorovany 2 aZ 4 hodiny po podédvéni bscCD19xCD3
(obrézky 20, 21). V3echny cytokiny se vrétily na vychozi
hladinu béhem nékolika hodin.

Rozpustny receptor IL-2 byl zvySeny JjiZ pfi vychozim
vySetfeni, coZ miZe byt vysvétleno tim, Ze masa malignich
B lymfocytll exprimuje receptor IL-2. Po podé&véni nové
bscCD19xCD3 bylo pozorovédno zvySeni rozpustného receptoru

IL-2, coZ ukazuje aktivaci efektorovych bunék (obrizek 22).

Zaveér:

Nové DbscCD19-CD3 Dbyla podévadna bezpecné pacientovi
trpicimu refrakterni B CLL. Snésenlivost bscCD19xCD3
v davkdch 3 pg a 10 pg byla prijatelnd a mlZe byt dobfe
kontrolovana pomoci profylaktickych opatfeni a symptomatické
1écby.

Nova bscCD19xCD3 zpusobila zmenSeni jiZ predtim zvétSené

sleziny a lymfatickych wuzlin pacienta, Jjak ukédzédno prfi
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vySetfeni ultrazvukem. Protoie zvétSeni sleziny
a lymfatickych wuzlin Jje zplsobeno infiltraci malignimi
B lymfocyty, zmenSeni odraZi zniceni malignich B lymfocytl
Jjako nasledek podavani bscCD19xCD3.

V  ostrém protikladu ke kaZzdeée jiné bispecifické
protildtce CD19XCD3 v oboru znamé, bispecifickd protilatka
CD19XCD3 podle vynadlezu (bscCD1SxCD3) se projevila klinicky
G¢innad u nehodgkinského lymfomu pochédzejiciho z B lymfocytu,
jak m&feno zmenSenim lymfoidnich orgént infiltrovanych
malignimi B lymfocyty. Uk&zalo se, Ze bscCD19xCD3 Jje klinicky
G&innd vyhodné& v ptekvapivé nizkych davkach, které jsou pfi
systémovém podavéni dobfe tolerovany. TudiZ klinicka ucinnost
bscCD19xCD3 potvrdila jeji vyjimecnou cytotoxickou aktivitu,

jak byla zjisténa in vitro.
Tabulka 1

Ucinek bscCD19xCD3 na velikost lymfatickych uzlin a sleziny

pacienta s lymfomem pochézejicim z lymfocytd B.

sees

Ultrazvukovid méfeni 12.4.1999 16.4.1999 19.4.1999

lymfatické abdomindlni 1 54x29x14 mm 42x%x30x13 mm 42x30x14
uzliny 2 56x33x18 mm 43%x33x18 mm 43x30x16
3 46x32x27 mm 46x31x22 mm 4713223

axilarni wvlevo 36x24x16 mm 34x22x15 mm 30x22x14

vpravo 37x24x13 mm 33x%x20x11 mm 32x23x14
slezina 270x146x69 mm 265x132x64 mm 265xX128x6

1630 g 1340 g 1280 g

mm

mm

3 mm

Velikost t#i abdominadlnich 1lymfatickych wuzlin, jedné
levé a jedné pravé axiléarni lymfatické uzliny a sleziny byla

urdena a mé&fena ultrazvukovym vy3etfenim s pouZitim pristroje
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Toshiba SSA100. Velikosti Jjsou uvedeny ve tfech rozmérech
a v mm. Hmotnost sleziny byla vypo&itana z rozméra

a ultrazvukové hustoty.
Tabulka 2

Hladiny vybranych ukazateltl v krvi Jjako reakce na 1lécCeni

s bscCD19xCD3.

14.4. |15.4. 16.4, 1999 |17.4.(18.4.119.4.
1999 1999 1999 (1999 (1999
jednotky
GGT U/l 22 24 (réno) 124 (6,00) |96 89 87
- (vecer) 107 (12,00)
LDH U/l 618 536 (rano) 548 697 £51 538
773 (vecler)
Leukocyty |Gpt/1l 46,8 43,3 (réno) 36,9 37,0 |28,3 (36,6
22,3 (vecer)
Lymfocyty |% 85 58,8 (rédno) 60,9 64,4 |65,5 |88
82,0 (vecer)
CRP mg/dl < 0,4 11,0 (réno) 5,2 2,5 2,0 0,7
0,7 (vecer)
Hladiny gamaglutamyltransferéazy (GGT) ,

laktatdehydrogendzy (LDH) a C-reaktivniho proteinu (CRP)
v krvi byly urlovany standardnimi metodami klinické biochemie
a jsou vyjadfeny Jjako jednotky/ml (U/ml) (GGT), Jjednotky/l
(U/ml) (LDH) a mg/dl (CRP). PoCet leukocytld Je vyjadfen
v 10°/1 a po&et lymfocytll je uvedeny jako procento ze vSech
leukocytt. Vychozi hladiny 14. dubna 1999 pfed 1lécbou jJsou
udany na prvnim Fadku. Reakce na 3 pg bscCD19xCD3 15. dubna
(kterd byla podéna 14. dubna) je ukézédna na druhém fadku.
Reakce na druhé podédni 10 pg slouleniny tentyZ den je ukazana
na tretim Padku. Hladiny vyvolenych ukazateltd <&tyri dny po

oSet¥eni lékem jsou uvedeny na poslednich &tyfech Ffadcich.



at

LTy

59

SEZNAM LITERATURY

®w ~J o s Ww N

w w [N} [\ N N DNNNN [\) N [l = = [ = = = (= [l Ne;
= (@} Ne} [ee] ~J o 0 W N [ (@ Ne; (o] ~J (o) (62 T =N w N | (@] .

Mack, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 7021-5, 1995.
Gianni, N Engl. J. Med. 336, 1290-7, 1997.

Urba, J. Natl. Cancer Inst. Monogr., 29-37, 1990.
Fisher, Cancer, 19%4.

Bohlen, Blood, 82, 1803-121, 19S3.

Bohlen, Cancer Res, 53, 18:4310-4, 1993.

Bochlen, Cancer Res, 57,1704-9, 1997.

Haagen, Clin Exp Immunol, 90, 368-75, 1992.

Haagen, Cancer Immunol Immunother., 39, 391-6, 1994.
Haagen, Blood, 84, 556-63, 1994.

Haagen, Blood, 85, 3208-12, 1995,

Weiner, Leuk Lymphoma, 16, 199-207, 1995.

Csoka, Leukemia, 10, 1765-72, 1996.

Uckun, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8603-7, 1988.
Staerz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 1453-7, 1986.
Lanzavecchia, Eur J Immunol, 17, 105-11, 1987.
Mallender, J Biol Chem, 269, 199-206, 1924,

Gruber, J Immunol, 152, 5368-74, 1994,

Kostelny, J Immunol, 148, 1547-53, 1992.

Mack, J Immunol, 158, 3965-70, 1997.

Kufer, Cancer Immunol Immuncther, 45, 193-7, 1987.

Pezzutto, J Immunol, 138, 2793-9, 1987.

Orlandi, Proc. Natl. Acad. Sci. UsSA, 86, 3833-7, 1989.

Dubel, J Immunol Methods, 175, 89-95, 1994.
Traunecker, Embo J, 10, 3655-9, 1991.
Laemmli, Nature, 227, 680-5, 1970.

Bohlen, J Immunol Methods, 173, 55-62, 1994.
Demanet, Int J Cancer Suppl, 7, 67-8, 1992.
De, J Hematother, 4, 433-7, 1995.

Haagen, Leuk Lymphoma, 19, 381-93, 1995.
Anderson, Blood, 80, 2826-34, 1992.



a¥

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

seos

ceve

.
seveoe

60

Zhu, Int J Cancer, 62, 319-24, 1895.

Hartmann, Blood, 89, 2042-7, 1997.

Valone, J Clin Oncol, 13, 2281-92, 1995.
Valone, J Hematother, 4, 471-5, 1995.

Bolhuis, Int J Cancer Suppl, 7, 78-81, 1892.
Canevari, J Natl Cancer Inst, 87, 1463-9, 1995.
Nitta, Lancet, 335, 368-71, 1990.

Yokota, Cancer Res, 52, 3402-8, 1992.

Weiner, J Immunol, 152, 2385-92, 1994.
Maloney, Blood 84, 2457-66, 1994.

Reff, BRlood 83, 435-45, 1994.

Kipriyanov, Int. J. Cancer, 77, 763-772, 1998.

seswe

XN R

eeove



at

LR

even
XX N1

.
oo
esse

.
¢ soso ee

sesere
L

[ XXX R N]
.
L]
seee

61

SEZNAM SEKVENCI

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduche
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

GAAGCACGCG TAGATATCKT GMTSACCCAA WCTCCA 36

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 pé&ru bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleovéa kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(1iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

GAAGATGGAT CCAGCGGCCG CAGCATCAGC 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 33 paru bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
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(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleovd kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid”

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

CAGCCGGCCA TGGCGCAGGT SCAGCTGCAG SAG 33

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 péaru bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: jind nukleové kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

ACCAGGGGCC AGTGGATAGA CAAGCTTGGG TGTCGTTTT 39

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 p&rl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

(1i) TYP MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano

seee
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

AGGTGTACAC TCCATATCCA GCTGACCCAG TCTCCA 36

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 48 péara bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleovéa kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

GGAGCCGCCG CCGCCAGAAC CACCACCTTT GATCTCGAGC TTGGTCCC 48

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 48 paru bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

GGCGGCGGCG GCTCCGGTGG TGGTGGTTCT CAGGTACTGC AGAGTCGG 48
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 part bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: jiné nukleovi kyselina
(A) POPIS: /desc = "oligonukleotid"

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

AATCCGGAGG AGACGGTGAC CGTGGTCCCT TGGCCCCAG 39

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1611 part bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: double
(D) TOPOLOGIE: line&arni

(ii) MOLECULE TYP: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE : 11..1603

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

GAATTCCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 49
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr
1 5 10
GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAC TAC AAA GAT GAT GAC GAT AAG GAT ATC 97

Ala Thr Gly Val His Ser Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Asp Ile
15 - 20 25



CAG
Gln
30

GCC
Ala

AGT

Ser

CTC

Leu

AGT

Ser

GAG
Glu
110

CCG

Pro

GGT
Gly

CAG
Gln

TCC

Ser

CTG

Leu

ACC
Thr

TAT
Tyr

ATC
Ile

GGC
Gly
95

ARG
Lys

TGG

Tro

TCT

Ser

CAG
Gln

TGC
Cys
175

ACC
Thr

ATC
Ile

TTG

Leu

TAT
Tyr
80

AGT

Ser

GTG
Val

ACG
Thr

GGC
Gly

TCT
Ser

160

AAG
Lys

CAG
Gln

TCC

Ser

AAC
Asn
65

GAT
Asp

GGG
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

GGC
Gly
145

GGG

Gly

GCT
Ala

TCT

Ser

TGC
Cys
50

TGG
Trp

GCA
Ala

TCT

Ser

GCT
Ala

GGT
Gly
130

GGC

Gly

GCT
Ala

TCT

Ser

CCA
Pro

35
AAG

Lys

TAC

TCC

Ser

GGG
Gly

GCA
Ala
115

GGA

Gly

GGC
Gly

GAG
Glu

GGC
Gly

GCT
Ala

GCC
Ala

CAA
Gln

AAT

Asn

ACA
Thr
100

ACC

Thr

GGG
Gly

TCC

Ser

CTG

Leu

TAT

Tyr

180

TCT

Ser

AGC

Ser

CAG
Gln

CTA
Leu

85

GAC
Asp

TAT
Tyr

ACC
Thr

GGT
Gly

GTG
Vval
165

GCA
Ala

TTG

Leu

Gln

ATT
Ile
70

GTT
Val

TTC
Phe

CAC

His

AAG
Lys

GGT
Gly
150

AGG

Arg

TTC
Phe

65

GCT
Ala

AGT
Ser

55

cca

Pro

TCT

Ser

ACC
Thr

TGT
Cys

CTC
Leu

135

GGT

Gly

CCT

Pro

AGT

Ser

GTG
Val
40

GTT
Val

GGA
Gly

GGG
Gly

CTC

Leu

CAG
Gln
120

GAG

Glu

GGT
Gly

GGG
Gly

AGC

Ser

TCT

Ser

CAG
Gln

ATC
Ile

AAC
Asn

105

CARA
Gln

ATC
Ile

TCT

Ser

TCC

Ser

TAC
Tyr
185

CTA

Leu

TAT

Tyr

CCA

Pro

CCA
Pro

90

ATC

Ile

AGT

Ser

Lys

CAG
Gln

TCA
Ser

170

TGG
Trp

soes
.
soccte

GGG
Gly

GAT
Asp

CCC
Pro

75

ccc

Pro

CAT

His

ACT
Thr

GGT
Gly

GTG
Val
155

GTG

Val

ATG
Met

CAG
Gln

GGT
Gly
60

Lys

AGG
Arg

CCT

Pro

GAG
Glu

GGT
Gly
140

AAG
Lys

AAC

Asn

AGG
Arg
45

GAT

Asp

CTC

Leu

TTT
Phe

GTG
Val

GAT
Asp
125

GGT

Gly

CTG

Leu

ATT
Ile

TGG
Trp

(R RER]
ssse

145

1383

241

289

337

385

433

481

529

577

EE N
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GTG
Val
190

CCT

Pro

ACT
Thr

AGC

Ser

ACT
Thr

GGG
Gly
270

CTG

Leu

ATG
Met

TGG

Trp

AAG

Lys

GGA
Gly

CTG

Leu

CTA

Leu

ACG
Thr
255

ACC
Thr

TCC

Ser

GTA
Val

CAG
Gln

GAT

Asp

ACT
Thr

GCA
Ala
240

ACG

Thr

ACG
Thr

CAG
Gln

TGC

Cys

Lys
320

AGG
Arg

GGT
Gly

GCA
Ala
225

TCT

Ser

GTA
Val

GTC
Val

TCA

Ser

AAG
Lys
305

CAG
Gln

CCT

Pro

GAT
Asp
210

GAC
Asp

GAG
Glu

GGC
Gly

ACC
Thr

GGG
Gly
290

ACT

Thr

AGG
Arg

GGA
Gly
195

ACT
Thr

GAA
Glu

GAC

Asp

CGT
Arg

GTC
vVal
275

GCT

Ala

TCT

Ser

CCT

Pro

CAG
Gln

AAC

Asn

TCC

Ser

TCT

Ser

TAT
Tyr
260

TCC

Ser

GAA
Glu

GGC
Gly

GGA
Gly

GGT
Gly

TAC
Tyr

TCC

Ser

GCG
Ala
245

TAC
Tyr

TCC

Ser

CTG

Leu

TAC

Tyr

CAG
Gln
325

CTT

Leu

AAT

Asn

AGC
Ser

230

GTC
Val

TAT
Tyr

GGA
Gly

GCA
Ala

ACC
Thr
310

GGT
Gly

66

GAG
Glu

GGA
Gly
215

ACA
Thr

TAT
Tyr

GCT
Ala

GGT
Gly

AGA
Arg
295

TTT

Phe

CTG

Leu

TGG
Trp
200

AAG

Lys

GCC
Ala

TTC
Phe

ATG
Met

CCT

Pro

ACT
Thr

GAA
Glu

ATT
Ile

TTC
Phe

TAC
Tyr

TGT
Cys

GAC
Asp
265

GGA

Gly

GGG
Gly

AGG
Arg

TGG

Trp

GGA CAG
Gly Gln

AAG GGT
Lys Gly

ATG CAA
Met Gln
235

GCA AGA
Ala Arg
250

TAC TGG
Tyr Trp

TCC GAT
Ser Asp

GCC TCA
Ala Ser

TAC ACG
Tyr Thr
315

ATT GGA
Ile Gly
330

ATT
Ile

Lys
220

CTC

Leu

CGG
Arg

GGC
Gly

ATC
Ile

CTG
Val
300

ATG

Met

TAC

Tyr

TGG
Trp
205

AGC

Ser

GAG
Glu

CAA
Gln

Lys
285

AAG

CAC

His

ATT
Ile

625

673

721

769

817

865

913

96l

1009



AAT

Asn

GCC
Ala
350

AGC

Ser

TAT

Tyr

ACA
Thr

ATG
Met
430

TCA

Ser

CCC

Pro

CCT
Pro

335

ACA

Thr

AGC

Ser

GAT
Asp

GTC
Val

TCA
Ser

415

TCT

Ser

AGT

Ser

Lys

AGC

Ser

TTG

Leu

CTG

Leu

GAT
Asp

TCC
Ser

400

GGT

Gly

GCA
Ala

GTA
Val

AGA
Arg

CGT
Arg

ACT
Thr

ACA
Thr

CAT
His

385

TCA

Ser

GGA
Gly

TCT

Ser

AGT

Ser

TGG
Trp
465

GGT
Gly

ACA
Thr

TCT
Ser

370

TAC
Tyr

GTC
val

GTC
Val

CCA

Pro

TAC
Tyr
450

ATT
Ile

TAT

Tyr

GAC
Asp
355

GAG

Glu

TGC

Cys

GAA
Glu

GAC

GGG
Gly
435

ATG

Met

TAT

Tyr

ACT
Thr
340

Lys

GAC
Asp

CTT

Leu

GGT
Gly

GAC
Asp
420

GAG

Glu

AAC

Asn

GAC

Asp

AAT

Asn

TCC

Ser

TCT

Ser

GAC
Asp

GGA
Gly
405

ATT
Ile

AAG

Lys

TGG

Trp

ACA
Thr

TAC
Tyr

TCC

Ser

GCA
Ala

TAC
Tyr
380

AGT

Ser

CAG
Gln

TAC
Tyr

TCC
Ser

470

67

AAT

Asn

AGC

Ser

GTC
Val
375

GGA
Gly

CTG

Leu

ACC
Thr

CAG
Gln
455

Lys

CAG
Gln

ACA
Thr
360

TAT
Tyr

GGC
Gly

GGT
Gly

ACC
Thr

ATG
Met
440

CAG

Gln

GTG
Val

ARG
Lys
345

GCC
Ala

TAC
Tyr

CAA
Gln

TCT

Ser

CAG
Gln
425

ACC

Thr

AAG
Lys

GCT
Ala

[X XN J

TTC
Phe

TAC
Tyr

TGT
Cys

GGC
Gly

Gly
410

TCT

Ser

TGC

Cys

TCA

Ser

TCT

Ser

AAG

Lys

ATG
Met

GCA
Ala

ACC
Thr
3985

GGA
Gly

CCA

Pro

AGA
Arg

GGC
Gly

GGA
Gly
475

GAC

Asp

CAA
Gln

AGA
Arg
380

ACT
Thr

AGT

Ser

GCA
Ala

GCC
Ala

ACC
Thr
460

GTC
Val

[X X 2]

AAG

Lys

CTG
Leu

365

TAT
Tyr

CTC

Leu

GGA
Gly

ATC
Ile

AGT
Ser

445

TCC

Ser

CCT

Pro

.
s" e

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1393

1441
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TAT

Tyr

AGC

Ser

AGT
Ser

510

CAT

His

(2)

Met

Val

Gln

Ser

CGC

Arg

AGC
Ser

495

AGT

Ser

CAT

His

TTC
Phe
480

ATG

Met

AAC
Asn

CAC

His

AGT

Ser

GAG
Glu

CCG

Pro

CAT

His

GGC
Gly

GCT
Ala

CTC

Leu

CAT
His

530

AGT

Ser

GAA
Glu

ACG
Thr
515

CAT

His

68

GGG TCT GGG ACC
Gly Ser Gly Thr
485

GAT GCT GCC ACT
Asp Ala Ala Thr
500

TTC GGT GCT GGG

Phe Gly Ala Gly

TAGTCGAC

TCA

Ser

TAT

Tyr

ACC
Thr
520

TAC

Tyr

TAC
Tyr
505

AAG

Lys

TCT CTC ACA ATC
Ser Leu Thr Ile
490

TGC CAA CAG TGG
Cys Gln Gln Trp

CTG GAG CTG AAA

Leu Glu Leu Lys
525

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(1)

(11)

(R)
(B)
(D)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 531 aminokyselin

TYP:

aminokyselina

TOPOLOGIE: lineéarni

TYP MOLEKULY: protein

1489

1537

1585

1611

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

Gly Trp Ser

His Ser Asp

20

Ser Pro Ala

35

Cys Lys Ala

50

Cys

5

Tyr

Ser

Ser

Ile

Lys

Leu

Gln

Ile Leu Phe Leu
10

Asp Asp Asp Asp
25

Ala Val Ser Leu
40

Ser Val Asp Tyr
55

vVal Ala Thr Ala Thr Gly

15

Lys Asp Ile Gln Leu Thr

30

Gly Gln Arg Ala Thr Ile

45

Asp Gly Asp Ser Tyr Leu

60



Asn

65

Gly

Asp

Phe

Gly

145

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

225

Ser

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly

130

Gly

Ala

Ser

Pro

Asp

210

Asp

Glu

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ala

115

Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

195

Thr

Glu

Asp

Arg

Gln

Asn

Thr

100

Thr

Gly

Ser

Leu

Tyr

180

Gln

Asn

Ser

Ser

Tyr
260

Gln

Leu

85

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly

Tyr

Ser

Ala

245

Tyr

Ile

70

Val

Phe

His

Lys

Gly

150

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

230

Val

Tyr

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

135

Gly

Pro

Ser

Glu

Gly

215

Thr

Tyr

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

120

Glu

Gly

Gly

Ser

Trp

200

Lys

Ala

Phe

Met

Gln

Ile

Asn

105

Gln

Ile

Ser

Ser

Tyr

185

Ile

Phe

Tyr

Cys

Asp
265

69

Pro

Pro

90

Ile

Ser

Lys

Gln

Ser

170

Trp

Gly

Lys

Met

Ala
250

Tyr

Pro

75

Pro

His

Thr

Gly

Val

155

Val

Met

Gln

Gly

Gln

235

Arg

Trp

sese

sees

Lys

Arg

Pro

Glu

Gly

140

Gln

Asn

Ile

Lys

220

Leu

Arg

Gly

Leu

Phe

Val

Asp

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Trp

205

Ala

Ser

Glu

Gln

Leu

Ser

Glu

110

Pro

Gly

Gln

Ser

Val

190

Pro

Thr

Serx

Thr

Gly
270

Ile

Gly
95

Lys

Trp

Gln

Cys

175

Lys

Gly

Leu

Leu

Thr
255

Thr

Tyr

80

Ser

Val

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gin

Asp

Thr

Ala

240

Thr

Thr

veoe

XXX
XX X



Val

Ser

Lys

305

Gln

Arg

Thr

Thr

His

385

Ser

Gly

Ser

Ser

Trp
465

Thr

Gly

290

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

370

Tyx

Val

Val

Pro

Tyr

450

Ile

Val

275

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

355

Glu

Cys

Glu

Asp

Gly

435

Met

Tyr

Ser

Glu

Gly

Gly

Thr

340

Lys

Asp

Leu

Gly

Asp

420

Glu

Asn

Asp

Ser

Leu

Tyr

Gln

325

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

405

Ile

Lys

Trp

Thr

Gly
Ala
Thr
310
Gly
Tyr
Ser
Ala
Tyr
390
Ser
Gln
val

Tyr

Ser

470

Gly

Arg

295

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

375

Trp

Gly

Leu

Thr

Gln
455

Lys

Gly

280

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

360

Tyr

Gly

Gly

Thr

Met

440

Gln

Val

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

345

Ala

Tyr

Ser

Gln

425

Thr

Lys

Ala

70

Ser

Ala

Tyr

Ile

330

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

410

Ser

Cys

Ser

Ser

Asp

Ser

Thr

315

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

395

Gly

Pro

Arg

Gly

Gly
475

see

Ile

Val

300

Tyr

Asp

Gln

Arg

380

Thr

Ser

Ala

Ala

Thr

460

Val

tave
.
sevo s

.

Lys

285

Lys

His

Ile

Lys

Leu

365

Tyr

Leu

Gly

Ile

Ser

445

Ser

Pro

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

350

Ser

Tyr

Thr

Gly

Met

430

Ser

Pro

Tyr

Gln

Ser

Val

Pro

335

Thr

Ser

Asp

Val

Ser

415

Ser

Ser

Lys

Arg

Gln

Lys

320

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

400

Gly

Ala

val

Arg

Phe
480

evsee
s e

sese
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Ser Gly

Glu Ala

Pro Leu

His His

530

Ser

Glu

Thr
515

His

71

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
485 490

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
500 505

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
520

Leu Thr Ile

Gln Gln Trp

Glu Leu Lys
525

Ser

Ser

510

His

Ser Met
495

Ser Asn

His His

seve
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PATENTOVE NAROKY
('a7bﬂvwam/)

1. JednotYet&zcovy multifunk®ni polypeptid, ktery obsahuje

(a) prvni doménu obsahujici vazebné misto
imunoglobulinového Yetézce nebo protilatky specificky
rozpoznédvajici CD19 antigen, a

(b) druhou domény obsahuijici vazebné misto
imunoglobulinového Yetézce nebo protilatky specificky

rozpoznavajici lidsky CD3 antigen.

2. Polypeptid podle néroku 1, kde dv& domény jsou spojeny
prost¥ednictvim polypeptidové spojky.

3. Polypeptid podle ndroku 1 nebo 2, kde prvni a/nebo druha
doména napodobuje nebo odpovida Vi a Vg oblasti p¥irozené
protilatky.

4. Polypeptid podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, kde

protildtka je monoklondlni protilétka, syntetickd protiléatka

nebo humanizovand protilétka.

5. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 4, kde alespoil
jedna z domén je jednoYet&zcovy fragment variabilni oblasti

protiléatky.

6. Polypeptid podle kteréhokoliv z mnarokd 1 aZ 5, kde
domény jsou uspotrédddny v po¥adi V,CD19-VyCD19-VyCD3-V,CD3.

7. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokd 2 aZ 6, kde
polypeptidovd spojka obsahuje mnoZstvi zbytkd glycinu,

alaninu a/nebo serinu.

free
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8. Polypeptid podle kteréhokoliv z nérokd 2 aZ 7, kde
polypeptidovd spojka obsahuje mnoZstvi po sob& nésledujicich

kopii aminokyselinové sekvence.

9. Polypeptid podle kteréhokoliv =z nérokd 2 aZ 8, kde
polypeptidovd spojka obsahuje 1 aZ 5 aminokyselinovych
zbytkl.

10. Polypeptid podle kteréhokoliv z néroki 2 aZ 9, kde
polypeptidovd spojka obsahuje aminokyselinovou sekvenci Gly

Gly Gly Gly Ser.

11. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 10, kde
prvni doména obsahuje alespoil jednu CDR z Vg a Vi oblasti
zahrnujici aminokyselinovou sekvenci kd&dovanou DNA sekvenci
zobrazenou na obrdzku 8 od nukleotidu 82 do 414 (Vi)
a nukleotidu 460 a¥ 831 (Vyg) a/nebo kde druhd doména obsahuje
alesponi jednu CDR z Vy a Vi oblasti zahrnujici
aminokyselinovou sekvenci kédovanou DNA sekvenci zobrazenou
na obriazku 8 od nukleotidu 847 do 1203 (Vi) a nukleotidu 1258
az 1575 (V).

12. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 11, kde

(a) vazebné misto prvni domény mé& afinitu p¥inejmensSim
10°'M, a/nebo

(b) vazebné misto druhé domény mé& afinitu men3i neZ

107 'M.

13. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 12, ktery je

bispecifickd jedno¥et&zcovd protilatka.

14. Polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 13, ktery

obsahuje alespoll jednu dal$i doménu.
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15. Polypeptid podle néroku 14, kde dalg&i doména je

p¥ipojend prost¥ednictvim kovalentni nebo nekovalentni vazby.

16. Polypeptid podle n&roku 14 nebo 15, kde alespoil jedna
dal3i doména obsahuje efektorovou molekulu majici konformaci
vhodnou pro biologickou aktivitu, schopnou sekvestrace iontu
nebo selektivni vazby na pevny podklad nebo k p¥edem vybrané

determinanté.

17. Polynukleotid, ktery p¥i expresi kéduje polypeptid podle

kteréhokoliv z néroku 1 aZ 16.
18. Vektor obsahujici polynukleotid podle né&roku 17.

19. Bufika transfekovand polynukleotidem podle néroku 17 nebo

vektorem podle naroku 18.

20. Zplsob p¥ripravy polypeptidu podle kteréhokoliv z ndrokid
1 az 16, v vy znaduijici s e t i m, Ze obsahuje
kultivaci buiky podle ndroku 19 a izolaci polypeptidu

z tkanové kultury.

21. P¥ipravek vy zna dujici se tim Ze obsahuje
polypeptid podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 16, polynukleotid

podle néroku 17 nebo vektor podle ndroku 18.

22. P¥ipravek podle néroku 21, vyzmnadcuijici s e
t im, Ye je farmaceuticky p¥ipravek volitelné& dale
obsahujici farmaceuticky p¥ijatelny nosic.

23. P¥ipravek podle nédroku 21, vy znadcduijici s e

t £ m, ¥e je diagnosticky p¥ipravek voliteln& déle obsahujici

prost¥edky vhodné pro detekci.
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24. Pou¥iti polypeptidu podle kteréhokoliv z narokd 1 azZ 16,
polynukleotidu podle ndroku 17 nebo vektoru podle ndroku 18
pro vyrobu farmaceutického p¥ipravku pro 1éc¢eni malignit‘
B lymfocytt, autoimunitnich chorob se vztahem k B lymfocytim
nebo deplece B lymfocytu.

25. Pou¥iti podle naroku 24, kde malignita B lymfocytl Jje
nehodgkinsky lymfom.

26. Pou¥iti polynukleotidu podle nédroku 17 nebo vektoru

podle néroku 18 pro vyrobu p¥ipravkid pro genovou terapii.

27. Zpusob pro identifikaci aktivatoru nebo inhibitort
aktivace nebo stimulace T lymfocytd vyzmnadc¢ujicl
s e t im, Ze obsahuje

(a) pé&stovdni T 1lymfocytd a CD19 pozitivnich bunék,
vyhodné& B lymfocytd, v  pritomnosti  polypeptidu podle
kteréhokoliv z narokt 1 a¥ 16 a voliteln®& v pPitomnosti
sloZky schopné poskytnout detekovatelny signal jako odpov&d
na aktivaci T lymfocytt testovanou slouleninou v podminkédch
umo¥fiujicich aktivaci T lymfocytd, a

(b) detekci p¥itomnosti nebo nep¥itomnosti signalu

vzniklého interakci sloudeniny s bufikami.

28. Zpusob vyroby ' farmaceutického pripravku
vyznadujici se tinm, ¥Ye obsahuje kroky zplsobu
podle néroku 27 a formulaci sloulenin podle kroku (b) do

farmaceuticky p¥ijatelné lékové formy.

29. Zplsob podle nédroku 28 nebo 29 vy zmna Eujici
s e t i m, ¥e sloufenina podle kroku (b) Je modifikovana

pomoci peptidomimetik.
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30. Zptisob 1léc&eni malignit B lymfocytll, autoimunitnich
chorob se vztahem k B lymfocytim nebo deplece B lymfocytt
vyznadujici s e t i m, %e obsahuje zavedeni
polypeptidu  podle kteréhokoliv A narokl 1 az 16,
polynukleotidu podle naroku 17 nebo vektoru podle néroku 18
do 1lidského Jjedince postiZeného wuvedenou malignitou nebo

nemoci.

31. Zplsob pro oddaleni patologického stavu, ktery je
zptsoben chorobou B lymfocytd, vy zn a Eujici s e
t 1 m, ¥%e obsahuje zavedeni polypeptidu podle kteréhokoliv
z narokti 1 a¥ 16, polynukleotidu podle néroku 17 nebo vektoru
podle naroku 18 do lidského jedince postiZfeného uvedenym

patologickym stavem.

Zastupuje:

Dr. Milos V8etelka
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Obrazek 1

Purifikovana bscCD19xCD3 na SDS/polyakrylamidovém gelu obarvena
Coomasie modfri
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Obrazek 3

Cytotoxicita bscCD19xCD3 v testu uvoliiovani *'Cr
s nestimulovanymi PBMC proti riznym liniim B lymfocytu

B bscCD19xCD3 (0,5ug/ml)

O bseM79xCD3 (0,5pg/ml)

E médium

80 %

60 % -

40 %

specificka lyze (%)

20 %

t | | |
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Test cytotoxicity s PBMC proti plazmocytomovym bunkam
CD19* Daudi a CD19 (L363 a NCI)
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Inhibice cytotoxicity bscCD19xCD3 zékladni anti-CD19
protilatkou HD37
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Obrazek 6

Test cytotoxicity s nestimulovanymi PBMC proti buiikam
Daudi po pfidavani zvysujiciho se mnozstvi EGTA
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—4— bscCD19xCD3 (1mg/mi)
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Obrazek 10 Purifikace bscCD19xCD3

supernatant tkanové kultury

kationtova vymeénna chromatografie

!

eluat 0,45M NaCl

afinitni chromatografie s chelaty kobaltu

l

eluat 0,5M imidazol

gelova filtrace

}

frakce o velikosti 50-70 kD
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Obrazek 11

Analyza bscCD19xCD3 pomoci SDS-PAGE

Draha: 1 2 3 4 5 6

§ 200

bscCD19xCD3 —¥
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CRP
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