RO 114980 B1

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTH SI MARCI
Bucuresti

(12)

ROMANIA

(11 Nr. brevet: 114980 B1
s1 Int.CL.EC 12 P 21/08;
C12N15/13; AB61 K 39/395:

BREVET DE INVENTIE

Hotarérea de acordare a brevetului de inventie poate fi revocata
in termen de 6 luni de la data publicarii

(21) Nr. cerere: 148283
(22) Data de depozit: 21.12.1990

(30) Prioritate:  21.12.1989 GB 8928874.0;

{41) Data publicarii cererii:
BOPI nr.

{42) Data publicarii hotdrarii de acordare a brevetului:
30.09.1999 BOP! nr. 9/198989

(45) Data eliberarii si publicarii brevetului:
BOPI nr.

(61) Perfectionare la brevet:
Nr.

(62) Divizata din cererea:
Nr.

(86) Cerere internationala PCT:
Nr. GB 90 / 02015 21.12.1990

(87) Publicare internationala:
Nr. WO 91/09966 11.07.1991

(56} Documente din stadiut tehnicii:
PCT/GB85/00392; EP-A-0239400

{71) Solicitant:
(73) Titular:

(72) Inventatori:

(74) Mandatar:
TEHNOLOGIE) BUCURESTI

ORTHO PHARMACEUTICAL CORPORATION, RARITAN, US;

ORTHO PHARMACEUTICAL CORPORATION, RARITAN, US;

JOLLIFFE LINDA KAY, SOMERVILLE, US; ZIVIN ROBERT ALLAN, LAWRENCEVILLE,
US; PULITO VIRGINIA LEE, FLEMINGTON, US; ADAIR JOHN ROBERT, HIGH
WYCOMBE, BUCKINGHAMSHIRE, GB; ATHWAL DILJEET SINGH, LONDRA, GB;

ROMINVENT S.A. (AGENTIE PENTRU BREVETE, DESENE, MARCI St TRANSFER

sas MOLECULA ANTICORP CAPABILA SA SE LEGE LA ANTIGENA
CD4, SECVENTA DE NUCLEOTIDE, PROCEDEU DE PREPARARE SI
METODA DE TRATAMENT
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se lege la antigena CD,, conform inventiei,
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cadru sunt derivate predominant de la un
anticorp uman (acceptor) si cel putin
reziduurile 23, 24, 26 pana la 35, 49 pana
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de numerotare Kabat, corespund reziduurilor
echivalente dintr-un al doilea anticorp OKT4A
monoclonal de soarece (donor), asa cum se
arata in fig.3, iar in domeniul variabil al
numitei catene scurte compozite, regiunile
cadru sunt derivate predominant dintr-un
anticorp uman (acceptor) si cel putin
reziduurile 24 pana la 34, 49 péana la 56 si
89 pana la 97, conform cu sistemul de
numerotare Kabat, corespund reziduurilor
echivalente  dintr-un  anticorp  OKT4A
monoclonal de soarece (donor], asa cum se
arata in fig.4. Secventa de nuclectide codifica

0 catend de anticorp compozitd, asa cum
aceasta este definitd mai inainte si este
prezentatd n fig.1 si 2. Procedeu!l pentru
prepararea moleculei anticorp, capabile s3 se
lege la antigena CD,, in conformitate cu
prezenta inventie, cuprinde: a) furnizarea unei
prime secvente ADN, care codificd o catena
lungd compozitd, asa cum aceasta este
definitd mai sus sau o catend scurtd
compozitd, de asemenea asa cum aceasta
este definitd mai sus, sub controlul
elementelor corespunz&toare din partea
superioara si inferioard; b) transformarea
celulei gazdad cu prima secventd ADN; si c)
cultivarea celulei gazdd transformate astfel
incat s& se producd o moleculd anticorp,
conform cu cele prezentate mai sus.
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Prezenta inventie se refera la o moleculd de anticorp, capabild sa se lege la
antigena CD4, la secventa de nuclectide care o codificd precum si la procedeul de
preparare si metoda de tratament cu aceastd moleculd de anticorp.

In prezenta descriere, termenul de “lg” este utilizat pentru imunoglobulinele
naturale.

Imunoglobulinele naturale sunt cunoscute de mai multi ani si cuprind o moleculad
generald in forma de Y avand o portiune de legaturd antigenica catre capatul fiecarui
brat superior. Partea ramasa din structura, si in special, tulpina de la Y, mediaza de
exemplu Fab, (Fab’)2, Fv si Fc ca fragmente care pot fi derivate prin clivaj enzimatic.

lgs naturale cuprind catene lungi si catene scurte, capetele N-terminale ale
fiecarei perechi de catene lungi si scurte fiind asociate si formand portiunile de legaturs
antigenica. Capetele terminale C ale catenelor lungi sunt asociate pentru a forma
portiunea Fc.

Denumirile de reziduuri pentru catenele lungi si scurte, date in prezenta descriere
de inventie si revendicari, sunt in conformitate cu schema de numerotare Kabat. Astfel,
denumirile de reziduuri nu corespund totdeauna direct cu numerotarea lineara a
reziduurilor de aminoacizi. Secventa actuald lineara de aminoacizi poate contine reziduuri
mai putine sau reziduuri de aminoacizi aditionale fata de stricta numerotare Kabat,
aratand astfel ca acestea au fost inserate sau distruse. Aceste insertii sau distrugeri pot
fi prezente oriunde in aceste catene. Numerotarea corectd a reziduurilor poate fi
determinatd pentru Ig dat prin aliniere la regiunile de homologie ale secventei Ig cu
secventa de numerotare standard Kabat.

Aceasta s-a determinat dintr-un studiu al secventelor de aminoacizi al unui mare
numar de Igs ca domenii variabile care sunt localizate la capetele N-terminale ale
catenelor pentru ambele catene lungi si scurte contindnd trei regiuni in care secventa
de aminoacid este hipervariabila. Aceste regiuni hipervariabile sunt flancate pe fiecare
parte prin regiuni care variaza mai putin substantial in secventd. S-a ajuns la concluzia
ca regiunile hipervariabile sunt cuprinse in legatura antigen.

Mult mai recent, studiile structurale utilizdnd raze X cristalografice si modele
moleculare au definit trei regiuni in domenii variabile pentru fiecare din aceste catene
lungi si scurte, care par a fi incluse in legatura antigenica. Aceste trei regiuni se refera
in general la regiuni de determinare a complementaritatii (CDRs). CDRs sunt definite la
un loc prin regiunile rémase la domeniile variabile pentru a forma cel putin partea de
legaturad antigenica. Aceste regiuni rdmase sunt in general referitoare la regiunile cadru.

Este de apreciat ca unii lucrdtori in domeniu, si in special Kabat, s-au referit la
regiunile hipervariabile ca fiind CDRs. Pentru scopul claritatii, termenul de “regiune
hipervariabild” se utilizeazd numai pentru a descrie regiunile de legdtura antigenica
determinate prin analiza structurala.

O comparatie a regiunilor hipervariabile, asa cum s-a determinat prin analiza
secventei si CORs si asa cum s-a determinat prin studii structurale, arata ca exista o
oarecare corespondentd, dar nu completd, intre aceste regiuni.

In prezenta descriere de inventie termenul de “anticorp” se utilizeaza pentru a
descrie Igs sau fragmentele acestuia, a monomerilor cu catene lungi sau scurte sau
dimerii si anticorpii cu catena simpld, cum ar fi de exemplu o simpla catena Pvs in care
catena lungd si scurtd din domeniile variabile sunt legate prin linkeri de peptide daca
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tehnologia ADN recombinat produs sau natural sau altfel, prevede ca anticorpul s
includa cel putin o parte de legaturd antigenica. Partea rémasé& din anticorp nu este
necesar sa cuprindd numai secventele proteine derivate de la Ig. De exemplu, o gena
poate fi construita din secventa de ADN codificatd partial la catena Ig umana este
fuzionats la secventa de ADN codificatd la secventa de aminoacid a polipeptidei efectoare
sau moleculei reportoare. Astfel, “anticorpul” cuprinde anticorpii hibrizi (vezi mai jos).

Prescurtarea “Mab” este utilizatd pentru a indica anticorpul monaoclonal asa cum
este produs prin hibridoma sau prin linia celulara derivata.

Termenul de “anticorp recombinant” este utilizat pentru a descrie un anticorp
produs printr-un procedeu, incluzénd utilizarea tehnologiei recombinante a ADN.

Termenul de “anticorp chimeric” este utilizat pentru a descrie un anticorp in care
domeniile variabile, ca un intreg, sunt derivate din anticorp, de la specii de mamifere si
au fost fuzionate in cel putin un domeniu constant din anticorp din diferite specii de
mamifere.

Termenul de “anticorp hibrid” este utilizat pentru a descrie o proteind care
cuprinde cel putin o portiune de legatura antigenicd a Ig atasatd la polipeptida de
legatura, la cel putin o parte din proteina. Este de apreciat ca& anumite persoane care
lucreaza In domeniu pot utiliza termenul de “chimeric” pentru a descrie astfel de
constructii, dar in prezenta specificatie, astfel de constructii se refera la anticorpi hibrizi,
si termenul de anticorpi chimerici este utilizat in acelasi sens cum s-a definit mai sus.

Termenul de “anticorp grefat pe CDR” este utilizat pentru a descrie un anticorp
avand cel putin unul, doi sau trei din CDRs intr-unul sau in ambele domenii variabile
derivate de la un anticorp din prima specie, partile ramase derivate de Ig ale anticorpului
find derivate de la unul sau de la mai multi anticorpi diferiti. Domeniile variabile pot fi
realizate prin utilizarea unei tehnologii recombinante a ADN-ului sau prin sinteza de
polipeptide.

Termenul de “vector de exprimare” include vectorii care sunt capabili de exprimare
a secventelor de ADN continénd in ei de exemplu secvente codificate care sunt operabil
unite la alte secvente capabile de efectuare a exprimarii acestora. Un element uzual, dar
nu totdeauna necesar (de exemplu celulele de insecte) al unui vector de exprimare
efectiva este un marker cu secventa codificatad ca de exemplu o secventd codificata, o
secventa de vector care rezultd intr-o proprietate fenotipica (de exemplu rezistenta la
neomicind, rezistenta la sulfoximina metioninica sau prototrofia triptofanului) a celulelor
care contin proteina, si permit acestor celule sa fie real identificate. Pe scurt, termenul
de “vector de exprimare” este dat ca definitie functionala, si orice secventd de ADN este
capabila de efectuare a exprimarii unui cod specificat continut de ADN, astfel ca sa fie
aplicat la secvente specificate. Astfel de vectori sunt frecvent, in forma de plasmide. O
astfel de “plasmida” si “vector de exprimare” sunt adesea utilizati interschimbabili. Tatusi,
inventia de fata intentioneaza sa includa astfel de forme de exprimare a vectorilor care
servesc ca functii echivalente si care pot, din timp in timp, sa@ devind cunoscute in
literatura de specialitate, incluzand retrovirusurile, in sistemele vitro si altele
asemanatoare.

Asa cum s-a mentionat mai inainte, secventele de ADN vor fi exprimate in celule
gazda dupa ce secventele au fost operabil unite la (de exemplu pozitionate pentru a
asigura functionarea lor) secventa control de exprimare. Acesti vectori de exprimare sunt

50

60

(o
&

70

-~
w

90



95

100

105

110

115

120

125

130

135

RO 114980 B1

tipic replicabili in organismele gazd3, fie ca epizomi sau ca parte integrala a ADN-ului
gazda cromozomiala. '

Termenul de “celule gazdd recombinante” se referd la celulele care au fost
transformate cu vectorii construiti, utilizandu-se tehnici de recombinare a ADN-ului.
Datorita acestei transformari, celula gazdé este capabila de a produce produsul dorit in
cantitatile utilizate, mai degraba decat in cantitati mai mici sau mai comune: in cantitati
mai mici decét cele detectabile sau comune, asa cum este de asteptat sa se produca
prin gazda netrasformata.

In descrierea procedeulu pentru izolarea anticorpilor din gazdele recombinante,
termenul de “celuld” si “culturd de celuld” se utilizeaza interschimbabil pentru a ar&ta
sursa de anticorpi mai ales dacd nu este clar specificat. Cu alte cuvinte, recuperarea
unui anticorp din “celule” poate insemna fie prin indepartatea celulei intreg, fie izolarea
din cultura celulara care contine atat mediul cat si celulele suspendate sau aditional, asa
cum este posibil in cazul liniei celulare mieloma din cultura de ascite.

lgs naturali au fost utilizati in analiza de diagnoza si, pana la o extindere mult mai
limitatd, in terapie. Cu toate acestea, astfel de utilizari, in special, au fost impiedicate de
natura policlonala a Igs naturale. O fazd semnificativi c&tre realizarea potentialului Igs ca
agenti terapeutici este descoperirea tehnicilor de preparare a MAbs de specificitati
definite. MAbs sunt in general produse prin fuziunile celulelor splenice de rozitoare cu
celule mieloma de rozatoare, si astfel sunt in esenta proteine de rozatoare. Totusi, exista
foarte putine referiri la producerea cu succes a MAbs umani. O serie de MAbs avand
specificitati pentru antigeni pe limfocitele T si subseturile de limfocite T, se descrie in
literatura de specialitate.

Deoarece mult mai convenabil pentru MAbs este ca s fie in intregime de origine
de rozatoare, acestea sunt de natura antigenica la cameni si astfel se poate obtine un
raspuns imun nedorit, cum ar fi de exemplu un raspuns denumit HAMA (r&spuns
anticorp anti-soarece uman. De aceea utilizarea MAbs de rozitoare ca agenti terapeutici
la om este inerent limitatd, prin faptul c& subiectul uman poate determina un raspuns
imunologic la MAb si acesta va fi, fie complet indep&rtat sau cel putin redus ca
efectivitate. Astfel, in practicd, MAbs la origine de rozitoare nu se recomanda in general
pentru utilizare la pacienti pentru mai mult decat unul sau cateva tratamente, ca un
raspuns HAMA care se poate dezvolta, redand ineficacitatea MAb cat si ducand la
cresterea unor reactii secundare nedorite.

Au fost facute propuneri pentru redarea la oameni a MAbs mai putin antigenic.
Astfel de tehnici pot fi in general denumite “tehnici de umanizare”. Aceste tehnici cuprind
in general utilizarea tehnologiei recombinante a ADN-ului pentru a manipula secventele
de ADN, codificand catenele de polipeptide ale moleculei anticorp.

In anii recenti, avansurile in biologia moleculara este bazata pe producerea unei
game largi de polipeptide heteroloage prin transformarea celulelor gazda cu secvente de
ADN heteroloage care codificd pentru producerea produsilor doriti.

In literatura de specialitate se propune construirea unor vectori recombinanti de
ADN cuprinzand o secventd de ADN care se codificd pentru domeniul variabil al catenei
lungi sau scurte a Ig specifice pentru un ligand predeterminat. Secventa de ADN este
prevazutd cu codoane de initiere si terminatie la cel putin termenii de 5' si respectiv 3',
dar se leaga de orice nuclectide codificate pentru aminoacizii superflu in domeniul
variabil. Secventa ds a ADN-ului este utilizata pentru transformarea celulelor bacteriene.
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Aplicarea nu contempleaza variatiile de secventd a domeniului variabil.

Tot in literatura de specialitate se descrie clonizarea si exprimarea organismelor
gazda bacteriene a genelor pentru intreaga sau partiala catenad umana de polipeptida cu
catena lunga IgE, dar aceasta nu contempleaza variatiile in secventa polipeptidei.

Se propune utilizarea tehnicilor de ADN recombinant in celule bacteriene pentru
a produce Igs care sunt analoage cu cele gasite in mod normal n sistemele vertebrate
si care au avantaj in tehnicile de modificari ale genei propuse in prezenta descriere de
inventie pentru construirea anticorpilor chimerici sau alte forme madificate de anticorpi.

Se crede ca propunerile facute mai sus prin, aplicatie de tehnica genetica, nu
conduc la exprimarea oricaror cantitati semnificative de catene polipeptidice Ig si nici la
producerea activitdtii Ilg, de asemenea nici la secretia si la asamblarea catenelor in
anticorpii chimerici doriti.

Urgenta recenta a acestor tehnici permite introducerea stabild a genei Ig la ADN,
in celulele de mamifere care deschide posibilitatea utilizarii in vitro a mutagenezei si
transfectarea ADN-ului la constructia de anticorpi recombinanti care poseda proprietéti
noi.

Totusi, se cunoaste ca functia moleculei de anticorp este dependenta de structura
sa tridimensionald care in schimb este dependentd de secventa sa primara de
aminoacid. Astfel, schimband secventa de aminoacid a anticorpului poate afecta advers
activitatea sa. Mai mult decat atat, o schimbare a secventei de ADN codificand pentru
anticorp poate afecta abilitatea celulei care contine secventa ADN pentru a exprima, a
secreta sau a asambla anticorpi.

De aceea nu este totul clar cd, va fi posibil s& se produca anticorpi functionali
modificati prin tehnici recombinante ale ADN-ului. Cu toate acestea, s-a prezentat un
procedeu prin care anticorpii hibrizi, in care ambele parti ale proteinei sunt functionale,
pot fi secretati. Acest procedeu este descris in PCT/GB85/00392. Totusi, aplicatia
PCT de mai sus aratd numai producerea anticorpilor hibrizi in care domeniile variabile
complete sunt codificate pentru prima parte a secventei de ADN. Aceasta nu arat3
anticorpi hibrizi in care secventa domeniului variabil a fost modificata.

EP-A-0239400 descrie un procedeu in care CDRs a MAb la soarece a fost
grefat in regiunile cadru ale domeniilor variabile ale I|g uman prin mutageneza directa
partiald utilizandu-se oligonucleotide lungi. Inventatorii admit posibilitatea de modificare
a secventei naturale de aminoacizi a regiunilor cadru.

Au fost de asemenea efectuate lucréri mai recente privind modificarea MAbs prin
grefare CDR pe antigeni sintetici de recunoastere MAbs, ca de exemplu antigenii NP sau
NIP. Totusi, exemplele in care un lizozom de recunoastere MAb la soarece si un antigen
de recunoastere MADb la sobolan, pe celulele T umane respectiv, sunt umanizati prin
grefare pe CDR, sunt prezentate in literatura de specialitate.

Se mai stie ¢ca transferul clonei CDRs (asa cum s-a definit in prezenta descriere
de inventie) nu este suficient pentru a prevedea o activitate de legare antigenica
satisfacatoare in produsul grefat pe CDR. Referintele din literatura de specialitate arata
ca este necesar sa se converteasca un reziduu de serind la pozitia 27 a secventei umane
la reziduul de fenilalanind corespunzator la sobolan pentru a obtine un produs grefat pe
CDR avand o activitate de legare antigenica satisfacitoare. Aceste reziduu la pozitia 27
a catenei lungi este un lant adiacent structural la CDR1. O constructie ulterioara care
contine aditional 0 serina umana la tirozina de sobalan care se schimba in pozitia 30 a
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catenei lungi, neavand o activitate de legare semnificativ modificatd fatd de anticorpul
grefat pe CDR cu serina la schimbarea in fenilalanind la pozitia 27 numai. Aceste
rezultate aratd ca anticorpii grefati pe CDR recunosc antigeni mult mai complecsi, iar
prin schimbarile in reziduuri a secventei umane din afara regiunilor CDR, n special in
lantul adiacent la CDR1, poate fi necesar sa se obtina o activitate de legare antigenica
efectiva.

Aceste tehnici au fost asadar recent descrise pentru modificarea unui anticorp
monoclonal anti-TAC, prin grefare pe CDR. Regiunile cadru umane sunt alese pentru a
maximaliza homologia cu secventa anticorp anti-TAC, in timp ce aminoacizii aditionali din
afara CDRs sunt retinuti. Anticorpii anti-TAC astfel modificati au o afinitate pentru catena
pS5 a interleukinei-2 umane, de aproximativ o treime fatd de murina anti-TAC.

PCT/US89/05857 descrie asadar anticorpii grefati pe COR, care sunt specifici
pentru proteina pS5 TAC a receptorului IL-2. Este stabilit c& anticorpul grefat pe COR
poate cere ca trei sau mai multe reziduuri aminoacide din donorul Ig in aditie la CDRs,
de abicei la cel putin unul care este imediat adiacent la CDR in Ig donor, sa fie schimbati
pentru a corespunde cu cel al anticorpului donor in vederea obtinerii activitdtii de legare
antigenica.

Este deci real aparent ca nu este o problema simplé@ de a produce un anticorp
grefat pe CDR. Adesea nu este suficient, mai mult, s& grefezi CORs din donorul Ig in
regiunile cadru din acceptorul I|g. De asemenea este necesar sa se modifice reziduurile
in regiunile cadru ale anticorpului acceptor in vederea obtinerii activitatii de legare. Cu
toate acestea, nu este posibil s se aprecieze, pe baza datelor prezentate pana acum
in literatura de specialitate, in care este necesar ca reziduurile cadru sa fie modificate.

EP-A-O 018794 descrie un MAb murinic care recunoaste o caracteristica
antigenica a celulelor T umane helper. Un exemplu special al acestui MAb este descris
in descriere si este desemnat ca OKT4. Antigenul se recunoaste in general ca fiind
referitor la antigenul CD4. MADb este corespunzator comercial. De asemenea convenabil
este si murina MAb cunoscuta ca OKT4A. Aceasta recunoaste un epitop diferit pe
antigenul CD4 din unul recunoscut de catre OKT4.

Experimentele de transplantare la primate au fost indicate ca fiind OKT4 si OKT4A
care se pot extinde prin supravietuire prin grefare si pot fi utilizate ca imunomodulatori
umani. Experienta de la tratamentul pacientilor cu transplant renal cu murind MAb OKT3
arata ca uneori o populatie de pacienti dezvoltd neutralizarea anticorpilor ta OKT3. Acest
raspuns de imunizare exclude administrarea repetatd. Pentru a scade raspunsul imun
anticipat la murind anti-CD4 MADbs, este de dorit sa se produca o versiune grefata pe
CDR a OKT4A avand murina CDRs si cadrul uman si alte regiuni derivate Ig.

Totusi, asa cum este descris mai sus, simpla apropiere la constructia anticorpului
grefat pe CDR nu rezultd intotdeauna intr-un anticorp care in mod efectiv se leaga la
antigen. Reziduurile exacte care cuprind CDRs sunt dificil de definit, si acestea nu
carespund Tn mod necesar la toate reziduurile in regiunile hipervariabile. Pot exista, de
asemenea, reziduurile critice ale cadrului care sunt importante in pozitionarea CDRs
pentru interactiunea cu antigenul sau care includ catene lungi si catene scurte n aceste
interactiuni. Este necesar sa se modifice anumite reziduuri cadru astfel ca acestea sa
corespunda la reziduurile murinice in aceste pozitii, redand anticorpul grefat pe CODR mai
putin “uman” in caracter.
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Molecula anticorp, capabild sa se lege la antigena CD,, in conformitate cu
prezenta inventie, constd in aceea cd, In domeniul variabil al numitei catene lungi
compozite, regiunile cadru sunt derivate predominant de la un anticorp uman (acceptor)
si cel putin reziduurile 23, 24, 26 pana la 35, 49 pana la 65 si 95 pana la 102,
conform cu sistemul de numeratare Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un
al doilea anticorp OKT4A monoclonal de soarece (donor) asa cum se arata in fig.3, iar
in domeniul variabil al numitei catene scurte compozite, regiunile cadru sunt derivate
predominant dintr-un anticorp uman (acceptor) si cel putin reziduurile 24 pana la 34, 49
pana la 56 si 89 pana la 97, conform cu sistemul de numerctare Kabat, corespund
reziduurilor echivalente dintr-un anticorp OKT4A monoclonal de soarece{donor) asa cum
se arat3 n fig. 4. In domeniul variabil al numitei catene lungi compozite, regiunile cadru
sunt derivate predominant de la un anticorp uman (acceptor) si cel putin reziduurile 23,
24, 26 pana la 35, 49 pana la 65 Si 95 pana la 102, conform cu sistemul de
numerotare Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un al doilea anticorp OKT4A
monoclonal de soarece (donor) asa cum se arata in fig.3. Reziduurile 6 si 48 din catena
lungad compozitd corespund suplimentar reziduurilor din anticorpul donor. Reziduurile 71,
73 si 79 din catena lungd compozita corespund suplimentar reziduurilor echivalente din
anticorpul donor. Oricare din toate combinatiile reziduurilor 57, 58, 60, 88 si 91 din
catena lungd compozita corespund reziduurilor echivalente din anticorpul donor. Reziduul
acceptor din catena lunga compozitd corespunde reziduurilor echivalente din catena
lungd KOL umana, asa cum se aratd in fig.5. Catena scurtd complementara este o
catena scurta compozitd, in care in domeniul variabil al acestei catene scurte compozite,
regiunile cadru sunt derivate predominant de la un prim anticorp (acceptor) si cel putin
reziduurile 24 pana la 34, 49 pana la 56 si 89 pana la 97, conform cu sistemul de
numerotare Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un anticorp OKT4A
monoclonal de soarece (donor) asa cum se arata in fig.4. In domeniul variabil al numitei
catene scurte compozite, regiunile cadru sunt derivate predominant dintr-un anticorp
uman (acceptor) si cel putin reziduurile 24 pana la 34, 49 péana la 56 si 89 pana la 97,
conform cu sistemul de numerotare Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un
anticorp OKT4A monoclonal de soarece(donor) asa cum se arata in fig. 4. Reziduul 89
din catena scurtd compozitd corespunde suplimentar reziduului echivalent din anticorpul
donor. Reziduurile acceptoare din catena scurtd compozitd corespund reziduurilor
echivalente din catena scurtd REl umana, asa cum se separd arata in fig. 6. Molecula
anticorp are o afinitate pentru antigena CD4 de la 10°.M” pané la 10".M". Molecula
anticorp are o afinitate pentru antigena CD4 de cel putin 10°.M". Molecula anticorp are
o afinitate pentru antigena CD4 similara cu cea a OKT4A. Molecula anticorp este un Ig
completa si este izotip IgG,. Unul sau mai multe reziduuri din domeniile constante ale Ig
au fost modificate in scopul alterarii functiunilor efectoare ale domeniilor constante.
Molecula anticorp este obtinuta prin utilzarea tehnologiei ADN recambinante si se
utilizeaza in terapie, si anume in tratamentul respingerilor de grefad sau in tratamentul
tulburarilor celulelor T helper.

Secventa de nuceotide codifica o catena de anticorp compozita, asa cum aceasta
este definitd mai inainte si este prezentata in fig. 1 si fig. 2.

Procedeul pentru prepararea moleculei anticorp capabile sa se lege la antigena
CD,, in conformitate cu prezenta inventie cuprinde:
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a) furnizarea unei prime secvente ADN, care codificd o catena lunga compozita,
asa cum aceasta este definitd mai sus sau o catenad scurtd compozitd de asemeneaasa
cum aceasta este definitd mai sus, sub controlul elementelor corespunzatoare din partea
superioara si inferioara;

b) transformarea celulei gazda cu prima secventd ADN; si

c) cultivarea celulei gazda transformate astfel incat sa se produca o moleculd
anticorp conform cu cele prezentate mai sus.

Procedeul mai cuprinde

a) furnizarea unei a doua secvente ADN, care codifica o catena scurta sau lunga
de anticorp complementard fatd de prima catend, sub controlul elementelor
corespunzatoare din partea superioara si inferioara;

b) transformarea celulei gazda atat cu prima cét si cu cea de a doua secvent3
ADN. Cea de a doua secventd ADN codifica o catena de anticorp compozitd. Prima si
a doua secventa ADN sunt prezente in acelasi vector. Secventele sunt sub controlul
acelorasi elemente superioare si/sau inferioare diferite. Prima si a doua secvente ADN
sunt prezente n vectori diferiti. Celula gazda este o celula CHO.

Metoda pentru tratamentul respingerii unei grefe sau a unei afectiuni a celulei T
helper, in conformitate cu prezenta inventie, consta in aceea ca, interventia asupra
organismului viu se realizeaza direct cu un anticorp grefat CDR, conform celor de mai
sus, Impreuna cu un purtdtor sau suport acceptabile din punct de vedere farmaceutic,
administrat pe cai conventionale, intr-o doza zilnicad de 0,004 pana la 5 mg/kilocorp, de
preferinta de la 0,05 pana la 2 mg/kilocorp.

Abordand problemele inerente, in producerea unui anticorp specific grefat pe
CDR, intr-o intruchipare preferatd a prezentei inventii, s-a procedat la producerea
anticorpului grefat pe CDR bazat pe regiunile cadru umane si avand o portiune de
legatura antigenicé care recunoaste antigenul CD,,. Intr-0 intruchipare specialé preferata,
anticorpul grefat pe CDR are o afinitate pentru antigenul CD, similara cu cea a murinei
MAb OKT4A.

De aceea, conform prezentei descrieri de inventie, se prevede un anticorp grefat
pe CDR avand cel putin o catena in care regiunile cadru sunt predominant derivate din
anticorpul prim (acceptor) si cel putin o COR care este derivata din al doilea anticorp
(donor), anticorpul grefat pe CDR fiind capabil de legare la antigenul CD4.

De preferinta catena grefata pe COR are doua si, mult mai preferabil, toate trei
CDRs derivate din anticorpul donor. in mod avantajos, in catena grefata pe CDR, fiecare
CDR cuprinde o compozitie CDR care contine toate reziduurile din CDR si toate
reziduurile din regiunea hipervariabild corespunzatoare a anticorpului donor.

De preferinta, cel putin un reziduu din reziduurile regiunilor cadru cu catena
grefatd pe CDR a fost madificat, astfel ca s& corespunda la un reziduu echivalent in
anticorp.

De preferinta, regiunile cadru ale catenei grefate pe CDR sunt derivate din
anticorpul uman.

In mod avantajos, regiunile cadru ale catenei grefate pe CDR sunt derivate din
catena lunga Ig umana. Pentru astfel de catene lungi, se prefera ca reziduul 35 in catena
din aceste regiuni sa fie modificat astfel ca acesta sa corespunda la un reziduu echivalent
din anticorpul donor.
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In mod avantajos, pentru astfel de catene lungi se prefera cel putin o compozitie
CDR care cuprinde reziduurile 26 pana la 35, 50 pana la 65 sau 85 pani la 102
respectiv, care este grefatd pe cadrul uman. Este de apreciat in acest caz ca reziduul
35 va corespunde deja la reziduul echivalent din anticorpul donor-.

De preferintd, reziduurile 23, 24 si 49, in astefl de catene lungi corespund la
reziduurile 6, 23, 24, 48 si 49 la anticorpul donor in pozitile echivalente de reziduuri.
Daca se doreste, reziduurile 71, 73 si 79 pot asadar s& corespunda.

Intr-o afinitate de optimizare, oricare sau orice combinatie a reziduurilor 57, 58,
B0, 88 si 91 pot corespunde la reziduul echivalent din anticorpul donor.

Catena lungé este de preferintd derivata din catena lungd umana KOL. Totusi,
aceasta poate fi de asemenea derivata din catena umand NEWM sau EU.

In mod alternativ, regiunile cadru sau catenele grefate pe CDR pot fi derivate din
Kappa uman sau catena scurtd lambda. Pentru o astfel de catend scurtd, in mod
avantajos cel putin o compozitie CDR cuprinde reziduurile 24 pana la 34, 50 pana la 56
sau 88 pana la 87 respectiv si se grefeaza pe cadrul uman. De preferinta, reziduul 49
corespunde asadar la reziduul echivalent din anticorpu! donor.

Pentru o afinitate de optimizare ulterioard, se prefera sa se asigure ca reziduurile
48 si 89 sa corespundd la reziduurile echivalente din anticorpul donor. Este de
asemenea de dorit s3 se selecteze reziduurile donoare echivalente care formeaza saruri
de legaturi.

Catena scurta este, de preferintd, derivata din catena scurtd umana REl. Totusi,
aceasta poate fi de asemenea derivata din catena scurtd EU umana.

De preferinta, anticorpul grefat pe CDR, conform prezentei descrieri de inventie,
cuprinde o catend scurta si o catend lungd, de preferintd una sau ambele care au fost
grefate pe CDR in conformitate cu principiile stabilite mai sus pentru catenele lungi si
scurte individuale.

Intr-un caz preferat, este avantajos ca toate trei CDRs de pe catena lunga sa fie
modificate, si ca modificarea minimala s& fie realizatd pe catena scurtd. Este de
asemenea posibil sa se modifice una, doud sau niciuna din catenele scurte CDRs si sa
se retina inca afinitatea de legare la un nivel rezonabil.

Este de apreciat ca in unele cazuri, reziduurile donoare si acceptoare atat pentru
catenele lungi cat si pentru catenele scurte, pot fi identice la o pozitie speciala si astfel
nu este necesara nici o schimbare a reziduului cadru acceptor.

De asemenea, este de apreciat ca, in vederea retinerii cat mai mult posibil a
naturii umane a anticorpului grefat pe CDR, vor fi efectuate pe cat posibil cateva
schimbari de reziduu. Este de asemenea de mentionat c& Tn multe cazuri, nu va fi
necesar sa se schimbe mai mult decat CDRs si un numar de reziduuri cadru. Numai in
cazuri exceptionale, va fi necesar sa se schimbe un numar mai mare de reziduuri cadru.

De preferinta, anticorpul grefat pe COR este un Ig complet, ca de exemplu izotopii
IgG sau IgG4.

Daca se doreste, unul sau mai multe reziduuri in domeniile constante ale Ig pot
fi schimbate in vederea modificarilor functiilor efectoare ale domeniilor constante.

De preferintd, anticorpul grefat pe CDR are o afinitate pentru antigenul CD4 intre
aproximativ 10°.M" pana la aproximativ 10'2.M", mult mai preferat la cel putin 10°.M"
si cel mai preferat este ca afinitatea sa fie similard cu cea a MAb OKT4 sau OKT4A.
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In mod avantajos, fiecare din CDR este derivat dintr-un anticorp de mamifere si
de preferinta este derivat de la MAb murinic.

in mod avantajos, anticorpul grefat pe CDR din prezenta descriere de inventie este
produs prin utilizarea tehnologiei ADN recombinant.

Conform cu aspectul al doilea al prezentei descrieri de inventie, se face referire
la 0 metoda de producere a anticorpului grefat pe CDR conform cu primul aspect al
prezentei descrieri de inventie, metoda care cuprinde: prevederea unei prime secvente
a ADN, care codificd o prima catend anticorp in care regiunile cadru sunt predominant
derivate dela primul anticorp (acceptor) si cel putin o CDR este derivata de la al doilea
anticorp (acceptor) sub controlul curentilor convenabili si elementelor care circuld in
partea superioara si in partea inferioard; se transforma o celuld gazd& cu secventa prima
a ADN-ului si se aduce in cultura celulele gazda transformate astfel ca un anticorp grefat
pe CDR, conform primului aspect al prezentei descrieri de inventie, sa se produca.

De preferintd, metoda cuprinde in continuare: prevederrea unei secvente
secundare a ADN-ului, codificand a doua catend complementard a anticorpului, sub
controlul elementelor corespunzdtoare in sensul superior si inferior de actiune;
transformarea celulei gazda atat cu prima céat si cu a doua secventd a ADN-ului.

In mod avantajos, secventa a doua contine ADN codificand al doilea anticorp la
catena in care regiunile cadru sunt predominant derivate dintr-un prim anticorp
(acceptor) si cel putin un CDR este derivat din cel de-al doilea anticorp (donar).

Prima si a doua secventa de ADN poate fi prezentad pe acelasi vector. in acest
caz, secventele pot fi sub controlul acelorasi sau diferitelor elemente in sens superior
si/sau inferior.

in mod alternativ, prima secvents si cea de a doua secventd a ADN-ului poate fi
prezenta pe vectori diferiti.

Conform celui de al treilea aspect al prezentei descrieri de inventie, se face
referire la 0 secventa de nucleotida care codifica o catend de anticorp in care regiunile
cadru sunt predominant derivate din primul anticorp (acceptor) si cel putin un CDR care
este derivat din cel de-al doilea anticorp {donor), catena de anticorp fiind capabila de
formarea unui anticorp grefat pe CDR conform primului aspect al prezentei descrieri de
inventie.

Este de mentionat c& anticorpii grefati pe CDR conform prezentei descrieri de
inventie vor deveni de un uz special in terapie, in special in tratarea rejectillor de grefe
sau in tratamentul tulburarilor celulare de helper T.

Anticorpii grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de inventie, pot produce
printr-o varietate de tehnici, cu exprimare in celule transfectate, cum ar fi, de exemplu,
drojdia, insectele, CHO sau celulele mieloma care sunt preferate. Mult mai preferat este
ca celula gazda s3 fie o celuld gazda CHO.

Pentru desemnarea anticorpului grefat pe CDR, este mai intdi necesar sa se
precizeze ca secventa din domeniul variabil al anticorpului are proprietdtile de legare
dorite. Surse de celule convenabile pentru astfel de secvente ale ADN-ului includ sursele
provenite de la vertebrate, altele decat mamifere si de la, ca de exemplu pasari, soareci,
sobolani si iepuri, de preferat fiind soarecii. Secventele din domeniul variabil (V,, si V,] pot
fi determinati din catenele lungi si scurte ale cDNA, sintetizate din ARN-ul respectiv prin
tehnici generale cunoscute in literatura de specialitate. Regiunile hipervariabile pot fi apoi
determinate utilizandu-se metoda Kabat. CDRs pot fi determinate prin analiza structurala,
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utilizéndu-se cristalografia cu raze X sau tehinicle de modelare moleculare. O compozitie
CDR poate fi apoi definita ca continand toate reziduurile intr-un CDR si toate reziduurile
in regiunea hipervariabild corespunzatoare. Aceste compoziti de CDRs, impreunad cu
anumite rezidii selectate din regiunea cadru, sunt de preferintd transfectate ca “parti de
legaturi antigenice” in timp ce restul de anticorp, cum ar fi catenele lungi si scurte din
domeniile variabile constante si regiunile cadru rédmase, pot fi bazate pe anticorpi umani
ai diferitelor clase. Domeniile constante pot fi selectate pentru a avea functiile efectoare
dorite, corespunzatoare pentru utilizarea intentionatd a anticorpului astfel obtinut. De
exemplu, izotopii IgG umani, IgG1 si IgG3 sunt efectivi pentru fixarea complementara si
liza celulelor mediate. Pentru alte scopuri, alti izomeri cum ar fi IgG2 si IgG4 sau alte
clase, cum ar fi IgM si IgE, pot fi mult mai convenabile.

Pentru terapia umana, este de dorit in special sa se utilizeze izotopi umani, pentru
a minimiza raspunsurile antiglobulinei in timpul terapiei. Secventele de ADN din domeniul
constant uman, de preferintd in conjunctie cu bazele lor in cadru variabil, pot fi preparate
in conformitate cu procedeele bine cunoscute. Un exemplu din acestea este CAMPATH
TH.

In conformitate cu intruchiparile preferate ale prezentei descrieri de inventie,
anumiti anticorpi grefati pe CDR sunt prevazuti sa contind modificari selectate la regiunea
cadru asemandtoare cu cea umana (cu alte cuvinte, domeniile variabile din afara CDRs),
rezultdnd intr-un anticorp grefat pe CDR cu afinitate de legare satisfacatoare. O astfel
de afinitate de legdturd este de preferintd de la aproximativ 10°.M" la aproximativ
10".M" si este mult mai preferat la cel putin aproximativ 10°. M. Mult mai preferabila
este afinitatea de legatura aproximativ egald cu cea a OKT4A MAb murinic.

In constructile de anticorpi grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de
inventie, segmentele genei V,, si/sau V, pot fi modificate prin mutageneza. Asa cum este
mentionat n literatura de specialitate, este de inteles ca diferite alte nucleotide
codificand reziduurile de aminoacizi sau secventele care sunt continute n portiunea Fc
sau alte zone ale anticorpului, pot fi maodificate intr-o manierd asemanatoare.

Tehnicile exemplare includ in plus, distrugerea sau substituirea neconservativa a
numarului limitat de deferite nuclectide sau substituirea conservativda a multelor
nuclectide, cu conditia ca sa se mentina citirea cadru.

Substitutiile, distrugerile, insertiile sau orice subcombinatie pot fi utilizate pentru
a se ajunge la constructia finald. Deoarece existd 64 secvente codonul posibile, dar
numai doudzeci de aminoacizi cunoscuti, codul genetic este degenerat in sensul ca
diferitele codoane pot produce aceeasi aminoacizi. Cu toate acestea, codunul este precis
pentru fiecare aminoacid. Astfel existd cel putin un codon pentru fiecare aminoacid, de
exemplu fiecare codon produce un aminoacid simplu si nu altul. Este clar ca in timpul
translatiei, cadrul de citire propriu trebuie sa fie mentinut in vederea obtinerii secventei
de aminoacid in polipeptida produsa ca fiind ultima.

Tehnicile de aditie, distrugerile sau substituirile la portiunile de aminoacizi
predeterminate avand secvente cunoscute, sunt bine cunoascute in literatura de
specialitate. Tehnicile exemplare includ mutageneza partiala directd cu oligonuclectide
mediate si reactia de polimerizare in lant.

Mutageneza directa partiald cu oligonuclectide cuprinde in esentd hibridizarea
oligonucleotidei codificate pentru mutatia doritd cu un simplu filament de ADN care
contine regiunea care trebuie s& fie mutata si utilizdnd un filament simplu ca model,
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pentru extinderea oligonucleotidelor pentru a produce un filament contindnd mutatia.
Aceastd tehnica, Tn diferite forme, este descrisd in referintele din literatura de
specialitate.

Reactia polimerazei in lant (PCR) este in esentd o amplificare a ADN-ului in vitro,
utilizandu-se secventa specifica oligonucleotidelor. Oligonucleotidele pot fi incorporate ca
secvente modificate, daca se doreste. Tehnica reactiei in lant a polimerazei (PCR) este
descris3 in literatura de specialitate. Exemple de mutagenezé care utilizeaza tehnica
reactiei in lant a polimerazei (PCR) sunt descrise in literatura de specialitate.

Secventele nucleotidei, conform prezentei descrieri de inventie, capabile de o
exprimare ultim& a anticorpilor grefati pe CDR doriti, pot fi formati intr-o varietate a
diferitelor polinuclectide (ADN genomic, cADN, ARN sau oligonuclectide sintetice). in
prezent, este de preferat ca secventa de polinuclectidd sa cuprinda o fuziune a cADN si
a ADN-ului genomic. Secventa de polinuclectida poate codifica diferite componente g (de
exemplu domeniile V, J, D si C). Acestea pot fi construite printr-o varietate de diferite
tehnici. Unind secventele de cADN si genomice corespunzatoare, cea mai comuna
metoda de producere este prezentd, dar secventele de cADN pot fi de asemenea
utilizate (cunoscut din literatura de specialitate).

Anumiti vectori de exprimare convenabili si celulele gazdd sunt descrisi, de
asemenea, in literatura de specialitate.

Vectorii si metodele descrise in prezenta inventie sunt convenabile pentru utilizare
in celulele gazda intr-o gamé larga de organisme procariotice si eucariotice.

n general, desigur, procarioticele sunt preferate pentru clonizarea secventelor
de ADN pentru construirea vectorilor utilizati in prezenta descriere de inventie. De
exemplu, Eschierichia coli DHSe este utilizatd in special. Acest exemplu desigur este
prezentat cu intentia de a fi ilustrativ, mai degrabd decat limitativ.

Procarioticele pot fi de asemenea utilizate pentru exprimare. Speciile de E.coli mai
sus mentionate, bacilii de tipul Bacillus subtilis si alte enterobacteriacee, ca de exemplu
Salmonella typhimurium sau Serratia marcesans si diferitele specii de Pseudomonas pot
fi utilizate.

in general vectorii plasmidelor contindnd repliconul si secventele de control, care
sunt derivate din specii compatibile cu celula gazda, sunt utilizate in legatura cu aceste
gazde. Vectorul de obicei poartd o portiune de replicatie ca si secvente de marcare care
sunt capabile de o selectie fenotipicd prevazutd pentru celulele transformate. De
exemplu, E.coli este tipic transformata utilizandu-se unul din multii derivati de pBR322,
un plasmid derivat de la speciile de E.coli. pBR322 contine genele pentru rezistenta la
ampicilina si la tetraciclind si astfel sunt prevazute mijloace de analiza pentru identificarea
celulelor transformate. Plasmidul pBR322, descendentii acestuia sau alte plasmide
microbiene pot contine asadar sau pot fi modificate pentru a contine promotori care pot
fi utilizati de c&tre organismele microbiene pentru exprimarea proteinelor recombinante.
Acei promotori comuni utilizati in constructia recombinanta de ADN, includ sistemele
promotoare de lactoza pana la/si sistemele promatoare de triptofan (Trp).

n timp ce acestea sunt utilizate mult mai comun, alti promotori microbieni au fost
descoperiti si utilizati, detalile privind secventele lor de nucleatide fiind publicate, facand
capabil pe lucrdtorul din acest domeniu de a-i lega functional la vectorii plasmidelor.

In plus fata de microbii procariotici, eucariaticii, cum ar fi de exemplu culturile de
drojdie, pot fi de asemenea utilizati. Saccharomyces cerevisiae sau drojdia de bere
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comuna este mult mai uzual intrebuintata printre microorganismele eucariotice, de altfel
un numar de alte specii sunt convenabile. Pentru exprimare in Saccharomyces,
plasmidele YR,7 de exemplu, se utilizeaza de obicei. Acest palsmid contine deja gena trpl
care prevede o selectie a markerului pentru o specie de drojdie mutanta lipsind abilitatea
de dezvoltare in triptofan, de exemplu ATCC 44076 sau PEP4-1. Prezenta leziunii de trpl
ca o caracteristica a celulelor genomice de drojdie ca gazda prevede o zon efectiva de
detectare a transformarii prin dezvoltarea in absenta triptofanului.

Secventele promationale convenabile in vectorii de drojdie includ promatorii pentru
3-fosfoglicerat chinaza sau alte enzime glicolitice, cum ar fi exemplu‘ enolaza,
gliceraldehida-3-fosfat dehidrogenaza, hexochinaza, piruvat decarboxilaza, fosfofructo-
kinaza, glucozo-6-fosfat izomeraza, 3-fosfoglicerat mutaza, piruvat chinaza, triofosfat
izomeraza, fosfoglucoza si glucochinaza. in constructia plasmidelor de exprimare
convenabile, secventele terminatiei asociate cu aceste gene sunt asadar legate la
vectorul de exprimare 3' al secventei dorite a fi exprimatd pentru a prevedea
poliadenilarea mARN si terminatia. Alti promotori care au un avantaj aditional de
transcriptie controlatd prin conditiile de dezvoltare, sunt regiunile promotoare pentru
alcool dehidrogenaza 2,izocitocromul C, acid fosfataza, enzimele degradative asociate cu
metabolismul de azot si gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza mentionate mai sus, o
enzima responsabild de utilizarea maltozei si galactozei. Orice vector plasmid continand
un promotor compatibil de drojdie, origina in replicatie si secventele terminatiei sunt
convenabile.

In aditie la microorganisme, culturi celulare derivate din organisme multicelulare
pat fi utilizate ca gazda. In principiu, orice culturd celulara este utilizabila, cand este
provenita din vertebrate sau din organisme de nevertebrate. Mai mult decat atat,
interesul a fost marit la cultura de celule provenitd de la vertebrate, la fel ca si
propagarea celulelor de vertebrate in culturi (culturd de tesuturi), ceea ce a devenit un
procedeu de rutind in anii recenti. Ca exemple se dau linii celulare gazda, care sunt
utilizate, cum ar fi VERO, Hela, ovarul de hamster chinezesc (CHO), W138, BHK, COS-
7, MDCK si liniile celulare mieloma. Vectorii de exprimare pentru astfel de celule pot
include (dacd este necesar) o origina corespunzitoare a replicatiei, ca si un promotor
localizat in fata genei care trebuie exprimate, Tmpreund cu orice portiuni de legturs
ribozomica necesard, portiuni de legtura cu ARN, portiuni de poliadenilare si secvente
transcrisptionale terminatoare.

Pentru utilizarea celulelor de mamifere, functile de control pe vectorii de
exprimare sunt adesea prevazuti prin materiale virale. De exemplu, promotorii utilizati de
obicei sunt derivati de la Cytomegalovirusul uman (HCMV), virusul Polyorma, Adenovirusul
2 si mult mai frecvent virusul Simian 40 (SV40). Promatorii dintai si cei intarziati ai
virusului SV40 sunt utilizati in special, deoarece ambii sunt obtinuti usor din virus, ca un
fragment care contine asadar originea virald SV40 a replicatiei. Mai departe, este de
asemenea posibil si adesea de dorit sa se utilizeze secventele de control si promotoare
asociate normal cu secventa genei dorite,prevdzandu-se un astfel de contral pentru
secvente compatibile cu sistemul celular gazda.

O origine a replicatiei se poate prevedea fie prin construirea vectorului pentru a
include o origind exogend, ca de exemplu cea care poate fi derivatad din SV40 sau alti
virusi (de exemplu virusul Polyoma, Adenovirusul, VSV sau BPV) ca sursa, sau se pot
prevedea prin mecanismul de replicatie cromozomiala a celulei gazde. Dacé vectorul este
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integrat in cromozomul din celula gazda, acesta din urma este de obicei suficient.

Vectorii continand segmentele de ADN de interes (de exemplu secventele
cadificate cu catene lungi si scurte si secventele de exprimare de control}, pot sa fie
transferate in celulele gazda prin metode bine cunoscute, care variaza dependent de tipul
gazdei celulare. De exemplu, transfectarea clorurii de calciu este de obicei utilizatd
pentru celulele procarictice, de aici si tratamentul cu fosfat de calciu, lipofectia si
electroporarea fiind utilizate pentru gazdele celulare diferite.

Odata exprimati, anticorpii grefati pe CDR conform prezentei descrieri de inventie,
pot fi purificati conform procedeelor standard din literatura de specialitate, incluzand
precipitarea cu sulfat de amoniu, coloane de afinitate, cromatografie pe coloana si gel-
electroforeza. Afinitdtile de legaturd ale acestor constructii astfel exprimate pot fi
precizate prin tehnici cunoscute in literatura de specialitate, asa cum s-a exemplificat
complet in sectiunea din exemplul prezentei specificatii.

Anticorpii grefati pe CDR pur substantiali, si cel putin SO pana la 95%
omogenitate sunt preferati, omogenitatea de 98 pana la 88% sau mai mare fiind cea
mai preferata pentru utilizari farmaceutice. Odata purificati, partial sau cu o omogenitate
doritd, anticorpii grefati pe CDR pot fi apoi utilizati pentru diagnosticare sau cu scop
terapeutic (incluzand anticorpii extracorporali), sau prin procedee de analiza de dezvoltare
si de performare, prin coloratii imunofluorescente si alte procedee.

Anticorpii grefati pe CDR conform prezentei descrieri de inventie, vor gasi utilizare
in mod tipic in tratamentul tulburdrilor medii T-celulare. De exemplu, maladiile tipice
stabilite pentru tratament includ grefarea si rejectia de transplant la paciantii avand un
organ bolnav, cum ar fi inima, pldmanul, rinichiul sau ficatul, ca transplant. Alte boli
includ bolile autonome, cum ar fi de exemplu diabetul de tip |, scleroza multipla, artrita
reumatoida, lupusul sistemic eritematos si miastenia gravis.

Celulele T sunt expansiuni clonale dintr-o singura celuld care exprima numai un
receptor antigen celular T capabil s& recunoasca o legatura peptidica la 0 molecula HLA
specificid pe celule care prezintd antigenul, specializate, cum ar fi de exemplu,
macrofagele si alte tesuturi. Activarea acestor celule T poate fi blocata prin recu-
noasterea anticorpilor din complexul receptor celular T sau complexul peptidic HLA.OKT3
receptorul celular T. Diferite alte molecule pe celula T, incluzand moleculele CD4 si CDs
sunt asadar incluse in activarea celulei T prin legarea la molecula HLA, la portiunile care
sunt distincte din portiunea de legdturad receptoare celulara-T.

CD4 este gasita pe subpopulatia celulelor T cu receptorii celulelor T care recunosc
moleculele din clasa Il HLA. De aceea, o apropiere de imunosupresie include utilizarea
anticorpilor monaclonali, ca de exemplu OKT4 sau OKT4A care sunt imunodepresivi
deoarece acestia inhiba interctiunea moleculei CD4 cu molecula I din clasa HLA.
Anticorpu! legat la CD4 poate rezulta la imunosupresia printr-un numar de mecanisme
incluzand inhibitia semnalului de activare normald, impiedicarea caii semnalului de reglare
inferioare sau modularea acestui receptor din suprafata celulara. Aceasta ar putea fi de
asemenea introdus cu o subpopulatie de celule T capabile de supresarea altor
subpopulatii aloreactive sau autoreactive. Anticorpii anti-CD4 pot sa actioneze prin
inducerea complementului sau a lizei celulare T dependent de anticorp sau prin
indepartarea celulelor T din circuitul sanguin sau a partilor de inflamatie. De aceea
caracteristicile de legare Fc receptoare pentru fiecare anticorp pot fi importante in
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functia lor. Strategiile alternative includ utilizarea anticorpilor anti-CD4 care au fost
radiomarcati sau cuplati la toxine.

Aceste proprietdti imunosupresive ale anticorpilor anti-CD4 prevad utilizarea
terapeutica in supresiunea limfocitelor activate T care medieazd maladiile asociate cu
transplantarea si autoimunitatea. Molecula de CD4 este asadar receptoare pentru
subunitatea gp120 a virusului HIV. Deoarece OKT4A inhiba legarea gp120 la CD4, acest
anticorp sau fragmentele acestuia pot bloca infectia virala.

Molecula de CD4 este inclusa normal in prevederea unui semnal costimulator la
celulele T ca rezuitat al legarii la molecula din clasa Il HLA. De aceea, este posibil ca
anticorpii anti-CD4 sa poata prevedea o functiune costimulatoare in combinatia cu alti
reactivi de inducere a semnalului. Aceastd strategie terapeuticd poate fi utilizatd in
tratamentul pacientilor imunocompromisi.

Anticorpii grefati pe CODR, conform prezentei descrieri de inventei, pot fi utilizati
in combinatie cu alti anticorpi, in special MAbs reactivi cu alti markeri asupra celulelor
umane responsabile de aceste maladii. De exemplu, anumiti markeri T-celulari convenabili
pot sa fie inclusi, grupati, in asa numitii “clusteri de diferentiere”.

In general, prezentii anticorpi grefati pe CDR, vor fi utilizati in forma purificata in
combinatie cu substantele suport cu farmacologie corespunzitoare. In mod tipic, aceste
substante suport includ solutile apoase sau alcoolice sau solutiile apoase, emulsiile sau
suspensiile incluzand medii saline si medii tampan. Vehicole parenterale includ solutia de
clorura de sodiu, dextroxa Ringer, dextroza si clorura de sodiu si solutia Ringer lactat.
Astfel de adjuvanti convenabili, acceptati din punct de vedere fiziologic, daca este necesar
pentru mentinerea complexului in suspensie, pot fi alesi dintre agentii de ingrosare, cum
ar fi de exemplu carboximetilceluloza, polivinilpirolidona, gelatina si alginatii.

Vehicolele intravenoase includ fluide si agenti de alimentare sau agenti electralitici,
cum ar fi de exemplu acei bazati pe dextroze Ringer. Conservantii si alti agenti
antimicraobieni, agentii antioxidanti, agentii de chelare si gazele inerte pot fi de asemenea
prezenti in aceste preparate.

Anticorpii grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de inventei, pot fi utilizati
ca compozitii de administrare separate sau in conjunctie cu alti agenti. Aceste preparate
pot include diferite medicamente imunoterapeutice, cum ar fi de exemplu ciclosparina,
metotrexatul, adriamicina sau cisplatina si imunotoxinele. Compozitile farmaceutice pot
include “cocktailuri” din diferiti agenti citotoxici sau alti agenti in conjunctie cu anticorpii
grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de inventei, sau chiar combinatii de anticorpi
grefati pe CDR avand diferite specificatii.

Calea de adiministrare a compaozitillor farmaceutice, conform prezentei inventii,
poate fi una din cele comune cunoscute din literatura de specialitate. Pentru terapie, fara
o limitare imunoterapica, anticorpii grefati pe COR, conform prezentei descrieri de
inventei, pot fi administrati la orice pacient in conformitate cu tehnicile standard.
Administrarea poate fi realizatd prin orice mod convenabil, incluzand calea parenterala,
intravenoasa, intramusculard, intraperitoneald sau de asemenea o administrare
corespunzatoare prin infuzare directd cu un cateter. Dozajul si frecventa de adminsitrare
vor depinde de varstd, sex si conditia pacientului; o adminsitrare concurenta cu alte
medicamente, indicatii de dozare si alti parametrii pot fi luati in consideratie de catre
clinician.
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Anticorpii grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de inventei, pot fi liofilizati
pentru conservare si reconstituiti intr-un vehicol corespunzator, inainte de utilizare.
Aceasta tehnica s-a dovedit a fi efectiva cu imunoglobuline conventionale, utilizandu-se
tehnici de liofilizare si de reconstituire cunoscute in literatura de specialitate. Se poate
aprecia, cd asa cum este mentionat in literatura de specialitate, liofilizarea si
reconstituirea pot conduce la diferite grade a activitatii anticorpilor (de exemplu cu
imunoglobuline conventionale, anticorpi IgM tind la o pierdere de activitate mai mare
decat anticorpii IgG) si cé utilizarea acestor nivele trebuie sa fie ajustatd pentru
compensare.

Compozitile care contin prezentii anticorpi grefati pe CDR sau cocktailurile
acestora, pot fi administrate pentru tratamente profilactice si/sau terapeutice. In
anumite aplicatii terapeutice, o cantitate adecvatd pentru a insoti cel putin partial
inhibarea sau distrugerea populatiei celulelor selectate, este definita ca “doza terapeutica
efectiva”. Cantitatile care trebuie s& obtind acest dozaj, vor depinde de severitatea bolilor
si de starea generald a pacientului cu sistem propriu imunitar, dar in general sunt
cuprinse de la 0,005 pana la 5,0 mg de anticorp grefat pe CDR /kg corp, iar doze de
la 0,05 péna la 2 mg/kg/doza care sunt mult mai obisnuite. Pentru aplicatii profilactice,
compozitile care contin anticorpul grefat pe CDR sau cocktailurile acestuia se pot
administra in dozaje similare sau usor mai scazute.

O compozitie care contine anticorpul grefat pe COR, conform prezentei descrieri
de inventie, se poate utiliza in scop profilactic sau terapeutic pentru a ajuta la
madificarea, inactivarea, distrugerea sau indepartarea populatiei constituitd din celulele
T selectate, la mamifere.

Conform unei alte intruchipari, constructiile descrise in prezenta inventie, pot fi
utilizate extracorporal sau prin selectivitate in vitro pentru a distruge, a slabi sau a avea
alt efect de Indepéartare a populatiei celulare mentionate, dintr-o colectie celulars
heterogena. Sangele de la mamifere poate fi combinat extracorporal cu anticorpi grefati
pe CDR din care celulele nedorite sunt distruse sau sunt indepartate din sdnge pentru
a fi readuse la mamifere, conform tehnicilor standard cunoscute.

in plus fatd de aceste utilizari terapeutice, anticorpi grefati pe CDR vor gasi
utilizare in analizele de diagnostic. Anticorpii grefati pe CODR pot fi marcati, in
conformitate cu tehnicile cunoscute in literatura de specialitate. Anticorpii grefati pe CDR
sunt de asemenea covenabili pentru alte scopuri in vivo. De exemplu, anticorpii grefati
pe CDR, pot fi utilizati pentru tratamentul selectiv celular al celulelor sanguine periferice
acolo unde se doreste numai eliminarea limfocitelor T mentionate sau in mod similar n
culturile de celule pentru a elimina limfocitele T nedorite.

Prezenta descriere de inventie este descrisa prin exemplu de realizare cu referire
la fig. 1...191n care:

- fig. 1, reprezinta secventa de nucleotida a domeniului variabil cu catena lungd
OKT4A;

- fig. 2, reprezinta secventa de nucleotida a domeniului variabil cu catena scurta
OKT4A;

- fig. 3. reprezinta secventa de aminoacid din domeniul variabil cu catena lunga
OKT4A in care CDRs sunt subliniate;

- fig. 4, reprezintd secventa de aminoacid din domeniul variabil cu catend scurta
OKT4A in care CDRs sunt subliniate;
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- fig. 5, reprezinta o aliniere la KOL cu OKT4A secventa de aminoacid cu catend
lunga grefatd pe CDR in care CDRs se subliniaza, secventele umane fiind in partea
superioara si secventele murinice fiind in partea inferioara;

- fig. B, reprezinta alinierea REl cu OKT4A secventa de aminoacid cu catena lunga
grefata pe CDR, care sunt subliniate, secventele umane sunt in partea superioara si
secventele murinice fiind in partea inferioara;

- fig. 7, reprezintd o secventd de ADN si translatia de aminoacid cu catend lungs
grefatd pe CDR;

- fig. B, reprezintd o secventa de ADN si translatia de aminoacid cu catena scurts
grefata pe CDR;

- fig. 8, reprezintd constructia vectorului de exprimare cu catena lungd OKT4A
grefata pe CDR;

-fig. 10, reprezintd analizele de blocare si legare a constructiilor cu catene scurte
OKT4A grefata pe CDR in combinatie cu catene lungi chimerice OKT4A:

- fig. 11, reprezintd analizele de legatura si blocare ale constructiilor cu catene
lungi OKT4A, HCDR1, HCDR2 si HCDR3, in combinatie cu OKT4A cu catena scurta:

-fig. 12, reprezinta alinierea REl la catenele lungi OKT4A grefate pe CDR, LCDR1
si LCDR2 si secventele cu aminoacizi cu catene scurte OKT4A murinice in care CDRs se
subliniaza, secventele umane fiind in partea superioara si secventele murinice fiind in
partea inferioara;

- fig. 13, reprezinta alinierea KOL la catenele lungi grefate pe CDR, HCDR1 prin
HCDR10 si secventele cu aminoacizi cu catene lungi OKT4A murinice in care CDRs sunt
subliniate, secventele umane fiind in partea superioara si secventele murinice fiind in
partea inferioarg;

-fig. 14, reprezinta legarea si analiza de blocare a constructiilor cu catene lungi
grefate pe COR, HCDR1, HCDR2 si HCDR3, in combinatie cu catenele scurte LCDR2
grefate pe COR;

- fig. 13, reprezintd analizele de legare si blocare a constructilor HCDR4 cu
catene lungi grefate pe CDR prin HCDR10 in combinatie cu LCDR2 cu catend scurta;

- fig. 18, reprezinta analizele de blocare a constructiilor cu catene lungi HCDR5,
HCDRGE si HCDR10 in combinatie cu constructiile cu catend scurtd LCDR2, LCDR3,
LCDR2@, LCDR3Q@ si LCDR4Q in forma chimericad OKT4A;

- fig. 17, reprezintad analizele cu afinitate relativa ale OKT4A constructii HCDRS
si HCDR10 cu catene lungi, n combinatie cu constructia LCDR2 cu catend lunga si
formele chimerice si murinice ale OKT3 ca control negativ;

- fig. 18, reprezinta rezultatele studiilor de inhibare a MLR prin diferiti anticorpi
utilizandu-se T6 ca control negativ;

- fig. 19 reprezintd rezultatele studiilor de inhibare a proliferarii prin diferiti
anticorpi.

Umanizarea OKT4A: OKT4A este un anticorp murinic monoclonal care recunoaste
antigenul CD4 localizat in primul rand pe limfocitele helper T. Anticorpii grefati pe CDR
au fost construiti astfel ca CDRs din domeniile variabile avand atat catene lungi cat si
catene scurte, sa fie derivate de la secventa murinicd OKT4A. Cadrele din domeniul
variabil si domeniile constante sunt derivate din secventele anticorp umane.

Cele trei CDRs care se afla pe catenele lungi si scurte sunt compuse din acele
reziduuri, care dupd studierea structurald, au demonstrat a fi incluse in legatura
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antigenica. Teoretic, daca anticorpul OKT4 murinic cu CDRs se grefeaza pe cadrul uman
pentru a forma domeniul variabil grefat pe CDR si acest domeniu variabil este atasat la
domeniile constante umane, rezultd ca anticorpul grefat pe CDR ar fi, in esenta, un
anticorp uman cu specificitate pe OKT4A murinic pentru a lega antigenul uman CD4.
Data fiind natura umana superioara a acestui anticorp, este de asteptat sa fie mult mai
putin imunogenic decat OKT4 murinic cand se administreaza la pacienti.

Urmand testele de legare antigenica a anticorpului OKT4 grefat pe CDR in care
numai CDRs sunt grefate pe cadrul uman, s-a demonstrat c& nu se produc anticorpi
grefati pe CDR avand o afinitate rezonabild pentru antigenul CDR4. S-a hotarat astfel ca
reziduurile aditionale adiacente la unele CDRs si reziduurile cadru critice sunt necesare
sa fie transformate de la reziduurile OKT4A umane la cele murinice corespunzatoare in
vederea generarii anticorpului functional.

lzolarea OKT4A cu catene lungi si scurte prin analiza de secventd a cADN si ADN
in domeniul variabil:

Pentru a desemna anticorpul OKT4A grefat pe CDR, este mai intdi necesar sa se
determine secventa domeniului variabil al catenelor lungi si scurte murinice OKT4A.
Secventa este determinata de la catena lunga sau scurtd cADN care a fost sintetizatd
din mARN respectiv.

mARN este preparat din celule hibridoma producatore de OKT4A prin extractie
cu tiocianat de guanidina urmata de purificare pe gradient de clorurd de cesiu. cADN
este sintetizat si colectiile sunt preparate si ecranate in laborator. cADN este sintetizat
din mARN, la care se adauga linkerii EcoRl si acesta este apoi legat la partea EcoRl a
vectorului clonizat Igtlo. Fagul recombinant este grupat in particule infectioase care sunt
utilizate pentru infectarea E.coli C600.

Aceasta colectie este ecranatda pentru secventele OKT4A cu catene lungi
utilizdndu-se probele de oligonuclectide Cg si FR3. Primerul de secventare Cg are
secventa: 5' GGCCAGTGGATAGACS 3' si se leaga la domeniul constant IgC murinic.
Proba FR3 are urmatoarea secventa: 5' GGCCGTGTCCTCAGACCT 3' si se leaga la
regiunea a treia cadru a domeniului variabil murinic cu catene lungi. Cinci clone pozitive
sunt evaluate prin transferul sudic si prin hibrizare la probele Cg si FR3 si un cADN la
soarece IgG2a CH3. O singura clona cu o insertie bp EcoRl care hibridizeaza la toate trei
probele, este selectata.

Colectia este ecranata pentru secventa catenei scurte OKT4A utilizadndu-se o
proba de oligonucleatida Ck (primerul de secventare MRNA] cu urmatoarea secventa:
5' GGCTCCAGGTTGCTGATGCTGAAGG 3' si care se leaga la domeniul constant kappa la
soarece. Sase clone pozitive sunt apoi evaluate prin transfer sudic si prin hibridizarea la
probele de oligonuclectide T4AK, a carui secventd este urmatoarea: O
GGCTCCAGGTTGCTGATGCTGAAGG 3' si care se leaga la regiunea cadru 3 kappa la
soarece si Ck. O singura clona care contine o insertie 800 bp EcoRI si este hibridizata
la ambele probe, este aleasa.

Catena lunga de cADN 1600 bp este subclonizatd in portiuni EcoRl ale vectorului

plasmid pBluescript (Sisteme de Clonizare Strategene) si vectorul de secventare
M13mp8. Catena cADN scurtd 900 bp a fost subclonata in portiunile EcoRl a vectorului
plasmid pUCB8 si vectorul de secventare M13mp18.

Metoda catenei terminale dideoxi-nucleotidei, pentru analiza secventei ADN, se
utilizeazd pentru a determina secventa ambelor modele cu filament simplu rasucit
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(M13)si dublu rasucit (plasmid). Secventa regiunilor 5' netranslate, secventele semnal,
domeniile variabile si o portiune din domeniile constante sunt determinate pentru ambele
tipuri de catene cADN lungi si scurte. Secventa ADN pentru catene lungi si scurte este
lustrata in figurile 1 si 2. Translatia secventei din domeniul variabil cu catena lung3 este
prezentata in fig. 3.0 translatie din domeniul variabil cu catend scurta este prezentat
in fig. numarul 4.

Este de notat ca secventa nucleotidei datd pentru catena scurtd, are un reziduu
A la pozitia 163, cétre inceputul secventei de codificare CDR1 (vezi fig. 2). Translatia
acestei secvente da un reziduu de glutaming la pozitia 27 in catena scurta (vezi fig. 4).

Cand secventarea catenei scurte OKT4 este efectuatd original, reziduul de
nuclectida 163 este un reziduu care trebuie s fie C, dand un reziduu de proling la pozitia
27 in catena scurtd. Primii anticorpi grefati pe CDR, produsi, in prezenta inventie sunt
construiti astfel ca reziduul 27 cu catena scurts sa fie reziduul de prolina. Aceasta se
poate vedea din fig. 6, 8 si 12.

Desemnarea anticorpului OKT4A grefat pe CDR.

Desemnarea anticorpului OKT4A grefat pe CDR este necesar sa fie determinata
ca reziduuri OKT4A murinice care cuprind CDRs cu catene lungi si catene scurte.
Examinarea anticorpului ca structurd cristaling prin raze X arat3 suprafata de legatura
antigenica care trebuie localizatd pe o serie de trei lanturi extinzandu-se din cadrul b-
carrel al domeniului variabil. Aceste lanturi pot fi astfel utilizate pentru a defini CDRs.

Deoarece structura de cristal a OKT4A murinic nu este convenabild, structura
unui anticorp murinic similar al strcturii de cristal cunoscute este utilizatd pentru a defini
reziduurile acestor lanturi mentionate mai sus.

Trei regiuni ale amidei cu hipervariabilitate cu secvente cadru mai putin variabile
sunt gasite pe ambele catene scurte si lungi. In majoritatea cazurilor aceste regiuni
hipervariabile corespund la CDRs, dar se pot extinde de la acestea. S-a hotarat ca o
combinatie a reziduurilor OKT4A murinic in CDRs si cel in regiunile hipervariabile ar
cuprinde compozitia CDRs care trebuie grefatd pe cadrul anticorpului uman. Secventele
de aminoacid ale catenelor lungi si scurte OKT4A murinice sunt prezentate in figurile 3
si 4, cu compozitile CDRs selectate, subliniate.

Anticorpul uman cu secventd cadru pentru catena lunga este anticorpul uman
KOL. KOL este ales decarece structura cristalograficad cu raze X a fost determinata la
grad ridicat de rezolutie. Aceasta ar permite o acuratete moleculard de modelare a
anticorpului. Pentru acelasi motiv, secventa cadru a dimerului uman cu catend scurta,
REl se utilizeazd pentru catenele cadru, lungi. Secventele de aminoacid ale KOL si RE
sunt aratate in figurile 5 si 6, in comparatie cu cele ale domeniilor variabile cu catene
scurte (LCDR1) si lungi (HCDR1) pentru OKT4A grefate pe CDR.

Catenele lungi grefate pe CDR sunt desemnate a avea o portiune constanta IgG4
umana. Subclasa IgG4 este selectatd pe baza experientei cu anticorpul monaclonal
murinic anti-C03 OKT3 care este utilizat pentru tratarea rejectiei renale grefate. OKT3
are un izotop IgG2 murinic si nu se fixeazd complet la oameni. Izotopul IgG4 uman asadar
nu se fixeaza complet. Catena scurtd OKT4A grefatd pe CDR este construitd cu domeniul
constant kappa uman.

Constructia genelor OKT4A grefate pe CDR.

Domeniile variabile grefate pe CDR cu catene lungi si scurte sunt construite prin
legarea oligomerilor ADN sintetice filamente dublu rasucite, similar cu metoda utilizata
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in literatura de specialitate. Capatul 5' al domeniilor variabile contin secventele catenelor
scurte si lungi ale anticorpilor monaclonali murinici B72,3. Secventa semnal direc-
tioneaza secretia anticorpului din celulele mamiferelor. O secventd Kozak precede imediat
codonul de start AUG pentru a creste translatia. Domeniile variabile sunt apoi legate Ia
ADN codificadnd pentru domeniile constante umane si pentru a crea genele cu catene
lungi si scurte grefate pe CDR.

Constructia catenei lungi OKT4A grefate pe CDR.

Un numar de opt perechi de oligomeri complementari, aproximativ 30 bp in
lungime, sunt desemnati a avea capete suprapuse si domenii variabile de la portiunea
Xho1 localizata in cadrul 2 la partea Hind Il la inceputul primului domeniu constant.
Acesti oligomeri in opt perechi sunt sintetizati, legati la un loc, intr-0 maniera fazica si
apoi sunt legati la capatul Hindill5' al domeniului constant ADN uman IgG4. igG4 ADN se
prevede ca ADN genomic. Aceasta este o insertie 2153bp intr-un vector ADN fag M13
cu S' EcoRl si o portiune de restrictie 3' BamHI. CH1, CH2 si CH3 in domenii sunt
inconjurate prin patru introni. Gena este modificatd prin Celltech, pentru a avea o
schimbare C pana la A la penultima baza a exonului CH1 si pentru a crea o noua portiune
Hind 1ll in scopurile de constructie a genei grefate pe CDR.

Capatul 5' al domeniului variabil este construit prin legarea a doua perechi
complementare de oligomeri sintetici, fiecare fiind de aproximativ 30pb in lungime. Acest
fragment care are un capat 5' EcoRl si un capat 3' Xhol 2364bp este legat la capatul
Xhol al fragmentuli descris mai sus pentru a produce gena cu catena lungd complet
grefata pe CDR. Aceastd gena este 2364bp in lungime si are capetele 5' EcoRl si 3'
BamHI. Secventa ADN cu translatia de aminoacizi ai genei este aratata in fig. 7. Regiunile
de interes definite prin numarul de nuclecotide sunt urmétoarele: 1-14, portiunea EcoRl
si secventa Kozak; 15-71, secventa de semnal; 72-146, cadrul 1; 147-176, CDR1;
177-218, cadrul 2; 219-254, CDR2; 255-362, cadrul 3; 363-392, CDR3; 393431,
cadrul 4; 432-727, domeniul CH1; 738-1117, intron; 118-1153, domeniul hinge;
1154-1271, intron; 1272-1589 domeniul CH2; 1600-1698, intron; 1699-2016,
domeniul CH3 st 2017-2366, regiunea netranslata 3'.

Constructia genei cu catend scurtd grefatd pe COR

Douasprezece perechi complementare de oligomere sintetice cu capete
suprapuse au fost legate simultan pentru a grupa domeniul variabil cu catene lungi
grefate pe CDR. Acest fragment are capetele 5' EcoRl si 3' Narl. Acesta a fost legat la
capatul 5' Narl al domeniului ADN constant kappa uman. cDNA constant kappa uman a
fost madificat prin Celltech pentru a include o portiune de restrictie Narl in codonul trei
si patru. Gena cu catena lunga grefatd pe CDR rezultatd este 754 bp in lungime si are
capetele EcoRI. Secventele de ADN cu transiatie de aminoacid este aratata in fig 8.
Regiunile de interes definite prin numarul de nucleotide sunt urmatoarele: 1-8, portiunea
EcoRl si secventa Kozak; 9-68, secventa semnal; 69-143, cadrul 1; 144-164, CDR1;
165-215, cadrul 2; 216-236, CDR2; 237-338 cadrul 3; 339-356, CDOR3; 357-404,
cadrul 4; 405-710, domeniul constant kappa si 711-754, netranslat.

Exprimarea anticorpului OKT4A grefat pe COR

Constructia vectorului de exprimare cu catend lungd

Un vector de exprimare cu catena lunga grefat pe CDR este construit prin insertia
genei cu catena lunga in plasmidul de exprimare peeBHCMVBg12 si aditia fragmentului
GS care este compus al originii SV40 si glutamin sintetazei minigene. Aceste faze sunt
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diagramate in fig.9. pEeBHCMVBg12 si fragmentul GS sunt prevézute de Celltech.

pEeBHCMV este digerat la portiunile de EcoRlI si Bell.pFeBHCMVBg12 ADN au
fost demetilati prin trecerea prin DAM E.coli ca specie GM242, care este lipsitd de
deoxiadenozin metilaza. Bcll va restricta numai ADN care nu contine NS-metilat
deoxiadenozina la o parte de recunoastere a enzimei. Proieminenta care rezultd din
restrictia Bcll este compatibild cu BamHI proieminentd. Gena cu catena lunga grefat3
pe CDR EcoRl/BamHl (HCDR1) a fost apoi legatd la capetele EcoRl/Bcll ale
pEeBHCMVBg12 pentru a produce pEeGHCDR1.

Un fragment 5500 bp BamHI continand glutamin sintetaza minigena si originea
SV40 a replicatiei si promotorii apdruti mai devreme si cei aparuti mai tarziu, sunt
inserati pe portiunea BamHI| a pEeBHCDR1 pentru a produce pEeBHCDR1. Orientarea
corecta a fragmentului GS este verificatd prin restrictie. pEeBHCDR1gs este preparat
pentru celulele de mamifere cu transfectarea acestora prin metoda lizei alcaline si
purificarea gradientului de clorurd de cesiu.

pEeBHCDR1gs este capabil de exprimarea catenei lungi OKT4A grefatd pe CODR
in COS si celulele CHO. Promatorul HCMV se intinde S' la gene cu catend lunga si se
directioneaza in transcriptia acesteia. Secventa semnal poliadenilarea SV40, leags 3' la
gena care actioneazd ca terminator transcriptional. Pentru exprimarea transient3 in
celulele COS, originea SV40 a replicatiei este prezentad in fragmentul GS 5500 bp.
Minigena GS este prezentatd ca un marker selectabil pentru utilizarea urmatoarelor
transfectii celulare CHO. Exprimarea glutamin-sintetazei minigene este condusa de
promoatorul tarziu SV40. Fragmentul GS este orientat astfel ca promotorul tarziu SV40
sa conduca transcriptia in aceeasi directie ca promotorul HCMV.

Diferite evenimente post-transcriptionale produc catena lunga grefatd pe CDR. In
nucleu, trei secvente de interventie ale portiunii constante IgG4 sunt separate si exanii
sunt legati la un loc pentru a crea un MARN matur. Urmand translatiei, secventa semnal
de 19 aminoacizi este indepértatd in reticulum endoplasmic brut (ER). Un simplu
carbohidrat este adaugat la domeniul CH2 la fiecare catena in ER si la aparatul Golgi.
Fiecare catena contine asadar patru legaturi disulfidice intracatenice. Cand o peptida cu
catend scurtd este prevazutd printr-un vector de exprimare cu catene scurte
contrasfectate, un anticorp matur este grupat la un loc prin legaturi reciproce, prin
legaturi disulfidice a doua catene lungi si doud catene scurte.

Constructia vectorului de exprimare cu catend scurtd grefatd pe COR

Vectorul de exprimare cu catene scurte OKT4A grefate pe CDR este construit
prin inserarea genei cu catend scurtd grefatd pe CDR in vectorul de exprimare
pEeBHCVBg12 si apoi se adauga originea SV40 si glutamim sintetaza minigenica care
contine fragmentul GS. Vectorul de exprimare cu catena scurta este construit printr-un
procedeu esential asemanator care a fost utilizat pentru vectorul de exprimare cu catena
lungd, asa cum s-a ilustrat in fig.S. Gena cu catena scurta este legatd in portiunea EcoRlI
a pEeBHCMVB12 pentru a produce pEeBLCDRI. Orientarea corectd a genei cu catena
scurta este verificatad prin analiza de restrictie. Fragmentul 5500 bp GS este inserat in
portiunea BamHI pentru a produce pEe6LCDR1gs. Orientarea corecta a fragmentului GS
este verificatd prin analiza de restrictie. pEeB6LCDR1gs este preparat pentru transfectia
de celule de mamifere, prin metoda de lizé alcalina si purificarea cu gradient fiind clorura
de cesiu.

870

380

(el
Sh)
(@]

a0
Xel
O

e}

n

[ 2]

905

910



915

920

925

930

935

940

945

950

955

960

RO 114980 B1

Ca si cu gena cu catend lunga grefata pe CDR, transcriptia genei cu catena
scurta grefatd pe CDR in pEeBLCDRgs este condusa prin promotorul HCMV si terminatia
transcriptionald este semnalatd prin secventa semnal SV40 de poliadenilare. Origina
SV40 a replicatiei continutd in fragmentul GS permite pentru replicatia autonoma a
acestei constructii in celulele COS. Glutamin sintetaza minigena in fragmentul GS prevede
un mecanism pentru selectia si amplificarea in celule CHO.

Procedeu! post transcriptional al mARN cu catena scurta grefata pe CDR nu este
necesar nainte de translatie deoarece niciun intron nu este prezentat in gend. Urmand
translatiei, secventa lider este indepartatd din ER brut. Sunt formate doua legaturi
disulfidice intracatenice. Gruparea anticorpilor maturi este discutatd in sectiunea
dinainte.

Exprimarea transientd a celulelor COS-1 OKT4A grefate pe CDR

Exprimarea transientului genelor grefate pe CDR in celule COS-1, prevad un
sistem convenabil si rapid de testare a exprimarii si functiei anticorpului OKT4A grefat
pe CDR. Celulele COS-1 exprima consecutiv antigenul T mare SV40 care suportd
replicatia transientd a epizomilor purtati de replicatia de origind SV40. Vectorii de
exprimare ai genei grefate pe COR pEe6HCDR1gs si pEe6LCDR1gs contin origina SV40
a replicatiei ca o portiune a fragmentului GS. Dupa transfectare in celule COS-1, vectaorii
de exprimare sunt replicati in nucleu la un numar mare de exemplare rezultand in nivelele
de exprimare relativ superioare.

Celulele COS-1 sunt abtinute din Colectia de Cultura de Tip American (CRL 1650)
si aduse intr-un mediu de cultura Eagle Dulbecco Madificat (DMEM) cu ser de vitel fetal
10% concentratie. Vectorii de exprimare a genei grefate pe COR sunt transfectati in
celule COS utilizAndu-se metoda dextran-DEAE urmata de soc DMSO0. Pe curt, 0,2 mi din
1 mg/ml de DEAE-dextran in amestec tampon se adauga la 15 mg vector ADN in 0,8
ml DMEM/Tris. Aceasta se adauga la 1...1,5 x 10° celule in 60 ml de cultura de
tesuturi si se incubeaza timp de aproximativ 6 h. Complexul DEAE-dextran/DNA este
indepartat si se adauga DMSO 10% concentratie in tampon la acest disc timp de doua
minute. Acesta se indeparteaza, celulele se spala odata cu DMEM si apoi se incubeaza
cu DMEM continand ser de vitel fetal 10% concentratie, timp de 3...4 zile. In acest timp
supernatantul din recipient este recoltat si examinat pentru nivelele de anticorp si pentru
abilitatea de legare a limfocitelor CD4 pozitive. Nivelul de anticorpi este determinat prin
ELISA. Recipientele sunt acoperite cu un anticorp specific de capra Fc antiuman.
Diferitele dilutii din supernatantul celular COS contindnd anticorpul secretat sunt
addugate, incubate timp de o ord la temperatura camerei intr-0 camera umeda si apol
sunt spalate. Se adauga apoi un anticorp cu catena kappa antiuman de capra legat la
peroxidaza din hrean, care este apoi incubata timp de o ora la temperatura camerei si
apoi se spala. Substratul pentru peroxidaza din hrean este adaugat pentru detectie.
Nivelele OKT4A grefate pe CDR urmeaz& contransfectiei pEeGHCDR1gs si
pEeBLCDR1gs in ordinul de la ng/mi 200 la 1200 ng/ml de supernatant celular COS.

Studii de legaturd antigenica

OKT4A grefat pe CDR produs de celulele COS se testeaza pentru abilitatea
acestuia de a se lega la limfocitele din séangele uman periferic {PBLs) sau linia celulara
HPBALL CD4-pozitiva (leucemia limfociticd acutd din sangele periferic uman). Asadar
acesta este testat pentru abilitatea de blocare a legaturii OKT4A murinice la aceste
celule. Legarea este masuratd prin procedeul urmator: PBLs se izoleaza din celulele
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HPBAIL care sunt recoltate din cultura celulara. Celulele sunt incubate la temperatura
de 4°C timp de o ord, cu diferite dilutii ale anticorpului testat, controlul pozitiv al
anticorpului sau controlul negativ la anticorp. Celulele sunt spalate odata si apoi sunt
incubate la temperatura de 4°C timp de o ora cu un IgG antiuman de capri marcat FITC
(Fc absorbit la soarece). Celulele sunt spalate de doua ori si analizate prin
citofluorografie. OCT4A chimeric (descris mai jos) este utilizat ca control pozitiv. OCT4A
murinic FITC marcat este utilizat ca control pozitiv pentru legarea directs. Celulele
incubate cu supernatantul celular COS mock-transfectat, urmat de IgG antiuman de
capra FITC marcat, prevede un control negativ.

Testarea abilitatii OKT4A grefat pe CDR pentru blocarea leg&turii murinice OKT4A
se realizeaza prin incubarea celulelor de PBLs sau HPBALL, la o temperatura de 4°C
timp de o0 ord, cu diferite dilutii ale anticorpului de testat sau ale anticorpului de control.
O cantitate de saturare fixatd de FITC-OKT4A este addugata. Probele sunt incubate timp
de o ora la temperatura de 4°C, apoi sunt spalate de doud ori si analizate prin
citofluorografie. Controalele pozitive sunt FITC marcate OKT4A pentru a determina
maximum de legatura si OKT4A murinic nemarcat, ca referinta standard pentru blacare.
Controalele negative sunt celule necolorate cu sau f&rd supernatant celular mock-
transfectat.

Abilitatea catenei scurte OKT4A grefate pe CDR de leg&tura a celulelor CD4
pozitive si de blocare a legaturii OKT4A murinic este initial testatd in combinatie cu
OKT4A chimeric cu catend lunga. Catena lungd OKT4A chimerica este compusa dintr-un
domeniu variabil OKT4A murinic si o portiune constanta IgG4 umana. Gena cu catena
lunga chimerica este exprimata in acelasi vector de exprimare utilizat pentru genele
grefate pe CDR. Vectorul de expirmare cu caten& scurta grefata pe CDR si vectorul de
exprimare cu catend lungd chimerica, sunt contrasfectati pe celulele COS. Anticorpul
OKT4 chimeric complet (catena scurtd chimerica si catena lunga chimerica) a fost gasit
a fi complet capabil de legare la celulele CD4 pozitive si de blocare a legaturii OKT4
murinic la aceste celule.

Asa cum este ilustrat in fig. 10, catena scurta OKT4A grefatd pe CDR, LCDR1,
in combinatie cu catena lunga OKT4A chimeric, este incapabila de legatura la celulele
CD4 pozitive sau de blacare a legéturii OKT4A murinic la aceste celule.

Figura 11 arata studiile de legare si studiile de blocare efectuate cu catene lungi
OKT4A grefate pe CDR, HCDR1, combinate cu cated scurtd OKT4A chimerica. Catena
scurtd OKT4A chimerica este compusa dintr-un domeniu variabil OKT4A murinic si un
domeniu constant kappa uman. Este asadar exprimat in acelasi vector de exprimare cum
este utilizat pentru anticorpii grefati pe CDR. Celulele COS sunt co-transfectate cu
vectorul de expirmare cu catena lunga grefatd pe CDR si vectorul de exprimare cu
catenad scurta chimerica.

HCDR1 cu catend lungd OKT4A grefatd pe CDR, in combinatie cu catena scurt3
OKT4A chimerica, este asadar incapabil de legare la celulele pozitive CD4 sau de blocare
a legaturii OKT4A murinic la aceste celule.

Modificarea anticorpului grefat pe COR

Datele de legare si de blocare demonstreaza clar c& anticorpul grefat pe CDR
desemnat initial nu este capabil de recunoastere a antigenului CD4. O altd modificare a
anticorpului este necesard. Este necesar ca CDRs OKT4A murinic s3 fie in continuare
expandat sau este necesar ca reziduurile cadru critice incluse in pozitionarea CORs, ca
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si intercatiunile dintre domeniile de grupare cu caten3 lunga si scurta s3 fie schimbate
de la uman la cele de soarece.

Modelele moleculare sunt utilizate pentru a identifica reziduurile care par mult mai
critice pentru intercatiunea antigenica plind de succes. Modelarea a fost efectuats la
Celitech.

Moadificarea catenei scurte grefate pe COR

Structura de cristal a OKT4A n-a fost determinatd ca model molecular chiar
pentru OKT4A care nu s-a utilizat in aceastd analiza. Pentru analizarea reziduurilor cu
catene scurte grefate pe CDR, un model molecular al catenei scurte REI umane este
superimpozat cu un fragment de MOPC 603 Fab la soarece. Catena scurtd MOPC 603
este similara in secventa de aminoacizi la OKT4A. Asadar, au fost efectuate studii in
cazul in care catene scurte REl umane si catene lungi KOL umane au fost scurtate.
Decizile au fost efectuate pentru extinderea CDR1 prin reziduuri de convertire 33 si 34
din Leu uman si Asp uman la lle si Ala de la OKT4A murinic. Reziduul uman RE! Glu38
este gasit a fi inclus in gruparea de catene lungi si catene scurte. Prin schimbarea
acestui reziduu in OKT4A murinic, His 38 poate fi beneficial. Reziduul 48 la capatul
terminal aminic intra direct in impact cu CDR2 si astfel in contact cu CDR3 a catenei
lungi. Reziduul 89 aproape de cap&tul terminal aminic al CDR3, interactioneaza cu
PheS8 al catenei scurte si astfel intra in contact cu CDR3 al catenei lungi. REl Tyr49 si
GIn88 sunt schimbate in OTK4A murinic His49 si Leu89.

Noua gena cu catend scurtd OKT4A grefatd pe CDR care este generatd prin
schimbarile de mai sus, este desemnata ca LCDR2. O comparare a secventei domeniilor
variabile ale REl, LCDR2 umane si asumate cu catena scurtd OKT4A murinicd este
aratata in fig. 12. Schimbarile sunt efectuate prin codoane modificate prin mutageneza
partiald directa. Vectorul phagemid bluescript din Sistemele Stratagene de Clonizare,
sunt utilizate pentru generarea modelului simplu rasucit pentru mutageneza. Vectorul de
exprimare pEeGLCDR2gs este construit in aceeasi manierd ca si pentru LCDR1. Celulele
COS sunt co-transfectate cu pEeBLCDR2gs si cu vectorul de exprimare cu catena lunga
chimerica.

Rezultatele studiilor de legare si blocare sunt aratate in fig. 10. Versiunea LCDR2
a catenei scurte OKT4A grefate pe CDR, in combinatie cu catena lungd OKT4A
chimericd, este capabild de legare a celulelor CD4 pozitive si de blocare a legaturii
murinice OKT4A. Aceste date arata cd LCDR2 este o catend scurtd OKT4A grefatd pe
CDR functionala.

Modificarea catenei lungi grefate pe COR

Catena lunga de model molecular a anticorpului KOL uman este utilizatd pentru
studii de modelare. Toate schimbarile de reziduuri au fost efectuate prin mutageneza
partiala directd pe codonii care vor fi schimbati. S-a hotdrat sa se efectueze Glus7 si
His38 din KOL la Thr57 si Tyr58 a OKT4A murinic. Astfel are loc o revizuire a catenei
lungi grefate pe CDR, care a fost desemnatd ca HCDR2. In plus, fatd de schimbarile la
reziduurile 57 si 58, reziduul 24 se intinde aproape de COR1 si poate fi cuprins in CDR1
pozitionat. Asadar, reziduurile 88 si 91 sunt continute in gruparea de domenii variabile
cu catene lungi si se interfateaza intre catenele lungi si cele scurte. Aceste trei reziduuri
aditionale se schimba de la KOL la OTK4A murinic fiind incorporate intr-c versiune
HCDR3 cu catend lunga. O comparatie a secventei de aminoacid in domeniul variabil
pentru KOL, HCDR1, HCDR2, HCDR3, OKT4A murinic cu catena lunga si versiunile care
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vor fi descrise mai departe, este ilustratd in fig.13.

Vectorii de exprimare pEeBHCDR2gs si pEeBHCDR3gs sunt co-transfectati pe
celulele COS fie cu vectorul de exprimare cu catend lungd OKT4A chimeric fie cu
pEeBLCDR2gs. Datele privind legarea si blocarea, sunt prezentate in fig. 11 si 14. Nici
HCDR2, nici HCDR3 nu sunt capabili sa interactioneze efectiv cu antigenul cand acesta
este combinat cu o catend scurtd OKT4A grefatd pe CDR sau cu o catena lung
chimerica.

Alte modificari la catena lunga grefatd pe CDR sunt explorate. Este de asemenea
efectuatd o decizie de schimbare a KOL Tyr35 in OKT4A murinic Ser35. Modelul
molecular demonstreaza cd reziduul 42 este inclus in pozitionarea CDR2. Reziduul 44
este inclus in contactele catenelor scurte. Este de asemenea beneficial sa se schimbe
KOL Gly42 si Gly44 in OKT4A murinic Glu42 si Argd4. KOL AlaBO este echimbat in
OKT4A Pro60 murinic. Aceste schimbari sunt introduse in diferite cornbinatii, in timp ce
sunt retinute schimbérile efectuate pe reziduurile 24, 57, 58, 88 si 91 in versiunile
prealabile. Aceste ultime versiuni sunt denumite ca HCDR4, HCDRS, HCDRG, HCDR7
si HCDR8. Schimbdrile de reziduuri din fiecare, sunt descrise in fig.13. Acelasi vector
de exprimare este utilizat si cu alte constructii. Celulele COS sunt co-transfectate cu
vectorii de exprimare cu o noud catena lunga si pEe6LCDR2gs.

Rezultatele studiilor de legare si blocare in combinatie cu LCDR2 (vezi fig.15)
arata interactiunile pozitive cu antigenul CD4 in toate aceste versiuni cu exceptia HCDRS.
Aparent, conversiunea Tyr35 in Ser35 murinic este o schimbare criticd. Schimbarea in
reziduu murinic la pozitia 60 para c3 intensificd interactiunea antigenica (se compara
HCDRB cu HCDR4) in timp ce schimbarea la pozitia 44 pare a fi inhibitor slab (HCDRS
fata de HCDR4 si HCDR7? fatad de HCDRG).

Pentru a determina daca schimbarile reziduurilor 35 si 60 ar fi suficiente pentru
legarea antigenului, HCDRS (reziduurile murinice la pozitile 24, 35, 57, 58, 88, 91) Si
HCDR10 (reziduurile murinice la pozitile 24, 35, 57, 88, 91) a fost efectuatd
mutageneza partaild directa.

Acelasi sistem vector de exprimare este utilizat pentru aceste versiuni avand
catene lungi grefate pe CDR. Acestia sunt co-transfectati in celule COS cu
pEe6LCDR2gs.

Rezultatele experimentelor de legare si blocare sunt ilustrate in fig.15 la un loc
cu versiunile precedente cu catend lunga grefatd pe CDR. In mod clar, schimbarile
efectuate la reziduurile 42 si 44 in versiunile precedente nu sunt necesare, contrar
criteriilor stabilite in PCT/US88,/05857. Schimbarea la reziduul60, prezent in HCDR10,
dar nu si in HCDRS, este folositoare.

Un rezumat al catenelor lungi OKT4A grefate pe COR si al activitatii lor in analizele
de legare si blocare, sunt prezentate in tabelul 1. Cel mai activ anticorp OKT4A grefat

pe CDR care contine cele mai putine reziduuri murinice reprezintd o combinatie de
HCDR10 si LCDR2.
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Tabelul 1
Catenele lungi OKT4A grefate pe CDR si activitatile acestora

Grefat pe | Reziduu nou Total reziduuri murinice++ Activi-tate Activi-

CDR schimbare + de legare | tate de

HE6 blocare
HCDR1 niciunul niciunul - -
HCDR2 57,58 57,58 - -
HCDR3 24,88,91 24,57,58,88,91 - -
HCDR4 35,42 24,35,42,57,58,88,91 ++ ++
HCDRS 35.42,44 24,35,42,44,57,58,88,91 ++ ++
HCDR6 35,42,60 24,35,42,57,58,60,88,91 ++ +4++
HCDR7 35,42,44,60 | 24,35,42,44,57,58,60,88,91 ++ ++
HCDR8 42,44,60 24,42,44,57,58,60,88,91 + -
HCDR9 35 24,35,57,58,88,91 ++ ++
HCDR10 | 35,60 24,35,57,58,60,88,391 ++ 4+

+ Reziduurile sunt denumite conform numaérului de pozitie Kabat
++ Reziduurile murinice se refera numai la acele regiuni cadru, nu la CDRs

Constructii alternative cu catene scurte

Asa cum s-a precizat mai sus, constructiile cu catena scurta prezente produse
pe considerentul ca la pozitia 27 n catenad scurta OKT4A, exista un reziduu de prolina.
Odata ce acesta este aprecizat ca pozitia 27 ar reprezenta un reziduu de glutaming, trei
noi constructii cu catena scurta sunt astfel produse si exprimate. LCDR2Q, LCDR3Q si
LCDR4Q sunt marcate, fiind identice cu LCDR2, LCDR3 si respectiv LCDR4 exceptéand
faptul ca la pozitia 27 exista o glutamina (Q) in loc de reziduul prolinic {P). S-a demonstrat
ca aceste catene scurte, pastreaza completa activitate. Altele care ara ta acest fapt,
sunt prezentate in fig.16.

Este de asemenea de notat ca prolina este semnificativ diferitd de alti aminoacizi
prin aceea ca are o structurd plana. De aceea s-a gasit in mod comun ca la partile
secventelor de peptide se produce o schimbare in orientarea catenel. De aceea este
asemanator ca structura catenei scurte CDR1 avand prolind la reziduul 27, va fi
semnificativ diferitd de cea a catenei scurte CDR1 avand glutamina la reziduul 27. In
ciuda acestui fapt, s-a demonstrat cd doud catene scurte sunt echivalente dintr-un punct
de vedere functional. Aceasta suportd punctul de vedere de exprimare cd nu este
necesar sa se schimbe toate cele sase CDRs din anticorp in vederea producerii unui
anticorp grefat pe CDR, functional.

Madificarile alternative ale catenelor lungi si scurte grefate pe COR
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Schimbarile de reziduuri efectuate in versiunile ultime ale catenelor lungi si scurte
grefate pe CDR au la bazd modelul molecular al RE1, KOL si anticorpul referitor la
soarece, MOPC 603, mai de graba decét anticorpii insasi, grefati pe CDR. Unele din
aceste modificari nu pot fi necesare pentru legare, in special la afinitati de legaturd mai
slabe. Astfel au fost construite diferite gene cu catene lungi si scurte in care unele din
reziduurile cadru in prealabil modificate in reziduuri la soarece, au fost schimbate inapoi
la cele umane. In general, acele reziduuri care nu sunt implicate direct in lungimea CDRs
sau CDRs pozitionate, pot fi schimbate inapoi in reziduuri umane in diferite combinatii.
Tabelul 2 urmator prezinta liste din aceste gene cu catene lungi si scurte cu numerele
de reziduuri care revin de la murinic la uman. Mutageneza partiald directa este utilizat3
pentru construirea acestor gene. Acestea vor fi exprimate in celule COS, si abilitatea lor
de a recunoaste CD4 va fi testatd prin analize de legatura si blocare. Cel mai dezirabil
anticorp grefat pe CDR este unul cu cele mai putine reziduuri murinice care este capabil
de recunoastere a CD4 cu o afinitate similard cu cea a OKT4A murinic.

Tabelul 2
Modificarile catenelor lungi si scurte grefate pe COR
(Constructia Schimbarea reziduului+ | Reziduuri murinice totale++
Catena scurta
LCDR3 38 33, 34, 49, 89
LCDR4 49 33, 34, 38, 89
LCDR5 89 33, 34, 38, 49
LCDRB 38, 49, 89 33, 34
Catena lunga
HCDR11 89, 91 24, 35, 47, 58, 60
HCDR12 24, 88, 91 35, 57, 58, 60

+ reprezinta reziduuri denumite de numarul de pozitie Kabat. Reziduurile notate vor fi
schimbate din secventa murinicé in secventa umana
++ reziduurile murinice se refera la reziduurile in cadru, nu la CDRs.

Determinarea activitatii de legare relativa.

Afinitatile de legare relativa sau anticorpii monoclonali anti-CDR4 grefati pe CDR
sunt determinati prin legatura de competitie, utilizandu-se linia celulara T umana HPB-ALL
ca sursa de antigen CD4 si OKT4A murinic conjugat cu fluoresceina (F1-0KT4A) cu
afinitate de legare cunoscuta ca anticorp tracer F1-OKT4A. Afinitatea de legatura a
anticorpului tracer F1-OKT4A este determinatd prin analiza directa in care cantitatea
crescutd de F1-OKT4A este incubatd cu HPB-ALL (5 x 10°) in PBS cu ser de vitel fetal
5% concentratie, timp de 60 min la temperatura de 40°C. Celulele sunt spalate si
intensitatea fluorescentei este determinatd cu ajutorul unui citometru calibrat ca debit
FACScan, cu cantitati microbiene stabilite. Intensitatea fluorescentei per molecula de
anticorp (raportul F/P)] a fost determinata prin utilizarea microstraturilor care au un
numar predeterminat la portiunile de legatura ale anticorpului IgG la soarece. F/P
egaleaza intensitatea fluorescentei acestor straturi saturate cu F1-OKT4A divizate
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printr-un numar de portiuni de legaturd per strat. Cantitatea de legaturi si F1-0KT4A
liberi este calculatd din intensitatea medie de fluorescents per celul si raportul legat
liber este calculat fatd de numarul de moli ai legaturii anticorpului. O adaptare lineara
este utilizatd pentru a determina afinitatea de legaturs (valoarea absoluts a pantei).

Patru legdturi competitive, cantititi crescute de anticorp competitor sunt
adaugate la doza de sub-saturare a F1-OKT4A si se incubeazi cu 5 x 10° HPB-ALL in
200 pl de PBS cu ser de vitel fetal 5% concentratie, timp de 60 min la temperatura de
4°C. Intensitatile de fluorescenta ale celulelor sunt masurate cu ajutorul citometrului
debit calibrat FACScan, cu standarde microstraturi cantitative. Concentratiile de legaturi
si F1-OKT4A libere sunt calculate. Afinitatile anticorpilor competitivi sunt calculate din
ecuatia [XHF1-OKT4A]=(1/Kx)}{1/Ka), unde Ka este afinitatea OKT4A murinic, Kx este
afinitatea competitorului x, [] este concentratia anticorpului competitor la care raportul
de legatura legat/liber este R/2 si R este legatura legat/liber, maxima.

Rezultatele de afinitate

Constantele de afinitate relativa ale anticorpilor umanizati (vezi fig. 17, tabelul 3)
sunt determinate si LCDR2 combinat cu HCDR10 retine 68% din activitatea parenta.
LCDR2/HCDRS (vezi tabelul 1) retine numai 13% din afinitatea anticorpilor murinici.
Aceste rezultate sunt in conformitate cu cele obtinute prin analizele de blocare (vezi fig.
1Ba si 16b). Compararea HCDR5 cu HCDR7 (vezi fig. 15) sugereaza ca reziduul 60,
nefiind critic pentru activitate, este folositor cand se transforma in cel al secventei
donoare. In aceeasi figurs, efectul de distrugere al reziduului donor la pozitia 44, poate
fi asadar observat (HCDR4 fatd de HCDRS).

Tabelul 3
Constantele afinitatii relative ale anticorpilor grefati pe COR
Constructii de anticorpi Log.conc.competitor Afinitate constanta
[pM] la inhibare 50% (Kx]

OKT4A murinic 2.4 3 x10°

OKT4A chimeric 2.9 1,1 x10°
LCDR2/HCDR10 2,6 2,1x10°
LCDR2/HCDR5 3,4 0,4 x 10°

OKT3 chimeric nici o inhibitie

OKT3 murinic nici o inhibitie

Studii functionale.

Se crede c4, antigenul CD4, care esre recunoscut de OKT4A, ca si echivalentii
sai chimerici si grefati pe CDR, sunt inclusi in interactiunile care se intensifica in ceea ce
priveste functiile biologice ale limfocitelor T care poartd antigenul CD4. In special, se
crede ca antigenul CD4 este continut in amestecul de reactie limfocitar (MLR) si in
celulele mononucleare din sangele periferic in proliferare. In vederea demonstrarii ca
anticorpii grefati pe CDR, conform prezentei descrieri de inventie, probabil au o oarecare
activitate biologica ca OKT4A murinicd sunt efectuate urmatoarele studii functionale.
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Inhibarea MLR.

PBMC uman este izolat prin centrifugare cu gradient de densitate cu Ficoll si se
resuspendd in DMEM complet, contindnd 1% ser de vitel fetal (FCS). Se adauga apoi
2 x 10° PBMC si 1 x 10° PBMC alogenic iradiat (2 Mrad), la fiecare din discurile cu
tesuturi de culturd bune {96), urmand dilutii seriale din anticorpul purificat anti-CD4.
Celulele sunt aduse in culturd timp de 6 zile, pulsate cu 3 H-timidina timp de 24 h si
recoltate. Incorporarea a 3H-timidinei este masurata prin scintilatie lichida.

Ca un control negativ, celulele responder iradiate sunt utilizate in locul PRMC
alogenice iradiate, nefiind adaugat nici un anticorp. Ca un control pozitiv, experimentul
este efectuat cu aditie de anticorp. In experiment, anticorpii utilizati sunt OKT4A murinic,
OKT4A chimeric si fragmentul F{ab’)2 din OKT4A murinic.

Rezultatele experimentului sunt ardtate in fig. 18. Atat OKT4A chimerice cat si
OKT4A murinice aratd o inhibitie similard a MLR.

Inhibarea proliferarii,

OKT3 (20 ng/ml), un MAb murinic care recunoaste CD3 antigenul pe limfocitele
T, este imobilizat pe polistiren, placi de culturad tisulard bune (96) timp de 4 h la
temperatura de 20°C. Discurile sunt apoi spalate de trei ori cu fosfat salin tamponat
(PBS) si apoi se adaugé 1 x 10° PMBC la fiecare recipient. Dupa aceea, sunt adaugate
dilutiile seriale cu anticorpi anti-CD4. Celulele se aduc in culturd timp de 72 h, pulsate
cu 3H-timidina timp de 24 h si se recolteaza. 3H-timidina incorporata este masurata prin
scintilatie lichida.

Ca control negativ, proliferarea este masurata in absenta anticorpilor OKT3 si

anti-OKT4. Ca control pozitiv, proliferarea este masurata in prezenta numai a OKT3. In
acest experiment, anticorpii utilizati sunt OKT4A murinic, OKT4A chimeric si fragmentul
F(ab’)2 din OKT4A murinic.

Rezultatele experimentului sunt prezentate in fig. 19 care aratd cd OKT4A
chimeric are substantial aceeasi abilitate de inhibare a proliferarii ca si OKT4A murinic.

Studiile functionale de mai sus aratd ca OKT4A chimerice au proprietati bilogice
echivalente cu OKT4A murinic. Deoarece anticorpii anti-OKT4 grefati pe CDR au
substantial aceeasi afinitate pentru antigenul CD4 ca si anticorpul OKT4A chimeric, si
deoarece anticorpul OKT4A chimeric are aceleasi domenii constante ca si anticorpii
OKT4 grefati pe CDR, este de asteptat ca anticorpii OKT4 grefati pe CDR s3 aiba
aceleasi functii biologice ca OKT4A murinic si astfel va fi de folos in terapie.

Sumar.

Un numar de anticorpi OKT4 diferit grupati pe COR au fost generati. In esenta,
ADN codificd CDRs pentru OKT4A murinic cu catene lungi si catene scurte care se
grefeaza pe cadrul catenei umane lungi KOL si genele anticorpului REIl cu catend scurta.
Aceste domenii variabile sunt legate la ADN codificand portiunea constanta cu catene
lungi 1gG4 si catene scurte kappa umane. Genele rezultate grefate pe CDR sunt
exprimate prin celulele .
COS-1. Anticorpul secretat in mediul de culturad tisular este colectat, cuantificat prin
ELISA si testat pentru abilitatea sa de legare la celulele pozitive CD4 si de blocare a
legaturii cu OKT4A murinic.

Anticorpul grefat pe CDR desemnat initial este incapabil sa interactioneze cu CD4.
Un numar de madificari sunt facute la catena scurtd, cand reziduurile cadru umane
critice 1n secventela REl, identificate prin modelul molecular, sunt schimbate in reziduurile
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murinice OKT4A. Aceastd versiune noud a catenei scurte, LCDR2, este capabild de a
recunoaste antigenul CD4. In mod similar, un numar de reziduuri cadru umane cu catena
lungd sunt schimbate in murinice prin diferite combinatii pentru a genera HCDR2 pana
la HCDR10O. Diferite catene lungi, in combinatie cu LCDR2, au bund competitie fata de
anticorpul OKT4A murinic pentru CD4. OKT4A grefat pe CDR prezent in selectie este in
combinatia LCDR2Q si HCDR10. Alte versiuni ale catenelor lungi si scurte sunt curent
generate cand reziduurile cadru care sunt recent modificate in reziduuri murinice sunt
schimbate inapoi n reziduuri umane. Acesti anticorpi grefati pe CDR mult mai umanizati
vor fi testati pentru abilitatea lor de recunoastere a CDA4.

Revendicari

1. Molecula anticorp, capabila sa se lege la antigena CD4, care contine o catend
lungd compozitd si o catena scurtd complementard sau contine o catend scurtd
compozita si o catend lungd complementard, caracterizata prin aceea ca, in domeniul
variabil al numitei catene lungi compozite, regiunile cadru sunt derivate predominant de
la un anticorp uman (acceptor) si cel putin reziduurile 23, 24, 26 pana la 35, 49 pana
la 65 si 95 pana la 102, conform cu sistemul de numerotare Kabat, corespund
reziduurilor echivalente dintr-un al doilea anticorp OKT4A monoclonal de soarece (donor)
asa cum se arata in fig. 3, iar in domeniul variabil al numitei catene scurte compozite,
regiunile cadru sunt derivate predominant dintr-un anticorp uman (acceptor) si cel putin
reziduurile 24 pana la 34, 49 pana la 56 si 89 pana la 97, conform cu sistemul de
numerotare Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un anticorp OKT4A mono-
clonal de soarece(donor) asa cum se aratd in fig. 4.

2. Molecula anticorp, capabild sa se lege la antigena CD4, care contine o catend
lungad compozitd si o catena scurtd complementara, caracterizata prin aceea ca, in
domeniul variabil al numitei catene lungi compozite, regiunile cadru sunt derivate
predominant de la un anticorp uman (acceptor) si cel putin reziduurile 23, 24, 26 pana
la 35, 49 péana la 65 Si 95 pana la 102, conform cu sistemul de numerotare Kabat,
corespund reziduurilor echivalente dintr-un al doilea anticorp OKT4A monoclonal de
soarece (donor] asa cum se arata in fig.3.

3. Molecula anticorp conform revendicarilor 1 si 2, caracterizata prin aceea ca
reziduurile 6 si 48 din catena lungd compozitd corespund suplimentar reziduurilor din
anticorpul donor.

4. Molecula anticorp conform revendicarii 1 sau 3, caracterizata prin aceea ca
reziduurile 71, 73 si 79 din catena lungd compozitd corespund suplimentar reziduurilor
echivalente din anticorpul donor.

5. Molecula anticorp conform cu oricare dintre revendicarile de la 1 pana la 4,
caracterizata prin aceea ca oricare din toate combinatiile reziduurilor 57, 58, 60, 88
si 91 din catena lunga compozita corespund reziduurilor echivalente din anticorpul donor.

6. Molecula anticorp conform cu oricare dintre revendicarile de la | pana la 5,
caracterizata prin aceea ca reziduul acceptor din catena lungd compozita corespunde
reziduuriior echivalente din catena lunga KOL umana, asa cum se arata in fig. 5.
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7. Molecul3 anticorp conform cu oricare dintre revendicarile de la 1 pana la 6,
caracterizata prin aceea cé, catena scurtd complementard este o catena scurtd
compozitd, in care in domeniul variabil al acestei catene scurte compozite, regiunile
cadru sunt derivate predominant de la un prim anticorp (acceptor) si cel putin reziduurile
24 pana la 34, 49 pana la 56 si 89 pana la 97, conform cu sistemul de numerotare
Kabat, corespund reziduurilor echivalente dintr-un anticorp OKT4A monaclonal de
soarece (donor) asa cum se arata in fig. 4.

8. Molecula anticorp, capabil s3 se lege la antigena CD4, care contine o catena
scurta compozitd si o catena lungd complementara, caracterizata prin aceea ca, in
domeniul variabil al numitei catene scurte compozite, regiunile cadru sunt derivate
predominant dintr-un anticorp uman (acceptor) si cel putin reziduurile 24 pana la 34, 49
pana la 56 si 839 pana la 97, conform cu sistemul de numerctare Kabat, corespund
reziduurilor echivalente dintr-un anticorp OKT4A monoclonal de soarece(donar) asa cum
se arata in fig. 4.

9. Molecula anticorp conform revendicarii 7 sau 8, caracterizata prin aceea ca
reziduul 89 din catena scurtd compozitd corespunde suplimentar reziduului echivalent
din anticorpul donor.

10. Molecula anticorp conform cu oricare dintre revendicarile de la 7 pana la 9,
caracterizata prin aceea ca reziduurile acceptoare din catena scurts compozita
corespund reziduurilor echivalente din catena scurtd REI umana, asa cum se arata in fig.
6.

11. Molecula anticorp, onform cu oricare dintre revendicarile de la 1 pana la 10,
caracterizata prin aceea ca are o afinitate pentru antigena CD4 de la 10°.M" pana la
10"2.M7,

12. Moleculd anticorp, nform revendicarii 11, caracterizata prin aceea ca are
o afinitate pentru antigena CD4 de cel putin 10°.M™.

13. Moleculd anticorp,conform revendicarilor 11 sau 12, caracterizata prin
aceea ca are o afinitate pentru antigena CD4 similara cu cea a OKT4A.

14. Moleculad anticorp, conform cu oricare dintre revendicarile de la 1 la 13,
caracterizata prin aceea ca este o Ig completa.

15. Moleculd anticorp, conform revendicarii 14, caracterizata prin aceea ca
este izotip IgG,. «

16. Molecula anticorp, conform revendicarii 14 sau 15, caracterizata prin
aceea ca unul sau mai multe reziduuri din domeniile constante ale Ig au fost modificate
in scopul alterarii functiunilor efectoare ale domeniilor constante.

17. Molecula anticorp, conform cu oricare dintre revendicérile de la 1 pan3 la 16,
caracterizata prin aceea ca este obtinuta prin utilzarea tehnologiei ADN recambinante.

18. Molecula anticorp, conform cu oricare dintre revendicarile de la 1 la 17,
caracterizatd prin aceea ca se utlizeazd in terapie, si anume in tratamentul
respingerilor de greféd sau in tratameentul tulburarilor celulelor T helper-.

19. Secventa de nucleotide, caracterizata prin aceea ca, codificd o catena de
anticorp compozita, asa cum aceasta este definitd in oricare dintre revendicarile de la
1 pana la 10 si este prezentata in fig. 1 sifig. 2.

20. Metodéa pentru tratamentul respingerii unei grefe sau a unei afectiuni a celulei
T helper, caracterizaté prin aceea ca interventia asupra organismului viu se realizeazs
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direct cu un anticorp grefat CDR conform revendicarii 1, impreund cu un purtator sau
suport acceptabile din punct de vedere farmaceutic, administrat pe cai conventionale,
intr-o doza zilnica de 0,004 pana la 5 mg/kilocorp, de preferintad de la 0,05 pana la 2
mg/kilocorp. ‘

21. Procedeu pentru prepararea unei molecule anticorp capabile sa se lege la
antigena CD4, caracterizat prin aceea ca cuprinde:

aJfurnizarea unei prime secvente ADN, care codifica o catena lunga compozitd asa
cum aceasta este definita in oricare dintre revendicarile de la 1 pana la 5 sau o catena
scurtd compozitd asa cum aceasta este definitd in oricare dintre revendicarile de la 7
pana la 10, sub controlul elementelor corespunzdtoare din partea superioara si
inferioara;

b) transformarea celulei gazda cu prima secventa ADN; si

c) cultivarea celulei gazda transformate astfel incat sa se produca o molecula
anticorp conform cu oricare dintre revendicarile de 1a 1 pana 1a 17.

22. Procedeu conform revendicarii 21, caracterizat prin aceea cad mai cuprinde:

a) furnizarea unei a doua secvente ADN, care codificd o catend scurtd sau lungd
de anticorp complementard fara de prima catend, sub controlul elementelor
corespunzatoare din partea superioara si inferioara; si

b) transformarea celulei gazda atat cu prima cét si cu cea de a doua secventa
ADN.

23. Procedeu conform revendicarii 22, caracterizat prin aceea ca cea de a
doua secventa ADN codifica o catenad de anticorp compozita.

24. Procedeu conform revendicarii 22 sau 23, caracterizat prin aceea ca
prima si a doua secventd ADN sunt prezente in acelasi vector.

25. Procedeu conform revendicarii 24, caracterizat prin aceea ca secventele
sunt sub controlul acelorasi elemente superioare si/sau infericare.

26. Procedeu conform revendicarii 24, caracterizata prin aceea ca secventele
sunt sub controlul unor elemente superioare si/sau inferioare diferite.

27. Procedeu conform revendicarii 22 sau 23, caracterizat prin aceea ca prima
si a doua secvente ADN sunt prezente in vectori diferiti.

28. Procedeu conform cu oricare dintre revendicarile de la 21 péna la 27,
caracterizat prin aceea ca celula gazda este o celulda CHO.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: farm. Pentelescu Elena
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Secventa nucleotidei regiunii variabile a catenei lungi OKT4A

51

101

181

201

251

301

351

401

451

501

551

AATTCCCTGG

CGQACCCCTC
TTTTAAAAGG
TTAGTGGAGC
CACTTTCAGT
GGCTGGAGTG
CCAGACAGTG

CACCCTGTAC

ATTACTGTGA

GGCCAAGGCA

GGTCTATCCA

CTCTAGGATG

AATCGATTCC CAGTTCCTCA

ACC

CATTCAGTCA GCACTGAACA

<START translation<

ATGAACT CCGGGCTCAG

TGTCCAATGT

CCTGATTTTC CTTGTCCTTG

<START frwkil<

GAAGTGATTC

CTGGAGGGTC CCTGAAACTC

AACTAT
<START frwk2<
GCCA TGTCTTGGGT
GGTCGCA

<START cdra<
GCC ATTAGTGATC

TGAAGGGGCG ATTCACTATC
CTACAAATGA ACAGTCTGAG
AAGA

<START cdr3<
AAGTAC GGTGGTGACT

CCACTCTCAC AGTCTCCTCA

CTGGCCCCTG TGTGTGGAGA

C

Fig. 1

TGGTGGAGTC TGGGGGAGCC

TCCTGTTCAG CCTCT
<START cdri<
GGATT

TCGTCAGACT CCGGAGAAGA

ATAGTACTAA C
<START frwk3<
ACCTACTAT

TCCAGAGACA ATGCCAAGAA

GTCTGAGGAC ACGGCCATTT

ACGACCCCTT T
<START frwké4c<
GACTATTGG

<START CONSTANT<
GCCAAAACAA CAGCCCCATC

TACAACTGGC TCCTCGGTGA
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Secventa nucleatidei regiunii variabile a catenei scurte OKT4A

1 GAATTCCGTT GTAGAA
<START translation<
ATGA GACCGTCTAT TCAGTTCCTG GGGCTCTTGT

51 TGTTCTGGCT TCATGGT
<START poorly sequenced region<
GXC TSAKGTGTGt AKGAYMTCYA GATGUhwrCA

101 GTCTChAkbC
<START FRWK1<
TCACTGTCTG CATCTCTGGG AGGCAAAGTC ACCATCGCTT

151 GCAAGGCA
<START cdri<
AG CCAAGACATT AACAACTAT
<START FRWK2<
A TAGCTTGGTA CCAACACAAG

201 CCTGGARAAG GTCCTAGGCT ACTCATTCAT
<START cdr2<
TACACATCTA CATTACAACC

251 A
<START FRWK3<
GGCATCCCA TCAAGGTTCA GTGGAAGTGG ATCTGGGAGA GATTATTCCT

301 TCAGCATCAG CAACCTGGAG CCTGAAGATA TTGCAACTTA TTATTGTICTA

351 CAG
<START cdr3<
TATGATA ATCTTCTGTT C
<START FRWK4<
ACGTTCGGA GGGGGGACCA AACTGGAAAT

401 AAA .
<START constant regionc
CGGGCT GATGCTGCAC CAACTGTATC CATCTTCCCA CCABSAGTGA

451 GCAGTTAACA TCTGGAGG

Fig. 2
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Constructia catenei lungi OKT4A grefate pe COR
Vector de expresie (Nu la scar)

EcoRI
v 1gG4 constant amH]
AT AT O YD T O e ';mmr pEeGHCMVBgI2
HC grefat pe CDR (4718 bp)
(2400 bp)

EcoRl/Bcll
digestie
HC grefat pe CDR
legat in pEeBHCMVBg12
EcoRl
HCMV
promator HC grefat pe COR
pEe6HCOR1
(7018bp) ——
Bgll BamH! digestie

PolyA
BamHI

Fig. 9(i)
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Hindm
Bamtl] HindIl 1 Hind BamHI
| I EcoRl | RN

\\\\\\\\\\“\\\\\\\\\\\\\\\“\\\\\\\\V

SV40 - .
ori Sinteza glutamina

minigene (5500bp)

Fragment GS legat
in pEe6HCDR1

HC grefat pe COR

pEe6HCDR1gs -
(12620bp) ’ Hindlll

GS minigene

Fig. 9(ii)
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Constructi cu catend scurt grefate OKT4A
Analiza legaturii

175 (Peak Channel - PBL's)
3
m. L
3150+
&
o 4
é d
3
% hL/ChH
5100 —e—c
E —<— LCDRV/ChH
75_- —a— LCDR2/ChH
] v v v LS BN e B g ’ L e L] L] LA 2 8 ]'—l
1 10 100

intensitatea fluorescentei

1001 —a— ChL/ChH
] —&— LCORI/ChH
75 —a— LCDR2/ChH

Anticorp (ng/tube)

Constructii cu catene scurte grefate OKT4A
Analiza de blocare

1757 (Peak Channel - PBL's)

L 3
*

Ty T T T T T
0 50 100 150 200
Anticorp (ng/tube)

Fig. 10
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Constructia catenei lungi grefate pe OKT4A
Analiza de legare

(Peak Channel- PBLs)

Intensitatea fluorescentei

__HTE..
\

1751

150

125-_

1004 —&— ChL/ChH
—&— ChL/HCDR!
—— ChL/HCDR2
—=a— ChL/HCDR3

s ————,
Anticorp (ng/tube}

Constructia catenei lungi grefate pe OKT4A
Analiza de blocare

1751 (Peak Channel - PBL's)
150 g—a— o
1251
100] - —e— ChL/ChH

: —8— ChL/HCDRI
751 ——4— ChL/HCOR2
] —=— ChL/HCDR3
504+—————————r———r————————v—y

0 50 100 - 150 200

Anticorp (ng/tube)

Fig. 11
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Catene lungi grefate pe OKT4A - LCOR2 VRS
Analiz8 de legare

“ (Peak Channel - PBL’S)

3

'g;tso

—

o 125

[=]

o |

o=

§1 —— ChL/ChH

] —a&— LCDR2/HCDR1
§ ~—e— LCDR2/HCDR2
£ —&—— LCDR2/HCDR3

1 10 100
Anticorp (ng/tube)

Catene lungi grefate pe OKT4A - LCDR2 VRS
Analiz& de blocare

1751 (Peak Channel — PBL's)
g
S 50— o o — 8y
g
S 1251
=]
g —— ChL/ChH
5 1001 : ~—s— LCOR2/HCOR1
& 1007
5 1 —— ICDR2/HCOR2
E 75 , —&— (CDR2/HCDR3
T
0 50 100 150 200

Anticorp (ng/tube)

Fig. 14
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Anticorpi grefati pe OKT4A
Analizd ‘de‘legare
(Mean Channel - HPBALLs)

8

—¢— ChLXChH
—&8— LCDR2XChH
—+¢—— LCDR2 XHCDR4
—#~— LCDR2 XHCDRS
——0— LCDR2 X HCDRS6
—&— LCDR2 X HCDR7
—— |CDR2 X HCORS
|—®— LCDR2X HCDRS
—+— LCDR2XHCDR10

7]
2.

Intensitatea fluorescentei

Ot+——rrrr——r—rr vy T
1 1 10 _ 100 1000
Anticorp {ng/tube)
Anticorpi grefati pe OKT4A
Analizs de blocare
(Mean Channel - HPBALL's)

] —<¢— ChL XChH
—&— LCOR2 X ChH
—— LCDR2 X HCDR4
—=&—— |LCDR2XHCDRS
——o— LCDRZXHCDR6
—4&— CDR2 X HCDR7
—4&— LCDR2 XHCDRS8
—&— |CDR2 XHCDR9
———+—— LCDR2 XHCDR10

Intensitatea fluorescentei

(1 e e L ——

L]

O 50 100 150 20 250
Anticarp (ng/tube)

Fig. 15
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