HR P20020769A A2

JVRH R

(19) REPUBLIHRVATSKA @)eoipiave:  HR P20020769A A2

DRZAVNI ZAVOD ZA
INTELEKTUALNO VLASNISTVO

«» PRIJAVA PATENTA

Ghint.c.. C12 N 15/13 (22) Datum podno&enja prijave patenta u HR: 24.09.2002.
C 07 K16/28 (43) Datum objave prijave patenta u HR: 31.12.2003.
C 12N 15/62 (86) Broj medunarodne prijave: PCT/US01/05923
C 07 K 19/00 Datum podno$enja medunarodne prijave 23.02.2001.
A 61K 47/48 (87) Broj medunarodne objave: WO 01/62931
A 61 P 35/00 Datum medunarodne objave 30.08.2001.

(31) Broj prve prijave:60/185,039  (32) Datum podnosenja prve prijave: 25.02.2000.  (33) Drzava ili organizacija podno$enja prve prijave: US

(71) Podnositelji prijave: The Government of the United States, as represented by The Secretary
of the Department of Health and Human Services Office of Technology
Transfer, 6011 Executive Boulevard, Suite 325, Rockville, 20852-3804
MD, US
Duke University, Office of Science and Technology, Duke University
Medical Center, Davison Bldg. Room 454, Durham, 27710 NC, US

(72) Izumitelji: Ira Pastan, 11710 Beall Mountain Road, Potomac, 20854, US
Richard Beers, 2827 28th Street NW, Washington DC, 20008, US
Partha, S. Chowdbury, 1001 Rockville Pike, Rockville, 29852, US
Darell Bigner, 5133 Corbett Ridge Road, Mebane, 27302, US

(74) Punomoénik: Mladen VUKMIR, Zagreb, HR

(54) Nazivizuma:  PROTU-EGFRVIII SCFVS S POBOLJSANOM CITOTOKSICNOSCU | PRINOSOM,
IMUNOTOKSINI TEMELJENI NA NJEMU, TE POSTUPCI ZA NJIHOVU UPORABU

(57) Sazetak:  lzum opisuje protutijela za mutirani oblik receptora za epidermalni Cinitelj rasta poznat kao EGFRVIII.
Ovaj se mutirani oblik nalazi iskljucivo ili primarno na povr8ini stanica glioblastoma, te na stanicama karcinoma dojke,
jajnika i ne-mikrocelularnog karcinoma pluéa. Protutijela ovog izuma imaju visu sklonost za EGFRVIII i tvore
imunotoksine s visom citotoksiénoscu i prinosom od protutijela iz ranijih dostignu¢a, ukljuéujuci scFv oznaéen kao
MR1. Izum se posebice opisuje protutijelo, nazvano MR1-1, koje mutira MR1 u CDR3 VH i VL lanaca, ¢ime nastaje
protutijelo sa osobito dobrom citotoksiénoSéu. Izum opisuje i dodatna protutijela u kojima je MR1 mutiran u CDR1 i 2
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OPIS IZUMA

Uputa na srodne prijave

Ova prijava polaze pravo na SAD privremenu patentnu prijavu 60/185,039, podnesenu 25. veljace 2000., ¢iji je sadrzaj
sadrzan u navodu.

Izjava o pravima na izum izraden u okviru drZzavno potpomognutih istrazivanja i razvoja

Nije primjenjivo.
Podrudje tehnike

Mutirani oblik receptora za epidermalni Cinitelj rasta, oznaen kao "EGFRVIII", jako je izrazen u nekih 50-60%
glioblastoma a takoder je pokazano da je prisutan u nekih 70-80% karcinoma dojke i jajnika i u oko 16% ne-
mikrocelularnih karcinoma plu¢a (Wikstrand i sur., Cancer Res. 55:3140-3148 (1995); Moscatello i sur., Cancer Res.
55:5536-5539 (1995)). Mutacija se sastoji od delecije unutar okvira, egzona 2-7 blizu amino kraja vanstanicne domene
koja dovodi do izrazaja EGFR gRNK s delecijom 801 baze. Mutirani protein sadrzi novi glicinski kodon na spoju reza
(Moscatello i sur., gore). Mutirani receptor je izraZen na poviSini stanice 1 oblikuje novi tumor specifi¢ni epitop stani¢ne
povrdine na spoju delecije. Receptor ima konstitutivnu aktivnost tirozin kinaze koja pojacava tumorigeni¢nost
glioblastoma in vivo (Nishikawa i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 91:7727-7731 (1994)). Zbog tumor-spccifi¢nog
izvanstani¢nog slijeda, mutirani receptor je privlacna potencijalna meta za terapiju raka, osobito putem imunotoksina.

Imunotoksini se tvore spajanjem ciljajuceg dijela, kao §to je protutijelo ili dio protutijela, na proteinski toksin kao Sto je
Pseudomonas egzotoksin.

Pokazano je da su imunotoksini aktivni protiv solidnih tumora u Covjeka, kao §to je vidljivo iz Faze I klinickog
ispitivanja u kojem su imunotoksini, izradeni s protutijelom specifi¢nim za Lewis Y-vezan antigen koji je prekomjerno
izrazen na brojnim tumorima, doveli do povladenje tumora (Pai i sur., Nat Med. 2:350-353 (1996)). Imunotoksini, poput
onog iz studije Paia i sur., koja je u¢injena s potpunim misjim monoklonalnim protutijelom, ipak imaju odredene mane.
Oni su relativno veliki, $to ograni¢ava prodiranje u tumor. Nadalje, ¢esto postoji heterogenost veza izmedu protutijela i
toksina, §to otezava proizvodnju konjugata u velikim koli¢inama. Sli¢no tome, razli¢ita protutijela protiv EGFRVIII
poznata u struci, kao §to je prikazano u SAD patebtu br. 5,212,290, WO 96/16988 i Reist i sur., Cancer Res. 55:4375-
4382 (1995), imaju ogranicenja za tvorbu imunotoksina. Pokusaji prevladavanja ovih problema, izradom potpuno
rekombinanatnih imunotoksina u kojima se klonirani Fvs koriste za ciljanje, nisu uspjeli jer veéina varijabilnih domena
protutijela slabo djeluju kao Fvs ili zbog nestabilnosti zbog slabe V-V veze ili zbog slabog afiniteta vezanja.

MRI1 je jednolancana varijabilna domena protutijela (scFv) koja se specifi¢no veze za EGFRVIIL. MR1 scFv je izoliran
iz probirne banke protutijela faga (Lorimer i sur., Proc Natl. Acad. Sci. SAD 93:14815-14820 (1996)). Banka scFv koja
sadrzi MR1 pripremljena je od gRNK iz slezene mi$a imuniziranog s EGFRVIII specifi¢nim peptidom i izvanstani¢nom
domenom EGFRVIII, pro¢i$¢cnom afinitctnom kromatografijom iz tumorskog kscnografta koji izrazava EGFRVIII
(Lorimer 1 sur., Clin Cancer Res. 1:859-864 (1995)). MR1 je razvijen kao primjer razvijanja terapijskog sredstva koje bi
bilo specificno usmjereno na EGFRvIII-pozitivne tumorske stanice. Slijed za MR1 je pohranjen u GenBank pod
Ulaznim Brojem U76382.

Imunotoksin MR1(Fv)-PE38 napravljen je spajanjem scFv od MR1 na nepotpuni oblik Pseudomonas endotoksina A,
PE38, kojemu nedostaju sve domene Ia i aminokiseline 365-380 od domene Ib (Lorimer i sur., Proc. Natl. Acad. Sci.
SAD 93:14815-14820 (1996). Nekoliko drugih rekombinantnih PE38 imunotoksina je trenutno u klinickim
ispitivanjima (Kreitman i sur., Blood 94(10):3340-48 (1999); Pai-Scherf i sur., Clin. Cancer Res. (u tisku) (1999); Pai i
sur., Clin. Application Immunotoxins 234:83-96 (1998)). Opcenito, geni scFv se udruzuju s PE38 genom putem kratkog
povezivaca i kloniraju u ekspresijski vektor temeljen na T7. Rekombinantni imunotoksini se izrazavaju u E. coli, gdje se
nakupljaju u inkluzijskim tjeleScima. Nakon $to se inkluzijska tjele$ca obilno isperu, otapaju se u gvanidin hidrokloridu
a protein se renaturira i pro¢i§¢ava pomocu kromatografije s ionskom izmjenom i filtracije na gelu. Dobivene molekule
su aktivne 1 usmjerene na stani¢no specifi¢an antigen putem scFv. Smrt stanice je uzrokovana aktivno$cu toksina.

Da bi bili korisni kao terapijska sredstva, imunotoksini trebaju imati visok afinitet za antigen, s posljedi¢nom visokom
citotoksi¢noscéu prema stanicama koje izraZavaju antigen. Da bi se olakSala proizvodnja i pitanje troskova, prednost bi
bila da se imunotoksini mogu proizvoditi u visokom prinosu. MRI1(scFv)-PE38 ima najve¢i afinitet i najvise je
citotoksi¢an imunotoksin dostupan protiv stanica koje izrazavaju EGFRvILL, ali je daleko od idealnog. Ima Kd od 8nM a
prinos manji od 3%. Prednost bi bila u razvijanju protutijela koja vezuju EGFRVIII s ve¢im afinitetom i koja, vezana za
PE38 ili drugi toksin, stvaraju imunotoksine s ve¢om citotoksiénoséu prema stanicama koje izrazavaju EGFRVIIIL. Uz to,
bilo bi korisno pronacéi protutijela koja stvaraju imunotoksine u vi§em prinosu.
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Nekoliko pokusSaja, za razrjeSenje ovih problema razvijanjem dodatnih scFv iz monoklonalnih protu-EGFRvVIII
protutijela, je propalo. MR1 ostaje jedini scFv dostupan struci za ciljanje protu-EGFRvVIII imunotoksina.

Sazetak izuma

S jednog stajalista, izum donosi protutijela s pobolj§anim vezanjem za mutirani oblik receptora za epidermalni Cinitelj
rasta poznat kao EGFRVIIL. Osobito, izum donosi polipeptide s mutiranim varijabilnim (Vy) podru¢jem tedkog lanca ili
mutiranim podruéjem lakog lanca (V) protutijela ili oboje, koji imaju Kd za EGFRVIII od 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3.5
nM, 3 nM ili nize, mutirani Vy ili Vi koji imaju slijed razli¢it od roditeljskog Vy ili Vi u MR1 protutijelu, kako je
navedeno, aminokiselinskom izmjenom najmanje jedne aminokiseline u podruéju koje odreduje komplementarnost
(CDR), kodiranjem aminokiseline kodonom koji sadrzi nukleotid koji pripada "hot spot" slogu odabranom izmedu AGY
ili RGYW, u kojem je R jednako A ili G, Y jednako Cili T i W jednako A ili T. U nekim oblicima, zamjena se moze
desiti u CDR3 Vy ili CDR3 Vy. U drugim oblicima, zamjene se mogu desiti u CDR1 Vy ili CDR2 Vy ili oboje ili u
CDRI1 Vi, ili CDR2 Vy, ili oboje ili u bilo kojoj kombinaciji CDR1, 213 Vi Vi. Na primjer, u jednom obliku, zamjena
se moze desiti u CDR3 Vi, CDR2 V. i CDR1 Vy.

U preporuéljivom obliku, polipeptid ima zamjenu u CDR3 Vy najmanje jedne aminokiseline odabrane iz skupine koja
se sastoji od S98 i T99. U drugim preporucljivim oblicima, zamjena se odabire izmedu P98-Y99, P98-N99, P98-W99,
P98-199, P98-F99 1 P98-V99. Nadalje, polipeptid moZe imati zamjenu u CDR3 V|, kod kojeg je W zamijenjen s F na
poziciji 92. U osobito preporucljivom obliku, polipeptid ima zamjenu u teSkom lancu od S98P-T99Y, a laki lanac sadrzi
zamjenu FO2W (koja dcfinira protutijclo oznaceno kao "MR1-1").

Ranije opisani polipeptidi mogu biti jednolan¢ane varijabilne regije protutijela ("scFv"), Fv stabiliziran disulfidima, Fab,
F(ab"), ili drugi dio protutijela koji zadrzava sposobnost prepoznavanja i vezanja na antigen. Takoder mogu sadrzavati
povrsinski protein bakteriofaga.

U preporucljivim oblicima, ranije opisani polipeptidi imaju Kd za EGFRVIII najmanje 1 nM niZi nego onaj od MR1.
Polipeptidi mogu imati Kd od 7, 6, 5, 4, 3 ili nizi.

Ranije opisani polipeptidi mogu se takoder udruziti, prihvatiti ili na drugi nacin vezati za djelatnu molekulu, terapijski
dio ili vidljivi biljeg. Terapijski dio moze biti toksin ili citotoksi¢ni dio toksina ("toksi¢ni dio"), koji, u sprezi s
polipeptidom tvori imunotoksin. Toksi¢ni dio moze biti toksin difterije ili njegov citotoksi¢ni dio, saporin, toksin iz
kermesa, protuvirusni protein, ricin ili njegov citotoksi¢ni dio i briodin 1. U preporu¢ljivim oblicima, toksin je
Pseudomonas egzotoksin ("PL") ili citotoksi¢ni dio PE. U osobito preporu¢ljivim oblicima, PT je PE38. Imunotoksini
tvoreni kombinacijom polipeptida i toksi¢nog dijela mogu imati ICsy od 7 ng/mL ili nize, 6 ng/mL ili nize, 5 ng/mL ili
nize, 4 ng/mL ili nize ili od otprilike 3.5 ng/mL ili nize. Prinos imunotoksina, kad su rekombinantno izraZeni, moze biti
barem 3%, a moze biti 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10% ili vise.

Nadalje, izum donosi molekule nukleinske kiseline koje kodiraju polipeptide s mutiranim varijabilnim podrucjima
te$kog (VH) lanca protutijela ili mutiranim podru¢jima lakog lanca (V) ili oboje, koji imaju Kd za EGFRVIII od 7 nM
ili nize, mutirani Vg ili Vi imaju slijcd razli¢it od roditcljskog Vg ili Vi u MR1 protutijclu, kako jc navcdeno,
aminokiselinskom zamjenom barem jedne aminokiseline u podruéju koje odreduje komplementarnost (CDR),
aminokiselinu kodiranu kodonom koji sadrzi nukleotid koji pripada "hot spot" slogu odabranom izmedu AGY ili
RGYW, gdje je R jednako A ili G, Y jednako C ili T, a W jednako A ili T. U nekim oblicima, zamjena se moze desiti u
CDR3 Vy ili CDR3 V.. U drugim oblicima, zamjena se moze desiti u CDR1 Vy ili CDR2 Vy ili oboje ili u CDR1 V ili
CDR2 V ili oboje ili u bilo kojoj kombinaciji CDR1, 213 Vi Vy.

Na primjer, u jednom obliku, zamjena se moze desiti u CDR3 Vi, CDR2 Vi i CDR1 Vy.

U preporuéljivom obliku, molekula nukleinske kiseline kodira polipeptid s zamjenom u CDR3 Vy, u usporedbi s MR1,
od barem jedne aminokiseline odabrane iz skupine koja se sastoji od S98 i T99. U drugim preporucljivim oblicima,
zamjena se odabire izmedu P98-Y99, P98-N99, P98-W99, P98-199, P98-F99 i P98-V99. Molekula nukleinske kiseline
takoder moZe kodirati polipeptid s zamjenom u CDR3 Vi, u usporedbi s MR 1, koja sadrzi W zamijenjen s F na poziciji
92.

Molekule nukleinske kiseline mogu kodirati polipeptide koji su jednolan¢ana varijabilna podrucja protutijela ("scFv"),
Fv stabilizirani disulfidom, Fab, F(ab"), ili drugi ulomak protutijela koji zadrzava sposobnost prepoznavanja i vezanja
na antigen. Polipeptidi mogu takoder sadrZavati povrsinski protein bakteriofaga. Ranije opisane molekule nukleinskih
kiselina mogu se u¢inkovito vezati za promotor.

U drugoj skupini oblika, izum donosi metode ubijanja stanice koja nosi antigen, koja sadrzi dodir stanice s
imunotoksinom koji sadrzi toksi¢ni dio 1 ciljajuéi dio, ciljajuéi dio sadrzi polipeptid s mutiranim varijabilnim podru¢jem
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teskog lanca (V) protutijela ili mutiranim podru¢jem lakog lanca (V1) ili oboje, ¢iji polipeptid ima Kd za EGFRvVIII od
7 nM ili nize, mutirani Vg ili Vi imaju slijed razli¢it od roditeljskog Vg ili Vi, u MR1 protutijelu, kako je navedeno,
aminokiselinskom zamjenom barem jedne aminokiseline u podrudju koje odreduje komplementarnost (CDR),
aminokiselinu kodiranu kodonom koji sadrzi nukleotide koji pripadaju "hot spot" slogu odabranom izmedu AGY ili
RGYW, gdje je R jednako A ili G, Y jednako C ili T, a W jednako A ili T. U nekim oblicima, zamjena se moze desiti u
CDR3 Vg ili CDR3 Vi. U drugim oblicima, zamjene se mogu desiti u CDR1 Vg ili CDR2 Vy ili oboje ili u CDR1 Vy ili
CDR2 V¢ ili oboje ili u bilo kojoj kombinaciji CDR1, 213 Vgi Vy.

U preporuéljivom obliku, metoda sadrzi ciljajuéi dio koji sadrzi polipeptid s zamjenom u CDR3 VH od barem jedne
aminokiseline odabrane iz skupine koja se sastoji od S98 1 T99. U drugim preporucljivim oblicima, ciljajuéi dio sadrzi
polipeptid koji sadrzi zamjenu odabranu izmedu P98-Y99, P98-N99, P98-W99, P98-199, P98-F99 i P98-V99. U osobito
preporucljivom obliku, ciljajuéi dio je MR1-1.

Ciljajuci dio moze biti jednolan¢ano varijabilno podrucje protutijela ("scFv"), Fv stabiliziran disulfidom, Fab, F(ab"), ili
drugi ulomak protutijela koji zadrzava sposobnost prepoznavanja i vezivanja na antigen.

Stanica koja nosi antigen moZe biti maligna stanica, poput stanice glioma, stanice karcinoma dojke, stanice karcinoma
pluca ili stanice karcinoma jajnika.

Kratak opis crteza

Slika 1. Slika 1 prikazuje strategiju za PCR izgradnju banke mutanata. A. pCANTABSE-MRI1 je koristen kao
predlozak za umnozavanje koristenjem uzvodne pocetnice, S1 i nizvodne pocéetnice CDR3H b, d ili f, koji
sadrzi izmjene (NNS) u ciljanim podru¢jima. B. pCANTABSE-MRI1 je koriSten kao predlozak za
umnozavanje koriste¢i produkte reakcije iz koraka A kao uzvodne pocetnice i nizvodnu pocetnicu AMBN. C.
Produkti iz reakcije B razgradeni su i klonirani u pPCANTABSE.

Slika 2. Senzogram BIA jezgre MR1, MR1-1 i MR1 sa S98P-T99Y mutacijama u VH CDR3.

Slika 3. Prezivljenje atimi¢nih S$takora s intrakranijalnim tumorima od humanih stanica glioblastoma koje su
transficirane s EGFRVIII i lijeenih s imunotoksinima usmjerenim na MR1-1. Os Y pokazuje postotak
prezivljenja Zivotinja u zadanoj vremenskoj to¢ki. Os X pokazuje vrijeme preZivljenja u danima. Legenda:
MR-1 predstavlja MR1-1-PE38 imunotoksin. Ispunjeni rombovi, zivotinje koje su dobivale 6 ug MR1-1-
PE38 imunotoksina kroz razdoblje od 7 dana putem 24-satne infuzije. Otvoreni trokut: Zivotinje koje su
dobivale 2 ug MR1-1-PE38 imunotoksina prema istom rasporedu. Otvoreni krug: Zivotinje koje su dobivale
fiziolosku otopinu kao kontrolu prema istom rasporedu.

Slika 4. PreZivljenje atimi¢nih $takora s intrakranijalnim tumorima od humanih stanica glioblastoma transfeciranih s
EGFRVIII i lije¢enih s imunotoksinima usmjerenim na MR1-1 ili fizioloskom otopinom kao kontrolom. Os Y
pokazuje postotak prezivljenja Zivotinja u zadanoj vremenskoj tocki. Os X pokazuje vrijeme prezivljenja u
danima. Legenda: MR1-1, predstavlja MR1-1-PE38 imunotoksin. Otvoreni rombovi, Zivotinje koje su
primale 0.2 pg MR1-1-PE38 imunotoksina (u 200 pL PBS-a s 0.2% HSA) kroz razdoblje od 7 dana putem
24-satne infuzije. Otvoreni trokut: Zivotinje koje su primale 0.6 pg MR1-1-PE38 imunotoksina na isti nadin.
Otvoreni krug: Zivotinje kojc su primalc 2.0 pg MR1-1-PE38 imunotoksina na isti na¢in. "X", Zivotinjc kojc
su na isti naéin primale kontrolnu fiziologku otopinu.

Slika 5. Prezivljenje atimi¢nih $takora s neoplasti¢nim meningitisom nakon intratekalnog iniciranja humanih stanica
glioblastoma transfeciranih s EGFRVIII i lije¢enih s imunotoksinom usmjerenim na MR1-1 ili kontrolnom
fizioloSkom otopinom. Os Y pokazuje postotak preZivljenja Zivotinja u zadanoj vremenskoj tocki. Os X
pokazuje vrijeme prezivljenja u danima. Legenda: MR1-1 predstavlja MR1-1-PE38 imunotoksin. Trokuti:
zivotinje koje su dobivale 2 ug MR1-1-PE38 imunotoksina u 40 pL PBS-a s 0.2 % HA na dane 3, 5 i 7 nakon
inicijacije tumora. Rombovi: Zivotinje koje su dobivale 1 pg MR1-1-PE38 imunotoksina u 40 pL PBS-a s 0.2
% HA na dane 3, 5 i 7 nakon inicijacije tumora, do ukupne doze od 3 pg imunotoksina. Krugovi: zivotinje
koje su dobivale 40 pL. PBS-a s 0.2 % HA na dane 3, 5 i 7 nakon inicijacije tumora, kao kontrolu.

Slika 6. Volumen tumora, kroz vremensko razdoblje, u atimi¢nih mi$eva iniciranih u desni bok sa stanicama humanog
glioblastoma transficiranih s EGFRVIII i lijeenih s imunotoksinom usmjerenim na MR1-1 ili fizioloskom
otopinom kao kontrolom. Os Y pokazuje volumen tumora u mm’. Os X pokazuje vrijeme u danima od
pocetka lijeCenja (Zivotinjama su inicirane tumorske stanice 7 dana prije dana "0"). Legenda: MR1-1
predstavlja MR1-1-PE38 imunotoksin. Kvadrati: Zivotinje koje su primale 1 ug MR1-1-PE38 imunotoksina u
bolus injekcijama od 20 ul na dane 0, 2 i 4, do ukupne doze od 3 pg. Obi¢ni trokuti: Zivotinje koje su primale
2 ug MR1-1-PE38 imunotoksina u bolus injekcijama u 20 pL fizioloske na dane 0, 2 i 4, do ukupne doze od 6
pg imunotoksina. Obrnuti trokuti: Zivotinje koje su primale 3 pg MR1-1-PE38 imunotoksina u bolus
mjekcijama u 20 pL fizioloSke na dane 0, 2 1 4, do ukupne doze od 9 pg imunotoksina. Rombovi: Zivotinje
koje su primale bolus injekcije od 20 pL fizioloSke otopine na dane 0, 2 i 4, kao kontrolu.
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Podrobniji opis

I.Uvod

Ovaj izum opisuje scFv protutijela i druga protutijela s ve¢im afinitetom za EGFRVIII nego §to ima MR1. Nadalje,
opisuje imunotoksine s vec¢om citotoksi¢no$cu za stanice koje izrazavaju EGFRVILI, nego je imaju isti imunotoksini koji
koriste MR1 kao ciljajuéi dio molekule. Protutijela se tvore od MR1, ali su mutirana u "hot spot” podru¢jima njihovih
podrudja koja odreduju komplementarnost (CDR). Iznenadujuce, imunotoksini koji sadrze ove mutirane oblike MR1
kao ciljajuce dijelove, ne samo da imaju visok afinitet za EGFRVIII, nego se mogu i proizvesti u znatno vi§im prinosima
nego sli¢ni imunotoksini koji koriste MR1 kao ciljajuéi ulomak molekule.

Ograni¢avajuéi ¢initelj u izradi banki protutijela s probranim CDR je velik broj ostataka koji sa¢injavaju CDR. Radi
nepostojanja rentgentskih struktura za vecinu protutijela, obi¢no nema niti pokuSaja identifikacije nekolicine CDR
ostataka gdje bi mutacije mogle dati oblike viSeg afiniteta. Posljedi¢no, nuzno je izraditi iznimno velike probirne banke
da bi se osiguralo izdvajanje oblika s vi§im afinitetom.

U probnim ispitivanjima, mutacije su ucinjene u CDR3 varijabilnog podru¢ja teskog lanca(Vy) MR1. Vg CDR3 od
MRI1 ima jedanaest aminokiselinskih ostataka. Posljednja dva ostatka Vi podrucja, D101 i Y102, bili su iskljuceni iz
ispitivanja mutageneze jer se nije smatralo vjerojatnim da bi sudjelovali u vezanju antigena, iz dva razloga. Prvo, ova
dva ostatka obi¢no leze na spoju s Vi, lancem. Posljedica toga je da nisu izloZeni. Drugo, ovim ostacima je pridodan J
scgment i slijedc 3 -spojno podruéjc VyCDR2. Posljedi¢no, oni su ncsto boljc oCuvani ncgo ostatak VECDR3.

Ostalih devet aminokiselina na svakom od mjesta u CDR3 Vy bile su zamijenjene sa svakom od drugih prirodnih
aminokiselina. Ispitivanja su pokazala da samo mutacije u podru¢jima poznatima kao «hot spots» (podrucja za koja se
zna da hipermutiraju tijekom sazrijevanja afiniteta protutijela, najbolje obiljeZena sa slogovima RGYW 1 AGY gdje je R
jednako A ili G, Y jednako C ili T 1 W jednako A ili T) dovode do stvaranja protutijela s citotoksi¢no$¢u viSom od
roditeljskog protutijela MR1. Takoder je nadeno da mutacije pospjeSuju prinos dobivenog imunotoksina, kada se ovi
mutirani scFv ugrade u imunotoksine, u usporedbi sa sli¢nim imunotoksinima dobivenim s roditeljskim MR1 scFv. U
daljnjim probnim ispitivanjima, mutacije su u¢injene u MR1 CDR3 varijabilnog podru¢ja lakog lanca. U ovim
ispitivanjima, mutacije su u¢injene samo na aminokiselinama unutar «hot spot». I opet, mutacije su dale protutijela s
viSom citotoksi¢noscu i prinosom nego roditeljsko protutijelo MR1.

Prema ovim rezultatima, nije potrebno probirati svaki ostatak u CDR da bi se otkrili oni ¢ije ¢e mutacije dati varijantu
viseg afiniteta. Za o¢ekivati je da ¢e mutacije u «hot spot» od Vi 1 Vi, CDRa 1 i 2 takoder dati protutijela s pobolj§anim
afinitetom za EGFRVIII, poboljsanom citotoksi¢noséu prema stanicama koje izrazavaju EGFRVIII kada se ugrade u
imunotoksine i pobolj$an prinos imunotoksina s ugradenim takvim scFv u usporedbi s imunotoksinima temeljenim na
MRI1. S obzirom da su pobolj$ana svojstva nastala zbog zamjene aminokiselina, isti pozitivni uéinci ¢e se naci i kada se
ovi mutirani oblici MR1 (uklju¢ujuéi one mutirane u Vi i Vi CDR3) ugrade u disulfidima stabilizirane Fvs (dsFvs) iliu
Fab’, F(ab"), ili Fab.

Povcéana citotoksiéna aktivnost nijc nuzno povczana s povcecéanim afinitctom (Tablice 4 1 5, gore). Nema jasnog
objadnjenja za ovaj nedostatak uzajamne povezanosti. Pored afiniteta vezanja, koji se obi¢no mjeri na 22°C, ima vise
koraka u procesu toksi¢nosti koji mogu biti pogodeni «hot spot» mutacijama. Neki od tih koraka ukljuc¢uju stabilnost na
37°C, brzinu ulaska u stanicu, proteoliticku razgradnju i premjestanje u odjeljak potreban za translokaciju. Moguce je da
su jedan ili vi$e od ovih koraka pogodeni. Protutijela s vi$im afinitetom za EGFRVIII su, ipak, korisna u razne svrhe,
osobito za dijagnostiku i in vifro testove za odredivanje prisutnosti ili odsutnosti stanica koje izrazavaju EGFRVIIL, u
uzorku. Na primjer, za in vitro uporabu, protutijela poput scFv s vi$im afinitetom za EGFRvIII mogu se vezati za
radionuklide ili bilo koje druge vidljive biljege 1 koristiti se za otkrivanje prisutnosti stanica koje izrazavaju EGFRVIII u
bioptatu od bolesnika, da bi se odredilo ima li bolesnik karcinom obiljezen prisutno$cu takvih stanica ili da bi se
odredilo da karcinom jo$ nije potpuno uklonjen u bolesnika za kojeg je poznato da ima takav karcinom. Sli¢no, za in
vivo uporabu, scFv, dsFv ili druga protutijela ovog izuma, mogu se vezati za radionuklide ili druge vidljive biljege i
koristiti se za otkrivanje prisutnosti stanica koje izrazavaju EGFRVIII u bolesnika i tako opet dijagnosticirati ima li
bolesnik karcinom obiljeZen prisutno$éu takvih stanica ili da karcinom jo$ nije potpuno uklonjen u bolesnika za kojeg je
poznato da ima takav karcinom.

Napokon, jedna izrazita razlika opazena medu CDR mutantama bila je krajnji prinos aktivnog monomernog proteina.
Rekombinantni proteini nakupljaju se u inkluzijskim tjeleScima kao netopivi agregirani proteini (imunotoksini). Aktivni
monomeri dobivaju se otapanjem inkluzijskih tjeleSaca u 6M gvanidin HCI, nakon ¢ega slijedi kontrolirana renaturacija
u redoks sustavu 1 odvajanje monomera od multimera 1 agregata.

Ispitivanja su pokazala da mutacije u 1 ili 2 aminokiseline u CDR mogu znatno povecati prinos (Tablica 6)
imunotoksina, kako je definirano i objasnjeno u nastavku. Prinos MR1(Fv)-PE38 je samo 2%, ali je izuzetno povecana
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na 17% s mutacijama teSkog lanca CDR3 S98-T99S. Moze se pretpostaviti da ove mutacije imaju snazan ucinak na put
presavijanja. Opcéenito, svi mutanti teSkih lanaca izdvojeni u pocetnoj mutagenezi tegkog lanca davali su veéi prinos
nego roditeljski MR1. Stoga je teski lanac CDR3 jako vazan za pravilno presavijanje a ekspresijski sustav faga moze, na
neki nadin, odabrati proteine koji se u¢inkovitije presavijaju. Posljedi¢no, fag, koji sadrzi Fvs koji se bolje presavija, je,
¢ini se, prisutan u vecem broju i njegovo umnazanje prevladava tijekom oblaganja antigena.

Na temelju ovih rezultata, za o¢ekivati je da se sadrzaj faga moZe koristiti za odabir Fvs mutirane u CDR1 ili 2 Vi Vp
lanaca, koji takoder pokazuju povecan proizvedeni prinos u usporedbi s roditeljskim MR1 scFv.

In vivo testovi provedeni su da bi se odredio u¢inak probnih imunotoksina ciljanih s MR1-1 na Zivotinjskim modelima
humanih tumora. Da bi uspostavili tumore, atimi¢ni Stakori 1 miSevi inicirani su intrakranijalno, intratekalno ili
supkutano sa stanicama humane stani¢ne linije glioblastoma (U87MG) koja je transfecirana da bi izrazavala EGFRvIII
(transfecirana stani¢na linija koja izrazava EGFRVIII nazvana je US7MG.AEGFRVIII i opisana je od strane Nishikawa i
sur., Proc Natl Acad Sci (USA) 91(16):7727-7731 (1994)). Jednom kad su tumori uspostavljeni, $takori ili miSevi su
lije¢eni s bolus injekcijama ili kontinuiranim infuzijama razli¢itih doza imunotoksina. Kao $to je opisano u Primjerima u
nastavku i Slikama 3-6, bez obzira na smjestaj tumora i metodu primjene imunotoksina, zivotinje koje su dobivale
imunotoksin u dozama od 1 ili 2 pg pokazale su zna¢ajno manji rast tumora i duze vrijeme prezivljenja, nego Zivotinje
koje su dobivale kontrolnu fiziolosku otopinu.

II.Definicije

Jedinice, prefiksi i simboli naznac¢eni su u svom obliku prihva¢enom od Medunarodnog sustava jedinica (SI). Numericki
rasponi ukljucuju brojeve koji definiraju raspon. Ako nije drugacije naznaCeno, nukleinske kiseline pisane su s lijeva na
desno u smjeru od 5 prema 3°; slijedovi aminokiselina pisani su s lijeva na desno u smjeru od amino prema karboksi
kraju. Ovdje izneseni naslovi nisu ogranicenja razli¢itih koraka ili oblika izuma, koji se mogu razlu¢iti upucivanjem na
specifikaciju u cijelosti.

Prema tome, pojmovi definirani neposredno u nastavku bolje se definiraju upuéivanjem na specifikaciju u cijelosti.

Ostaci mutirani u odnosu na poznati slijed oznaceni su dogovorno, navodeci, s jednom pisanom oznakom, ostatak koji
se uobicajeno nalazi na odredenom mjestu u slijedu, mjesto u slijedu mutiranog ostatka i ostatak koji zamjenjuje izvorni
ostatak. Stoga, na primjeru MR1 CDR3 Vy, izraz «S98P» ukazuje da je serin, kojeg uobi¢ajeno nalazimo na mjestu 98
normalnog te§kog lanca CDR3 MR 1, mutiranjem zamijenjen prolinom. Oznaka poput «S98» u kojoj iza broja ne slijedi
oznaka ostatka odnosi se ili na ostatak koji se uobi¢ajeno nalazi na tom mjestu u uobic¢ajenom slijedu peptida ili da je taj
specifi¢ni ostatak sada prisutan na tom mjestu (npr., da je navedeni ostatak zamijenjen s ostatkom kojeg uobi¢ajeno
nalazimo na tom mjestu). Znacenje koje mu je ovdje namijenjeno biti ¢e jasno iz konteksta, Ovdje kori$tene upute na
odredene numerirane aminokiselinske ostatke od MR1-1 odnose se na ostatke numerirane prema Kabat i sur.,
SEQUENCE OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, U.S. Department of Health and Human Services,
(1987), prema nadopuni; ova uputa se u nastavku spominje kao «Kabat» (¢iji je sadrzaj ovdje citiran) kada se slijed scFv
posloZi i numerira prema Kabatovom sustavu.

«EGFRVIII» predstavlja mutirani oblik receptora za epidermalni ¢initelj rasta kojeg prepoznaje MR1 scFv i obiljezen je
s 801 parom baza u okvimoj deleciji egzona 2-7 blizu amino kraja. Ovaj oblik receptora je poznat u struci, kako su
pokazali Wickstrand i sur., Moscatello i sur. i Lorimer i sur. u navodima citiranim u Pozadini izuma. Radi promjene u
nazivlju, EGFRVIII je pocetno oznacen kao Tip II mutacija u nekim ranijim radovima iz ovog podruc¢ja, kako je
pokazano u SAD patentu br. 5,212,290.

U ovdje koristenom znaéenju, «protutijelo» uklju¢uje uputu na imunoglobulinsku molekulu imunologki reaktivnu s
odredenim antigenom, a gdje je prikladno, uklju¢uje i poliklonalna i monoklonalna protutijela. Ovaj izraz takoder
ukljutuje genetski izmijenjene oblike kao $to su kimeri¢na protutijela (npr., humanizirana misic¢ja protutijela),
heterokonjugirana protutijela (npr., bispecifiéna protutijela). Ovaj izraz se, ovdje, osobito odnosi na rekombinantne
jednolan¢ane Fv ulomke (scFv), disulfidima stabilizirane (dsFv) Fv ulomke, (vidi, U.S.S.N. 08/077,252, ovdje
navedene) ili pFv ulomke (vidi SAD privremene patentne prijave 60/042,350 i 60/048,848). Izraz «protutijelo» takoder
ukljuuje oblike protutijela koje vezuju antigen, ukljucujuéi ulomke sa sposobno$cu vezanja antigena (npr., Fab’,
F(ab"),, Fab, Fv i rIgG. Vidi takoder, Pierce Katalog i Priru¢nik, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Vidi
takoder, npr. Kuby, I., Imunologija, 3.izdanje, W.H.Freeman&Co., New York (1998). Na koje se znacenje izraz odnosi
vidjet Ce se iz konteksta.

Protutijelo koje je imunoloski reaktivno s odredenim antigenom moZe se proizvesti rekombinantnim metodama kao $to
su probir banki rekombinantnih protutijela u faga ili sli¢nih vektora, vidi, npr., Huse i sur., Science 246:1275-1281
(1989); Ward i sur., Nature 341:544-546 (1989): 1 Vaughan i sur., Nature Biotech. 14:309-314 (1996) ili imunizacijom
zivotinje s antigenom ili s DNA koja kodira antigen.
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Uobiéajeno, imunoglobulin ima teski i laki lanac. Svaki teski i laki lanac sadrZi konstantno podrudje i varijabilno
podrugje, (podrudja su jo§ poznata i kao «domeney). Laki 1 teSki lanac varijabilnog podruéja sadrze Cetiri «okvirnay
podrucja isprekidana s tri hipervarijabilna podrucja, jo§ nazvana «podrucjima koja odreduju komplementarnost» ili
«CDR». Rasponi okvirnih podru¢ja i CDRa ve¢ su definirani (vidi, Kabat, gore). Slijedovi okvirnih podru¢ja razliitih
lakih ili teSkih lanaca su relativno sacuvani unutar vrste. Okvirno podrucje protutijela, odnosno udruZena okvirna
podrudja pripadajuéih lakih i te$kih lanaca, sluZi da smjesti i poreda CDR u trodimenzionalni prostor.

CDR su prije svega odgovorna za vezanje na epitop antigena. CDR pojedinog lanca se obi¢no oznacuju kao CDRI,
CDR2, CDR3, numerirani redom poc¢evs$i od N-kraja i takoder se obi¢no ozna¢uju prema lancu u kojem je odredeni
CDR smjesten. Stoga je Vi CDR3 smjesten u varijabilnoj domeni teSkog lanca protutijela u kojem je naden, dok je Vi,
CDR1, CDR1 iz varijabilne domene lakog lanca protutijela u kojem je naden.

Upute na «Vip» ili «VH» odnose se na varijabilna podrudja teskog lanca imunoglobulina, ukljucujuéi teski lanac od Fv,
scFv, dsFv ili Fab. Upute na «Vy» ili «VL» odnose se na varijabilna podruéja lakog lanca imunoglobulina, uklju¢ujuéi
lake lance od Fv, scFv, dsFv ili Fab.

Izraz «jednolancani Fv» ili «scFv» odnosi se na protutijelo u kojem su varijabilne domene teskog lanca i lakog lanca
uobicajenog dvolan¢anog protutijela, udruzene tako da tvore jedan lanac. Obi¢no se, izmedu dva lanca, umece peptid
povezivac¢ koji omogucuje pravilno presavijanje i stvaranje aktivnog veznog mjesta.

Izraz «peptid povezivaé» uklju¢uje uputu na peptid s ulomkom koji vezuje antigen (npr., Fv ulomak) koji sluzi da
neizravno poveze varijabilnu domenu teskog lanca s varijabilnom domenom lakog lanca.

Izraz «roditeljsko protutijelo» obi¢no upucuje na protutijelo od interesa koje ¢e biti mutirano ili izmijenjeno da bi se
dobila protutijela ili njihovi ulomci koji se vezu na isti epitop kao 1 roditeljsko protutijelo. U ovdje koritenom znacenju,
izraz «roditeljsko protutijelo» odnosi se na scFv oznacen kao «MR1» (GenBank Pristupni Broj U76382) ukoliko nije
drugacije navedeno ili vidljivo iz konteksta.

Izraz «hot spot» ozna¢ava dio nukleotidnog slijeda CDRa ili okvirnog podrucja varijabilne domene koje je mjesto
osobito visoke prirodne mutacije. lako su CDR i sami smatrani hipervarijabilnim podru¢jima, pokazano je da mutacije
nisu ravnomjerno rasporedene kroz CDR. Posebna mjesta ili «hot spot», otkrivena su kao mjesta na kojima su
koncentrirane mutacije. «Hot spots» obiljeZavaju brojne strukturne karakteristike i slijedovi. Ovi «hot spot» slogovi
mogu se koristiti za otkrivanje tih mjesta. Dva dogovorna slijeda slogova, koji su osobiti dobro opisani, su
tetranukleotidni slijedovi RGYW 1 serinski slijed AGY, gdje je R jednako A ili G, Y jednako Cili T i W jednako A ili
T.

«Ciljajuéi dio» ili «ciljaju¢a molekulay» je dio imunokonjugata koji ima sposcbnost usmjeriti imunokonjugat prema
stanicama od interesa. Obi¢no je ciljajuci dio protutijelo, scFv, dsFv, Fab ili F(ab"), koje prepoznaje specifi¢ni antigen
na stanicama od interesa.

«Toksi¢ni diox» je citotoksin ili dio citotoksina koji, kad je uklopljen u imunotoksin, ¢ini imunotoksin citotoksi¢nim za
stanice od interesa.

«Imunotoksiny» je molekula koja se sastoji od ciljajuée molekule, kao $to je scFv i toksi¢nog dijela, kao §to je
Pseudomonas egzotoksin («PE») ili njegovog citotoksi¢nog ulomka.

Ovdje spomenuti imunotoksini su obi¢no izrazeni kao inkluzijska tjelesca u E. Coli, nakon ¢ega se inkluzijska tjelesca
pro¢idcavaju, otapaju u 6 M gvanidin HCI i protein se ponovno presavija. U ovdje kori§tenom znacenju, izraz «prinosy»
odnosi se na koli¢inu pravilno savijenog monomernog imunotoksina sakupljenog tijekom ovog postupka. Izrazava se
kao postotak odreden kao: miligrami proteina nakon MonoQ kromatografije s ionskom izmjenom/miligramima ponovno
savijenog proteina iz inkluzijskih tjelesaca.

«Terapijski dio» je dio imunokonjugata koji bi trebao djelovati kao terapijsko sredstvo.

Izraz «terapijsko sredstvo» ukljucuje svaki sastojak trenutno poznat ili kasnije razvijen da djeluje kao protuneoplasti¢no,
protuupalno, citokin, protuinfektivno, enzimski aktivator ili inhibitor, alosteri¢ni modifikator, atibiotik ili drugo sredstvo
koje se daje za poticanje Zeljenog terapijskog ucinka u bolesnika. Terapijsko sredstvo moze takoder biti toksin ili
radioizotop, kada je terapijsko sredstvo namijenjeno, na primjer, za ubijanje karcinomskih stanica.
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«Vidljivi biljeg» oznadava, s obzirom na imunokonjugat, dio imunokonjugata koji ima svojstva koja mu omogucuju da
se otkrije njegova prisutnost. Na primjer, imunokonjugat se moze obiljeZiti s radioaktivnim izotopom koji dozvoljava da
se stanice, u kojima je imunokonjugat prisutan, otkriju imunohistokemijskim testovima.

Izrazi «djelatni dio» i «djelatna molekula» oznacavaju dio imunckonjugata koji bi trebao imati u¢inak na stanice na koje
ga je usmjerio ciljajuéi dio ili bi trebao otkriti prisutnost imunokonjugata. Stoga, djelatni dio moZe biti, primjerice,
terapijski dio, toksin, radiobiljeg ili flourescentni biljeg.

Izraz «imunokonjugaty» oznacava kimeri¢nu molekulu koja sadrzava ciljajué¢u molekulu (kao §to je scFv) pri¢vricenu
izravno (na primjer, putem kovalentne veze) ili neizravno (na primjer, putem peptida povezivaca) na djelatnu molekulu.
U podskupini imunokonjugata, djelatna molekula je toksin, pa se onda kimeritna molekula poblize naziva
yimunotoksiny.

Izrazi «djelatna doza» ili »doza djelotvorna za» ili «terapijski djelotvorna doza» uklju¢uju uputu na doziranje
terapijskog sredstva koje je dovoljno da se postigne Zeljeni rezultat, kao §to je inhibicija stani¢ne sinteze proteina za
barem 50% ili ubijanje stanice.

Izraz «toksin» ukljucuje uputu na abrin, ricin, Pseudomonas egzotoksin (PE), difterija toksin (DT), botulinski toksin ili
njihove izmijenjeni oblici. Na primjer PE i DT su visoko toksi¢ni sastojci koji obi¢no ubijaju putem jetrene toksi¢nosti.
Ipak, PE i DT se mogu izmijeniti u oblik prikladan za koriStenje kao imunotoksin uklanjanjem prvobitnog ciljajuc¢eg
dijcla toksina (npr., domcna Ia od PE ili B lanac od DT) i nadomjcstanjem s drugim ciljaju¢im dijclom, kao §to jc
protutijelo.

Izraz «ICso» odnosi se na koncentraciju toksina ili imunotoksina (izrazena kao ng/mL) koja je potrebna za inhibiciju
proteinske sinteze za 50%.

Izraz «dodirni» uklju¢uje uputu na postavljanje u izravnu fizi¢ku vezu.
«Plazmid za ekspresiju» sadrzi slijed nukleotida koji kodira molekulu od interesa, koji je uéinkovito vezan na promotor.

U ovdje koriStenom znacenju «polipeptid», «peptid» i «protein» se medusobno izmjenjuju i ukljuuju uputu na polimer
od aminokiselinskih ostataka. Izrazi se odnose na aminokiselinske polimere, u kojima je jedan ili viSe aminokiselinskih
ostataka umjetni kemijski analog odgovarajuée prirodno prisutne amino kiseline, kao i na prirodno prisutne
aminokiselinske polimere. Izrazi se odnose i na polimere koji sadrze takove konzervativne aminokiseline izmjene da
protein ostaje djelatan.

Izraz «ostatak» ili «aminokiselinski ostatak» ili «aminokiselina» uklju¢uje uputu na aminokiselinu koja je ugradena u
protein, polipeptid ili peptid (zajednicki «peptid»). Aminokiselina moZe biti prirodno prisutna aminokiselina i, ako nije
drugacdije odredeno, moZe obuhvatiti poznate analoge prirodnih aminokiselina koji mogu djelovati na sli¢an nacin kao
prirodno prisutne aminokiseline.

Aminokiscline 1 analozi na kojc sc ovdjc upucujc opisani su kraticama prema Tablici 1:

Tablica 1: Nomenklatura aminokiselina

Naziv 3 slova 1 slovo
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Aspargin Asn N
Aspartska kiselina ~ Asp D
Cistein Cys C
Glutaminska kiselina Glu E
Glutamin Gln Q
Glicin Gly G
Histidin His H
Izoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lizin Lys K
Metionin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Treonin Thr T
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Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Valin Val v

«Konzervativna izmjena», kada se opisuje, protein odnosi se na promjenu aminokiselinskog sastava proteina koja ne
mijenja znacajno njegovu aktivnost.

Stoga se "konzervativno izmijenjeni oblici" odredenog aminokiselinskog slijeda odnose na aminokiselinske izmjene
onih aminokiselina koje nisu kljuéne za aktivnost proteina ili zamjenu aminokiselina s drugim aminokiselinama koje
imaju sli¢na svojstva (npr., kiselost, luznatost, pozitivan ili negativan naboj, ionizirane ili ne-ionizirane, itd.) tako da ¢ak
niti izmjena kljuénih aminokiselina ne mijenja znacajno aktivnost. Tablice konzervativnih izmjena, koje prikazuju
funkcijski slicne aminokiseline, dobro su poznate u struci. Svaka od $est skupina prikazanih u Tablici 2 koja slijedi,
sadrzi aminokiseline koje su uobi¢ajene konzervativne zamjene jedna za drugu:

Tablica 2
1) Alanin (A), Serin (S), Treonin (T);
2) Aspartska kiselina (D), Glutaminska kiselina (E);
3) Aspargin (N), Glutamin (Q);
4) Arginin (R), Lizin (K);
5) Izoleucin (I), Leucin (L), Metionin (M), Valin (V); i
6) Fenilalanin (F), Tirozin (Y), Triptofan (W).

Vidi takoder, Creighton, Proteins, W.H.Freeman and Company, New York (1984). Ipak, mora se naglasiti da, dok se
fenilalanin i triptofan opcenito smatraju za medusobne konzervativne zamjene, izmjena triptofana s fenilalaninom u "hot
spot" VL CDR3 od scFv MR1 stvorila je imunotoksin koji je bio aktivniji nego roditeljski scFv. Prema tome, iako se ove
dvije aminokiseline smatraju konzervativnim zamjenama za dijelove protutijela izvan CDR, u kontekstu ovog izuma,
ove dvije aminokiseline nisu konzervativne zamjene jedna drugoj, unutar "hot spot”. Na temelju ovih rezultata, niti
jedna izmjena aminokiselina unutar "hot spot” ne moze se smatrati konzervativnom, osim ako nije testirana s, na
primjer, ovdje prikazanim testovima, da se odredi utje¢u li na afinitet dobivene molekule, prinos imunotoksina
dobivenog koristenjem te molekule kao ciljajuceg dijela ili oboje.

Izraz "znacajno istovjetan" u kontekstu peptida ukazuje da peptid sadrzi slijed s najmanje 90%, a preporucljivo barem
95% istovjetnosti sa osnovnim slijedom u okviru usporedbe od 10-20 aminokiselina. Postotak istovjetnosti slijeda
odreduje se usporedbom dva prikladno smjestena slijeda kroz okvir usporedbe, gdje dio polinukleotidnog slijeda u
okviru usporedbe moze sadrzavati dodatke ili delecije (npr., prekide) u usporedbi s osnovnim slijedom (koji ne sadrzi
dodatke 1 delecije) radi prikladnog smjestanja oba slijeda. Postotak se izra¢unava odredivanjem broja mjesta na kojima
se, u oba slijeda, javljaju istovjetne baze nukleinskih kiselina ili aminokiselinski ostaci, da se dobije broj podudarnih
mjesta, te dijeljenjem broja podudarnih mjesta s ukupnim brojem myjesta u okviru usporedbe i mnoZenjem rezultata sa
100 da se dobije postotak istovjetnosti slijeda.

Izraz "disulfidna veza" ili "cistcin-cistcin disulfidna veza" odnosi sc na kovalentnu vezu izmedu dva cistcina u koji
sulfidni atomi cisteina oksidiraju 1 stvaraju disulfidnu vezu. prosje¢na energija disulfidne veze je oko 60 kcal/mol u
usporedbi s 1-2 kcal/mol za vodikovu vezu. U kontekstu ovog izuma, cisteini koji stvaraju disulfidnu vezu nalaze unutar
okvirnih podru¢ja jednolancanih protutijela i sluze za stabilizaciju konformacije protutijela.

Izrazi "konjugiranje”, "udruzivanje", "spajanje" ili "povezivanje" odnose se na tvorbu jedne cjelovite polipeptidne
molekule iz dva polipeptida. U kontekstu ovog izuma, izrazi ukljucuju uputu na udruzivanje dijela protutijela s
djelatnom molekulom (EM). Povezivanje moze biti ili kemijskim ili rekombinantnim putem. Kemijski put se odnosi na
reakciju izmedu dijela protutijela i djelatne molekule koja dovodi do stvaranja kovalentne veze izmedu molekula da bi
se nastala jedna molekula.

U ovdje koristenom znacenju, "rekombinantno” uklju¢uje uputu na protein dobiven kori§tenjem stanica koje u svom
prvobitnom stanju nemaju vlastitu kopiju DNA koja je sposobna dati protein. Stanice proizvode rekombinantni protein
jer su genetski izmijenjene uno$enjem prikladnog izdvojenog slijeda nukleinske kiseline. [zraz takoder uklju¢uje uputu
na stanicu ili nukleinsku kiselinu ili vektor, koji su izmijenjeni uno$enjem heterologne nukleinske kiseline ili izmjenom
prvobitne nukleinske kiseline u oblik koji nije osnovni toj stanici ili da je stanica dobivena iz tako izmijenjene stanice.
Tako, na primjer, rekombinantne stanice izraZavaju gene koji se ne nalaze u prvobitnim (ne-rekombinantnim) oblicima
stanice, izrazavaju mutirane gene koji se ne nalaze u prvobitnom obliku ili izraZavaju prvobitne gene koji su inace
poremeceno izraZzeni, slabije izraZeni ili uop¢e nisu izrazeni.

U ovdje koriStenom znacenju, "nukleinska kiselina" ili "slijed nukleinske kiseline" ukljuuje uputu na
deoksiribonukleotid ili ribonukleotidni polimer u jednostrukoj ili dvostrukoj uzvojnici, i, ako nije drugaéije naznaceno,
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obuhvaca poznate analoge prirodnih nukleotida koji se hibridiziraju na nukleinske kiseline na nac¢in sli¢an nukleotidima
koji se prirodno pojavljuju. Ako nije drugacdije naznaceno, odredeni slijed nukleinske kiseline ukljucuje njegov
podudarni slijed kao i konzervativne varijante, npr. nukleinske kiseline prisutne na pomi¢nim mjestima kodona i
varijante koje, kada se prevedu u protein, rezultiraju konzervativnom izmjenom aminokiselina.

U ovdje kori§tenom znacenju, "kodiranje" u odnosu na odredenu aminokiselinu, uklju¢uje uputu na nukleinske kiseline
koje sadrze podatke za prevodenje u odredeni protein. Podatak je odreden putem kodona. Obi¢no je aminokiselinski
slijed kodiran s nukleinskim kiselinama kori$tenjem "univerzalnog" genetskog koda. Ipak, oblici univerzalnog koda, kao
§to nalazimo kod nekih biljaka, Zivotinja i gljiviénih mitohondrija, bakterije Mycoplasme capricolum (Proc. Natl. Acad.
Sci. SAD 82:2306-2309 (1985)) ili trepetiljkavca Macronucleus, mogu se koristiti kada se nukleinska kiselina izrazava
kori§tenjem mehanizama za prevodenje ovih organizama.

Izraz "uklapanje u okvir" odnosi se na udruZivanje dva ili viSe slijedova nukleinskih kiselina koji kodiraju polipeptide
tako da se udruzeni slijedovi nukleinskih kiselina prevedu u jednolanéani protein koji sadrzi osnovne polipeptidne lance.

U ovdje koriStenom znacenju, "izrazen" ukljucuje uputu na prevodenje nukleinske kiseline u protein. Proteini mogu biti
izraZeni 1 zadrZani unutar stanice, postati dijelom opne stani¢ne povisine ili biti izlu€eni u izvanstani¢ni matriks ili
medij.

Pod "stanicom domacinom", misli se na stanicu koja moZe podrzavati umnozavanje ili izrazaj vektora za izraZaj. Stanice
domacini mogu biti prokariotskc stanicc poput E. coli ili cukariotske stanicc poput stanica kvasca, insckta, amfibija ili
sisavaca.

Izraz "probirna banka faga" odnosi se na populaciju bakteriofaga, od kojih svaki sadrzi stranu cDNK rekombinantno
uklopljenu u okvir na protein povrSine. Nakon umnazanja u bakterijskom domacinu, obi¢no E. coli, fag koji sadrzi
stranu cDNK od interesa izdvaja se izrazavanjem stranog proteina na povr$ini faga.

Izrazi "istovjetan” ili postotak "istovjetnosti”, u kontekstu dvaju ili viSe nukleinskih kiselina ili polipeptidna slijeda,
odnosi se na dva ili vise slijeda ili podslijeda koji su istovjetni ili imaju odredeni postotak aminokiselinskih ostataka ili
nukleotida koji su istovjetni, kada su usporedeni i poredani za najvis$u podudarnost, mjereno koristenjem jednog od
slijedecih algoritama usporedbe slijedova ili vizualnim pregledom.

Izraz "znacajno istovjetan”, u kontekstu dvaju nukleinskih kiselina ili polipeptida, odnosi se na dva ili vide slijeda ili
podslijeda koji imaju barem 60%, preporuéljivo 80%, najpreporucljivije 90-95 % istovjetnosti nukleotida ili
aminokiselinskih ostataka, kada su usporedeni i poredani za najvisu podudarnost, mjereno kori$tenjem jednog od
slijede¢ih algoritama usporedbe slijedova ili vizualnim pregledom. Preporucljivo, zna¢ajna istovjetnost postoji kroz
podruéje slijeda koje je duzine od barem 50 ostataka, preporudljivije kroz podrucje od barem 100 ostataka, a
najpreporucljivije je da su slijedovi znacajno istovjetni kroz barem 150 ostataka. U najpreporucljivijem obliku, slijedovi
su znacajno istovjetni cijelom duzinom kodirajuceg podrudja.

Za usporcdbu slijedova, obi¢no jedan slijed sluzi kao osnovni slijed, sa kojim sc testirani slijedovi usporcduju. Kada sc
koristi algoritam usporedbe slijedova, testirani i osnovni slijedovi unose se u ra¢unalo, izraduju se koordinate podslijeda,
ukoliko je potrebno i odreduju se programske vrijednosti algoritma slijeda. Potom algoritam za usporedbu slijedova
izraCunava postotak istovjetnosti slijeda za testirane slijedove, u odnosu na osnovni slijed, na temelju odredenih
programskih vrijednosti. U struci je poznato vi$e programa za takova izracunavanja.

Daljnji pokazatelj znadajne istovjetnosti dvaju slijedova nukleinskih kiselina ili polipeptida je taj da je polipeptid
kodiran prvom nukleinskom kiselinom, imunologki unakrsno reaktivan s polipeptidom kodiranim s drugom
nukleinskom kiselinom, kako je opisano u nastavku. Stoga, polipeptid je obi¢no znacajno istovjetan s drugim
polipeptidom, na primjer, kada se dva polipeptida razlikuju samo u konzervativnim izmjenama. Drugi pokazatelj
znacajne istovjetnosti dva nukleokiselinska slijeda, jest hibridizacija dvaju molekula pod strogim uvjetima, kako je
opisano u nastavku.

Izraz "in vivo™ ukljucuje uputu na unutra$njost tijela organizma od kojeg je uzeta stanica. "Ex vivo" 1 "in vitro" znace
izvan tijela organizma od kojeg je uzeta stanica.

Izraz "maligna stanica" ili "malignom" odnosi se na tumore ili tumorske stanice koje su invazivne 1/ili imaju sposobnost
metastaziranja, npr. stanica karcinoma.

U ovdje koriStenom znacenju, "stanica sisavca" ukljuCuje uputu na stanice dobivene od sisavaca ukljucujuci ljude,
Stakore, mi§eve, zamorce, ¢impanze ili makaka-majmuna. Stanice se mogu uzgajati in vivo ili in vitro.
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Izraz "selektivno reaktivan" odnosi se, s obzirom na antigen, na prevladavajuée vezanje protutijela, u cijelosti ili
dijelom, na stanice ili tkiva koja nose taj antigen a ne na stanice ili tkiva koje ga nemaju. Naravno, uvazava se i
moguénost da se mogu desiti i odredena nespecificna medudjelovanja izmedu molekule i neciljanih stanica ili tkiva.
Ipak, za selektivou reaktivnost moze se razluiti da je posredovana specificnim prepoznavanjem antigena. Iako
selektivno reaktivna protutijela vezuju antigen, to mogu ¢initi s niskim afinitetom. S druge strane, specificno vezanje
donosi puno jacu vezu izmedu protutijela i stanica koje nose antigen nego izmedu vezanog protutijela i stanica koje
nemaju antigen. Specifi¢no vezanje obi¢no donosi, veée od dvostrukog, preporucljivo vece od peterostrukog,
preporudljivije veée od deseterostrukog i najpreporuéljivije veée od stostrukog, povecanje koli¢ine vezanog protutijela
(u vremenskoj jedinici) na stanicu ili tkivo koje nosi EGFRVIIT u usporedbi sa stanicom ili tkivom koje nema EGFRvIII.
Specifi¢no vezanje na protein pod takovim uvjetima zahtjeva protutijelo koje je izabrano radi svoje specifi¢nosti za
odredeni protein. Razli¢ite vrste imunotestova su prikladni za odabir protutijela specificno reaktivnih s odredenim
proteinom. Na primjer, ELISA imunotest na krutoj podlozi rutinski se koristi za odabir monoklonalnih protutijela
specificno imunorektivnih s proteinom. Vidi Harlow & Lane: Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour
Publications, New York (1988), za opis vrste imunotestova i uvjeta koji se mogu koristiti u odredivanju specifi¢ne
imunoreaktivnosti.

Izraz "uvjeti imunoloske reakcije” ukljucuje uputu na uvjete koji omogucéuju protutijelu izradenom za odredeni epitop da
se veze na taj epitop u vidljivo vecem stupnju nego, /ili znacajne iznimke, vezivanjem za gotovo sve druge epitope.
Uvjeti imunoloske reakcije ovise o vrsti reakcije vezanja protutijela i obi¢no su oni koriSteni u protokolima
imunotestova ili oni uvjeti koji se susrecu in vivo. Vidi Harlow & Lane, gore, za opis vrste imunotestova i uvjeta.
Preporudljivo, uvjcti imunoloske rcakcije kori$teni u metodama ovog izuma jesu "fizioloski uvjeti” koji ukljuéuju uputu
o uvjetima (npr., temperatura, osmolarnost, pH) koji su obi¢no u Zivom sisavcu ili stanici sisavca. I dok se zna da su
neki organi izlozeni ekstremnim uvjetima, okoli§ unutar organizma i unutar stanice obi¢no je oko pH 7 (npr., od pH 6.0
do pH 8.0, ¢esée pH 6.5 do 7.5), sadrzi vodu kao prevladavajuce otapalo i zivi na temperaturi iznad 0°C i ispod 50°C.
Osmolarnost je unutar raspona koji podrzava vijabilnost i rast stanica.

III. Stvaranje protutijela veceg afiniteta za EGFRvIII nego MR1

Protutijela se vezu na antigene putem ostataka u njihovim CDR-ovima. Zato se mutageneza CDR-ova opcenito
uporablja kako bi se poboljSao afinitet Fab i Fv ulomaka protutijela. Postoji velik broj razliitih pristupa CDR
mutagenezi. Vecina njih, kao Sto su mutageneza kodona (Yelton i sur., J. Immunol. 155:1994-2004 (1995)), CDR
walking (Barbas i sur., Trends Biotech. 14:230-234 (1996); Yang i sur., J. Mol. Biol. 254:392-403(1995)), replikacija
sklona greskama (Low i sur., J. Mol. Biol. 260:359-368 (1996)) i umjetno stvaranje CDR (de Kruif i sur., J. Mol. Biol.
248:97-105 (1995)), zahtijevaju stvaranje velikih knjiznica koje je tehnicki teSko napraviti, te s njima baratati. Razvoj
afiniteta protutijela usmjeren je k izdvajanju visoko afinitetnih vezaca iz knjiZznica razmjerno manje veli¢ine (Pini i sur.,
J. Biol. Chem. 273:21769-21776 (1998); Wu i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 95:6037-6042 (1998); Chowdhury i sur.,
Nature Biotechnol. 17:568-572 (1999)). Svi ovi pristupi ukljuCuju stvaranje ekspresijskih knjiznica protutijela s
mutacijama u CDR-ovima i odabir boljih vezaca.

Tehnologija prezentacije faga (Phage display technology) postala je koristan alat za probiranje velikih peptidnih ili
protcinskih knjiznica (Winter i sur., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994); McCafferty, J., Nature 348:552-554
(1990); Barbas 7 sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 88:7978-7982 (1991)). Jednostruki Fv lanci mogu se eksprimirati na
fagnim Cesticama tako da su stopljeni s M13 proteinom gena 3 u fagemidnom vektoru. Stopljeni proteini se eksprimiraju
u E. coli i, u prisutnosti faga pomagaca, ocituju se na vrhovima M13 faga koji se mogu sakupiti iz medija kulture. Fagi
koji prezentiraju scFv stopljene proteine koji se vezu na specifiéni antigen odabiru se pretrazivanjem (panning) fagnih
knjiznica na stanicama koje eksprimiraju antigen ili na povr§ini na koju je antigen vezan, kao §to su magnetske kuglice.
Fagi koji se ne vezu ispiru se, a vezani fagi se eluiraju i umnoZzavaju reinfekcijom E. coli. Nekoliko krugova
pretrazivanja rezultira u obogaéivanju sa specifiénim veza¢ima. Postavljanjem striktnijih uvijeta pretrazivanja, bolji
veza¢i mogu se ucinkovitije odvojiti od loih vezaca.

Tehnologija prezentacije faga moze se iskoristiti u razvoju protutijela koja se vezu na EGFRVIII ve¢im afinitetom nego
MR1. Kao §to je u struci dobro poznato, neoSteceno protutijelo obuhvaca dva teska lanca i dva laka lanca; svaki lanac
ima tri CDR-a, oznaena s 1, 2, odnosno 3. Za svaki CDR zna se da doprinosi u vezanju antigena, ali oni to ne ¢ine
jednako. Vidjeti opcenito, Kuby, J., Immunology, W. H. Freeman & Co., New York (3. izd. 1998). Iako aminokiseline
bilo kojeg CDR-a mogu biti mutirane kako bi se pronasle mutacije koje u prosjeku povecavaju afinitet, CDR3 svakog
lanca vise pridonosi vezanju antigena nego $to to ¢ine CDRI1 ili CDR2 tog lanca. Vidjeti opcenito, Kuby, iznad, na
stranici 117. Stoga, mutacije CDR3 Vg1 Vi lanaca mogu biti od osobite prednosti. Osim toga, CDR3 Vi u MR1 je
razmjerno dug za mi§ji CDR3, $to dijelom moZe doprinijeti razmjernoj stabilnosti MR1 scFv u odnosu na druge scFv-
ove.

Nakon isklju¢ivanja posljednjih dviju aminokiselina iz Vi CDR3 koje najvjerojatnije ne doprinose vezanju antigena iz
razloga raspravljenih u Uvodu, preostalih devet ostataka u Viy CDR3 zamijenjuju se sa svakom od 19 drugih prirodnih
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aminokiselina. Samo mutacije serina i treonina na aminokiselinskim mjestima 98 odnosno 99 rezultiraju pobolj$anom
citotoksi¢no$éu ishodnog imunotoksina (aminokiselinski slijed Viy 1 Vi CDR3 prikazani su dalje ispod jednoslovnim
kodom u Tablicama 5, 6 1 7. Dalje prikazani slijed Vg ne prikazuje dva ostatka, D101 i Y102, za koje se smatra da
najvjerojatnije ne doprinose vezanju antigena). Preporucljive supstitucije u Vi CDR3 su P98-Y99, koje daju ICs u
PE38 imunotoksinu 3.5 ng/mL, P98-N99, P98-W99 i P98-199, sve one imaju ICs¢ 4.5 ng, P98-F99 s IC50 6 ng i P98-V99
koja ima 1Cso 6.5 ng. Cetiri klona, P98-S99, W98-V99, S98-W99 i P98-T99 imaju ICs, jednak prvotnom klonu. (Po
dogovoru, izraz kao §to je "P98-Y99" oznaCava da se aminokiselina prolin pojavljuje na 98. mjestu odredenog
polipeptida, u ovom slu¢aju MR1 V,; CDR3, te da se tirozin pojavljuje na 99. mjestu, ali da je ostatak molekule od
normalnog polipeptida, u ovom sluéaju, prvotnog MR1 protutijela).

Sto se tie mutacije Vi, CDR3, samo jedna mutacija, F92W, daje aktivniji imunotoksin od prvotnog. Njegov ICsp je 1.3
ng/mL. U ovom slucaju, "prvotna" molekula je MRI1 sa supstitucijama P98-Y99 u Vi CDR3, koje bez priduZene
supstitucije u Vi, CDR3 imaju ICsp 3.5 ng/mL. Ovaj mutirani MR1 koji zdruZuje mutacije u CDR3 oba Vi i Vi, lanca,
(Vu S98P-T99Y- V. F92W), najcitotoksicniji je ispitivani oblik kada se primijenjuje kao usmjeravajuci dio
imunotoksina, te se sada oznacuje kao "MR1-1".

Ovi rezultati pokazuju da mutacije u razli¢itim CDR-ovima mogu imati dodatni u¢inak i mogu povecati citotoksi¢nost
ishodnog imunotoksina. S obzirom na ove rezultate, mutacije aminokiselina u Zaru¢im mjestima CDR-ova 112 Vz iV,
lanaca MR1 takoder ¢e rezultirati protutijelima s daljnjim poboljSanjem afiniteta za EGFRVIII, te imunotoksinima s
daljnjim pobolj8anjem citotoksi¢nosti u usporedbi s MR1.

Najbolje vrijeme za ispitivanje klonova je u pocetku postupka. PretraZzivanje, nakon §to su se postigle najvide tocke
obogacivanja, moze biti pogubno zbog rizika gubitka klonova. Moguce je preferencijalno obogacivanje s Fv-ovima
niskog afiniteta, ali visoke ekspresije dok su dobri vezaci izgubljeni. Dokaz koji ovo podupire opazen je za vrijeme
pretrazivanja CDR3 knjiznica lakih lanaca: mutante F92S s niskim afinitetom (K4 22 nM) pronadene su u 7 od 10
klonova ispitivanih nakon treceg kruga, dok je najbolji vezac, F92W, bio prisutan samo jedanput. Nasuprot tomu, u
drugom krugu F928 pronaden je samo u 2 od 17 klonova, dok je F92W bio prisutan u 6 od 17 klonova.

IV. Protu-EGFRVIII protutijela

Ovaj izum opisuje protutijela koja se vezu na EGFRVIII ve¢im afinitetom nego od ranije poznata protutijela i koja
selektivno reagiraju s EGFRVIIL. Osobito, izum opisuje protutijela koja imaju nizi Ky s obzirom na EFGRvVIII nego
MR1, najbolji prijadnji poznati scFv usmjeren na ovaj antigen. Osim toga, ova protutijela ¢ine imunotoksine koji imaju
vecu citotoksi¢nost za CGIRvIII-eksprimirajuce stanice nego $to to imaju isti imunotoksini napravljeni s MR1. Izum
nadalje opisuje postupak za stvaranje protutijela s ve¢im afinitetom i ve¢om citotoksi¢no$é¢u na EGFRVIII nego $to ima
MRI1. U nastavku prikazani imunokonjugati usmjereni su na EGRVIII uporabom protutijela ovog izuma. Ova protutijela
su selektivno reaktivna pod imunoloskim uvjetima na one determinante EFGRVIII oéitovane na povrsini stanica
sisavaca 1 dostupne protutijelu iz izvanstani¢nog miljea.

U preporucljivim oblicima ovog izuma, protu-EFGRVIII protutijelo je rekombinantno protutijelo kao $to je scFv ili
disulfidno stabilizirano Fv protutijclo. Fv protutijcla su obi¢no veli¢ine oko 25 kDa i sadrze potpuno antigen-vezuce
mjesto s 3 CDR-a na oba teska i laka lanca. Ako se V11 Vi lanac eksprimiraju nezavisno, lanci Fv protutijela se obi¢no
drze zajedno nekovalentnim medudjelovanjima. Medutim, ovi lanci su skloni disocirati nakon razrjedivanja, tako da su
razvijeni postupci kako bi se lanci popre¢no povezali pomoc¢u glutaraldehida, intermolekulskih disulfida ili peptidnih
povezivaca. Disulfidno stabilizirani Fv-ovi prikazani su, na primjer, u SAD patentu br. 5 747 654.

U osobito preporucljivom obliku, protutijelo je jednostruki lanac Fv (scFv). Vg i Vi podrugja scFv protutijela
obuhvacaju jedan lanac koji je smotan tako da stvara antigen vezuce mjesto sli¢no onom pronadenom u dva lanca
protutijela. Jednom kada je smotan, nekovalentna medudjelovanja stabiliziraju jednostruki lanac protutijela. U
preporucljivijem obliku, scFv se proizvodi rekombinantno. Stru¢njak ¢e uo€iti da se mogu napraviti konzervativne
ina¢ice protutijela. Takve konzervativne inaCice primijenjene u scFv ulomcima zadrzavaju kriticne aminokiselinske
ostatke neophodne za pravilno smatanje i stabiliziranje izmedu Vi1 Vi podrucja.

U nekim oblicima ovog izuma, scFv protutijelo je izravno vezano za efcktorsku molekulu (EM) preko lakog lanca.
Medutim, scFv protutijela mogu biti vezana na EM putem svojeg amino ili karboksilnog kraja.

Dok se Vi i Vi podrucja nekih oblika protutijela mogu izravno povezati zajedno, struénjak ¢e uvidjeti da se podrucja
mogu razdvojiti peptidnim povezivacem sastavljenim od jedne ili viSe aminokiselina. Peptidni povezivaci i njihova
uporaba u struci su dobro poznati. Vidjeti, na pr., Huston i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 8:5879 (1988); Bird i sur.,
Science 242:4236 (1988); Glockshuber i sur., Biochemistry 29:1362 (1990); SAD patent br. 4946778, SAD patent br.
5132405 1 Stemmer i sur., Biotechniques 14:256-265 (1993), svi radovi su ovdje obuhvaceni referencom. Opcenito
peptidni poveziva¢ nece imati neku drugu specifi¢nu biolosku aktivnost osim povezivanja podrudja ili ocuvanja neke
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najmanje udaljenosti ili drugog prostornog odnosa izmedu Vg i Vi Medutim, aminokiseline od kojih je peptidni
poveziva¢ sastavljen mogu se odabrati tako da utje¢u na neka svojstva molekule kao $to je smatanje, ukupni naboj ili
hidrofobnost. Jednostruki lanci Fv (scFv) protutijela neobavezno ukljucuju peptidni poveziva¢ od ne vise od 50
aminokiselina, opcenito ne vise od 40 aminokiselina, preporucljivo ne vise od 30 aminokiselina, te preporucljivije ne
vi$e od 20 aminokiselina u duljini. U nekim oblicima, peptidni poveziva¢ je konkatamer slijeda Gly- Gly- Gly- Gly-Ser,
preporucljivo 2, 3, 4, 5 ili 6 takvih slijedova. Medutim, moZe se uvidjeti da se mogu napraviti neke supstitucije
aminokiselina unutar povezivaca. Na primjer, valin se moZe zamijeniti za glicin.

Proizvodnja scFv-ova

Kako je gore opisano, u preporucljivim oblicima, protutijelo (na primjer, usmjeravajuéi dio imunotoksina) je scFv.
Opisani su postupci za proizvodnju scFv protutijela. Vidjeti, Huse i sur., gore; Ward i sur., Nature 341:544-546 (1989);
i Vaughan i sur., gore. Ukratko, izdvaja se mRNA iz B-stanica, te se pripravlja cDNA.

¢DNA se umnaza dobro poznatim tehnikama, kao §to je PCR, s poéetnicama specifi¢nim za varijabilna podru¢ja teskih i
lakih lanaca imunoglobulina. PCR proizvodi se pro¢i§¢avaju, na primjer, agaroznom gel elektroforezom, te se slijedovi
nukleinskih kiselina spajaju. Ako se trazi peptidni povezivaé, slijedovi nukleinskih kiselina koji kodiraju peptid umecu
se izmedu slijedova nukleinskih kiselina teskog 1 lakog lanca. Slijedovi se mogu spojiti tehnikama poznatim u struci,
kao §to je spajanje slijepih krajeva, umetanje restrikcijskih mjesta na krajeve PCR proizvoda ili cijepanje preklapajucih
produzetaka (Chowdhury i sur., Mol. Immunol. 34:9 (1997)). Nakon umnazanja, nukleinska kiselina koja kodira svFv
umccée sc u vcktor, opct u struci dobro poznatim tchnikama. Preporucljivo, vcktor je sposoban replicirati sc u
prokariotima i eksprimirati se i u eukariotima i u prokariotima. U preporu¢ljivom obliku, scFv geni se spajaju s PE38
genom kratkim povezivacem i kloniraju se u T7-temeljen ekspresijski vektor. U posebno preporucljivim oblicima, scFv
se eksprimira pod kontrolom T7 promotora u E. coli BL21 (ADE3).

Kao §to je zabiljezeno u slijede¢im odlomcima, scFv koji se specificno veze na EGFRvIII pronadeni su pretrazivanjem.
Pretrazivanje se moZe izvesti bilo kojim od nekoliko postupaka. U preporucljivom postupku s obzirom na ovaj izum,
pretrazivanje se moze uobitajeno provesti uporabom stanica koje eksprimiraju EGFRVIII na svojoj povr$ini. Protokol za
izvodenje pretrazivanja uporabom stanica prikazan je dalje ispod u Primjerima. Pretrazivanje se takoder moZe izvesti na
¢vrstoj povrsini presvlatenjem ¢vrste povrSine s EGFRVIII 1 inkubiranjem faga na povr$ini kroz prikladno vrijeme u
prikladnim uvjetima. Uobi¢ajeno, povrsina moze biti magnetska kuglica. Nevezani fagi se ispiru sa ¢vrste povrsine, a
vezani fagi eluiraju.

PronalaZenje protutijela s najvecim afinitetom odredeno je ucinkovito$cu odabranog postupka i ovisi o broju klonova
koji se mogu probrati, te striktnosti kojom se to provodi. Obi¢no, veca striktnost odgovara selektivnijem pretraZivanju.
Ako su uvjeti prestrogi, medutim, fag se nece vezati. Nakon jednog kruga pretrazivanja, fag koji se veZze na plocice
presvucene EGFRVIII ili na stanice koje eksprimiraju EGFRVIII na svojoj povr§ini umnaZzaju se u E. coli i podvrgavaju
drugom krugu pretrazivanja. Na taj nadin, viestruko obogac¢ivanje postize se u 3 kruga pretrazivanja. Tako, ¢ak i kad je
obogacivanje u svakom krugu slabo, viestruki krugovi pretraZivanja vode izdvajanju rijetkih faga i genetskog
materijala kojeg sadrzi, a koji kodira scFv najveceg afiniteta ili onog koji je bolje eksprimiran na fagu.

S obzirom na odabrani postupak pretrazivanja, fizicka veza izmedu genotipa i fenotipa prezentirana fagom ¢ini
moguéim ispitivanje svakog ¢lana cDNA knjiznice za vezanje na antigen, ¢ak s velikim knjiznicama klonova.

B. Vezudi afinitet protutijela

Protutijela ovog izuma se vezu na epitop EGFRVIII s Kd najmanje 1nM nizom nego od prvotnog MR1protutijela.
Vezuéi afinitet za ciljni antigen se uobi¢ajeno mjeri ili odreduje standardnim protutijelo-antigen testovima, kao §to su
kompetitivni testovi, testovi zasi¢enja ili imunotestovi kao Sto su £LISA ili RTA.

Takvi testovi se mogu uporabiti u odredivanju disocijacijske konstante protutijela. Fraza "disocijacijska konstanta"
odnosi se na mjeru afiniteta protutijela za antigen. Specifi¢nost vezanja izmedu protutijela i antigena postoji ako je
disocijacijska konstanta (Kd=1/K, gdje je K konstanta afiniteta) protutijela u mikromolarnom rasponu, preporucljivo <
100 nM, te najpreporucljivije < 0.1 nM. Molekule protutijela imat ¢e obi¢no Kd u nizem rasponu. Kd = [At-Ag]/ [At]
[Ag] gdje je [At] koncentracija protutijela u ravnotezi, [Ag] je koncentracija antigena u ravnotezi i [At-Ag] je
koncentracija kompleksa protutijelo-antigen u ravnotezi. Uobi¢ajeno, vezu¢a medudjelovanja izmedu antigena i
protutijela obuhvacaju reverzibilna nekovalentna povezivanja kao Sto je elektrostatsko privlacenje, Van der Waalsove
sile i vodikove veze. Ovaj postupak utvrdivanja veZuce specifi€nosti primijenjuje se na jednostruke teske 1/ili lake lance,
CDR-ove, stopljene proteine ili ulomke teskih i/ili lakih lanaca koji su specificni za EFGRVIIL

C. Imunotestovi
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testova (vidjeti, na pr., SAD patente br. 4 366 241; 4 376 110; 4 517 288; i 4 837 168). Za opceniti pregled
imunotestova, vidi takoder METHODS IN CELL BIOLOGY, VOL. 37, Asai, ur., Academic Press, Inc. New York
(1993); BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY, 7. izd., Stites & Terr, ur. (1991). Imunoloski vezuéi testovi (ili
imunotestovi) obi¢no koriste ligand (rna pr., EGFRVIII) kako bi specificno vezali i ¢esto imobilizirali protutijelo.
Protutijela primijenjena u imunotestovima ovog izuma gore su potanko raspravljena.

Imunotestovi takoder ¢esto koriste obiljezavajuée sredstvo kako bi specifiéno vezao i obiljezio vezuéi kompleks stvoren
ligandom 1 protutijelom. Obiljezavajuée sredstvo moze samo biti jedno od dijelova koji ¢ine kompleks
protutijela/analita, #. protu-EGFRVIII protutijelo. Prema izboru, obiljezavajuce sredstvo moze biti tre¢i dio, kao §to je
drugo protutijelo koje se specificno veze na kompleks protutijelo/EGFRVIII protein.

U jednom vidu, kompetitivni test se razmatra gdje je obiljeZavajuce sredstvo drugo protu-EGFRVIII protutijelo koje nosi
biljeg. Dva protutijela se tada natje¢u za vezanje na imobilizirani EGFRVIIIL U oblicima gdje je pitanje na koje se mora
odgovoriti usporedba afiniteta prvog protutijela s onim od MR1, drugo protutijelo moze biti MR1. Prema izboru, u
nekompetitivnom obliku, EFGRVIII protutijelu manjka biljeg, ali drugo protutijelo specifiéno za protutijela vrsta iz
kojih je protu-EGFRVIII protutijelo dobiveno, na pr., misje, a koje veze protu-EGFRVIII protutijelo, je obiljezeno.

Drugi proteini koji su u stanju specifi¢no vezati imunoglobulinska konstantna podrucja, kao $to su protein A ili protein
G takoder se mogu uporabiti kao obiljeZavajuce sredstvo. Ti proteini su normalni sastavni dijelovi stani¢nih zidova
stafilokoknih baktcrija. Oni pokazuju jaku ncimunogensku rcaktivnost s imunoglobulinskim konstantnim podru¢jima iz
razli¢itih vrsta (vidi opcenito, Kronval i sur., J. Immunol. 111:1401-1406 (1973); 1 Akerstrom i sur., J. Immunol.
135:2589-2542 (1985)).

Tijekom izvodenja testova, koraci inkubacije 1/ili ispiranja mogu biti potrebni nakon svake kombinacije reagenasa.
Inkubacijski koraci mogu varirati od oko 5 sekundi do nekoliko sati, preporucljivo oko 5 minuta do oko 24 sata.
Medutim, inkubacijsko vrijeme ovisit ¢e o formatu testa, protutijelu, volumenu otopine, koncentracijama i sli¢no.
Obicno se testovi izvode na sobnoj temperaturi, iako se mogu provoditi kroz raspon temperatura, od 4°C do 40°C.

Dok potankosti imunotestova ovog izuma mogu varirati s odredenim formatom koji je primijenjen, postupak
odredivanja protu-EGFRVIII protutijela u uzorku koji sadrzi protutijela opéenito obuhvaca korake stupanja u vezu
uzorka s protutijelom koje specifi¢no reagira, pod imunoloski reaktivnim uvjetima, u kompleks EGFRvIIl/protutijela.

V. Proizvodnja imunokonjugata

Protu-EGFRVIII protutijela stvorena u ovom izumu mogu biti vezana na efektorske molekule (EM) putem EM
karboskilnog kraja, EM amino kraja, putem unutras$njeg aminokiselinskog ostatka efektorske molekule (EM) kao §to je
cistein ili bilo koja njihova kombinacija. Sliéno, EM se moZe izravno vezati na te§ka, laka, Fc (konstantno podruéje)
podrudja ili okosnicu protutijela. Vezanje se moze dogoditi putem amino ili karboksilnih krajeva protutijela ili putem
unutarnjeg aminokiselinskog ostatka. Ako je PE ili njihov citotoksi¢ni ulomak uporabljen kao EM, vezanja na ili u
blizini karboksilnog kraja bi trcbala biti napravljena na nacin da sc o¢uva ili doda (ako jc vezanje na C-kraju) slijed koji
djeluje kao signalni slijed usmjeravajué¢i molekulu u citosol. Odgovarajuéi signalni aminokiselinski slijedovi kao $§to su
REDLK (slijed nativnog PE, u jednoslovnom kodu), KDEL, RDEL i ponavljanja KDEL-a, poznata su u struci. Vidi, na
pr., WO 91/18099. Nadalje, viSestruke EM molekule (na pr., bilo koja od 2-10) mogu se vezati na protu-EGFRvIII
protutijelo 1/ili viSestruka protutijela (na pr., bilo koji od 2-5) mogu se vezati na EM. U posebno preporucljivom obliku,
KDEL je slijed na C-kraju. Molekula stvorena vezanjem efektorske molekule na protutijelo poznata je kao
imunokonjugat.

Terapijsko sredstvo je sredstvo s odredenom biolo§kom aktivno$¢u usmjerenom protiv odredene ciljne molekule ili
stanice koja nosi ciljnu molekulu. Struénjak ¢e uvidjeti da terapijska sredstva mogu ukljuéivati razli¢ite lijekove kao $to
su vinblastin, daunomicin 1 sli¢no, citotoksine kao $to je nativni ili preinaden egzotoksin pseudomonasa ili toksin
difterije, inkapsulirana sredstva, (na pr., liposomi) koji sami sadrze farmakologke pripravke, radioaktivna sredstva kao
21, PP, C, "H i *°S i druge biljege, ciljne dijelove i ligande.

Izbor odredenog terapijskog sredstva ovisi o odredenoj ciljnoj molekuli ili stanici 1 biclo§kom uéinku koji se Zeli postiéi.
Tako, na primjer, terapijsko sredstvo moze biti citotoksin koji se uporablja kao bi se prouzrodila smrt odredene ciljne
stanice. Nasuprot tomu, tamo gdje se Zeli posti¢i samo nesmrtonosni bioloski odgovor, terapijsko sredstvo moze biti
konjugirano s nesmrtonosnim farmakoloskim sredstvom ili liposomom koji sadrZi nesmrtonosno farmakolosko sredstvo.

S ovdje opisanim terapijskim sredstvima i protutijelima, stru¢njak moZe lako stvoriti razlifite klonove koji sadrze
funkcionalno jednake nukleinske kiseline, kao $to su nukleinske kiseline koje se razlikuju u slijedu, ali koje kodiraju isti
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slijed EM ili protutijela. Tako, ovaj izum opisuje nukleinske kiseline koje kodiraju protutijela i konjugate, te njihove
stopljne proteine.

A. Rekombinantni postupci

Slijedovi nukleinskih kiselina ovog izuma mogu se pripraviti bilo kojim prikladnim postupkom uklju¢ujuéi, na primjer,
kloniranje odgovarajucih slijedova ili izravnom kemijskom sintezom postupcima kao $to su fosfotriesterski postupak
opisan od Naranga i sur., Meth. Enzymol. 68:90-99 (1979); fosfodiesterski postupak opisan od Brown i sur., Meth.
Enzymol. 68:109-151 (1979); dietilfosforamiditni postupak opisan od Beaucage i sur., Tetra. Lett. 22:1859-1862 (1981);
fosforamidit triesterski postupak na ¢évrstoj fazi opisan od Beaucage & Caruthers, Tefra. Lefts. 22(20):1859-1862
(1981), na pr., uporabom automatiziranog aparata za sintezu kao §to je opisano u, na primjer, Needham-VanDevanter i
sur., Nucl. Acids Res. 12:6159-6168 (1984); i postupak na ¢vrstom nosacu, SAD patent br. 4 458 066. Kemijska sinteza
proizvodi jednolancane oligonukleotide. Oni se mogu prevesti u dvostruku DNA hibridizacijom s komplementarnim
slijedom ili polimerizacijom s DNA polimerazom uporabom jednog lanca kao kalupa. Stru¢njak ¢e prepoznati da je
kemijska sinteza DNA ograni¢ena na slijedove od oko 100 baza, te da se duZi slijedovi mogu dobiti spajanjem krac¢ih
slijedova.

U preporucljivom obliku, slijedovi nukleinskih kiselina ovog izuma mogu se pripraviti tehnikama kloniranja. Primjeri
prikladnih tehnika kloniranja i sekvencioniranja, te uputstva dovoljna da usmjere stru¢njake u mnogim primjenama
kloniranja mogu se pronaci u Sambrook i sur., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (2. 1Z.), Vol. 1-
3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Berger i Kimmel (izd), GUIDE TO MOLECULAR CLONING
TECHNIQUES, Academic Press, Inc., San Diego CA (1987)) ili Ausubel i sur., (ur.), CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing i Wiley-Interscience, NY (1987). Obavijesti o proizvodima od
proizvodaca bioloskih reagenasa i eksperimentalne opreme takoder osiguravaju korisne informacije. Takve proizvodace
uklju¢uju SIGMA Chemical Company (Saint Luis, MO), R&D systems (Minneapolis, MN), Pharmacia LKB
Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA), Chem Genes Corp., Aldrich
Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc., GIBCO BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD),
Fluka Chemica-Biochemica Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs, Svicarska), Invitrogen (San Diego, CA) i PE Applied
Biosystems (Foster City, CA) kao i mnoge druge trzi$ne izvore poznate u struci.

Nukleinske kiseline koje kodiraju nativne efektorske molekule (EM) ili protu-EGFRVIII protutijela mogu biti
preinacene tako da stvaraju EM, protutijela ili imunokonjugate ovog izuma. U struci je dobro poznata preinaka
usmjerenom mutagenezom.

Nukleinske kiseline koje kodiraju EM ili protu-EGFRVIII protutijela mogu se umnoziti in vitro postupcima. Postupci
umnozavanja ukljuéuju lan¢anu reakciju polimeraze (PCR, od engl. Polymerase chain reaction), lan¢anu reakciju ligaze
(LCR, od engl. ligase chain reaction), transkripcijski sustav umnazanja (745, od engl. transcription-based amplification
system) i samoodrzavajuéi sustav replikacije slijeda (3SR). Citav niz postupaka kloniranja, stanica domaéina i
metodologija in vitro umnazanja stru¢njacima su dobro poznate.

U preporuéljivom obliku, imunokonjugati sc pripremaju umctanjem ¢DNA koja kodira protu-EFGRVIII scFv protutijclo
u vektor koji sadrzi cDNA koja kodira EM. Umetanje je napravljeno tako da se scFv i EM ¢itaju u okviru, odnosno u
jedan neprekinuti polipeptid koji sadrzi funkcionalno Fv podru¢je 1 funkcionalno EM podrucje. U posebno
preporucljivom obliku, cDNA koja kodira ulomak toksina Diphterie veze se na scFv tako da je toksin smjesten na
amino kraj scFv-a. U najpreporucljivijem obliku, cDNA koja kodira PE ili njegov citotoksi¢ni ulomak veze se na scFv
tako da je toskin smjesten na scFv karbokslini kraj. U najpreporucljivijem obliku, citotoksi¢ni ulomak je PE38.

Jedanput kada su nukleinske kiseline koje kodiraju EM, protu-EGFRVIII protutijelo ili imunokonjugat ovog izuma
izdvojene i1 klonirane, Zeljeni protein se moZe eksprimirati u rekombinantno promijenjenoj stanici kao $to su stanice
bakterija, biljaka, kvasaca, kukaca ili sisavaca. Za océekivati je da su struénjaci upoznati s brojnim ekspresijskim
sustavima dostupnim za ekspresiju proteina ukljucujuéi E. coli, druge bakterijske domacine, kvasce i razlifite vise
eukariotske stanice kao $to su COS, CHO, HeLa i stani¢ne linije mijeloma. Razli¢iti postupci poznati za ekspresiju
proteina u prokariotima ili eukariotima nece biti podrobnije opisani. Ukratko, ekspresija prirodnih ili sintetskih
nukleinskih kiselina koje kodiraju izdvojene proteine izuma, uobi¢ajeno ¢e biti postignuta operabilnim vezanjem DNA
ili cDNA na promotor (koji je ili konstitutivni ili inducibilni), nakon ¢ega slijedi uklapanje u ekspresijsku kazetu. Kazete
mogu biti prikladne za replikaciju i integraciju bilo u prokariotima ili eukariotima. UobiCajene ekspresijske kazete
sadrZze transkripcijske i translacijske terminatore, inicijacijske slijedove i promotore korisne za upravljanje ekspresijom
DNA koja kodira protein. Prikladno, kazete mogu biti smjestene u plazmide koji takoder sadrZe jedan ili viSe gena za
rezistenciju na antibiotike. Kako bi se dobila visoka razina ekspresije kloniranog gena, pozeljno je stvoriti ekspresijske
kazete koje sadrze, najmanje, jaki promotor koji upravlja transkripcijom, ribosomsko veZuce mjesto za pocetak
translacije 1 transkripcijski/translacijski terminator. Za E. coli ovo ukljucuje promotor kao 8to je T7, trp, lac ili lambda
promotore, ribosomsko vezuée mjesto i preporucljivo transkripcijski terminacijski signal. Za eukariotske stanice,
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kontrolni slijedovi mogu uklju¢ivati promotor i preporucljivo pojaciva¢ dobiven iz imunoglobulinskih gena, SV40,
citomegalovirusa, te poliadenilacijski slijed, te moze ukljuéivati slijedove donora i akceptore cijepanja. Kazete izuma
mogu se prenijeti u odabrane stanice domacina dobro poznatim postupcima kao $to je kalcij kloridna transformacija ili
elektroporacija za E. coli 1 obrada kalcij fosfatom, elektroporacija ili lipofekcija stanica sisavaca. Stanice u koje su
prenijete kazete mogu se odabrati rezistencijom na antibiotike prenijetom genima za rezistenciju sadrzanih u kazetama
kao §to su amp, kan, grp, neo 1 hyg geni. Rezistencija na kanomicin i ampicilin su preporucljivi oblici za rad s fagima.

Struénjak ¢e uoditi da mogu biti uéinjene preinake u nukleinskoj kiselini koja kodira polipeptid ovog izuma (7., protu-
EGFRVIII protutijelo, PE ili imunokonjugat stvoren njihovim kombinacijama) bez umanjivanja njegove biologke
aktivnosti. Neke se prinake mogu uéiniti kako bi se olak$alo kloniranje, ekspresija ili uklapanje usmjeravajuce molekule
u stopljeni protein. Takve preinake su struénjacima dobro poznate i ukljuuju, na primjer, dodavanje metionina na
amino kraj kako bi se osiguralo inicijacijsko mjesto ili dodatne aminokiseline (rna pr., poli His) smjestene na bilo koji
kraj kako bi se stvorila prikladno smjeStena restrikcijska mjesta ili terminacijski kodoni ili slijedovi za pro¢i§¢avanje.

Pored rekombinantnih postupaka, imunokonjugati, EM 1 protutijela ovog izuma mogu se takoder stvoriti u potpunosti ili
djelomino uporabom standardne sinteze peptida. Sinteza na ¢vrstoj fazi polipeptida ovog izuma manjih od 50
aminokiselina duljine moZe se postic¢i pri¢vricivanjem C-kraja aminokiselinskog slijeda na netopiv nosa¢ nakon ¢ega
slijedi postupno dodavanje preostalih aminokiselina u slijedu. Tehnike za sintezu na ¢vrstoj fazi opisali su Barany &
Merrifield, THE PEPTIDES: ANALYSIS, SYNTHESIS, BIOLOGY. VOL. 2: SPECIAL METHODS IN PEPTIDE
SYNTHESIS, PART A. Str. 3-284; Merrifield 7 sur. J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156 (1963) i Stewart i sur., SOLID
PHASE PEPTIDE SYNTHESIS, 2. izdanjc, Picrcc Chem. Co., Rockford, I1l. (1984). Protcini veée duljine mogu sc
sintetizirati kondenzacijom amino i karboksilnog kraja krac¢ih ulomaka. Struénjacima su poznati postupci stvaranja
peptidnih veza aktivacijom karboksilnog kraja (na pr., uporabom vezuceg reagensa N, N'-dicikloheksilkarbodiimida).

B. Procdiséavanje

Kad su eksprimirani, rekombinantni imunokonjugati, protutijela 1/ili efektorske molekule ovog izuma mogu se procistiti
prema standardnim postupcima struke, ukljucujuci precipitaciju amonij sulfatom, afinitetne kolone, ionske izmjenske i
gel filtracijske kolone, te serijsku kromatogarafiju i sliéno (vidjeti, opcenito, R. Scopes, PROTEIN PURIFICATION,
Springer-Verlag, N. Y. (1982)). Preporuéljivi su znatno pro¢i$¢eni pripravci od najmanje 90 do 95% homogenosti, a za
farmaceutske uporabe najpreporucljiviji su od 98 do 99% ili vise homogenosti. Kad se prociste, djelomi¢no ili do
zeljene homogenosti, ako se terapijski uporabljaju, polipeptidi trebaju biti pouzdano oslobodeni od endotoksina.

Postupci za ckspresiju jednog lanca protutijela i/ili ponovnog smatanja u prikladni aktivni oblik, ukljucujuci
jednolanc¢ana protutijela, iz bakterija kao $to su E. coli opisani su i dobro poznati, te su primijenjivi za protutijela ovog
izuma. Vidjeti, Buchner i sur., Anal. Biochem. 205:263-270 (1992); Pluckthun, Biotechnology 9:545 (1991); Huse i sur.,
Science 246:1275 (1989) 1 Ward i sur., Nature 341:544 (1989), svi su obuhvaéeni ovdje referencom.,

Cesto se funkcionalni heterologni proteini iz E. coli i drugih bakterija izdvajaju iz inkluzijskih tijela i zahtjevaju
otapanje uporabom jakih denaturanata, nakon ¢ega slijedi ponovno smatanje. Za vrijeme koraka otapanja, kao §to je u
struci dobro poznato, mora biti prisutno rcducirajuce sredstvo kako bi s¢ disulfidni mostovi reducirali. Primjcran pufer s
reducirajué¢im sredstvom je: 0.1 M Tris pH 8, 6 M gvanidin, 2 mM EDTA, 0.3 M DTE (ditioeritritol). Reoksidacija
disulfidnih mostova moze se dogoditi u prisutnosti tiolnih reagenasa niske molekulske teZine u reduciraju¢em ili
oksidiraju¢em obliku, kako su opisali Saxena i sur., Biochemistry 9:5015-5021 (1970), ovdje obuhvaceni referencom, te
posebno opisali Buchner 7 sur., gore.

Renaturacija se obi¢no postize razrjedivanjem (na pr., 100 puta) denaturiranog i reduciranog proteina u puferu za
ponovno smatanje. Primjeran pufer je 0.1 M Tris, pH 8.0, 0.5 M L-arginin, 8 mM oksidirani glutation (GSSG) i 2 mM
EDTA.

Kao preinaka protokola za prociS¢avanje dvolan¢anih protutijela, podrucja teskog i lakog lanca se zasebno otapaju i
reduciraju, te se spajaju u otopini za ponovno smatanje. Preporucljiva koli¢ina se dobiva kada se ova dva proteina
mijeSaju u molarnom omjeru tako da se ne prede 5 puta molarni suvisak jednog proteina nad drugim. Pozeljno je dodati
suvidak oksidiranog glutationa ili drugih oksidirajucih tvari niske molekulske tezine otopini za ponovno smatanje nakon
§to je obavljen redoks pomak.

VI. Toksin Pseudomonasa i drugi toksini
Toksini se mogu primijenjivati s protutijelima ovog izuma kako bi se proizveli imunotoksini. Primjerni toksini ukljucuju
ricin, abrin, toksin difterije i njihove podjedinice, kao i botulinske toksine A do F. Ovi su toksini na trZi$tu lako dostupni

(na pr., Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Toksin difterije izdvojen je iz Corynebacterium diphteriae. Ricin je
lektin RCA60 iz Ricinus communis (ricinovo zrmo). Izraz se takoder odnosi na njihove toksi¢ne inacice. Na primjer,
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vidjeti SAD patent br. 5 079 163 1 4 689 401. Ricinus communis aglutinin (RCA) pojavljuje se u dva oblika oznacena
kao RCA¢ i RCA 5 prema njihovim molekulskim tezinama od priblizno 65, odnosno 120 kD (Nickolson & Blaustein,
J. Biochim. Biophys. Acta 266:543 (1972)). Lanac A je odgovoran za inaktiviranje proteinske sinteze i usmréivanje
stanica. Lanac B veZe ricin za ostatke galaktoze na stani¢noj povrsini i olak$ava transport A lanca u citosol (Olsnes i
sur., Nature 249:627-631 (1974) 1 SAD patent br. 3 060 165).

Abrin uklju¢uje toksi¢éne lektine iz Abrus precatorius. 1zvori toksi¢nosti, abrin a, b, ¢ i d imaju molekulsku tezinu od
oko 63 1 67 kD, te su sastavljeni od dva disulfidno povezana polipeptidna lanca A i B. Lanac A inhibira proteinsku
sintezu; lanac B (abrin b) veze se na ostatke D-galaktoze (vidjeti, Funatsu i sur., Agr. Biol Chem 52:1095 (1988); i
Olsnes, Methods Enzymol. 50:330-335 (1978)).

U preporucljivim oblicima ovog izuma, toksin je egzotoksin A Pseudomonasa (PE). Nativni PE je izuzetno aktivan
monomerski protein (molekulske teZine 66 kD), kojeg izlu¢uje Pseudomonas aeruginosa, a inhibira proteinsku sintezu u
eukariotskim stanicama. Slijed nativnog PE opisan je u SAD patentu br. 5 602 095, koji je ovdje obuhvacen referencom.
Nacin djelovanja je inaktivacija elongacijskog faktora 2 (EF-2) ADP ribozilacijom. Egzotoksin sadrzi tri strukturne
domene koje slozno djeluju kako bi prouzrokovale citotoksi¢nost. Domena la (aminokiseline 1-252) posreduje u
stani¢nom vezanju. Domena II (aminokiseline 253-364) je odgovorna za premjestanje u citosol, a domena III
(aminokiseline 400-613) posreduje u ADP ribozilaciji elongacijskog faktora 2. Funkcija domene Ib (aminokiseline 365-
399) ostaje neodredena, iako jedan njen velik dio, aminokiseline 365-380, moze biti uklonjen bez gubitka
citotoksi¢nosti.

Izraz "egzotoksin Pseudomonasa " kao §to se ovdje koristi, odnosi se na nativni slijed, citotoksi¢ne ulomke nativnog
slijeda i konzervativno preinacene inaCice nativnog PE-a, te njegove citotoksi¢ne ulomke. U preporucljivim oblicima,
PE molekula je preinacena na nacin da je uklonjena domena Ia, kako bi se smanjilo ili uklonilo nespecifi¢no vezanje
toksina. Citotoksi¢ni ulomci PE-a uklju¢uju one koji su citotoksi¢ni s ili bez kasnije proteoliticke ili druge dorade u
ciljnoj stanici (na pr., kao protein ili preprotein). Citotoksi¢ni ulomci PE-a ukljuc¢uju PE40, PE38 1 PE35. PE40 je krnji
mutirani derivat PE-a kao §to je u struci prije opisano. Vidjeti, Pai i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 88:3358-62 (1991);
i Kondo i sur., J. Biol. Chem. 263:9470-9475 (1988). PE35 je ulomak od 35 kD s karboksilnog kraja PE-a kojeg ¢ine
met na mjestu 280, te aminokiseline 253-364 1 381-613 nativnog PE-a. PE38 je krnji mutirani PE proprotein sadinjen od
aminokiselina 253-364 i 381-613 PE-a. PE38 se aktivira u svoj citotoksi¢ni oblik nakon dorade unutar stanice (vidjeti
SAD patent br. 5 608 039, obuhvacen ovdje referencom).

U posebno preporucljivim oblicima, PE38 je toksi¢ni dio imunotoksina ovog izuma. Citotoksiéni ulomci PE35 i PE40,
medutim, takoder se mogu uporabiti; ovi ulomci su prikazani u SAD patentima br. 5 602 095 1 4 892 827, svaki od njih
je ovdje obuhvaéen referencom. Na temelju rada izvodenog s imunotoksinima temeljenim na MRI1, KDEL je
preporucljiva preinaka slijeda na C-kraju (vidjeti Lorimar i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 93:14815-14820 na 14818
(1996).

Konzervativno preinadene inacice PE-a

Konzervativno preinaéene inacice PE-a ili njihovi citotoksi¢ni ulomei imaju najmanjc 80% sli¢nosti u slijedu,
preporuéljivo najmanje 85% sli¢nosti u slijedu, preporu¢ljivije najmanje 90% sli¢nosti u slijedu i najpreporudljivije
najmanje 95% sli¢nosti u slijedu na razini aminokiselina, s PE-om od interesa, kao $to je PE38.

Izraz "konzervativno preinacene inacice" primijenjuje se na aminokiselinske slijedove i slijedove nukleinskih kiselina. S
obzirom na odredene slijedove nukeinskih kiselina, konzervativno preinacene inacice odnose se na one slijedove
nukleinskih kiselina koji kodiraju jednake ili esencijalno jednake aminokiselinske slijedove ili ako nukleinska kiselina
ne kodira aminokiselinski slijed, na esencijalno jednake slijedove nukleinskih kiselina. Zbog ponavljanja (degeneracije)
genetskog koda, velik broj funkcionalno jednakih nukleinskih kiselina kodira bilo koji dani polipeptid. Na primjer,
kodoni GCA, GCC, GCG 1 GCU svi kodiraju aminokiselinu alanin. Stoga, na svakom mjestu gdje je alanin odreden
kodonom, kodon moze biti promijenjen u bilo koje opisane odgovaraju¢e kodone bez promjene kodiranog peptida.
Takve inacice nukleinskih kiselina su "tihe inacice", koje su jedna vrsta konzervativno preina¢enih inacica. Svaki slijed
nukleinskih kiselina koji kodira polipeptid takoder opisuje svaku moguéu tihu inacicu nukleinske kiseline. Struénjak ¢e
prepoznati da svaki kodon u nukleinskoj kiselini (osim AUG, koji je uobicajeno jedini kodon za metionin, i UGG, koji
je jedini kodon za triptofan) moZe biti preinacen kako bi se dobila funkcionalno jednaka molekula. Zato je svaka tiha
inacica nukleinske kiseline koja kodira polipeptid podrazumijevana u svakom opisanom slijedu.

U pogledu aminokiselinskih slijedova, stru¢njak ¢e prepoznati da pojedinacne supstitucije, delecije ili adicije slijeda
nukleinske kiseline, peptida, polipeptida ili proteina koji mijenjaju, dodaju ili uklanjaju jednu aminokiselinu ili mali
postotak aminokiselina u kodiraju¢em slijedu je "konzervativno preinacena inacica” gdje promjena rezultira
supstitucijom aminokiseline s kemijski slicnom aminokiselinom.
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Testiranje citotoksi¢nosti PE-a

Zeljena razina citotoksi¢nosti egzotoksina Pseudomonasa primijenjenih u izumu moZe biti testirana struénjacima dobro
poznatim testovima. Na primjer, citotoksi¢nost se ¢esto mjeri uporabom inhibicije proteinske sinteze egzotoksinom
Pseudomonasa kao zamjenske mjere. Vidjeti, na pr., Lorimer i sur., Proc Natl. Acad. Sci. SAD 93:14815-14820 (1996)
na 14818. Prikladno, ovo se moZe uciniti mjerenjem nakupljanja radioaktivno oznacene aminokiseline (kako su
prikazali Prior i sur., Cell 64:1017-1023 (1991)) u stanice koje normalno ne eksprimiraju EGFRVIII, ali su transficirane
s EGFRVIII ¢cDNA. U Primjerima ispod, nakupljanje leucina obiljezenog tricijem mjereno je u NR6M stanicama (Swiss
3T3 stanice odabrane zbog nedostatka ckspresije mi§jeg EGFR 1 transficirane humanom EGFRvIII ¢cDNA). Tako PE
citotoksi¢ni ulomei i konzervativno preinacene inacice takvih ulomaka mogu biti lako testirane na citotoksi¢nost.

Velik broj PE potencijalnih molekula mogu istovremeno biti testirani na citotoksi¢nost u struci dobro poznatim
postupcima. Na primjer, podskupine potencijalnih molekula mogu biti testirane na citotoksi¢nost. Podskupine
potencijalnih molekula koje pozitivno reagiraju mogu se jo§ dalje dijeliti i ponovno testirati sve dok se ne utvrdi zeljeni
citotoksi¢ni ulomak (ulomci). Takvi postupci dopustaju brzo probiranje velikog broja citotoksiénih ulomaka ili
konzervativnih inacica PE-a.

Drugi terapijski dijelovi

Protutijela ovog izuma se takoder mogu uporabiti u usmjeravanju bilo kojeg broja razlicitih dijagnosti¢kih i terapijskih
tvari u stanicc kojc na svojoj povrsini cksprimiraju EGFRVIIL. Stoga protutijclo ovog izuma, kao to jc protu-EGFRvIII
scFv, moze biti pri¢vri¢eno izravno ili preko povezivaca na lijek koji se mora dostaviti izravno u stanice koje nose
EGFRVIIL Terapijska sredstva ukljuc¢uju takve spojeve kao §to su nukleinske kiseline, proteini, peptidi, aminokiseline ili
derivati, glikoproteini, radioizotopi, lipidi, ugljikohidrati ili rekombinantni virusi. Terapijski 1 dijagnosticki dijelovi
nukleinskih kiselina uklju¢uju antisense nukleinske kiseline, izvedene oligonukleotide za kovalentno poprecno vezanje s
jednostrukom ili dvostrukom DNA 1 oligonukleotide koji stvaraju trostruke lance.

Pored toga, molekula vezana na protu-EGFRVIII protutijelo moze biti kapsulirani sustav, kao $to je liposom ili micela
koja sadrzi terapijske pripravke kao $to su lijek, nukleinska kiselina (na pr., antisense nukleinska kiselina) ili drugi
terapijski dio koji je preporucljivo zasticen od izravnog izlaganja cirkulacijskom sustavu. Nadini pripreme liposoma
pricvrscenih na protutijela dobro su poznati stru¢njacima. Vidjeti, na primjer, SAD patent br. 4 957 735; i Connor i sur.,
Pharm. Ther. 28:341-365 (1985).

Odredivi biljezi

Protutijela ovog izuma mogu se¢ po izboru kovalentno ili nekovalentno vezati na odrediv biljeg. Odredivi biljezi
prikladni za takvu uporabu uklju¢uju bilo koji pripravak koji se moze odrediti na spektroskopski, fotokemijski,
biokemijski, imunokemijski, elektricki, opticki ili kemijski na¢in. Korisni biljezi u ovom izumu uklju¢uju magnetske
kuglice (na pr. DYNABEADS), fluorescentne boje (na pr., fluorescein izotiocijanat, Texas red, rodamin, zeleni
fluorescentni protein i sli¢no), radioaktivne biljege (na pr., “H, 1, *’S, "*C ili ’P), enzime (na pr., peroksidaza iz hrena,
alkalna fosfataza, lucifcraza i druge koji sc obi¢no uporabljaju u ELISA4-1) i kolorimetrijske biljege kao $to su koloidne
zlatne ili obojane staklene ili plasti¢ne (na pr., polistiren, polipropilen, lateks, itd.) kuglice.

Struénjacima su dobro poznati nacini odredivanja takvih biljega. Tako se, na primjer, mogu odrediti radioaktivni biljezi
uporabom fotografskog filma ili scintilacijskih brojaca, fluorescentni biljezi mogu se odrediti uporabom fotodetektora
kako bi se odredila emitirana svjetlost. Enzimski biljezi uobic¢ajeno se odreduju pripremom enzima sa supstratom i
odredivanjem reakcijskog proizvoda koji je proizveden djelovanjem enzima na supstrat, te kolorimetrijski biljezi koji se
odreduju jednostavno vizualizacijom obojanog biljega.

Konjugacija na protutijela

U nerekombinantnom obliku izuma, efektorske molekule, na pr., terapijski, dijagnosticki i detekceijski dijelovi, vezu se
na protu-EGFRVIII protutijela ovog izuma uporabom bilo kojeg nafina poznatog stru¢njacima. Oba, kovalentni i
nekovalentni nacini pri¢vr$¢ivanja mogu se uporabiti s protu-EGFRVIII protutijelima ovog izuma.

Postupci povezivanja efektorske molekule na protutijelo razlikovat ¢e se ovisno o kemijskom sastavu EM. Polipeptidi
obi¢no sadrze razliCite funkcionalne skupine; na pr., karboksilne kisele (COOH), slobodne amino (-NH2) ili
sulfhhidrilne (-SH) skupine, koje su na raspolaganju za reakciju s prikladnim funkcionalnim skupinama na protutijelu
Sto rezultira vezanjem efektorske molekule.
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Po izboru, protutijelo se derivatizira kako bi se izlozile ili pri¢vrstile dodatne reaktivne funkcionalne skupine.
Derivatizacija moze ukljuéivati pri¢vi$¢ivanje bilo koje od brojnih molekula poveziva¢a kao §to su one dostupne od
Pierce Chemical Company, Rockford Illinois.

"Povezivac", kao $to se ovdje koristi, je molekula uporabljena u spajanju protutijela na efektorsku molekulu. Povezivaé
je sposoban stvarati kovalentne mostove na protutijelu i efektorskoj molekuli. Prikladni povezivaci su stru¢njacima
dobro poznati i ukljuduju, bez ograniCenja, uglji¢ne povezivace ravnih ili razgranatih lanaca, heterocikli¢ke uglji¢ne
povezivace ili peptidne povezivade. Tamo gdje su protutijelo 1 efektorska molekula polipeptidi, povezivadi se mogu
spojiti na sastavne aminokiseline putem njihovih postrani¢nih skupina (na pr., preko disulfidne veze na cistein).
Medutim, u preporucljivom obliku, povezivaci ¢e biti spojeni na alfa ugljik amino i karboksilnih skupina krajnjih
aminokiselina.

U nekim okolnostima, kada je imunokonjugat dostigao svoje ciljno mjesto poZeljno je osloboditi efektorsku molekulu
od protutijela. Stoga, u ovim okolnostima, imunokonjugati ¢e obuhvacati veze koje se mogu raskinuti u blizini ciljnog
mjesta. Odvajanje povezivaca kako bi se oslobodila efektorska molekula od protutijela moZe se potaknuti enzimatskom
aktivno$cu ili uvjetima kojima je imunokonjugat podvrgnut bilo unutar ciljne stanice ili u blizini ciljnog mjesta. Kada je
ciljno mjesto tumor, moze se uporabiti poveziva¢ koji se moze raskinuti pod uvjetima prisutnim na mjestu tumora (na
pr., kada su izloZeni tumorskim enzimima ili kiselom pH).

U pogledu velikog broja postupaka koji su opisani za pri¢vr§¢ivanje razliCitih radiodijagnosti¢kih spojeva,
radiotcrapijskih spojcva, lijckova, toksina i drugih srcdstava na protutijcla, struénjak ¢c biti u stanju odrediti prikladni
postupak za pri¢vri¢ivanje datog sredstva na protutijelo ili drugi polipeptid.

VII. Farmaceutski pripravei i primjena

Pripravci protutijela 1/ili imunokonjugata ovog izuma (4., PE vezan na protutijelo s Kd za EGFRVIII epitop najmanje 1
nM nizom nego od MR1), korisni su za primjenu u mozgu. Nedavno je napravljen pregled uporabe imunotoksina u
terapiji tumora mozga od Oldfield, E. i Youle, R., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 234:97-114 (1998). Mali polipeptidi
prolaze krvno mozdanu barijeru. Za duze polipeptide koji ne prolaze krvno mozdanu barijeru, dobro su poznati postupci
primjene proteina u mozgu. Na primjer, proteini, polipeptidi, drugi spojevi i stanice mogu se dostaviti mozgu sisavaca
intracerebroventrikularnim (ICV) ubrizgavanjem ili putem kanile (vidjeti, na pr., Motta & Martini, Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 168:62-64 (1981); Peterson i sur., Biochem. Pharmacol. 31:2807-2710 (1982); Rzepczynski i sur., Metab. Brain
Dis. 3:211-216 (1988); Leibowitz i sur., Brain Res. Bull. 21:905-912 (1988); Sramka i sur., Stereotact. Funct.
Neurosurg. 58:79-83 (1992); Peng i sur., Brain Res. 632:57-67 (1993); Chem i sur., Exp. Neurol. 125:72-81 (1994);
Nikkhah i sur., Neuroscience 63:57-72 (1994); Anderson i sur., J. Comp. Neurol. 357:296-317 (1995); i Brecknell &
Fawcett, Exp. Neurol. 138:338-344 (1996)).

Tako se, na primjer, glioblastom moze lijeciti lokaliziranom dostavom kanilom ili iglom u tkivo koje okruzuje tumor ili
uobicajenije unutar odijeljka srediSnjeg Ziv€anog sustava ICV-om. Pored toga, imunokonjugati se mogu sustavno
primijeniti tamo gdje je, na primjer, bolesnikov glioblastom oStetio epitelne stanice dovoljno da se omoguci prodiranje
kroz kryno mozdanu barijcru.

Protutijelo ili imunokonjugati izuma takoder se mogu primijenjivati lokalno ili sustavno u lije¢enju karcinoma dojke,
jajnika 1 plu¢a. Na primjer, ove zlocudne bolesti se mogu lije¢iti izravnim ubrizgavanjem u tumore koji se ne mogu
kirurski odstraniti. Ovi se karcinomi takoder mogu lijeciti parenteralnom primjenom imunokonjugata kako bi se, na
primjer, odredio polozaj i unistile bilo kakve metastatske stanice koje jo§ nisu stvorile tumore dovoljne veli¢ine koji bi
se lijecili zracenjem ili kirurski ili koji bi se zaista lako mogli odrediti.

Pripravei 7a primjenu obi¢no sadrze otopinu protutijela i/ili imunokonjugata rastopljenih u farmaceutski prihvatljivom
nosacu, preporucljivo vodenom nosac¢u. Mogu se uporabiti razli¢iti vodeni nosaéi, na pr., puferirana fizioloska otopina i
sli¢no. Ove su otopine sterilne i opéenito bez nezeljenih tvari. Ti se pripravei mogu sterilizirati konvencionalnim, dobro
poznatim tehnikama sterilizacije. Pripravei mogu sadrzavati farmaceutski prihvatljive pomoc¢ne tvari potrebne za
postizanje fizioloSkih uvijeta kao $to je namjeStanje pH i puferirajuce tvari, tvari za namjestanje toksicnosti i sli¢no, na
primjer, natrij acetat, natrij klorid, kalij klorid, kalcij klorid, natrij laktat i sli¢no. Koncentracija stopljenog proteina u
ovim formulacijama moze se izrazito razlikovati i bit ¢e odabrana provotno na osnovu volumena tekuéina, viskoziteta,
tjelesne tezine i sliéno u skladu s odredenim na¢inom odabrane primjene i bolesnikovih potreba.

Tako, uobicajeni farmaceutski imunotoksinski pripravak ovog izuma za primjenu u mozgu bio bi oko 1.2 do 1200 pg
dnevno. Uobicajen pripravak za intravensku primjenu u lijecenju karcinoma dojke, jajnika ili pluca je oko 0.1 do 10 mg
po bolesniku dnevno. Mogu se uporabiti doze od 0.1 do oko 100 mg po bolesniku dnevno, posebno ako se lijek
primijenjuje u odijeljeno mjesto, a ne u cirkulacijski ili limfni sustav, kao u tjelesnu Supljinu ili u lumen organa.
Sadasnji postupci priprave primijenjivih pripravaka poznati su ili oditi struénjacima i podrobnije su opisani u
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publikacijama kao $to je REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE, 19. izdanje, Mack Publishing Company,
Easton, Pennsylvania (1995).

Pripravci ovog izuma se mogu primijeniti za terapijsko lije¢enje. U terapijskim upotrebama, pripravei se primijenjuju u
bolesnika koji boluje od bolesti kao $to su glioblastom, karcinom dojke, karcinom jajnika ili karcinom pluéa, u koli¢ini
dovoljnoj da barem uspori ili djelomi¢no zaustavi bolest 1 njene komplikacije. Primjerena koli¢ina kojom se ovo postize
je odredena kao "terapijski uéinkovita doza". Koli¢ine u¢inkovite za ovu uporabu ovisit ¢e o teZini bolesti i 0 opéenitom
stanju bolesnikova zdravlja. Uéinkovita doza spoja je ona koja osigurava bilo subjektivno olak$anje simptoma
(simptoma) ili objektivno odredivo poboljsanje opazeno od lijeénika ili drugog kvalificiranog promatrada.

Jednostruke ili viSestruke primjene pripravaka primijenjuju se ovisno o dozi i1 ucestalosti potrebnih i toleriranih od
bolesnika. U svakom slu¢aju, pripravak mora osigurati dovoljnu koli¢inu proteina ovog izuma kako bi lijeCenje
bolesnika bilo uc¢inkovito. Preporuéljivo, doza se primijenjuje jedanput, ali moze biti primijenjena periodi¢no dok se ne
postigne terapijski rezultat ili sve dok nezeljeni ucinci ne opravdaju prekid terapije. Opcenito, doza je dovoljna kako bi
se lijedili ili poboljsali simptomi ili znakovi bolesti bez stvaranja neprihvatljive toksi¢nosti bolesniku.

Kontrolirano oslobadanje parenteralnih formulacija imunokonjugatnih pripravaka ovog izuma moZe se napraviti u
obliku implatanata, uljastih injekcija ili kao posebnih sustava. Za Siri pregled proteinskih sustava dostave vidjeti, Banga,
A. J., THERAPEUTIC PEPTIDES AND PROTEINS: FORMULATION, PROCESSING, AND DELIVERY SYSTEMS,
Technomic Publishing Company, Inc., Lancaster, PA, (1995), ovdje obuhvacen referencom. Posebni sustavi ukljucuju
mikrosfere, mikrocestice, mikrokapsule, nanokapsulc, nanosfere 1 nano¢estice. Mikrokapsule sadrzc terapijski protein
kao sredi$nju srz. U mikrosferama terapijski protein je rasprien kroz ¢esticu. Cestice, mikrosfere i mikrokapsule manje
od oko 1 um opéenito se odnose na nanopartikle, nanosfere, odnosno nanokapsule. Kapilare imaju promjer od priblizno
5 wm, stoga se samo nanocestice primijenjuju intravenski. Mikroc¢estice su obi¢no veli¢ine 100 um u promjeru i
primijenjuju se podkozno ili intramuskularno. Vidjeti, na pr., Kreuter, J., COLLOIDAL DRUG DELIVERY SYSTEMS, J.
Kreuter, ur., Marcel Dekker, Inc., New York, NY, str. 219-342 (1994); i Tice & Tabibi, TREATISE ON CONTROLLED
DRUG DELIVERY, A. Kydonieus, ur., Marcel Dekker, Inc, New York, NY, str. 315-339 (1992), oba su obuhvacena
ovdje referencom.

Polimeri se mogu uporabiti za ionski kontrolirano otpustanje imunokonjugatnih pripravaka ovog izuma. Razlifite
razgradive 1 nerazgradive polimerne matrice za uporabu u kontroliranoj dostavi lijeka poznate su u struci (Langer, R.,
Accounts Chem. Res. 26:537-542 (1993)). Na primjer, blokiraju¢i kopolimer, polaksamer 407 na niskim temperaturama
postoji kao viskozna jo§ pokretna tekucina, ali stvara poluc¢vrsti gel na tjelesnoj temperaturi. Za njega je pokazano da je
u¢inkovit prenosilac za formulacije i potpomognutu dostavu rekombinantnog interleukina-2 i ureaze (Johnston i sur.,
Pharm. Res. 9:425-434 (1992); i Pec i sur., J. Parent. Sci. Tech. 44(2):58-65 (1990)). Po izboru, koristi se hidroksiapatit
kao mikronosa¢ za kontrolirano otpustanje proteina (Ijntema 7 sur., Int. J. Pharm. 112:215-224 (1994)). U jo$ jednom
drugom vidu, uporabljaju se liposomi za kontrolirano otpustanje kao i usmjeravanje lipidnog kapsuliranog lijeka
(Betageri i sur., LIPOSOME DRUG DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA (1993)).
Poznati su brojni dodatni sustavi za kontroliranu dostavu terapijskih proteina. Vidjeti, na pr. SAD patent br. 5 055 303, 5
188 837, 4 235 871, 4 501 728, 4 837 028, 4 957 7351 5 019 369, 5 055 303; 5 514 670; 5 413 797, 5 268 164; 5 004
697; 4 902 505; 5 506 206, 5 271 961; 5 254 342 1 5 534 496, svaki je ovdjc obuhvacen referencom.

Medu razli¢itim uporabama imunotoksina ovog izuma uklju¢ena su bolesna stanja uzrokovana specifi¢nim humanim
stanicama koje eksprimiraju EGFRVIII, a mogu se ukloniti toksi¢énim djelovanjem imunokonjugata. Jedna preporuéljiva
primjena imunotoksina izuma je lijecenje zlo¢udnih stanica koje eksprimiraju EGFRVIIL. Primjerne zlocudne stanice
ukljuuju stanice glioblastoma, karcinoma dojke, karcinoma jajnika i karcinoma pluca.

VIII. Dijagnosticki Kitovi i in vitro uporaba

U drugom obliku, ovaj izum opisuje kitove za odredivanje EGFRVIII u bioloskom uzorku. "Bioloski uzorak", kako je
ovdje uporabljeno, je uzorak bioloskog tkiva ili tekuéine koji sadrzi EGFRVIII. Takvi uzorci ukljuéuju, bez ograni¢enja,
tkivo iz biopsije, sputum, amnionsku tekuéinu, krv 1 stanice krvi (na pr., bijele stanice). Uzorci teku¢ine mogu biti od
interesa, ali opcenito ovdje nisu preporucljivi jer se odredive koncentracije EGFRVIII rijetko nadu u takvom uzorku.
Biologki uzorci takoder ukljuc¢uju tkivne rezove, kao $to su smrznuti rezovi uzeti u histoloske svrhe. Bioloski uzorak se
uobicajeno dobiva od viSestaniénog eukariota, preporu¢ljivo sisavea kao §to je Stakor, mi§, krava, pas, morsko prase ili
kuni¢, te preporudljivije od primata, kao $to su makake, ¢impanze. Najpreporucljivije, bioloski uzorak je iz ¢ovjeka.

Kitovi obi¢no obuhvacaju protu-EGFRVIII scFv ovog izuma, koji ima vec¢i afinitet za EGFRVIII nego §to ima M1 scFv.
Pored toga kitovi obi¢no uklju¢uju materijale uputstava koji opisuju na¢ine uporabe protutijela ovog izuma (na pr., za
odredivanje stanica koje sadrze EGFRVIII u uzorku). Kitovi takoder mogu ukljucivati dodatne sastavne dijelove kako bi

se olakiala odredena primjena za koju je kit namijenjen. Tako, na primjer, kit moze dodatno sadrzavati sredstva za
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odredivanje biljega (na pr., enzimske supstrate za enzimske biljege, setove filtera za odredivanje fluorescentnih biljega,
odgovarajuée sekundarne biljege kao §to su ov¢ji protu-misji-HRP ili sli¢no). Kitovi mogu pored toga sadrzavati pufere
i druge reagense uobifajeno uporabljene u izvodenju odredenog postupka. Takvi kitovi i odgovarajuéi sadrzaji
stru¢njacima su dobro poznati.

U jednom obliku ovog izuma, dijagnosti¢ki kit obuhvacéa imunotestove. Kao §to je gore opisano, iako se potankosti
imunotestova ovog izuma mogu razlikovati s odredenim primijenjenim oblikom, postupak odredivanja EGFRVIII u
biolodkom uzorku opéenito obuhvacéa korake stupanja u vezu bioloskog uzorka s protutijelom koje specifi¢no reagira,
pod imunologki reaktivnim uvjetima, s EGFRvIII-om veceg afiniteta za EGFRVIII nego MR1 scFv. Dopusta se da se
protutijelo veze na EGFRVIII pod imunologki reaktivnim uvjetima, a prisutnost vezanog protutijela se odreduje izravno
ili neizravno.

Zbog povecanog afiniteta protutijela razvijenih ovdje opisanim postupcima, i posebno zbog scFv oznacenog MR1-1,
ovdje opisana protutijela bit ¢e osobito korisna kao dijagnosti¢ka sredstva, te u in vitro testovima u odredivanju
prisustva EGFRVIII u biologkim uzorcima. Na primjer, MR1-1, i druga protutijela napravljena ovdje opisanim
postupcima, mogu se uporabiti kao usmjeravajuci dijelovi imunokonjugata u imunohistokemijskim testovima kako bi se
odredilo da li uzorak sadrzi stanice koje eksprimiraju EGFRVIIL. Ako je uzorak uzet iz tkiva bolesnika koje normalno ne
bi trebalo eksprimirati EGFRVIIL, odredivanje EGFRVIII upuéivat ¢e ili da bolesnik ima rak kojem je svojstvena
prisutnost EGFRvIII-eksprimirajuéih stanica ili da lijeCenje takvog raka jo§ nije uspjesno u njegovom unistavanju.
Stru¢njaci ¢e takoder zamijetiti da se protu-EGFRVIII protutijela izuma, zdruzena s prikladnim biljegom, mogu jednako
tako uporabiti in vivo u odrcdivanju prisustva EGFRVIII cksprimirajuc¢ih stanica, pri tom upucujuéi ili da bolcsnik ima
rak kojem je svojstvena prisutnost EGFRvIII-eksprimiraju¢ih stanica ili da lije¢enje takvog raka jo§ nije uspje$no u
njegovom unistavanju.

PRIMJERI

Primjer 1
Strategija razvoja protutijela s boljim vezanjem nego MR1.

U otkrivanju protutijela koja se bolje vezu na EGFRVIII nego MR1, napravljena je knjiznica prezentacije faga s MR1
scFv. Nasumi¢ne mutacije uvedene su u podrucje 3 koje odreduje komplementarnost teskog lanca (VyCDR3), podrucje
koje ima glavnu ulogu u vezanju protutijela (MacCallum i sur., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996)). Pretrazivanje stanica
koje eksprimiraju EGFRVIII proizvelo je nekoliko mutanti koje su, kad su uporabljene u stvaranju imunotoksina, imale
poboljsani afinitet, citotoksi¢nost i prinos. Ispitivanje ovih inagica otkrilo je da sve imaju mutacije smjestene u podrucju
VuCDR3 koje je oznadeno kao zari$no mjesto hipermutacija (Neuberger i sur., Curr. Opin. Immunol. 7:248-254 (1995);
Jolly, C. J., Semin. Immunol. 8:159-168 (1996); Neuberger i sur., Immunological Rev. 62:107-116 (1998)). Zarigna
mjesta odredena su uzastopnim slijedom G/A-G-T/C-A/T ili A-G-C/T. Posljednji sadrze serinske kodone nadene u
promijenjivim domenama gena protutijela (Goyenechea i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. SAD 93:13979-13984 (1996)).
Zari¥na mjesta su podruéja koja ucestalo mutiraju za vrijeme nastajanja protutijela. Pretrazivanje VyCDR3 knjiznice
nije dalo nikakve klonove koji sadrze muatcije izvan Zzari$nih mjesta. Ovi rezultati potvrduju nedavna otkria da
nasumiéne mutacijc zari$nih mjcsta vjcrojatnijc proizvodc mutantc pobolj§anog afinitcta (Chowdhury i sur., Nature
Biotechnol. 17:568-572 (1999)). Najbolji vezaé dobiven pretrazivanjem Vi CDR3 knjiZznice uporabljen je kako bi se
napravila knjiznica prezentacije faga stvaranjem nasumic¢nih mutacija u ZariSnom mjestu lakog lanca CDR3.
Pretrazivanje ove knjiznice proizvelo je jo$ nekoliko mutantnih klonova sa ¢ak poZeljnijim svojstvima.

Primjer 2
Stvaranje knjiznice Vg mutanti.

Vi CDR3 u MR1 sastoji se od jedanaest aminokiselina. Kao §to je spomenuto u Uvodu, 7a dvije od ovih aminokiselina
smatra se da vjerojatno ne sudjeluju u vezanju antigena. Drugih devet aminokiselina u Vy bilo je mutirano
zamijenjivanjem sa svim drugim prirodnim aminokiselinama kako slijedi za aminokiselinske ostatake koji se normalno
javljaju na odredenom mjestu. Osmisljeni su DNA oligomeri kako bi se stvorile tri knjiznice, svaka s nasumi¢nim
mutacijama devet nukleotida, (tri aminokiseline u nizu). MR1 fagemid uporabljen je kao kalup kako bi se uvele tri
aminokiselinske nasumi¢ne mutacije u CDR3 teskog lanca u 3 odvojene lancane reakcije polimeraze (I?CR) sastavljene
od dva koraka (Slika 1). Uporabljeni su slijedeci oligomeri:

CDR3Hb (5°-CTTGGCCCCASNNSNNSNNAGAGGTACTAGAATAGCCTCTTGTGCA-3"),

CDR3Hd (5-CTTGGCCCCACATAGCATASNNSNNSNNAGAATAGCCTCTTGTGCA-3"),

CDR3Hf (5'-CTTGGCCCCACATAGCATAAGAGGTACTSNNSNNSNNTCTTGTGCA-3"),

S1 (5’-CAACGTGAAAAAATTATTATTCGC-37),

AMBN (5’-GCTAAACAACTTTCAACAGTCTATGCGGGCAC-37)
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U prvom PCR-u, 50 pg fagemida pCANTAB 5 E-MR1 kori$teno je kao kalup u tri odvojene reakcije uporabom 20 pmol
DNA oligomera S1 zajedno s 20 pmol DNA oligomera CDR3Hb, CDR3Hd ili CDR3Hf. Kalup i oligomeri pomije$ani
su s 2 Ready-To-Go PCR kuglice (Pharmacia) u volumenu od 50 pL i podvrgnuti cikusima kako slijedi: 1 ciklus na
95°C 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo 30 ciklusa na 94°C 1 minutu, 55°C 1 minutu i 72°C 1 minutu. Ove reakcije su
stvorile proizvod od 407 parova baza koji je sadrzavao mutacije. Proizvodi stvoreni u prvom koraku uporabljeni su tada
kao pocetnice u tri odvojene reakcije s AMBN pocetnicom uporabom MR1 fagemida kao kalupa. U ovim reakcijama, 1
uL proizvoda iz prve reakcije koriteno je s 20 pmol DNA oligomerom AMBN s 50 pg fagemidom PCANTAB 5 E-
MR1 kao kalupom. Pocetnice i kalup pomijesani su s 2 PCR kuglice u 50 pL volumena i podvrgnuti ciklusima na gore
opisan nafin. Svaka reakcija stvorila je knjiznicu od 876 parova baza. PCR proizvodi pocijepani su restrikcijskim
enzimima Sfi I 1 Not I, te pro¢isceni. 150 ng proéiséenih PCR proizvoda spojeno je s 250 ng fagnog prezentirajuceg
vektora DNA pCANTABSE (prethodno cijepani po uputstvu Pharmacie). Ligacijska smjesa je odsoljena, te je 40 ng
svakog spajanja uporabljeno u transformaciji E. coli TG1. Svaka transformacija rezultirala je u otprilike 1.5 x 10°
klonova. Knjiznice faga tada su oslobodene od transformiranih bakterija. Stanice iz svake transformacije uzgajane su u
10 mL 2xYT (16 g bakto-tripton, 10 g ekstrakt bakto-kvasca, 5 g NaCl po litri H,O) koji sadrzi 2% glukozu na 37°C uz
mije$anje na 250 RPM. Nakon jednog sata dodani su ampicilin (100 pg/mL kona¢ne koncentracije) i 1x10' plak
stvarajucih jedinica (pfu) M13KO7 pomagackog faga. Kulture su uzgajane 1 sat, istalozene, resuspendirane u 10 mL
2xYT uz ampicilin (100 pg/mL) i kanamicin (50 pug/mL), te uzgajane 16 sati na 37°C, uz mijeSanje na 250 RPM.
Bakterije su istaloZzene centrifugiranjem u Sorval SS34 rotoru na 8000 RPM tijekom 20 minuta. Supernatanti koji su
sadrzavali fage filtrirani su uporabom filterske jedinice s iglom od 0.45 mikrona. Fagi su tada precipitirani dodavanjem
2 mL PEG, NaCl (20% PEG8000 u 2.5 M NaCl w/v), te inkubirani na ledu 30 minuta. Precipitirani fagi tada su
istalozeni centrifugiranjem u Sorvall SS34 rotoru na 10K RPM 20 minuta, tc resuspendiran u 1 mL NTE (100 mM
NaCl, 10 mM TRIS pH 7.5, 1 mM EDTA). Oslobodene knjiznice faga bile su titrirane i pohranjene na 4°C.

Pretrazivanje VGCDR3 knjiZnice.

NR6M stanice uzgajane u DMEM koji sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma sa 750 pg/mL G418 skupljene su
uporabom 0.02% EDTA (Sigma # E-8008). 2x10” stanica istaloZeno je i resuspendirano u 10 mL hladnog blokirajuéeg
pufera (2% BSA, 0.02% NaN; u DPBS) i polako okretano 1 sat na 4°C. Stanice su istaloZene i resuspendirane u 5 mL
hladnog blokirajuéeg pufera. 1x10° faga iz svake knjiznice CDR3 tedkih lanaca dodano je u suspenziju stanica, te je
smjesa polako okretana na 4°C tijekom 2 sata. Stanice su isprane dva puta s 10 mL hladnog blokiraju¢eg pufera i
resuspendirane u 5 mL hladnog blokiraju¢eg pufera. MR1dsFvPE38 dodan je (2 uM konacna koncentracija) kao
kompetitivni inhibitor, te je suspenzija polako okretana na 4°C tijekom 2 sata. Stanice su isprane tri puta s 10 mL
hladnog blikorajuceg pufera. Vezani fagi eluirani su resuspendiranjem ispranih stanica u 1.5 mL hladne 50 mM HCI, te
inkubirani na ledu 10 minuta. NRO6M stanice istaloZzene su, te su eluirani fagi prebaceni u nove kusalice koje su
sadrzavale 200 pL 1 M Tris pH 8.0. Eliurani fagi su titrirani kako bi se odredio broj zadrzanih faga. Tada je 0.5 mL
eluiranih faga umnozeno reinficiranjem E. coli TG1 za uporabu u slijede¢em krugu pretrazivanja.

Stvaranje knjiZznice Vy mutanti.

Mutanta CDR3 teskog lanca (S98P-T99Y) uporabljena je kao kalup u PCR-u sastavljenom od dva koraka ¢ime su se
uvele nasumiéne mutacijc u Zari$na mjesta smjcstena na CDR3 lakom lancu. U prvoj rcakeiji, 50 pg fagemida koji
sadrzi mutantu tes$kog lanca (S98P-T99Y) pomijeSano je s 20 pmol DNA oligomera VLMUT (5-
GATTACTACTGTTTGCAANNSNNSAACGTGCCTCTTACA-3) i AMBN u 50 pL volumena. Ova smjesa
podvrgnuta je istim ciklusima kori$tenim u stvaranju knjiznice CDR3 teskog lanca. U reakcijama su nastali proizvodi od
150 parova baza koji su sadrzavali nasumi¢nu mutaciju "Zari$nog mjesta" u CDR3 lakom lancu. Nakon pro¢id¢avanja, 1
uL reakcijskog proizvoda nastalog u prvom PCR-u uporabljeno je s 20 pmol DNA oligomera S1 u drugom PCR-u s 50
pg fagemidne DNA koja sadrzi mutantu teskog lanca (S98P-T99Y) kao kalup. Kalup i pocetnice pomije$ane su s 2 PCR
kuglice u 50 pL volumena i podvrgnuti ciklusima prema gornjem obrascu. U reakcijama je nastala knjiznica od 876
parova baza koja sadrzi VgCDR3 mutaciju (S98P-T99Y) i nasumi¢nu mutaciju 7ari§nog mjesta u CDR3L. PCR
proizvodi pocijepani su restrikcijskim enzimima Sfi I 1 Not I, pro¢i§éeni i spojeni s pCANTABSE vektorom kao s
knjiznicama CDR3 teskog lanca. Ligacijska smjesa je bila odsoljena, te je jedna desetina (40 ng) reakcije uporabljena u
transformaciji E. coli TG1. Knjiznice faga koje su sadrzavale 3x10° klonova oslobodene su kao $to je opisano u
stvaranju CDR3 teskih lanaca. Jedna njena Cetvrtina umnoZena je i uporabljena u prvom krugu pretrazivanja.

Pretrazivanje VL, CDR3 knjiZnice.

NR6M stanice skupljene su kao i u postupku pretrazivanja VgCDR3. Svi koraci 1 ispiranja u¢injeni su u hladnom
blokirajuéem puferu osim gdje je zabiljezeno drugatije. 5x10° stanica resuspendirano je u 1 mL blokirajué¢eg pufera i
okretano 1 sat. Stanice su istaloZene i resuspendirane, dodana je oslobodena knjiZznica faga, te je suspenzija polako
okretana na 4°C tijekom 2 sata. Stanice su isprane 3 puta, resuspendirane u blokiraju¢em puferu koji sadrzi 2 pM MR1
mutanti teSkog lanca (S98P-T99Y) scFv-PE38, te okretane polako na 4°C tijekom 2 sata. Stanice su isprane 3 puta, a
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vezani fagi eluirani su i neutralizirani kao i1 kod knjiznice CDR3 tegkih lanaca. Eluirani fagi titrirani su i oslobodeni za
slijede¢i krug pretrazivanja.

Oslobadanje faga.

Fagi zadrzani nakon svakog kruga pretrazivanja umnozeni su za uporabu u slijede¢em krugu pretraZivanja. Za
oslobadanje, E. coli TG1 uzgajana je u 10 mL 2xYT koji sadrzi 2% glukoze inkubiranog na 37°C, 250 RPM. Kada je
ODyy dosegla 0.3, 0.5 mL zadrzanih faga dodano je u kulturu, te je inkubacija nastavljena. Nakon jednog sata dodan je
ampicilin (100 pg/mL konaéno) i 1x10'° pfu M13KO7 pomagalkog faga, te je inkubacija nastavljena jedan sat. Kultura
je tada centrifugirana, a istaloZene bakterije resuspendirane u 10 mL svjezeg 2xTY medija koji sadrzi ampicilin (100
pg/mL) i kanamicin (50 pg/mL), te inkubirane na 37°C, 250 RPM tijekom 16 sati. Bakterije su istaloZene
centrifugiranjem u Sorvall SS34 rotoru na 8K RPM tijekom 20 minuta. Supernatanti koji su sadrzavali fage filtrirani su
uporabom filterske jedinice s iglom od 0.45 mikrona. Fagi su tada precipitirani dodavanjem 2 mL PEG/NaCl (20%
PEG8000 u 2.5 M NaCl w/v) 1 inkubirani na ledu 30 minuta. Precipitirani fagi istaloZeni su centrifugiranjem u Sorvall
SS34 rotoru na 10K RPM 20 minuta, te resuspendirani u 1 mL NTE (100 mM NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA pH
7.4). Oslobodena knjiznica faga titrirana je i pohranjena na 4°C.

Odredivanje pozitivnih klonova.

Nakon trec¢eg kruga pretraZivanja, 48 klonova iz knjiznice CDR3 teSkih lanaca ispitivano je na vezanje s EGFRVIII
peptidom (LEEKKGNYVVTDHSGGK-biotin) uporabom ELISA-c. Dvadcsct dva klona koji su dali najjaci signal
podvrgnuti su DNA sekvencioniranju, te su dalje ispitivani. Nakon ¢etvrtog kruga pretrazivanja, 48 klonova ispitivano
je ELISA-om, te je odreden slijed DNA u 10 klonova s najja¢im ELISA signalom. Za knjiznicu lakih lanaca, nakon
drugog kruga pretrazivanja 48 klonova je ispitivano ELIS4-om, a 17 s najjacim signalom je sekvencionirano. Nakon
treceg kruga, 20 klonova je ispitivano i 10 klonova s najvis§im ELISA signalima je podvrgnuto DNA sekvencioniranju.
Kako bi se fagi oslobodili od pojedinacnih klonova, jednostruke kolonije uzete su s kona¢ne pretraZivane titrirane ploce
i inokulirane u 150 pL 2xYT s 2% glukoze i 100 pg/mL ampicilina na plocici za kulturu s 96 jazica. Plodica je
inkubirana na 37°C, 150 RPM. Nakon 3 sata, 20 pL kulture prene$eno je u jaZice druge plocice koje su sadrzavale 100
uL 2xYT s 2% glukozom i 100 pg/mL ampicilina s 1x10® M13KO7 pomaga&kog faga, te inkubirano 2 sata. Kulture su
istaloZene i resuspendirane u svjezem 2xYT s ampicilinom i kanamicinom, te uzgajane 16 sati. Stanice su istalozene, te
je 50 do 100 pL supernatanata koji su sadrzavali fage testirano ELIS4-om. Fagna ELISA ucinjena je kako je opisano
(Lorimer i sur., Proc. Natl. Acad. Sci SAD 93:14185-14820 (1996)) osim $to je uporabljeno 100 uL 3,3, 5,5"-tetrametil
benzidina (BM blue, Boehringer Mannheim) kao supstrat za odredivanje. Nakon §to se razvila plava/zelena boja, 100
uL 2 M H,S0, dodano je kako bi se zaustavilo razvijanje boje. Apsorpcija je mjerena na 450 nm.

Sekvencioniranje DNA.

Sekvencioniranje DNA izvodeno je uporabom PE Applied Biosystems (Foster City, CA) Rhodamine Terminator Cycle
Sequencing kita. Uzorci su obradivani i ispitivani na PE Applied Biosystems Model 310 automatiziranom sekvenceru.

Stvaranje scFv imunotoksinskog plazmida, ekspresija i prodi§¢avanje.

ScFv iz odabranih fagemidnih klonova umnoZeni su PCR-om uporabom pocetnica koje su uvele Ndel i HindIII
restrikcijska mjesta. Proizvodi su tada pocijepani i klonirani u T7 temeljeni ekspresijski vektor u kojem je scFv spojen s
krnjim mutiranim oblikom egzotoksina A Pseudomonasa. Plazmidi su transformirani u ekspresijski domacin BL21
(ADE3). MR1 mutantni imunotoksini eksprimirani su i pripravljeni kao §to je prethodno opisano (Buchner i sur., Anal.
Biochem. 205:263-270 (1992)).

Povriinska rezonanca plazmona.

Kinetike vezanja mjerene su uporabom BIAcore 2000 Biosensor (Biacore, Inc., Piscataway, NJ). Streptavidin je vezan
na CMS graduirani senzorski Cip za istrazivanje uporabom amin vezuéeg reagenasa osiguranih od BlAcore.
Biotinizirani EGFRVIII peptid vezan je na streptavidin ubrizgavanjem 10 uL 10 nM otopine peptida preko Cipa.
Imunotoksini su razrijedeni na 25 pg/mL u fizioloskoj otopini puferiranoj hepesom (HBS od engl. hepes buffered
saline). Brzine su mjerene ubrizgavanjem 50 uL razrijedenog imunotoksina preko povrsine &ipa, 10 pl/minuti, te
pustanjem da se vezana tvar diasocira tijekom 5 minuta ili vi$e. Preostala vezana tvar uklonjena je s EGFRVIII peptida
ubrizgavanjem 5 uL. 100 mM fosforne kiseline. Kinetike vezanja ispitivane su uporabom BlAevaluation 2.1 softvera.

Stani¢na kultura i testovi citotoksi¢nosti.
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NR6M stanice kultivirane su u DMEM uz 10% fetalnog govedeg seruma nadopunjenog sa 750 pug/mL G418. Testovi
citotoksi¢nosti mjerili su inhibiciju ugradnje [*H]-leucina kako je prethodno opisano (Prior i sur., Cell 64:1017-1023,
1991).

Bakterije i stanitne linije.

E. coli TG1; K12A (lac-pro), supE, thi, hsd A 5/F[traD36, proAB, lacl?, lacZ A M15]. E. coli BL21(ADE3); F
ompTllon| hsdSy (rg” my’; E. coli B soj) s DE3, A profagom koji nosi gen za T7 RNA polimerazu. NR6 je Swiss 3T3
inacica misje fibroblastne stani¢ne linije bez mjerljivog EGFR. NR6M je NR6 stani¢na linija transficirana s cDNA za
mutantni EGFRVIII receptor pod kontrolom f-aktinskog promotora. Podrijetlo NR6 i NR6M prethodno je opisano
(Lorimer i sur., Clin. Cancer. Res. 1:859-864 (1995)).

Primjer 3
Stvaranje VgCDR3 knjiZnice.

Kako bi se povisio afinitet MR1(Fv) 1 aktivnost odgovarajuc¢eg imunotoksina MR1(FV)-PE38, mutirali smo VzCDR3 i
VLCDR3 jer ovi dijelovi protutijela ¢ine znacajne kontakte s antigenom (MacCallum i sur., J. Mol. Biol. 262:732-745
(1996)). Prvih devet od jedanaest aminokiselina VyCDR3 prikazani su u Tablici 5 (zadnje dvije, D101 i Y102 iskljucene
su jer se smatra da one najvjerojatnije ne doprinose vezanju antigena). S obzirom da bi potpuna knjiznica u kojoj je
devet aminokiselinskih ostataka nasumi¢no mutirano zahtijevala vise od 5x10" pojedina¢nih klonova, umjesto toga
pripravili smo tri razli¢itc knjiZznice kojc su pokrivale ostatkc 95-97, 98-100 1 101A-101C kako jc i opisano u Primjcru
1. Knjiznica H-CDR3 95-97 sadrzavala je 1.6 x 10° klonova, knjiznica H-CDR3 98-100 sadrzavala je 4 x 10 klonova, a
knjiznica H-CDR3, 100A-100C sadrzavala je 1 x 10°klonova. Kako bi bili sigurni da su knjiznice ispravno napravljene,
pet klonova iz svake knjiznice je sekvencionirano. Kao $to je i ofekivano, svaki klon je imao razli¢ite kombinacije
aminokiselina u podru¢ju u kojem su mutacije bile usmjerene. S obzirom da potpuno razli¢ita knjiznica u kojoj su
nasumiéno mutirane 3 aminokiseline zahtijeva samo 8 x 10° pojedinaénih klonova, veli¢ina knjiznice osigurava da su svi
moguc¢i DNA slijedovi dobro zastupljeni.

Pretrazivanje VyCDR3 knjiZnice i ispitivanje odabranih klonova.

S obzirom da je kona¢na namjena poboljSanih MR1 mutanti usmjeravanje toksina u EGFRvIII-pozitivne stanice raka,
uporabili smo EGFRVIII pozitivne NR6M stanice za pretrazivanje. Pretrazivanje je u¢injeno u prisustvu imunotoksina
MR1(Fv)-PE38, za koji se ocekivalo da djeluje kao kompetitor u odabiru divljeg tipa MR1 Fv u knjiznici. Oslobodeni
su fagi iz svake knjiZnice, te su ujedinjene jednake koli¢ine faga (1 x 10%) iz svake knjiZznice &ime je zapolet prvi krug
pretrazivanja. Eluirani fagi su titrirani i oslobodeni za slijede¢i krug pretrazivanja. Naredna pretrazivanja uéinjena su
bez odredivanja titra oslobodenih faga sve do nakon provedenog pretrazivanja. Ovo je uéinjeno kako bi se ustedilo
vrijeme, te kako bi se smanjila moguénost gubitka nestabilnih vezaca tijekom 24 sata potrebnih za titriranje oslobodenih
faga. Uobi¢ajeno oslobadanja su proizvela 1 x 10'* cfu/mL. Tablica 3 sazima broj zadrzanih faga za vrijeme svakog od 4
kruga pretrazivanja. Obogacenje je doseglo vrhunac u treCem krugu, te se smanjilo u ¢etvrtom krugu.

Poéctno smo ispitivali fage odabranc nakon &ctvrtog kruga pretrazivanja. Cetrdeset osam klonova ispitivano je na
vezanje u fagnoj ELISA, te je odreden slijed DNA deset klonova s najjac¢im signalom. Kao §to je prikazano u Tablici 6,
jedine ponovno dobivene mutacije bile su na mjestima 98 1 99. Ispitivanje slijeda DNA pokazalo je da klonovi pripadaju
u pet razli¢itih skupina: prvotna S98-T99; i mutante P98-N99; P98-Y99; P98-F99 i P98-W99. Takoder smo ispitivali
fage odabrane nakon treceg kruga kako bi vidjeli da li su dobri vezadi izgubljeni izmedu 3. i 4. kruga. Ispitivali smo 48
pojedinaénih klonova na vezanje za EGFRVIII peptid ELIS4-om, te je 22 od njih koji su dali najjaci signal podvrgnuto
DNA sekvencioniranju. Ponovno, jedine ponovno dobivene mutacije bile su na mjestima 98 i 99 (Tablica 6). Razlidite
aminokiseline su ponovno dobivene na ovim mjestima. Najucestalije su bile S98-T99 (divlji tip) zatim P98-S99; P98-
Y99; P98-N99 i A98-D99. Cetvrti krug pretrazivanja rezultirao je obogaéenjem klonovima P98-N99 i P98-Y99 vige od
divljeg tipa (S98-T99), gubitkom nekoliko klonova, te takoder stvaranjem novog klona koji je sadrzavao P98-F99.

Citotoksi¢nost i afinitet VGCDR3 mutanti.

Svaka od 12 mutanti dobivenih pretrazivanjem MR1 VxCDR3 knjiZznice uporabljena je u pravljenju imunotoksina.
Svaki imunotoksin stvoren je PCR umnozavanjem Fv-ova iz fagnog prezentirajuceg vektora i njihovim subkloniranjem
u imunotoksinski ekspresijski vektor. Svi su imunotoksini (osim koji je sadrzavao A98-D99 mutaciju u VyCDR3)
izrazito prociseni do viSe od 90-95% homogenosti. Pro¢iS§¢eni imunotoksini uporabljeni su u odredivanju njihove
citotoksi¢nosti na NR6M stanicama. Afiniteti vezanja mjereni su Biacore postupkom koji rabi ili peptid imobiliziran na
¢ip (ili mutirani oblik izvanstani¢ne domene EGFR pri¢vrS¢ene na €ip). Rezultati jedne skupine pokusa prikazani su u
Tablici 6; u usporedbi s prvotnim klonom (S98-T99) koji je imao ICso od 8 ng/mL, bilo je Sest klonova koji su bili
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4.5 ng, P98-F99 s ICso 0d 6 ng/mL i P98-V99 s ICs; 0od 6.5 ng/mL. Cetiri klona, P98-S99, W98-F99, S98-W99 i P98-T99
imali su ICsgjednake prvotnom klonu.

Stvaranje VL CDR3 knjiZnice.

Sve ponovno dobivene mutacije nakon pretraZivanja Vi CDR3 knjiZnica bile su smjeStene na mjestima 98 i 99. Slijed
DNA ovih dvaju ostataka sa¢injava Zari$no mjesto koje je podrucje koje podlijeZe mutacijama za vrijeme in vivo razvoja
afiniteta protutijela. Uporabljena je mutanta s najviSom citotoksi¢nom aktivno$éu iz Vy knjiznice i podvrgnuta
mutagenezi usmjerenoj samo na zari$na mjesta u VyCDR3. Slijed V. CDR3 prikazan je u Tablici 3. Knjiznica je uvela
nasumi¢ne mutacije u ZariSnim mjestima koja kodiraju ostatke 91 i 92. V;CDR3 fagna knjiznica stvorena je kako je
opisano u Primjeru 1 i sadrZavala je 3 x 10° klonova. S obzirom da je samo 400 klonova potrebno da bi se postigle sve
aminokiselinske kombinacije na dva mjesta izabrana za mutaciju, moze se pretpostaviti da su svi moguc¢i DNA slijedovi
bili zastupljeni u ovoj knjiZnici.

Pretrazivanje VL, CDR3 knjiZnice i ispitivanje odabranih klonova.

Provedena su tri kruga pretrazivanja, a fagi zadrzani kod svakog koraka prikazani su u Tablici 3. Za ovu knjiznicu dobili
smo vece obogacenje u drugom krugu pretrazivanja nego u tre¢em krugu. Nakon drugog kruga pretrazivanja 48
pojedinaénih klonova je oslobodeno, vezanje na peptid mjereno je ELISA-om, te je odreden slijed DNA od sedamnaest
klonova koji su dali najjaci signal. Kako je prikazano u Tablici 7, dobiveno je pet razlifitth mutanti. Svi su zadrzali
divlji tip scrinskog ostatka na mjcstu 91 1 imali mutacijc na 92. ostatku. Najuccstaliji je bio FO2W (6 od 17), zatim FO2R
(30d 17),F92S (2 od 17), F92L (1 od 17) 1 F92M (1 od 17). Od njih 17 ispitivanih, za 4 je utvrdeno da su prvotnog tipa.

Takoder su ispitivana svojstva klonova izdvojenih nakon treceg kruga pretrazivanja (Tablica 7). Nasumi¢no je odabrano
dvadeset klonova, oslobodeni su fagi, te su provjeravani na vezanje za peptid ELISA-om. Deset klonova koji su dali
najjaci signal izabrano je za ispitivanje DNA slijeda. DNA slijed je pokazao da su bila prisutna 3 razli¢ita klona, svi koji
su bili zastupljeni u 3 krugu. Osim jednog prvotnog klona, ti su klonovi bili F92S (7 od 10), F92W (1 od 10) i F92R (1
od 10). Nisu pronadene nove mutante, te nismo pronasli F92L i F92M mutante.

Citotoksi¢nost i vezuca svojstva V CDR3 mutanti.

Razli¢iti dobiveni Fv-i uporabljeni su kako bi se proizveli imunotoksini, a njihove citotoksi¢ne aktivnosti i vezuci
afiniteti mjereni su uporabom procisc¢enih rekombiniranih proteina. Samo jedna mutanta, F92W je dala imunotoksin
vece aktivnosti nego $to je bio prvotni. Njezin ICs; bio je 1.3 ng/mL u usporedbi s 3.5 ng/mL prvotnog (Tablica 7).
Druge mutante imale su nize aktivnosti. Podaci u Tablici 7 takoder pokazuju da je FO2W imao veéi afinitet (Ky 3 nM)
nego prvotni klon F92 (K4 6 nM). Jedna druga mutanta, F92L, imala je blago povisen afinitet (Ky 4 nM), ali ne i porast
u citotoksi¢nosti. Slika 2 prikazuje BIACore senzorogram na kojem su usporedena vezuca svojstva prvotnog klona s
najaktivnijim imunotoksinom proizvedenim iz Fv koji je dobiven iz VECDR3 knjiznice (VES98P-T99Y) i najaktivnijim
klonom dobivenim iz V.CDR3 knjiZnice (VxS98P-T99Y-V F92W), koji je sada nazvan MR1-1. Slika prikazuje da
dvije mutante imaju manju brzinu disocijacije nego prvotni Fv. Ispitivanje imunotoksina (MR 1-1-(Fv)-PE38) s obe Vyi
Vi mutacijc pokazalo jc da jc imao pad u kg 1 blagi porast u k,, rezultirajuéi s K4 od 3 nM.

Tablica 4 prikazuje dva pokusa u kojima su citotoksi¢ne aktivnosti MR1(Fv)-PE38 uspredivane s dvije pobolj$ane
inacice: MR1(Fv)(VgS98P-T99Y)-PE38 i MR1-1(Fv)-PE38. U oba je pokusa MR1(Fv)-PE38 bio najmanje aktivan, a
MR1-1(Fv)-PE38 najaktivniji.

Primjer 4
Prinos imunotoksina.

Znacajan porast u prinosu razli¢itih mutiranih imunotoksina zamijeéen je za vrijeme postupka procis¢avanja. Nakon
ponovnog smatanja, proteini su dijalizirani i kromatografski proc¢i§¢eni (Buchner i sur., Anal. Biochem. 205:263-270
(1992)). Protein je prvo serijski pro¢isc¢en na Q-Sepharose anionskoj izmjenskoj smoli koja uklanja grube proteinske
agregate, nukleinske kiseline i druga oneci§¢enja. Dalje se eluirani protein nanosi na MonoQ kolonu, te se proteini
eluiraju stalnim gradijentom 0-0.3 M NaCl. Ovaj korak uklanja manje agregate. Ispravno smotan monomerski
imunotoksin eliura se s MonoQ kod svojstvene koncentracije NaCl od 280 mM. Cisto¢a skupljenih MonoQ frakcija
potvrdena je uocavanjem jednog monomerskog vrha eluiranog s TSK G3000SW ekskluzijske kolone, te SDS-PAGE-
om. Prinos svakog mutiranog imunotoksina MR1(Fv)-PE38 izracunat je na temelju koli¢ine proteina skupljenog iz
vr$nih MonoQ frakcija i prisutnosti jednog vrha na ekskluzijskom kromatogramu na osnovu veli¢ine (TSK 3000).
Tablice 6 1 7 prikazuju prinose kada je 100 mg inkluzijskog tjelesnog proteina podvrgnuto proc¢i§¢avanju. Ocito je da je
prinos imunotoksina u velikoj mjeri pod utjecajem mutacija u CDR-ovima, te je povecan od 2% s prvotnim MR1(Tv)-
PE38 do 10-17% s mnogim mutantama.
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Primjer 5

EGFRVIII unutarlubanjski tumori potaknuti su u atimi¢nih $takora ubrizgavanjem 10° US7MG.AEGFRVIII stanica
(stani¢na linija humanog glioblastoma stvorena transficiranjem U87MG stanica s EGFRVIIL, vidjeti, Nishikawa ¢ sur.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (SAD) 91:7727-7730 (1994)) kroz kateter smjesten 1 mm ispred i 4 mm bo¢no od bregme.
Tumori su tretirani infuzijom MR1-1-PE38 imunotoksina ili kontrolne fiziolo§ke otopine kroz kateter izravno u tumor.
Imunotoksin je primijenjivan u dozama od 2 ili 6 pug u 200 pL fiziologke otopine puferirane fosfatom ("PBS") s 0.2%
humanog serumskog albumina ("HSA") tijekom 7 dana, uporabom Alzet® 2Ml osmotske pumpe (Durect Corp.,
Cupertino, CA), na kontrolnim zivotinjama primijenjivano je 200 ul. PBS-HSA otopine. Lijecenje je zapodeto 3 dana
nakon tumorskog ucjepljivanja. Kako je prikazano na Slici 3, sve zivotinje koje su primale kontrolnu fiziolo§ku otopinu
bile su mrtve do 20 dana. Deset posto Zivotinja koje su primale 6 pg doze jos$ je bilo Zivo do 160 dana. Preko trideset
posto zivotinja tretiranih s 2 pg doze jo$ je bilo zivo do 160 dana. Razlika u prezivljenju izmedu 2 pgi 6 ug doze
ukazuje da u unutarlubanjskom okruZenju, koncentracija imunotoksina od 6 ug moze biti dovoljno visoka prouzrokujuci
znatnu nespecificnu toksi¢nost mozdanom tkivu koje je bilo smanjeno ili nije bilo prisutno kod doze od 2 pg, ali kod
obe doze imunotoksin je produzio prezivljenje.

Primjer 6

EGFRVIII unutarlubanjski tumori potaknuti su u atimi¢nih takora ubrizgavanjem 10° US7MG.AEGFRVIII stanica kroz
kateter smjelten 1 mm ispred i 4 mm bo¢no od bregme. Tumori su tretirani infuzijom MR1-1-PE38 imunotoksina ili
kontrolnc fizioloske otopinc kroz katcter izravno u tumor. Imunotoksin (0.2, 0.6 1 2.0 pg) jc dostavljan u 200 uL PBS-a
s HSA-om tijekom 7 dana uporabom Alzet® osmotske pumpe kao $to je opisano u prethodnom Primjeru. Lije¢enje je
zapoceto 3 dana nakon tumorskog ucjepljivanja.

Kao §to je prikazano na Slici 4, samo je nekih deset posto Zivotinja koje su dobivale 0.2 ili 0.6 ug doze imunotoksina
prezivjelo protekli 25 dan, dok je prezivjelo oko 22% Zivotinja koje su primale kontrolnu fizioloSku otopinu. Nasuprot
tomu, od Zivotinja koje su primale 2 pg doze, oko 55% je prezivjelo, $to je dvostrukruko vec€i postotak preZivljenja nego
u zivotinja koje su primale kontrolnu fiziolosku otopinu. Rezultati upuéuju da su doze od 0.2 i 0.6 pg preniske da bi
utjecale na prezivljenje, dok je 2.0 pg imunotoksina znacajno produzilo prezivljenje.

Primjer 7

EGFRVIII neoplasti¢ni meningitis potaknut je u atimi¢nih $takora ubrizgavanjem 5x10° US7MG.AEGFRVIII stanica u
40 uL PBS-HSA otopine kroz unutradnji intratekalni kateter. LijeCenje svih Zivotinja koje su nosile tumor zapocelo je 3
dana nakon ucijepljivanja tumora. MR1-1-PE38 imunotoksin dan je u 40 uL PBS-HSA 3., 5. 1 7. dan nakon tumorske
inicijacije. Na kontrolnim Zivotinjama primijenjivano je 40 pL. PBS-HSA u iste dane.

Kao $to je prikazano na Slici 5, sve Zivotinje koje su primale kontrolnu fiziolosku otopinu bile su mrtve do 10. dana.
Nasuprot tomu, sve Zivotinje koje su primale imunotoksin imale su produzeno preZivljenje najmanje do 14. dana, s 30%
zivotinja koje su primale 1 pg doze, te 50% Zivotinja koje su primale 2 pg doze preZivjele su do 60. dana.

Primjer 8

Tumori su potaknuti u atimi¢nih miSeva ubrizgavanjem 50 uL. U§7MG.AEGFRVIII tumorskog stani¢nog homogenata
sedam dana prije pocetka lijeéenja (pocetak lijecenja je ozna¢en kao "0" za ovo ispitivanje). Tumori su tretirani s tri 20
uL intratumorska bolusna ubrizgavanja MR1-1-PE38 imunotoksina u dozama 1, 2 ili 3 pg ili kontrolne fizioloske
otopine (otopina PSA-HSA opisana u prethodnim Primjerima) na 0., 2., i 4. dan. Tumori su imali prosje¢ni volumen od
600 mm” na poéetku lije¢enja 0. dana.

Kao $to je prikazano na Slici 6, veli¢ina tumora Zivotinja koje su obradivane s bilo kojom dozom imunotoksina ostale su
priblizno iste kao $to je izmjereno 2. dan nakon prvog tretmana, uc¢inkovito zaustavljajuéi rast tumora. Nasuprot tomu,
kod Zivotinja koje su tretirane samo s kontrolnom fizioloskom otopinom pokazano je brzo povecanje tumorske mase, s
poveéanjem tumorskog volumena do 7500 mm”® 7. dana.

Sve publikacije i patenti spomenuti u ovoj specifikaciji obuhvaceni su ovdje referencom u specifikaciji u istoj mjeri kao

§to su svaka pojedina¢na publikacija ili patent specificno 1 pojedinaéno zahtijevani da budu ovdje obuhvaceni
referencom.
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Tablica 3
Obogacivanje faga tijekom pretrazivanja
ciklus pretrazivanja ulaz faga ispiranje faga
VxCDR3
1 3x10° 1.5x10°
2 3x 10" 1.0x 10°
3 5x 10" 1.5x 108
4 5x 10" 2.0 x 107
V.CDR3
1 1x10"° 24x10°
2 1x10" 55x10°
3 1x10"° 2.0x 10’
Tablica 4

pokus 1 pokus 2
imunotoksin ICso 1Cso
MR 1(Fv)-PE38 9.242.1 6.6+.2
MRI1(Fv)(ViS98P-T99Y)-PE38 6.0+£.39 4.6+.7
MR1-1(Fv)-PE38 2.6+£6.2 2.0+1

Usporcdba citotoksi¢nc aktivnosti MR1(Fv)-PE38 s dvama mutantima uvecanog afinitcta za EGFRVIIL Vrijednosti ICs,
izradunate su iz testova uz pomo¢ razli¢itih koli¢ina imunotoksina. Vrijednosti predstavljaju srednju vrijednost +S.D. P
vrijednosti su <.01 pri usporedbi MR1(Fv)-PE38 i MR1-1(Fv)-PE38, te MR1(Fv)(VgS98P-T99Y)-PE38 i MR1-1(Fv)-
PE38 u pokusu 1, te pri usporedbi MR1(Fv)-PE38 i MR1(Fv)(VgS98P-T99Y)-PE38 i MR1(Fv)(VrS98P-T99Y)-PE38 i
MR1-1(Fv)-PE38 u pokusu 2.

Tablica 5
DNA i aminokiselinski slijed teSkog lanca CDR3 i lakog lanca CDR3 MR1 Fv*

MR1 CDR3H GGC TAT TCT AGT ACC TCT TAT GCT ATG
G Y S S T S Y A M
polozaj 95 96 97 98 99 100 100A  100B 100C
MR1 CDR3L TTG CAA AGT TIT AAC GTG CCT CIT ACA
L Q S F N A% P L T
polozaj 89 90 91 92 93 94 95 96 97

*Hot spots koje imaju slijed Pu G Py A/T su potcrtane.

Tablica 6
Slijedovi 1 svojstva mutantnog faga izolirani iz knjiznicc tc§kog lanca CDR3, tc imunotoksina pripravljcnog s
mutantnim scFv-ovima

polozaj 95 96 97 98 99 100 100A 100B 100C #o0d22 1IC50 KD nM prinos %
ng/mL

izvorne G Y S S T S Y A M 8.0 8.0 2.0

aminokis.

ostaci u 3. S T* 5 8.0 8.0 2.0

krugu
P S 4 8.0 N.O. 175
P Y 3 3.5 6.0 7.0
P N 2 4.5 11.0 10.0
P W 2 4.5 4.0 10.0
A D** 2 N.O. N.O. N.O.
P I 1 4.5 5.0 10.0
W F 1 8.0 N.O. 10.0
P V 1 6.5 N.O. 7.0

W 1 8.0 N.O. 5.0
P 1 8.0 8.0 ?
#0d 10
ostaci u 4. S T* 1 8.0 8.0 2.0
krugu
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P N 3 4.5 11.0 10.0
P Y 3 3.5 6.0 7.0
P F 2 6.0 20.0 3.0
P W 1 4.5 4.0 10.0
* divlji tip
** imunotoksin nije pripravljen
Tablica 7
Slijedovi i svojstva mutantnog faga izolirani iz knjiznice lakog lanca CDR3, te imunotoksina pripravljenog s mutantnim
scFv-ovima
poloZzaj 8 90 91 92 93 94 95 96 97 #odl1l7 IC50 KD nM prinos %
ng/mL
izvormneaminokis,. L Q S F N V P L T 35 6 7
ostaci u 2. krugu S F 4 3.5 6 7
S W 6 1.3 3 7
S R 3 6.0 9 8
S S 2 15.0 22 16
S L 1 5.5 4 8
S M 1 9.0 6 2
#od 10
S F 3.5 6 7
ostaci u 3. krugu 1
S S 7 15.0 22 16
S W 1 13 3 7
S R 1 6.0 9 8
PATENTNI ZAHTJEVI
1. Polipeptid, naznacen time, $to sadrzi mutirano varijabilno (Vg) podrudje teSkog lanca ili mutirano varijabilno

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.

podrucje lakog lanca (Vy), a taj polipeptid ima Kd za EGFRvVIII 7 nM ili nizu, mutirani Vy ili mutirani Vi, imaju
slijed koji se razlikuje od roditeljskog Vi odnosno Vi, u MR1 protutijelu, po aminokiselinskoj izmjeni najmanje
jedne aminokiseline u podruc¢ju koje odreduje komplementarnost (CDR), a aminokiselinu kodira kodon koji sadrzi
nukleotid koji pripada "hot spot" slogu odabranom izmedu AGY ili RGYW, u kojem je R jednako A ili G, Y
jednako Cili T, a W jednako A ili T.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznaden time, $to se zamjena de§ava u CDR3 varijabilnog podru¢ja te§kog lanca.
Polipeptid iz zahtjeva 1, naznafen time, $to se zamjena de$ava u CDR3 varijabilnog podrucja lakog lanca.
Polipeptid iz zahtjeva 1, naznafen time, §to se zamjena deSava u CDRI1 ili CDR2 varijabilnog podrucja lakog
lanca.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznaden time, $to se zamjena desava u CDRI ili CDR2 varijabilnog podruéja teskog
lanca.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznaéen time, $to su oba lanca, Vi i Vi, mutirani aminokiselinskom zamjenom najmanje
jedne aminokiseline u CDR.

Polipeptid iz zahtjeva 2, naznacen time, $to mutirani Vy ima slijed koji se razlikuje od MRI1 protutijela po
aminokiselinskoj zamjeni najmanje jedne aminokiseline odabrane iz skupine koja se sastoji od S98 i T99.
Polipeptid iz zahtjeva 7, naznaden time, §to su zamjene odabrane iz skupine koja se sastoji od P98-Y99, P98-N99,
P98-W99, P98-199, P98-F99 i P98-V99.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznacen time, $to je spomenuti polipeptid scFv.

Polipeptid iz zahtjeva 7, naznacen time, $to je spomenuti polipeptid scFv.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznaden time, $to je spomenuti polipeptid dsFv, Fab ili F(ab'),.

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznacen time, $to su zamjene u teSkom lancu S98P-T99Y, a zamjena u lakom lancu je
FO92W (MR1-1).

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznacen time, $to dalje sadrzi djelatnu molekulu, terapijski dio ili vidljivi biljeg.
Polipeptid iz zahtjeva 13, naznacen time, $to je terapijski dio toksi¢ni dio.

Polipeptid iz zahtjeva 14, naznacen time, $to je toksi¢ni dio egzotoksin pseudomonasa ili njegov citotoksi¢ni
ulomak.

Polipeptid iz zahtjeva 14, naznacen time, Sto je toksicni dio citotoksicni ulomak, a to je PE38.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, Sto spomenuti polipeptid ima ICsy 7 ng/mL ili nizu.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznaéen time, Sto spomenuti polipeptid ima ICs, 5 ng/mL ili nizu.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, Sto spomenuti polipeptid ima ICsy od oko 3.5 ng/mL.
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Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, $to spomenuti polipeptid ima najmanje jednu aminokiselinsku zamjenu u
Vi, pri ¢emu je spomenuta zamjena odabrana iz skupine koja se sastoji od: P98-S99, W98-V99, S98-W99 i P98-
T99.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, $to spomenuti polipeptid ima prinos od najmanje 3%.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, $to spomenuti polipeptid ima prinos od oko 7%.

Polipeptid iz zahtjeva 14, naznacen time, §to je toksi¢ni dio odabran iz skupine koja se sastoji od toksina difterije
ili njegovog citotoksi¢nog ulomka, saporina ili njegovog citotoksi¢nog ulomka, protuvirusnog toksina kermesa ili
njegovog citotoksi¢nog ulomka, ricina ili njegovog citotoksi¢nog ulomka i briodina 1 ili njegovog citotoksi¢nog
ulomka.

Polipeptid iz zahtjeva 15, naznacen time, $to su zamjene u teSkom lancu S98P-T99Y, a zamjena u lakom lancu je
F92W (MR1-1).

Polipeptid iz zahtjeva 1, naznaden time, $to dalje sadrzi povrsinski protein bakteriofaga.

Molekula nukleinske kiseline, naznaena time, Sto sadrZi nukleotidni slijed koji kodira polipeptid koji sadrzi
mutirano varijabilno podrucje teskog lanca protutijela ili mutirano podrudje lakog lanca, polipeptid ima Kd za
EGFRUVIII 6 ili manje, polipeptid ima slijed koji se razlikuje od MR1 po aminokiselinskoj zamjeni barem jedne
aminokiseline u podru¢ju koje odreduje komplementarnost (CDR), a aminokiselina je kodirana kodonom koji
sadrzi nukleotid koji pripada "hot spot” slogu odabranom izmedu AGY ili RGYW, pri ¢emu je R jednako A ili G, Y
jednako Cili T, a W jednako A ili T.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 26, naznafena time, $to polipeptid ima slijed koji se razlikuje od MR1
scFv po aminokiselinskoj zamjeni barem jedne aminokiseline u CDR1 ili CDR2 mutiranog varijabilnog podrucja
tcskog lanca ili mutiranog varijabilnog podru¢ja lakog lanca.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 26, naznafena time, $to polipeptid ima slijed koji se razlikuje od MR1
scFv po aminokiselinskoj zamjeni barem jedne aminokiseline odabrane izmedu S98 1 T99 Vi lanca CDR3 podrucja
ili zamjeni F92 Vi, CDR3 podrugja.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 28, naznacena time, $to su zamjene u Vg lancu odabrane izmedu S98P-
T99Y, S98P-T99W, S98P-T991 1 S9O8P-T99V.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 28, naznafena time, $to su zamjene u teSkom lancu S98P-T99Y, a
zamjena u lakom lancu je FO2W (MR1-1).

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 26, naznadena time, $to je operabilno vezana za promotor.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 27, nazna€ena time, $to je operabilno vezana za promotor.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 28, naznaena time, $to je operabilno vezana za promotor.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 29, nazna€ena time, $to je operabilno vezana za promotor.

Molekula nukleinske kiseline iz zahtjeva 30, nazna€ena time, $to je operabilno vezana za promotor.

Postupak za ubijanje stanica koje nose antigen, naznafen time, $to obuhvaca dovodenje u dodir stanice s
imunotoksinom koji sadrzi toksi¢ni dio i ciljajuéi dio, ciljajuéi dio sadrzi polipeptid s mutiranim varijabilnim
podru¢jem teSkog lanca protutijela ili mutiranim podru¢jem lakog lanca, polipeptid ima Kd za EGFRvIIL 7 nM ili
nize, polipeptid ima slijed koji se razlikuje od MR1 po zamjeni najmanje jedne aminokiseline u podrucju koje
odreduje komplementarnost (CDR), aminokiselina je kodiranu kodonom koji sadrzi nukleotide koji pripadaju "hot
spot" slogu odabranom izmedu AGY ili RGYW, gdje je R jednako A ili G, Y jednako Cili T, a W jednako A ili T.
Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, $to je najmanje jedna aminokiselina zamijenjena u CDR1 ili CDR2
mutiranog varijabilnog podrudja te$kog lanca ili u CDRI ili CDR2 mutiranog varijabilnog podrudja lakog lanca.
Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, §to CDR3 mutirano varijabilno podrudje tefkog lanca sadrzi
aminokiselinsku zamjenu odabranu iz skupine koja se sastoji od: P98-Y99, P98-N99, P98-W99, P98-199, P98-F99 i
P98-V99.

Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, Sto CDR3 mutirano varijabilno podrucje lakog lanca sadrzi triptofan koji
zamjenjuje fenilalanin na polozaju 92.

Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, $to je ciljajuci dio MR1-1.

Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, $to je stanica zlocudna stanica.

Postupak iz zahtjeva 36, naznaden time, $to je zlo¢udna stanica stanica glioma.

Postupak iz zahtjeva 36, naznacen time, $to je zlocudna stanica stanica karcinoma dojke.

Postupak iz zahtjeva 36, naznacen time, $to je zlo¢udna stanica stanica karcinoma pluca.

Postupak iz zahtjeva 36, naznacen time, §to je zlo¢udna stanica stanica karcinoma jajnika.
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SAZETAK

Lijecenje US7MG.AEGFRyIII neoplasti‘nog meningitisa s
MRI1-1 imunotoksinom intratekalno
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Izum opisuje protutijela za mutirani oblik receptora za epidermalni Cinitelj rasta poznat kao EGFRVIIL. Ovaj se mutirani
oblik nalazi isklju¢ivo ili primarno na povrsini stanica glioblastoma, te na stanicama karcinoma dojke, jajnika i ne-
mikrocelularnog karcinoma pluca. Protutijela ovog izuma imaju visu sklonost za EGFRVIII i tvore imunotoksine s
viSom citotoksi¢no§cu i prinosom od protutijela iz ranijih dostignuca, ukljuuju¢i scFv oznafen kao MR1. Izum se
posebice opisuje protutijelo, nazvano MR1-1, koje mutira MR1 u CDR3 VH i VL lanaca, ¢ime nastaje protutijelo sa
osobito dobrom citotoksi¢noscu. [zum opisuje i dodatna protutijela u kojima je MR1 mutiran u CDR1 12 VH i VL, ili
oba, s boljim vezanjem na EGFRVIII u odnosu na roditeljsko MR1 protutijelo.
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PCR strategija stvaranja mutantnih knjiznica
CDR3H b, dili f

A S'ﬁt e N?ﬂ
st l PCR
1 I
1e1nip-
L
Sfil : Notl
G i ot |

y  restrikeijska razgradnja

spajanje u pPCANTARBSE vektor

A) pCANTABSE-MRI je koristen kao kalup za umnoZavanje pomocu uzvodne poCetnice 51,
te nizvodne potetnice CDR3H b, d ili f, koji sadrzi izmjene (NNS) u ciljanim podrugjima.

B) pCANTABSE-MRI jc koristen kao predloZzak za umnoZavanje koriste¢i produkte reakeije
iz koraka A kao uzvodne pocetnice i nizvodnu poletnicu AMBN.

C) Produkti iz reakcije B razgradeni su 1 klomirani u pCANTABSE.

Sl. 1
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