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Anotace:

Chimérickda monoklondlni protilatka, obsahujici
mista, vazajici antigen, CDR, nehumanniho piivodu,
useky zakladni struktury, FR, nehumanniho ptivodu
a konstantni oblasti huménnfho imunoglobulinu,
ktera vykazuje tyto znaky: i/ vaZe se k huménnim
receptorim EGF a inhibuje vazbu EGF k receptoru
EGF, 1i/ konstantni oblasti jejtho téZkého fetézce
zahrnujf sekvenci aminokyselin humdénniho fetézce
gamma-1 a konstantni oblasti lehkého fetézce za-
hrnuji sekvenci aminokyselin huménniho fetézce
kappa, iii/ jeji oblasti CDR, reprezentujici mista,
vazajici antigen, zahrnujf sekvence aminokyselin,
uvedené v naroku 1, iv/ jejf iseky zékladni struktu-
ry, FR, variabilni oblasti, ktera nema vztah k misttim,
vazajicim antigen, zahrnujf aminokyselinové sekven-
ce, uvedené v naroku 1. Expresn{ vektor, obsahujic{
sekvenci DNA, kédujicf variabilni a konstantnf oblast
lehkého fetézce této chimérické monoklondln{ proti-
latky, ktery nese oznateni pCVL425 a je uloZen ve
sbirce DSM pod pfirfistkovym ¢islem DSM 6338.
Expresni vektor, obsahujicf sekvenci DNA, kédujict
variabilni a konstantni oblast tézkého fetézce této

chimérické monoklonalni protilatky, ktery nese
oznateni pCVH425 a je uloZen ve sbirce DSM poc
pfiristkovym ¢&islem DSM 6337. Farmaceuticky
prostfedek, obsahujfci tuto chimérickou mo-
noklonAln{ protilatku. Vy$e uvedené protilatky se
pouziva k terapeutickym a diagnostickym t¢eltim
pti léteni nadoru.
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Chiméricka monoklonalni protilitka, expresni vektory a farmaceuticky prostiedek

Oblast techni

Vynalez se tykd novych chimérickych monoklonalnich protilatek, které obsahuji umélou
modifikovanou konvenéni sekvenci, pfinejmen3im aseki zékladni struktury ve variabilni oblasti
tézkého fetézce huméannich imunoglobulind.

Vynalez se dile tyka chimérickych monoklonélnich protilatek, které se vazou k epitopim
epidermalniho ristového faktoru. Vynalez zvefejiuje sekvence aminokyselin odpovidajiciho
mista, vazajiciho antigen pro tento receptor.

Dile se vynalez tyki farmaceutickych pfipravki, které obsahuji tyto protilatky. Tyto
farmaceutické ptipravky se hodi pro 1é&bu nadord, jako jsou melanomy, gliomy a karcinomy.
Protilatek podle vynilezu je také mozno pouzivat pfi diagnostickych aplikacich, pfi nichZ se
zjisfuje povaha a umist&ni téchto nadort in vitro nebo in vivo. ‘

V popisu se pouziva n&kolika technickych termini, které budou nyni vysvétleny:

Pod pojmem ,,humanizované* protilatky se rozuméji protildtky, které obsahuji useky zakladni
struktury variabilnich oblasti a konstantnich oblasti aminokyselin, umisténych v lehkém a tézkém
fetézci, které pochazeji zhuménnich zdroji. Naproti tomu, jejich hypervariabilni oblasti
pochazeji z nehuménnich zdroju.

Pod pojmem ,chimérické“ protilatky se rozum&ji protilatky, obsahujici variabilni a hyper-
variabilni oblasti, které pochazeji z nehumannich zdroji, zatimco jejich konstantni oblasti jsou
humanniho pivodu.

Useky zakladni struktury protilatky jsou v dalsim textu oznadovany zkratkou FRs (framework
regions). FRs se nachézeji ve variabilnich oblastech. V téchto oblastech dochazi k uréité alteraci
aminokyselin.

Zkratkou CDRs (complementarity determining regions) se oznaCuji oblasti, urdujici
komplementaritu & ,hypervariabilni oblasti protilitky. CDRs se nalézaji ve variabilnich
oblastech. Tyto oblasti predstavuji specifické misto vazajici antigen a vykazuji nesmirné velkou
vyménu aminokyselin CDRs jsou ptedevsim zodpovédné za vazebnou afinitu antigenu.

Pod pojmem ,konvenéni sekvence* se rozumi sekvence aminokyselin, ktera se nevyskytuje
v pfirodg, jako variabilni oblasti lehkého nebo t&Zkého fetézce. Konvenéni sekvence se pouZiva
jako nahrady za piivodné pfitomné variabilni oblasti nehumanniho téZkého nebo lehkého fetézce.
Konvenéni sekvence je synteticka a jedna se tedy o umélou sekvenci nejbéznéjsich aminokyselin
urdité tiidy nebo podtiidy, &i podskupiny t&zkych nebo lehkych fetézcd humannich imuno-
globulini.

Zkratkou ,,EGF* se oznatuje epidermalni ristovy faktor a zkratkou ,,EGFR* se oznaluje receptor
epidermalniho ristového faktoru.

Pod pojmem ,,V,“ oblasti se rozumé;ji variabilni oblasti lehkého fetézce.

Pod pojmem ,,Vy* oblasti se rozuméji variabilni oblasti tézkého fetézce.
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Dosavadni stav techniky

Monoklonalni protilatka z Muridae 425 (Mab 425) byla vypéstovana proti humanni bunééné linii
karcinomu A431 a zjistilo se, Ze se vaZe k polypeptidovému epitopu na vné€jSi doméné receptoru
humanniho epidermélniho ristového faktoru (EGFR). Tato protilatka inhibuje vazbu
epidermélniho rustového faktoru (EGF) na mistech EGFR jak s nizkou, tak s vysokou afinitou
(Murthy a dal3i (1987), Arch. Biochem. Biophys. 252, 549). Ke zvySené expresi EGFR dochazi
u maligni tkdné rizného puvodu, coZ &ini z Mab 425 moznou litku pro diagnostiku a 1é¢bu
humannich nadorti. Skutedné se zjistilo, Ze Mab 425 vykazuje cytotoxicitu viii nadorim in vitro
a potladuje rist nadorovych bunék zbunéénych linii, odvozenych od epidermoidniho
a colorectalniho karcinomu in vitro (Rodeck a dalsi (1987), Cancer Res. 47, 3 692). Také bylo
prokazano, Ze se Mab 425, znatena radioizotopem, vaze ke xenoroubiim humannich malignich
gliomil u my3i (Takahashi a dalsi (1987), Cancer Res. 47, 3 847).

EGF je polypeptidovym hormonem, ktery je mitogenni pro epidermélni a epithelové buiiky. Pfi
interakci EGF se senzitivnimi buiikami dochazi k jeho vazbé na membranové receptory;
komplexy receptor-EGF se shlukuji a potom jsou pojmuty do endocytotickych vacki. Tim
dochazi k tkazu, oznadovanému terminem regulace smérem doli (,,down-regulation®). Vazba
EGF indukuje tyrosin kinazovou aktivitu receptorové molekuly a indukuje syntézu DNA.

Receptor EGF je transmembranovym glykoproteinem o velikosti pfiblizné¢ 170 000 Dalton
(Cohen (1982), J. Biol. Chem. 258, 1523). Je genovym produktem c—erb-B proto-onkogenu
(Downward a dal3i, Nature, sv. 307, strana 521 az 527, 1984). Tento receptor se vyskytuje ve
dvou kinetickych formach, které jsou oznafovany jako receptor s nizkou afinitou a receptor
s vysokou afinitou.

Bunééna linie karcinomu A431 exprimuje na povrchu svych bunék velké mnoZstvi receptori
EGF, a proto ji bylo pouZito pfi mnoha studiich pro tvorbu protilatek anti-EGF-receptor.
Receptory na A 431 se vak lisi od receptorii na jinych typech bunék v uhlovodikovych zbytcich,
které jsou pripojeny k polypeptidu. Mnohé protilatky, vypéstované proti membranam A431, jsou
proto zaméfeny proti uhlovodikiim, které nejsou spoledné pro viechny formy receptorovych
molekul (viz napiiklad Schreiber (1983) J. Biol. Chem., 258, 846).

Jiné molekularni protilatky jsou reaktivni vii¢i proteinovému zbytku receptori EGF. Pfi vazbé
k receptorim EGF vykazuji tyto protilatky rizné vlastnosti, o nichZ se pfedpoklada, ze jsou
zavislé na konkrétni €asti vazané receptorové molekuly a na izotypu protilatky. Nékteré
protilitky napodobuji né&které uCinky EGF (agonisty) a nékteré tyto uCinky inhibuji
(antagonisty).

V pritbéhu rustu nadoru se pfedpoklada exprese receptori EGF. Zjistilo se, ze gen pro tyto
receptory je buné&nym analogem ptagiho virového onkogenu v—erb-B (Ulrych a dal3i (1984),
Nature, 309, 418). Kromé toho bylo nalezeno spojeni mezi pozdnimi stadii vyvoje melanomu
a kopiemi, navic chromozomu, nesouciho receptorovy gen (Koprowski a dalsi, Somatic Cell and
Molecular Genetics, sv. 11, str. 297 az 302, 1985).

Jelikoz receptory EGF jsou exprimovany v celé fadé tuhych nadord, poskytuji vhodny cil pro
protinadorovou lé&bu. Existuje viak nutnost nalézt vhodnou protireceptorovou protilatku. Mnohé
ze znamych protilatek maji vlastnosti, které by pfi jejich pouZiti jako protinadorovych Cinidel
byly skodlivé. Tak naptiklad protilatky, které napodobuji a¢inky EGF, by mohly stimulovat rist
nadori, misto aby jej zastavovaly. Jiné protilatky, které se vaZzou k receptoriim s vysokou nebo
nizkou afinitou, by mohly mit G&innost niZ8i, nez je G€innost optimalni, ponévadz EGF by jesté
mohl projevovat sviij uginek prostfednictvim nevazanych receptorii. Jesté dalsi protilitky méni
receptory s nizkou afinitou na receptory s vysokou afinitou, coz by mohlo mit za nasledek
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vyrazné posileni riistu nddoru namisto jeho inhibice. Existuje tedy v tomto oboru potfeba nalézt
protilatku proti receptoru EGF, ktera by byla vhodna pro protinadorovou 1é¢bu.

Protilitek MAb (z Muridae) se sice pouzivalo pro 1é€bu lidi, vyvolavaly viak imunologickou
odpovéd’ (Giorgi a dalsi, (1983) Transplant. Proc. 15, 639; Jaffers a dalsi, (1986), Transplanta-
tion 41, 572). Pro pfekonani tohoto problému se nékolik skupin snaZilo ,humanizovat“ protilatky
zMuridae. Pfitom lze pouZit dvou pfistupl. Jednak lze domény z konstantnich oblasti jak
v lehkém, tak v t&zkém fetézci Muridae nahradit humannimi konstantnimi oblastmi. Takové
,chimérické® murinohumanni protilatky byly usp&sné zkonstruovany z nékolika murinnich
protilatek, zméfenych proti antigentim, které jsou spojeny s humannimi nadory (Sun a dalsi
(1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 214; Whittle a dal3i (1987), Protein Eng., 1, 499; Liu
adalsi (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 3439; Gillies a Wesolowski (1990), Hum.
Antibod. Hybridomas 1, 47). P¥i tomto pfistupu se plné zachova misto, vazajici antigen murinni
protilitky a tedy i afinita pro antigen, a soucasné se dodaji humanni izotypové a efektorové
funkce. P¥i druhém pfistupu se pouze roubuji oblasti, urCujici komplementaritu (CDRs),
z mySich variabilnich oblasti spolu s humannimi dseky zékladni struktury (FRs) z variabilnich
domén z jak lehkého, tak t&zkého fetézce (VL a Vy). Argumentuje se, Ze pfi této technice se
ptevede kriticka a hlavni &ast mista, vazajiciho antigen, do humanni protilatky (Jones a dalsi
(1986), Nature, 321, 14).

Roubovani CDR bylo providéno u n&kolika monoklonalnich protilatek, pochézejicich
z hlodavcii (Jones a dalsi (1986) Nature, 321, 14; Reichmann a dal3i (1988), Nature 322, 21,
Verhoeyen a dal3i (1988), Science 239, 18; Queen a dalsi (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
10029; Co a dalsi (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2 869; Gorman a dalsi (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88, 4 181; Maeda a dal3i (1991) Hum. Antibod. Hybridomas 2, 124;
Tempest a dal3i (1991), Biol. Technology 9, 266). V3echny si zachovaly svou schopnost vazat
antigen, pfesto Ze jejich afinita byla obvykle sniZena. Ve vétSin€ pfipadi bylo zapotfebi vymeénit
uréité aminokyseliny v huméannich usecich zakladni struktury (FRs). Pfi klinickém zkouSeni se
jak chiméricka, tak CDR roubovana protilatka ukazala byt lepsi nez mysi protilatky (Hale a dalsi
(1988), Lancet, ii, 1394; LoBuglio a dal3i (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 4 220;
Mathieson a dalsi (1990) N. Eng. J. Med. 323, 250). V Zadném pfipadé v3ak neni zndm obecny
poznatek, které aminokyseliny maji byt vyménény a takovou vyménu nelze ani uplné predvidat.

V EP 088 994 je navrzena konstrukce vektori rekombinantni DNA, které obsahuji sekvenci
DNA, kédujici variabilni doménu lehkého nebo t&zkého fetézce imunoglobulinu, specifického
pro predem ureny ligand. V této citaci se nepfedpokladaji variace v sekvenci variabilni domény.

V EP 102 634 se popisuje klonovani a exprese geni, kodujicich cely polypeptid humanniho
tézkého fetdzce IgG nebo jeho &ast v bakterialnich hostitelskych organismech. Ani zde se
nepiedpokladaji variace v sekvenci polypeptidu.

V EP 239 400 se navrhuje, Z¢ humanizované protilatky lze ziskat tim, Ze se misto, vazajici
antigen (hypervariabilni oblasti) jakékoliv huméanni protilatky, nahradi mistem, vazajicim antigen
nehumanni, naptiklad my3i nebo krysi protilatky, prostfednictvim metod genového inZenyrstvi.

Podle této citace je tedy moZno vyrabét humanni nebo humanizované protilatky, obsahujici
specificka mista, vazajici antigen, ktera az dosud nebyla k dispozici v protilatkach, pochazejicich
z lidi.

Chimérické protilatky je mozno ziskat tak, Ze se nahradi nejen CDRs, ale celé variabilni oblasti
lehkého a tézkého Fetézce. Chimérické protilatky mohou viak jesté byt imunogenni. Chimérické
protilatky jsou vSak velmi uZiteiné pro diagnostické ugely a pro optimalizaci humanizovanych
protilatek.
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Bylo by mono ukizat, ?e afinitu mist, vazajicich antigen, lze ovlivnit selektivni vyménou
nékterych jednotlivych aminokyselin ve variabilnich oblastech, které ptimo nejsou soudasti
CDRs (Reichmann a dalsi (1988), Nature, 322, 21).

Postupuje-li se podle (daji, uvedenych v EP 239 400, miZe v nejhorsim ptipadé dojit k Gpiné
ztraté vazebné afinity pro antigen. Tuto skutegnost jsou schopni demonstrovat pivodci tohoto
vynalezu, kterym se nepodafilo zkonstruovat odpovidajici humanizovanou protilatku, zaméfenou
na epitopy receptoru EGF.

Je proto tfeba vzit v ivahu, Ze GspéSnost takové humanizace zavisi na sloZeni a konformaci
pouzitych variabilnich oblasti a jejich interakci s odpovidajicim mistem, vézajicim antigen.
Nelze tedy aplné piedvidat, zda nebo které modifikace ve variabilnich doménach protilatky je
zapotiebi modifikovat, aby se dosdhlo vazby antigenu k protilatce, nebo aby se tato vazba
zlepsila.

Podstata vynélezu

Ukolem tohoto vynalezu je tedy vyvinout humanizovanou monoklonalni protilatku, ktera je
zaméfena zejména na receptory EGF a ktera obsahuje misto, vézajici antigen nehumanniho
plivodu, a tseky zakladni struktury (FRs) z variabilnich oblasti a konstantnich oblasti huméanniho
pivodu, které jsou, v ptipadé potfeby, modifikovany takovym zpisobem, aby specifita
vazebného mista ziistala zachovéna, nebo se regenerovala.

Ukolem tohoto vynalezu je predevsim charakterizovat hypervariabilni oblasti mista, vazajiciho
antigen protilatky proti receptoru EGF, a zavést tyto CDRs do humanizované monoklonélni
protilatky, definované vy3e.

Tato protilatka a jeji chimérickd varianta muaze hrat dilezitou dlohu jako terapeutické nebo
diagnostické &inidlo, slouzici k potlatovani nadort, jako jsou melanomy, gliomy nebo
karcinomy.

Zjistilo se, Ze G¢inné a specifické humanizované monoklonalni protilatky je mozno snadno ziskat
za pouziti konvenéni sekvence pfinejmen3im z variabilnich oblasti tézkého fetézce humannich
imunoglobulinti. Vhodné jsou zejména viechny takové konvencni sekvence, které vykazuji
dobrou identitu (alespoit ze 60 az 70 %, zejména ze 65 az 70 %) ve srovnani s variabilnimi
oblastmi piivodnich nehumannich protilatek.

Dale se zjistilo, Ze tyto konvendni sekvence musi byt modifikovany pouze v malém rozsahu,
zatimco za pouziti variabilnich oblasti pfirodnich humannich protilatek je tfeba ne¢kdy provadét
mnohem vice modifikaci. Casto neni nutno provadét zadné modifikace, nebo je nutno provadét
jen malo modifikaci v sekvenci aminokyselin, aby se podle vynalezu doséhlo dobré specifické
vazby antigenu. Je tedy tieba vyménit pouze n€kolik aminokyselin pro dosaZeni perfektni vazby
receptoru EGF k pfednostni humanizované protilatce podle tohoto vyndlezu. Podle poznatka,
uvedenych v EP 239 400, nelze v tomto ptipadé dosahnout vazby. Stupefi modifikace, kterého je
podle vynalezu zapotfebi, je moZno charakterizovat vyménou aminokyselin v rozsahu od 0 do
10 %, pfednostné od 1 do 5 %.

Humanizovand monoklonalni protilitka podle tohoto vynalezu méa nésledujici vyhody:
Konvenéni sekvenci, coz je sekvence, odpovidajici nejéastéjsimu vyskytu aminokyselin v urcité
poloze fetézce humanniho imunoglobulinu z definované tfidy, podtiidy nebo podskupiny, je
mono bez problémi syntetizovat jako celek nebo jako Gast. Neni zde zivislost na podrobné
znalosti nebo dostupnosti urditych individudlnich protilatek nebo jejich fragmentt. To znamena,
%e je mozno pokryt 3iroky rozsah individualng a pfirodné se vyskytujicich fragmenti protilatky



15

20

25

30

35

40

45

50

CzZ 283717 Bé6

prostfednictvim velmi omezeného pottu konvenénich sekvenci, které se klonuji do
odpovidajicich expresnich vektori. Konvenéni sekvence miZe byt ptizniva, pokud se tyce
imunogenicity, ve srovnani s individualnimi ptirodnimi sekvencemi, o nichZ je zndmo, Ze se
nékdy jedna o epitopy pro jiné protilatky (napfiklad anti-idiotypické protilatky).

AZkoliv bylo skuteiné realizovano jen jedno prednostni provedeni, poskytuje tento vynalez
obecné zakladni poznatky. Vzhledem k velkému poétu moZnych sekvenci a kombinaci sekvenci
ve variabilni a hypervariabilni domén& neni pouhou ndhodou, Ze se na zakladé popsanych
poznatkii, vztahujicich se ke konvenéni sekvenci, podafilo zkonstruovat humanizovanou
protilatku, zaméfenou na receptory EGF.

Dile se zjistilo, Ze t&2ké tetdzce variabilnich domén dodavaji vétsi prispévek mistu, vazajicimu
antigen, ve srovnani s odpovidajicimi lehkymi fet€zci. Neni proto nutno modifikovat stejnym
zpisobem lehky fetézec humanizované protilatky, obsahujici konvenéni sekvenci. Tento aspekt
je zajimavy, ponévadZ je zndmo, Ze lehké fetézce hraji u nékterych znamych ptirodnich
protilatek dulezit€jsi alohu nez odpovidajici t&zké fetézce (viz Williams a dal3i (1990) Tibtech.
8, 256).

Podle vynalezu je kone&né moZno poprvé provést pomoci genetického inzenyrstvi charakterizaci,
klonovéni a amplifikaci mista, vazajiciho antigen murinni protilétky proti receptoru EGF (MADb
425). Tento aspekt vynalezu je nejdileZitéj$i. Je moZno syntetizovat odpovidajici oligo-
nukleotidy, kodujici toto misto, vazajici antigen a celou variabilni doménu humanizované
a chimérické monoklonalni protilatky. Pfedmétem vynilezu jsou dale také odpovidajicim
zpisobem G&inné expresni vektory, kterych lze pouzivat pro transformaci vhodnych

eukaryotickych bunék.

Predmétem vynalezu je tedy chimérickd monoklonalni protilatka, obsahujici mista, vazajici
antigen, CDR nehumanniho pivodu, dseky zikladni struktury FR nehumanniho pivodu
a konstantni oblasti humanniho imunoglobulinu, ktera vykazuje tyto znaky:

i) vaze se k huméannim receptorim EGF a inhibuje vazbu EGF k receptoru EGF,

ii) konstantni oblasti jejiho t&zkého fetézce zahrnuji sekvenci aminokyselin humanniho fetézce
gamma-1 a konstantni oblasti lehkého Fetézce zahmuji sekvenci aminokyselin humanniho
fetézce kappa,

iii) jeji oblasti CDR, reprezentujici mista, vazajici antigen, zahrnuji nasledujici sekvence
aminokyselin

lehky fetézec
CDR-1 —Ser—Ala-Ser-Ser-Ser—Val-Thr-Tyr-Met-Tyr—

CDR-2 —Asp-Thr-Ser—Asn—Leu—Ala—Ser-
CDR-3 —GIn-GIn-Trp—Ser—Ser—His—Ile-Phe—Thr-

tézky fetézec

CDR-1 —~Ser-His—Trp-Met-His—

CDR-2 —Glu—Phe—Asn—Pro—Ser—Asn—Gly-Arg-Thr-Asn-Tyr—Asn-Glu-Lys—Phe-Lys—Ser-
CDR-3 —Arg—Asp-Tyr-Asp-Tyr-Asp—Gly-Arg-Tyr—Phe-Asp-Tyr-

iv) jejimi Useky zakladni struktury, FR, variabilni oblasti, kterd nema vztah k mistim vazajicim
antigen, zahrnuji nasledujici aminokyselinové sekvence
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lehky fetézec

FR-1 —GIn-lle-Val-Leu-Thr—-Gln—Ser-Pro—-Ala-Ile-Met—Ser—Ala—Ser—Pro-Gly—Glu-Lys—
Val-Thr—Met-Thr—Cys—

FR-2 -Trp-Tyr-Gin-Gln—Lys~Pro-Gly—Ser~Ser—Pro—~Arg-Leu-Leu-Ile-Tyr-

FR-3 -Gly-Val-Pro-Val-Arg-Phe-Ser-Gly-Ser—Gly-Ser-Gly-Thr—Ser-Tyr-Ser—Leu—Thr-
Ile-Ser-Arg-Met—Glu-Ala—Glu—Asp-Ala—Ala-Thr-Tyr-Tyr—Cys-

FR—4 —Phe-Gly-Ser-Gly—Thr-Lys-Leu—Glu-Ile-Lys—

tézky fetézec

FR-1 -Gln-Val-Gln-Leu—-GIn-Gln—Pro-Gly—Ala-Glu—Leu-Val-Lys—Pro—-Gly-Ala—Ser—
Val-Lys-Leu-Ser—Cys-Lys—Ala—Ser—Gly-Tyr-Thr—Phe-Thr—

FR-2 -Trp-Val-Lys-Gin-Arg-Ala—Gly—Gln—-Gly-Leu-Glu-Trp-Tle-Gly-

FR-3 -Lys-Ala—Thr-Leu-Thr-Val-Asp-Lys—Ser-Ser—Ser-Thr-Ala-Tyr-Met~GIn-Leu-Ser—
Ser—Leu-Thr—Ser-Glu—Asp—Ser—Ala—Val-Tyr-Tyr-Cys—Ala—Ser—

FR—4 —Trp-Gly-Gln—-Gly-Thr-Thr-Leu-Thr-Val-Ser—Ser-

Predmétem vynalezu je dale expresni vektor, obsahujici sekvenci DNA, kédujici variabilni
a konstantni oblast lehkého fetézce vyse uvedené chimérické monoklonélni protilatky, ktery nese
oznadeni pCVL425 a je uloZen ve sbirce DSM pod ptiriistkovym &islem DSM 6338.

Pfedmétem vynalezu je dale expresni vektor, obsahujici sekvenci DNA, kodujici variabilni
a konstantni oblast tézkého Fetézce vySe uvedené chimérické monoklonalni protilatky, ktery nese
ozna&eni pCVH425 a je uloZen ve sbirce DSM pod pfiriistkovym &islem DSM 6337.

Koneéné je predmétem vynalezu také farmaceuticky prostfedek, jehoZ podstata spociva v tom, Ze
obsahuje vyse uvedenou chimérickou monoklonalni protilatku.

Viechny citace patentd a publikaci, uvedené vyse a dile v tomto textu, pfedstavuji nahradu za
pteneseni jejich celého obsahu do popisu tohoto vynalezu.

Mikroorganismy a plazmidy, pouZité pfi provadéni vynalezu

a) pRVL425 (= HCMV-RVb425-k) uloZen 1. inora 1991 v souladu s Budapestskou dohodou
v Némecké sbirce mikroorganism (DSM) pod pfirtstkovym &islem DSM 6340. Expresni vektor
obsahuje sekvence hypervariabilnich oblasti (CDRs) murinni protilatky 425 a FRs variabilni
oblasti a konstantni (kappa) oblasti lehkého Fetézce humanizované protilatky. Symbol R znamena
~pretvofeny* (reshaped).

b) pRVH425 (= HCMV-RVyg425-gamma), uloZen 1. anora 1991 v souladu s Budapestskou
dohodou v Némecké sbirce mikroorganismii (DSM) pod pfiristkovym &islem DSM 6339. Tento
expresni vektor obsahuje sekvence hypervariabilnich oblasti (CDRs) murinni protilatky 425
aRFs variabilni oblasti a konstantni (gamma-1) oblasti tézkého fetézce humanizované
protilatky. Symbol R znamena ,,pfetvofeny* (reshaped).

¢) pCVL425 (= HCMV-CV425-k), uloZen 1. Gnora 1991, v souladu s Budapestskou dohodou,
v Némecké sbirce mikroorganismti (DSM) pod pfiristkovym &islem DSM 6338. Tento expresni
vektor obsahuje sekvence FRs a hypervariabilnich oblasti (CDRs) variabilni oblasti lehkého
fetézce murinni protilitky 425 a konstantni (kappa) oblasti lehkého fetézce humanniho
imunoglobulinu. Symbol C znamena ,,chiméricky*.

d) pCVH425 (= HCMV-CV425-gamma), uloZen 1. unora 1991 v souladu s Budapestskou
dohodou v Némecké sbirce mikroorganismi (DSM) pod pfiristkovym &islem DSM 6337. Tento
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expresni vektor obsahuje sekvence FRs a hypervariabilnich oblasti (CDRs) variabilni oblasti
lehkého Fetézce murinni protiltky 425 a konstantni oblasti lehkého fetézce humanniho gamma-—1
imunoglobulinu. Symbol C znamena ,,chiméricky*.

e) Hybridoma buné&né linie 425, uloZena 26. Unora 1988 v souladu s Budapestskou dohodou
v americké sbirce American Type Culture Collection (ATCC) pod pfiristkovym Cislem
HB 9629. Tato bunéena linie produkuje murinni protilatku 425, kterd je zaméfena na receptor
EGF.

Jiné biologické materidly:

jiné mikroorganismy, buné¢né linie, plazmidy, promotory, markery rezistence, replikacni
po&itky nebo jiné fragmenty vektord které jsou uvedeny v tomto popisu, jsou obchodné nebo
jinak obecn& dostupné. Pokud neni v tomto popisu uvedeno jinak, pouZiva se jich pouze jako
pikladi a jejich konkrétni volba neni pfi provadéni vynalezi diilezita, takZe je moZzno nahradit je
jinymi vhodnymi prostfedky a biologickymi materialy.

Pro amplifikaci odpovidajicich sekvenci DNA se pfednostné pouziva bakteridlnich hostiteld.
Jako ptiklad takovych hostiteld je mozno uvést E. coli nebo Bacillus.

P¥i vyrobé humanizovanych a chimérickych protilatek podle tohoto vynalezu se dava prednost
eukaryotickym buiikam, jako je COS (CV1 pivod SV 40), nebo buiikam z vajeéniku inského
kietka (CHO), nebo kvasinkam. Obzv1astni pfednost se dava buiikam COS a CHO.

Obecné postupy vyroby:

Technologie, které jsou pro provadéni tohoto vynalezu podstatné, jsou podrobné uvedeny
v tomto popisu.

Jiné technologie, které nejsou podrobné popsany, odpovidaji znamym standardnim technologiim,

které jsou dobfe znémy odbornikim vtomto oboru, nebo které jsou popsany podrobné&ji
v uvedenych literarnich odkazech, patentovych pfihlaskach a standardni odborné literatufe.

Piehled obrizkl na vykrese

Na obr. 1 jsou schematicky znazornény vektory, pouZivané pro expresi chimérickych
a pietvorenych humannich protilatek. Restrikéni mista, pouZivané pfi konstrukci expresnich
plazmidii, jsou oznatena. Sekvence, kodujici variabilni oblast, jsou znazornény ¢ernymi useky,
konstantni oblasti jsou znazornény bilymi dseky, promotor HCMV a zesilova¢ transkripce
(enhancer) Srafovanymi Gseky a nukleotidovy fragment z plazmidu pSVneo je znazornén
te¢kovanymi seky. Sméry transkripce jsou zndzornény Sipkami.

Na obr. 2 jsou znazornény sekvence nukleotiddi a aminokyselin V425 (A) a V1425 (B) cDNA,
klonované do pUC18. Aminokyseliny, pfispivajici k vedouci sekvenci (leader), jsou podtrzeny
a CDRs jsou oznadeny zivorkami. Mista sestfihu mezi variabilnimi oblastmi a konstantnimi
oblasti jsou také znizoména. Také jsou zde znazornény piedni a zadni PCR-primary a jejich
mista teplotni hybridizace (annealing sites), pouZita pfi konstrukci gend, kédujicich chimérické
protilatky.

Na obr. 3 jsou uvedeny sekvence nukleotidi a aminokyseliny syntetizovaného genového
fragmentu, kddujiciho pretvorenou humanni Vy4a425. Vedouci sekvence je podtrzena a rezidua,
prispivajici k CDRs, jsou v zavorkach.
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Na obr. 4 je uvedeno srovnani sekvence aminokyselin mysi a pretvofené humanni variabilni
oblasti 425. Panel A ukazuje sekvenci my3i Vi (V(425) a pietvofené humanni V.S (RV 2425
a RV b425). Panel B ukazuje sekvence mysi Vi (Vu425) a pretvofené humanni VS (RVyad25,
RVyb425, RVycd25, RVyd425, RVyed25, RVyfd25, RVygd2s5, RVyhd25, RVyid25 a jsou
oznageny FRs a CDRs. Aminokyseliny jsou &islovany podle Kabat a dalsi /1987/ Sequences of
Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services, US Government
Printing Offices.

Na obr. 5 je znazornén molekuldrni model variabilnich oblasti mySi MAb 425.

Na obr. 6 je znazornéna detekce vazby k EGFR pomoci metody ELISA. Aktivita vazby antigenu
se stanovuje ve ziedénych supernatantech transfektovanych COS bunék a vynési se do grafu jako
opticka hustota pti 450 nm proti koncentraci IgG (zji$ténd metodou ELISA, viz €ast popisu
,Materialy a metody“). Viechny verze pretvofenych huménnich Vy oblasti se kontrafektuji
s RV, a425 a jsou reprezentovany nasledujicimi grafickymi symboly: RVyad25 A, RVyb425 9,
RVycd25 A, RVyd425 ®, RVyed25 O, RVyfa25 X, RVygd25 O, RVyh425 o, RVyid25 O,
RVyb425 ko—transfektovany s RV bd25 je reprezentovan symbolem ¢. Produkty kotransfekce
chimérického VL425 a VH425 jsou reprezentovany symbolem e.

Na obr. 7 je znazornéna konkurence pfi vazbé k antigenu. V okénku A je znizornéna konkurence
mezi zna&enou mysi protilatkou 425 a (1) neznatenou my3i protilatkou 425 (+) a (2) chimérickou
protilatku 425 (e), produkovanou buitkami COS po kotransfekci s HCMV-CV425—kappa
a HCMV—-CV425-gamma-—1. V okénku B je znizornéna konkurence mezi znafenou mysi
protilatkou 425 a (1) neznatenou mysi protilatkou 425 (+) a (2) pfetvofenymi humannimi
protilatkami 425, produkovanymi buiikami COS po kotransfekci s HCMV-RV a425-kappa
a HCMV-RVyi425-gamma-1 (0) a s HCMV-RV a425-kappa a HCMV-RVyg425—gamma-1
(0O). Ve viech pfipadech se na horizontalni osu vynasi koncentrace inhibitoru v ng/ml. Na
vertikalni osu se vynasi procento inhibice vazby.

Na obr. 8 jsou znizornény u&inky riznych pfetvofenych humannich oblasti V. na vazbu
antigenu. V okénku A je ukdzéna vazba antigenu pfetvofenymi humannimi protilatkami,
produkovanymi v buiikich COS transfektovanych HCMV-CV425-kappa a HCMV-CV425-
gamma-—1 (e), HCMV-RV a425-kappa a HCMV-RVyg425-gamma-1 (O), HCMV-RVb425-
kappa a HCMV-RVyg425-gamma—1 (M), HCMV-RV,a425-kappa a HCMV-RVyc425-
gamma—1 (A) a HCMV-RV b425-kappa a HCMV-RVyc425-gamma~1 (¢). V okénku B je
znazornéna konkurence o vazbu k antigenu mezi znatenou my$i protilatkou 425 a (1)
neznatenou mysi protilaitkou 425 (+) a (2) pretvofenymi huménnimi protilatkami 425,
produkovanymi v buiikdch COS kotransfektovanych HCMV-V,a425-kappa a HCMV-V,g425-
gamma-1 ([J) a HCMV-Vb425-kappa a HCMV-V;;g425-gamma-1 (M). V okénku A se na
vertikalni osu vynasi optickd hustota pfi 450 nm (ODss0) a na horizontalni osu se vynasi
koncentrace IgG v ng/ml. V okénku B se na horizontilni osu vynds$i koncentrace inhibitoru
v ng/ml a na vertikélni osu procento inhibice vazby.

Na obr. 9 je v okénku A znidzornéna analyza pietvofenych (drahy 1 a 2), chimérické (draha 3)
a murinni (draha 4) Mabs 425 metodou SDS-PAGE za neredukujicich podminek (a), a za
redukujicich podminek (b). Drahy 7 a 8 odpovidaji pfetvofenym, drdha 9 chimérické a draha
10 murinni protiltce. Drahy 5, 6, 11 a 12 predstavuji markery molekulové hmotnosti. V okénku
B je znazornéna purifikace pretvofené MAb 425 gelovou filtraci na Superose 12. Pik 2 odpovida
IgG.

Na obr. 10 je znazornéna konkurence mezi murinni, chimerickou a pfetvofenymi Mabs 425
o receptor EGF (EGFR). Na vertikalni osu se vynasi pomér mezi vazanou (MAb) a celkovou
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(MADb) v procentech (% vézana/celkem). Na horizontilni osu se vynasi koncentrace protilatky
(mol/1 /log/). Pouziva se nasledujicich symboli:

A% znamena MAb 425 murinni,
o znamena MAD 425 chimérickou,
o, 4 znamena MADb 425 pretvoiené.

Na obr. 11 je znazornéna konkurence mezi EGF a protilatkami o receptory EGF. Na vertikalni
osu se vynasi % vazana/celkem (MAb). Na horizontalni osu se vynasi koncentrace protilatky
/mol/1 /log//). Symbol o znamena MAb 425 murinni a symboly A, V, O, znamenaji MAb 425

pretvorené.
Nisleduje podrobny popis vynalezu.
Klonovéni a sekvenovéni gent variabilni oblasti MAb 425

Ze syntézy cDNA a klonovani za pouZiti primeru s kappa fetézcem se pro skrining pfednostné
vezme 300 az 400 kolonii. Ze syntézy cDNA a klonovani za pouZiti primeru gamma-2a se
ptednostné pro skrining vezme 200 az 300 kolonii. Po skriningu hybridizaci za pouZiti dvou
odpovidajicich klonovacich primeri poskytuje 20 aZz 30 kolonii s lehkym fetézcem a 10 aZ
20 kolonii s tézkym Fetézcem silné signaly. Zt&chto kolonii se izoluje plazmidova DNA
a analyzuje obvyklym zpisobem 3tépeni obchodn€ dostupnymi restrikénimi enzymy, aby se
stanovila velikost inzertt cDNA. Jako kandidati pro sekvenovani se zvoli klony zfejmé
obsahujici inzert 400 a2 500 bp v pfipad& V| klonovani, a 500 az 600 bp v pfipadé Vy klonovani.
T¥i V¢ klony a tfi Vy klony se sekvenuji na obou vliknech za pouZiti univerzalnich a reverznich
sekvena¢nich primeri M13. Ze tfi moznych Vi klond, které byly sekvenovany, jeden koduje
aplnou variabilni oblast a ostatni kéduji peptidy, které k ni nemaji vztah. Dva z Vy klonit kéduji
identické Vy oblasti, zatimco ostatni koduji Vy oblast s intronem mezi vedouci sekvenci a jesté
ptitomnym FR-1. Vedle intronu tfeti Vg klon obsahuje kodujici sekvenci, ktera je identicka se
sekvencemi prvnich dvou klonil. Pro ovéfeni sekvence Vi oblasti se sekvenuji tii dal$i cDNA
klony, které obsahuji inzerty vhodné velikosti. Dva znich poskytuji sekvence, které jsou
vsouhlasu sprvnim V. klonem. Treti pfedstavuje napodobenou DNA sekvenci.
V sekvenovanych klonech nejsou pfitomny vSechny piivodni sekvence primeru. Rozsah deleci se
méni od klonu ke klonu. Tyto delece, k nimz pravd&podobné dochézi v priibéhu syntézy cDNA
a klonovani, mohou sniZit G¢innost skriningu kolonie.

Geny V. a Vi MAb 425 jsou znazornény na obr. 2. Sekvence aminokyselin Vi a Vy oblasti 425
se porovnava s jinymi mysimi variabilnimi oblastmi v Kabatové databazi (Kabat a dalsi, (1987)
Sequence of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services, US
Government Printing Offices). Oblast V. je moZno zatfidit do podskupiny IV nebo VI mysich
variabilnich oblasti s Fetézcem kappa. V usecich zakladni struktury (FRs) vykazuje oblast 425 V..
priblizné 86% identitu s konvenéni sekvenci my3i kappa podskupiny [V a pfiblizné 89% identitu
s podskupinou VI. Zda se, Ze oblast 425 V pouZiva segmentu JK4. Pfi zkoumani Vy oblasti se
zjisti priblizné 98% identita s FRs konvencni sekvence mysiho t&zkého fetézce z podskupiny II

(B).

Spravna volba vhodné tfidy nebo podskupiny humanniho imunoglobulinu je zavisla na stupni
identity s fetézcem, ktery je v nehuminni protilatce puvodné pritomen. Identita dedukované
konvenéni sekvence podle tohoto vynalezu by mé&la byt vy33i nez 65 az 70 %, pfi srovnavani se
sekvenci piivodniho nehumanniho fetézce.

Dava se prednost konvenénim sekvencim tézkych fetézcl, zejména viak konvenéni sekvenci
humanniho t&zkého fetézce z podskupiny L. Pro jiné protilitky jsou viak vhodné konven¢ni
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sekvence jinych humannich t&zkych fetézcd. Pfednostni konveeni sekvence jsou modifikované.
Mozna vyména aminokyselin &ini podle vynalezu 0 aZ 10 %, pfednostné 5 az 10 %.

Konstrukce a exprese chimérické protilatky 425

Dfive nez je moZno pouZit pti konstrukei chimérické protilatky 425 cDNA pro kédovani Vi a Vy
oblasti, je zapotiebi zavést n&kolik modifikaci do 5°— a 3°— konce. Tyto modifikace zahrnuji
zvedeni vhodnych mist pro restrikéni enzymy tak, aby bylo mozno sekvence, kédujici variabilni
oblast, snadno subklonovat do expresnich vektori HCMV. Je nutno znovu vytvofit donorni
sestfizena mista v 3’— lemujicich oblastech pro spravny a G&inny sestfih variabilnich oblasti ke
konstantnim oblastem.

Také 5°— lemujici oblasti se modifikuji, aby obsahovaly sekvenci, kterd by vytvofila dCinna
iniciaéni mista pro translaci eukaryotickymi ribosomy (Kozak a dalsi (1987), J. Mol. Bio., 196,
947). Tyto modifikace se zavad&ji za pouziti PCR primeri. PouZité primery jsou uvedeny
v tabulce 1.

Tabulka I

Oligonukleotidy, pouzité pro klonovani cDNA, konstrukci chimérik a mutagenezi. PodtrZzené
Giseky oznaduji baze, které se tepelné& hybridizuji k humanni struktufe.

gislo  sekvence popis

1. 5’-GTAGGATCCTGGATGGTGGGAAGATG-3’ primer lehkého fetézce
pro syntézu cDNA

2. 5’-GTAGGATCCAGTGGATAGACCGATG-3’ primer tézkého
fetézce pro syntézu cDNA

3. 5’-CTCCAGCTTGACCTCACCATGG-3’ pfedni primer chimérické
oblasti Vy
4. 5-TTGGATCCACTCACCTGAGGAGACTGTGA-3’zadni primer chimérické
oblasti Vy
5. 5~AGAAAGCTTCCACCATGGATTTTCAAGTG-3’ piedni primer chimérické
oblasti Vi
6. 5’ -GTAGATCTACTCACGTTTTATTTCCAAC-3" zadni primer chimérické
oblasti Vi
7. 5’-ACCATCACCTGTAGTGCAGCTCAAGTG CDR-1 primer pietvoiené
TAACTTACATGTATTGGTACCAGCAG-3’ oblasti V.
8. 5’-CTGCTGATCTACGACACATCCAACCTGGC  CDR-2 primer pietvofené
TTCTGGTGTGCCAAGC-3’ oblasti V_
9. 5’-ACCTACTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTCA~ CDR-3 primer pfetvofené
CATATTCACGTTCGGCCAA-3’ oblasti Vi,
*
10. 5’~AGCGGTACCGACTACACCTTCACCATC-3"  primer pro zavadéni
F71Y do RV,
* X%
11. 5'-ATACCTTCACATCCCACTG-3’ primer pro zavadéni
S30T do RVy
* ¥
12. 5’-CGAGTGGATTGGCGAGT-3’ primer pro zavadéni
V48l do RVy

-10-
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Tabulka I (pokradovani)
gislo  sekvence popis
* * *
13. 5_TTTAAGAGCAAGGCTACCATGACCGTGGA~- primer pro zavadéni
CACCTCT-3’ R66K, V67A aL71V do RVy
*
14. 5’-CATGACCGTGGACACCTCT-3’ primer pro zavadéni

L71V do RVy

Pro kazdou variabilni oblast cDNA se pfednostn& vytvori dva primery. V pfednich primerech se
pouzije 15 bazi na 3’—konci primeru pro hybridizaci primeru k templatové DNA, zatimco 5'—
konec primeru obsahuje misto HindIIl a ,Kozakovu sekvenci®. Zadni primery maji podobné
slozeni. Poslednich 15 bazi u 3’— konce se pouzije pro hybridizaci primeru k templitové DNA
a 5’~konec primeru obsahuje misto BamHI donorni misto pro sestfih. V ptipadé zadniho primeru
lehkého fetézce se pouzivad mista BglIl misto mista BamHI, ponévadz cDNA, kodujici Vi,
obsahuje interni misto BamHI (viz obr. 2). Reakce PCR se pfednostné provadi zpusobem,
popsanym v pfikladech.

DNA V; oblasti modifikovana PCR se klonuje do mist HindIII a BamHI expresniho vektoru
lehkého fetdzce HCMV, jakozto HindIII-Bglll fragment. Tento vektor jiz obsahuje humanni
genomovou konstantni oblast kappa s potfebnym akceptorovym mistem pro sestfih a misty
poly(A"). Cely PCR-modifikovany V| fragment se sekvenuje za pouZiti dvou primeru, které se
tepelng hybridizuji k mistim, lemujicim klonovaci misto expresniho vektoru. Sekvenovani
potvrzuje, Ze v pribéhu stupn& PCR nebyly uvedeny zadné chyby. PCR-modifikovana Vg DNA
se klonuje do expresniho vektoru t&zkého fetézce HCMV jako HindIIl-BamHI fragment a také
se sekvenuje, aby se potvrdilo, ze béhem PCR nebyly zavedeny Zadné chyby. Fragment BamHI,
obsahujici humanni genomovou konstantni oblast gamma-1, se vloZi do vektoru HCMV-CVy; na
3°_strané oblasti Vy. Tento fragment obsahuje potfebné akceptorové misto pro sestiih V-C,
ktery ma probéhnout in vivo a pfirodni misto poly(A™).

Expresni vektory, obsahujici chimérické oblasti 425 Vi a Vy, se kotransfektuji do vhodnych
eukaryotickych bunék, pfednostné bungk COS. Po pfiblizné 72 hodinich prechodné exprese se
médium bun&né kultury zkousi metodou ELISA na pfitomnost produkovaného humanniho IgG
a na vazbu k EGFR proteinu.

Mnozstvi humanniho IgG, detekovaného v médiu, kolisd v rozmezi od 100 do 400 ng/ml.
Vyrobena chiméricka protilatka se dobfe vaze k proteinu EGFR pfi standardni zkousce vazby
antigenu ELISA, ¢im2 se potvrdi, Ze byly klonovény a sekvenovéany spravné my$i variabilni
oblasti.

Potate&ni navrzeni, konstrukce a exprese pretvofenych humannich lehkych a t€zkych fetézca 425

Pti navrhu pretvofené humanni protilatky 425 se nejvétsi diraz klade na oblast Vy, ponévadz
tato doména je &asto pfi vazbé antigenu nejdilezitéjsi (Amit a dali (1986), Science 233, 747,
Verhoeyen a dal3i (1988) Science 239, 18). Pfi volb& huménnich FRs, na nichZ se maji roubovat
my3i CDRs, se FRs my3i Vi oblasti MAb 425 porovnavaji s FRs konvenénich sekvenci ze viech
podskupin humannich oblasti Vy (Kabat a dal3i, (1987) viz shora uvedena citace). Toto
porovnani ukazuje, ¢ FRs oblasti Vy mysi protilitky MAb 425 jsou nejpodobnéjsi FRs
humannich oblasti Vi podskupiny L. Je zde 73% identita mezi FRs a pfiblizné 65% identita mezi
celymi oblasti V.

-1l -
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Provede se dal$i srovnavani mysi oblasti Vy 425 sjinymi my3imi oblasti Vy ze stejnych
Kabatovych podskupin, aby se identifikovaly viechny zbytky FR, které jsou charakteristické pro
MADb 425 a mohly by se tedy podilet na vazb& antigenu. Zbytek v poloze 94 mysi oblasti VyMAD
425 je serin, zatimco v jinych oblastech Vy my3i podskupiny II (B) a také humanni podskupiny I
je zbytkem 94 arginin (Kabat a dal3i, (1987), viz shora uvedend citace). Tato substituce
aminokyseliny je neobvykla a pon&vadZ poloha 94 pfiléha k CDR-3, jedna se o pfekvapivé
dalezitou polohu. Z téchto diivodi se pretvofend oblast Vg humanni 425 pfednostné navrhuje
tak, Ze je zaloZena na CDRs mysi protilatky MAb 425 a FRs, odvozenych z konvencni sekvence
humannich FRs z podskupiny I (podle definice Kabata a dalsich (1987), viz shora uvedend
citace). Polohy 94 ve FR-3 se obsadi serinem, jako je tomu u mysi protilatky MAb 425.
V polohach konvenéni sekvence FRs z huméanni podskupiny I, kde nejsou uvedeny jednotlivé
aminokyseliny, se zvoli aminokyselina, ktera se nejlastéji vyskytuje v této poloze. Jestlize se
v uréité poloze huménni konvenéni sekvence nevyskytuje zadna aminokyselina pfednostné, voli
se jako aminokyselina ta aminokyselina, ktera se v této poloze sekvence naléza v oblasti Vy mys$i
MAb 425. Vysledna aminokyselinova sekvence obsahuje prvni verzi (verzi ,a“) pietvorené
humanni oblasti Vy 425 (viz obr. 3). Vechny nasledujici verze pfetvofené oblasti Vi huménni
425 jsou modifikacemi této prvni verze.

Navrhne se a syntetizuje (viz pfiklady a obr. 3) 454bp fragment DNA, ktery koduje pfetvofenou
Vy oblast humanni 425, jak je to popsano vyse. Kromé sekvenci DNA, kédujicich aminokyseliny
pietvofené Vy oblasti humanni 425, obsahuje tento fragment vedouci sekvence muZe byt vzata
naptiklad z protilatky HG3 CL (Rechavi a dalsi, (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 855),
coz je &len humanni oblasti Vi z podskupiny I (Kabat a dal3i (1987), viz shora uvedena citace).
Fragment syntetické DNA také obsahuje eukaryotické translagni signaly na 5’- konci (Kozak
(1987), J. Mol. Bio. 196, 1947), donorni misto pro sestfih na 3’ konci (Breathnach a dalsi
(1978), Proc. Natl. Acad. Sci USA 75, 4853), a misto HindIII na 5’ konci a misto BamHI na 3°-
konci, pro subklonovani do expresniho vektoru HCMV.

Podobného postupu se také pouZije pro sestrojeni pfetvofené oblasti Vi humanni 425. Useky FRs
my3i V_ oblasti protilatky MAb 425 se porovnaji s konven¢nimi sekvencemi vSech podskupin
humannich oblasti V (Kabat a dal3i (1987), viz shora uvedena citace). U FRs se zjisti pfiblizné
71% totoznost mezi oblasti Vi my3i 425 a humanni oblasti Vi kappa z podskupiny III, a ptiblizné
70% identita s humanni oblasti Vi kappa z podskupiny I. DNA, kédujici humanni FRs humanni
oblasti V kappa z podskupiny I, je jiZ dostupna z pietvofené humanni oblasti V. D1.3 (EP 239
400, Winter) a pfetvofené humanni Campath—1 (Reichmann a dal3i (1988), Nature 322, 21).
Névrh pretvorenych humannich oblasti Vi v té&chto dvou humaénnich protilatkach je zaloZen na
strukturné vyfeSeném humannim imunoglobulinovém proteinu REI (Epp a dalsi (1975),
Biochemistry 14,4943). Ztéchto divodi se také pouziva humannich FRs zoblasti Vi
z pfetvofené humanni protilatky D1.3 a CAMPATH-1H v pfetvofené humanni oblasti Vy 425.
Srovnani FRs mysi oblasti V, 425 sFRs jinych mysSich protilitek z podobnych podskupin
neukazuje zadné podstatné rozdily ve zbytcich aminokyselin ve funkéné dilezitych polohach.
Z téchto diivodii nejsou zapotfebi zadné zmény v humannich FRs. Sekvence aminokyseliny
pretvorené humanni oblasti V425 verze ,,a“ je ukdzana na obr. 4.

Pro konstrukci pfetvofené huméanni Vi oblasti 425 se sestroji tfi oligonukleotidy, obsahujici
interni sekvence DN, kodujici tfi CDRs mysi V oblasti 425, a 12 bazi na 5’- a 3’ koncich,
které jsou urdeny pro hybridizaci se sekvencemi DNA, které kéduji humanni FRs v pretvoiené
huménni V, oblasti protilatky D1.3 (viz oligonukleotidy 7 az 9 v tabulce I). Roubovani CDR se
provadi zpisobem popsanym v pfikladech. Po sekvenovani DNA pravdépodobnych pozitivnich
kloni ze skriningu je celkovy vytézek trojnasobného mutantu 5 az 15 %, ptednostné 9 az 10 %.
Pietvofena V| oblast humanni 425, ktera neobsahuje zadné PCR omyly, se klonuje jako fragment
HindIll — BamHI do expresniho vektoru lehkého fetézce za vzniku plazmidu HCMV-RV_a425-
kappa (viz obr. 1).
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Dva expresni vektory, nesouci pretvofené oblasti Vi 425 a Vy 425 , se nyni kotransfektuji do
vhodnych bungk (viz vy3e), za G¢elem hledani prechodné exprese funkéni pfetvofené humanni
protilatky 425. Priblizné po 72 hodinich se bunétné supernatanty sklidi a metodou ELISA se
v nich stanovuje humanni IgG. Humanni IgG muZe byt stanoven na tirovni v rozmezi od 100 do
500 ng/ml, aviak pii zkousce ELISA, zaméfené na stanoveni vazby antigenu, neni vazba k EGFR
s pfekvapenim detekovatelna. Jestlize se buiiky kotransfektuji HCMV-RVa425-kappa/HCMV—~
CVy425-gamma-—1, vyrobi se humanni IgG, ktery se vaZe k EGFR. Jestlize se vSak buiiky
kotransfektuji HCMV-CV;425kappa/HCMV-RVya425-gamma-—1, vyrobi se humanni IgG,
ktery se viak na detekovatelné drovni nevdze k EGFR. Z téchto neodekavatelnych vysledki je
ziejmé, Ze je zapotfebi dalSich modifikaci s charakterem vynélezu ve FRs pfetvofené humanni
oblasti Vi 425, aby se ziskalo funk&ni misto, vazajici antigen.

Modifikace FRs pretvotené oblasti Vy huménni 425

Na zikladé molekularniho modelu domén mysich variabilnich oblasti 425 se provedou dalSi
zmény ve FRs pietvorené huméanni Vy oblasti 425. Prozkoumaji se smylky CDR pietvorené
humanni oblasti Vy, aby se zjistilo, jak se shoduji s kanonickymi strukturami, které popsali
Chothia a dali (1989), nature 342, 877. Na zakladé této analyzy se provedou ve FRs urCité
zmény. Provedou se také jiné zmény FRs, které jsou zalozeny na funkeni pfetvofené humanni
protildtce anti-Tec, kterd byla rovnéZ sestrojena na zakladé humannich FRs z podskupiny 1
(Queen a dalsi (1989), Proc. Natl. Acad. Sci USA 86, 10 029). S pfekvapenim bylo zjisténo, ze
oblast Vi my3i protilatky anti-Tec je pfiblizng ze 79 % identicka s Vi oblasti mysi protilatky
425. Nyni se podle vynalezu vytvofi molekularni model variabilnich oblasti mysi protilatky 425
(obr. 5). Model je zalozen na struktufe HYHEL-5, coz je protilatka s vyjasnénou strukturou,
jejiz variabilni oblasti vykazuji vysoky stupeti homologie s oblastmi mysi protilatky 425. Na
zékladé této analyzy se zbytky aminokyselin v polohach 30, 48, 67, 68 a 71 v pfetvofené
humanni oblasti Vy protilatky 425 zméni tak, aby byly identické se zbytky aminokyselin, které se
vyskytuji v téchto polohdch v mysi oblasti Vy protilitky 425. Pro ozfejméni individualnich
G&inka téchto zmén se provadéné zmény pti konstrukei podle vyndlezu riizn€ kombinuji a potom
zkouseji.

Celkem se zkonstruuje 8 novych verzi pretvorené oblasti Vi humanni protilatky 425 (viz obr. 4).
Z verzi, které se vytvoii zpiisoby, podrobné popsanymi v ptikladech, se dalsi verze vyrobi
rekombinaci malych fragmentii DNA z dfivéjsich verzi. Kdyz jsou jiz viechny poZadované verze
sestaveny, piednostné v pUC18, prenesou se pietvofené Vy oblasti humanni protilatky 425 ve

formé fragmentii Hind[II-BamHI do expresniho vektoru HCMV-Vy za vzniku verzi ,b* az i“
plazmidu HCMV-RVy 425—-gamma-1 (obr. 4).

Modifikace ve FRs pietvofené oblasti Vi humanni protilatky 425

Agkoliv odpovidajici buriky, kotransfektované vektory, exprimujicimi pfetvofeny lehky fetézec
huménni protilatky 425, verzi ,,a“ a chimérickym tézkym fetézcem protilatky 425, skute¢né
produkuji protilatku, ktera se vaze k EGFR, protilatka s pfetvofenym lehkym fetézcem humanni
protilatky 425 se nevaze tak dobfe, jako chiméricka protilatka 425. Prozkoumanim oblasti Vi
mysi protilatky 425 a pretvofené humanni verze ,,a“ protilatky 425 ukazuje, Ze zbytek 71, ktery
je souéasti kanonické struktury CDR~1 (L1), neni zachovan ve verzi ,,a* (Chothia a dalsi (1989),
Nature 342, 877). Pro zavedeni zmény Phe na Tyr v této poloze se piednostné pouZije PCR-
mutageneze (Kamman a dal3i (1989), Nucleic Acids Res. 17, 5404). Fragment HindIIl- BamHI,
vznikly touto mutagenezi, se zavede do expresniho vektoru HCMV-V pro vytvofeni HCMV—
RV b425-kappa (viz obr. 4).
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Analyza novych verzi ptetvofené oblasti Vy; humanni protilatky 425

Expresni vektory, obsahujici pfetvofené humanni verze Vy ,,a* az ,,i% se kotransfektuji do shora
uvedenych bun&k s expresnim vektorem, obsahujicim pietvofenou humanni V. oblast verze ,a".
Po asi 3 dnech se bunééné supernatanty analyzuji metodou ELISA na produkci huménniho IgG.
Uroveii produkce kolisa v rozmezi od 50 do 400 ng/ml. Potom se vzorky analyzuji metodou
ELISA na humanni IgG, ktery je schopen se vazat k EGFR. Rizné verze pietvofenych
humannich oblasti Vy; maji za nasledek mnoho riznych Grovni vazby antigenu (viz obr. 6). Pti
tomto testu ELISA na vazbu antigenu se mohou rizné pfetvofené humanni protilatky 425 pfimo
porovnavat s chimérickou protilatkou 425, ale nikoliv s mysi protilatkou 425. Je tomu tak proto,
7e protilatkou, pouZitou pro detekci vazby k antigenu, je antihumanni protilatka IgG. Devét verzi
pfetvofené huménni oblasti Vy je mozno rozdélit do skupin podle jejich schopnosti vazby
k EGFR. Verze ,.g“ a ,,i“ pretvofené huménni oblasti Vy poskytuji nejvy3si urovné vazby, potom
nasledujici verze ,c*, ,f* a ,,h“, nalez nasleduje verze ,,b“. Pfi n€kterych pokusech poskytuje
verze ,e“ nizkou, ale detekovatelnou drovedi vazby. Verze ,a“ a ,,d° nikdy neposkytuji
detekovatelnou troveii vazby.

Pro pfimé porovnani ptetvorenych huménnich protilatek 425, obsahujicich verze ,.g“ a ,,i“ Vy,
a chimérické protilatky 425 s mysi protilatkou 425 se pouZije konkuren¢niho vazebného testu
(viz obr. 7). JelikoZ protilatky v bun&nych supernatantech nejsou purifikoviny a proto jsou
kvantifikovany metodou ELISA, je tfeba povaZovat vysledky konkurenéniho vazebného testu za
hodnoty relativni Grovné vazby, spiSe neZ za pfesnou kvantifikaci afinity. Konkuren¢ni vazebné
testy se vzorky ze 4 pokusi, napfiklad v buitkach COS, poskytuji konzistentni vysledky, pokud
se tyée relativni Grovné vazby k antigenu. Chiméricka protilatka 425 dobfe soutéZi se znalenou
my3i protilatkou 425 a poskytuje procentuélni inhibici vazby, ktera je pravé o néco niZsi, nez je
inhibice pfi konkurendnim testu za pouZiti neznadené mysi protilatky 425, kterd sout€Zi se
znatenou mysi protilatkou 425 (viz obr. 7, okénko A). Pietvofena humanni protilatka s oblasti
Via a Vyi (viz obr. 7, okénko B). Porovnani bodt, které odpovidaji ,,platé“ na kfivkach vazby,
ukazuje, Ze pretvofend humanni protildtka s oblasti Vug soutézi se znaenou mysi protilatkou
425 ze 60 az 80 % tak dobfe, jako to &ini neznatend mysi protilatka 425 pfi stejném testu. Kdyz
se zpriméruji vysledky za pouziti vzorki ze 4 nezavislych pokusi, naptiklad za pouZiti bun€k
COS nebo CHO, dospéje se ke zjisténi, ze pfetvofena humanni protilatka, obsahujici oblast Vi a
a Vg, poskytuje vazbu, ktera odpovida 60 az 80 % vazby mysi protilatky 425.

Na zakladé téchto vysledkil je mozno komentovat relativni ptispévky jednotlivych zbytki ve FRs
struktufe k vazbé antigenu. Nejsignifikantng&ji jednotlivi zména v této studii je zména L71V.
Bez této zmény s prekvapenim nelze detekovat zadnou vazbu k antigenu (srovnej verze ,,a* a ,,b*
Vy). Pro vazbu jsou s prekvapenim dilezité také zmény R67K a V68A (srovnej verze ,,b“ a ,,c*
a verze i a ,h* Vy). Zatimco zavedeni samotné zm&ny V48KI a zmén V48l a S30T spolecné
nema za nasledek signifikantni vazbu antigenu, zmény v téchto polohach skute¢né zvySuji vazbu
antigenu. Zména S30T mé s prekvapenim vy33i G¢inek nez zména V48l (srovnej verze ,,g“ a ,,i*
a verze f“a i Vy).

Analyza nové verze pretvofené oblasti V. humanni protilatky 425

Expresni vektor, obsahujici RV b425, se kotransfektuje do vhodnych, pfednostné eukaryotic-
kych bunék s expresnim vektorem, obsahujicim verze ,,b“, ,.c* nebo ,g* pretvofené huménni
oblasti Vy. Sklidi se buné&né supernatanty a zkou$i na produkci huménniho IgG a potom na
humanni IgG, ktery je schopen vazby k EGFR (viz obr. 8, okénko A). Tyto vysledky ukazuji, Ze
verze ,b“ V| oblasti pretvofené huménni protilatky 425 zvy3uji vazbu k antigenu. Potom se
provede konkurenéni vazebny test za ii¢elem porovnani pfetvofenych humannich protilatek 425
s oblasti Via plus Vyg a Vb plus Vyg s mysi protilatkou 425. Pretvofend huménni protilatka
MADb 425s verzi ,b“ oblasti V, ma vy3si afinitu pro antigen. Zména F71Y v oblasti Vi tedy
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zvySuje vazbu antigenu. Pfetvofend humanni protilatka MADb 425 s oblasti Vb a Vug vykazuje
afinitu pro antigen, které ¢ini 60 az 80 % afinity murinni protilatky MAb 425.

Z jinych experimentii za pouZiti pfetvofené humanni protilatky, obsahujici kombinaci Vib plus
Vug (viz ptiklady 10 a 11), je zfejmé, Ze vazebna potence k EGFR je podobna pro chimérickou,
pretvofenou a murinni protilatku.

Z vynilezu je ziejmé, Ze pomémé konzervativni zmény ve FR zbytcich mohou silné ovlivnit
vazbu antigenu.

Molekularni model variabilnich oblasti mysi protilatky 425 jasné ukazuje, Ze tento zbytek
v poloze 30 Vy je na povrchu této molekuly v sousedstvi CDR-1. Ve skute¢nosti H1 podle
definice, kterou provedli Chothia a Lesk (1987), J. Mol. Biol. 196, 901, zasahuje od zbytku 26
do zbytku 32, tak?e zahrnuje zbytek v poloze 30. KdyZ se zbytek v poloze 30 v protilatce
CAMPATH-1H zméni ze Ser na Thr, nem4 to zadny vliv na vazbu antigenu. KdyZ se poloha 30
zméni ze Ser na Thr v pietvorené humanni oblasti Vi425, zlepsi se vazba k antigenu. Ukazuje se,
e aminokyselina v poloze 30 skute¢né hraje urditou alohu pfi vazbe€ antigenu pfi této konkrétni
interakci protilatky s antigenem. Jelikoz zména S30T zlepSuje vazbu antigenu pouze nepatrné
a jelikoZ tato zména neni pro vazbu antigenu podstatnd, vykazuje Thr v poloze 30 pouze slabou
interakci s antigenem.

Zména zbytku v poloze 71 ve Vy siln& ovliviluje vazbu antigenu. Tato skuteCnost je piekvapujici,
ponévadz dva zbytky, které byly zkouseny v této poloze, tj. Val a Leu, se lisi pouze jednou
methylskupinou. H2 my3i protilitky 425 je &lenem H2 skupiny 2 kanonickych struktur,
definovanych Chothiou a dal$imi (1989), Nature 342, 877. HyHEL-5 ma H2 se sekvenci
aminokyselin podobnou té, kterou ma H2 mysi protilatky 425. V HyHEL-5 Pro v poloze 52A
v CDR=2 se sbali do dutiny, vytvotené malou aminokyselinou (Ala) v poloze 71 FRs. V modelu
variabilnich oblasti mysi protilatky 425 existuje podobna interakce mezi Pro—52A a Val-71. Ve
Vy mysi protilitky 425 je sice Pro v poloze 52A schopen sbalit se do dutiny, vytvofené Val
v poloze 71, nahrazeni Val-71 Leu v3ak zpiisobuje molekularni kolizi, ktera mizZe zménit
konformaci smycky CDR2. Z tohoto divodu zména V7IL v pfetvofené Vy oblasti humanni
protilatky 425 znovu vytvaii interakci CDR-2-FR, k jaké dochazi v oblasti Vi mysi protilatky
425. To s prekvapenim velmi zlepSuje vazebné vlastnosti pro antigen pretvofenych humannich
protilatek 425 (srovnej pietvofené humanni protilatky s verzemi ,,a* a ,,b* Vy na obr. 6).

Zména v poloze 71 V. pravd&podobné ovliviiuje konformaci CDR, ponévadz zbytek 71 je
¢lenem navrhované kanonické struktury pro L1 (CDR-1) (Chothia a dal3i (1989), viz shora
uvedené citace). Zbytek 29 v CDR-1 je ,pohibeny zbytek® (buried residue) a ma styk se
zbytkem 71 ve FRs. V mysi protilatce 425 je zbytkem 71 ve Vi Tyr. V humaénnich FRs,
pouzivanych pro konstrukci pfetvofenych humannich oblasti Vi, je zbytkem 71 Phe. Ukazuje se,
%e hydroxyskupina, kter4 je ptitomna v Tyr, ale nikoliv ve Phe, ma dlohu pfi udrZzovani spravné
konformace CDR-1.

Z molekularniho modelu variabilnich oblasti my3i protilatky 425 je zfejmé, Ze Lys—66 vytvafi
solny mistek s Asp—86. Zavedeni vétdiho zbytku Arg do polohy 66 by tuto strukturu rozbilo.
Ala—67 miZe interagovat s CDR-2 a sou¢asna vyména zbytki 66 a 67 na Arg a Val, jako ve
V4a425, by mohla mit nepfiznivy stericky Gginek na CDR-2. Zbytek v poloze 48 je, jak znidmo,
zbytek ,,pohibeny* (Chothia a Lesk (1987), viz shora uvedena citace) a model tuto skutecnost
potvrzuje. Zména zbytku 48 z Ile, ktery se naléza v mysi protilatce 425, na Val, ktery se naléza
v humannich oblastech Vy podskupiny I, by mohl ovlivnit vazbu antigenu obecné tim, Ze by
doslo k rozbiti této struktury. Také aminokyselina v poloze 48 je blizko CDR-2 a mize mit maly
stericky G¢inek na smy¢ku CDR-2.
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Ze studii konkuren&ni vazby je zfejmé, Ze nejlepSimi pfetvofenymi humannimi oblasti Vi a Vy
jsou oblasti Vb a Vyg. Vg obsahuje viech pét zmén FR, diskutovanych vyse, a zaroveii zménu
v poloze 94, ktera je zahrnuta v prvni verzi v oblasti Vy pfetvofené humanni protilatky 425. FRS
ve verzi ,,b“ oblasti V pretvofené humanni protilatky 425 jsou ze 70 % identické s FRS v oblasti
V. my3i protilatky 425. FRS ve verzi ,,g* oblasti Vy pfetvofené humanni protilatky 425 jsou
z 80 % identické s ptislusnymi oblastmi my3i protilatky.

Terapeutické a diagnostické pouziti protilatek podle vynalezu

Protilitky podle vynilezu je moZno podavat humdnnim pacientim z terapeutickych nebo
diagnostickych diivodi v souladu s postupy, znamymi z dosavadniho stavu techniky. Obvykle se
protilitka nebo jeji fragmenty podavaji ve formé nparenterdlnich injekci, pfednostné
intraperitonealn&. Monoklonalni protilatky podle tohoto vynalezu se viak také mohou podavat
intravendzne.

Stanoveni vhodnych titrii protilatky pro podavani je v rozsahu zku3enosti odborniki v tomto
oboru. Obvykle se pfi podavani monoklonélnich protilatek podle vyndlezu pouZivé tak velkého
rozmezi davkovani, aby se jim dosahlo poZadovaného u¢inku pfi potla¢ovani nadori. Davkovani
by nemglo byt tak vysoké, aby zpiisobovalo nepfiznivé vedlejsi Gcinky, jako jsou neZadouci
kiizové reakce, anafylaktické reakce apod. Davkovani se bude obvykle lisit v zavislosti na stafi,
zdravotnim stavu, pohlavi a rozvoji choroby u pacienta a je v rozsahu zkuSenosti odborniki
v tomto oboru. O3etfujici lékaf miZze davkovani upravit v pfipadé jakychkoliv kontraindikaci,
imunologické tolerance nebo podobnych stavii. Davkovani miize kolisat v rozmezi od 0,1 do
70 mg/kg, prednostné od 0,1 do 50 mg/kg, pFitemz tato davka se miZe podavat jednou nebo
nékolikrat denné po dobu jednoho nebo vice dni.

Piipravky pro parenteralni podavani zahrnuji sterilni vodné nebo nevodné roztoky, suspenze
a emulze. Jako pfiklady nevodnych rozpoustédel je mozno uvést propylenglykol, polyethylen-
glykol, rostlinné oleje, jako olivovy olej, a organické estery, které je mozno podavat injekCnim
zplisobem, jako je ethyloleat. Vodné nosie zahrnuji vodu, vodné-alkoholické roztoky, emulze
nebo suspenze, véetné fyziologického roztoku a tlumenych médii. Parenteralni vehikula zahruji
roztok chloridu sodného, Ringerovu dextrozu, dextrézu a chlorid sodny, laktatované Ringerovy
ptipravky nebo stabilni oleje. Intravendzni vehikula zahmuji pripravky doplilujici kapalinu
a Ziviny, nebo elektrolyt, jako jsou pripravky na bazi Ringerovy dextrézy apod. Také mohou byt
pFitomny konzervaéni latky a jiné pfisady, jako naptiklad antimikrobialni latky, antioxidanty,
chelataéni &inidla, inertni plyny apod.

Protilatky mohou byt konjugovany k toxinu, jako je ricinova podjednotka A, toxin diphteria,
nebo k toxickému enzymu. Alternativné mohou byt oznageny radioaktivnim izotopem v souladu
se znamymi metodami tohoto oboru. Protilatka podle tohoto vynalezu vSak vykazuje vynikajici
cytotoxicitu za nepfitomnosti toxinu a za pfitomnosti efektorovych bungk, jako jsou huménni
monocyty.

Tuhé nadory, které je mozno detekovat a 1é&it za pouZiti zpisobi podle tohoto vynalezu, zahruji
melanomy, gliomy a karcinomy. Rakovinné buiiky, které neexprimuji receptory EGFR ve velkém
rozsahu, je mozno indukovat, aby tak &inily, za pouZiti lymfokinovych ptipravki. Lymfokinové
ptipravky mohou také zpisobovat homogenng;jsi expresi receptori EGF v buitkach nadoru, coz
vede k a¢inné;si 1é¢be.

Lymfokinové pripravky, které se hodi vtéto souvislosti pro podavani, zahrnuji interferon—

gamma, faktor nekrézy nadort a jejich kombinace. Lze je podavat intravenézn€. Vhodna davka
lymfokinu ini 10 000 aZ 1 000 000 jednotek na pacienta.
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Pro diagnostické ugely je moZno protilitku konjugovat k radio—opaknimu barvivu, nebo je
mozno ji znadit radioizotopem. Pfednostni metodou znadeni je Jodogenovd metoda (Fraker
a dal3i (1978), Biochem. Biophys. Res. Commun. 80, 849). Pro diagnostické ucely se protilatka
ptednostné podava ve formé fragmentd F(ab’),. To zajistuje dosaZeni vynikajicich vysledkd,
tak¥e neni nutno odeéitat pozadi. Fragmenty je moZno piipravovat znamymi postupy (viz
naptiklad Herlyn a dal3i (1983), Cancer Res. 43, 2731). Obvykle se provadi 3tépeni pepsinem pfi
kyselém pH a fragmenty se oddéluji od nerozitépeného IgG a fragmenti t€zkého fetézce
chromatografii na Protein A-Sepharose™.

Pretvofené humanni protilitky 425 podle tohoto vynédlezu zpisobuji u lidi imunologickou
odpovéd’ s nizsi pravdépodobnosti, nez mysi nebo chimérické protilatky 425. Afinita nejlep3i
verze pretvofené humanni protilatky 425, ktera tvofi nejlepsi provedeni tohoto vynilezu, je
stejna, jako afinita my3i nebo chimérické protilatky 425. Vazebné studie ukazuji, ze schopnost
soutézit s EGF o vazbu k EGFR za optimalnich podminek je u chimérické, pretvofené i murinni
protilatky stejna. Kromé& toho, pfetvofené humanni protilatky 425 jsou pfi terapeutickém pouZiti
u lidi 4&inn&j3i nez mysi nebo chiméricka protilitka 425. Diky velkému sniZzeni imunogenicity
vykazuje pretvorena huménni protilitka 425 v lidském téle deldi polodas Zivotnosti
a pravdépodobnost, Ze u humanniho pacienta zpisobi neZadouci imunologickou odpovéd, je
sniZena na nejnizsi miru.

Vysledky dosazené s definovanou protilitkou MAb 425 ukazuji, Ze humanizované monoklonalni
protilatky, obsahujici umé&lou konven¢ni sekvenci, nezpusobuji pozoruhodnou minimalni

odpovéd. Dali vyhody vynalezu jsou popsany vy3e.

Na zakladé vy3e uvedeného popisu je mozno konstatovat, ze hodnota novych protilatek pole
vynalezu pro terapeutické a diagnostické icely je mimofadné vysoka.

Vynalez je blize objasnén v nasledujicich pfikladech provedeni. Tyto pfiklady maji vyhradné
ilustrativni charakter a rozsah vynalezu v Zadném ohledu neomezuji.

Ptiklady provedeni vynilezu

Piiklad 1
Molekularni klonovani a sekvenovani

Z bunééné linie W 425-15 (ACCT HB 9629), ktera produkuje protilatku MAb 425, se izoluje
veskera RNA. Pro produkci veskeré RNA se pouZije pfiblizn€ 9,6 x 107 bunék, za pouziti metody
s guanidinium~CsCl (Chirgwin a dal3i (1979), Biochemistry 18, 5294). Supernatanty z bun¢k,
které byly pouzity pro izolaci veskeré RNA, se zkouSeji metodou ELISA, aby se zajistilo, Ze
buiiky produkuji ve vysokych mnoZstvich spravnou protilatku MAb. Pfipravi se poly(A")RNA
(viz Aviv a Leder (1972), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1408).

Dvouvliknova cDNA se syntetizuje v podstaté zplsoby, popsanymi v publikaci Gubler
a Hoffman (1983), Gene 25, 263, pouze s tim rozdilem, Ze se pro zahajeni syntézy prvniho
vlakna pouzije primeri, které jsou homologické s 5'— oblastmi mySich kappa a gamma-
2a’imunoglobulinovych konstantnich oblasti (viz Levy a dalsi (1987), Gene 54, 167). Primer
lehkého fetézce je 26-mer (oligonukleotid 1, tabulka I), ktery byl sestrojen na zakladé
publikovanych dat (Levy a dalsi (1987), Gene 54, 167; Kaariten a dal3i (1983), J. Immunol. 130,
937). Primer tézkého fetézce je 25-mer (oligonukleotid 2, tabulka I), ktery byl sestrojen na
zakladé publikovanych dat (Kaariten a dal3i (1983) J. Immunol. 130, 937; Kabat a dalsi (1987)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services, US
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Government Printing Offices. Primery byly navrZeny a syntetizovany pomoci zafizeni Applied
Biosystems 380B DNA Synthesizer a pieciStény na modovino-akryl-amidovych gelech. Po
syntéze druhého vlakna se tupé zakon&ené cDNA klonuji do Smal-$tépeného pUC18 (obchodné
dostupny produkt) a transformuji do kompetentnich bun€k E. coli, napiiklad DHS5-alfa
(obchodné& dostupny produkt). Kolonie se pomoci miizky pfenesou na agarové misky a provede
se skrining hybridizaci za pouziti 32p_znadenych primerii pro syntézu prvniho vidkna (Carter
a dal$i (1985), Oligonucleotide Sitedirected Mutagenesis in M 13, an Experimental Approach
Manual, Angian Biotechnology Ltd. Colchester). Sekvenovani dvouvlaknové plazmidové DNA
se provadi za pouziti Sequenase (United States Biochemical Corporation).

Ptiklad 2
Konstrukce chimérickych genid

Pro kazdou variabilni oblast se syntetizuje predni 5’a zadni 3’primer pro PCR reakci (fet€zova
reakce pomoci polymerazy) (oligonukleotidy 3 aZ 6, viz tabulka I). Reakce PCR se provadi za
pouziti 1 ng DNA z plazmidu pUC18, obsahujici klonovanou cDNA, pfedniho a zadniho PCR
primeru, z nichz kazdy je pfitomen v kone¢né koncentraci 1 uM, vzdy 200 uM DNTP, 10 mM
Tris—HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl a 0,1 g/l Zelatiny. Na kazdé stanoveni se pfida
2,5 jednotky polymerazy DNA Amplitaq (Perkin Elmer Cetus). Po pocatecnim 1,5 minutovém
taveni pfi 94 °C se provede 25 cykli amplifikace pti 94 °C po dobu 1 minuty, 45 °C po dobu
1 minuty a 72 °C po dobu 3 minut. Zavére&ny prodluZovaci stupefi pfi 72 °C se provadi po dobu
10 minut. PCR reakeni smési se dvakrat extrahuji smési fenolu a chloroformu, provede se sraZeni
ethanolem a potom §tépeni produktu HindIIl a BamHI. Fragment PCR, kédujici oblast V. nebo
Vy, se potom klonuje do expresniho vektoru. Tento vektor obsahuje enhancer a promotor
zHCMV (humanni cytomelovirus), bakterialni neo gen a pocatek replikace SV40. Vlozi se
2,0Kb BamHI fragment genomové DNA, kédujici humanni gamma-1 konstantni oblast
(Takahashi a dal3i (1982), Cell 29, 671), ve spravné orientaci ve sméru za Vy oblasti fragmentu
(viz HCMV-CVy425-gamma-1 na obr. 1). Tento vektor se pozdéji pfizpisobi odstranénim
mista BamHI u 3°— konce fragmentu konstantni oblasti, ¢imz se umozni, aby byly variabilni
oblasti piimo vloZeny do expresniho vektoru t&zkého fetézce, jako HindIlI-BamHI fragmenty
(Maeda a dalsi (1991), Hum, Antibod. Hybridomas 2, 124). Fragment, kodujici oblast Vy, se
vlozi do podobného HCMV expresniho vektoru, ktery vtomto pfipadé obsahuje BamHI
fragment genomové DNA, pfiblizng o velikosti 2,6 Kb, ktery kéduje humanni kappa konstantni
oblast a obsahuje akceptorové misto pro sestfih a poly—(A") (Rabbitts a dal3i (1984), Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 113, 166) (viz HCMV-CV,;—425-kappa na obr. 1).

Ptiklad 3
Molekularmi modelovani Vi a Vy MAb 425

Molekularni model variabilnich oblasti murinni protilatky MAb 425 byl vytvofen na zakladé
vyfesené struktury vysoce homologické anti-lysosymové protilatky HyHEL-5 (Sheriff a dalsi
(1987), Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 8075). Variabilni oblasti protilatek MAb 425 a HyHEL-5
vykazuji pfiblizné 95% homologii.

Model byl vytvofen na zafizeni Silicon Graphics Iris 4D workstation running UNIX za pouZiti
programovaciho baliku pro modelovani molekul ,,QUANTA® (Polygen Corp). Identické zbytky
ve struktufe byly zachovany a neidentické zbytky byly nahrazeny za pouZiti maximalniho
prekryvani (,maximum overlap®, Snow a Amzel (1986)), které bylo zavedeno do zafizeni pro
modelovani proteinii ,,QUANTA®. Konformace hlavniho fetézce tfi N-termindlnich zbytku
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v tézkém Fetézci byly nahrazeny zhomologické protilatkové struktury (HyHEL-10, Padlan
adal3i (1989), Proc. Natl. Acad. Sci USA 86, 5938), ponévadZ jejich teplotni faktory byly
abnormalné vysoké (vy3si nez stred plus tfi smérodatné odchylky, méfeno od teplotnich faktori
hlavniho fetézce) a ponévadz ovliviiovaly sbalovani Vy CDR-3 (H3) (Martin (1990), disertacni
prace na doktorat filosofie na Oxfordské univerzité). Sekvence CDR-1 (L1) a CDR-2 (L2)
oblasti V; a sekvence CDR-1 (H1) a CDR-2 (H2) oblasti Vy z protilatky MAb 425 odpovidaji
kanonickym forméam, které postulovali Chothia a dal3i (1989), Nature 342, 877). Hlavni ahly
torze fetézci téchto smy&ek byly udrzovany tak jako v HyHEL-5. Sekvence CDR-3 (L3) oblasti
V. a sekvence CDR-3 (H3) oblasti Vy zprotilatky MAb 425 neodpovidaji kanonickym
strukturdm, a proto byly modelovéany odlisnym zpisobem. Bylo pouZito pogitaCového programu
Martina a daldich (1989), Proc. Natl. Acad. Sci USA 86, 9268) pro extrakci smycek
z Brookhavenovy databanky (Bernstein a dalsi, (1977), J. Mol. Bio 112, 525). Smy¢&ky byly
potom vytfidény na zdkladé podobnosti sekvence, energie a zbytkli, uréujicich strukturu
(Sutcliffe (1988), disertatni prace na doktorét filosofie na Londynské univerzit€). Kvalitni
smyeky byly kontrolovany na grafice a nejlep$i znich byly vybrany na zakladé vizuélniho
pozorovani. H3 byl modelovan na hovézi glutathion peroxidase (Epp a dal3i (1983), Eur. J.
Biochem. 133, 51) v oblasti zbytk& 92 az 103. L3 byl modelovan na murinni IgA (J539) Fab
fragmentu (Suh a dal3i (1986), Proteins 1, 74) v oblasti zbytku 88 az 96 lehkého Fetézce.

Model byl podroben minimalizaci energie nejstrméjsimi poklesy a konjugatovymi gradienty za
pouziti potencialu CHARm (Brooks a dalsi (1983), J. Comp. Chem. 4, 187), zakomponovanym
do QUANTA, aby se odstranily nezadouci kontakty atomit a aby se optimalizovaly Van der
Waalsovy a elektrostatické interakce.

Ptiklad 4
Konstrukce gen humanizované protilatky

Konstrukce prvni verze lehkého fetézce pietvofené humanni protilatky 425 byla provadéna za
pouziti CDR-roubovaciho postupu, ktery se podoba postupu, popsanému v Reichmann a dalsi
(1988), Nature 322, 21; Verhoeyen a dal3i (1988), Science 239, 18). Jednovldknova templatova
DNA byla pripravena z vektoru M13mp18 (ktery je obchodné dostupny), obsahujiciho fragment
HinDIII-BamH]I, kédujici humanni anti-lysosymovou oblast Vi (EP 239 400, G. Winter). FRs
tohoto lehkého fetSzce jsou odvozeny z krystalograficky vyfeSené¢ho proteinu REL Byly
navrzeny tfi oligonukleotidy, které sestavaly ze sekvenci DNA, kodujicich kazdou CDR lehkého
fetézce mysi protilaitky MAb 425, lemelovych na kazdém konci 12 bazemi DNA,
komplementarni sekvencim DNA, kédujicim sousedni FRs huménniho REI (oligonukleotidy 7 aZ
9 v tabulce I). Oligonukleotidy byly syntetizovany a purifikovany shora uvedenym zpiisobem.
V3echny tfi oligonukleotidy byly fosforylovany a souasné pouZity v systému pro mutagenezi in
vitro, zaméfenou na oligonukleotidy. PouZity systém je slozen na metodéch, které vypracovali
Eckstein a jeho spolupracovnici (Taylor a dal3i (1985), Nucleic Acids Res, 13, strana 8749
a 8764; Nakamaye a Eckstein (1986), Nucleic Res. 14, 9679; Sayers a dalSi (1988), Nucleic
Acids Res. 16, 791). Az do exonukledzového III $t&piciho stupné bylo postupovano podle
instrukci vyrobce. Potom byla reakéni smés extrahovéna smési fenolu a chloroformu, produkt byl
srazen ethanolem a resuspendovan ve 100 pl TE. Objemu 10 pl bylo pouZito jako templatové
DNA pii 100 ul PCR amplifikagni reakci za pouziti univerzalniho primeru M13 a reverzniho
sekvena¢niho primeru az do koncové koncentrace kazdé ztéchto latek 0,2 pM. Pufrovaci
a termocyklové podminky byly stejné jako v pfikladu 2 s vyjimkou toho, ze bylo pouzito
hybridiza&ni teploty 55 °C. Reakéni smé&s byla dvakrat extrahovana smési fenolu a chloroformu,
produkt byl sraZen ethanolem a potom $tépen HindIll a BamHI a subklonovan do pUCI18.
Predpokladané pozitivni klony byly identifikovany hybridizaci k 32p _ znaenym mutagennim
primeriim (Carter a dal3i (1987), viz vy3e uvedena citace). Klony byly potvrzeny jako pozitivni
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sekvenovanim. Oblast Vi, obsahujici viechny tfi roubované CDR, byla klonovéana jako fragment
HindIlI-BamHI do expresniho vektoru V|, za vzniku plazmidu HCMV-RV_a425-kappa.

Verze ,b“ pietvofené oblasti Vi byla konstruovidna za pouziti metody PCR mutageneze
(Kammann a dal3i (1989), Nucleic Acids Res. 17, 5404) s men$imi modifikacemi. Templatovou
DNA byla RV a subklonovana do pUC18. Prvni PCR reakce byla provadéna v celkovém
objemu 50 pl a reakéni smés obsahovala jeden pg templatu, M13 reverzni sekvenaéni primer
a primer 10 (tabulka I) o koneéné koncentraci 1 uM, 200 uM kazdé dNTP, 10 mM Tris—HCI (pH
8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl a 0,1 g/l Zelatiny. Ke kazdému stanoveni byla pfidana jedna
jednotka DNA polymerdzy Amplitag. Reakce byla provadéna se tfemi replikacemi. Po
1,5 minutovém taveni pfi 94 °C nasledovalo 40 reakénich cykli 1 minuta pti 94 °C, 1 minuta pfi
37 °C a 2 minuty pfi 72 °C. Nakonec bylo provedeno prodluzovéani po dobu 10 minut pfi 72 °C.
Reakéni produkty byly spojeny a extrahovany smési fenolu a chloroformu. Pfed izolaci PCR
produktu z TAE agarosového gelu byl produkt sraZzen ethanolem. Jedné desetiny prvniho PCR
reakéniho produktu se potom pouzilo jako jednoho z primerti pfi druhé PCR reakci. Druha
reakce byla stejna jako prvni, svyjimkou pouZiti prvniho reakéniho produktu a 20 pmol
univerzalniho primeru M13. Cyklovani bylo provddéno zpisobem, popsanym v publikaci
Kammann a dal3i (1989) Nucleic Acids Res 17, 5404). Fragment HindIII-BamHI byl klonovén
do p-UC18 a sekvenovan. Fragment DNA, nesouci pozadovanou zménu, byl subklonovan do V.
expresniho plazmidu za vzniku plazmidu HCMV-RV, b425-kappa.

Prvni verze pfetvofené humaénni oblasti Vy protilatky 425 byla syntetizovana chemicky. Byla
sestrojena DNA sekvence, kodujici pozadovanou sekvenci aminokyselin a obsahujici potfebné
lemovaci sekvence DNA (viz vy$e). Pouziti kodonu bylo optimalizovano pro sav¢i buiiky
zabudovanim uzite¢nych mist pro restrikéni enzymy do sekvenci DNA, kédujicich FRs. Byl
syntetizovan Gsek o velikosti 454 bp a subklonovan do pUC18, jako EcoRI-HindIll fragment.
Potom byl HindIII-BamHI fragment, kodujici téZky fetézec pfetvofené humanizované protilatky
425, ptenesen do Vy expresniho vektoru, za vzniku plazmidu HCMV- RVya—425-gamma-1.

Riznymi zpisoby byly zkonstruovany dalii verze (celkem 8) pfetvofenych humanizovanych
tézkych tetézcd. Fragment HindIII-BamHI, kodujici verzi ,,a* t&zkého Fetézce, byl prenese do
M13mpl8 a byla pfipravena jednovliknova DNA. Za pouziti oligonukleotidd 11 az 13 (viz
tabulka I) byla vy$e popsanou PCR-pfizpiisobenou M13 mutagenezi, popsanou vys3e, pfipravena
DNA, kédujici verze ,,d“, ,.e“, ,.f* a .g* oblasti Vi pretvofené humanni protilatky 425 v pUC18.
Tyto verze byly subklonovany do expresniho vektoru t&zkého fetézce jako fragmenty HindIll-
BamHI, za vzniku plazmidi HCMV-RVyd425-gamma-1, HCMV-RVyed425-gamma-I1,
HCMV-RVyf425-gamma—1 a HCMV-RVg425-gamma-—1.

Verze ,,b“ a ,.c* oblasti Vy pfetvofené humanni protilatky 425 byly vytvofeny za pouziti PCR
mutageneze, kterou popsali Kammann a dalsi (1989), viz vy3e uvedena citace. Jako templatova
DNA bylo pouzito verze ,,a“ oblasti Vi huménni protilatky 425, subklonované do pUC18, a jako
mutagenniho primeru bylo p¥i prvni PCR reakci pouzito bud’ primeru 13 nebo 14 (viz tabulka I).
Po mutagenezi a sekvenovani byly sekvence, nesouci poZzadované zmény, subklonoviny do
expresniho plazmidu tézkého fetézce, za vzniku plazmidi HMCV-RVyb425-gamma-1
a HCMV-RVc425-gamma-1.

Pietvofené verze ,h“ a ,,i* tézkého fetézce byly zkonstruovany z kloni existujicich verzi na bazi
pUC. 0,2 Kb fragment HindIII-Xhol z verze ,.e“ byl ligovan k 2,8 Kb fragmentu Xhol-HindIII
bud’ z verze ,,b* nebo ,c“, za vzniku novych verzi ,,h“ a ,,i“. Fragmenty HindIII-BamHI, kédujici
tyto verze, byly subklonovany do expresniho faktoru tézkého fetézce za vzniku HCMV-
RVyh425-gamma—1 a HCMV-RVyid425-gamma-1.
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Piiklad 5
Transfekce DNA do bunék COS

Buitky COS byly elektroporovany vzdy 10 ug expresniho vektoru, nesouciho jednak gen,
kédujici tézky tetdzec, a jednak gen, kédujici lehky fetézec. Kratce fedeno, 10 pg kazdého
plazmidu bylo pfiddno k 0,8 ml alikvotniho dilu suspenze bunék COS v PBS o koncentraci
1x 10" bunék na ml. Bylo pouZito zafizeni Bio—Rad™ Gene Pulser pro dodani pulzu
1900 V s kapacitou 25 pF. Buiiky byly ponechany zotavit se v pribéhu 10 minut pfi teploté
mistnosti a potom byly naneseny na misky do 8 ml DMEM s obsahem 10 % fetilniho teleciho
séra. Po 72 hodinach inkubace byla média shromazdéna, zbavena dlomkd bun&k odstfedénim
a pted provedenim analyzy metodou ELISA byla uloZena za sterilnich podminek kratkou dobu
pti 4 °C nebo delsi dobu pfi —20 °C.

Piiklad 6

Transfekce DNA do bun&k CHO byla provadéna zpisobem popsanym v piikladu 5.

Priklad 7
Kvantifikace produkce IgG a detekce vazby antigenu

Humanni IgG, pfitomny v supernatantech z bunék COS, byl detekovan metodou ELISA. Pfi
stanoveni huménniho IgG testem ELISA byly plotny s 96 jamkami povleceny kozim anti—
humannim IgG (celé molekuly) a huménni IgG ve vzorcich, ktery se navézal na plotny, byl
detekovan za pouziti alkalickou fosfatdzou konjugovaného koziho anti-humanniho IgG
(specifického vii¢i gamma—fetézcim). Jako standardu bylo pouZito zakoupeného precisténého
huménniho IgG. Vazba antigenu, rozpoznana protilitkou MAb 425, byla stanovena druhym
testem ELISA. Plotny byly povleéeny EGFR proteinovym piipravkem (ktery lze ziskat napfiklad
zplisobem, popsanym v publikaci Rodeck a dalsi (1987), Cancer Res. 47, 3692), a protilatky,
vazajici se k EGFR, byly detekovany za pouziti bud’ anti-huménni IgG (specifického vici
gamma—fetézcim) peroxiddzového konjugitu (v pripadé chimérickych a pretvofenych
huménnich protilatek), nebo za pouZiti anti-mysi IgG (cela molekula) peroxidazového konjugatu
(v pripad& my3i protilitky MAb 425). Oba konjugity byly dodany firmou Sigma. Purifikovana
murinni protilatky MAb 425 bylo pouZito jako standardu.

Priklad 8
Konkurenéni vazebna zkouska

Murinni protilitka MAb 425 byla biotinylovana za pouziti odpovidajici soupravy, ktera je
k dostani na trhu. Plotny pro test ELISA byly povleteny EGFR proteinem v optimalnim zfedéni.
Ziedéné supernatanty bunék COS v objemu 50 pl byly smiseny s 50 pl biotinylované murinni
protilatky MAb 425 (o koncentraci podle testu ELISA 1,75 ug/ml). Kazdy supernatant z bunék
COS byl zkousen dvakrat. Plotny byly inkubovany pifes noc pti teploté mistnosti. Vazana
biotinylovana murinni protilitka MAb 425 byla detekovana piidavkem komplexu streptavidin—
peroxidaza z fedkve, kteryZzto komplex je k dostani na trhu. Kontrolni pokus, pfi némz neni
ptitomna ?adna konkurenéni latka, vedl k hodnoté procenta inhibice nebo blokovani, jiz lze
vypotitat pro kazdy supernatant bun&k COS pole nasledujiciho vzorce:
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100 — [(ODysq vzorku/ODyse kontrolniho vzorku) x 100]

Priklad 9

Riizné vzorky murinni, pfetvofené a chimérické protilaitky MAb 425 byly analyzovany metodou
SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide—Gelspaceelectrophoresis), kterou popsali Laemmli a dalsi.
Do kazdé jamky bylo naneseno 2,5 pg kazdého vzorku jak za neredukujicich, tak za redukujicich
podminek. Protein byl vizualizovan barvenim Coomassie. Obr. 9 (A) ukazuje, Ze vzorky mély
podobnou gistotu. Rozmezi molekulové hmotnosti protilatek bylo 180 000 az 200 000.

Priklad 10

Pretvofena protilitka MAb 425 byla purifikovana gelovou prostorovou filtraci na Superose 12®
(Pharmacia Corp., Svédsko) za pouZiti standardnich metod. Protilatka byla eluovdna pomoci PBS
(pH 7,4, 0,8 M NaCl) (0,1 M). Je mozno ziskat jediny pik (pfi 5 minutach) (obr. 9 (B)).

Priklad 11

Biotinem znagené protilaitky MADb 425 bylo pouZito jako konkurentu neznacené protilatky MAb
425 nebo jejich derivatd pfi vazb& k EGFR. Znaceni biotinem bylo provedeno standardnimi
metodami. EGFR byl pfeveden do roztoku z membran A431 standardnimi metodami. Buiiky
A 431 byly zakoupeny na trhu. Detekce byla provadéna po inkubaci s POD—konjugovanym
streptavidinem a substratem. Z té&chto dat byly sestrojeny inhibi¢ni kiivky (obr. 10). Kfivky
ukazuji, Ze vazba riiznych protilatek je srovnatelna.

Piiklad 12

Rizné vzorky purifikované murinni, chimérické a pretvofené MAb 425 byly zkouSeny na svou
schopnost soutézit s EGF o vazbu k EGFR. Zkouska byla provadéna za pouZiti 12_znageného
EGF (Amersham Corp., Velka Britanie) a raznych protilatek, které zna¢enému EGF konkuruji
pii vazbé na EGF-receptor pozitivni membrany (A431). ZkuSebni systém je zaloZen na
technologii SPA. Konkureneni kfivky murinni a pfetvofenych protilatek (3 vzorky) jsou témeéf
identické (obr. 11).

PATENTOVE NAROKY

1. Chiméricka monoklonalni protilatka, obsahujici mista, vazajici antigen, CDR, nehuménniho
pivodu, tseky zakladni struktury, FR, nehumanniho pivodu a konstantni oblasti humanniho
imunoglobulinu, ktera vykazuje tyto znaky:

i) vaze se k humannim receptorim EGF a inhibuje vazbu EGF k receptoru EGF,
ii) konstantni oblasti jejiho t&zkého fetézce zahrnuji sekvenci aminokyselin humanniho fetézce

gamma-1 a konstantni oblasti lehkého Fetézce zahrnuji sekvenci aminokyselin humanniho
fetézce kappa,
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iii) jeji oblasti CDR, reprezentujici mista, vazajici antigen, zahrnuji nasledujici sekvence
aminokyselin

lehky fetézec

CDR-1 —Ser-Ala—Ser-Ser-Ser—Val-Thr—Tyr-Met-Tyr-
CDR-2 —Asp-Thr-Ser—Asn-Leu—Ala—Ser—
CDR-3 -Gln-GIn-Trp-Ser—Ser—His—Ile-Phe-Thr-

tézky fetézec

CDR-1-Ser-His—Trp—Met-His—
CDR-2 -Glu—Phe-Asn-Pro-Ser—Asn—-Gly—Arg-Thr-Asn—Tyr-Asn—Glu-Lys—Phe-Lys—Ser—
CDR-3 —Arg—Asp-Tyr—Asp-Tyr-Asp-Gly-Arg-Tyr—Phe-Asp-Tyr-

iv) jeji useky zakladni struktury, FR, variabilni oblasti, kterd nema vztah k mistim vazajicim
antigen, zahrnuji nasledujici aminokyselinové sekvence

lehky retézec

FR-1 —Gln-lle-Val-Leu—~Thr-GlIn-Ser-Pro-Ala—Ile-Met—Ser—Ala—Ser-Pro—-Gly—Glu-Lys—
Val-Thr-Met-Thr—Cys~

FR-2 —Trp-Tyr-GIn-Gln—Lys—Pro-Gly—Ser—Ser—Pro—Arg-Leu-Leu-Ile-Tyr-

FR-3 —Gly—Val—-Pro—Val—Arg—Phe—Ser—Gly—Ser—-Gly—Ser—GIy—Thr—Ser—TyrvSer—Leu—Thr—
Ile-Ser-Arg-Met-Glu-Ala—Glu-Asp—Ala—Ala-Thr-Tyr-Tyr-Cys—

FR—4 —Phe-Gly-Ser-Gly-Thr-Lys—Leu—Glu-Ile-Lys—

tézky fetézec

FR-1 -GlIn-Val-Gln-Leu—-GIn-GIn-Pro-Gly—Ala~-Glu-Leu—Val-Lys—Pro-Gly—Ala—Ser—
Val-Lys-Leu-Ser-Cys—-Lys—Ala—Ser-Gly-Tyr-Thr-Phe-Thr-

FR-2 -Trp-Val-Lys—Gln-Arg—Ala—Gly-GIn-Gly—Leu-Glu-Trp-Ile-Gly—

FR-3 -Lys-Ala-Thr-Leu-Thr-Val-Asp-Lys—Ser—Ser—Ser-Thr-Ala-Tyr-Met-Gln-Leu—Ser—
Ser-Leu—Thr-Ser-Glu—Asp—Ser—Ala-Val-Tyr-Tyr-Cys—Ala-Ser—

FR—4 -Trp-Gly-Gln-Gly-Thr-Thr-Leu-Thr-Val-Ser—Ser—

2. Expresni vektor, obsahujici sekvenci DNA, kédujici variabilni a konstantni oblast lehkého
fetézce chimérické monoklonalni protilatky podle naroku 1, ktery nese oznageni pCVLA425 a je
uloZen ve sbirce DSM pod ptirtistkovym &islem DSM 6338.

3. Expresni vektor, obsahujici sekvenci DNA, kédujici variabilni a konstantni oblast tézkého
fetézce chimérické monoklonalni protilatky podle naroku 1, ktery nese oznateni pCVH425 a je

uloZen ve sbirce DSM pod pfirtistkovym &islem DSM 6337.

4. Farmaceuticky prosttedek, vyzmadujici se tim, Ze obsahuje monoklonalni
protilatku podle naroku 1.

12 vykresti
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Obr. 2
Panel A: )
5 —— CGAGCTCGG-CTGAGCACACAGGACCTCACCATG GGT TGG AGC TAT &s
pucle—-—--=- »y-3"'-GACTCGTGTGTCCTGGAGTGGTACCCA--—-- 5'
5'-CTCCAAGCTTGACCTCACCATGG-3'
uhﬁlﬁ Met Gly Trp Ser Tyr

ATC ATC CTC TTT TTG GTA GCA ACA GCT ACA GAT GTC CAC TCC CAG 90
Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Asp Val His Ser Gln
GTC CAG CTG CAA CAA CCT GGG GCT GAA CTG GYG AAG CCT GGG GCT 13s
val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
TCA GTG AAG TTG TCC TGC AAG GCT TCC GGC TAC ACC TTC ACC AGC 180
Ser val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr(Ser
CAC TGG ATG CAC TGG GTG AAG CAG AGG GCT GGA CAA GGC CTT GAG 225
His Trp Met His)Trp Val Lys Gln Arg ‘Ala Gly Gin Gly Leu Glu
TGG ATC GGA GAG TTT AAT CCC AGC AAC GGC CGT ACT AAC TAC AAT 210
Trp I1le Gly(Glu Phe Asn Pro Ser Asn Gly Arg Thr Asn Tyr Asn

. GAG AAA TTC AAG AGC AAG GCC ACA CTG ACT GTA GAC AAA TCC TCC as

Glu Lys Phe Lys Ser)Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser
AGC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT 2s0
Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
GCG GTC TAT TAC TGT GCC AGT CGG GAC TAT GAT TAC GAC GGA CGG 405
Ala val Tyr Tyr Cys Ala Ser(Arg Asp Tyr Asp Tyc Asp Gly Arg

3'-AG TGT CAG AGG AGT
TAC TTT GAC TAC TGG GGC CAA GGC ACC ACT CTC ACA GTC TCC TCA sso
Tyr Phe Asp Tyr)Trp Gly GIn Gly Thr Thr Leu Thr val Ser Ser
H1
CCACTCACCTAGGTT-5" {==== prc:s
GCCAAAACAACACCCCATCGGTCTATCCACTGGAT—TCCTCTAGAGTCGACC—-—3' 501

Panel B:
——- pUCI8 =—m———=—= >
§'~——-TTCGAGCTCGGTACCC~ACAAAATG GAT TTT CAA GTG CAG ATT TTC «s
3'-——-AAGCTCGAGCCATGGG-TGTTTTAC CTA AAA GTT CAC GTC--5'
5’-AGAA5§CTT—CCACCATG GAT TTT CAA GTG-3'
Hindl11 Met Asp Phe Gin Val Gln Ile Phe

AGC TTC CTG CTA ATC AGT GCC TCA GTC ATA CTG TCC AGA GGA CAA 90
Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser Val Ile Leu Ser Arg Gly G1n
ATT GTT CTC ACC CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG 135
Ile Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ile Het Ser Ala Ser Pro Gly
GAG AAG GTC ACT ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT GTA ACT TAC 1a0
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys(Ser Ala Ser Ser Ser val Thr Tyr
ATG TAT TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA TCC TCC CCC AGA CTC CTG 215
Met Tyr)Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Ser Ser Pro Arg Leu Leu
ATT TAT GAC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA GTC CCT GTT CGT TTC 210
Ile Tyr(Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser)Gly Val Pro Val Arg Phe
AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC CGA s
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr.Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg
ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT 340
Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys(Gln Gln Trp Ser

3'-C AAC CTT TAT TTT
AGT CAC ATA TTC ACG TTC GGC TCG GGG ACA AAG TTG GAA ATA AAA 405
Ser His Ile Phe Thr)Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
GCACTCATCTAGATG-5"' sqltl (-- prcls
CGGGCTGATGC GCACCAACTGTATGGATCTTCCCACFATCCAGGATCC-GGGGATCC—3'“2
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Obr. 3
Rindi1] *

5'--AAGCTTGCCGCCACC ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TTIT TGC CTG s

) Met Asp Trp Thr Trp Arq Val Phe Cys Leu
CTC GCC GTG GCT CCT GGG GCC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTG CAG o
Leu Ala val Ala Pro Gly Ala His Ser Gln val Gln Leu Vai Gln
TCC GGC GCC GAA GTG AAG AAA CCC GGT GCT TCC GTIG AAG GTG AGC 13
Ser Gly Aia Glu val Lys Lys Pro Gly Ala S=r val Lys Vail Ser
TGT AAA GCT AGC GGT TAT ACC TTC TCT TCC CAC TGG ATG CAT TGG 1s0
Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Pne Ser(Ser ris Trp Mel hi1s)irp
GTT AGA CAG GCC CCA GGC CAA GGG CTC GAG TGG GTG GGC GAG TYC a2
val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Le. Glu Trp Val G1v(Glu Phe
AAC CCT TCA AAT GGC CGG ACA AAT TAT AAC GAG AAG TTT AAG AGC 210
ASn Pro Ser Asn Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Giu Lys Phe Lys Ser)
AGG GTT ACC ATG ACC TTG GAC ACC TCT ACA AAC ACC GCC TAC ATG a1s
Arg Val Thr Met Thr Leu Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr Met
GAA CTG TCC AGC CTG CGC TCC GAG GAC ACT GCA GTC TAC TAC TGC 3ss
Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Tar Alz Val Tyr Tyr Cys
GCC TCA CGG GAT TAC GAT TAC GAT GGC AGA TAC TTC GAC TAT TGG «os
Ala Ser(Arg Asp Tyr Asp Tyr Asp Gly Aro Tyr Phe Asp Tyr)irp

BaoH fcokl

GGA CAG GGT ACC CTT GTC ACC GTC AGT TCA GGTGAGTGGATCCdkATTC 454
Gly Gln Gly Thr Leu V2l Thr val Ser Ser
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Panel A:

Vi 425
RVL a425
RVLb425
Vi 425
RV_a425
RVL b425
Ve 425
RV_a425
RVLb425

Ve 425
RVLa425
RV b425

VL 425
RV a425
RVL b425
V425
RVLa425
RVL b425

VL 425
RViLa425
RV b425

Ve 425
RViLa425
RVL b425
VL 425
RVia425
RVL D425
Vi 425
RVYLa425s
RV b4 25

Vi 425
RVLa425
RVL b425

Vo425
RViLa425
RVib42s

CZ 283717 B6

dbr. 4-1

Gln-Ile-val-Leu-Thr-Gln-Ser-Pro-Ala-1lle-
Asp-Ile-Gin-Met~Thr-Gln-Ser-Pro-Ser-Ser-
Met-Ser-Ala-Ser-Pro-Gly-Glu-Lys-val-Thr-
Leu-Ser-Ala-Ser-val-Gly-Asp-Arg-val-Thr-
Met-Thr-Cys
Ile-Thr-Cys

Ser-Ala-Ser-Ser-Ser-val-Thr-Tyr-Met-Tyr
Ser-Ala-Ser-Ser-Ser-val-Thr-Tyr-Met-Tyr

Trp-Tyr-GIn-Gin-Lys~Pro-Gly-Ser-Ser-Pro-
Trp-Tyr-GIn-Gln-Lys-Pro-Gly-Lys-Ala-Pro-
Arg-Leu-Leu-Ile-Tyr
Lys-Leu-lLeu-Ile-Tyr

Asp-Thr-Ser-Asn-Leu-Ala-Ser
Asp-Thr-Ser-Asn-Leu-Ala-Ser

Gly-val-Pro-Val-Arg-Pne-Ser-Gly-Ser-Gly-
Gly-val-Pro-Ser-Arg-Phe-Ser-Gly-Ser-Gly-
Ser-Gly-Thr-Ser-Tyr-Ser-Leu-Thr-Ile-Ser-
Ser-Gly-Thr-Asp-Phe-Thr-Phe-Thr-Ile-Ser-
-_-:_____--—;—-_Tyr _____________________
Arg-Met-Glu-Ala-Glu-Asp-Ala-2la-Thr-Tyr-Tyr-Cys
Ser-Leu-GIn-Pro-Glu-=sp-Ile-Ala-Thr-Tyr-Tyr-Cys

GIn-G1ln-Trp-Ser-Ser-His-Ile-Phe-Thr

. GIn-GIn-Trp-Ser-Ser-His-11e-Phe-Thr

- —— - — = = e —— e = = v W W W WP e WN TR Sm em e

Phe-Gly~-Ser-Gly-Thr-Lys-Leu-Glu-Ile-Lys
Phe-Gly-GIn-Gly-Thr-Lys-val-Glu-Ile-Lys

- an o . - G - W= T n . - WD WY TV S T s e e e me v o
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Panel B:

Vi 425
RVu a-d, 425
RVie,g-1425
V425
Rvue a-d,f425
RViHe,g-1i425
Vu 425
Rvu a-d,f425
RVie,g-1425

Vh425
RVna-1425

Vi 425
RVua-c,h, 1425
RVu d-g425

Vu 425

RV a-c,h,i425
RVh d-g425

V425
RVi a-1425
Vu 425
RVi a-1425

Vu 425
Rvia,d,ed25
RVu b,h425
Rvuc,f,g, 1425
Vud2S5
Rvua,d,ed25
Rvua,d,ed2s
RVuc,f,g,1425
Vu 425

Rvu a,d,ed?25
RVua,d,ed25
RVuc,flg.i425

Vu425

Vi425
RYx a-1425
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Obr: 4-2

Gin-Val-Gln-Leu-G1n-GIn-Pro-Gly-Ala-Glu-
Gln-Val-Gln-Lteu-Val-GIln-Ser-Gly-Ala-Glu-
Leu-Val-Lys-Pro-Gly-Ala-Ser-vVal-Lys-Leu-
VaI-Lys-Lys-Pro-G]y-Ala-Ser—Va]-Lys-Val-
Ser-Cys-Lys-Ala-Ser-Gly-Tyr-Thr-Phe-Thr
Ser-Cys-Lys-Ala-Ser-Gly-Tyr-Thr-Phe-Ser
------------------------------------ Thr

Ser-His-Trp-Met-His
Ser-His-Trp-Met-His

Trp-vVal-Lys-Gln-Arg-Ala-Gly-GIn-Giy-Leu-
Trp-Val-Arg-Gln-Ala-Pro-Gly-GIn-Giy-Leu-
Glu-Trp-1le-Gly
Glu-Trp-val-Gly
-------- Ile----

Glu-Phe~Asn-Pro-Ser-Asn-3ly-Arg-Thr-Asn-
Glu-Phe-Asn-Pro-Ser-Asn-Gly-Arg-Thr-Asn-
Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Ser
Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Ser

Lys-Ala-Thr-Leu-Thr-Val-Asg-Lys-Ser-Ser-
4rg-Val-Thr-Met-Thr-Leu-2sg-Thr-Ser-Thr-
-------------------- Val--c=ccncmeraemne
Lys-Ala~-~----=====--=- Val---=ce—-mommemmo-
Ser-Thr-Ala-Tyr-Met-Gln-_Leu-Seér-Ser-Leu-
Asn-Thr-Ala-Tyr-Met-Glu-Leu-Ser-Ser-Leu-

FR-3

Thr-Ser-Glu-Asp-Ser-Ala-val-Tyr-Tyr-Cys-Ala-Ser
Arg-Ser-Glu-Asp-Thr-Ala-val-Tyr-Tyr-Cys-Ala-Ser

Trp-Gly-Gln-Gly-Thr-Thr-LeL-Thr-val-Ser-Ser
Trp-Gly-GIn-Gly-Thr-Leu-vVa :-Thr-vVal-Ser-Ser
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Arg-Asé-Tyr-Aspryr-ASD-G1y-:rg-Tyr-Phe-Asp-Tyr COR-3
RVu 8a-1425 Arg-Asb-Tyr-Asp-Tyr-Asp-Gly—:rg—Tyr—Phe-Asp-Tyr
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Obr. 5
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"]0_1 Obr. 7TA
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Obr. 9A

7 8 9 10 1112

g T iTY#?TV MH
- F — 200,000
. 14
- | — 116,250
—— —-—9'7,400
oo O —-66,200
n-c-c;i—'
— . s gow{ —— 45,000
_— o — | — 31000
= S —2]’500
i, A -—14,400
a b
Obr. 9B
00759 v
| U B R LR
S 10 15 20 25(ml)

-33-



Cz 283717 B6

[601) 1/ 0w

Sc_-..: 800-3] 600 -3
ﬁ_b_./_. 1 1 1 Lo a1 3 i 1 1 Lo 2 1 c
0 a) i

oﬂo/b L
_ 0/ // -0
/o !
A
0/ / i
~ 04
O
./p |
/o 09
. Y [
A [
w -
N\ Lo
o/ i
/m B
001
0T "190 */e

-34-



CZ 283717 B6

[boy) )/ 10w

A 3 ) 1 s i A

600 -9} 010-3} 110 -3}
1 | PR S S s L

O

3
Di

11

-2q0

Konec dokumentu

-35-



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

