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Opis wynalazku

Whynalazek dotyczy nowego przeciwciata formatu scFv, stanowigcego inhibitor biatka VEGF-C.
W szczegolnosci, przeciwciato wedtug wynalazku stanowi jednotaincuchowe fragmenty ludzkich prze-
ciwciat (scFv) wigzace sie z VEGF-C i neutralizujgce jego dziatanie. Wynalazek takze dotyczy zastoso-
wania tego inhibitora.

Stan techniki

Nowotwory sg jedng z gtdwnych przyczyn zgonéw na Swiecie. Skuteczna terapia, zwigzana
z chirurgicznym usunieciem czy tez naswietlaniem guzéw pierwotnych, jest czesto niemozliwa ze
wzgledu na migracje komoérek nowotworowych z pierwotnego srodowiska do innych narzadéw i tkanek
w organizmie. Do tworzenia przerzutéw nowotwory zto$liwe wykorzystujg zaréwno naczynia krwiono-
$ne, jak i limfatyczne (Bzowska M et al., Acta Biochim Pol 2013, 60(3): 263—-75). Do tej pory centrum
zainteresowania badaczy stanowito zjawisko angiogenezy, czyli powstawania nowych naczyn krwiono-
Snych. Stato sie ono gtéwnym celem terapii hamujgcych przerzutowanie nowotworéw, cho¢ ich skutecz-
no$¢ okazata sie mniejsza od spodziewanej. Jedng z wielu mozliwych przyczyn niepowodzenia tego
typu terapii jest zaniedbanie wptywu naczyn limfatycznych jako alternatywnej drogi ucieczki komoérek
nowotworowych z guza pierwotnego (Potente M et al. Cell 2011; 146(6): 873-87). Najbardziej obiecu-
jacy cel dla hamowania zjawiska limfangiogenezy stanowi blokada osi sygnatowej pomiedzy biatkiem
VEGF-C (ang. vascular endothelial growth factor C; czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego C)
a jego receptorami VEGFR-2 oraz VEGFR-3 (ang. vascular endothelial growth factor receptor; receptor
czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego) (Stacker SA et al. Nat Rev Cancer 2014; 14(3): 159-72).
VEGF-C nalezy do rodziny czynnikéw wzrostu srédbtonka naczyniowego, sktadajgcej sie z siedmiu bia-
fek: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F oraz PIGF (ang. placental growth factor,
fozyskowy czynnik wzrostu). Odkryte w 1996 roku biatko VEGF-C zostato opisane jako niekowalencyjny
homodimer, bedgcy ligandem dla VEGFR-2 i VEGFR-3 (Joukov V et al. EMBO J. 1996; 15(7): 290-
298), choé niektére doniesienia informujg réwniez o wystepowaniu kowalencyjnie potaczonych dimeréw
VEGF-C (Leppanen V-M et al. Proc. Natl Acad Sci USA 2009; 107(6): 2425—-2430). Jego powinowactwo
wzgledem receptoréw regulowane jest przez wielostopniowg obrébke proteolityczng, podczas ktdrej sita
oddziatywania kolejno powstajgcych form VEGF-C z VEGFR-3 wzrasta. Z kolei VEGFR-2 moze rozpo-
znawac tylko dojrzatg forme VEGF-C (Joukov V et al. EMBO J 1997; 16(13): 3898-3911). Sekwencje
dojrzatej formy ludzkiego i mysiego biatka VEGF-C réznig sie tylko dwoma resztami aminokwasowymi
(rekordy bazy danych UniProtKB/Swiss-Prot 0 numerach P97953 i P49767 odpowiednio dla mysiego
i ludzkiego VEGF-C). VEGFR-2 i VEGFR-3 to receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j, ktére w wy-
niku zwigzania liganda zostajg aktywowane — ulegajg dimeryzacji i wzajemnej fosforylacji domen cyto-
plazmatycznych (Joukov 1996, op. cit.). Pod wptywem oddziatywania VEGF-C z jego receptorami moze
dochodzi¢ do powstania jedynie homodimeréw VEGFR-3 lub heterodimeréw VEGFR-2/3 (Nilsson | et
al. EMBO J 2010; 29(8): 1377-88). Prawdopodobnie wazng role w osi sygnatowej pomiedzy VEGF-C
a jego receptorami odgrywajg réwniez nieposiadajace aktywnosci enzymatycznej neuropiliny, ktére pet-
nig funkcje koreceptoréw dla VEGFR-2 i VEGFR-3 (Karpéanen T et al. FASEB J 2006; 20(9): 1462-72).

VEGF-C pemi istotng role w limfangiogenezie, a zatem bierze udziat w wielu réznorodnych procesach
fizjologicznych i patologicznych takich jak np.: rozw6j ukfadu limfatycznego w trakcie embriogenezy, gojenie
ran, przewlekte stany zapalne, choroby autoimmunologiczne czy przerzutowanie nowotworéw (Chachaj A
i Szuba A [w:] Angiogenesis and Vascularisation Dulak J et al. (eds.); Springer Vienna 2013, pp. 27-66).
VEGF-C poprzez aktywacje VEGFR-3 stymuluje proliferacje oraz migracie komérek srédbtonka limfatycz-
nego, a takze dostarcza im sygnat przetrwania (Makinen T et al. EMBO J 2001; 20(17): 4762—-4773). Po-
nadto, chociaz gtébwnym pro-angiogennym czynnikiem pozostaje VEGF-A, VEGF-C takze moze stymulowaé
angiogeneze przez oddziatywanie z heterodimerami VEGFR-2/3 (Nilsson 2010, op. cit.).

Gtéwnymi czynnikami pro-limfangiogennymi o kluczowym znaczeniu w przerzutowaniu nowotworéw
sg biatka VEGF-C i VEGF-D, ktére indukujg powstawanie nowych naczyn limfatycznych w okolicy guza
przez aktywacje VEGFR-3 i koreceptora neuropiliny-2 (Karpanen 20086; op. cit.; Mandriota SJ et al. EMBO J
2001; 20(4): 672—-82; Chen Z et al. Cancer Res 2005; 65(19); 9004-9011; Xu Y et al. J Cell Biol 2010; 188(1):
115-30). W ten spos6b komoérki nowotworowe wydzielajgc VEGF-C zapewniajg sobie droge ucieczki do
pobliskiego wezta limfatycznego, z ktérego mogq rozprzestrzeniaé sie dalej zaréwno drogg limfatyczng, jak
i krwionosng (Stacker SA et al. Nat Rev Cancer 2002; 2(8): 573-583). Zasadnicza role VEGF-C
w limfangiogenezie zwigzanej z nowotworami potwierdzity eksperymenty in vivo, w ktérych zablokowanie
tego czynnika hamowato przerzutowanie komérek nowotworowych (Chen 2005; op. cit.; Wang F et al. Exp
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Ther Med 2010; 1(5): 899-904). Dlatego stat sie on interesujgcym celem potencjalnej terapii anty-limfangio-
gennej.

Jedng z intensywniej badanych strategii, majgcych na celu zahamowanie powstawania naczyn limfa-
tycznych w trakcie progresji nowotworéw, jest zastosowanie przeciwciat monoklonalnych specyficznych
wzgledem poszczegbinych czynnikéw biologicznych biorgcych udziat w limfangiogenezie. Za najbardziej
obiecujgcy cel tego typu terapii uznawane jest zablokowanie osi sygnatowej pomiedzy VEGF-C i VEGF-D
a receptorami VEGFR-2 i VEGFR-3. Zablokowanie $ciezki sygnatowej dla VEGF-C/VEGF-D i VEGFR-3
stanowi teoretycznie bezpieczne podejscie terapeutyczne, poniewaz nie powinno ono wptywac na istniejgce
juz naczynia limfatyczne (Chachaj i Szuba 2013, op. cit.). Badania in vivo zdajg sie potwierdzaé powyzsze
zatozenie, gdyz zablokowanie VEGFR-3 nie spowodowato zadnych ubocznych skutkéw dla wyksztatconych
wczesniej naczyn limfatycznych u dorostych myszy (Karpanen T et al. Am J Pathol 2006; 169(2): 708—718).
Warto jednak mie¢ na uwadze wptyw zahamowania limfangiogenezy na procesy gojenia ran czy regeneracji
tkanek (za Chachaj i Szuba 2013, op. cit.).

Inhibitory procesu przekazu sygnatu biologicznego przez 0$ VEGF-C — jego receptory sg znane ze
stanu techniki. Zgtoszenie PCT opublikowane jako WO2005112971 ujawnia metode hamowania procesu
angiogenezy i limfangiogenezy przez zaburzenie procesu dojrzewania biatek VEGF-C i VEGF-D. Z kolei
w opisie patentowym US20020164667 ujawniono sekwencje peptydéw zdolnych do wigzania sie z recepto-
rem VEGFR3 i hamowania jego aktywnosci biologicznej, w tym zdolnosci do wigzania biatka VEGF-C. Stan
techniki obejmuje takze czasteczki oddziatujgce z biatkiem VEGF-C. W szczeg6Inosci czgsteczkami tymi
moga by¢ inne biatka, np. rozpuszczalne receptory sVEGFR ujawnione w opisie patentowym
US20140057851. Do bialek oddziatujgcych z VEGF-C moga naleze¢ réwniez przeciwciata, a zwtaszcza
przeciwciata monoklonalne. Przeciwciato klasy IgG specyficzne wzgledem VEGF-C zostato ujawnione
w opisie patentowym US2011143428. W tabeli 1 przedstawiono znane ze stanu techniki przeciwciata mo-
noklonalne o zdolnosci do hamowania procesu limfangiogenezy. Potencjat terapeutyczny dwdéch z nich jest
oceniany w badaniach klinicznych. Przeciwciato IMC-35C, zapobiegajgce wigzaniu VEGF-C i VEGF-D do
VEGFR-3, w badaniach przedklinicznych w potgczeniu z chemioterapig pozwolito na zmniejszenie tempa
progresiji nowotwordw szyi i gtowy. Do préb klinicznych skierowane zostato réwniez przeciwciato VGX-100,
bedace inhibitorem VEGF-C, ktére w pofgczeniu z przeciwciatem anty-VEGF-A hamowato wzrost guzow
w modelach zwierzecych glejaka oraz nowotworéw prostaty i trzustki (za: Bzowska 2013, op. cit.). Zastoso-
wanie strategii uwzgledniajgcej jednoczesne wykorzystanie terapeutykéw o wtasciwosciach anty-angiogen-
nych i anty-limfangiogennych stanowi bardzo obiecujgce podej$cie, ktére moze poprawi¢ skuteczno$¢ sto-
sowanych obecnie terapii przeciwnowotworowych.

Tabela 1. Opracowane dotychczas przeciwciata monoklonalne jako potencjalne inhibitory limfangiogenezy
(Bzowska 2013, op. cit).

Cel Nazwa Opis Faza badawcza

IMC- ludzkie przeciweialo klasy IgG1; zapobiega

VEGEFR-3 faza 1
3C5  wiazaniu VEGF-C i VEGF-D do VEGFR-3 Az
VEGE-C VGX- ludzkic przeciwcialo, blo]f.;u_|c wigzanic faza 1
100 VEGF-C do VEGFR-2 i VEGFR-3
chimervezne przeciweialo klasy IgGl; hadania
VEGF-D VE199 . . y .
© blokuje wiazanie VEGF-D do VEGFR-3 przedkliniczne
zapobiega utworzeniu homodimerow
_ . VEGFR-3 oraz heterodimerow VEGFR-2/3, badania
VEGFR-3 2E11 . .. . ..
ale nie hamuje wigzania VEGF-C do przedkliniczne
VYEGFR-3
neuropilina- zapobisga wigzaniu VEGF-C do neuropiliny- badania
2 2 przedkliniczne

ludzkie scFv, hamuje wiazanie VEGF-C do

VEGF-C vez VEGFR-2 | VEGFR-3

badania in vitro

ludzki bispecyficzny dimer scEFv (ang.
VEGFR-2 diabody) skicrowany przeciwko VEGFR-2 i .
, - . . badania in vitro
i VEGFR-3 VEGFR-3; hamuje aktywacje ww.

receptorow
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Przeciwciata to czgsteczki o stosunkowo duzym rozmiarze, co moze ograniczac ich stosowanie
terapeutyczne (np. ze wzgledu na niskg penetracje tkanki nowotworowej). Ponadto produkcja przeciw-
ciat monoklonalnych jest kosztowna (m.in. wymaga stosowania hodowli komérek eukariotycznych).
Wad tych pozbawione sg przeciwciata jednotancuchowe (ang. single-chain variable fragment, scFv),
ktére sg ok. 6 razy mniejsze od przeciwciat klasy IgG oraz mogg byé wytwarzane z uzyciem prokario-
tycznych systeméw ekspresyjnych.

Ze stanu techniki znane sg przeciwciata scFv specyficznie oddziatujgce z biatkiem VEGF-C (Rin-
derknecht M et al. PLoS One 2010; 5(8): e11941). Opisane przeciwciata posiadajg jednak szereg ogra-
niczen. Biatko wykorzystane do selekcji przeciwciat scFv pochodzito z organizmu drozdzy, bowiem wy-
twarzane byto w uktadzie wykorzystujgcym komérki Pichia pastoris.

W zwigzku z tym biatko to charakteryzowato sie m.in. wzorem glikozylacji roznym od wystepujg-
cego w biatku VEGF-C obecnym w organizmach ssakéw. Co wiecej, nie zostata potwierdzona aktyw-
nos$¢ biologiczna biatka wykorzystanego do selekcji przeciwciat scFv. Ponadto, nie zostata ujawniona
réwniez aktywno$é biologiczna opisanych przeciwciat, a wiec nieznany jest ich wptyw na przekaz sy-
gnatu przez VEGF-C w uktadach biologicznych.

Celem wynalazku jest zapewnienie czgsteczek, ktére mogg stanowié wydajny i specyficzny inhi-
bitor ludzkiego i mysiego biatka VEGF-C. Dodatkowym celem wynalazku jest dostarczenie specyficz-
nego inhibitora procesu limfangiogenezy w postaci przeciwciata monoklonalnego formatu scFv hamu-
jacego aktywnos$é biologiczng biatka VEGF-C. Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie metody
wytwarzania substancji leczniczej zawierajgcej biatka wedtug wynalazku, stosowanej do leczenia cho-
réb zwigzanych z nieprawidtowg aktywnoscig biologiczng VEGF-C.

Istota wynalazku

Istotg wynalazku jest przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C, charakte-
ryzujgce sie tym, ze zawiera sekwencje aminokwasowg Sekw. nr 3 albo Sekw. nr 4.

Innym aspektem wynalazku jest przeciwciato formatu scFv jak okre$lone powyzej do stosowania
jako lek w zapobieganiu i/lub leczeniu choréb i/lub stanéw zwigzanych z nieprawidtowsg iloscig biatka
VEGF-C, w tym z dysfunkcjg procesu limfangiogenezy.

Korzystnie, gdy choroby i/lub stany wybrane sg z nastepujacej grupy: nowotwory przerzutujgce
przez naczynia limfatyczne, ostra biataczka szpikowa, ostra biataczka limfoblastyczna, miesak Ka-
posi’ego, nowotwory oporne na leczenie anty-VEGF-A, zanik kosci wywotany przez VEGF-C, degene-
racja plamki zottej zwigzana z wiekiem, retinopatia cukrzycowa, choroby zapalne zwigzane z nadmier-
nym poziomem VEGF-C, w tym: reumatoidalne zapalenie stawéw i tuszczyca.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadach realizacji nie ograniczajgc jego zakresu
oraz na rysunku, na ktérym:

fig. 1 ilustruje, ze wyselekcjonowane przeciwciata monoklonalne sg specyficzne zaréwno
wzgledem mysiego VEGF-C (A) jak i ludzkiego VEGF-C (B);

fig. 2 ilustruje wigzanie antygenu przez wybrane rozpuszczalne przeciwciata scFv anty-
VEGF-C;

fig. 3 ilustruje, ze przeciwciata 1F2, 1F5 oraz 1F6 sg specyficzne wytgcznie wzgledem
VEGF-C;

fig. 4 ilustruje aktywno$¢ biologiczng uzyskanych przeciwciat anty-VEGF-C analizowang

za pomocg testu tworzenia indukowanych przez VEGF-C tubuli na podtozu zawiera-
jacym matrigel;
fig. 5 ilustruje analize wptywu przeciwciat 1F2 i 1F5 na tworzenie indukowanych przez
VEGF-C wypustek w hodowli sferoidalnej komérek ihFEC (ang. immortalized human
Lymphatic Endothelial Cells, unieSmiertelnione ludzkie komoérki $rodbtonka naczyn
limfatycznych) A. Dla komérek inkubowanych z 1F2. B. Dla komérek inkubowanych
z 1F5. C. Dla komérek inkubowanych bez scFv. D. Analiza wptywu przeciwciat 1F2
i 1F5 na ilos¢ wypustek tworzonych przez komérki ihLEC po stymulacji VEGF-C.
E. Analiza wptywu przeciwciat 1F2 i 1F5 na dtugos$¢ wypustek tworzonych przez ko-
morki ihLEC po stymulaciji VEGF-C.
fig. 6 ilustruje sekwencje aminokwasowe przeciwciat wyodrebnionych z biblioteki fagemi-
dowej uzbieznione w postaci MSA (ang. Multi-Sequence Alignment).
Przyktad wykonania
Wyodrebnienie fagéw wykazujgcych ekspresje rekombinowanych przeciwciat monoklonalnych formatu
ScFv specyficznych wzgledem mysiego i ludzkiego biatka VEGF-C
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Do otrzymania przeciwciat wybrano metode ekspresji fagowej opartg o wykorzystanie fagemido-
wej biblioteki ludzkich rekombinowanych przeciwciat formatu scFv Tomlinson [+J. Wykorzystujgc poli-
klonalne fagi biblioteki przeprowadzono trzy rundy selekcyjne na immobilizowanym mysim biatku VEGF-C
wyprodukowanym przez ssacze komorki (antygenem byto wiec dojrzate rekombinowane biatko VEGF-
-Canac). Aktywno$¢ biologiczna biatka uzytego do selekcji zostata wezesniej potwierdzona metodami
opisanymi ponizej z wykorzystaniem hodowli komérek in vitro. W wyniku selekcji na antygenie uzyskano
fagi wykazujgce na swej powierzchni ekspresje przeciwciat zdolnych do wigzania mysiego rekombino-
wanego biatka VEGF-C (fig. 1A). Mimo, iz selekcje fagéw biblioteki przeprowadzono wykorzystujgc jako
antygen mysie biatko VEGF-C, potwierdzono, iz przeciwciata ulegajgce ekspresji na powierzchni wyod-
rebnionych fagéw wigzg réwniez ludzki VEGF-C (fig. 1B). Wyselekcjonowane przeciwciata sg zatem
specyficzne zaréwno wzgledem mysiego, jak i ludzkiego biatka VEGF-C.

Uzyskanie rozpuszczalnych przeciwciat formatu scFv wigzgcych mysi i ludzki VEGF-C

Przeciwciato ulegajgce ekspresji na powierzchni faga filamentowego nie jest rozpuszczalnym
biatkiem — jest ono produkowane jako biatko fuzyjne razem z biatkiem plll, strukturalnym biatkiem ptasz-
cza faga. W celu uzyskania ekspresji rozpuszczalnych przeciwciat scFv przeklonowano sekwencje ko-
dujgcg wybrane przeciwciato do wektora ekspresyjnego pETscFv. Ekspresje rozpuszczalnych przeciw-
ciat anty VEGF-C uzyskano w bakteriach E. coli Rosetta Blue. Przeciwciata izolowano z obszaru pery-
plazmatycznego bakterii i oczyszczano wykorzystujgc metode chromatografii powinowactwa z uzyciem
biatka A. Na fig. 2 przedstawiono wigzanie wybranych przeciwciat monoklonalnych formatu scFv do
antygenu.

Potwierdzenie specyficznosci wzgledem biatka VEGF-C

Poniewaz biatka nalezace do rodziny VEGF wykazujg duze podobienstwo w obrebie sekwencji
aminokwasowej, potwierdzono wykorzystujgc test ELISA, iz uzyskane przeciwciata 1F5, 1F6 i 1F2 roz-
poznaja i wigzg VEGF-C nie wykazujgc jednoczes$nie powinowactwa ani wzgledem VEGF-A ani wzgle-
dem VEGF-D (fig. 3).

Badanie aktywnosci biologicznej przeciwciat anty-VEGF-C

Uzyskane przeciwciata scFv 1F2, 1F5 i 1F6 zbadano réwniez pod kgtem aktywnosci biologicznej,
to znaczy sprawdzono czy sg one zdolne zahamowaé wywotanie efektéw wynikajacych z aktywac;ji
przez VEGF-C jego receptorow. W tym celu wykorzystano test tworzenia tubuli na podtozu zawieraja-
cym matrigel przez komorki ludzkiego srédbtonka naczyn limfatycznych (ang. immortalized human Lym-
phatic Endothelial Cells, ihLEC). Komorki ihLEC tworzg takie tubule tylko pod wptywem VEGF-C, zatem
jesli w obecnosci przeciwciata anty-VEGF-C nie obserwujemy tworzenia indukowanych przez VEGF-C
tubuli lub jesli proces ten jest zaburzony, mozna wnioskowag, iz obnizona jest zdolno$é VEGF-C do
aktywaciji jego receptora/receptorow.

Zaobserwowano, iz w obecno$ci przeciwciat scFv 1F2 lub 1F5 proces ten jest zaburzony (fig. 4),
co moze wskazywag, iz w obecnosci tego przeciwciata nie dochodzi do aktywacji receptoréw dla VEGF-C.

Biologiczng aktywno$¢ wyodrebnionych przeciwciat formatu scFv specyficznych wzgledem
VEGF-C badano réwniez za pomocg testu tworzenia wypustek z hodowli sferoidalnych. Test tworzenia
wypustek z hodowli sferoidalnych komoérek $rédbtfonka naczyn krwiono$nych lub limfatycznych zawie-
szonych w kolagenie, to jedna z najpowszechniej uzywanych metod do oceny réznicowania srodbtonka
i powstawania kapilar. Pod wptywem substancji stymulujacych wzrost naczyn, z agregatow komérko-
wych powstajg wypustki, co przypomina angiogeneze lub limfangiogeneze in vivo. Wyniki przeprowa-
dzonych badan pokazaty, iz przeciwciata 1F2 oraz 1F5 obnizajg zaréwno ilos¢, jak i dlugo$é wypustek
tworzonych przez komoérki ihLEC w obecnosci VEGF-C, co wskazuje na blokowanie aktywnosci biolo-
gicznej VEGF-C przez te przeciwciata.

Uzyskanie sekwencji przeciwciat formatu scFv wigzgcych mysi i ludzki VEGF-C

Wektory fagemidowe pIT2 kodujgce przeciwciata prezentowane na powierzchni wyodrebnionych
fagéw zostaty poddane sekwencjonowaniu w celu uzyskania sekwencji aminokwasowej kodowanych
przeciwciat. Otrzymane sekwencje zostaty nastepnie uzbieznione w postaci MSA (ang. Multi-Sequence
Alignment) i przedstawione na fig. 6. W ich obrebie mozna wyrézni¢ regiony CDR, ktére odpowiadajg
za wigzanie sekwencji biatkowej do antygenu.

Poszczegdline regiony CDR w sekwencji przeciwciat mogg by¢ traktowane jako fragmenty wy-
mienne. Ponadto, powyzsze sekwencje zawierajgce fragmenty fancucha ciezkiego oraz fragmenty tan-
cucha lekkiego mogg byé poddane dalszej optymalizacji; w szczegélnosci, mozna je doprowadzi¢ do
postaci pojedynczego fancucha ciezkiego (ang. camelid heavy chain antibodies), ktéra charakteryzuje
naturalnie wystepujgce immunoproteiny (Hamers-Casterman et al. Nature 1993; 363: 446-448),



6 PL 234 874 B1

(Muyldermans S and Lauwereys M. J Mol Recognit 1999; 12: 131-140). W takim przypadku do wigzania
antygenu nie jest konieczna cata sekwencja biatkowa stanowigca przeciwciato scFv, a jedynie jej frag-
ment (stanowigcy pojedynczy tafcuch). Tym samym uzycie takiego fragmentu bedzie wystarczajace dla
zachowania zdolnosci sekwencji biatkowej do wigzania antygenu. Zastosowanie takiej strategii optyma-
lizacyjnej wzgledem przeciwciat formatu scFv jest znane z literatury (Rinderknecht M et al., op. cit.).

Wyselekcjonowane przeciwciata monoklonalne sg specyficzne zaréwno wzgledem mysiego, jak
i ludzkiego VEGF-C, jak przestawiono odpowiednio na fig. 1A i 1B. Analize przeprowadzono wykorzy-
stujgc test ELISA. Ptytki optaszczone antygenami (mysim lub ludzkim VEGF-C) inkubowano z wyodreb-
nionymi fagami i fagiem niewigzgcym VEGF-C, kontrola negatywna kn. Uzyskany wynik potwierdza, ze
1) przeciwciata sg zdolne do rozpoznania i specyficznego wigzania mysiego biatka VEGF-C i ludzkiego
biatka VEGF-C oraz 2) przeciwciata mogg by¢ stosowane do wykrywania VEGF-C zaréwno w prébkach
mysich, jak i w materiale ludzkim.

Wigzanie antygenu przez wybrane rozpuszczalne przeciwciata scFv anty-VEGF-C ilustruje fig. 2.
Analize przeprowadzono stosujgc test ELISA. Ekspresje przeciwciat anty-VEGF-C uzyskano w bakte-
riach E. coli Rosetta blue. Przeciwciata izolowano z obszaru peryplazmatycznego bakterii. Przeciwciata
wigzano do antygenu immobilizowanego do ptytki przeznaczonej do testéw ELISA. Detekcji scFv zwia-
zanych do antygenu dokonano wykorzystujgc roztwor biatka L-HRP (biatko L znakowane peroksydazg
chrzanowg), poniewaz wigze sie ono z fancuchem lekkim scFv. kn oznacza przeciwciato niespecyficzne
wzgledem VEGF-C. Uzyskany wynik potwierdza, ze do wigzania biatka VEGF-C sg zdolne nie tylko
przeciwciata ulegajgce ekspresji na powierzchni wyselekcjonowanych fagéw, ale réwniez odpowiada-
jgce im rozpuszczalne przeciwciata, ktére wyprodukowano wykorzystujgc bakteryjny system ekspresji
oparty o wektor pETscFv.

Wybrane przeciwciata 1F2, 1F5 oraz 1F6 zostaty zbadane pod katem specyficznosci oddziaty-
wania z VEGF-C (fig. 3). Analize przeprowadzono z zastosowaniem testu ELISA. Ptytke pokryto biat-
kiem VEGF-C, VEGF-A i VEGF-D w stezeniu 2 ng/ml. Wszystkie przeciwciata rozcienczono do stezenia
5 ug/ml w buforze PBS zawierajgcym 3% albuminy wotowej. Detekcji scFv zwigzanych do antygenu
dokonano za pomocg biatka L-HRP. K — kontrolne przeciwciata scFv specyficzne dla biatka innego niz
VEGF-C. Uzyskany wynik potwierdza, ze otrzymane przeciwciata scFv sg specyficzne wytacznie wzgle-
dem biatka VEGF-C. Biatko VEGF-C jest bardzo podobne do innych biatek rodziny VEGF (na przyktad
do VEGF-A lub VEGF-D), a zatem przeciwciata te sg bardzo cennym narzedziem stuzgcym do specy-
ficznej detekcji i wybidérczego wigzania VEGF-C.

Analiza aktywnosci biologicznej przeciwciat anty-VEGF-C bedgcych przedmiotem wynalazku, wy-
konana za pomocg testu tworzenia tubuli indukowanych przez VEGF-C na podiozu zawierajgcym ma-
trigel, zostata zilustrowana na fig. 4. Komorki ludzkiego $réodbtonka naczyn krwiono$nych ihLEC wysiano
na ptytki z podtozem matrigel i hodowano: w pozywce EGM2, w pozywce z VEGF-C o stezeniu
100 ng/ml lub odpowiednio w pozywce z VEGF-C i przeciwciatami 1F2, 1F5 lub 1F6 (8 png/ml). Po upty-
wie 48 godz. oceniano ilo$¢ tubuli obecnych na powierzchni matrigelu.

Wyniki przeprowadzonego testu przedstawiono na fig. 4. Na ptytkach, na ktérych prowadzono
hodowle z przeciwciatami 1F5 (fig. 4C) oraz 1F2 (fig. 4E) uzyskano wyniki zblizone do kontroli negatyw-
nej — bez VEGF-C (fig. 4A). Natomiast na ptytce, na ktérej prowadzono hodowle z przeciwciatami 1F6
(fig. 4D) uzyskano wyniki zblizone do kontroli pozytywnej — zawierajacej VEGF-C (fig. 4B).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze specyficzne dla VEGF-C przeciwciata 1F2 oraz 1F5 sg w stanie
hamowac¢ aktywno$é biologiczng biatka VEGF-C, a tym samym dziafajg jak jego inhibitor. Z kolei uzyte
w tym samym stezeniu przeciwciato 1F6, ktére rowniez wydajnie wigze VEGF-C, nie jest w stanie ha-
mowac¢ aktywnosci biologicznej tego biatka.

VEGF-C jest biatkiem, ktére pobudza procesy migracji i proliferacji komoérek, niezbedne dla pro-
cesu powstawania nowych naczyn limfatycznych. Takie dziatanie VEGF-C mozliwe jest po zwigzaniu
sie tego biatka do receptora VEGFR2 lub VEGFR3 obecnego na komoérkach srédbtonka limfatycznego.
Jesli oddziatywanie VEGF-C z jego receptorem zostanie zaburzone, na przyktad w wyniku zwigzania
VEGF-C przez specyficzne przeciwciato scFv, to nie dojdzie do pobudzenia proceséw biochemicznych
prowadzacych do stymulacji procesu limfangiogenezy, nie powstang zatem nowe naczynia limfatyczne.
Przeciwciata 1F2 i 1F5, dzieki silnemu oddziatywaniu z VEGF-C, sg zdolne do zablokowania jego ak-
tywnosci prolimfangiogennej i dziatajg jak inhibitory VEGF-C, co pokazano w tescie tworzenia tubuli na
podtozu zawierajgcym matrigel.

Analize wptywu przeciwciat 1F2 i 1F5 na tworzenie indukowanych przez VEGF-C wypustek
w hodowli sferoidalnej komérek ihLEC zilustrowano na fig. 5. Do hodowli sferoidalnych komérek hLEC
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dodawano przeciwciata anty-VEGF-C (1F2 lub 1F5) w stezeniu 8 pg/ml lub sam bufor, w ktérym zawie-
szone byty przeciwciata (kontrola bez scFv), a nastepnie VEGF-C o stezeniu 100 ng/ml. Po 24 godz.
wykonano zdjecia hodowli sferoidalnych i analizowano pod wzgledem liczby (fig. 5D) i dtugo$ci wypu-
stek w przeliczeniu na jedng sferke (fig. 5E).

Test ten zastosowano, aby dodatkowo potwierdzi¢, iz uzyskane przeciwciata 1F2 i 1F5 blokujg
oddziatywanie VEGF-C z jego receptorami, a tym samym blokujg prolimfangiogenne wiasciwosci
VEGF-C. W obecnosci tych przeciwciat scFv obserwowano tworzenie mniejszej ilosci wypustek przez
stymulowane VEGF-C komérki hLEC w hodowli sferoidalne;.

Sekwencje przeciwciat (fig. 6) zostaty ustalone za pomocg sekwencjonowania wektoréw fagemi-
dowych. Jako matryce do sekwencjonowania wykorzystano wyizolowane z bakterii TOP10 fagemidy
plT2 zawierajgce sekwencje poszczegbinych wyselekcjonowanych przeciwciat. W procesie sekwencjo-
nowania wykorzystano startery LMB3 (5° CAG GAA ACA GCT ATG AC 3)) i pHEN (5’ CTA TGC GGC
CCC ATT CA 3. Do analiz uzyskanych sekwencji wykorzystano programy znajdujgce sie na platformie
internetowej Mobyle@Pasteur (revseq, transeq, needle), ClustalX oraz Jalview.



PL 234 874 B1

Sekwencije:
Sekwencija nr la:
>1F2_CDRH2
SIQAAGPTTD
Sekwencja nr lb:
>1F2_CDRH3
ADWEF
Sekwencija nr lc:
>1F2_CDRLZ
GASV
Sekwencja nr 1d:
>1F2_CDRL3
ALRVFES

Sekwencja nr Za:
>1F5_CDRHZ
SILDHGOGTQ
Sekwencja nr 2b:
>1F5_CDRH3
EGTML

Sekwencja nr 2c:
>1F5_CDRLZ

RASR

Sekwencja nr 2d:
>1FS_CDRL3
LRASPR

Sekwencija nr 3:

>1F2
MKYLLPTAARAGLLLLAAQPAMAEVOLLESGGGLVQFPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVYR
QAPGKGLEWVS3IQAAGPTTDYADSVKGRETI SRDNSKNTLYLOMN SLRAEDTAVYYCAK
ADWEFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGEGGESGGGGESTDIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRAS
O5TISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYGASVLOSGVPTRESGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATY
YCQQALRVPSTFGQGTKVEI KRAARHHHEHHH

Sekwencja nr 4:

>1F5
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVOLLESGGGLVOFGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYR
QAPGKGLEWVSSILDHGOGTQYADSVKGRFTI SRDNSKNT LY LQMN SLRAEDTAVY YCAK
EGTMLDYWGQGTLVTVS3GGGGE3GGGGSGGGG3TDIOMTOSPSSL3ASVGDRVT ITCRAS
OS5 IS SYLNWYQOKPGKAPKLLI YRASRLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YCQOLRASPRTFGOGTKVEIKRARRHHHHHHE
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Zastrzezenia patentowe

. Przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C, znamienne tym, ze zawiera

sekwencje aminokwasowg Sekw. nr 3 albo Sekw. nr 4.

Przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C, jak okre$lone w zastrz. 1 do
stosowania jako lek w zapobieganiu i/lub leczeniu choréb i/lub stanéw zwigzanych z nieprawi-
dtowg iloscig biatka VEGF-C, w tym z dysfunkcjg procesu limfangiogenezy.

Przeciwciato formatu scFv, stanowigce inhibitor biatka VEGF-C do stosowania wediug zastrz. 2,
znamienne tym, ze choroby i/lub stany wybrane sg z nastepujgcej grupy: nowotwory prze-
rzutujgce przez naczynia limfatyczne, ostra biataczka szpikowa, ostra biataczka limfobla-
styczna, miesak Kaposi'ego, nowotwory oporne na leczenie anty-VEGF-A, zanik kosci wywo-
tany przez VEGF-C, degeneracja plamki zéttej zwigzana z wiekiem, retinopatia cukrzycowa,
choroby zapalne zwigzane z nadmiernym poziomem VEGF-C, w tym: reumatoidalne zapale-
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D. VEGF-C + scFv 1F6
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