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Humanizovand protildtka, spdsob jej vyroby, jej pouzitie a

farmaceutické prostriedky na jej baze

Oblast chnik

Vynalez sa tyka' humanizovanych protildtok a ich védzbovych
proteinov, ktoré sd schopné sa naviazat na T-bunky vykazujice
Specifické variabilné beta retazce, predovSetkym subpopuldcii
exprimujicich huménny Vbeta 5.2 a/alebo 5.3 a Vbeta 8.1. Vynilez
sa tieZ tyka spbsobu v?foby tychto protiléatok, farmaceutickych
prostriedkov, ktoré ich obsahuji a terapeutickych aplikdcii
tychto protilatok, predovSetkym pri autoimunitnych chorobéch.

Doteraj&i stav techniky

T-bunky maji kldéovi Glohu pri diferencidcii a regulécii
efektorovych mechanizmov v imunitnom systéme (Paul et al.,
(1987) Science, 195: 1293 az 1300). Pokial ide o T-bunky, musia
byt presne regulované korekognicie antigénu a hlavnej molekuly
pre histokompatibilitu, kedZ%Ze nespravna imunitnd regulécia
vyvoldva autoimunitu. Niekolko laboratdrii Ztudovalo choroby, pri
ktorgch sa zdd byt imunitnd regullcia nesprdvna, ako je to v
pripade autoimunity a tieZ niektoré formy imunodeficiencie a
doSlo k zdveru, Ze na patogenéze tychto chordb maji ﬁéasﬁ

.T—bunky.

Existuje niekolko situdcii, pri ktorych bolo oznamené, Ze
dochaddza ku klondlnej alebo oligoklondlnej expanzii receptorov
T-buniek s konkrétnym zloZenim. Ako najzrejmejSie priklady je
moZzné uviest maligne stavy vyvolédvajlice leukémiu alebo lymfémy,
na ktorych maja Gfast T-bunky. Pri T-bunkovych leukémidch alebo
lymfémoch receptor T-buniek funguje ako jedine&ny nédorovy
markér, kedZe je stabilne preSmyknuty a je pritomny na povrchu
tejto bunky. 2 inygch situdcii, pri ktorych je implikované
zloZenie receptora T—buﬁky je moZné uviest situdciu prijemcu
transplantovaného orgédnu, ktorého T-lymfocyty obsahuji T-bunkova
receptory, ktoré ich robia agresivnymi voli MHC molekuldm
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donorového subjektu, ako je to napriklad v pripade darcu kostnej

drene.

DéleZitejsie je, Ze mnohé skupiny oznamili vyuZitie
selektivneho génu s oblastou V pre receptor antigénu T-bunky pri
uréitych autoimunitn?ch situdcidch. Tak napriklad_Grunwald et al.
pozorovali prednostni expresiu Valfa 2.3 génového produktu v CD4+
T-bunkédch v broncheocalveoldrnom vyplachu v porovnani s lymfocytmi
periférnej krvi pacientov so sarcoidosis (Grunwald et al. (1992)
Eur. J. Immunol. 22: 129). Pri Kawasakiho chorobe bola na
zaCiatku pozorovand prednostnd expanzia Vbeta 2 a Vbeta 8
T-buniek (Abe et al. (1992) Proc. Natl. Sci. USA, 89: 4066).

V tejto shGvislosti bola tieZ obSirne Studovand reumatoidna
artritida. Niekolko vedcov si v8imlo prednostnd expanziu
podsiiborov T-buniek, ako napriklad: DerSimonian et al. (1993) J.
Exp. Med. 117: 1623 (prednostnd expanzia T-buniek neslicich Valfa
12.1 v CD8+ T-lymfocytoch periférnej krvi),; Stamenkovic et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 1179 (T-bunky infiltrujdce
do synovidlnej membrdny pestovanej v IL-2 s podla analyzy
Southern-blot oligoklondlne); Paliard et al. (1991) Science 253:
34 (autori uvadzajl hypotézu, Ze Superantigén aktivuje v beta 14+
T-bunky, vratane autoreaktivnych  T-buniek, ktoré expanduji
klondlne a migrujd do synovidlnej tekutiny pacientov postihnutych
reumatoidnou artritidou; Howell et al. (1991) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88: 01921 (autori si predovSetkym vZimli vyuZitie génu s
V oblastou Vbeta 3, 14 a 17 T-bunky v IL-2R+ bunkich =zo
synoviélnej tekutiny pacientov  postihnutych  reumatoidnou
artritidou); Uematsu et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8534
(autori poukédzali na vyuZitie génu s V oblastou oligoklondlnej
T-bunky v T-bunkdch v synovidlnej tekutine jedného pacienta
postihnutého reumatoidnou artritidou); medzindrodnid patentova
prihlaska PCT W090/06758 (v tejto publikdcii je implikovany Vbeta
3, 9 a 10 pri reumatoidnej artritide. '

TieZ bola ob%irne $tudovanid inflamatérna choroba &riev.
Niekolko skupin vedcov si v8imlo expandované populécie T-buniek



alebo prednostné vyuZitie génu s V oblastou receptora T-bunky
a to v tychto pripadoch: Posnett et al., (1990) J. Clin. Invest.
85:1770; Spercer et al., (1991) J. Clin. Pathol. 44: 915;
Trejjdosiewicz et al., (1991) Clin. Exp. Immunol. 84: 440 a Van
Kerckhove et al., (1992) J. Exp. Med. 175: 57. Efte dal#%i vedci
ozndmili prednostné vyuZitie V génu T-bunky v Mycobacterium

leprae (van Shooten et al. (1992) Proc. ‘Nat. Acad. Sci. USA
89:11244; Want et al,. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 188.

Pokial ide o &loveka, bola expanzia Vbeta 8.1 T-buniek v
inflamatdérnom tkanive zistend v spojeni s rdznymi autoimunitnjymi
chorobami, ako je napriklad Crohnova choroba (Posnett et al.
(1990) J. Clin Invest., 85: 1770 aZz 1776), Kawasakiho choroba
(Abe et al. (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4066 aZ 4070 a
Abe et al. (1993) J. Exp. Med. 177: 791 az 796) a reumatoidnou
artritidou (Brennan et al. (1988) Clin Exp. Immunol. 73: 1417 aZ
1423) .

Dal$ia autoimunitnd choroba, ktord bola rozsiahle Studovani,
je  roztrisend  sklerdza. Roztrisena sklerdza je choroba
sprostredkovand imunitou, ktord4 je charakterizovand infiltréciou
a demyelizdciou  jednojadrovych buniek centralneho nervového
systému. Napriek tomu, Ze je patogenéza roztrisenej sklerdzy
neznama, sa pri tomto chorobnom  procese implikované ako
genetické faktory, tak aj faktory prostredia. Hlavné prvky
genetickej predispozicie zahrnujd asocidciu tejto choroby s
uréitou triedou II  haplotypov hlavného histokompatibilného
komplexu (MHC) a predovSetkym HLA-DR21 a DQwl (Terasiad et al.
(1976) Science 1933: 1245 aZ 1247; Ho et al. (1982)
Immunogenetics 15: 509 aZ 517; Spielman et al. (1982) Epidemiol.
Rev. 4: 45 aZ 65; Francis et al. (1986) Lancet 1: 211; Elian et
al. (1987) Disease Markers 5: 89 aZ 99; Urban et al. (1988) Cell
54: 577 az 592; Vandenbark et al. (1989) Nature, 341: 541 aZ 544;
Howell et al. (1989) Science 246: 668 a% 670). |

Bolo dokédzané, Ze T-bunky izolované =z cerebrospindlnej

-tekutiny pacientov postihnutych roztrisenou sklerdzou utilizujd
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obmedzeny sibor génov s V oblastou. Okolnost, Ze boli zistené u
pacientov s roztrisenou sklerdzou in vivo aktivované myelinovy
protein S8pecifické T-bunky, naznaduje podiel MBP reaktivnych
T-buniek pri patogenéze tejto choroby (Wucherpfennig et al.
(1992) Science 248: 1016 az 1019). Ak sa TCR Vbeta vyuZitie MBP
reaktivnych  T-bunkovych 1inif - stanovuje  prostrednictvom
amplifikdcie cDNA s 'T-bunkovymi receptorovymi Vbeta primérmi
retazcovou reakciou s polymerdzou (PCR), je pozorované prednostné
vyuzitie obmedzeného podtu Vbeta génov (Wucherpfennig et al.,
vy8&ie uvedend citdcia z roku 1990) - Vbeta 17 a v menfom rozsahu
Vbeta 12 sa <&asto pouZiva pri rozpozndvani imunodominantnej
oblasti humdnneho antigénového MBP; Oksenberg et al. (1993)
Nature 362: 68. Vysledky niektorych &tddii tieZ ukazujd, Ze v
mozgovych 1ézidch pacientov s roztriisenou sklerdzou dochidza k
obmedzenej expresii receptorového V alfa génu T-bunky (Oksenberg
et al. (1990) Nature 345: 344 a% 346). BAnalyza repertodru
T-buniek pouZitim kvantitativnej PCR a farbenia monoklondlnej
protilatky (mAb) wukézala, Ze MBP (protein na béze myelinu)

- 8pecifické T-bunky izolované z pacientov z roztrisenou sklerdzou

utilizujG prevdZne Vbeta 5.2 a/alebo 5.3 v porovnani s kontrolou
(Okesnberg et al. (1993), vys8ie wuvedend citdcia) (preSmyknuty
gén Vbeta 5.2 bol detegovany v mozgu pacientov s urditym HLA
fenotypom) a Kotzin et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
9196 (sklon k vyuzZitiu beta refazec variabilnej oblasti 5.2 a v
menSom rozsahu Vbeta 6.1 bol pozorovany medzi MBP Specifickymi

klonmi pacientov s roztriGsenou sklerdzou.

A sGCasnej dobe neexistuje Ziadne  Gfinné liedenie
roztr(senej sklerdzy (Harrison's Principles of Internal Medicine,
12. wvydanie, ed. Wilson et al., McGraw Hill 1Inc. 1991).
Terapeutické Gsilie je zamerané na zlepSenie ak(tnej epizdédy,

prevenciu remisii alebo progresie choroby a Glavy od symptémov.

Bolo v8ak  zisten§, Ze expresia mySacej beta retazca
variabilnej oblasti génu Vbeta 8.2 koreluje s experiment&lnou
alergickou encefalomyelitidou (EAE), %o je myZaci model humdnnej
roztrasenej sklerdzy. Bolo ukazané, Ze lielenie mySi Vbeta 8.2



Specifickym mAb mbZe spbdsobit, Ze sa di ako predist tejto
chorobe, tak aj zni%it jej rozsah (Acha-Orbea et al. (1988) Cell
54: 263 a Urban et al. (1988) Cell. 54: 577). Existuje teda velka
potreba  vyvin(if protildtku alebo molekulu "podobajlicu sa
protilatke", ktor& by bola vhodnd na liefenie tejto choroby.

Protildtky obvykle obsahujd dva ta¥ké retazce, ktoré si
spolu spojené disulfidovymi vdzbami a Yahky retazec pripojeny k
N-koncu kaZdého z taZkych retazcov. Kafdy taZky retazec obsahuje
pri svojom N-konci variabilnd doménu, po ktorej nasleduje
konStantnd doména pri jeho druhom konci. KaZdy lahky retazec tie?
obsahuje pri N-konci variabilnG doménu, po ktorej nasleduje
konStantnd doména. Variabilné domény kaZdej dvojice Iahkého a
taZkého retazca vytvéraji vdzbové miesto pre antigén. Variabilné
domény v lahkom a taZkom retazci majd rovnakd vSeobecnd Struktdru
a kaZdd doména zahrnuje z&kladni S$truktdru skladajGcu sa z
Styroch oblasti, ktorych sekvencie s relativne konzervované,
ktoré s spojené tromi oblastami urdujdcimi komplementaritu
(CDR) . Rédmec Styroch oblasti trochu naberd konformdciu betalistu
a CDR vytvdraji slutky spajajdce kon¥trukciu betalistu. CDR sG.
udrZované v tesnej blizkosti oblasti =zdkladnej &Struktiry a
prispievaji k vytvoreniu vidzbového miesta pre antigén. Jednotlivé
oblasti CDR a z&kladné §truktlry protildtok je moZné stanovit
pouzitim Kabatovho politacieho systému (Kabat et al. (1987)
"Sequences of Proteins of Immunological Interest", US Dept. of
Health and Human Services, US Government Printing Office) v
spojeni s réntgénovou kryStalografiou popisanou vo WO 91/09967.

Na produkciu  protilatky, ktord mdZe byt zamerand na
Specificky antigén, sa obvykle pouZiva postup popisany Kohlerom a
Milsteinom (Kohler et al., (1976) Nature 256: 495 a¥ 497). Tento
postup vo vSeobecnosti zahrnuje imunizdciu my3i antigénom, fdziu
slezinnych buniek imunizovanej my$i s bunkami mySacieho myelomu a
selekciu takto vzniknutych hybriddémov, pri ktorej sa hlada jeden
alebo  viac hybridémov  vyludujicich monoklonidlnu protildtku
$pecificki na cielovy antigén.



Bolo by Ziadlce pouZivat takéto mAb pri lieleni. Takéto mAb
majd vSak v podstate mySaci pdévod a s preto samé o sebe v
¢loveku antigénne. Ak sa takéto mAb opakovane podajG &loveku,
imunitny systém <&loveka vytvori na mySacom mAb odpoved, ktord ho

dezaktivuje.
Preto  bolo navrhnuté (pbvodne  Winterom a  jeho
spolupracovnikmi) (pozri napriklad Reichmann et al. (1988),

Nature, 332: 323 aZ 327 a Verhoeyen et al. (1988) Science 239:
1534 aZ 1536), aby boli oblasti CDR mySacej mAb vStepené na
humdnnu z&kladni Struktiru s cielom ziskania CDR-Stepenej
protilatky vykazujlicej védzbové vlastnosti donorovej mySacej mab
a huménnu kompatibilitu akceﬁtora humannej zakladnej Struktiry.

Funkcia molekuly protildtky je vSak zdvisla od jej
trojrozmernej Struktlry a tdto Struktdra je 2z&visld od jej
primdrnej aminokyselinovej sekvencie. Zmeny aminokyselinovej
sekvencie protildtky mdZu nepriaznivo ovplyvnit jej aktivitu.
Podobne fragmenty protildtky si  nemusia zachovat vhodni
trojrozmernd Struktiiru, ktord je potrebnd na stimuldciu vazbovej
aktivity. Okrem toho, =2zmena sekvencie DNA kédujlicej protildtku
mbZe ovplyvnit schopnost bunky obsahujicej tidto sekvenciu DNA
exprimovat, vyludovat alebo zhromaZdovat protildtky. Presné
zvy8ky zahrnujice oblasti CDR je taZké definovat a nemusia nutne
zodpovedat vSetkym zvySkom hypervariabilnych oblasti .podIa
definicie pouZitim Kabatovho systému &islovania. TieZ existujd
rozhodujlce zvySky zdkladnej Struktdry, ktoré sd dbdlezité pre
umiestenie oblasti CDR pri interakcii s antigénom alebo ktoré
maji Géast na interakciich s antigénom alebo ktoré majd tGéast na
interakcidch medzi taZkym a lIahkym refazcom. MdZe byt potrebné
urdité zvySky zdkladnej S&truktlry zmenit tak, aby zodpovedali
donorovym zvySkom v uréitych polohdch, &im sa CDR-Stepenej
protilédtke dodd "menej humédnny charakter".

Boli publikované rdzne navrhy na identifikdciu zvySkov CDR a
zakladnej Struktiry, ktoré je potrebné zmenit na donorové zvysky,
aby sa ziskala uZito&nd CDR-3Ztepend protilédtka (pozri napriklad
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Queen et al., WO 90/07861; Kurrle et al., EP-A-0 403 156; AdalR
ET AL., WO 91/09967, Queen et al. WO/82/11018 a Bendig et al. WO
92/01568). 2Z tychto dokumentov vyplyva, Ze produkcia uZitolnej
CDR-Stepenej protiladtky nie je v ziadnom pripade nijako
jednoduchd. Napriek problémom, ktoré si vlastné pokusom o

produkciu . §pecifickej CDR-Stepenej = protildtky, sa pdvodcom

podarilo =ziskat CDR-Ztepenii = protildtku zaloZeni na oblastiach
huménnej z&kladnej &truktlry, ktord obsahuje vdzbové miesto pre
antigén, ktoré je Specifické pre variabilné oblasti beta retazca,
ktoré sG zvlaStne pre urlité subpopuldcie T-buniek. S prekvapenim
sa zistilo, Ze humanizované protildtky podla vyndlezu vykazujd
rovnako dobri alebo lep$iu vdzbovi afinitu k cielovym T-bunkim v
porovnani s ich my8acimi prototypmi. Protildtky ndrokované v
tomto dokumente alebo ich ¢&asti poskytujd dal8iu vyhodu v
zniZenej imunogenicite v porovnani s my$acimi prototypmi, &o sa
prejavuje zniZenim nepriaznivych reakcii pacienta pri pouZiti v

terapii.

Podstata wvyndlezu

Vyndlez je zamerany na humanizované protildtky vykazujice
selektivnu vdzbovi Specifitu pre urdité subpopulécie T-buniek.
Pri wvédzbe Kk tymto subpopuldcidm si tieto protildtky vysoko
citlivé a Specifita a afinita pri tejto védzbe je porovnatelna
alebo lepS§ia v  porovnani s prototypovymi monoklondlnymi
protilatkami (mAb), z ktorych je odvodend podstatnd <&ast CDR
oblasti. Vyndlez je zamerany tieZ na spdsoby vyroby takychto
humanizovanych protildtok pouZitim -novej cDNA kbédujlcej urdité
hypervariabilné zvy&ky a zvySky z&kladnej &truktiry, ktord je
v8tepend do  z&kladnej Struktdry humdnneho tafkého retazca
a humdnneho lahkého retazca. Dalej je vyndlez tie? zamerany na
farmaceutické prostriedky a sposoby lielby pouzZitim tychto
protilatok.

Podla jednej realizdcie vyndlezu, ktorému sa diva osobitni
prednost, bola my3acia monoklondlna - protildtka 16G8, Kktoréa
rozpozndva humlnny beta retazec Vbeta 8.1, humanizovand CDR



vStepenim ur&itej CDR a vybranych zvySkov z&kladnej Struktlry z
mySacej mAb do zdkladnej Struktiry taZkého retazca KOL a Yahkého
retazca REI. cDNA kdédujlca humanizovany taZky retazec (IgGI) a
Yahky retazec (K) vo vektoroch pre expresiu v cicav&ich bunkéch
so selek&nymi markérmi Neo a DHFR boli boli transfekované do
‘bunkovej 1linie DHFR—fibroblastov_ &inskeho chréka (CHO) a potom’
nasledovala selekcia a amplifikécia.‘Vylﬁéené humanizovani mab,
oznalend ndzvom "TM29" si zachovédva Specificitu vo&i huminnym TCR
Vbeta 8.1 s afinitou porovnatelnou s afinitou prototypovej mys$i
mAb (16G8) . Protilétky podlYa vyndlezu ukdzali, Ze humanizéacia
anti-TCR sa wmdZe dosiahnut pri zachovani spravnej Specificity a
afinity charakteristickej pre tGto podmnoZinu.

Dal%¥im aspektom tohto vyndlezu je pouZitie t¥ychto
humanizovanych protildtok ako terapeutické &inidlo  na lielenie
humdnnych autoimunitnych chordb, predovSetkym Crohnovej choroby.

Pri dalSej realiz&cii tohto vyndlezu, ktorému sa dava
osobitné prednost, bola mySacia mAb, TM23, ktord rozpoznéiva
huménny Vbeta 5.2 a 5.3, humanizovand CDR &§tepenim do zékladnej
Struktlry taZkého retazca NEWM a JYahkého <retazca REI. cDNA
kédujica humanizovany tazky retazec (IgGl) a Yahky (K) retazec v
expresnych vektoroch z cicav&ich buniek so selek&nymi markérmi
Neo (taZky retazec) a DHFR (lahky retazec) boli transfekované do
bunkovej linie CHO z DHFR-fibroblastov &inskeho chrdka a potom
nasledovala selekcia a amplifikdcia. Vylu&ovanid humanizovand mAb
bola oznafend n&zvom "TM27" a zachovd si &pecificitu vodi
humannemu TCR Vbeta 5.2 a 5.3 s afinitou, ktord je porovnatelnd a
lepS8ia ako pokial ide o prototypovi my$aciu mAb (TM23). DalSie
aspekty vynadlezu zahrnujiG pouZitie TM27 ako terapeutického
¢inidla pri lie€eni humdnnej roztrisenej sklerdzy.

PrehYad obr., na vykresoch

Na obr. 1 sl zndzornené rdzne variabilné sekvencie retazca a
sekvencie taZkého retazca TM27.
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Na obr. 2 s znézornené rdzne variabilné sekvencie taZkého

retazca TM29.

Obr. 3 ukazuje vysledky kompetitivnej skGsSky, pri ktorej sa
porovnava TM271/NSO a TM27L/CHO s 4H1l.

Na obr. 4 ije zndzorneny Scatchardov graf experimentu
vztahujici sa na experiment zndzorneny na obr. 3.

Nasleduje podrobny popis tohto vyndlezu, pri¢om najprv s
uvedené definicie niektorych pojmov, ktoré sa v tomto popise

pouzivaji.

Pod pojmom "protiladtka" sa rozumejl imunoglobuliny (Ig)
alebo ich fragmenty, monoméry alebo diméry lahkych retazcov alebo
tazkych  retazcov a jednoretazcové  protilédtky, ako je
jednoretazcovy Fvs, v ktorom si domény lahkého a taZkého retazca
spojené peptidovym linkérom. MdZe ist o prirodné protildtky alebo

o protilatky ziskané pomocou technolégie rekombindcie DNA alebo
‘inych spdsobov. Protildtka musi obsahovat aspoil jedno védzbové

miesto pre antigén. ZvySok protildtky nemusi obsahovat len
proteinové sekvencie odvodené =z 1Ig. Tak napriklad, mdZe byt
skonStruovany gén, v ktorom je sekvencia DNA kbédujica &Cast
humé&nneho Ig retazca flzovand k sekvencii DNA kédujicej
aminokyselinovi sekvenciu molekuly polypeptidového efektora alebo
reportéra. Do rozsahu pojmu "protildtka" teda patria aj hybridné
protildtky (pozri dalej).

Pojem "vdzbovy protein" sa pouZiva pre kondtrukt s urditou
aminokyselinovou sekvenciou odvodenou b4 protilatky alebo
kombindcie protildtok, prifom t&to sekvencia m& takd stérickd
konfigurdciu, Ze vytvdra prinajmenfom jedno védzbové miesto pre
antigén.

Skratka "mAb" sa pouziva na oznafenie monoklonalnej
protilatky produkovanej hybridomdlnou alebo derividtovou bunkovou

liniou.
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Pod oznadenim ‘"rekombinantni protilatka" sa  rozumie
protilatka ziskand spdsobom, pri ktorom sa pouZiva rekombinantnd

DNA technoldgia.

Oznadenie "CDR" alebo "oblast urdujica . komplementaritu" sa
vztahuje na dasti variabilnych oblasti taZkého a Yahkého retazca
protildtky, Kktoré si@ umiestené nad sebou Vv trojrozmernom

priestore za vzniku povrchu viaZucého antigén.

Pod oznaCenim "chimerickd protildtka" sa rozumie protilédtka,
v ktorej s variabilné domény, ako celok, odvodené z protildtky
z jedného cicav€ieho druhu a s fuzionované k aspoii jednej
konStantnej doméne z protildtky z iného cicav&ieho druhu.

OznaCenie "CDR Stepeny" sa pouZiva pre popis protilatky
alebo jej <Casti, v ktorej s oblasti CDR v podstate odvodené z
protildtky =z pravého cicavieho druhu v&tepené na variabilné
oblasti z&kladnej Struktdry v  podstate odvodené z druhého
cicavdieho druhu. Niektoré vybrané aminokyseliny v tychto
oblastiach zdkladnej Struktiry mdZu byt tieZ odvodené z prvého

cicav&ieho druhu.

OznacCenie ‘'"hybridnd protildtka" sa pouZiva pre popis
proteinu obsahujlceho prinajmenSom vdzbovi &ast Ig pripojeni
peptidovou vdzbou na aspoii d&ast iného proteinu. Niektori
odbornici méZu na popis takychto kondtruktov pouZivat tieZ
privlastky ‘"chimericky", ale v tomto popise s vy&8ie uvedené
kon§trukty oznafované ndzvom ‘"hybridné protildtky" a termin

"chimerické protildtky" sa pouZiva vo vy$fie definovanom zmysle.

Oznalenie “"humanizovand protildtka" sa pouZiva na popis
protildtky, v ktorej je aspoii jedna a prednostne dve alebo tri
oblasti CDR jednej alebo dvoch variabilnych domén, odvodena z
protilatky =z prvého druhu (prifom sa rozumie, %e tu md%u byt
zahrnuté urlité vybrané aminokyseliny z&kladnej Struktiry v
spojeni s uré¢itymi hypervariabilnymi aminokyselinovymi
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sekvenciami) . Zvy%né &asti protildtky odvodené z Ig sG odvodené z
jednej alebo viacerych rdznych protildtok. Variabilné domény mdzZu
byt skonStruované pouzitim rekombinantnej DNA technoldgie alebo

pomocou peptidovej syntézy.

Pod oznalenim "expresny vektor" sa rozumie vektor, ktory je

’schopn? eXprimovaﬁ sekvencie DNA v 1lom obsiahnuté, t.j:. v ktorom

sG kbédujlice sekvencie operabilne pripojené k inym sekvenciém,
ktoré sG schopné ich exprimovat. UZitolnd, ale nie vZdy nutné
(napriklad pokial ide o hmyzie bunky) &¢ast efektivneho expresného
vektora je sekvencia kdédujlca markér, t.j. sekvencia kddujica
sekvenciu vektora majlca 2za ndsledok vznik urditej fenotypovej
vlastnosti (napriklad rezistencie Qoéi neomycinu, rezistencie
vo¢i mwetioninsulfoximinu alebo tryptofénové prototrofie) buniek
obsahujlcich tento protein, &o umoZfiuje Yahkd identifikaciu
takychto buniek. StGhrnne sa d& povedat, Ze pojem "expresny
vektor" predstavuje funkéni definiciu a do jeho rozsahu patri
akdkolvek sekvencia DNA, ktord je schopnd zaistit expresiu
Specificky obsiahnutého DNA kédu. V sGlasnosti st takéto vektory
asto vo forme plazmidu. Oznadenie "plazmid" a "expresny vektor"
sa Casto pouZiva zamenitelne. Do rozsahu tohto wvyndlezu v3ak
spadaji aj iné formy expresnych vektorov ako plazmidy, ktoré
slGiZia na rovnaké funkcie a ktoré st niekedy v tomto obore znéme,
ako sl retrovirusy, adenovirusy, in vitro systémy (Baranov et al.
(1989), Gene 84: 2: 463) a pod.

Ako uZ bolo uvedené vysSie, sekvencie DNA budd exprimované v
hostitelskych bunkdch po tom, ako budid operabilne pripojené (t.j.
umiestené tak, aby sa zaistila ich funkcia) k sekvencii
riadiacej expresiu. Tieto exprésné vektory st obvykle
replikovatelné v hostitelskych organizmoch bud ako epizémy alebo
ako integrélna Cast hostitelskej chromozomilnej DNA.

Pod oznafenim "rekombinantné hostitelské bunky" sa rozumeja
bunky transformované vektormi skondtruovanymi  pouZitim
rekombinantnych DNA technoldégii. Vdaka takejto transformicii si
hostitelské bunky schopné produkovat pozadovany produkt v
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uZito&nych mnoZstvdch a nie v prili$ nizkych mnoZstvéach, alebo -

obvyklej8ie - v mnoZstviach pod hranicou v netransformovanom
hostitelovi. Protildtku a vdzbové proteiny podla vyndlezu mdZu
rekombinantné  hostitelské bunky produkovat v  mnoZstvéch

umozZiiujlicich dalSie experimenty alebo v  obchodne vhodnych
mnozstvach, ako je asi 100-g alebo viac. '

Pri popise spdsobov protildtok alebo ich viazbovych proteinov
z rekombinantych hostitelov sa pojmy "bunka" a "bunkovd kultdra"
pouzivajli zamenitelne na oznalenie zdroja protildtky, pokial nie
je jasne uvedené niefo iné. Inymi slovami, izoldcia z "buniek"
mdzZe znamenat bud izoldciu z celych odstredenych buniek alebo z
bunkovej kultiry, ktord obsahuje médium so suspendovanymi buhkami
alebo tieZ pridavne, ako je to v pripade myelémovych bunkovych

1inii, =z kultdry ascites.

‘Humanizované protildtky alebo ich vazbové proteiny podla
tohto vyndlezu obsahujd aminokyselinové sekvencie zahrnujice
vSetky CDR alebo ich &ast CDR, s tym, Ze boli v podstate odvodené
z monoklondlnej protildtky vykazujlcej $pecificitu pre vybrani
subpopuldciu T-buniek a predovietkym pre subpopuldciu Vbeta 8.1
alebo Vbeta 5.2/5.3. V prednostnej realizécii méa této
monoklondlna protildtka mySaci pdvod. Aminokyselinové sekvencie
zédkladnej Struktlry variabilnych domén protildtok alebo ich &asti
majl v prednostnej realizdcii v podstate huménny pdvod a preto sa

pouzivajli pre tieto protilatky  oznacdenia "humanizované
protilatky". Predpokladé sa, %Ze Thumanizédcia" je uzitolény
prostriedok na zniZenie imunogenicity  protildtky pri

terapeutickom poddvani humdnnym pacientom. Prednostne sa v tomto
pripade pouZivajd oblasti humdnnej zdkladnej Struktiry NEWM alebo
KOL, v pripade taZkého retazca a oblasti humdnnej zé&kladnej
gtruktlGry REI, v pripade Yahkého retazca. Urdité zvolené zvygky v
zdkladnej Struktlre sG zachované z my3i a nepochddzaji teda z
C¢loveka. Predpokladd sa, Ze je to nutné kvdli dosiahnutiu vhodnej
trojrozmernej Struktlry molekuly a teda kvdli zvySeniu vézbovej
Specificity a afinity pre Specifickii podmnoZinu T-buniek.
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Do rozsahu tohto vyndlezu patria akékolvek  d&asti
humanizovanych protilatok (preto je definicia terminu
"protildtka" tak 8Sirok4) ziskanych na zé&klade tychto poznatkov,
ak je pre ne zachovand védzbovad Specificita a afinita pre vybrané
subpopulédcie T-buniek. Do rozsahu tohto vyndlezu teda samozrejme
patria vdzbové proteiny pochddzajice z tychto protildtok, rovnako
tak, ako aj iné fragmenty, ktoré si uchovévajd tieto schopnosti,
prinajmen$om v stupni postadujlicom na terapeutické pouZitie, ako

je to popisané dalej.

Odbornici v tomto obore méiu vyskGSat vdzbové parametre
réznych konStruktov zhotovenych na zé&klade tu popisanych
poznatkov pouzitim konvenénych védzbovych skiSok uskutolnenych so
.8pecifickymi T-bunkami alebo receptorovymi proteinmi T-buniek
vykazujlcimi zvolend variabilnd oblast, predstavujicu terxl. Tak
napriklad je moZné uskutolnit kompetetivne  vdzbové ski(Sky s
prototypovymi mAb viazGcimi sa k réznym bunkovym liniém,
Scatchardové analyzy a pod. a vysledky porovnat s vysledkami
ziskanymi pouZitim prototypovych mAb. Aby sa zistila terapeuticka
G¢innost konStruktov. zhotovenych podYa vynadlezu, je moZné sa
alternativne uchylit k rdznym zvieracim modelovym systémom (ktoré
si popisané dalej) alebo klinickym StGdidm. Je samozrejmé, Ze
konStrukt méZe byt velmi vhodné terapeutické &inidlo aj ked sa
jeho vdzbovy profil k cielovému antigénu odlisuje do véazbového
profilu prototypovej mAb. V prednostnych realizdcidch zahrnuje
aminokyselinovd sekvencia humanizovanej protilatky alebo je]
vdzbového proteinu cely variabilny lahky retazec alebo jeho dast

zvolenl zo siboru zahrnujiceho:

Yahky retazec TM 29

1 DIQ“TQSPSSLSASVGDRVTITC’RASS$V‘NYIY1-TYQQTPGKAPKLLIYYT 50
51 SNLAPGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQFTSSPFTFGQG 100
101 TKLQIT 106

a jeho casti;
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"Yahky retazec TM 27

1 DIQMTQSPSSLSASYVGDRVTITCSASQGISNYLNWYQQTPGKAPKLLIYY SQ
- 51 TSSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQYSKLPRTFGQ 100
101 GTKLQIT 107

a jeho &asti;

samé alebo v kombindcii s celym variabilnym taZkym retazcom alebo

jeho €astou zvolenou zo sfiboru zahrnujiceho:

taZzky retazec TM29

1 EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGFTFSNFGHMHWVRQAPGKGLEWVAY 50
51 ISSGSSTIYYADTLKGRFTISRDNSXNTLFLQMDSLRPEDTGVYFCARRG 100
101 EGAMDYRGQGTPVIVSS 117

a jeho Casti a

tazky retazec TM27

1  QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFSLTAYGVNWVRQPPGRGLEWLGK 50
51 IWGDGNTDYNSALKSRVIMLKDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARDRV 100
101 TATLYAMDYWGQGSLVTVSS' 120

a jeho casti.

Zvdlené zvySky z&kladnej Struktliry v susedstve jednotlivych
CDR sG dbleZité na podoprenie trojrozmernej konformicie t?éhto
CDR (Foote a Winter (1992) J. Miol. Biol. 224: 487 a¥ 499). V
niektorych prednostnych realizdcidch boli teda skonStruované
modifikované tazké retazce. V prvom takom pripade boli zvySky 66
az 69, vradtane a 73 myfacieho pdvodu, t.j. mySacie sekvencie
Leu-Ser-Ile-Ser (66 aZ 69) a 2Asp (73), zavedené namiesto

prisluSnych huminnych zvySkov.

V inych prednostnych realizdcidch boli zavedené mySacie
zvy8ky 'valinu a fenylalaninu do poldh 78 a 79 alebo my$aci



15
argininovy zvySok do polohy 92.

Na obr. 1 s uvedené priklady tychto substitiGcii. Oblasti
CDR s uvedené hrubo a s@ podtrhnuté. Tieto prednostné
protilatkové kon$trukty (vradtane ich vdzbovych proteinov) sa
via¥u k Vb 5.2/5.3. | | -

Iné prednostné protildtky a dich vdzbové proteiny podla
vyndlezu vznikaji modifikdciou taZkych retazcov v zvydkoch 23 a
24. Do tychto poldh sa =zavadza mySacia sekvencia Ala-. V inych
konStruktoch mbZe byt zvySok 75 mySaci prolinovy zvySok alebo
zvySky 88, 89 a 91 mbZu byt myBacie zvydky alaninu, metioninu a
tyrozinu. Tieto protildtkové konStrukty a ich vdzbové proteiny

viaZu T-bunky Vbeta 8.1 a s podrobnejSie zndzornené na obr. 2.

V pouZiti podla vyndlezu sa ddva prednost predovSetkym CDR
Stepenym protildtkam, ktoré sa v podstate skladajG z Yahkého
retazca TM27 v spojeni s taZkym retazcom TM27, pridom zvyZok 48
je bud leucin alebo izoluecin. TieZ sa dava prednost predovSetkym
CDR Stepenym protildtkam, ktoré sa v podstate skladaji z lahkého
retazca TM29 v spojeni s taZkym retazcom TM29.

Humanizované protildtky alebo ich vdzbové proteiny podla
vyndlezu je moZné ziskat pomocou rdznych technolégii, priom
najvdc8ia prednost sa dava expresii v transfekovanych bunk&ch,
ako napriklad kvasinkovych bunkéch, bunkdch hmyzu, bunkdch CHO
alebo myeldmovych bunkdch. Najvyhodnej$ia hostitelskd bunka je
bunka CHO.

Pri konStrukcii CDR Stepenej protildtky alebo jej vdzbového
proteinu podY¥a vyndlezu je najprv nutné zistit sekvenciu
variabilnej domény protiléatky, ktord ma poZadované véazbové
vlastnosti. Vhodnymi zdrojmi buniek pre takéto sekvencie DNA si
vtéci, cicavci alebo iné stavovce, ako napriklad kurdatd, my$i,
potkany a krédlici, prednostne vZak my3i. Sekvencie variabilnych
domén (V_a V) je moZné stanovit z cDNA taZkého a Iahkého
retazca syntetizovanych z prislu$nych mRNA pomocou technoldgii
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zndmych v tomto obore. Pomocou Kabatovej metddy (pozri vySSie)
je potom mo¥né urd&it hypervariabilné oblasti. Oblasti CDR je
moZné uréit pomocou Strukt@rnej analyzy pouZitim rdéntgenovej
krystalografie alebo pomocou technik molekuldrneho modelovania.
Potom sa da skonStruovat kompozitné CDR obsahujiice vEetky zvySky
zodpovedajice hypervariébilnym .éblastiam spolu s urdéitymi
zvolenymi zvySkami 2z oblasti z&kladnej étrﬁktﬁry. Vysledné
kompozitné CDR je moZné potom preniest ako "vdzbové miesto pre
antigén", zatial &o zvy$ok protilédtky (ak to je %iadtice, aby bol
skonStruovany Gplny Ig) bude =zahrnovat konStantné domény taZkého
a Yahkého retazca a zvy$né zvyZky =z&kladnej &truktlry. Posledné
uvedené ¢&asti mdZu byt zaloZené na humédnnych protildtkach z
roznych tried.

KonsStantné domény mdZu byt zvolené tak, aby mali poZadované
efektorové funkcie  vhodné na zamyilané pouZitie takto
skonstruovanych protildtok. Tak napriklad huménne IgG izotypy
IgG, a IgG, st G&inné pri Uplnej fixdcii a lyze sprostredkovanej
bunkami. Na iné ciele mé%Zu byt vhodnej$ie iné izotypy, ako
napriklad IgG, a'IgG4 alebo inych tried, ako IgM a IgE.

Na huminnu terapiu s osobitne vhodné humdnne izotypy, aby
sa minimalizovala odpoved pofas lielenia. Sekvencie DNA huménnej
konStantnej domény, prednostne v spojeni s inymi oblastami
zdkladnej Struktlry variabilnej domény, Jje moZné pripravit
pomocou, vSeobecne zndmych postupov. Ako priklad je moZné uviest
CAMPATH 1H, ktory je dostupny od firmy Borroughs Wellcome Ltd.

Pri prednostnych realizdcidch tohto vyndlezu sa pripravuji
urdité CDR Stepené protildtky, ktoré obsahujiG zvolené altericie v
oblasti huménnej z&kladnej &truktiry (inymi slovami vonku z
oblasti CDR variabilnych domén), o vedie k CDR &tepenym
protilédtkam s uspokojivou vdzbovou afinitou. T&to vdzbova afinita
prednostne 1lezi v rozmedzi od asi 10°°.M do asi 107*2.M a
prednostne je aspoll asi 10°®.M. V&4zbovad afinita je prednostne
pribliZne rovnakd alebo vySZia ako vadzbova afinita prototypovej
protilatky (v prednostnych  pripadoch je tdto prototypova
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protilatka mySacia protilatka).

Pri kon$trukcii CDR $tepenych protilétok pddIa vyndlezu sa
mdZu V_  a/alebo V_  génové segmenty alternovat mutagenézou.
Odbornikom v tomto obore je zrejmé, Ze podobnym spdsobom sa daji
tiez alternovat iné nukleotidy kédujice aminokyselinové zvyéky
alebo sekvencie obsiahnuté v &asti Fc alebo ingch oblastiach
protilatky (pozri napriklad PCT/US89/00297) .

Ako priklady vhodnych technik je moZné uviest adiciu,
deléciu alebo nekonzervativnu substitGciu obmedzeného podtu
réznych nukleotidov alebo konzervativnu substiticiu mnohych
nukleotidov, za predpokladu, Ze sa zachova spravny éitacivrémec.

Ku kone&nému  konStruktu je teda moZné dospiet pomocou
substiticie, delécie, insercie alebo akychkolvek kombindcii
tychto postupov. Vzhladom na to, Ze existuje 64 moZnych sekvencii
koddnu, ale 1len 20 zndmych aminokyselin, je geneticky kéd
degenerovany v tom zmysle, Ze odli8né koddény mbZu poskytnit
rovnaki aminokyselinu. Kéd je' v8ak presny = pre kazda
aminokyselinu. Existuje teda prinajmenSom jeden kodén pre kaZdid
aminokyselinu, t.j. kazdy kodén poskytuije jednu uréita
aminokyselinu a Ziadnu ' ind. Je zrejmé, Ze polas translacie sa
musi zachovat spravny J&itaci rémec, aby sa =ziskala spréavna
aminokyselinovd sekvencia vo vyslednom polypeptide.

Techniky adicie, delécie alebo substiticie v dopredu
uréenych aminokyselinovych miestach majlcich zndmu sekvencéiu si
dobre zndme. Ako priklady takychto technik je moZné uviest
oligonukleotidom mediovanii miestne orientovanti mutagenézu a PCR.

Oligonukleotidovd miestne orientovand mutagenéza zahrnuje v
podstate hybridizaciu oligonukleotidu kédujiceho poZadovani
mutdciu s jednoretazcovou DNA obsahujlcou oblast, ktord ma byt
mutovand, prifom tento jeden refazec sa pouZije ako templat na
predlZfenie oligonukleotidu, s cielom ziskania vldkna obsahujiceho
dani mutdciu. ROzne realizlcie tejto techniky sG popisané v
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Zoller a Smith (1982) Nuc. Acids. Res. 10: 6487, Norris et al.
(1993) Nuc. Acid. Res. 11: 5103, Zoller a Smith (1984) DNA 3: 479
a Kramer et al. (1982) Nuc. Acids. Res. 10: 6475.

PCR v podstate zahrnuje exponencidlnu amplifikdciu DNA in
vitro 'pouéitim sekvenéne Specifickych oligonukleotidov. Tieto
oligonukleotidy.méiu pdpripade zavadzat alterdcie sekvencie. PCR
technika je popisand v publikdcii Mullis a Foloona (1987) Meth.
Enz. 155: 335. Priklady mutagenézy pouzitim PCR si popisané v
Higuchi et al. 1988, Nuc. Acids. Res. 16: 7351, Ho et al., (1989)
Gene, 77: 51, Ho et al., Engineering Hybridization Restriction
Genes without the Use of Restriction Enzymes: Gene Splicing by
Overlap Extension; Horton et al. (1989) Gene 77: 61.

Nukleotidové sekvencie podla vyndlezu, ktord si schopné
exprimovat poZadované protilédtky alebo ich vadzbové proteiny, je
mozZné vytvorit z 1rdznych odlisngch polynukleotidov (gendmovej
DNA, cDNA, RNA alebo syntetickych oligonukleotidov). V sGlasnosti
sa dava prednost tomu, aby polynukleotidovd sekvencia obsahovala
produkt fazie cDNA a gendémovej DNA. Polynukleotidova sekvencia
mbéZe kdédovat rdzne zloZky Ig (napriklad domény V, 'J, D a C). Pre
konStrukciu sa daji pouZit rézne odli8né techniky. V si&asnosti
najobvyklej8i spbsob zahrnuje spojenie vhodnych gendmovych a cDNA
sekvencii. MG6Zu sa vS8ak pouZit aj sekvencie cDNA (pozri EPA-0 239
400 a Reichmann et al. (1988) Nature 332: 323).

R6ézne vhodné expresné vektory a hostitelské bunky s
popisané v US-A-4 816 567.

Vektory a spbsoby, ktoré si tu zverejnené, siG vhodné na
pouZitie v ' hostitelskych bunkdch =zahrnujicich 8iroky rozsah

prokaryotickych a eukaryotickych organizmov.

VSeobecne sa samozrejme pri klonovani sekvencii DNA s cielom
konStrukcie vektorov vhodnych na pouZitie podla vyndlezu dava
prednost prokaryotickym organizmom. Osobitne uZitoléné st
napriklad rdézne plazmidové klonovacie vektory =z E. coli, ako



19

napriklad vektory Bluescript M13 od firmy Stratagene, San Diego,
Kalifornia, USA; pUCl9c, prirastkové &islo génovej bunky VB 0026,
pBR322 (popis pozri dalej) a pod. VyZ8ie wuvedené priklady sa
samozrejme len ilustrativne a vyndlez nimi nie je obmedzeny.

Na expresiu sa tieZ mdéZu pouZivat prokarydtické organizmy,
ako su vy§§ie uvedené kmene E. coli a kmene Bacillus, ako Jje
Bacillus subtilis, ako aj iné enterobaktérie, ako je Salmonela
typhimurium alebo Serratia marcescens a rdzne druhy Pseudomonas.

V spojeni s‘ tymito hostitelmi sa vSeobecne pouZivaja
plazmidové vektory obsahujlice replikovani a kontrolni sekvenciu
odvodeni z druhu kompatibilného s hostitelskou bunkou. Vektor
obvykle nesie replikalné miesto, ako aj markérové sekvencie,
ktoré s schopné umoZnit fenotypovii selekciu v transformovanych
bunkdch. Tak napriklad E. coli sa obvykle transformuje pouZitim
niektorého z mnohych derivédtov pBR322, &o je plazmid odvodeny z
druhu E. coli (Bolivar et al. (1977) Gene: pBR322 obsahuje gény
pre rezistenciu voCi ampicilinu a tetracyklinu, &o predstavuje
jednoduchy prostriedok na identifik&aciu transformovan?dh'buniek.
Plazmid pBR322, jeho potomci alebo iné mikrobidlne plazmidy, mdZu
tieZ obsahovat, alebo mé%u byt modifikované aby obsahovali,
promotory, ktoré mdzZe pouZit mikrobidlny organizmus na expresiu
rekombinantnych broteinov. Promotory, ktoré sa bezZne pouZivajt
pri konStrukcii rekombinantnej DNA, zahrnuja laktdézové
promotorové systémy (Chang et al. (1978) Nature 275: 615; Itakura
et al. (1978) Science 198: 1056; Goedell et al. (1979) Nature
281: 544! a tryptofanové (trp) promotorové systémy (Goedell et
al. (1980) Nuc. ~Acids Res. 8: 4057) a EP-A-0 036 776. Tieto
promotory sa sice poufivaji naj&astejSie, ale boli objavené aj
iné mikrobidlne promotory, pridom boli tie# publikované
podrobnosti vztahujGce sa na ich nukleotidovii sekvenciu, &o
umoZiiuje odbornikom v tomto obore 1ligovat ich funk&ne do
plazmidovych vektorov (Sienbenlist et al. (1980) Cell 20: 269).

Okrem prokaryotov sa tieZ mdZu pouZit eukaryotické mikrdby,
ako sG napriklad kvasinkové kultGry. najéastejSie pouZivané
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eukaryotické mikroorganizmy sG kvasinky Saccharomyces cerevisae
alebo beZné kvasnice, napriek tomu, Ze je dostupné mnoZstvo inych

kmefiov. Na expresiu v Saccharomydes sa napriklad beZne pouZiva

plazmid YRp7 (Sinchcomb et al., (1979) Nature 282: 39; Kingsman
et al., (1979) Gene 87: 141; Tschemper et al., (1980) Gene 19:
157) . Tento plazmid .u% -obsahuje gén trpl, ktory poskytuje

selek&ny markér pre mutantny kmeti kvasinky, ktord nemi schopnost
rdst na tryptofdne, ako je napriklad ATCC &. 44076 alebo PEP4-1
(Jones (1977), Genetics 8: 85:12). Pritomnost lézie trpl, ako aj
vlastnost genému kvasinkovej hostitelskej bunky potom zaistuje
efektny prostriedok na detekciu transformdcie .rastu za

nepritomnosti tryptofénu.

Vhodné  promotujGce sekvencie v kvasinkovych vektoroch

zahrnuji  promotory pre 3-fosfoglyceradtkindzu alebo iné
glykolytické enzymy, ako Jje enoldza, glyceraldehyd, 3-fosféat
dehydrogendza, hexokindza , pyruvidt dekarboxyldza, fosfofrukto-
kindza, glukdza-6-fosfdtizomérdza, 3-fosforylcerdtmutdza, pyru-
vatkinaza, triozefosfadtizomeraza, fosfoglukdza  izomerdza a
glukokindza (Hess et al. (1968) J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149;
Holland et al. (1978) Biochemistry 17: 4900). Pri kqnétrukcii

vhodnych plazmidov sa terminadné sekvencie spojené s tymito génmi
ligujd do expresného vektora v zmesi k 3' do sekvencie, ktord mia
byt exprimovand, &im sa zaisti polyadenyldcia mRNA a termindcia.
Iné promotory, ktoré vykazujG pridavnG v¥hodu transkripcie
kontrolovanej rastovymi podmienkami, si promotorové oblasti pre
alkoholdehydrogendzu 2, izocytochrém C, kyselinofosfatéaza,
degradelné enzymy spojené s dusikovym metabolizmom a vy$Sie
uvedena glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenéza, ¢o je  enzym
zodpovedny za utilizéciu maltdzy a galaktdzy. Vhodny je ék?korvek
plazmidov? vektor obsahujlci promotor kompatibilny s kvasinkou,
za€iatok replikidcie a terminadni sekvenciu.

Okrem mikroorganizmov sa ako hostitelia mdZu tieZ pouZit
bunkové kultﬁry ziskané z viacbunkovych organizmov. VSeobecne sa
méZe pracovat s akoukolvek takouto bunkovou kultdrou, &i u3
poch&dza zo stavovcov alebo bezstavovcov. AZ doteraz vSak bol
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najvaé¢si z&ujem zamerany na bunky stavovcov a propagdcia buniek
stavovcov v kultlirach sa stala v poslednom fase rutinnym postupom
(Kruse a Patterson (1973) Tissue Culture, Academic Press). BAko
priklady takychto uZito&nych hostitelskych bunkovych linii je
moZné uviest bunkové linie VERO, HeLa, bunky ovarii &inskeho
chr&ka (CHO), W138, BHK, COS-7, MDCK a bunkové linie myeldmu a
gsmyeldmu (k dispozicii od firmy Celltech, Slough,v Velka
Britédnia). Expresné vektory pre takéto bunky mbéZu popripade
zahrnovat vhodny zafiatok replikécie, ako aj promotor umiesteny
pred génom, ktory ma& byt exprimovany, spolu s akymikolvek
potrebnymi ribozomdlnymi vdzbovymi miestami, miestami RNA
zostrihu, polyadenyla’nymi miestami a terminaénymi sekvenciami
transkripcie.

Pokial ide o bunky cicavecov, =zaistuje kontrolné funkcie
expresnych vektorov Casto virusovy materidl. Tak napriklad beZne
pouzivané promotory s .odvodené 2z humdnneho cytomegalovirusu
(HCMV) , polydmavirusu, adenovirusu 2 a najdastejdie z opiéieho
virusu 40 kSV40). Osobitne uZito&né s skoré a neskoré promotory
virusu SV40, ked%e obidva sa z virusu lahko éiskavajﬁ v podobe
fragmentu, Kktory tieZ obsahuje virusovy =zadiatok replikdcie =z
SV40 (Fiers et al. (1978) Nature 273: 113). Dalej je tief moZné a
Casto Ziadlce, pouZivat promotor alebo kontrolné sekvencie, ktoré
sG normdlne asociované s poZadovanou génovou sekvenciou, za
predpokladu, Ze takéto kontrolné sekvencie sG kompatibilné so
systémom hostitel'skych buniek.

Zatiatok replikdcie sa mdZe zaistit bud tym, Ze sa
skonStruuje vektor, ktor§y obsahuje exogénny zadiatok, ako
napriklad zaliatok odvodeny z SV40 alebo iného virusového zdroja
(napriklad polyémavirusu, adenovirusu, VSV alebo BPV) alebo sa
moze zaliatok dodat prostrednictvom mechanizmu replikéacie
chromozdémov hostitelskej bunky. Ak je vektor integrovany do
chromozoému hostitelskej bunky, posledné uvedené rieSenie je &asto
dostadujuce.

Vektory obsahujlce segmenty DNA, ktoré sd predmetom z&ujmu
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(napriklad sekvencie kédujlce tazky a lahky retazec a sekvencie
na kontrolu expresie) je moZné preniest do hostitelskej bunky
pomocou dobre znadmych metdd, ktoré sa 1liSia v zavislosti od typu
bunkového hostitela. Tak napriklad pokial ide o prokaryotické
bunky, obvykle sa pouZiva transfekcia pouZitim chloridu
vépenatého, =zatial & pre ingch bunkovych hostitelov je moZné
poufit spracovanie pomocou fosforeénanu vépenatého, 'lipofekcie
alebo elektroporacie (Monaitis et al. (1990) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, II. vydanie, Cold Spring Harkor Press).

Po expresii je moZné konStrukty podla vyndlezu purifikovat
pomocou Standardnych metdd znédmych v tomto obore, ako je zréZanie
siranom aménnym, &istenie na afinitnych stlIpcoch, stIpcova
chromatografia a gélova eletroforéza (Scopes (1982) Protein
Purification, Springer Verlag. N. Y.). Vizbova afinita takto
exprimovanych konStruktov sa mdZe zistit pomocou technik znamych
v tomto obore, ktoré si Gplne objasnené v prikladovej ¢asti tohto

popisu.

Dava sa prednost v podstate &istym CDR-&Etepenym protilédtkam
alebo ich vdzbovym proteinom s homogenitou aspodi 90 aZ 95 %.
Pokial ide o farmaceutické pouZitie, najvi&Sie prednost sa dava
preparatom s homogenitou 98 aZ 99 %. Po purifikdcii, &iastoénej
alebo aZz do dosiahnutia K poZadovaného stupfia homogenity, sa
CDR-Stepené  protildtky mdZu pouzit na diagnostické alebo
terapeutické Glely (vrdtane extrakorpordlneho pouZitia) alebo pri
vyvoji a uskutoéfiovani skG&obnych postupov pomocou imunofluores-
cen¢ného farbenia a pod. (Lefkovite a DPernis (1979 a 1981)
Immunological Methods, zv. I a II, Academic Press N.Y.).

CDR-Stepené protilatky alebo ich vézbové proteiny’podIa
tohto vyndlezu budd nachadzat pouZitie pri lieleni chordb
sprostredkovanych T-bunkami. Ako priklad typickych chorobnych
stavov, ktoré je mozZné lielit tymito latkami, je moZné uviest
autoimunitné choroby, ako je diabetes typu I, roztriseni
sklerdza, reumatoidnd artritida, systemicky lupus erythrematosus,
Crohnova choroba a myasthenia gravis.
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Terapeutické pouZitie T-bunkovych protildtok podla vyndlezu
je zaloZené na koreldcii medzi Specifickou chorobou majicou vztah
k imunite a preferenénou expresiu uré&itého produktu génu oblasti
V antigénu T-bunky alebo roz&ireného vyufitia ur&itého génu
receptora v antigénu 'T-bunky.._Oblasti receptora - V antigénu
T-bunky si &iastoéne u¥itodné, ked¥e je mo¥né reguldvat imunitnd
odpoved’ individua pomocou Specifickej terapeutickej intervencie
pouZitim receptora antigénu T-buniek. Konkrétne sa ukdzalo, Ze
pritomnost expresie uréitého miesta variabilnej oblasti koreluje
s uréitymi imunitne sprostredkovanymi poruchami. Stanovenim
uréitych miest oblasti V, ktoré s spojené s urditou poruchou
imunity, je moZné dospiet k liefeniu individua pomocou inhibicie

napadnutia T-bunkami nesicimi ur&it@ oblast V.

Pod oznafenim "lielenie" sa podla vyndlezu rozumejd situédcie
inak oznacované terminmi ‘"prevencia", "potl&lanie" alebo vlastné
"lieCenie" choroby. Prevencia zahrnuje poddvanie protektivneho
prostriedku pred indukciou choroby. Tak napriklad pokial ide o
zvieraci model "EAEF, prejavi sa GspeSné podanie protektivneho
prostriedku pred vstrieknutim encefalitogénu indukujiiceho chorobu
ako prevencia tejto choroby.

Potladenie =zahrnuje podanie prostriedku po indukcii, ale

pred Kklinickym prejavom _choroby. PouZitim EAE, ako prikladu,

GispeS§né podanie protektivneho prostriedku po injekcii encefali-
togénu, ale pred vznikom neuralogickych symptémov, zahrnuje

potladenie tejto choroby.

Lie&enie zahrnuje podanie  protektivneho prostriedku po
manifestdcii choroby. PouZitim prikladu s EAE, UspeZné podanie
protektivneho prostriedku po injekcii encefalitogénu a po vyskyte
klinickych priznakov predstavuje liefenie choroby.

Pri zistovani @&innosti protildtok alebo ich vézbovych
proteinov pri ochrane proti chorobdm alebo pri ich 1lie&eni sid k
dispozicii zvieracie modelové systémy. Systemicky  lupus
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erythromatosus (SLE) sa ski$a na susceptibilnych mySiach pomocou
spdsobu popisaného v Knight et al., (1978) J. Exp. Med. 147: 1653
a Reinersten et al., (1978) New Eng. J. Med. 299: 515. Myasthenia
gravis (MG) sa skG8a na samiciach mySi SJL/J pomocou indukcie
choroby rozpustnym AChR proteinom od iného druhu spdsobom
_popisanym v Lindstrom et al. (1988) Adv.: Immunol . 42:233-284.
Artritida sa indukuje éusceptibilnému kmeriu my$i pomocou injekcie
kolagénu typu II spdsobom popisanym v Stuart et al., (1984) Ann.
Rev. Immunol. 42:233-284. Adjuvantnd artritida sa indukuje
susceptibilnym  potkanom pomocou injekcie mykobakteriédlneho
proteinu tepelnym Sokom spdsobom popisanym vo Van Eden et al.,
(1988) Nature 331:171-173. Tyreoditida sa my$iam indukuje podanim
tyreoglubulinu, ako je to popisané v Maron et al., (1980) J. Exp.
Med. 152:1115-1120. Pokial ide o inzulindependentn( diabetes
mellitus (IDDM), pouZivaji sa spontdnne sa vyskytnuviie sa
pripady alebo sa t&to choroba indukuje urditym kmefiom my8i, ktoré
si napriklad popisané v Kanasawa et al., (1984) Diabetologia
27:113. EAE mySi a potkanov sliZia ako model pre roztrisend
sklerézu Eloveka. Pokial ide o tento model, demyelinaZnd choroba
sa indukuje podanim proteinu na bize myelinu spdsobom popisanym v
Paterson (1986) Textbook of Immunopathology (Mischer et al.,
Eds.) Grune a Stratton, New York, str. 179-213; McFarlin et al.
(1973) Science 179: 478-480 a Satoh et al. (1987) J. Immunol.
138:179-184.

CDR-Stepené protildtky alebo ich védzbové proteiny podla
vyndlezu sa tieZ mdZu pouzZivat v kombindcii s inymi protildtkami,
predovSetkym protildtkami mAb, ktoré s reaktivne s inymi
markérmi na huménnych bunkach, ktoré sG =zodpovedné za tieto
| choroby. Tak napriklad vhodné T-bunkové markéry mdZu zahrnovat
markéry zoskupené do tzv. diferencia&nych zhlukov ("Clusters of
Differentiation"), ako boli - nazvané na First International
Luekocyte Differentitation Workshop (Bernhard et al., (1984)
Leukocyte Typing, Springer Verlag, NY). CDR-Stepené protildtky
alebo ich védzbové proteiny sa budd obvykle pouZivat v
purifikovanej forme spolu s farmakologicky vhodnymi nosidmi. Ako
obvyklé nosice je moZné uviest vodné a vodno-alkoholické roztoky,
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emulzie alebo suspenzie, vrétane soInich a pufrovanych wmédii.
Parenterdlne nosie zahrnujd roztok chloridu sodného, Ringerov
roztok dextrdzy a zmesi dextrdézy a chloridu sodného, ako aj
laktatové Ringerove roztoky. Pripadné fyziologicky vhodné pomocné
latky na udrZanie komplexu v suspenzii je moZné uvolnit zo siboru
zahustovadiel, ako je napriklad karboxymetylceluléza, polyvinyl-
pyrolidén, Yelatina a algindty. |

Intravendzne vehikuld zahrnuji doplnky tekutiny, Zivin a
elektrolytov a ide napriklad o vehikuld na baze Ringerovho
roztoku dextrdzy. Pritomné méZu byt aj také &inidla, ako je
napriklad konzervadnd 1l&tka a iné prisady, napriklad antimikro-
bidlne 1lAatky, antioxidanty, chelatadné &inidla a inertné plyny
(Mack (1982) Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. vydanie).

Kon§trukty podla vyndlezu as mdZu pouzivat vo forme
separdtne podavanych prostriedkov alebo vo forme kombindcii s
inymi ¢inidlami. Tieto kombindcie méZu zahrnovat rdzne
imunoterapeutické liec¢iva, ako je napriklad cyklosporin,
metotrexat, adriamycin a cisplatinum a dalej tieZ imunotoxiny.
Farmaceutické prostriedky mdZu zahrnovat "koktejly" rdznych
cytotoxickych alebo inych <inidiel v spojeni s CDR-Stepenymi
protildtkami alebo ich vdzbovymi proteinmi podla tohto vyndlezu.
MbZe tieZ ist aj o dokonca kombindcie konStruktov podla vyndlezu

a CDR-Stepenych protildtok s rdznymi Specificitami.

Farmaceutické prostriedky podla vyndlezu sa mdZu podavat
rdznymi spdsobmi, ktoré sti vo vSeobecne znéme odbornikom v tomto
obore. Pri 1liefeni, . ako jeho neobmedzujici priklad je moZné
uviest imunoterapiu, sa CDR-3tepené protildtky alebo ich vidzbové
proteiny podla vyndlezu mdéiu poddvat akymkolvek pacientom v
silade so $tandardnymi technikami. Poddvanie sa mdZe uskutodiiovat
pomocou akejkolvek vhodnej cesty a mdZe teda 1ist o podavanie
parenterédlne, intravendzne, intramuskuldrne, intraperitonedlne
alebo tieZ o podavanie pomocou priamej infizie katétrom. Posledny
spbsob podé&vania je osobitne vhodny. D&avkovanie a frekvencia
podavania bud@ zdvisiet od veku, pohlavia a stavu pacienta,
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sGbezZného podavania inych 1liediv, kontraindikaénych a inych
parametrov, ktoré budd musiet zobrat do Gvahy leké&ri.

KonStrukty podla vyndlezu 3je moZné 1lyofilizovat kvéli
ulYah&eniu skladovania a pred pouZitim rekonZtituovat pomocou
vhodného nosi&a. T&to technika‘sa ukdzala ako Gfinnd pokial ide
o konven&né imunoglobuliny a mé%u sa pri nej pouZit zname
lyofiliza&né a rekon$titu&né postupy. Odbornikom v tomto obore je
zrejmé, Ze lyofilizdcia a rekonsStiticia mdZe viest k rdznemu
stuptiu  deaktivicie protilétok (pokial ide o  konvené&né
imunoglobuliny, majd napriklad IgM protildtky sklon k vy§Siemu
poklesu aktivity ako IgG protildtky) a 2Ze mdZe byt nutné
kompenzovat tieto straty prispdsobenim davkovania.

Prostriedky obsahujlice CDR-5tepené protilatky alebo ich
koktejl je moZné podavat pri profylaktickom a/alebo kurativnom
lieCeni. Pri uréitych  terapeutickych  aplikécidch sa ako
"terapeuticky G¢innd davka" oznalduje mnoZstvo, ktoré je vhodné,a
by sa dosiahla aspoii <&iasto&nd inhibicia, potlacenie, modulécia,
usmrtenie alebo iny meratelny parameter populdcie zvolenych
buniek. MnoZstvd potrebnd na dosiahnutie tejto davky budd
zdvisiet od z&vaZnosti choroby a celkového stavu vlastného
imunitného systému pacienta, ale obvykle budi leZat v rozmedzi od
0,005 do 5,0 mg CDR-Stepenej protildtky alebo jej vdzbového
proteinu, politané na kg telesnej hmotnosti. Obvykle sa budd
pouzivat davky v rozmedzi od 0,05 do 2,0 mg/kg/dévka. Pri
profylaktickych aplikdcidch sa mbZu prostriedky obsahujice
konStrukty podla vyndlezu alebo ich koktejly podivat v podobngch
alebo mierne zniZengych davkach. ‘

Prostriedky obsahujice konStrukt podla vyndlezu sa mdZu
pouzivat profylakticky alebo terapeuticky, aby sa umoZnila
alterdcia, inaktivdcia, usmrtenie alebo odstrénenie zvolenej

cieXovej populdcie T-buniek cicavca.

Pri inej realizdcii tohto vyndlezu sa konStrukty popisané
vy88ie mdiu pouzivat mimo tela alebo in vitro, aby nastalo
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selektivne usmrtenie, vylerpanie alebo iné efektivne odstrénenie
cielovej populdcie buniek 2z heterogénnej zbierky buniek. Krv
cicavca sa mdZie mimo tela uviest do styku s CDR-3tepenjymi
protilatkami alebo ich vdadzbovymi proteinmi,' priom déjde k
usmrteniu alebo inému odstradneniu neZiadlGcich buniek z krvi a
potom sa takto spracovana krv mdze pomocou Standardnych technik

vratit cicavcovi.

Okrem terapeutickych pouZiti sa konStrukty podla vyndlezu
mdZu pouZit aj v inych siivislostiach. Podla jednej realizicie
tohto vynédlezu sa protildtky podla vyndlezu alebo ich védzbové
proteiny mbéZu pouZit pri vyskume. Proteiny viaZlice receptor
T-buniek alebo protildtky podla vyndlezu s tieZ uZitolné pri
Struktirnych a funkénych 8StGdid&ch tykajicich sa receptora
T-buniek. Okrem toho, Ze sliZia ako substriaty alebo vidzbové
domény pre Specifické formy receptorov T-buniek, mdZu tieto
protilatkové konStrukty slGdZit ako prostriedok pre vyskum
konforma¢nych $tddii s cielom aproximédcie nativnych konfigurdcii
roéznych &asti receptora T-bunky. Pri edte dal8ej realizdcii tohto
vyhélezu sa T-bunkové protildtky alebo ich vadzbové proteiny mdZu
pouzit ako diagnostické prdéby. Pri jednej 8pecifickej realizAacii
tohto vyndlezu sa mdZu konStrukty podla vyndlezu pouZit pri
stanoveni mnoZstva alebo pritomnosti urditej pod&elYade oblasti V
T-buniek v biologickej vzorke. Jedno takéto stanovenie je
popisané v Ritterhaus-WO 92/08981 (prihl&8ka publikovani 26. mija
1992 pod. ndzvom "Therapeutic and Diagnostic Methods Using Total
Leucocyte Surface Antigens"). Predmetom vyndlezu sd teda tieZ
spbsoby diagnostikdcie choréb majdcich vztah k imunite, ako Ije
roztrisend sklerdza, ktorych podstatou je detekcie Specifického

podsGboru receptora antigénu T-bunky v biologickej vzorke.

CDR-Stepené protildtky alebo ich vdzbové proteiny je moZné
znafit pomocou technolégii, ktoré st zndme v tomto obore.
KonStrukty s tieZ sa hodia na iné in vivo ciele. Tak napriklad
sa mdZu pouzit na selektivne oSetrenie periférnej krvi, kde je
Ziadlce eliminovat 1len cielové T-lymfocyty alebo na iné podobné
ciele, ak je potrebné v bunkovych kultirach eliminovat neZiadice



28
T-lymfocyty.

Vynédlez je bliZSie objasneny v nasledujicich prikladoch
realizdcie. Tieto priklady maja vyludne ilustrativny charakter a

rozsah vyndlezu v Ziadnom ohlade neobmedzuja.

Priklady realizdcie vyndlezu

Priklad 1
TM27 - prehlad operacii

1. My8i BALB/c boli imunizované leukemickou bunkovou liniou

T-buniek HPB-All (raz intraperitonedlne a dvakrdt intravendézne) .

2. Bunky sleziny z tychto mySi boli zhromaZdené
a fuzionované s mySacou myelédmovou imortalizad&nou bunkovou liniou
P3X53AG8.653. '

3. Bola uskuto&nend selekcia vhodnych klonov v médiu HAT.
4. Bol wuskutoéneny screening takto vybranych klonov na
prisluSnd vdzbu pomocou imunoprecipitdcie radioizotopom zna&enej

bunkovej linie HPB-A1ll.

5. . Boli  uskutolnené subklonovanie  pouZitim techniky
limitného riedenia.

6. Pomocou PBL stimulanych a CD3 moduladnych §tadii bola
uskuto&nend skiSka Specificity.

7. Hybridém vylu&ujtci prisluSnd protildtku bol oznadeny
skratkou 4H11.

8. Z tohto klonu bola ziskanid RNA a potom izolovand mRNA.
Bola pripravend cDNA pre tito mRNA.
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9. cDNA Dbola sekvenovana a bola uskutofnena skiska

presnosti.

10. Izolované cDNA (H a K) boli klonované do vektorov M13.

11. Pomocou mutagenézy, ktorej priklad je uvedeny v priklade
2, boli zavedené zvolené oblasti huménnej z&kladnej Struktiry.

12. Humanizované  protildtky (vidy asi 1 mg) boli
purifikované z NSO transfektantov (S cielYom predbeZného

hodnotenia. -
Bolo vytvorenych 5 rdznych TM27:

TM27L: s leucinom v polohe 48 taZkého retazca
TM27I: s izoleucinom v polohe 48 taZkého retazca
TM27.1: s FS az VF (78-79) zmenami
TM27.2: s VIML/T aZ LSIS/N (67-70/73) zmenami

s

"TM27.3: V az R (92) zmenami.
Podrobny popis experimentu
Zhrnutie

Cielom tohto  projektu bolo humanizovanie myS$acej
antihumannej TCR (receptor T-bunky) Vbeta 5.2/5.3 monoklondlnej
protilatky (TM23) a vytvorenie bunkovej linie exprimujicej
humanizovand protildtku, ktord by bola vhodnd pre daldi vyskum.
Tato humanizovand anti-TCR Vbeta 5.2/5.3 monoklondlna protildtka
je TM27.

MySacia protilatka

Hybriddm 4H11 bol vyvinuty pomocou fizie mySacej myeldmovej
bunkovej 1linie P3X63AG8.653 so slezinngmi bunkami myS$i BALB/c
imunizovanych leukemickou bunkovou liniou T-buniek HPB-ALL. Tento
hybriddm exprimuje monoklondlnu protildtku TM23 so,épecificitou



30

voli Vbeta 5.2 a 5.3 humdnneho receptora T-buniek (TCR). Tento
izotyp bol oznaleny skratkou IgG2a/kapa.

Humaniz&cia

CDNA . kédujlica taZky a Yahky retazec TM23 sa izoluje z
kniZnice cDNA 4H11 skon§truovanej pouZitim mySacieho IgG2a a kapa
Specifickych 3' koncovych ' primérov. Izolované cDNA klony boli
potvrdené sekvenovanim DNA a vnitornym sekvenovanim aminokyselin.
Oblasti CDR (oblasti urdujfice komplementaritu) ta¥kého a Yahkého
retazca boli identifikované na =z&klade zédkrytu konzervovanych
sekvencii my&i z&kladnej Struktiry. DNA fragmenty L, V, (D), J (L
= vedidci, V = variabilny, D = diverzny a J = spijajtci) boli
izolované pomocou PCR a klonované do CHO bunkovych expresnych
vektorov pTCSLCkapaDHFR a pTCSLCg1NeoAp'™ nesidcich huminne cDNA
kapa a 1IgGl kondtantné oblasti, s cielom expresie mySacej

V/huménnej C chimerickej protilétky.

Na zéklade’porovnénia -sekvencii aminokyselin dedukovanych z
tychto klonov ¢cDNA bolo zistené, Ze ta¥k§y retazec TM23 patri do
Kabatovej podskupiny IB. Dalej sa zistilo, Ze sekvencia Vkapa
patri do Kabatovej podskupiny Vkapa V. Preto boli na humaniziciu
taZzkého a Yahkého retazca vybrané huminne zikladné Struktlry NEWM
(tazky refazec) a REI (lahky retazec). Preimyknuté fragmenty
V(D)J (s vynimkou ¢&asti 5' V a 3' J) boli klonované do vektorov
M13 nestcich vedicu a intronovi sekvericiu Vv gendmovej
konfigurdcii, s cielom vytvorenia Gplnych gendmovych konstruktov
L-v(D)J.

Expresia myeldmu

Po konStrukcii CDR-Stepenych oblasti V(D)J mutagenézou boli
fragmenty DNA klonované do myelémoviych expresnych vektorov
nescich konStantni oblast bud huminneho kapa, alebo IgGl. Bolo
skonStruovanych pdt ta¥kych retazcov s rdznymi mutdciami. KaZdy z
tychto piatich kontruktov ta¥kého retazca bol kotransfekovany s
humanizovanym Yahkym retazcom do bunkovej linie myelému NSO.
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Humanizované protildtky boli purifikované zo supernatantov kultdr
expandovanych huménnych IgGl/kapa‘ pozitivnych transfektantov s
cielom vyhodnotenia. Vysledky ukédzali, Ze TM27L s najmenej
mySacimi aminokyselinovymi sekvenciami farbi Vbeta 5.3 T-bunky
rovnako tak, ako aj ostatné humanizované verzie, ako nie lepdie.
Preto boli TM27L zvolené pre dal3i vyvoj . a boli oznadené ako 
T™27.

Expresia v bunkdch CHO

Vedidca oblast a oblast V taZkého a Yahkého retazca TM27
boli izolované z myeldmovych konStruktov pomocou PCR s cielom
klonovania v cDNA konfigurécii do expresnych systémov s bunkami
CHO, pTCSLCglNeoAp- (taZky) a pTCSLCkapaDHFR (lahky), ako to bolo
popisané vyS8S8ie. Boli selektované transfektanty buniek CHO a
humanne IgGl/kapa pozitivne bunky boli klonované. Jeden z
najvdcsich producentov, TM27L-662-35 bol expandovany pre "cell
banking" a pripravu humanizovanej Ab v malom rozmere. Protilatka
TM27 exprimovand v CHO bola charakterizovana pofas postupu tohto
projektu a zistilo sa, Ze je 'porovnateIné s protilatkou z
myeldmovej bunkovej linie a rodiovskou TM23. SibeZne boli klony
buniek CHO podrobené amplifikdcii a klonované s cielom zvySenia
expresie protildtky a demondtrdcie vhodnosti tohto kmeila na
zlepSenie produktivity.

Podrobny popis
Imunizdcia my$i BALB/c pomocou HPB-ALL

beta F1 (antihﬁménna monoklondlna protildtka na baéaze
konStantnej oblasti receptora beta retazca receptora T-bunky) a
imuniprecipitdt leukemickych huminnych T-buniek HPB-ALL (3 x 107)
od dr. Michaela Brennera (Harvard Medical School) boli zmieSané s
Gplnym Freundovym adjuvans a pomocou intraperitonedlnej injekcie
podané mySiam BALB/c. Po piatich tyzdiioch sa provokédcia
zintenzivnila podanim posilfiovacej davky 3 x 10 7 tychto buniek v
solnom roztoku podas troch pov sebe idacich dni, pridom prvé
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podanie bolo intraperitonedlne a nasledujice dve podania boli

intravendzne.
Fizie slezinnych buniek s P3X63AG8.653

Fﬁzia bola uskuto&nend pomocou zavedenych technik tri dni po
zdverefnej intravendéznej posilifiovacej ddvke. Slezinné bunky v
pdtnasobnom nadbytku boli fuzionované s bunkami P3X63AGS.653
(bunky mySacieho myeldému, linia nevylulujtca Ig, s pdvodom z my3i
BALB/c, ATCC, CRL 1580) pouZitim 50% polyetylénglykolu 1 500
(BDH, Dorset, Velk& Briténia).

Selekcia fuzionovanych buniek pomocou HAT

Fuzionované bunky boli nanesené do 96-jamkovych misiek pri
2 x 10° BALB/c tymocytov na jamku, ako zdroj Zivin. Selekcia sa
uskutoéfiuje v médiu RPMI-1640 s obsahom 15 % FBS (fetdlne telacie
sérum) a HAT (6mM hypoxantin, 50mM aminopterin a 2mM tymidin).

Bunky boli inkubované vo vlhkom vzduchu s obsahom 5 % oxidu
uhliditého pri 37 °C. |

Screening hybriddémov

Po 13 aZ 14 diioch bol uskutolneny screening jamiek, jednak
pouzitim skliSky ELISA a jednak pouZitim imuniprecipitdcie buniek
HPB-ALL . oznaCenych r&dioizotopom 1251, Pri  podmienkach
imunoprecipitdcie dochddza k disocidcii molekdl CD3 od alfa a
beta retazca TCR. Hybridémy, ktoré zreagovali s HPB-ALL boli
expandované do nddob T-75 na daldie klonovanie.

Klonovanie hybridémov, ktoré s predmetom ziujmu

Hybriddémy so Specificitou pre HPB-ALL TCAR (receptor
antigénu T-bunky) boli klonované pouZitim techniky limitného
riedenia. Bunky boli nanesené na 96-jamkové kultivadné misky s
dvojnasobnym sériovym riedenim hustoty buniek v rozmedzi od 2 do
0,015 bunky/jamku. NajlepSie rastlica kolénia ‘s najvySSou
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produktivitou bola vybrand na opakovanie vyS8ie uvedeného postupu
(dvakrat). Po tychto dvoch pridavnych koldch selekcie bola
identifikovand jedna z vyslednych koldénii a td bola oznadena
skratkou 4H11l. mAb exprimovand klonom = 4H11l vyzrédZala pri
imunoprecipitdcii molekuly identické s alfa a beta retazcom TCR
vyzrdZanim s beta F1 maAb, = ktora reaguje s konétantnou oblastou
beta retazca TCR. Tento vysledok ukazuje, Ye tdto mAb vykazovala
Specificitu vo&i beta retazcu TCR exprimovanému na T-bunkdch
HPB-ALL. Ziskanad protildtka bola oznafend pomocou dohovoreného
oznafenia TM23.

Charakterizicia monoklondlnej protildtky TM23 z hybridému 4H11

Izotopovanie TM23 bolo uskutoénené pouzitim obchodne
dostupnej sipravy (Zymed, South San Francisco, Kaliornia, USA).
Vysledky ukdzali, Ze ido o izotyp mySacej IgG2a/kapa.

Na potvrdenie anti-PCR reaktivity TM23 mAb bol uskuto&neny
screening ziskanej protildtky na schopnost komodulovat molekulu
CD3 =z povrchu buniek HPB-ALL. Predtym &tddie wukézali, Ze
protildatky mAb k alfa alebo B retazcu TCR s@i schopné komodulovat
CD3 z povrchu buniek, ak s bunky preinkubované s anti-TCR mAb.
Ak Dboli bunky HPB-ALL predbeZne inkubované TM23 bol pozorovany
vyznamny pokles ich reaktivity s anti-CD3 mAb Leu-4 v porovnani s

Leu-4 reaktivitou pozorovanou u neodetrenych buniek.

Normdlne humdnne PBL (periférne krvné Ilymfocyty) boli
skG8ané na reaktivitu s TM23. S TM23 reagovalo 1,6 a% 3,0 %
Studovanych T-buniek PBL. Tento vysledok je typicky pre vysledky
ziskané z niekoIk?mi inymi mAb, u ktorych sa ukédzalo, Ze reaguji
so Specifickymi determinantmi oblasti V.

Aby sa stanovilo, ¢&i sa TM23 viaZe k rovnakému epitopu ako
1C1, mAb, ktord reaguje s humdnnou Vbeta 5.2 a 5.3 podtriedou
(Boylston et al., 1986, J. Immunol. 137: 741), bola Studovani
schopnost jednej mAb blokovat vdzbu inej mAb. Ak boli bunky
HPB-ALL najprv inkubované TM23, vdzba 1Cl1 konjugovaného s
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fluorescinom bola inhibovand. TieZ, ak boli bunky inkubované
najprv 1Cl bola vdzba k TM32 inhibovand. Tieto vysledky ukazujd,
Ze sa ZM23 a 1C1 viaZu k rovnakym alebo blizkym susednym
epitopom.

, Aby sa dalej- zistilo, &i v ™23 a 1C1 ‘vykazuji podobni
reaktivitu, boli pripravené linie PBL pomocou stimulécie inymi
mAb. Kazdd linia bola potom skiiSand na reaktivitu s kaZdou mab.
Ak bola PBL 1linia ziskand pomocou stimuldcie TM23, ako 1Cl, tak
aj 4H11 zreagovali s podobnym percentnym podielom buniek. To isté
plati o PBL 1linii stimulovanej 1C1.

Pestovanie kultidry buniek 4H11l

Klon 4H11, TM23.1 7-31-91 bol pestovany a expandovany do
média DMEM/F12 (1+1 s 1 % fet&lneho telacieho séra, 100 mikro/ml
penicilinu, 100 mikro/ml streptomycinu a 12,5mM glutaminu).

Priprava cDNA kdédujlicej taZky a lahky retazec TM23

. Asi 10° buniek 4H11l bolo izolovanych pomocou centrifugdcie a
raz premytych Yadovo chladnym PBS. Celd& RNA bola pripravend
pouZitim sOpravy Promega RNAAgents Total RNA Isolation Kit
(Promega, kataldgové ¢islo Z5110). Poly (A)* RNA bola pripravené
pouzitim stpravy Promega PolyATract mRNA Isolation System
(Promega, kataldgové ¢islo Z5200). MySacia IgG2a a kapa-
-8pecifickd CcDNA kniZ¥nica bola pripravend pouZitim sGpravy BRL
SuperScript Kit (BRL, kataldgové &islo 82Y8SA) s IgG2a primérom

5! ATATGCGGCCGCTCATTTACCCGGAGTCCGGGAGAAGCTCTTAGT 3!
a kapa primérom
5' ATATGCGGCCGCTTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAAT 3!

Tieto dva priméry obsahujd miesta pre redtrikény enzym Xhol
a sekvencie komplementdrne k 3' koncu mySacej oblasti IgG2a a
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kapa-kédujicej oblasti. cDNA bola klonovana do plazmidu pSPORT
dodaného v siprave a transformovand do E. coll DH5a
kompetentnych buniek pomocou  elektropordcie. Klony plazmidu
nestice inserty so sprdavnou velkostou boli selektované pre

sekvenovanie.
Identifik&cia cDNA klonov kédujtcich tazky a ‘lahky retazec TM23

"Mini-prep" plazmidovd DNA s insertmi so sprédvnou velkostou
(klony Yahkého retazca ¢&. 1, 6, 19, 20, 25 a 26 a klony tazkého
retazca &. 4, 9, 11, 15, 22 a 34) boli podrobené sekvenovaniu
dvojretazcovej DNA pouZitim sekvenatnej sipravy Sequencing Kit
(USB, kataldgové &islo 70770) s T7 primérom 5' vzhladom na DNA
inserty. Sekvencie klonov Yahkého retazca ¢&islo 6, 20 a 25 a
klonov ta¥kého retazca &. 34 ukézali, Ze ide o mySacie Ig klony.
Klony lahkého retazca &. 6, 20 a 25 mali identické sekvencie a
klon &. 6 obsahoval bodovii mutdciu; i8lo o nefunkény klon. Klony
&. 20 a 34 boli sekvenované pouzitim primérov Specifickych voli

konStantnej oblasti kapa.

5/ GACATTGATGTCTTTGGGGTAGALGTTGTT 3/
a. IgG2a..
5/ GGTCACTGGCTCAGGGAAATAMCCCTTGAC 3¢

Vysledky opat ukdzali, Ze klon &. 6 bol nefunk¢ny a klony €. 20 a
34 boli spravne klony pre lYahky a taZky retazec. cDNA a
aminokyselinovid sekvencia dedukovand =z tychto dvoch klonov je

uvedenda na obr. 1.

V désledku N-termindlneho blokovania bolo mikrosekvenovanie
aminokyselin uskutoénené na brémkyanom vyS$tepenych peptidovych
fragmentoch izolovanych 2z polyakrylamidovych gélov. Aminoky-
selinové sekvencie vnitornej oblasti V ziskané pri tomto postupe
boli konzistentné so sekvenciami dedukovanymi z cDNA' sekvencii.
Tieto v¥ysledky potvrdili, Ze izolované cDNA klony boli klony
kédujlice taZky a lahky retazec TM23.
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Pomocou metddy, ktori popisali Kabat a Wu (pozri vys8ie
uvedend citécia) boli identifikované oblasti CDR taZkého a
lahkého retazca (tieto oblasti s na obr. 1 =zdbraznené a
podtrhnuté) .

PCR izoldcia DNA oblasti V ta%kého .a Yahkého retazca
a sekvenovanie DNA

Produkcia chimerickej protildtka TM23
Izolacia mySacej VH DNA a NK DNA

Variabilné oblasti taZkého a lahkého retfazca TM23 boli
upravené pre inserciu do expresnych vektorov. Sekvencia DNA
kédujica mySaciu VH TM23 bola amplifikovand z TM23MuVH.MulgG2a
pomocou PCR pouZitim oligonukleotidového priméru VH1BACK
(5' AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG 3') |
obsahujGceho miesto pre restrikény enzym Pst I a priméru VH1FOR
5! TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCAG 3!
ktory podobne obsahuje miesto BstEII. M predstavuje C alebo A, S
predstavuje C alebo G, R predstavuje A alebo G a W predstavuje A
alebo T. Tieto miesta tym boli =zavedené k 5' a 3' koncu TM23VH
DNA. Amplifikovand DNA bola rozStiepend PstI a BstEII a ligovana
do PstI a BsStEII miest dvojretazcovej replikantnej formy (RF) DNA
vektora M13 VHPCR1l, roz$tiepeného pomocou rovnakjch enzymov.

Vektor M13  VHPCR1 je M13 fagovy vektor odvodeny @z
M13-HuVHNP (Jones et al. (1986) Nature 321: 522 aZ 525) a
obsahuje imunoglobulinovy promotor, signdlnu sekvenciu a vhodné
miesta zostrihu (Orlandi et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci USA
86: 3833 a¥ 3837). Ligovand DNA bola transformovand do
kompetentného kmerla E. coli TGl (K12, delta(lac—prof, supE, thi,
hsd D5 [F' tra D36, pro®**®*, lacO¥, 1lacZ M15]. Zo ziskanych
rekombinantnych fagovych plakov bola pripravend jednoretazcova
DNA.

Sekvencia DNA kdédujGca mySaciu VK TM23 bola amplifikovani
z TM23MuVK.MuCK pomocou PCR pouZitim oligonukleotidového priméru
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VK1BACK

5' GACATCCAGCTGACCCAGTCTCCA 3'

ktory obsahuje miesto Pvull a priméru VK1FOR

5' GTTAGATCTCCAGCTTGGTCCC 3!

ktory obsahuje miesto BglII v spojeni s dvomi prekryvajpcimi sa
vnitornymi priméfmi zostrojenymi s cie¥om odstrénenia miesta
HindIII v CDR3, oligo 943 |

5' CCGAGGAAGTTTAGTATACTG 3!

a oligo 944

5! CAGTATAGTAAACTTCTTCGG 3!

(Horton et al., 1990). Tak boli miesta PvuII a BglII zavedené k
5' a 3' koncu TM23 VK DNA. Amplifikovand DNA bola rozStepend
pomocou PvuIl a BglII a ligovand do M13 VKPCR1l rozStiepeného
Pvull a BclI. Enzymy BglII a BclI rozStiepili DNA za vzniku
kompatibilnych lepivych koncov, ktoré sa dajG spolu ligovat.

M13VKPCR1 obsahuje rovnaky promotor, signdlnu sekvenciu a
miesta zostrihu ako M13 VHPCR1 (Orlandi et al. (1989)).

Ligovand DNA bola transformovand do E. coli TGl a zo
ziskanych rekombinantnych fagovych plakov  bola ziskana
jednoretazcova DNA.

Boli ziskané PCR produkty so spréavnou velkostou (359 bp pre
VH a 288 bp pre VK). VH DNA bola vloZend do vektora M13VHPCR1l za
vzniku M13 TM23MuVH. VK DNA bola vloZenad do vektora M13VKPCR1 za
vzniku M13 TM23MuVK.

Potvrdenie sekvencii DNA

Bolo potvrdené, Ze boli klonované spravne sekvencie DNA a te
pomocou PCR neboli zavedené Ziadne nesprdvne mutécie. Pomocou
dideoxymetddy (Sanger et al., 1977) pouZitim T7 DNA polymerdzy
alebo Sequenase bola ziskand sekvencia jednoretazcovej Mi3
fagovej DNA Gplnej 823bp VH oblasti vritane promotora, signdlnej
sekvencie, miesta zostrihu a 5' a 3' nepreloZenej sekvencie.
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Pomocou dideoxymetdédy  popisanej vy§Sie bola ziskana
sekvencia jednoretazcovej M13 fagovej DNA Gplnej 630bp VK oblasti
vratane signdlnej sekvencie, miest zostrihu a 5' a 3' nepreloZnej
sekvencie.

Boli‘identifikované klony DNA s poZadovanou sekvenciou pre
TM23 VH prispdsobeni pre inserciu do expresného vektora. Jeden z
tychto klonov, &. 2, bol zvoleny pre dal$iu prdcu. Zavedenie
poZadovanych re&trik&nych miest, ktoré boli potrebné na vloZenie
VH do expresného vektora, si vyZiadalo zmenu aminokyseliny pri
N-konci; lyzinu (K) v polohe 5 na glutamin (G) a jednu zmenu pri
C-konci, t.j. zmenu serinu (S) v polohe 108 na treonin (T).

Boli identifikované klony DNA s pozadovanou sekvenciou pre
TM23 VK prispdsobenou pre inserciu do expresného vektora. Jeden z
tychto klonov, &. 4, bol zvoleny pre dal§iu précu.
Aminokyselinovd sekvencia CDR3 nebola zmenend odstré&nenim miesta
HindIII, ale zavedenie poZadovanych re$trikénych miest potrebnych
pre inserciu VK do expresného vektora malo za ndsledok tri
aminokyselinové zmeny pri NFkonci:'metioninu M) v poldhé 4 na
leucin (L), treoninu (T) v polohe 7 na serin (S) a treoninu
(T) v polohe 8 na prolin (P), ako aj jednu zmenu pri C-konci,
t.j. wvalinu (V) v polohe 105 na glutamin (E), v désledku

pouzitych primérov.
Klonovanie fragmentov DNA oblasti V do vektora M13

Bol uskutolneny prenos klonovanej mySacej variabilnej
oblasti do expresnych vektorov obsahujticich gény s huminnou

 konStantnou oblastou pre nasledujicu expresiu protildtky v

cicavéich bunkéach.

Selekcia IgG izotypu pre humanizéaciu

Huménny IgGl izotyp bol zvoleny pre TM27 z tychto ddvodov:

1) IgGl m& schopnost sprostredkovat ako ADCC (cytotoxicitu voli
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bunkdm z&visld od protildtky), tak aj CDC (cytotoxicitu zavisla
od komplementu). Preto mdZe mat v&&Siu G€innost pri regulécii
T-buniek Vbeta 5.2/5.3 smerom dole a

2) IgGl bolo pri AB humanizdcii pouZivané Zastejsie.
Selekcia humédnnej z&kladnej Struktiry pre CDR Step

Produkcia humanizovanej protilatky TM23
Zostrojenie sekvencii variabilnej oblasti humanizovanej TM23 -

Bola uskuto®nend selekcia  sekvencii huménnej =zékladnej
gtruktiry, aby sa ziskali oblasti CDR TM23 a stanovili esencidlne
mySacie zvy$ky, ktoré musia byt pomocou z&meny zvedené do
humédnnej z&kladnej oblasti. Pomocou pocita&a boli uskuto&nené
porovnania aminokyselinovych sekvencii VH a VK TM23 a to ako so
zndmymi sekvenciami inych mySacich protildtok, tak aj s VH a VK
sekvenciou humannej protilatky.

Bol pouzity program ALLIGN od firmy DNASTAR Ltd., Londyn,
W139BL Velkd Britédnia. Ako polital bol pouzity procesor Compag
386. Program ALLIGN skiima priradenie dvoch proteinovych sekvencii
pouZitim Lipman-Pearsonovej metddy a Needleman-Wunschovej metddy.
Najprv boli pomocou Lipman—Pearsono?ej met6dy stanovené najlepSie
oblasti homoldgie. Potom bolo pomocou Needleman-Wuchsovej metddy

zistené findlne priradenie sekvencii.

Zistené priradenie bolo potom vyskiSané, prifom osobitna
pozornost bola venovand takym faktorom, ako je dlfka oblasti CDR
a zvyS8ky povaZované za kritické pre podoprenie konformicie tychto
oblasti CDR, ako s napriklad polohy 71 a 94 a zvySky v blizkosti
oblasti CDR (Tramontano et al. (1990; Foote a Winter (1992)).

Na zaklade porovnani s konsensudlnymi. sekvenciami pre
Kabatove podskupiny bola mySacia VHTM23 pridilend do Kabatovej
podskupiny VK V. V zdkladnych §truktGrach TM23 nie sG pritomné
Ziadne aminokyelinové  sekvencie, ktoré by boli pre tieto
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podskupiny neobvyklé.

Humdnne protildtky NEWM a REI poskytli sekvencie zékladnej
gtruktiry pre VH a VK. V pripade VH boli okrem oblasti CDR
pouzité zvyZky 27 a 30 (vritane) a 71. Tieto zvysSky zdkladnej
StruktGry sG povaZované 'za dbleZité pre podoprenie konformicie
oblasti CDR (Foote a Winter (1992)). 2Zvy8ok 71 mdZe fixovat
relativne dispozicie CDR1 a CDR2 podla toho, &i je pritomny
objemny bo&ny retazec (lyzin alebo arginin) alebo men$i bo&ny
retazec (valin alebo alanin) (Tramontano et al. 1990). V NEWM VH
bol teda valinovy zvySok v polohe 71 nahradeny lyzinovym zvy&kom,
tak ako v TM23 VH. ZvySky 27 a% 30 tvoria dast Struktirnej, skér
ako hypervariabilnej, slulky viaZicej antigén, ako ju definovali
Chothia a Lesk (1987). Zv8ky =zdkladnej Struktdry 47 aZ 49 mdZu
byt tie? dbleZité pre StruktdGru protildtky (Foote a Winter
(1992)). Preto boli skonStruované dva alternativne humanizované
tazké retazce: jeden s izoleucinom (I) v polohe 48, tak ako v
NEWM a jeden s leucinom v plohe 48, aby mohli byt =zachované
zvy8ky 47 az 49 z mySacej VH. Porovnanie mySacej VH sekvencie s

humanizovanou verziou je ukdzané v priklade 2.

Neboli uskuto&nené Ziadne zmeny v  huménnej zakladnej
StruktGre REI zvolenej pre TM23VK. TieZ porovnanie mySacej VK

sekvencie s humanizovanou verziou je ukézané v priklade 2.
Popis cicav@ieho expresného vektora pTCSNeo

Plazmid pTCSNeo obsahuje jedinelné klonovacie miesto XhoI,
do ktorého sa vkladajG gény, ktoré sG predmetom z&ujmu.
Transkripcia vloZeného génu je pohanand reguladnymi sekvenciami,
ktoré sG zloZené 2z enhancéra SV40 umiesteného pred hlavnym
neskorym promotorom adenovirusu 2 (Ad2 MLP). Ad2 MLP je umiesteny
pred tripartitnou vedlcou sekvenciou adenovirusu. V1oZeny gén je
lemovany polyadenyladnym signdlom mySacieho imunoglobulinu kapa
(ngapa) pri 3' konci. Cicav&ia selektovatelnost bola udand génom
rezistencie vo&i neomycinu (Neo*). Tento plazmid tieZ obsahuje

bakteridlny zafiatok replikécie a beta-laktamdzovy gén (Amp~).
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KonStrukcia expresného vektora pTCSLNeo

Dva komplementdrne oligonukleotidy so sekvenciami:
pozitivnou _
5' CGACATCGATGATATCGAATTCGCGGCCGCCAGCTGGGGCCCTCTAGAC 3!
a negativnou |
5' CGAGTCTAGAGGGCCCCAGCTGGCGGCCGCGAATTCGATATCATCGATG 3!
boli opéé teplotne hybridizované a ligované do  pTCRNeo
rozStepeného XhoI a vyplneného dT. Vysledny plazmid pTCSLNeo s
polylinkérom, ktory je zloZeny =z v&¢Sieho poftu miest pre
reStrik&né enzymy v tejto orientdcii:
5! XhoI/XbaI/ApaI/PvuII/NotI/EcoRI/EcoRV/ClaI 3' je vhodny na
vlozZenie génu, ktory je predmetom =zdujmu, s cielom expresie. Gén
neo™ mé%e byt rovnako dobre zmeneny na iné selek&né markérové

gény.

KonStrukcia expresného vektora pTCSLDHFR-

Gén neo* v pTCSLNeo sa odstrdni pomocou Stepenia
reStrikénym enzymom HindIII a BamHI a religuje s fragmentom génu
mySacej mutantnej DHFR (dihydrofoléat reduktéza) (DHFR )

vytvorenym Stepenim  HindIII a BamHI plazmidu pSV2-DHFR-,
ziskaného od Dr. Paula Berga (Departament of Biochemistry,

Stanford Universtiy Medical School).

Popis plazmidu pSV184 H-Neo/DNS-V

kapa kapa

Plazmid pSV184 deltaH-Neo/DNS-V,__ C____  (ziskany od Dr. Le
Herzenberga, Standford Universtiy Medical School - pozri
diplomova praca Jefferyho Dangla, str. 48 aZ 67) predstavuje
mySaci V a humdnny C  chimericky konStrukt, v ktorom bol
preSmyknuty génovy segment oblasti V-J kapa retazca izolovany z
mySacieho hybridému Specifického voli Denzylchloridu fGzovany k
huménnemu gendémovému Crapa fragmentu (pSv184 deltaH-Neo-C ).

kapa

Izoldcia konStantnej oblasti huménneho kapa retazca pomocou PCR
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metody

Pouzitim nerozsStepeného plazmidu pSvi84deltaH-Neo/ -
DNS-V, __.C. . (PSVHuk) , ktor? obsahuje kongtantni  oblast
humédnneho kapa retazca, sa uskutoni PCR s dvoma primérmi (jednjym
forward a jédnym reverznym) s cielom izoldcie konStantnej
oblasti. Oligoméry (priméry) boli ziskané do firmy Operon. Ako
reak¢né ¢inidla pre PCR reakciu boli pouzité &inidl& zo sipravy
GeneAmp DNA Amplification Reagent Kit s AmplyTaq (Perkin-Elmer
Cetus) . Reakcie PCR boli uSkutoéﬁované pri troch rbdznych
koncentréaciéach hOreénatyéh idénov. Alikvéty PCR produktov boli
analyzované na 1% agarbdzovom géle. Bol vybrany PCR produkt z
prvej vzorky (koncentrdcia horeénatych idénov 1,5mM). Priméry
lemujtice C oblast boli navrhnuté tak, aby obsahovali miesta pre
reStrikéné enzymy pre @lely klonovania. Amplifikovand DNA bola
teda rozStepena EcoRI (pri 3' konci). Miesto pri 5' konci
(PvulIl) rozStepené nebolo. RozStepeny fragment DNA bol potom
rozdeleny na 1% agardzovom géle a bol vyrezany 300bp pés. DNA
bola extrahovand z gélu a maly alikvét bol analyzovany na 1%
agarééovom géle s cielom kvalitativnej analyzy a kvantitativneho
odhadu. 300bp pés sa zdal byt ¢isty a odhadnuté mnoZstvo DNA bolo
asi 140 ng.

Klonovanie konStantnej oblasti humdnneho kapa retazca do vektora

pBS KS* a sekvenovanie

Fragment DNA konStantnej oblasti humdnneho kapa retazca
vyStepeny EcoRI bol vloZeny do vektora pBS KS+*, ‘ktory bol
rozStepeny Smal a EcoRI pouZitim T4 DNA ligdzy. Tadto ligadné zmes
bola pouzitd na transformdciu E. coli DHSalfa kompetentnych
buniek. Boli odobrané jednotlivé kolénie a potom oli pouZité na
inokulédciu .24 kvapalnych kultir. Z kaZdej z tychto kultdr bola
pripravend DNA. KazZd&d vzorka DNA bola &Stepend PvuII (5' koniec
Ckapa) a EcoRI (3' koniec Crapa) @ analyzovany na 2% agarbzovom
géle. V dbsledku problémov pri separdcii pdsov (300 bp) boli
vzorky DNA Stepené len PvuIl. Po analyze na 2% agardzovom géle
vykazovalo 19 z 24 vzoriek spravny Crapa insert. Po sekvenovani



43

boli zvolené vzorky ¢&. 1 aZ 5 (z 19 spravnych vzoriek).
Sekvenovanie bolo uskuto&nené pouZitim T7 a T3 primérov
(sekvencie vo vektore lemujlce insert). Iné reakéné &inidlé pre
sekvenovanie pochddzali zo silpravy Sequenase Version 2.0 Kit
(USB) . Vzorka &. 5 vykazdla spravnu sekvenciu kon$tantnej oblasti

"humdnneho kapa retazca.

Klonovanie konStantnej oblasti humé&nneho kapa retazca do
cicav&ieho expresného vektora pTCSLDHFR™ za vzniku pTCSLKapaDHFR*

Z vektora ©pBS KS (vzorka ¢&. 5) bola pouzitim redtrikénych
enzymov Pvull EcoRI izolovand kontantnd oblast humédnneho kapa
retazca. S ohlYadom na vy33ie uvedené problémy s oddelovanim pasov
bolo v8ak druhé &tepenie uskutoénené s konStruktom pBS/Humdnny
Crapa” Druhé &tepenie zahrnovalo EcoRI a Xbal (boli umiestené v
smere 5' vzhladom na miesto PvulI) a tak bol ziskany asi 300bp
fragment. Tento fragment bol potom purifikovany na géle a
podrobeny Stepeniu Pvull, aby doSlo k odstrdneniu zvySného malého
fragmentu vektora pri 5' konci Crapa- Tento vysledny fragment bol
purifikovany na géle a potom analyzovany na 1% agardzovom géle s
cielom kvalitativneho posidenia a odhadu mnozstva. Ukédzalo sa, ZzZe
C DNA predstavuje <&isty pds (asi 280bp) a jeho celkové

kapa
mnozZstvo bolo odhadnuté na asi 135 ng.

V dbésledku pritomnosti troch miest EcoRI v expresnom vektore
PTCSLDHFR” bolo rozhodnuté, Ze najlepSie bude klonovanie len do
miesta PvuIIl. KedZe bola Crapa PDNA pripravend Stepenim pomocou
PvulI-EcoRI, bol EcoRI koniec opraveny (za vytvorenia tupého
konca) pouZitim Klonowovho fragmentu. Opravenad C____ DNA s tupym
koncom bola ligovand do vektora pTCSLDHFR™, ktory bol Stepeny
PvuII a spracovany fosfatdzou (pouzitim fosfatézy z C¢Criev
teXata) . Tdto ligadnd zmes bola pouZitd na transforméciu E. coli
DHS5alfa kompetentnych buniek. Boli odobrané jednotlivé koldnie a
potom boli pouZité na inokuldciu 24 kvapalnych kultGr. Z kaZdej z
tychto kultlr bola pripravend DNA. KaZda vzorka DNA bola Stepend
PvuII a HindIII a analyzovand na 1% agardzovom géle. Bolo

zistené, Ze 5 vzoriek z 24 obsahovalo Crapa insert v spravnej
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orientédcii. Pre dalSie pokralovanie bola pouZitéd vzorka &. 7.
Nahradenie mutantného génu DHFR™ génom DHFR divokého typu

Pre expresiu  vektora - pTCSLCkaPaDHFR' v bunkdch CHO
(dhfr-)DUX B1l bol gén DHFR™ nahradeny génom DHFR. DNA z
pTCSLC, . DHFR” (vzorka &. 7), ako aj z pSV2-DHFR (plazmid
ziskany od Dr. Paula Berga z Department of Biochemistry, Stanford
University Medical School) bol Stepeny restrikénymi enzymami
HindIII a BglII s cielom izoldcie prislusnych  génovych
fragmentov. Po analyze bolo zistené, Ze pridavné miesto BglII vo
vektore pTCSLCkaPaDHFR' odstranilo tieZ <&ast miesta polyA, -&o by
mohlo interferovat s funkciou vektora. Preto boli Stiepenia
opakované pouzitim HindIII a BamHI. Cast (DHFR™)pTCSLC,___ tohto
vektora  bola spracovanid  fosfatdzou. Potom boli izolované
fragmenty (pTCSLCkapa a DHFR) purifikované na géle a analyzované
na 1% agardzovom géle (kvalitativne a pre odhad kvantity) . Obidva
pédsy sa zdali byt &isté a ich odhadnutd koncentracia je podobni,
t.j. asi 40 a asi 50 ng/ml. Gén DHFR bol ligovany do vektora
pTCSLC,__ . pouZitim T4 DNA iigéiy. T4to liga&nd zmes bola pouiité
na transformdciu E. coli DHSalfa kompetentnych buniek. Boli
odobrané jednotlivé koldnie a potom bolo pouZité na inokuléciu 24
kvapalnych kultdr. Z kaZdej z tychto kultldr bola pripraven& DNA.
Ka¥d4d vzorka DNA bola analyzovand Stepenim restrikénymi enzymami
HindIII a BamHI. Bolo zistené, Ze 23 vzoriek z 24 obsahovalo
spravny pas ukazujlGci vloZenie génu DHFR do vektora pTCSLC __

pa
Pre dalSie pokralovanie bola pouzitd vzorka &. 22.

In vitro mutagenéza na konStrukt CDR Stepenych oblasti V s

humdnnou z&kladnou Struktirou
KonStrukcia humanizovanych variabilnych génov

Humanizovany gén VH bol skonStruovany pomocou miestne
orientovanej mutagenézy templ&tu M13 VHPCR1l, ktory obsahuje
synteticky gén VH s oblastami zdkladnej Struktiry proteinu NEWM
huménneho myeldému (pozri Jones et al., 1986). Jednoretazcova
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templdtovd DNA bola pripravend z M13 . VHPCR1 pestovaného v
dut-,ung: E. coli kmefia RZ1032, aby templatovd DNA obsahovala
uracil namiesto tyminu. Boli syntetizované mutagénne
oligonukleotidové priméry na kddovanie oblasti CDR TM23 a
pribliZne 15 bp perfektne zodpovedajlicej lemovacej sekvencie na
kazdej 'strane; Ak sekvencia CDR TM23 zodpovedala templatovej
sekvencii, boli pouZité kratSie oligohukleotidové priméry. Boli
pouZité tieto priméry:

CDR1

¢ 57 TGGCTGTCTCACCCAGTTTACACCATAGGCGGTTAATGAGAAGCCAGACACGG 3/,

CDR2
5 TGCTGGTGTCCTTTCAGCATTGTCACTCTGGATTTGAGAGCTGAATTATAGTCT

GTATTTCCATCACCCCATATCATTCCAAT/ . CCACTCAAGACC 37/,

a CDR3 :
57 CCAGTAGTCCATAGCATACAGGGTAGCCGTAACCCTATCTCTTG
CACAATAATAG 3/, -

" Oligonukleotidovy primér pre CDR bol prediZeny pri 3' konci,
aby zahrnoval poZadované zvy3ky v polohdch 27 a%¥ 30. Bol
vytvoreny zmesovy oligonukleotid pre CDR2 a ten bol pri 3' konci
CDR prediZeny bud’ G alebo T v polohe bazy 402 VH za vzniku dvoch
alternativnych kodénov, takZe poloha 48 VH bola zmenenid na
L alebo I. Oligonukleotidy (vidy 10 pmol) boli fosforylované 5
jednotkami T4 polynukleotidkinédzy v celkovom objeme 50
mikrolitrov pri 37 °C 1 hodinu. Jeden pmol kaZdého mutagénneho
priméru a pmol M13 sekvenalného priméru 3' vzhladom na gén V bolo
teplotne hybridované k 0,5 mikrogramu templatu v celkovom objeme
20 mikrolitrov pomocou 30-sekundového =zahrievania na 90 °C,
rychleho ochladenia na 70 °C a pémalého zahriatia na 37 °C.
Teplotne hybridizované priméry boli potom predlZované a ligované
s pridavkom T7 DNA polymerdzy a T4 DNA ligdzy a inkubované jednu
hodinu pri teplote miestnosti. Templdtovd DNA obsahujfica uracil
bola odstranend pomocou spracovania DNA jednou jednotkou uracil
DNA glykozylazy pri 37 °C podas 1 hodiny, priom bol ziskany
neporudeny mutovany retazec. T&to DNA bola amplifikovana PCR
a potom analyzovand pomocou elektroforézy na agarbzovom géle aby



46

sa potvrdilo, Ze bola vytvorend DNA sO spravnou velkostou. Tato
DNA bola rozitiepend HindIII a BamHI a ligovand do miest HindIII
a BamHI M13mpl9.

Podobne bol skondtruovany pretvoreny gén TM23 VK (TM23HuVK)
mutagenezou M13 fagového templatu obsahujuceho sekvenciu DNA génu
VK s oblastou =z&kladnej &StruktGry humdnneho Bence- Jonesovho
proteinu REI. Ten bol ziskany z M13 VKPCRL, ktory bol pouZity pri
kondtrukcii chimerického Yahkého retazca s odstrénenymi miestami
pre reStrikéné enzymy PvuIl a BclI pouZitymi na klonovanie. Boli
pouzité tieto priméry:

CDR1

5' TCTGCTTGGTACCAGTTTAAATAATTGCTAATGCCCTGACTT
GCACTACAGGTGATGGTC 3/,
CDR2
5/ TCTGCTTGGCACACCTGAGTGTAAACTTGATGTGTAGTAGATCAGCAGCTT 3/,
a. CDR3
5/ CCCTTGGCCGAACGTCCGAGGAAGTTTACTATACTGCTGGCAGTAGTAG 3'.

Boli ziskané PCR produkty s o&akdvanou veIkoséou, 823 bp pre
obidva VH a 620 bp pre VK a klonované do vektora Ml4mplS.

Overenie sekvencii DNA humanizovanej variabilnej oblasti

Bolo potvrdené, Ze boli vloZené poZadované oblasti CDR Ze
nedo§lo k Ziadnym nespravnym zmendm a Ze boli skonStruované
sprévne humanizované VH a VK gény. Uplné variabilné oblasti boli
sekvenované pomocou dideoxymetddy pouZitim T7 DNA polymerazy
alebo Sequenase. Klony poskytujtce ofakadvanid sekvenciu dvoch VH
boli selektovahé a oznalené ndzvami M13 TM23NMVH a M13 TM23NMVHL.
Bol selektovany klon &. 11 poskytujici ofakdvani sekvenciu
pretvoreného VK a tento klon bol oznaleny nézvom M13 TM23HuVK.

Klonovanie  preSmyknutych oblasti V myeldmovych expresn?ch
vektorov
(Klonovanie  humanizovanych  variabilnych  oblasti TM23 do

expresnych vektorov)
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Klonované humanizované variabilné oblasti boli prenesené do
expresnych  vektorov obsahujlicich gény huménnej konStantnej
oblasti pre nasledujicu expresiu protildtky v cicav&ich bunk&ch.
Z M13 TM23NMVH a M13 TM23NMVHL boli izolované dva humanizované VH
gény ako fragmenty HindIII az. BamHI a tieto fragmenty boli
ligované do HindIII a BamHI miest exprésného vektora taZkého
retazca, pSVGPT.HulIgGl.

Z M13 TM23Hu VK bol izolovany humanizovany VK gén ako
fragment HindIII aZ BamHI a tento fragment bol ligovany do miest
HindIII a BamHI expresného vektora Yahkého retazca, pSVhvg.HuCK.

Restridknoenzymovd analyza ukdzala, Ze dva alternativne VH
boli sprédvne vloZené do vektora taZkého retazca za vzniku

plazmidov pSVgptTM23NMVH.HuIgGl a pSVgptNMVHL.HuIgGl.

Podobne bol humanizovany VK sprédvne vloZeny do vektora
Yahkého retazca za vzniku plazmidu pSVhygTM23HuVK.HuCK.

Kotransfekcia kondtruktov H a L retazca do buniek NSO
Kotransfekcia génov humanizovaného taZkého a Yahkého retazca

Humanizované expresné plazmidy boli prenesené do 1linii
cicavéich buniek NSO a P3-8.653F8879.

Humanizované expresné plazmidy boli kotransfekované do
buniek NSO a P3-8.653F8879 pouZitim rovnakych postupov, aké boli

pouzité pre chimerické expresné plazmidy. Dva plazmidy
s humanizovanym taZzkym retazcom pSVgpt TM23NMVH . HuIgGl
a pSVgptNMVHL.HuIlgGl boli kotransfekované s plazmidom

humanizovaného Ilahkého retazca pSVhygTM23HuVK.HuCK za vzniku
bunkovych 1inii exprimujicich dva alternativne humanizované
protilatky, t.j. TM23HuVHua TM23HuVHL/HuVK. Tieto expresné
plazmidy boli tieZ kotransfekované v kombindcii s chimerickymi
expresnymi plazmidmi za vzniku bunkovych 1inii exprimujicich
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hybridné protilatky TM23HuVH/MuVK, TM23HuVHL/MuVK
a TM23MuVHL/HuVK. Tieto hybridné protildtky predstavovali
ddéleZity prostriedok na zistenie priliny akychkolvek vazbovych
defektov ako k taZkému, tak aj Yahkému retazcu v humanizovanej

protilatke.

Po 14  diioch po transfekcii boli koldénie NSO buniek
pozorovatelné vo vSetkych réznych plazmidovych kombinacidch. Zo
v8etkych zaolkovanych misiek bola =ziskand 1len jedna jedné
kolénia buniek P3-8.653F8879 a tieto boli teda vyhodené.

Selekcia pozitivnych klonov humdnneho IgGl/kapa
Selekcia buniek produkujGcich humé&nnu protildatku

Boli izolované bunkové linie NSO produkujlice humanizovani a
hybridnd chimerickG/humanizovani protilatku. Vzorky supernatantu
z jamiek obsahujlcich bunkové koldénie boli podrobené skiske
ELISA.

TM23HuVH/HuVK: Boli selektované bunky NSO 2zo 4 jamiek,
v ktorych supernatant kultGry poskytol .najvy88iu hodnotu pri
stanoveni ELISA; D5, Dio0o, Cé a E1l1. Jamka D5 obsahovala dve
viditelné koldénie, ostatné jamky jednu. Bunkové linie produkované
z tychto kolénii v8ak nutne nemuseli byt klonédlne. Bunkové linie

N

tychto jamiek boli kultivované a zmrazené v kvapalnom dusiku
a oznalené TM23HuVH/HuVK D5, D10, Cé a Ell1.

TM23HuUVHL/HuUVK: Boli selektované bunky NSO zo 4 jamiek,
v ktorych supernatant kultiry poskytol najvySZiu hodnotu pri
stanoveni ELISA; B2, B7, D8 a E9. Jamka E9 obsahovala dve
viditeIné koldnie, ostatné jamky jednu. Bunkové linie produkované
z tychto koldénii vS8ak nutne nemuseli byt klondlne. Bunkové linie
z tychto jamiek boli kultivované a zmrazené v kvapalnom dusiku
a oznalené TM23HuVHL/HuVK B2, B7, D8 a E9.

TM23HuUVH/MuVK: Boli selektované bunky NSO =zo 4 jamiek,
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v ktorych supernatant kultdry poskytol najvy$8iu hodnotu pri
stanoveni ELISA; D9, E6, F10'a G10. Jamky F10 a G10 obsahovali
dve viditeIné koldénie, ostatné jamky jednu. Bunkové linie
produkované z tychto kolénii vSak nutne nemuseli byt klondlne.
Bunkové 1linie 2z tychto jamiek boli kultivované a zmrazené
v kvapalnom dusiku a oznafené TM23HuVH/MuVK D9, E6, F10 a G10.

TM23HuVHL/MuVK: Boli selektované bunky NSO zo 4 jamiek,
v ktorych supernatant kultGry poskytol najvy$Siu hodnotu pri
stanoveni ELISA; B8, C6, D2 a D8. Jamky Cé a D8 obsahovali dve
viditeIné koldnie, ostatné jamky jednu. Bunkové linie produkované
z tychto kolénii vSak nutne nemuseli byt klondlne. Bunkové linie
z tychto jamiek boli kultivované a zmrazené v kvapalnom dusiku
a oznalené TM23HuVHL/MuVK B8, C6, D2 a D8.

TM23MuVH/HUVK: Boli selektované bunky NSO zo 4 jamiek,
v ktorych supernatant kultGry poskytol mnajvy$S8iu hodnotu pri
stanoveni ELISA; B9, G4, Cé a Gl1. VSetky jamky obsahovali
prinajmenSom 4 viditeIlné kolénie. Bunkové linie produkované
z tychto kolénii v8ak nutne nemuseli byt klondlne. Bunkové linie
z tychto jamiek boli kultivované a zmrazené v kvapalnom dusiku
a oznafené TM23MuVH/HuVK B9, G4, C6 a G11l.

Syntéza prvého retazca cDNA s cielom expresie buniek CHO
Priprava cytoplazmatickej DNA

Bola pripravend RNA pre reverznl transkripciu. N&dob s
bunkami NSO TM23 HuVHL/HUVK bola vybrand z kvapalného dusika a
bunky boli ponechané rychle sa roztopit pri 37 ©C. Potom boli
bunky potupne zriedené 10 ml Dulbeccom modifikovaného Eaglovho
média/Ham F12 (DMEM/F12) doplneného antibiotikami a 5 % fetdlneho
telacieho séra neobsahujiceho gamaglobulin (¥BS bez GG). Bunky
boli odstredené pri frekvencii oté&fania 1 500 min~* (5 minit),
médium bolo odstranené a bunky boli resuspendované v 20 ml
Cerstvého média v nddobe 75 cm®. Potom bola kultira expandované
na 30 ml v nddobe 175 cm®. Aktivne rastice bunky boli zozbierané
pomocou centrifuglcie a trikrat premyté chladnym roztokom
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chloridu sodného pufrovanym fosforelnanom (PBS). Cytoplazmaticka
RNA bola z buniek pripravend spdsobom, ktory popisali Favoloro et
al. (1980). Celkovo sa ziskalo 350 mikrogramov cytoplazmatickej

RNA.
Syntéza cDNA

Prvy retazec CcDNA bol pripraveny pre oblast VH a VK. cDNA
variabilné oblasti prvého retazca boli syntetizované pomocou
reakcii pri pouziti 5 mikrogramov RNA, 250 mikroM
deoxynukleotidtrifosfétov (ANTP) , 15 jednotiek inhibitora
ribonukleédzy (Pharmacia RNAguard) a 25 pmol oligonukleotidového
priméru. Pre VH bol ako primér pouZity oligo 1109
5! GGGGAAGACCGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGACGGTGACC 3!

a pre VK bol ako primér pouZity oligo 1095

5' AGATTTCAGCTGCTCATCAGATGGCGGGAAGATGAAGACAGATGG 3'.

Reakéna zmes bola zahrievand na 70 °C 10 mindt a potom pomaly
ochladend na 37 ©C. Bolo pridanych 100 jednotiek reverznej
transkriptdzy z virusu mySacej leukémie Moloney a reak&né zmesi

boli inkubované 30 mindt pri 37 °C.

cDNA  boli amplifikované pomocou PCR pouZitim vySSie

uvedenych primérov v spojeni s oligo 1096 pre VH

5/ GCCGCTCGAGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAG 3/

a oligo 1094 pre VK

5/ GCCGCTCGAGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTT
GGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCGACATCCAGATGACCCAGAG 3/,

Produkty PCR boli podrobené skGZanie pomoccu elektroforézy na
agardzovom géle a bolo zistené, Ze majl olakdvani velkost
(pribliZne 450 bp). P&sy DNA boli purifikované z gélu.

Stepenie pomocou redtrikénych enzjymov

Produkty PCR boli Stepené s cielom klonovania do vektorov
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CHO. VH PCR produkt‘bol Stepeny Xhol a ApalI. VK PCR produkt bol
Stepeny XhoI a PvulI. Vzorky rozStepenych DNA boli podrobené
elektroforéze na 0,8% agardzovom géle. Boli pozorované pésy s

odakdvanou velkostou 450 bp.

Izol&cia oblasti V [V_ (TCS a S) a V
amplifikécie V_ (TCS)

(S)] z cDNA PCR pomocou

lkapa

Boli ziskané vzorky cDNA prvého retazca TM27 Viapa & TM27
V., ako aj oligonukleotidové priméry pouZité na amplifikaciu
tychto molekdl pomocou PCR. PCR pouZitim TM27 V_ cDNA a vhodnych
primérov bola uskutolnend pomocou Tag polymerazy. Produkt bol
spracovany na agardzovom géle a purifikovany pouZitim slpravy
Geneclean II (Biol01l). Ziskané mnoZstvo bolo odhadnuté na 1,5

ng/ml.

Transfekcia buniek CHO pomocou pSR1Neo4H1l {lahky) a pBJ14H1l
(taZky) s cielom izoldcie cDNA oblasti C

Cicav@ie expresné vektory pSRiINeo a pBJl: s derivaty
pcDL-SRa296 (Takebe et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 466), ako
to je popisané v Lin et al. (1990) Science 249: 677, prilom
miesto XholI leZiacej medzi promotorom SRalfa a polyadenylacnym
miestom SV40 bolo s cielom Ilah$ieho klonovania génu nahradené
polylinkérom obsahujlcim tieto reStrik&né miesta:

5 XhoI[XbaI/SfiI/NotI/ECORI/ECORV/HindIII/dlaI 3!

Do pSR1Neo bol vloZeny gén rezistencie voli noemycinu medzi gén
rezistencie vo€i ampicilinu a promotor SRalfa. cDNA kdédujlca
vedlcu sekvenciu a oblast V-D-J taZkého retazca TM23 bola najprv
fizovand ku konZtantnej oblasti ta*kého refazca genému a potom
nasledovalo vloZenie do vektora pBJl rozStepeného Xhol a NotI za
vzniku pBJ14H11 (taZky). Podobne bola c¢DNA kédujica vedicu
sekvenciu a oblast V-J Yahkého retazca najprv fhGzovand ku
gendmovému fragmentu kapa a potom nasledovalo vloZenie do vektora
PSR1Neo rozStepeného Xhol a NotI za vzniku pSR1Neo4hll (Xahky).
Tieto dva plazmidy, pBJ1l4H11 (taZky) a pSR1Neo4hll (Xahky), boli
potom kotransfekované do buniek C0S-7 (bunkovd 1linia z ZYadvin
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opice Cercopithecus aethiops sabaeus transformované Sv40, ATCC

CRL 1651) s cielom tranzientnej expresie.
Izol4cia konStantnej oblasti huménneho IgGl

cDNA konStantnej oblasti hum&nneho IgGl bola pripravena z
poly (A) *RNA izolovanej =z transfekovanych buniek COS pomocou PCR
pouZitim primérov konStantnej oblasti IgGl:

forward primér:

5¢GCGTGACAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC 3/
a reverzny primér:

5/ GCGTGACAAGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTCTT 3/.:

PCR fragment DNA konStantnej oblasti s miestom EcoRI pri 3' konci
(lemujGcom kédujGcu oblast) a miestom Apal pri 5' konci (v
kédujicej oblasti) bol klonovany do plazmidu pBS XS* s cielom
subklonovania a sekvenovania. Celd konStantnd oblast bola
sekvenovana pouZitim primérov T3 a T7 doplnenych internymi
primérmi kon$tantnej oblasti. Klon so spravnou sekvenciou bol
subklonovany do plazmidu pTCSLNeo za vzniku plazmidu pTCSLCglNeo.

KonStrukcia plazmidu pTCSLCglNeo

Klon IgGl1lCgl so spravnou sekvenciou vas KS* bol rozStepeny
pouZitim reStrik&nych enzymov EcoRI a Apal a ligovany do PTCSNeo
roz8tepeného rovnakymi enzymami. Vysledny plazmid, pTCSLCg1Neo
bol pouZity pre dalfiu modifikdciu vedicu k pTCSLCglNeoApa-.

" Elimindcia miesta Apal v pTCSLC iNeo za vzniku TCSLC -
p p kapa p kapa

1NeoApa-

Expresny vektor pTCSLC, _  _1Neo-CHO obsahuje dve miesta pre
reStrik&ny enzym Apal: jedno leZi v oblasti polylinkéru a toto
miesto bolo pouZité na vloZenie klonovanych fragmentov.  Druhé
miesto leZi prave vedla génu neo®™ v smere 3+. Kvbli zjednoduSeniu
nasledujicich klonovacich stupriov sa miesto Apal v blizkosti neo™
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eliminuje. Plazmid pTCSLC, __ _1Neo sa ¢iastofne rozStepi Apal.
Maly alikvét ziskaného produktu sa analyzuje na agardzovom géle s
cieYom preverenia pritomnosti linedrnych molekdl (t.j. plazmidov
rozitepenych len v jednom z dvoch miest Apal). Na roz3tepeny
materidl sa potom pdsobi T4 DNA polymerdzou, pomocou ktorej sa
selektivne odstrania jedrnoretazcové predIiZfenia zanechané Apal,
bez toho aby do$lo k rozstepeniu d&ojreﬁazcovej DNA. Plazmidy
boli potom recirkularizované ligdciou a transformované do HB101
kompetentnych buniek E. coli. Bolo izolovanych 30 transformantov
a pomocou tychto transformantov boli inokulované kvapalné
kultdry. 2 kaZdej kultiry bola pripravend DNA a po rozStepeni
Apal bola podrobend skGSaniu na agardzovom géle. Pi tychto
tepeniach bola bohuZial plazmidovdé DNA degradovana. Stepenie
Apal bolo opakované na 21 z 30 vzoriek. Dva izoldty (&. 4 a 12)
sa zdali byt linearizované pdsobenim Apal, zatial Co v3etky
ostatné boli rozStiepené v dvoch miestach. Dvaja kandidéti tychto
klonov boli potom rozStepeni Apal a HindIII aby sa zistilo, ktoré
miesto Apal bolo pritomné. Pri tejto skiSke sa zistilo, Ze bolo
" eliminované (tak, ako to bolo po¥adovand) miesto Apal umiestené v
smere 3' k neo* v pTCSLCkapalNeoApa' (izoldt &. 12). Boli
uskutoénené e3te dalSie redtrik&éné Stepenia, ktoré potvrdili

StruktiGru tohto izolé&tu.

Klonovanie oblasti V humédnneho kapa a tazkého retazca izolovanych
PCR do wvektorov CHO, pTCSLCkapaDHFR a pTCSLCglNeoApa-

Klonovanie fragmentu TM27 Viapa do pTCSLC__  DHFR

cDNA oblasti V kapa retazca pre TM27 bola purifikovand na
géle a rozStepend pomocou prisludnych reStrikénych enzymov. Maly
alikvét vzorky DNA bol analyzovany na 1% agardzovom géle kvOli
odhadu kvantity a overeniu kvality. Pridavny pés (zodpovedajlci
nelistote) bol pozorovany pri asi 800 bp a koncentracia bola
odhadnutd na 1,25 ng/ml. Oblast vV bola ligovana do vektora
pZCSLC,__  DHFR, ktory bol rozStepeny reStrikénymi enzymami XhoI a
Pvull a spracovany fosfatdzou. Ligafnd zmes bola pouZitd na
transformdciu E. coli DHSalfa kompetentnych buniek. VytaZok
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kolénii transformantov bol vel¥mi nizky. Jednotlivé kolénie boli
zozbierané a boli pouZité na inokuldciu 12 kvapalnych kultir. 2
ka%dej z nich bola pripravend DNA a td bola potom roz3tepend Xhol
a Pvull a analyzovand na 1% agarb6zovom géle. Boli ziskané dve
pozitivne vzorky, vzorka ¢. 3 a 4. Obidve tieto pozitivne vzorky

boli sekvenované.
Klonovanie fragmentu V_ TM27 do pTCSLC,__ _1NeoApa-

PCR produkt zodpovedajlGci oblasti V_ TM27 bol purifikovany
na géle a roz8tepeny prisludnymi reStrikénymi enzymami (XhoI a
Apal). KedZe v8ak bolo pozorované, Ze Stepenie Apal zrejme
neprebehne do konca, toto Stepenie bolo opakované. Maly alikvét
bol analyzovany na agardzovom géle s cielYom odhadu kvantity a
overenia kvality. Koncentrdcia pédsu zodpovedajlceho oblasti V_
bola odhadnutd na 0,4 ng/ml. Tak ako to bolo v .pripade fragmentu
Vecapa’ bol aj tu pozorovany pads s diZkou asi 800 bp, &o ukazuje,
Ye Zistota tejto latky nezodpovedala predpokladom. Oblast V_ bola
ligovan&d do vektora pTCSLC _ _1NeoApa-, ktory - bol rozStepeny
reStrik&nymi enzymami XhoI a Apal a spracovany fosfatézou.
Ligafnd zmes bola pouZitd na transformaciu E. coli DH5alfa
kompetentnych buniek. Bolo =ziskanych velmi mdlo transformantov.
Zozbieralo sa 6 koldénii a vSetky boli pouZzité na inokuléciu
kvapalnych kultGr. 2 kaZdej z nich bol pripraveny minipreparéat
" DNA a ten bol Stepeny XhoI a EcoRI a potom analyzovany na
agardzovom géle. Z prvej ligdcie bol =ziskany Jjeden klon,
pTCSLHUV _4HC __ _NeoApa- (izoldt &. 16). Aby sa ziskal vacSi pocet
klonov prichddzajlcich do dvahy (v pripade, Z#e by jediny izoléat
&. 6 neobsahoval sprévnu sekvenciu pri nasledujicich skiGSkach)
boli uskuto&nené dalSie 1ligdcie pouZitim 1) V_ PCR produktu
repurifikovaného na agardze s nizkou teplotou topenia s cielom
odstrénenia vysokomolekuldrneho kontaminaéného pasu a 2) V_ PCR
produktu syntetizovaného pouZitim c¢DNA a primérov. Z tychto
liga&énych reakcii bolo ziskanych 8 dalSich transformantov, ktoré
boli analyzované a z ktorych bolo vybranych 5 kandidatov ako
klonov pre dal$i postup: izolaty &. 9, 10, 11, 21 a 14.



55

Sekvenovanie klonovanych oblasti V v obidvoch retazcoch na

potvrdenie ofakévanej sekvencie DNA

Priméry navrhnuté na ulYah&enie sekvenalnej analyzy DNA
oblasti V  vloZenych do  vektorov pTCSLCkapalNeoApa' a
pTCSLC,__  _DHFR boli ziskané od firmy Operon Research. Forward
primér bol umiesteny do sekvencii vektora pTCS a- bol pouZity na
sekvenovanie V insertov ako vo vektore pTCSLCKm§alNeoApa', tak aj
pTCSLC, __ DHFR. Reverzné priméry boli umiestené do sekvencie
C alebo C____la boli pouzité na sekvenovanie V av,

xapa apa
insertov.

Sekvenovanie dvojretazcovej DNA oblasti V humdnneho kapa retazca

Dve vzorky TM23 (&. 3 a 4) Dboli sekvenované v obidvoch
retazcoch. Reverzny retazec bol sekvenovany Uplne prostrednictvom
miest pre re8trik&né enzymy (3' - 5'; PvuII-XhoI) pouZitim
priméru HUCKSPR. Sekvencia forward retazca bola stanovena
pouZitim dvoch rdéznych primérov PTCSFOR a PTCSFWD. Skombinovanim
sekvencii ziskanych pouzitim ka¥dého z primérov bola ziskana
sekvencia s plnou di%kou (Prostrednictvom miest pre reStrik&né
enzymy 5'-3; XhoI-PvuIl). Bolo zistené, Ze vo forward retazcoch
existuje mala oblast  kompresie, ktord nebola rozStepena
ktorymkolvek z primérov, ani pouZitim sekvenalnej metddy, ktorad
takéto kompresie zmenSuje. Reverzny retazec v8ak v tejto oblasti
vykazoval spravnu sekvenciu. Obidve vzorky &. 3 a 4 mali sprdvnu
sekvenciu. Pre transfekciu cicavdich buniek bola zvolend vzorka
¢. 4.

Sekvenovanie dvojretazcovej DNA oblasti V gama retazca TM27

Fragmenty V_ pTCSLHuV_C____1NeoApa- (izolaty ¢. 6 a 9) boli
iplne sekvenované v obidvoch retazcoch. Humanizovany fragment V_
izoldatu &. 6 zodpovedal olakdvanej sekvencii v kédujlcej oblasti.
Tento fragment obsahoval substiticiu jedného bazového péru (C na
T v polohe -2, vzhladom na zaliatolny ATG), od ktorej sa
neoakdvalo ovplyvnenie expresie. Fragment V_ izol&tu ¢&. 9
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obsahoval v kédovacej oblasti dve substitficie. Dalfie #tyri klony
prichddzajice do Gvahy neboli sekvenované.

Kotransfekcia buniek COS a CHO TM27 a kontrolnymi plazmidmi

‘Ako- recipientné bunky boli pouiité_bhnky CHO dhfr',DUX'Bll a
COS-1. Bunkova linia CHO DUX B1ll bola =ziskand do firmy Biogen
Inc. Pre transfekciu buniek CHO bolo 5 mikrogramov plazmidov TM27
PTCSLHUV __ __4HC __ DHFR (izolat ¢. 4) a PTCSLHUV_4HC __  _1NeoApa-
(izoldt &. 6) linearizovanych a rovnako tak boli linearizované
vektory pTCSLDHFRApa® a pTCSLNeoApa-, vidy Stepenim resStrik&nymi
enzymami AatII. Plazmidy obsahujice TM27 (oznacené ako "TM27L")

boli koprecipitované v etanole a resuspendované vo vode. Podobne

tiez vektorové  plazmidy (oznaené ako "kontrola") boli
koprecipitované a resuspendované vo vode. Kazdy =z
koprecipitovanych plazmidov bol pomocou  elektroporacie

transfekovany do 107 buniek CHO pouZitim zariadenia BioRad Gene
Pulser pri 250 V a 960 wF. Transfekované bunky boli potom
pestované v alfa minimdlnom esencidlnom médiu (alfaMEM) doplnenom
tymidinom, adenozinom a deoxyadenozinom (neselektivne médium) dva
dni pred selekciou.

Pre transfekciu COS bolo 5 mikrogramov nerozStepenych plazmidov
TM27L a vektorovych plazmidov koprecipitovanych v etanole a
resuspendovanych vo  vode. Plazmidy  boli elektroporaciou
transfekované do 4,1 x 10° buniek COS. Transfekovano bunky boli
pestované 3 dni v Dulbeccom modifikovanom Eagleovom médiu (DMEM)
a potom boli supernatanty zozbierané pre dalSie skiSanie.

Analyza Supernatantov transfektantov COS pomcocou huménnej IgGl
ELISA a farbenim

Produkcia humdnneho IgG v bunkdch COS bola merand pomocou
huménnej IgGl ELISA na supernatantoch bunkovych kultdr.
Mikrotitra&né misky boli potiahnuté mySacim antihum&nnym IgG1l Fc
protilatkou v PBS a blokované v blokovacom pufri (1% BSA v PBS).
Supernatanty boli pridané v 100 mikrolitrovych vzorkéch; vhodné
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riedenia blokovacim pufrom boli uskutodliiované podla potreby.
Zachyteny IgG bol detegovany konjugdtom chrenovej peroxidazy a
kozej antihuménnej 19 npa protilétky a dalej OPD
(ortofenyléndiaminom) . Supernatanty z TM27L-transfekovanych
buniek COS vykazovali hladinu huménneho IgG 95 ng/ml. Humdnny IgG
2z buniek COS transfekovanych kontrolou bol nedetegovatelny. Na
supernatantoch buniek COS tranéfekovanych TM27L bola uskuto&nen&
prietokova cytometria so Sestndsobnym skoncentrovanim. Intenzita
farbenia buniek HPB vyjadrend strednou kan&likovou fluroescenciou
bola pribliZne 9 x niZia ako intenzita dosiahnutd purifikovanou
TM27L (purifikovanou 2z buniek NSO) pri asi 2,5 mg/ml. Farbenie
Jurkatovych buniek zodpovedalo hodnote pozadia.

Selekcia transfektantov CHO

Transfektanty CHO boli umiestené s cielom selekcie do média
alfaMEM, ktoré nemalo nukleotidové prisady (pre selekciu DHFR™ na
pTCSLHuV,___ 4HC___ DHFR) a s obsahom Geneticinu (G418: pre
selekciu neo* na pTCSLHuVH4HCkapa1NeoApa'). Bunky boli umiestené

do 24-jamkovej misky v koncentrdcii 2,0 x 10° buniek/ml.

Analyza supernatantov transfektantov CHO pomocou huménnej IgGl
ELISA

Po 12 dhioch v  selektivnom médiu boli supernatanty =z
konfluentnych jamiek =zozbierané a podrobené skGSaniu ELISA
pouzitim IgGl/kapa. Koncentrdcia supernatantov TM27L leZala v
rozmedzi od 182 do 236 ng/ml. Va¢Sinou bola nad 200 ng/ml.
Humdnny IgGl/kapa bol nedetegovatelny v supernatantoch kontroly.
Bunky z 12 jamiek s vysokymi producentmi TM27 boli expandované do
baniek T25. Jednotlivé n&doby boli zmrazené ako kultlry "backup"a
uskladnené pod kvapalnym dusikom. TieZ bunky z dvoch kontrolnych
jamiek boli expandované do baniek T25 a zmrazené.

Prvé nandsSanie transfektantov CHO na misky s limitnym riedenim

Styri jamky obsahujice najvaé¢8imi producentmi boli zvolené
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na naniSanie na 96-jamkové misky pouZitim limitného riedenia:
bunky &. 1Bl (232,6 ng/ml), 1Dé (233,3 ng/ml), 2B2 (235,5 ng/ml)
" a 2C1 (236,0 ng/ml). Pre ka?di jamku boli pouZité tri misky so
selektivnym médiom: 1 pri koncentrdcii 1 bunka/jamka a 2 pri

koncentrdcii 0,5 bunky/jamka.

Supernatanty z prvého kola klonovania boli skdfané testom
ELISA (IgGl/kapa). Bunky z 90 jamiek s vysokymi producentmi boli
expandované do 24 jamkovych misiek a nechané rast aZ do
konfluencie. Supernatanty z 12 2z tychto kultdr boli skiSané
testom ELISA (humadnny IgGl/kapa) a prietockovou cytometriou.
Koncentracia pri teste ELISA (IgGl/kapa) leZala v rozmedzi od 211
do 1048 ng/ml. VSetky vzorky farbili HPB bunky (stredna
kandlikovd fluorescencia leZala v rozmedzi od 46,5 do 169,9) a
nefarbili Jurkatove bunky. Sest klonov, ktoré boli najvaésimi
producentmi, bolo expandovanych a zmrazenych v kvapalnom dusiku.
Z nich boli vybrané dva klony (1B1-C7 a 2B2-9H), ako najvac&si
producenti, s cielom pokra&ovania v dal$ich kolach klonovania.

Dve primdrne kultdry  kontrolnych konStruktov boli tieZ
spracované v jednom kole nand$anim na 96-jamkové misky s limitnym
riedenim. Pre expanziu bol vybrany vidy jeden klon. Supernatanty
boli podrobené skGSaniu a zistilo sa, Ze neposkytuji Ziadny
detegovatelny signdl pri ELISA (humidnny IgGl/kapa) (str. 640-83).
Bunky boli zmrazené a potom uloZené v kvapalnom dusiku.

Expanzia neklonovanych kultdr do mierky prevalovanych fliaS pre
purifikédcie protilétky

Dve primdrne kultliry (1Bl a 2B2) boli expandované s cielom
ziskania dostato&ného mnoZstva latky na purifik&ciu protilétky
TM27. Bunky expandované do dvojlitrovych prevalovanych flia$ a
adaptované sérovou koncentrdciou (cez T25 v 10% sére, dalej T75 v
10% sére, dalej 3 x T75 v 5% sére a nakoniec 3 x dvojlitrové
flaSe v 1% sére) (str. 640-24). Dvojlitrové flaZe boli naplnené 1
dett a potom v nich bola 2, 5 a 8 defi nahradend vZdy polovica
objemu Cerstvym médiom s jednym percentom séra. Prvy zber bol
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uskutolneny 10 deil, druhy 12 a treti 15 den. Zozbierané
supernatanty boli odstredené a aZ do purifik&cie uloZené pri
teplote -20 °C.

Purifikicia protilétky na stIpci s proteinom A

Supernatanty z kultGr 2B2 boli spojené (celkovy objem 2,7 -
litra) a prefiltrované cez nylonovi membranu s otvormi pbérov s
velkostou 0,22 mikrometrov. Test ELISA (humdnny IgGl) ukdzal, Ze
celkové mnoZstvo vychodiskovej latky bolo 1 090 mg. Protilétka
bola purifikovand na stlpci Proéep-A (protein A), pricom elicia
bola uskuto&rniovania 0,1M citridtom s pH 5,0, 4,0 a 3,0. Eludty boli
dialyzované do PBS. MnoZstvo purifikovanej protilétky v
eluovanych frakcidch bolo merané testom ELISA (humanny IgGl).
Frakcia s pH 3,0 obsahovala vad&8inu purifikovanej protilétky.
Malé mnozZstvo protildtky bolo zistené vo frakcii s pH 4,0. Skiaska
ELISA (humdnny IgGl) bola opakovand , * aby sa ziskali presnejSie
koncentracné Gdaje. Celkovy vytazZok TM27 (s frakciou s pH 3,0 a
4,0 spolu) bol 960 mg. ‘

Purifikécia protildtok zo supernatantu kultiGry NSO transfektantu

na proteine A

Protildtky zo supernatantu kultQry transfektantu NSO boli
purifikované na stiIpci s proteinom A v podstate pomocou vy$Sie

uvedeného spdsobu.
Charakterizdcia protildtky TM27 z NSO myeldmovych bunkovych 1linii

™27 mADb purifikované zo supernatantov kultdry NSO
transfektantov pouZitim chromatografie na stipci s proteinom A
bola pouzitd na farbenia buniek HPB-ALL (Vbeta 5.2) a Jurkatovych
buniek (Vbeta 8.1), ako negativna kontrola, v porovnani S mySacou
mAb, TM23 a chimerickou TM27. TM27 farbila HPB-ALL, ale nie
Jurkatove bunky.

Aby sa stanovila Specificita TM27 boli normalne PBL T-bunky
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farbené TM27 v porovnani s TM23 mAb. Ako TM27, tak aj TM23 mAb
farbila 3,0 % v8etkych humdnnych PBL T-buniek. Bola uskutolnena
kompetetivna sk@ifka, pri ktorej bola k neznalenej 4H1l1l alebo TM27
mAb (v rdéznej koncentrdcii) pridand konStantnd koncentracia TM23
mAb zna&enej FITC. Aby sa stanovilo, &i TM27 mdZe komodulovat s
CD3 antigénom, mdZu byt - bunky HPB-ALL inkubované s rdznymi
koncentréciami TM27 alebo TM23 mAb (cez noc) a potom farbené
anti-CD3 mAb. Vysledky ukédzali, Ze ako TM27, tak aj TM23 mdZe
vyvolat endocytdzu komplexu TCR/CD3.

Aby sa zmerala vdzbova afinita TM27 na HPB-ALL bunky, bola
uskuto&nend Scatchardova analyza. Ako pri Scatchardovej, tak aj
ri kompetetivnej skiGfke (s T23 mAb) vysledky ukézali, Ze TM27 si
uchovala pribliZne rovnakdi afinitu (Kd = 2,0 x 107> M™*) a bola
schopna dobre sttazit s 4H11l mAb.

Bolo tieZ uskuto&nené porovnanie TM27L/NSO a TM27L/CHO pri
kompetetivnej skG8ke s 4H11l a vysledky si zndzornené na obr. 3.
Tie? bola uskutoénend Scatchardova analyza a jej vysledky s

zndzornené na obr. 4.
Druhé nanédSanie CHO transfektantov na misky s limitnym riedenim

Nanid8anie na misky s limitnym riedenim bolo uskutolnené
pomocou  vyS8Sie  popisaného spdsobu. Jamky boli podrobené
screeningu pomocou testu ELISA (humdnny IgGl). Bunky z 6 jamiek
(1B1 aZ C7 a 2B2 aZ H9) boli expandované do 24 jamkovych misiek a
podrobené testu ELISA (humdnny IgGl). Dva klony, ktoré boli
najvd&simi producentmi =z kazdej misky, boli expandované a
zmrazené v kvapalnom dusiku. Klony, ktoré boli najvalSimi
producentmi z kaédej' série, boli vybrané pre zavere&né kolo

subklonovania.
Tretie nan&3anie CHO transfektantov na misky s limitnym riedenim

Nandfanie na misky s limitnym riedenim bolo uskutoénené
pomocou vyS8§ie  popisaného spbsobu. Jamky boli podrobené
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screeningu pomocou testu ELISA (hum&nny IgGl). Bunky z 6 jamiek
(1B1 aZ C7 a 2B2 aZ H9) boli expandované do 24 jamkovych misiek a
podrobené testu ELISA (humdnny IgGl). Tri klony, ktoré boli
najvad®simi producentmi z kaZdej misky, boli expandované do baniek
T25 a zmrazené v kvapalnom dusiku. VZidy jeden klon bol
expandovany do banky T75. V  tomto okamihu bolo do- banky
prikvapkané médium s Geneticinom, &im sa - odstranila selekcia na
neo*. Selekcia na DHFR bola zachovand. Supernatanty boli skGSané
testom ELISA (humadnny IgGl). Klon 1B1-C7 produkoval 4,96 mg/10€
buniek/denn. Klon 2B2-H9 produkoval 2,65 mg/10° buniek/defl. Izolét
C7 bol teda vybrany ako koneény klon a izoldt H9 bol oznaleny ako
klon alternativny.

Priprava zasobnych zmrazenych buniek

Konelny klon bol expandovany do piatich buniek T225, aby sa
ziskal dostatoény pofet buniek, ktory by slGZil ako z&soba
zmrazenych buniek. Bunky boli =zozbierané z baniek a spojené.
Spojend suspenzia obsahovala 98,3 % Zivotaschopnych buniek.
Celkovy polet Zivotaschopnych buniek bol 1,58 x 10>, <o bol pocet
dostatoény na pripravu poZadovaného podtu 72 baniek pri
koncentrédcii buniek 2 x 10°/banka. Bunky boli zmrazené& a oznacené
skratkou "TM27L-662-35". Okrem toho Dbol tiez expandovany
alternativny klon H9 do jednej banky T225 s cielom pripravy malej
z4soby zmrazenych buniek. Bunky zozbierané =z tejto banky boli
Zivotaschopné 1z 97,3 $%. Suspenzia obsahovala dostatolny poclet
buniek pre pripravu 9,7 nadoby pri koncentrdcii 2 x 10°¢
buniek/nddoba (str. 662-89). Bunky boli zmrazené v kvapalnom
dusiku a oznacené skratkou "TM27L-662-89".

Skid8anie buniek revitalizovanych zo zmrazenej nédoby
Zivotaschopnost a mykoplazmatické skiSanie
Jedna néddoba so zmrazenymi z&sobnymi bunkami TM27L-662-35

bola nechand sa roztopit a bunky boli regenerované v alfaMEM.
Pomocou farbenia trypdnovou modrou bolo zistené, ze
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Yivotaschopnost buniek je 88 %. Konfluentnd kulthra, ktorad
narastla z tychto buniek bola skGfand na mykoplazmatickd
kontamindciu pouZitim sQpravy Bionique Testing Laboratories. Pri
skiifke nebola zistend Ziadna kontamindcia. TieZ bola nechand
roztopit sa jedna nddoba so zasobnymi bunkami TM27L-662-89.
Pomocou  farbenia ‘trypdnovou modrou - bolo zistené, Ze
éivotaéchopnoéé buniek je 93,8 . Konfluentna kultdra, ktora
naradstla =z tychto buniek bula skG8and na mykoplazmatickl
kontamindciu pomocou vy$Sie uvedeného spdsobu. Pri skisSke nebola
zistend Ziadna kontamindcia. Obidve kultdry boli expandované do
baniek T75 a supernatanty bunkovej kultlry boli skGSané testrom
ELISA (humanny IgGl). Klon. TM27L-662-35 produkoval 3,24
mikrogramov/10€ buniek/deti a klon TM27L-662-89 produkoval 2,52
mikrogramov/10€ buniek/defi. Pri druhej skaSke klon TM27L-662-35
produkoval 3,03 mikrogramov/10€ buniek/defi a klon TM27L-662-89
produkoval 2,74 mikrogramov/10€ buniek/deti.

Expresia TM27L-662-35 na mierku prevalovanych flias pre

purifikaciu protildtky

KultGra TM27L-662-35 bola expandovand s cielom ziskania
dostatodného mnoZstva latky pre purifikéciu protildtky TM27L,
Bunky boli expandované do dvojlitrovych prevalovanych flia$
a adaptované na niZ§iu sérovi koncentrdciu (cez T25 v 10% sére,
dalej T75 v 10% sére, dalej 3 x T75 v 5% sére a nakoniec 3
x dvojlitrové flafe v 1% sére) (str. 640-24). Dvojlitrové flaSe
boli naplnené 1 defi a potom v nich bola 2, 7 a 9 deil nahradena
vidy polovica objemu &erstvym médiom s jednym percentom séra.
Prvy zber bol uskutofneny 12 deri, druhy 14 a treti 16 dern.
Zozbierané supernatanty boli odstredené, prefiltrované a az do
purifiklcie uloZené pri teplote -70 °C.

Purifikdcia protildtky na stipci s proteinom A
Supernatanty z kultdr TM27L-662-35 boli spojené (celkovy

objem 5,1 1litra). Protildtka bola naviazan& na stIpec Prosep-A
(protein A), pridom eldcia bola uskuto&iiovand 0,1M citrdtom s pH
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5,0, a 3,0. Eluit s pH 3,0 bol dialyzovany do PBS. MnoZstvo
purifikovanej protildtky vo vychodiskovej latke a eluovanych
frakciich bolo merané testom ELISA (humdnny IgGl/kapa). Frakcia
s pH 3,0 obsahovala pribliZne 3,9 mg protilatky v 25 ml. Tato
latka bola skoncentrovana v koncentraénom zariadeni
Centriprep-30 (Amicon) a test ELISA (IgGl/kapa) bol opakovany.
Celkovy v?éaédk'TM27L bol asi 3,2 mg pri koncentricii 1,6 mg/ml.

Primdrna charakterizécia purifikovanej protiléatky

Prietokovd cytometria bola uskutofnend na asi 2,5mg vzorke

latky ako z frakcie s pH 3,0, tak aj z frakcie s pH 4,0 a TM27

purifikovanej z buniek NSO. Intenzita farbenia buniek HPB

vyjadrena strednou kandlikovou fluorescenciou bola: 283,46
(frakcia s pH 3,0), 321,98 (frakcia s pH 4,0) a 506,79 (TM27
ziskand z NSO). Farbenie Jurkatovych buniek bolo pre vEetky

vzorky na Grovni pozadia.

Priklad 2

Porovnanie sekvencii CDR-8tepenych protilatok TM27
s kazetami humdnnej z&kladnej Struktary

Iﬂg? Vx
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leucinom v polohe 48 taZkého retazca

TM27L: s
TM271: s izoleucinom v polohe 48 taZkého retazca
T™M27.1: s FS na VF (78-79) zmenami
T™M27.2: s VIML/T na LSIS/N (67-70/73) zmenami
TM27.3: s Vna R (92) zmenami
Priklad 3

Scatchardova analyza TM23

Priklad Kd Receptory/bunka

617:096 3,27e-8 M 3,04e5
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617:115 2,30e-8 M 3,43e5
617:119 2,46e-8 M 2,46e5

Stred
Kd = 2,52 (+ 0,67)e-8 M
‘Receptory/bunka = 2,64e5
Scatchardova analyza TM27
Priklad Kd Receptory/bunka
613:78 1l,48e-8 M 3,31e4
613:82 1,14e-8 M 2,47e4
Stred

Kd = 1,31 (+ 0,24)e-8 M
Receptory/bunka = 2,98e4

Priklad 4

Prehlad pradce na TM27I
TM27II (48) v bunkdch COS/CHO:

'+ Bola pripravend c¢DNA z CDR-Stepenych oblasti V v
produk&nej 1linii HSO, tdto cDNA bola amplifikovand pomocou PCR a

sekvenovana.

* Fragmenty DNA boli klonované do pTCSLNeo v  CcDNA

konfigurdcii.

* plazmid bol kotransfekovany s pTCSLDHFRTM27,__ _ _do buniek
COS a CHO.

* Pozitivne vysledky pri teste ELISA na expresiu huménneho
IgGl/kapa namerané v supernatantoch buniek COS wuk&zali, Ze boli
ziskané spravne plazmidové konStrukty.



66

* Bola  uskuto&nena selekcia expanzie a klonovanie

transfektantov buniek CHO. Bunky boli po jednom klonovani

zmrazené v kvapalnom dusiku.

Priklad 5
Dita aminokyselinovej sekvencie ziskané z 16G8 cDNA

-

Tazky retazec:

10 _ 20 30 40 50
4 o % * *
TTRAP RSSHS VISTE ERPLT MDSRL NLVFL VLILK GVQCD VQLVE SGGGL
60 70 80 90 100
* * * * *
VQPGG SRKLS CAASG FTFSN FGMHW VRQAP DKGLE WVAYI SSGSS TIYYA
110 120 130 140 150
* % * * *

DTLKG RFTIS RDNPK NTLFL QMTSL RSEDT AMYYC ARRGE GAMNDY WGQGT

160 170
* .

R P,

SVIVS SAKTT FPSVY PLAP

Lahky retazec:

10 20 30 40 50
% % * * *
ISQGT KFKYT MDFQV QIFSF LLISI SVVMS RGENV LTQSP AIMSA SLGEK

60 70 80 90 100

* * * * *

VTHSC RASSS VNYIY WYQQX SDASP KLWIY YTSNL APGVP TRFSG SGSGH

1}0 120 130 140 150

* * * * *

SYSLT ISSME GEDAA TYYCQ QFTSS PFTFG SGTKL EIKRA DAAPT VSIFP

153

PSS
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DVQLVE?GGGLVQPG
ENVLTQ

Sekvenalné diata proteinu: H
L

1

Priklad 6
Prehlad prace na TM29

* Boli pripravené hybridémy v podstate spbsobom popisanym v
priklade 1 a bola izolovand cDNA (zndzornend v priklade 5).

* Tzolované <cDNA (H a kapa) (z hybridému 16G8) boli
klonované do vektorov M13.

* Pomocou mutagenézy bola zavedend huménna zé&kladn&
Struktira (VH /Vk ). ‘

kol. REI

* CDR-Stepené oblasti V Dboli klonované do myeldmovych

expresnych vektorov.

* Humanizované protildtky (vZdy asi 1 mg) boli purifikované

z transfektantov NSO s cielom predbeZného vyhodnotenia.

Boli vyrobené 4 rdzne TM29.

TM29 _

TM29.1 s SS na AA (23-24) zmenami

TM29.2 . S S na P (75) zmenou

TM29.3 s GV/F na AM/Y (92-93/95) zmenami

Podrobny popis experimentov vedicich k TM29

Izoldcia konStantnej oblasti humdnneho retazca kapa pomocou
metddy PCR

Pouzitim nerozs$tepeného plazmidu pSV184DH~Neo/DNS-VKapaCkapa
(pSVHuk), ktory = obsahuje konStantnd oblast humanneho kapa
retazca, sa uskutodni PCR s dvoma primérmi (jednym forward a

jednym reverznym) s cieYom izolécie konStantnej oblasti.
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Oligoméry (priméry) boli ziskané od firmy Operon. Ako reakéné
ginidl4 pre PCR reakciu boli pouZité &inidla zo sipravy GeneAmp
DNA Amplification Reagent Kit s AmplyTaq (Perkin-Elmer Cetus).
Reakcie PCR boli uskutolfiované pri troch rdznych koncentrécidch
hore&natych iénov. Alikvéty PCR produktov boli analyzované na 1%
agarézovom géle. Bol vybrany PCR produkt z prvej vzorky
(koncentréacia hdreénatych iénov 1,5mM). Priméry lemujace C oblast
boli navrhnuté tak, aby obsahovali miesta pre re$trik&né enzjymy
pre ufely klonovania. Amplifikovéné DNA bola teda rozStepena
EcoRI (pri 3' konci). Miesto pri 5' konci (PvuII) rozStepené
nebolo. Rozitepeny fragment DNA bol potom rozdeleny na "1%
agarbézovom géle a bol vyrezany 300bp pds. DNA bola extrahovana z
gélu a maly alikvdét bol analyzovany na % agardzovom géle s
cielom kvalitativnej analyzy a kvantitativneho odhadu. 300bp pas
sa zdal byt d&isty a odhadnuté celkové mnoZstvc DNA bolo asi 140

ng.

Klonovanie konitantnej oblasti huminneho kapa retazca do vektora
pBS KS* a sekvenovanie

Fragment DNA konStantnej oblasti humdnneho kapa retazca
vyStepeny EcoRI bol vloZeny do vektora pBS KS*, ktory bol
roz&tepeny Smal a EcoRI pouZitim T4 DNA ligédzy. Tato ligacna zmes
bola pou¥itd na transformdciu E. coli DH5alfa kompetentnych
buniek. Boli odobrané jednotlivé koldnie a potom boli pouZité& na
inokulédciu 24 kvapalnych kultdr. Z kaZdej z tychto kultlr bola
pripravend DNA. KaZdi vzorka DNA bola Stepend PvuIIl (5' koniec
Ckapa) a EcoRI (3' koniec Ckapa) a analyzovand na 2% agarbzovom '
géle. V dbsledku taZkosti pri separédcii pésov (300 bp) boli
vzorky DNA &tepené len PvulIl. Po analyze na % agardzovom géle
vykazovalo 19 z 24 vzoriek spravny Crapa insert. Na sekvenovanie
boli =zvolené wvzorky &. 1 a%Z 5 (z 19 spravnych vzoriek).
Sekvenovanie bolo uskutodnené pouZitim T7 a T3 primérov
(sekvencie vo vektore lemujfice insert). Iné reakéné ¢&inidlé pre
sekvenovanie pochddzali zo slpravy Sequenase Version 2.0 Kit
(USB) . Vzorka &. 5 vykdzala sprdvnu sekvenciu konStantnej oblasti

humdnneho kapa retazca.
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Klonovanie  konStantnej oblasti  huménneho kapa retazca do
cicavéieho expresného vektora pTCSLDHFR¥* za vzniku
PTCSLC, __ DHFR*

Z vektora pBS KS+ (vzorka &. 5) bola pouzitim reStrik&nych
enzymov PvuIl a EcoRI izolovana kOnétantné'oblaSé'huménného'kapa
retazca. S ohlYadom na vyi%ie uvedené problémy s oddelovanim pédsov
bolo vSak druhé Stepenie uskuto¢nené s konStruktom pBS/Humdnne
capa Druhé Stepenie zahrnovalo EcoRI a Xbal (boli umiestené v
smere 5' vzhladom na miesto PvuIl) a tak bol ziskany asi 300bp
fragment. Tento fragment bol potom ﬁurifikovan? na géle a
podrobeny Stepeniu PvulI, aby do$lo k odstréneniu zvySného malého
fragmentu vektora pri 5' konci Crapa- Tento vysledny fragment bol
purifikovany na géle a potom analyzovany na 1% agardzovom géle s
cieYom kvalitativneho postidenia a odhadu mnoZstva. Uk&zalo sa, Ze
C DNA predstavuje disty péas (asi 280bp) a jeho celkové

kapa
mnozstvo bolo odhadnuté na asi 135 ng.

\Y désledku pritomnosti troch miest ECORI v expresnom vektore
PTCSLDHFR* bolo rozhodnuté, Ze najlepSie bude klonovanie len do
miesta PvuIIl. KedZe bola Crapa DNA pripravena Stepenim pomocou
PvuII-EcoRI, Dbol EcoRI koniec opraveny (pri vytvoreni tupého
konca) pouzZitim Klenowho fragmentu. Opravena Ckapa DNA s tupym
koncom bola 1ligovand do vektora pTCSLDHFR*, ktory bol Stepeny
PvuIl a. spracovany fosfatdzou (pouzitim fosfatdzy 2z <Criev
telata). Tato ligalnd zmes bola pouZitd na transformdciu E. coli
DH5alfa kompetentnych buniek. Boli odobrané jednotlivé koldnie a
potom boli pouzité na inokuldciu 24 kvapalnych kultGr. 2 kazZdej z
tychto kultir bola pripravend DNA. KazZdd vzorka DNA bola Stepena
PvuII a HindIII a analyzovand na 1% agardzovom géle. Bolo
zistené, Ze 5 vzoriek z 24 obsahovalo C N insert v spréavnej

kap
orientdcii. Pre dalSie pokralovanie bola pouZitd vzorka &. 7.

Nahradenie mutantného génu DHFR* génom DHFR divokého typu

Pre expresiu vektora pTCSLCkapaDHFR* v bunkach CHO
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(dhfr-)DUX Bll bol gén DHFR* nahradeny génom DHFR. DNA z
pTCSLC, __  DHFR* (vzorka &. 7), ako aj =z pSV2-DHFR (plazmid
ziskany od Dr. Paula Berga z Department of Biochemistry, Stanford
University Medical School) bol Stepeny reStrik&nymi enzymami
HindIII a BglII s cielom izolécie prislusnych génovych
fragmentov. Po analyze bolo zistené, ie pridavnévmiesto BglII vo
vektore pTCSLC, _  _DHFR* odstrénilo tieZ <&ast miesta pbiyA,'éd'by

mohlo interferovat s funkciou vektora. Preto boli Stepenia
opakované poufitim HindIII a BamHI. Cast (DHFR*)pTCSLC,  __ tohto
vektora bola spracovand fosfatdzou. Potom boli obidva izolované
fragmenty (pTCSLCkapa a DHFR) purifikované na géle a analyzované
na 1% agardzovom géle (kvalitativne a kvéli odhadu kvantity).
Obidva pédsy sa zdali byt <&isté a ich odhadnutd koncentracia je
podobnd, t.j. asi 40 a asi 50 ng/ml. Gén DHFR bol 1ligovany do
vektora pTCSLC, ___ pouzitim T4 DNA 1ligdzy. Tato ligadn zmes bola
pouzitd na transformidciu E. coli DH5alfa kompetentnych buniek.
Boli odobrané jednotlivé koldénie a potom boli pouZité na
inokuldciu 24 kvapalnych kultir. Z kaZdej z tychto kultlr bola
pripravend DNA. - KaZdd vzorka DNA bola analyzovanda Stepenim
reétrikén?mi enzymami HindIII a BamHI. Bolo =zistené, Ze 23
vzoriek z 24 obsahovalo sprdvny pés ukazujlci vloZenie génu DHFR
do vektora pTCSLC,__ .. Pre dalSie pokrafovanie bola pouzité

vzorka &. 22.

Klonovanie oblasti V humdnneho kapa retazca izolovanej PCR do CHO
vektOra:do pTCSLCkapaDHFR

cDNA oblasti V kapa retazca pre 16G8 bola purifikovand na
géle a rozStepend prisluSnymi reStrik&nymi enzymami. Maly alikvdt
vzorky DNA bol analyzovany na 1% agardzovom géle kvdli odhadu
kvantityA a overeniu kvality. Pridavny pés (zodpovedajici
nelistote) bol pozorovany pri asi 800 bp a koncentréacia
bola odhadnutd na 1,25 ng/ml. Oblast V bola ligovand do vektora
pTCSLC, _ _ DHFR, ktor?Abol roz&tepeny redtrikénymi enzymami Xhol a
Pvul a spracovany fosfatdzou. Liga¢nd zmes bola pouZitd n
transformdciu E. coli DH5alfa kompetentnych buniek. VytaZok
koldénii transformantov bol velmi nizky. Jednotlivé kolénie boli
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zozbierané a boli pouZiti na inokuldciu 12 kvapalnych kultar. Z
kaZdej z nich bola pripravend DNA a t& bola potom roztepenad Xhol
a PvuIl a analyzovand na 1% agarbzovom géle. Boli ziskané Styri
pozitivne vzorky, vzorky &. 1, 4, 7 a 10. VSetky tieto pozitivne
vzorky boli sekvenované. Oblast V gamé retazca TM29 izolovand PCR
bola'klonované do CHO vektora pTCSLCglNeoApaj.'

Sekvenovanie dvojretazcovej DNA oblasti V huménneho kapa retazca

Styri vzorky 16G8 (&. 1, 4, 7 a 10) boli sekvenované v
obidvoch retazcoch. Reverzny retazec bol sekvenovany UGplne
prostrednictvom miest pre redtrikéné enzymy (3' - 5'; PvuIlI-XhoI)
pouZitim priméru FUCKSPR. Ukédzalo sa, ze vzorky &. 1 a4 maja
spravnu sekvenciu, pokial ide o vzorku ¢&. 7 nedo$lo k
sekvenovaniu a vzorka &. 10 mala z14 sekvenciu. Sekvencia forward
retazca wvzorky &. 1 a 4 bola stanovend pouzitim dvoch rdznych
primérov PTCSFOR a PTCSFWD. Skombinovanim sekvencii ziskanych
pou¥itim ka¥dého z primérov bola ziskand sekvencia s plnou dlZkou

-

5'-3; XhoI-Pvull).
Bolo =zistené, %e vo forward retazcoch existuje mala oblast

(prostrednictvom miest pre redtrikéné enzymy

kompresie, ktord nebola rozdtepend ktorymkolvek =z primérov, ani
pouzitim sekvenanej metddy, ktord takéto kompresie zmenSuje.
Reverzny retazec v8ak v tejto oblasti wykazoval sprévnu

sekvenciu. Obidve vzorky ¢. 1 a 4 mali spravnu sekvenciu. Pre
transfekciu cicavéich buniek bola zvolend vzorka &. 4.

Kotransfekcia buniek COS a CHO plazmidmi s JYahkym a taZkym
retazcom TM27

Ako recipientné bunky pre kotransfekciu plazmidov s Iahkym a
tazkym retazcom TM29 boli pouZité bunky COS-1 a CHO dhfr- DUX
Bl1l. Bunkovéa linia CHO DUX Bll bola ziskand do firmy Biogen Inc.
a pdvodne bola =ziskanéa Dr. Lawrencom Chaisinom (Columbia
University) . '

Pre transfekciu buniek C0S-1  bolo 5 mg kaZdého
neroz8tepeného plazmidu TM29 (TM29-4: pTCSLHuUV, __ _16GC,___-DHFR a
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TM29-26: pTCSLHuVHlsGCKapalNeoApa') precipitovanych v etanole a
resuspendovanych vo vode na koncentraciu 1 mg/ml. Plazmidy boli
pomocou elektroporécie kotransfekované do 3,8 x 10° buniek
pouZitim zariadenia BioRad Gene Pulser pri 250 V a 960 mFD.
Transfekované bunky boli resuspendované v Dubelccom modifikovanom
' Eaglovom medlu (DMEM) a potom kultlvovane 3 dni. “Kontrolné
vektorové plazmidy (pTCSLDHFRApa a pTCSLNeoApd ) boli pripravené
a kotransfekované podobne ako plazmidy TM29. Potom boli
transfekované bunky resuspendované a kultivované podobne ako
bunky COS transfekované TM29.

Pre transfekciu buniek CHO DUX bolo 5 mg kaZdého plazmidu
'TM29 (pozri vy&8ie) linearizovanych vidy Stepenim reStrik&nymi
enzymami AatII. Linedrne fragmenty boli vyzrazané v etanole
a resuspendované vo vode na koncentrdciu 1 mg/ml. Potom boli
plazmidy pomocou elektropordcie kotransfekované do 5 x 10° buniek
podobnym spdsobom, ako to bolo uvedené vyisie. Transfekované
bunky boli resuspendované v alfa minimdlnom esencidlnom médiu
(alfaMEM) doplnenom tymidinom, adenozinom a deoxyadenozinom
(neselektivne médium) a 3 dni kultivované. Kontrolné vektorové.
plazmidy (pozri vy&&ie) boli pripravené a kotransfekované podobne
ako plazmidy TM29. Potom boli transfekované bunky resuspendované
a kultivované podobne ako bunky COS transfekované TM29.

Analyza supernatantov TM29 transfektantov COS humannou IgG
ELISA

1lkapa

Po 3 diloch kultivicie sa zdali byt bunky COS transfekované
TM29 konfluentné. Preto bol supernatant odobrany a bunky boli
zahodené. Produkcia humdnneho IgG bunkami bola -stanovanad na
supernatante kultry pouZitim testu ELISA s huminnym I9G, , mpa”
Supernatant IgG bol zachyteny mySacou antihumannou IgG, Fc
protildtkou, ktorou bola potiahnutd 96-jamkovd miska. Detekcia
bola uskuto&iovand konjugdtom . chrenovej peroxiddzy s kozou

antihumannou Ig protilatkou a farba bola vyvinuta

kapa
o-fenyléndiaminom (OPD). Koncentrdcia IgG v supernatante boli

stanovené porovnanim merania optickej denzity s krivkou



73

zostrojenou pouzitim purifikovanej huménnej IgG,____ protiléatky so
znimou koncentriciou. Supernatant buniek COS transfekovanych TM29
poskytol koncentrdciu humdnneho IgG 201,3 ng/ml. Supernatant z
buniek COS transfekovanych kontrolnou DNA poskytol koncentraciu
humdnneho IgG 0 ng/ml.

'Selekcia buniek CHO transfekovanych TM29

Po 3 diloch kultivécie sa zdali byt bunky CHO transfekované
TM29 konfluentné. Preto bol k bunkdm pridany 0,25% trypsin (v
Hankovom vyvafenom so¥nom roztoku), aby doSslo k ich oddeleniu od
kultiva&nych baniek. Bunky boli zhromaZzdené, odstredené a bol
oddeleny supernatant. Bunkovd peleta bola resuspendovand v
selekénom médiu alfaMEM na koncentrdciu 2 x 10° buniek/ml a
suspenzia bola prenesend do 24-jamkovej misky v mnoZstvo 1
ml/jamka. Selekéné médium alfaMEM vykazovalo dvojitd selekénd

schopnost. Nemalo pridavky nukleotidov, nahradzovalo  FBS
dialyzovanym FBS (selekcia na DHFR™ v pTCSLHquapa16GCkapaDHFR a
pridévalo Geneticin (g-418) (selekcia na neo' v pTCSLHuUV _16-
GCkapalNeoApa'.- '

Analyza supernatantu buniek CHO transformovanych TM29 skaSkou

ELISA (IgG ) a prietokovou cytometriou

1kapa

Po 14 difloch v selek&nom médiu bol z kazdej jamky odobrany
supernatant buniek CHO transfekovanych TM29 a skGSany pouZitim
ELISA (Igleapa). Koncentricia humdnneho IgG v supernatantoch
buniek CHO transfekovanych TM29 leZala v rozmedzi od 144,6 do
291,9 ng/ml, pridom priemernid koncentrdcia bola 240,5 ng/ml.
Koncentrdcia humdnneho IgG v  supernatantoch buniek CHO

transfekovanych kontrolnou DNA bola 0 ng/ml.

Supernatanty z troch jamiek s bunkami CHO transfekovanymi
TM29, ktoré boli najvdésimi producentmi (2C3, 2C4, 2B6) a z
jednej jamky s bunkami CHO transfekovanymi kontrolnou DNA boli
tieZ podrobené prietokovej cytometrii. Tri vzorky TM29 (2C3, 2C4
a 2B6) farbili Jukartove bunky pozitivne (stredn& kandlikova
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fluorescencia le¥ala v rozmedzi od 186,61 do 290,01) a nefarbili
pozitivne bunky HPB (stredna kanilikovd fluorescencia lezala v
rozmedzi od 11,77 do 13,82). Kontrolnad vzorka, 3D4 nefarbila
pozitivne Jukartove bunky" (strednd kandlikovd fluorescencia

11,96) .

Klonovanie buniek CHO transfekovanfch TM29 metddou limitného

riedenia

Tri jamky obsahujfice bunky CHO transfekované TM29, ktoré
boli najv&&8imi producentmi (2C3, 291,93 ng/ml; 2C4, 289,7 ng/ml;
2B6, 289,5 ng/ml) boli zvolené pre klonovanie metddou limitného
riedenia. V pripade kaZde]j jamky bola koncentrdcia buniek
zriedend selek&ngym médiom alfaMEM a ziskané zriedené suspenzie s
koncentréciou 2 bunky/jamka, 1 bunka/jamka a 0,5 bunky/jamka boli
nanesené na 96-jamkové misky. 10 dni po klonovani bol rast
kolénii pozorovany v mnoZstve jamiek v kaZdej z misiek, kde bola
pouZitéd koncentrdcia 0,5 bunka/jamka pre vzorky 2C3, 2C4 a 2B6.
Preto boli supernatanty zo vSetkych jamiek zo vSetkych misiek s
koncentriciou 0,5 bunky/jamka spojené a podrobené skifke ELISA
(I9G_, .na) - Vietky jamky, ktoré vykazovali rast buniek boli pri
skiaske ELISA pozitivne. Celkovo 24 jamiek s najvacsimi
producentmi (10 Jjamiek z 2C3 a 14 jamiek z 2B6) bolo zvolenych
pre expanziu do 24-jamkovej misky a tieto bunky boli pestované az
do konfluencie. Z kaZdej z Jjamiek bol odobrany supernatant a ten
bol podrobeny skiSke ELISA (IgGikapa). Koncentrédcia huménneho IgG
le¥ala v rozmedzi od 0,7 mg/ml do 4,8 mg/ml, prilom priemernd
koncentrécia bola 2,9 mg/ml. Supernatanty zo 6 jamiek s klonmi
CHO transfekovanymi TM29, ktoré boli najvadéSimi producentmi, boli

skii$ané prietokovou cytometriou.

Tri jamky obsahujlce najvad&$ie producenty boli zvolené pre
nanadSanie na 96-jamkové misky pouZitim limitného riedenia: bunky
&. 1Bl (233,6 ng/ml), 1D6 (233,3 ng/ml), 2B2 (235,5 ng/ml) a 2C1
(236,0 ng/ml). Pre ka%dd jamku boli pouZité tri misky so
selektivnym médiom: 1 pri koncentrdcii 1 bunka/jamka a 2 pri
koncentrédcii 0,5 bunky/jamka. vVSetkych 6  vzoriek farbilo
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Jurkatove bunky pozitivne (strednd kandlikovad fluorescencia v
rozmedzi od 313,68 do 356,87) a nefarbilo pozitivne bunky HPB
(stredna kandlikova fluorescencia v rozmedzi od 7,59 do 8,16).
Vietkych 6 vzoriek bolo expandovanych do 25 cm? banky, zmrazenych
a uloZenych pod kvapalnym dusikom. Pre subklonovanie boli zvolené
tri = jamky s najva&3imi producentmi ~ (2C3-1G2, 2C3-2H10 a
2C3-2H2a) . | | | I

Jednd jamka s bunkami CHO transfekovanymi kontrolnou DNA
(3D4) bola pouZitd na klonovanie pomocou metody limitného
zriedenia, podobne ako to bolo uskutolnené s jamkami s TM29. Pri
zriedeni buniek na koncentriciu 10 x niZ&iu, ako je koncentracia
pofadovand, nebol 10 dni po klonovani pozorovany Ziadny rast
kolénii. Preto bola zo zmrazenej banky s 3D4 vytvorend Cerstva
kultéra. Klonovanie pomocou metddy limitného zriedenia bolo
opakované pouZitim tejto novej kultGry. Po 16 dfioch od klonovania
bolo 6 z najviac konfluentnych jamiek z misky s koncentraciou 0,5
bunky/jamka (1B5, 1Cil, 1D6, 2E7, 2F3 a 2F9) zvolenych pre
expanziu do 24-jamky. KaZd4 jamka bola potom expandovana do 25cm?
a potom do 75cm?® - banky, pridom v raste bolo pokraZované az do
konfluencie. Supernatant z kaZdej banky bol odobrany a skasany
pomocou IgG ELISA. Koncentricia humidnneho IgG bola 0 ng/ml.

lkapa

Ka¥d4d banka bola potom zmrazend a uloZend pod kvapalnym dusikom.

Expanzia kultir neklonovanych buniek CHO transfekovanych TM29 do

mierky prevalovanych flia$

Tri jamky obsahujlice bunky CHO transfekované TM29, ktoré
boli najv&&8imi producentmi (2C3, 291,9 ng/ml; 2C4, 289,7 ng/ml;
2B6, 289,5 ng/ml) boli tie% zvolené pre expanziu do 25cm® baniek,
ako neklonované kultdry. Tentoraz bola jedna néadobka s kaZdou z
kultGr TM29 (rovnako tak ako jedna nddobka s kultfirou buniek CHO
transfekovand kontrolnou DNA) zmrazend a uloZend pod _k&apaln?
dusik. Ka¥dd neklonovand kultira bola expandovand do 75cm® banky.
% jednej 75cm® banky z ka?dej kultdry bola kultira expandovanad
do troch 75cm® baniek, prifom sa koncentracia séra v alfaMEM
médiu zniZovala z 10 na 5 $. KaZda z 75cm® baniek, ako v pripade
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2C3, tak aj v pripade 2B6, Dbola expahdované do 2-litrovej
prevalovanej fla%e. Vetky tri 75cm® banky pre 2C4 boli zmrazené
a uskladnené pod kvapalnym dusikom. Ked uZ boli kultiry
v prevalovanych flaSiach, bola koncentréacia séra v médiu alfaMEM
opat zni%end z 5 $ na 1 %. Po 9 diioch v kultire vykazovali flaSe
2B6 kbnfluentny narast, zatiaI &o flaSe 2C3 vykazovali 1len asi
25% konfluenciu. Supernatanty zo vSetkych flia% 2B6 a 2C3 boli
odobrané 9, 14 a 16 defi a potom boli bunky zahodené. ZhromaZdené
supernatanty boli odstredené a uskladnené pri -20 ©°C. Alikvét
ka¥dého =z troch zozbieranych supernatantov pre 2B6 a 2C3 Dbol
skiSany pouZitim testu ELISA (huménny IgG ) . Celkové mnoZstvo

lkapa

humdnneho IgG v 2B6 bolo 820 mg v 2C3 1923 mg.

Subklonovanie klonov buniek CHO transfekovanych TM29 pouzitim

metddy limitného riedenia

Pre subklonovanie pomocou metddy limitného riedenia boli
vybrané tri jamky s klonmi buniek CHO transfekovanymi TM29
(2C3-1G2, 4,8 mg/ml; 2C3-2H2A, 4,1 mg/ml; 2C3-2G10, 4,0 mg/ml) .
14 dni po subklonovani bol pozorovany nédrast kolénii v mnoZstve
jamiek ka¥dej z misiek, kde bola pouZitd koncentracia 0,5
bunka/jamka pre vzorky 1G2, 2G10 a 2H2a. Preto boli supernatanty
z jamiek, v ktorych do3lo k rastu koldénii spojené a podrobené
testu ELISA (huménny Igleapa). VSetky jamky, ktoré vykazovali
rast buniek boli pri skGSke ELISA pozitivne, takZe G&innost
klonovania bola 100 %. Celkovo 24 jamiek s najvadSimi producentmi
(2 jamky z 2H2a, 5 jamiek z 2G10, 17 jamiek z 1G2) bolo zvolenych
pre expanziu do 24-jamkovej misky a tieto bunky boli pestované az
do konfluencie. Z kaZdej z jamiek bol odobrany supernatant a ten
bol podrobeny testu ELISA (humanny Igleapa). Koncentrécia
humédnneho IgG lefala v rozmedzi od 1,2 mg/ml do 9,2 mg/ml, pricom
priemerni koncentricia bola 4,2 mg/ml. Supernatanty zo 4 jamiek
so subklonmi CHO transfekovanymi TM29, ktoré boli najvacsimi
producentmi (2G5, 2H11, 1H6, 2E9), boli skGfané prietokovou
cytometriou. VSetky 4 vzorky farbili Jukartove bunky pozitivne
(stredna kanadlikova fluorescencia v rozmedzi od 211,51 do

292,45) a nefarbili pozitivne bunky HPB (strednd kanélikova
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fluorescencia v rozmedzi od 8,67 do 10,25).

pPriprava zdsobnych zmrazenych buniek, klonov buniek CHO

transfekovaného TM29

Ako klon buniek CHO transfekovanych. TM29 pre pripravu
zvoleny klon 2C3-1G2-1H6-2F5.

z&sobnych zmrazenych buniek bol
75cm?® banky do piatich 225cm®

Tento klon expandovany 2z jednej
sa ziskal dostato&ny polet buniek, ktory by sldZil

baniek, aby
vyskumu. Z&soba

ako zé&soba zmrazenych buniek pre ciele tohto
zmrazenych buniek bola pripravend podla SOP TMB1-001.00. Bunky

boli oSetrené trypsinom, odobrané z kaZdej z baniek a spojené.

Spojend bunkova suspenzia obsahovala 3,2 X 10> buniek s

Bolo pripravenych 72 nddobiek, z ktorych

)

Zivotaschopnostou 99 %.
ka¥da obsahovala 2 x 10 buniek v 1lml objeme. VSetky flastilky s

tymto klonom boli oznafené skratkou TM29-646-132.

Priklad 7

Porovnanie sekvencii CDR-3tepenych  protilatok TM29
s inymi oblastami zékladnej Struktlary

TH29 VK

1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVNYIYHYQQTPGRAPKLLIYYT 50
REI poy e e e _.-—-_-—_===.x==xQ—==QDIIxyL}" FA
16G8 ENVL====ATM=——=L=EX==HS = KSDA S == mee

HIC E"VIP'-==GT==L—=P"ER."'.”LS’:’S‘QHSSYI}.MKQQ‘mR‘mGA

51 SNLAPGVPSRFSGSGSGTDYT?TISSLQPEDIATYYCQQFTSSPFTFGQG 100

e et G e

101 TXIQIT 106

REI
16G8 w===E=X

=t

HIC ==VE=~X
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TM29 VH

1 EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGFTFSNFGHHWVRQAPGKGLEWVAY 50

KOL Q . ‘ I==SYA=Y I
16GB  Demmememommmcse L e G = RK e AR ' D 3
WEA | Qumomm Decmen L= EmmeGom Ammcmma e AND N LSF

51 ISSGSSTIYYADTLKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLRPEDTGVYFCARRG 100

KOL =HDDG=DQH===SV : D=
16G8 P ===T" S A=Y s=nexeme
WEA =GGSG= sV NB morem Som Y momene S mememe A secmcne s Y Y e s
101 EGAM DYWGQGTEVIVSS

KOL GHGFCSSASCFGP;===*=======~

16GB mommem S

WEA WLL D

TM29 so sekvenciami prvej verzie

T™™29.1 s-SS na AA (23-24) zmenami

™29.2 s S na P (75) zmenou

TM29.3 s GV/F na AM/Y (92-93/95) zmenami

Priklad 8
Scatchardova analyza TM29 mADb
Scatchardove analyzy protilétok TM29 a 16G8 boli uskutolnené

v troch nezédvislych experimentoch. V dalej uvedenej tabulke sG

zahrnuté hodnoty K_ stanovené pri kazdom z tychto experimentov.

Priklad ™29 K, (M) 16G8 K, (M)
1 1,45 x 10°° 2,86 x 10°°
2 1,65 x 10°° 2,65 x 10°°
3 1,15 x 10°° 2,44 x 10°°
Stred 1,42 x 10°° 2,65 x 10°°
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Priklad 9
Prehlad prdce na chimerickej TM29

Chimerika v bunkach COS a CHO

«+ cDNA oblasti V(D)J boli klonované -do expresnych vektorov
buniek CHO, pTCSLNeo (H) a pTCSLDHFR (k) v cDNA konfigurdcii.

* Expresné plazmidy boli kotransfekované do buniek COS a
CHO.

* Koncentrdcia Ab v supernatante buniek COS bola asi 35

ng/ml.

* Transfektanty buniek CHO boli analyzované (FACS a ELISA),
raz-klonované a amplifikované s MTX (20nM, 100nM a 500nM).

* Koncentrédcia protildtky z neamplifikovaného  klonu buniek
CHO bola asi 3 mikrogramy/ml; Jukartove ‘bunky boli farbené
pozitivne. Neamplifikované klony boli zmrazené v kvapalnom
dusiku.

Priklad 10
Expresia chimerickej 16G8 v bunkdch COS a CHO

Chimericka 16G8

KonStrukty Jahkého a  taZkého retazca obsahovali Gplnd
mySaciu oblast V s humdnnou kon$tantnou oblastou v rovnakych
expresnych vektoroch pouZitych pre CDR-Stepené konStrukty:
PTCSLDHFR védzba pTCSNeo vdzba - konStrukty vykazovali dvojita
selek&ni schopnost. |

Transfektanty buniek COS - asi 35 ng/ml.
Transfektanty buniek CHO - 16 pozitivnych jamiek/54 jamiek.
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ng/ml korekcia na objem
1Al 151,6
1A6 166,6
1B3 107,2
1B6 179,6
1D2 101,0
1D5 215,1 * 2,2 pg/ml
2A4 199,8
2B1 184,5
2B2 213,8 . * 2,1 pg/ml
2B4 130,6
2C2 119,6
2C6 214,4 * 2,1 pg/nml
2D3 216,6 % 2,2 pg/nl
2D6 139,7
3A1 198,7
3A2 172,2

vSetky expandované do 25cm® baniek.
* Uskutolnend prietokovad cytometria.
Priklad 11
PrehlYad préce na TM29

TM29
™29 v COS/CHO

* Bola pripravend <cDNA z CDR-Stepenych

oblasti V v

produkénej linii NSO, amplifikovand pomocou PCR a sekvenovani.

* Fragmenty DNA boli klonované do pTCSLNeo (H) a pTCSLDHFR
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(k) v cDNA konfigurdcii.
* Plazmidy boli kotransfekované do COS a CHO.
* Supernatant z buniek COS obsahoval asi 2 mikrogramy/ml Ab.
* Transfektanty buniek CHO vylufovali asi 3 mikrogramy/ml Ab
pred klonovanim a amplifikdciou, supernatant farbil Jukartove
bunky pozitivne. Po trojndsobnom klonovani bola z najlepSieho

neamplifikovaného producenta Ab vytvorend zasoba buniek.

*+ Linie buniek CHO boli amplifikované pri rdznej koncen-
tracii MTX.

Priklad 12

Porovnanie TM27L, TM27I a TM23 pri kompetetivnej
skiiSke 4H11-FITC

Expériment 1:

smernice TM23

______________ = 1,56
smernice TM27L
smernice TM23
______________ = 2,04
smernice TM27I1

Experiment 2:
smernice TM23
______________ = 1,82
smernice TM27L
smernice TM23
______________ = 2,44

smernice TM271

V porovnani s TM23 boli hodnoty ako pre TM27L, tak aj pre



TM271 menej ako trojnasobné.
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Priklad 13

TM27 metotrexdtovd amplifikécia

Produktivita (mikrogram/10€ buniek/deil)

Koncentricia metotrexdtu (nM)

c7

H9

* neposkytuje porovnanie medzi

nd = nemerané

*7/30
*7/22
7/6
6/25

6/18

*7/30
&7/22

6/25

6/18

27
3,5
2,6

22,7
3.9
L,5
1,8

20
nd
nd
nd
4,8
8,9

[

100
nd
19,2
nd
4,5
nd

nd
9,4
4,7

nd

10-200 20-200

nd 265,8
14,7 34,2
9,1 nd

nd nd

nd nd

nd  181,9
11,6 34,4
3,6‘ rd

nd nd
stanoveniami

Relativna hodnota v rémci jedného stanovenia

c?

H9

*7/30
*7/22
7/6
6/25
6/18

*7/30
*7/22
6/25

6/18

L I PR

IR

20
nd
nd
nd
2,4
3,0

nd
nd
1,2
0,8

100
nd
5,5
nd
2)3
nd

nd
2,4
3,1
nd

20-100 20-200

nd 9,8
4,2 9,8
3)5 nd
nd nd
nd nd
nd 3,0
3,0 8,8
2,4 nd
nd nd
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Status
0 20 100 20-100 20-200
Cc7 8/11 fn fn,s,sf4 fm fm fm,s*
H9 8/11 fn zahozeno fn,s, f2 £ fm,s*
KIG&
fm = jedna skimavka so zmesovou kultlirou bola zmrazena
s = subkultira pri jednom limitnom zriedeni
s* = prvé limitné riedenie prebiehalo
f# = jedna flaStifka z kaZdého poltu # jamiek bola zmrazend
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PATENTOVE NAROKY

1. Humanizovan& protildtka alebo jej védzbovy protein majici
aminokyselinovi sekvenciu, ktoréd zahrnuje vSetky oblasti CDR
alebo &ast oblasti CDR v podstate'odvbden?ch z monoklondlnej
protildtky, s vykazom 3Zpecificity vo&i vybranej subpopulécii
T-buniek exprimujdcich variabilni oblast beta retazca receptora
antigénu T-bunky Vbeta5.2 alebo Vbeta5.3, v spojeni s vybranymi
zvy8kami variabilnej z&kladnej Struktdry takisto odvodenymi z
tejto monoklondlnej protilétky, pridom tdto humanizovana
protildtka alebo jej vdzbovy protein je schopnd sa viazat k
vybranym subpopuldcidm T-buniek s vdzbovou afinitou, ktord je
prinajmenSom porovnéteIné s vdzbovou afinitou, ktord vykazuje
monoklondlna protildtka a prifom této humanizovand protilédtka
alebo jej viazbovy protein obsahuje aminokyselinovi sekvenciu TM27
vk

1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVII'ICSASQGISNYLN\WQQTPGKAPKLLIYY' 50
51 TSSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQYSXLPRTFGQ 100

101 GTKLQIT 107,

a dhlej_ obsahuje aminokyselinovi sekvenciu zvolenG zo sGboru
zahrnujiceho aminokyselinovi sekvenciu TM27 VH

1 QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFSLTAYGVNWVRQPPGRGLEWLGM 50
51 TWGDGNTDYNSALKSRVTMLKDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARCRY 100

101 TATLYAMDYWGQGSLVTVSS 120,

sekvenciu TM27 VH, kde aminokyselinovy 2zvySok 48 je nahradeny
izoleucinom (I), ‘
sekvenciu TM27 VH, kde aminokyselinové zvySky 78 a 79 st valin (V)
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a fenylalanin (F), |

sekvenciu TM27 VH,' kde aminokyselinové zvySky 67 aZ 70 majice.
sekvenciu VTML s nahradené sekvenciou LSIS a aminokyselinovy
zvy8ok 73 je asparagin (N) a

sekvenciu TM27 VH, kde aminokyselinovy zvySok 92 je arginin (R).

2. Humanizovana protilétké alebo jej vézbov? protein majici
aminokyselinovi sekvenciu, ktord zahrnuje v8etky oblasti CDR
alebo &ast oblasti CDR v podstate odvodenych =z monoklondlnej
protildtky, s vykazom Specificity vo&i vybranej subpopuldcii
T-buniek exprimujdcich variabilnd oblast beta retazca receptora
antigénu T-bunky Vbeta8.1, v spojeni s vybranymi zvySkami
variabilnej zdkladnej StruktGry takisto odvodenymi =z tejto
monoklonélnej protilédtky, pridom t&to humanizovand& protilétka
alebo jej védzbovy protein je schopnd sa viazat k vybranym
subpopulacidm T-buniek s védzbovou afinitou, ktord je prinajmenSom
porovnatelnd s vdzbovou afinitou, ktord vykazuje monoklondlna
protildtka a prifom tdto humanizovand protild&tka alebo jej
vdzbovy protein obsahuje aminokyselinovi sekvenciu TM29 Vk

I DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSYNYTYWYQQTPGKAPKLLIYYT 50
51 SNLAPGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQFTSSPFTFGQG 109

101 TKLQIT 106,

a dalej obsahuje aminokyselinovii sekvenciu zvolend zo stiboru
zahrnujlceho aminokyselinovi sekvenciu TM29 VH

l EVQLVESGGGWQPGRSLR.LSCSSSGFI'FSNFGE\H&WVRQAPGKGLEWVAY 50
51 ISSGSSTIY YADTLKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLRPEDTGWFCARRG 100

101 EGAMDYWGQGTPVYTVSS 1 17,

sekvenciu TM29 VH, kde aminokyselinové zvy8ky 23 a 24 s obidva
nahradené alaninovymi (A) zvySkami,
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sekvenciu TM29 VH, kde aminokyselinovy zvySok 75 je nahradeny
prolinom (P) a

sekvenciu TM29 VH, kde aminokyselinové zvySky 92 a 93 si
nahradené alaninom (A) a metioninom (M) a aminokyselinovy zvy&ok

95 je nahradeny tyrozinom (Y).

3. Humanizovand protildtka podla nédroku 1 alebo 2 vykazujtca
izotyp IgGa.

4. Humanizovand protildtka podla ndroku 3, v ktorej Jjeden
alebo viac zvy8kov v kondtantnych doménach Ig bolo zmenenych s

cieYom zmeny efektorovej funkcie tejto konStantnej domény.

5. Humanizovand protildtka alebo jej védzbovéd &ast podla-
niektorého z ndrokov 1 alebo 2 produkovand pomocou rekombinantnej
DNA technolégie.

6. Spdsob vyroby humanizovanej protilatky alebo jej
vdzbového proteinu podla niektorého z narokov 1 alebo 2, vy z -

nac¢ujldci sa tym Ze sa

a) izoluje prva sekvencia DNA kédujlca asponl jednu oblast
CDR v podstate odvodendi z anti-Vbeta5.2/Vbeta5.3 alebo
anti-Vbeta8.1l my38acej monoklondlnej protildtky majlicej Speci-
ficitu pre vybrani subpopuldciu T-buniek,

b) tdto prvad sekvencia DNA sa klonuje do vhodného vektora,
c) pomocou mutagenézy sa zavedi aminokyseliny vybranej
humannej zdkladnej Struktiry, pridom wvznikne 'CDR Stepeny

konstrukt,

d) hostitelskd bunka sa transformuje konStruktom zo stupiia
c) a

e) takto transformovand hostitelskd& bunka sa kultivuje s
cieYom produkcie humanizovanej protildtky alebo jej vdzbového
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proteinu.

7. Spdsob podla ndroku 6, vy znadujici sa tym,
Ye hostitelskd bunka je bunka CHO.

8. Humanizovand protildtka alebo jej vazbovy protein podla
niektorého z ndrokov 1 alebo 2 na pouZitie ako lie&ivo.

9. Farmaceuticky prostriedok, vy znadc¢ujiaci sa
t y m, fe obsahuje humanizovand protildtku alebo jej védzbovy
protein podYa niektorého =z ndrokov 1 alebo 2 v kombindcii s

farmaceuticky vhodnym excipientom.

10. Humanizovand protilédtka alebo jej vdzbovy protein podla
niektorého z ndrokov 1 alebo 2 na pouZitie ako lie&ivo Crohnovej
choroby.

11. Humanizovanad protildtka alebo jej védzbovy protein podla
niektorého 2z ndrokov 1 alebo 2 na poufitie ako 1liedivo

roztrisenej sklerdzy.

12. PouZitie humanizovanej protildtky alebo jej vézbového
proteinu podla niektorého z ndrokov 1 alebo 2 pri vyrobe lieCiva
na liecenie Crohnovej choroby.

13. PouZitie humanizovanej protildtky alebo jej vadzbového
proteinu podla niektorého z ndrokov 1 alebo 2 pri vyrobe liediva
na lielenie roztriasenej sklerdzy. '
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Stredna kandlikovd fluorescencia

Obr. 3

W ¥35 -9y

—— MYSACE  4H11
—+— TM27L/NSO

—=— TM270L/CHO

- My3act AH11
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Obr. 4

TM27 Scatchardova analyza - HPB-bunky
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@ TM27CHO 123

4 TM27NSO 82
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