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! Rekombinantni protilatky souvisejici s
gangliosidy a jejich pouZiti pFi diagnéze a 1écbé
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(57) Anotace:

Popisuje se ziskani modifikovanych protilatek pomoci
technologie rekombinantni DNA z my3i monoklonalni
protilatky P3 (MAb P3) produkované bun&&nou linii
hybridomu uloZenou podle smlouvy z Budapesti pod
piistupovym &islem ECACC 94113026 a z jeji anti-idiotypové
mysi monoklonalni protilatky 1E10 (MAbai 1E10)
produkované bun&énou linif hybridomu s depozitnim ¢islem
ECACC 97112901, s cilem vytvofeni monoklonalnich
protilatek, které si zachovavaji biologickou funkci specifické
vazby na antigen pivodnich protilatek, ale soucasné jsou méné&
imunogenni. Chimerni protilatky obsahuji variabilni domény
mysiho imunoglobulinu a konstantni domény lidského
imunoglobulinu. Vedle toho, Ze tyto humanizované protilatky
obsahuji konstantni domény lidskych imunoglobulini, jsou
modifikovény v oblasti mysich zékladnich zbytki (FR) a
zejména v t&ch zonach, které by mohly byt v antigennim mist&
pro T buiiky, a tak n&kolik pozic FR je rovnéZ humannich,
Tyto protiltky lze pouZit pfi diagnéze a 16¢bé rozliénych typii
nadorti, jakoZ i pro terapeutické a diagnostické ucely.
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REKOMBINANTNT PROTILATKY SOUVISEJICI S GANGLIOSIDY
A JEJICH PoUZIT! PRI DIAGNOZE A LECBE NADORU

Oblast techniky

Pf¥edloZeny vynalez se tykad oblasti biotechnologie, zejména
novych rekombinantnich protilatek ziskanych prostfednictvim:
genového inZenyrstvi, konkrétné chimernich a humanizovanych
protilatek ziskanych z my3i monoklonalni protilatky P3 (MAb P3)
a jeji antiidiotypové my3i monoklonalni protilétkyllElO (MAbai
1E10) . |

Konkrétné&ji se vynalez tykd protilétek, které se vaZou na
gangliosidy obsahujici N-glykolylovou kyselinu sialovou, ale
nikoli s acetyldtovanymi formami gangliosidl ani s neutralnimi
glykolipidy. Gangliosidy obsahujici N-glykolylovou kyselinu
sialovou jsou antigeny hojné exprimované p¥i rakoviné prsu a
melanomech. Na druhé strand se na experimentdlnich modelech

prokazal protinaddorovy u¢inek MAbai 1E10.
PfedloZeny vyndlez se také tykéd farmaceutickych kompozic,
které obsahuji dfive popsané rekombinantni protilatky prospé&sné

ptri diagnbéze a 1é&bé rakoviny, zejména rakoviny prsu a melanomui.

Dosavadni stav techniky

Gangliosidy jsou glykosfingolipidy, které obsahuji kySelinu
sialovou a jsou pritomné v plasmatické membrané bunék obratlovcih
(Stults a spol. {1989): Glycosphingolipids: structure,
biological source and properties, Methods Enzymology, 179: 167-
214) . O n&kterych z té&chto molekul se v literatufe referovalo
jako o antigenech souvisejicich s n&dory nebo markery nadoru

(Hakomori a spol} (1991): Possible functions of tumor associated




carbohydrate antigens. Curr. Opin. Immunol., 3: 646-653), a
proto se pouZiti protiléatek proti gangliosidim popisovalo jako
prosp&sné p¥i diagnéze a 1é¢bé rakoviny (Hougton a spol. (1985):
Mouse monoclonal antibody IgG3 antibody detecting GD3
ganglioside: to phase I trial in patients with malignant
melanoma, PNAS USA, 82: 1242-1246; Zhang a spol. (1997):
Selection of carbohydrate tumor antigens as targets for immune
attack using immunohistochemistry. I. Focus on gangliosides,

Int. J. Cancer, 73: 42-49).

Kyseliny sialové Castéji exprimované u zvitat jsou N-acetyl
(NeuAc) a N-glykolyl (NeuGc) (Corfield a spol. (1982):
Occurrence of sialic acids, Cell. Biol. Monogr., 10: 5-50).
Obecné& se NeuGc neexprimuje v normadlnich lidskych a ku¥fecich
tkanich, ale v3eobecn& se vyskytuje u jinych obratlovcid (Leeden
a Yu, (1976): Chemistry and analysis of sialic acid. In:
Biological Role:-of Sialic Acid. Rosemberg A. a Shengtrund C. L.
(editofi). Plenﬁm Press, New York, 1-48; Kawai a spol. (1991):
Quantitative determination of N?glycolylneuraminic acid
expression in human cancerous tissues and avian lymphoma cell
lines as a tumor associated sialic acid by gas chromatography-
mass spectrometry, Cancer Research, 51: 1242-1246). Nicmén&
existuji studie, které ukazuji, Ze protildtky proti NeuGc
rozpoznavaji urdité lidské nadory a nadorové bunécné linie
(Higashi a spol. " (1988) : Detection of gangliosides as N-
glycolylneuraminic acid specific tumor-associated Hanganutziu-
Deicher antigen in human retinoblastoma cells, Jpn. J. Cancer
Res., 79: 952-956; Fukui a spol. (1989): Detection of
glycoproteins as.tumor associated Hanganutziu-Deicher antigen iﬁ
human gastric cancer cell line, NUGC4;. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 160: 1149-1154). ZvySené koncentrace GM3 (NeuGc)
gangliosidd byly nalezené v lidské rakoviné prsu-(Marquina a
spol. (1996): Gangliosides expressed in'human breast cancer,

Cancer Research, 56: 5165-5171), tento vysledek €ini pouZiti




této molekuly jako terde pro lécbu rakoviny pfitaZlivym.

Monoklonédlni protilatka (MAb) P3 produkovanad buné&fnou linii
uloZenou pod pFistupovym &islem ECACC 94113026 (Evropsky patent
EP O 657 471 Bl) je my3i monoklondlni protildtka s IgM isotypem,
kterd se ziska, kdy? se spoji my3i splenocyty z my3i BALB/c
imunizované liposomy obsahujicimi GM3 (NeuGc) a tetanovy toxoid
s bun&&nou linii P3-X63-Ag8.653; kterda je my3im myelomem. Tato
protiladtka MAb P3 vyrazné reaguje s gangliosidy obsahujicimi N-
glykolyl sialovou kyselinu, ale nereaguje s acetylovymi formami
gangliosidd ani s neutrdlnimi glykolipidy. Pomoci imunocyto-
chemickych a imunohistochemickych studii provedenych s bunécnymi
liniemi a tkandmi z benignich a neoplastickych nédorl se
prokazalo, Ze MAb P3 rozpozndva rakovinu prsu (Vazquez a spol.
(1995) : Generation of a murine monoclohal antibody specific for
N-glycolylneuraminic acid-containing gangliosides that also
recognizes sulfated glycolipids, Hybridoma, 14: 551-556) a

melanom,

Monoklon&lni protildtka MAb P3 indukovala antiidiotypovou
imunitni odpov&d (Ab2) u my3i BALB/c (syngeneticky model),
dokonce i bez adjuvans a proteinového nosice, (Vazquez a spol.
(1998) : Syngeneic anti-idiotypic monoclonal antibodies to an
anti—NeuGc—contéining ganglibside monoclonal antibody,
Hybridoma, 17: 527-534). Uloha elektronegativnich skupin,
sialové kyseliny (pro gangliosidy) a SO{“(pro sulfatidy -
sulfogalaktosylceramidy), v rozpoznévacich vlastnostech této
protilatky byla'navriena pomoci imunochemickych analyz (Moreno a
spol. (1998): Delineation of epitope recoghized by an antibody |
specific for N>glycdlylneuramihic acid%éohtaihing gangliosides,

Glycobiology, 8: ©695-705).

Antiidiotypdvy'MAb 1E10 (MAbai 1E10) subtypu IgGl se ziskal
z my$i BALB/c imunizované s MAb P3 vazanym na KLH (US patent




6,063,379, bun&&na linie uloZend pod pfistupovym cislem ECACC
97112901) . MAbai 1E10 rozpoznavala MAb P3 a nevazala jiné
protilatky IgM proti gangliosidim. Kromé& toho MAbai 1E10
inhibovala specifickou vazbu MAb P3 na GM3 (NeuGc) a na bunécnou
linii MDA-MB-435 ziskanou z karcinomu prsnich kanalkl
(pozitivnich na vazbu MAb P3). MAbai 1E10 stimulovala silnou
imunitni odpov&d protildtek Ab3, kdyZ se imunizovaly my3i ze
syngenetickych a alogennich modell, priemZ tyto protilatky Ab3
nevykazovaly stejnou specifitu jako MAb P3, i kdyZ nesly
idiotypy podobné tém, které nesla protildtka Abl (Vazquez a
spol. (1998): Syngeneic anti-idiotypic monoclonal antibodies to
an anti-NeuGc—containing ganglioside monoclonal antibody,
Hybridoma, 17: 527-534), MAbai 1E10 stimulovala silny
protinadorovy u&inek u syngenetické, jakoZ i alogenni mySi. Rist
buné&éné linie karcinomu prsnich Zladz F3II se vyznamné sniZil
opakovanou davkou MAbai 1E10 vé&zanou na KLH ve Freundové
adjuvancii, kdyZ se my3 BALB/c vakcinovala. Po vakcinaci se také
sniZ?il podet sponténnich plicnich metastazi. Intravendzni
aplikace MAbai 1E10 nao&kované my3i C57BL/6, 10 aZ 14 dni po
intravendznim nao&kovadni melanomovych buné&k B16, zplsobilo
dramatické sniZeni poctu plicnich metaStézi pfi srovnani s mySi
ofetfenou irelevantnim IgG. Tyto vysledky naznaluji, Ze se
spousti vice neiijeden mechanismus protinddorového ucinku
(Vazquez a spol.. (2000): Antitumor properties of an anti-
idiotypic monoclonal antibody in relation to N-glycolyl-

containing gangliosides, Oncol. Rep., 7: 751-756) .

I kdyZ se hybridomova technologie béhem 15 let rozvinula
(Kohler a Milstein (1975): Continuos cultures of fused cells
secreting antibody of predefined specifity, Nature, 256: 495-
497), a kdy monoklondlni protilatky jsou stale velice prospéiné
p¥i diagnézach, jakoZ i ve vyzkumu, neprokazala se jejich
terapeuticka udinnost u lidi. Zplsobuje to hlavn& jejich kratky

polo&as Zivota v krvi a to, Ze myS8i efektorové funkce selhavaji




pro lidsky imunitni systém a také kviuli lidské imunitni odpovédi

na my3i protilatky (HAMA odpoved) .

Ptrevrat v eventudlni uZite&nosti MAb jinak zplsobila
technologie genového inZenyrstvi, jelikoZ manipulaci gent
imunoglobulinfi je moZné ziskat modifikované protilatky se
sniZenou antigenitou a rovné&Z zlep3it efektorové funkce pro
1é&bu nebo diagnézy uritych patologii. Zphsoby sniZeni
imunogenity imunoglobulinu maji zé&sadni cil zmenSit rozdily mezi
my3i protiladtkou a lidskym imunoglobulinem, aniZ by se zménila
specifita rozpoznavani antigenu (Morrison a 0i (1989):
Genetically engineered antibody molecules, Adv. Immunol., 44:

65-92) .

V posledni dobé& bylo vyvinuto nékolik zplhsobll humanizace
my3ich nebo krysich protiléatek, a tim sniZeni xenogenni imunitni
odpovédi proti cizim proteintim, kdyZ jsou vpichnuté lidem.
Jednim z prvnich p¥istuptd ke sniZeni antigenity byly chimerni
protilatky, ve kterych se variabilni domény mySiho proteinu
vloZily do konstantnich domén lidskych molekul, které vykazuji
stejnou specifitu, ale sniZenou imunogenitu ve srovnani s jejich
my3imi prot&jsky, p¥ilemZ se zachovaly humanni efektorové funkce
chimernich protilatek, (Morrison a spol. (1984): Chimeric human
antibody molecules: Mouse antigen-binding domains with human
constant region domains, PNAS USA, 81: 6851-6855). I kdyZ
chimerni protildtky maji stejnou specifitu jako my3i proté&jsky,
b&Zné se pozorovala imunitni odpovéd na hlodav&i variabilni

oblasti.

P¥i pokusu o daldi sniZeni imunogenity chimernich
protiléatek, se transplantovaly pouze oblasti determinujici
komplementaritu (CDR) z hlodavéi monoklonalni protilatky do
oblasti lidskych z&kladnich zbytkd a tato hybridni variabilni

oblast se exprimovala s lidskymi konstantnimi oblastmi (Jones a




spol. (1986): Replacing the comlemntary-determining regions in a
human antibody with those from a mouse, Nature, 321: 522-524;
Verhoeyen a spol. (1988): Reshaping human antibodies: grafting
an antilysozyme activity, Science, 239: 1534-1536). Tento postup
m&l nicménd& né&kolik nedostatkl: vyslednd protilatka méla b&Zné
sniZenou afinitu a fada z&kladnich zbytkll se musela pro obnoveni
vazby zpétn& mutovat na odpovidajici mySi systémy (Rietchmann a
spol. (1988): Reshaping human antibodies for therapy, Nature,
332: 323-327; Queen a spol. (1989): A humanized antibody that
binds to the interleukin 2 receptor, PNAS USA, 86: 10025-10033;
Tempest a spol.v(l991): Reshaping a human monoclonal antibody to
inhibit human respiratory syncytial virus infection in vivo,
Biotechnology, 9: 266-272). Krom& toho se bé&Zné pozorovalo, Ze

imunogenita pfetrvavala v protilatkach s transplantovanymi CDR.

Mateo a spolupracovnici (US patent C€islo US 5 712 120)
popsali zpusob sniZeni imunogenity my3ich protilatek. Podle
tohoto zplsobu sé modifikace omezuji na variabilni domény a
konkrétné na myéi oblasti zakladnich zbytkl (FR) chimernich
protildtek. Kromé toho se z&mé&ny provadé&ji pouze v téch
oblastech FR, které maji amfipatické sekvence, a proto jsou
moZnymi epitopy rozpoznatelnymi T buiikami. Zphsob zahrnuje
uvaZlivou zaménu nékolika mélo zbytkd aminokyselin
lokalizovanych v potenciélnich‘imunogennich epitopech za
odpovidajici zbytky z lidské sekvence s nejvy83i homologii, musi
se v3ak uchovat aminokyseliny, které jsou hlavné odpovédné za
kanonické struktury a také zbytky v bezprostrednlm sousedstvi

oblasti CDR nebo ve Vernierové zdéné.

Vyslednd protildtka si uchovava svbji specifitu vazby
antigenu a je méné imunogenni neZ bud jeji myS8i nebo chimerni
predchtidce (Mateo a spol. (2000): Removal of T cell epitopes
from genetically engineered antibodies: Produktion of modified

immunoglobulins with reduced immunogenicity, Hybridoma, 19: 463-




471), co% jsou vlastnosti, které zvySuji jejich terapeutickou
uZite&nost. PouZitim tohoto nového zpuisobu se musi provést pouze

n&kolik malo mutaci a samozfejm& méné genovych manipulaci.

Podstata vynalezu

P¥edm&tem predloZeného vyndlezu jsou rekombinantni
protilatky ziskané technologii genového inzenYrstviﬂ Konkrétné
je pfedm&tem vyndlezu chimerni protilatka ziskana z mySi
monoklondlni protilatky P3, kterou produkuje bunéénd linie
hybridomu s depozitnim &islem ECACC 94113026. MAb P3 rozpoznava
antigen exprimovany v bufikdch nadoru prsu a melanomech. MAb P3
se vyznaduje nésledujicimi sekvencemi hypervariabilnich oblasti
(CDR) té&Zkého a lehkého fetézce:

TEZKY RETEZEC

CDR1: RYSVH

CDR2: MIWGGGSTDYNSALKS
CDR3: SGVREGRAQAWFAY
LEHKY RETEZEC

CDR1: KASQDVSTAVA
CDR2: SASYRYT

CDR3: QQHYSTEWT

Sekvence oblasti zdkladnich zbytkl (FR) té&Zkého a lehkého
fetézce jsou vyhodné nasledujici:

TEZKY RETEZEC

FR1: QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGESLS

FR2: WVRQPPGKGLEWLG

FR3: RLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCAR

FR4: WGQGTLV‘

LEHKY RETEZEC
FR1: DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITC
FR2: WYQQKPGQSPKLLIY




FR3: GVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAVYYC
FR4: FGGGTKL

Chimerni protildtka p¥edloZeného vynédlezu ve vyhodném
provedeni obsahuje konstantni oblast t&Zkého ret&zce lidského

IgGl a konstantni oblast lehkého Feté&zce lidského Ck.

V dal3im aspektu je p¥edmétem pfedloZeného vynalezu
humanizovand protildtka odvozend z MAb P3, kterou produkuje
bun&&na linie hybridomu s depozitnim ¢&islem ECACC 94113026
vyznadujici se tim, Ze obsahuje konstantni oblast lidského
t&%kého Fretd&zce IgGl a konstantni oblast lidského lehkého
Yet&zce Ck a Ze oblasti FR lehkého Fetézce obsahuji kteroukoli

z nasledujicich bodovych mutaci:

LEHKY RETEZEC:

pozice 8: His za Pro

pozice 9: Lys za Ser

pozice 10: Phe za Ser
pozice 11: Met za Leu

pozice 13: Thr za Ala

V jiném aspektu je p¥edmé&tem pfedloZeného vynadlezu chimerni
protilatka odvozend z mysSi monoklonalni protilatky 1E10, kterou
produkuje bunéfni linie hybridomu s depozitnim Cislem ECACC
97112901 a kterd je antiidiotypovou protilédtkou rozpoznavajici
MAb P3. MAbai 1E10 se vyznaluje nasledujicimi sekvencemi hyper-
variabilnich oblasti (CDR) té&Zkého a lehkého feté&zce:

TEZKY RETEZEC
CDR1: SYDIN

. CDR2: WIFPGDGSTKYNEKFKG
CDR3: EDYYDNSYYFDY

LEHKY RETEZEC
CDR1: RASQDISNYLN
CDR2: YTSRLHSG




CDR3: QQGNTLPWT

Sekvence oblasti FR t&%kého a lehkého Fetézce jsou vyhodné
nasledujici:
TEZKY RETEZEC
FR1: QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFT
FR2: WVRQRPEQGLEWIG
FR3: KATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAR
FR4: WGQGTTLTV
LEHKY RETEZEC
FR1: DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISC
FR2: WYQQKPDGTVKLLIY
FR3: VPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFC
FR4: FGGGTKLESK

Ve vyhodném provedeni obsahuje chimerni protilatka
pfedloZeného vynédlezu konstantni oblast t&8Zkého Fet&zce lidského
IgGl a konstantni oblast lehkého ¥eté&zce lidského Ck. V dalSim
aspektu je pfedmé@tem predloZeného vynalezu humanizovana
protiléatka ziskana z MAb 1E10, kterou produkuje bun&Zna linie
hybridomu s depozitnim &islem ECACC 97112901, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje konstantni oblast lidského té&Zkého Fetézce IgGl
a konstantni oblast lidského lehkého Fet&zce Ck a Ze oblasti FR
t&%kého a lehkého Fret&zce obsahuji kteroukoli z nésledujicich
bodovych mutaci: '

LEHKY RETEZEC

pozice 7: Thf za Ser

pozice 8: Thr za Pro

pozice 15: Leu za Val
TEZKY RETEZEC

pozice 5: Gin za Val

pozice 40: Arg za Ala
pozice 42: Giu za Gly
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pozice 87 (83 podle Kabatova ¢islovani): Thr za Arg

V daldim aspektu jsou pfedmétem pf¥edloZeného vynalezu
buné&é¢né linie, které exprimuji popsané chimerni a humanizované
protilatky. Predmétem pfedloZeného vynalezu jsou navic farma-

ceutické kompozice obsahujici popsané protiléatky.

Vyhodné& jsou p¥edmétem vyndlezu farmaceutické kompozice pro
1é¢bu nadort prsu, plic, travici soustavy, urogenitéalniho
systému, melanoml, sarkomll a neuroektodermatickych néadoru,
jejich metastédzi a relapsl obsahujici popsané protilatky a

vhodnou pomocnou latku.

Dal3im pfedmétem reprezentace pfedloZeného vynadlezu Jje
moZnost pouZit farmaceutické kompozice pro lokalizaci a diagndzy
nadort prsu, plic, travici soustavy, urogenitdlniho systému,
melanomii, sarkomi a neuroektodermatickych nédort, jejich

metastézi a relapst in vivo.

Syntéza cDNA a amplifikace genu pomoci PCR (fetézové

polymerasové reakce) variabilnich oblasti MAb P3 a MAbai 1E10.

Cytoplasmaticka RNA se extrahovala z asi 106 bunék
hybridomu P3 (my3i IgM MAb, kterad rozpoznava GM3 N-glykolovy
gangliosid) nebo 1E10 (protilatka antiidiotypu proti P3). RNA se
extrahovala s pouZitim reagencie TRIZOL (GIBCO BRL, Grand |

Island, NY), podle instrukci vyrobce.

Reakce syntézy cDNA se provedla smiSenim 5 g RNA, 25 pmoll
VH (komplementérﬁi ke konstantni oblasti my3i IgM pro VH P3 a
ke konstantni oblasti my3i IgGl pro VH 1E10) nebo VK
(komplementarni ke konstantni myS$i kapa oblasti pro obé
protilatky), 2,5 mM kaZdého dNTP, 50 mM Tris-HCL pH 7,5, 75 mM
KCl, 10 mM DTT, 8 mM MgCl, a 15 jednotek inhibitoru RNA
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polymerasy v 50 uL reak&ni smé&si. Deset minut se smés zahfivala
na 70 °C a pomalu se ochladila na 37 °C. Potom se pfidalo 100
jednotek enzymu MLV reversni transkriptasy a inkubace

pokra&ovala p¥i 42 °C jednu hodinu.

Variabilni oblasti VK a VH cDNA se amplifikovaly pomoci
PCR. Kratce, 5 uL cADN VH nebo VK se smichalo s 25 pmoly
specifickych primert, 2,5 mM kaZdé dNTP, 5 upL sloZek 10X pufru
Tag DNA polymerasy a 1 jednotkou tohoto enzymu. Vzorky se
podrobily 25 teplotnim cykltm p¥i 94 °C, 30 sekund; pfi 50 °C 30
sekund; pf¥i 72 °C, 1 minutu a posledni inkubaci p¥i 72 °C po

dobu 5 minut.

Klonovani a sekvenovani amplifikované cDNA.

PCR produkty VH a VK (z P3 a z 1lE10) se klonovaly do TA
vektoru (TA klonovaci souprava, Promega, USA). Vysledné klony se
sekvenovaly pomoci dideoxy zpusobu s pouZitim T7 DNA polymerasy

(T7 sekvenovaci souprava, Pharmacia, Svédsko) .
Konstrukce chimernich genu.

Geny VH a VK se vystfihly z TA vektort enzymatickou digesci
a klonovaiy se do odpovidajicich expresnich vektorl (Coloma a
spol. (1992): Novel vectors for the expression of antibody
molecules using;variable regions generated by polymerase chain

reaction, J. Immunol. Meth., 152: 89-104).

Geny VH se vyst¥ihly z TA vektoru pomoci enzymatické
digesce s EcoRV. a Nhel a klonovaly se do expresniho vektoru (PAH
4604), ktery zah?noval variabilni region lidské IgGl a geny
resistentni k histidinolu. Vysledné konstrukce byly P3VH-PAH4604
a 1E10VH-PAH4604. Geny VK se vystf¥ihly z TA vektoru pomoci

enzymatické digesce s EcoRV a Sall a klonovaly se do expresniho
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vektoru (PAG4622). Tento vektor obsahoval resistentni geny

k mykofenolové kyseliné& a lidskou kapa konstantni oblast.

Vysledné konstrukce byly P3VK-PAG4622 a 1E10VK-PAG4622.
Exprese chimernich protilatek ziskanych z MAb P3 a Mabid 1E10.

Buniky NS-0 se podrobily elektroporaci s 10 ug P3VK-PAG4622
nebo 1E10VK-PAG4622, klony exprimujici lidské kapa lehké Fetézce
se transfektovaly s 10 pg P3VH-PAH4604 nebo 1E10VH-PAH4604.

DNA se linearizovaly digesci s enzymem Pvul, precipitovaly
ethanolem a rozpustily v 50 pL PBS. Odst¥edénim se sklidilo
p¥ibliZn& 107 bundk a resuspendovaly se v 0,5 mL PBS spole&n&

s digestovanou DNA v kyveté& pro elektroporaci. Po desetiminuto-
vém ponechéni na ledu byly buiiky vystaveny impulsu 200 Volta a
960 BF a ponechaly se na ledu dalSich deset minut. Bunky se
distribuovaly na 96 jamkovou destiku s D'MEM F12 s 10 %
fetalnim telecim sérem. Po dvou aZ Ctyfech dnech se pfidalo
selektivni médium (D'MEM F12 s 0,45 pg/mL mykofenolové kyseliny
nebo 10 mM histidinolu). Transfektované klony byly po 14 dnech

viditelné pouhym okem.

Pr¥itomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich
trasfektované klony se m&Fila pomoci ELISA. Jamky mikrotitracni
destidky se smoéily kozimi protilédtkami proti lidskému kapa
lehkému fet&zci (pro klony produkujici lidsky kapa fet&zec) nebo
protilatkami proti lidskému IgG (specificky pro gama Fetézec)
(pro klony produkujici kompletni protildtku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem.tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se
na jednu hodinu p¥#i 37 °C pfidalo do kaZdé mikrotitracni jamky
z¥edéné kultivadni médium z jamek obsahujicich transfektanty.
Jamky se promyly s PBS-T a pfidala se kozil protilatka proti
lidskému kapa lehkému FYetézci konjugované k¥enovou peroxidasou .

nebo kozi anti-lidsky IgG (specificky pro gama retézec)
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konjugovany alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly
p¥i 37 °C. Jamky se promyly PBS-T a pfidal se substratovy pufr
obsahujici o-fenylendiamin nebo p-nitrofenyl-fosfat. Po pll

hodin& se mé&¥ila absorbance pfi 492 nebo 405 nm.

Konstrukce humanizovanych protildtek P3hu a 1E10hu pomoci

humanizace epitopi T bunék. Predikce epitopii T bunék.

Sekvence variabilnich oblasti P3 a 1E10 se analyzovaly
algoritmem AMPHI (Margalit a spol. (1987): Prediction of
immunodominant helper T cell antigenic sites from the primary
sequence, J. Immunol., 138: 2213-2229). Vyhledavaly se
spiralovité amfipatické segmenty se sedmi nebo jedenacti zbytky
aminokyselin, které byly spojené s T imunogenitou. Program SOHHA
také predpovidal spiralovité hydrofobni segmenty. (Elliot a
spol. (1987): An hypothesis on the binding of an amphipathic,
alpha helical sequence in Ii to the desotope of class II
antigen, J. Immunol., 138: 2949-2952). Oba programy
pfédpovidaji, které segmenty ze sekvenci variabilni oblasti
protilatky P3 a.lElO by mohly byt prezentovany T pomocnym bufikam
v kontextu molekul MHC tfidy II.

Analyza homologie s lidskymi imunoglobuliny.

Sekvence aminokyselin my8ich variabilnich oblasti se
porovnaly se sekvencemi imunoglobulinl v databazich GeneBank a
EMBL (pFistupnych na internetu). Pro kaZdou protilatku se
stanovily lidské:variabilni oblasti s nejvy$8i homologii. Pro
vyhledavani homologie sekvenci se pouZil software PC-TWO HIBIO

PROSIS 06-00.
Analyza sniZeni imunogenity.

Cilem zplsobu je sniZeni imunogenity zmirnénim nebo
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humanizovénim potencidlnich imunogennich T epitopd s minimalnimi
zm&nami. Zpusob zahrnuje uvaZzlivé nahrazeni né&€kolika malo zbytkd
aminokyselin umisté&nych v spirdlovitych amfipatitickych
segmentech. Aminokyseliny, které hlavné& odpovidaji za kanonické
struktury a také zbytky v bezprostfednim sousedstvi sekvenci CDR

nebo ve Vernierové zé4né&, se musi zachovat.

Sekvence my3i variabilni oblasti se podle tohoto zphsobu
porovnaly s lidskymi sekvencemi s nejvy53i homologii a
identifikovaly se rozli&né zbytky aminokyselin v kaZdé pozici
mezi my3i MAb a lidskou sekvenci s nejvy38i homologii, pEicemZ
se braly do uvahy pouze zbytky ve FR (Kabat a spol. (1991),
Sequences of proteins of immunological interest, paté vydéani,
National Institute of Health), a pf¥edtim definované zbytky se
nahradily témi zbytky, které se nachdzeji v lidské sekvenci
s nejvy33i homologii. Nahrazeni se provedlo ¥izenymi technikami

mutageneze.

Zbytky zapojené do t¥irozmérné struktury vazebného mista se
nemutovaly; mohly by ovlivnit rozpoznani antigenu. Dalsi
informace o vlivu ndhrad v tercidrni struktufe lze ziskat

molekuldrnim modelovanim vazebného mista antigenu.

Musi se pamatovat na p¥itomnost zbytkl prolinu ve
spiralovitém amfipatickém segmentu a na skuteCnost, Ze urcité
ny3i zbytky se neobjevi ve stejné pozici v lidské sekvenci
- s nejvy33i homologii, ale jsou hojné v dalSich lidskych
imunoglobulinech. Z tohoto duvodu neexistuje jedinelny soubor
my3ich aminokyselin, ktery by se vyménil v systémech. Je moZné
ziskat rozliéné verze modifikované protilatky s rozli&nym po&tem

nadhrad. Mutace se provad&ly pfekryvajicimi se reakcemi PCR.
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Klonovani a exprese humanizovanych protilatek P3hu a 1E10hu.

Genové konstrukce odpovidajici P3hu a 1E10hu se klonovaly
expresnimi vektory zpusobem popsanym pro chimerni protilatky.
Resultujici konstrukce byly P3VKhu-PAG4622 nebo 1E10VKhu-PAG4622
a P3VHhu-PAH4604 a 1E10VHhu-PAH4604. Tyto konstrukce se
transfektovaly do bun&k NS-0 podle dfive popsaného protokolu pro

chimerni protiléatky.
¢isténi rekombinantnich protilatek.

Rekombinantﬁi protildtky se &istily s pouZitim afinitni

chromatografie s proteinem A (Pharmacia, Upssala, Svédsko) .
Biologicka aktivita.

Biologicka aktivita rekombinantnich protilatek se testovala

mé&¥enim specifické vazby na antigen pomoci ELISA.

Pro rekombihantni MAb P3 se mikrotitracni desticka smocila
GM3 (NeuGc) gangliosidem v methanolu. Po jednohodinovém suSeni se
nespecifické vazby blokovaly 1 % hové&zim sérovym albuminem (BSA)
v Tris-HC1l pufru inkubaci po dobu jedné hodiny p¥i 37 °C. Jamky
se promyly PBS a jednu hodinu inkubovaly p¥i 37 °C s vycidténou
rekombinantni MAb P3. Jamky se promyly Tris-HCl a pfidala se
kozi antilidska protilatka konjugovand s alkalickou fosfatasou a
jednu hodinu se inkubovaly pfi 37 °C. Nakonec se jamky promyly a
pfidal se substratovy pufr obsahujici p-nitrofenylfosfat. Po pul

hodin& se zmé&¥ily absorbance pfi 405 nebo 492 nm.

Pro rekombinantni MAbai 1E10 byla zkouSka ELISA podobna,
s vyjimkou, Ze se Jjamky smoCily MAb P3 a promyvani se provadélo

v PBS s 0,05 & Tweenu 20.




16

P¥ehled obrazkl na vykresech

Obr. 1: VHP3 DNA a dedukované sekvence amiﬁokyselin. Sekvence
jsou sefazeny podle Kabatova &islovani (Kabat a spol. (1991):
Sequences of proteins of immunological interest, paté vydani,
National Institute of Health), pf¥islu3né sekvence CDR jsou

vyznaleny Carami.

Obr. 2: VKP3 a dedukované sekvence aminokyselin. Sekvence jsou
sefazeny podle Kabatova ¢islovani (Kabat a spol. (1991):
Sequences of proteins of immunological interest, paté vydani,
National Institute of Health), pfisludné sekvence CDR jsou

vyznaleny Carami.

Obr. 3: VHP3 se pfidaly k lidské sekvenci s nejvy$3i homologii.
Amfipatické segmenty jsou podtrZeny a sekvence CDR jsou

zvyraznény tuéné.

Obr. 4: VKP3 se ptidaly k lidské sekvenci s nejvy33i homologii.
Amfipatické segmenty jsou podtrZeny a sekvence CDR jsou

zvyraznény tucné.

Obr. 5: Specificki vazba chimerni MAb P3 k GM3 (NeuGc). Rozlicné
koncentrace MAb P3 a MAb Tl (negativni kontrola) se testovaly
pomoci ELISA. Mikrotitralni desticky se smo€ily s gangliosidy
GM3 (NeuGc) a GM3{NeuAc) (negativni kontrola) v methanolu a
mé&fila se specifické vazba. (Zna&eni bodli: ® - GM3-P3, W -
chimerni GM3 (NeuGc)-P3, A — chimerni GM3 (NeuGc)-T1l, e — chimerni

GM3-T1)

Obr. 6: VH1IE10 DNA a dedukované sekvence aminokyselin. Sekvence
jsou sefazeny podle Kabatova &islovani (Kabat a spol. (1991):

Sequences of proteins of immunological interest, paté vydani,
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National Institute of Health), prislu3né sekvence CDR jsou

vyznaleny Carami.

Obr. 7: VKIE10 a dedukované sekvence aminokyselin. Sekvence jsou
sefazeny podle Kabatova &islovani (Kabat a spol. (1991):
Sequences of proteins of immunological interest, paté vydéani,
National Institute of Health), p¥islu3dné sekvence CDR jsou

vyznadeny Carami.

Obr. 8: VHIE10 se ptidaly k lidské sekvenci s nejvy33i
homologii. Amfipatické segmenty jsou podtrZeny a sekvence CDR

jsou zvyraznény tulné.

Obr. 9: VKIE10 se p¥idaly k lidské sekvenci s nejvy33i
homologii. Amfipatické segmenty jsou podtriZeny a sekvence CDR

jsou zvyraznény tucné.

Obr. 10: Specifickad vazba my3i MAb P3 chimerni MAb 1E10.
Rozli&né koncentrace MAb 1E10 a MAb C5 (negativni kontrola) se
testovaly pomoci ELISA. Mikrotitrag&ni desticky se smoc¢ily s MAb
P3 a MAb A3 (negativni kontrola) a mé&fila se specificka vazba.
(Znadeni bodi: ® - chimerni MAb P3-1E10, M - chimerni MAb A3-
1E10, A - chimerni MAb P3-C5, x - chimerni MAb A3-C5)

P¥iklady provedeni vynalezu

V nasledujicich ptikladech se vSechny pouZité enzymy, jakoZ
i reagencie a materidly ziskaly z komercnich zdrojt, pokud se

neuvadi néco jiného.
P¥iklad 1: Ziskani chimerni MAb P3.

Syntéza cDNA se provedla reakci s enzymem reversni

transkriptasy, kdyZ se vychadzelo z RNA z hybridomu, ktery
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produkuje MAb P3, jak se popsalo vySe. Sekvence specifickych

primert pouZitych v této reakci byly:

Pro VH:
5° AGGTCTAGAA (CT)CTCCACACACAGG (AG) (AG) CCAGTGGATAGAC 3~

Pro VK:
5° GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGG 37

cDNA VHP3 a cDNA VKP3 se amplifikovaly pomoci PCR
s pouZ?itim Taq Polymerasy a specifickych primeru. Restrikéni
mista zahrnuta v primerech byly ECORV/NHEI pro VH a ECORV/SALI

pro VK. PouZité primerové sekvence byly nésledujici:

Pro VH:

Primer 1 (signalni peptid):

5° GGGGATATCCACCATGG(AG)ATG(CG)AGCTG(TG)GT(CA)AT(CG)CTCTT 3
Primer 2 (CH1):

5 GGGGCTAGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGT 3°

Pro VK:
Primer 1 (signédlni peptid):
5° GGGGATATCCACCATGGAG (TA)CACA(GT) (TA) CTCAGGTCTTT (GA)T 3°

Primer 2 (Ck):
5° AGCGTCGACTTACGTTT (TG)ATTTCCA (GA)CTT (GT) GTCCC 3~

PCR produkty se klonovaly do TA vektoru (TA klonovaci
souprava, Invitrogen). Dvandct nezdvislych klonld se sekvenovalo
dideoxy zplsobem s pouZitim T7 DNA Pol (Pharmacia). Vyhledavaci
analyzou homologie se stanovila sekvenéni skupina s nejvy$3i
homologii pro VHP3 a VKP3. Sekvence VHP3 a VKP3 (obr. 1 a 2)
maji vysokou homologii s odpovidajicimi skupinami IB a V podle

Kabatovy klasifikace.

Po digesci s restrik&nimi enzymy ECORV a NHEI pro VHP3 a
ECORV a SALI pro VKP3 se klonovaly v expresnich vektorech, které
se dfive digestovaly se stejnymi enzymy, PAH4604 pro VH a
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PAG4622 pro VK. Tyto expresni vektory vhodné pro expresi
imunoglobulinti v sav&ich bufikdch byly darem od Sherie Morrison
(UCLA, Kalifornie, USA). Vektor PAH 4604 zahrnoval lidskou
konstantni oblast IgGl a PAG 4622 lidskou variabilni oblast
(Coloma a spol. (1992): Novel vectors for the expression of
antibody molecules using variable regions generated by
polymerase chain reaktion, J. Immunol. Meth., 152: 89-104).
Vysledné konstrukty byly P3VH-PAH4604 a P3VK-PAG4622.

Buiiky NA-0 se transfektovaly s 10 ug P3VK-PAG4622, klon
exprimujici lehky feté&zec se transfektoval s 10 ug P3VH-PAH4604,
v obou ptipadech se DNA pfed transfekci linearizovala s Pvul,

precipitovala ethanolem a rozpustila v 50 uL PBS.

PFibliZn& 107 bunék se sklidilo centrifugaci a resuspen-
dovalo se v 0,5 mL PBS spole&né& s digestovanou DNA v kyveté pro
elektroporaci. Po uloZeni na deset minut na led byly buiky
vystaveny pulsu 200 V a 960 pF a ponechaly se v ledu dalsich
deset minut. Bufiky se rozd&lily do 96 jamek desti&ky s D'MEM F12
plus s 10 % fetalnim telecim sérem. Po dvou nebo ¢ty¥ech dnech
se pfidalo selektivni médium (D'MEM F12 s 0,45 ng/mL kyseliny
mykofenolové nebo 10 mM histidinolu). Transfektované klony byly

viditelné po &trnacti dnech pouhym okem.

P¥itomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich
trasfektované klony se m&¥ila pomoci ELISA. Jamky mikrotitracni
destidky se smo&ily kozimi protilatkami proti lidskému kapa
lehkému Fetézci (pro klony produkujici lidsky kapa Fetézec) nebo
protildtkami proti lidskému IgG (specificky pro gama Ffetézec)
(pro klony produkujici kompletni protilatku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se
do ka?dé mikrotitrad&ni jamky p¥i 37 °C na jednu hodinu pfidalo
z¥edéné kultivadni médium z jamek obsahujicich transfektanty.

Jamky se promyly PBST a pf¥idala se kozi protilatka proti
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lidskému kapa lehkému fetézci konjugovana kfenovou peroxidasou
nebo kozi anti-lidsky IgG (specificky pro gama Fetézec)
konjugovany s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly
p¥i laboratorni teploté&. Jamky se promyly PBS-T a pfidal se
substratovy pufr obsahujici o-fenylendiamin nebo p-nitrofenyl-

fosfat. Po ptl hodin& se mé&fila absorbance pfi 492 nebo 405 nm.
Priklad 2: Ziskani rozliénych verzi humanizované protilatky P3.

Sekvence mySich VHP3 a VKP3 (obr. 1 a 2) se porovnaly
s lidskymi sekvencemi. Na obr. 3 a 4 jsou ukdzané lidské
sekvence s nejvy33i homologii. Spirdlovité amfipatické oblasti
nebo potencialni T bun&Zné epitopy se vyhledavaly v sekvencich
my3i P3 variabilni oblasti a ve shodé se zplsobem uvazlivé
strategie se stanovily nahrady aminokyselin, aby se narusily
nebo humanizovaly potencidlni T buné&&né epitopy v mySich

sekvencich.

Analyza VHP3 poskytla (obr. 3) dva amfipatické segmenty,
prVni zahrnoval CDR1, FR2 a nékolik zbytkl CDR2, druhy zahrnoval
konec FR3 a CDR3. Hlavni rozdily my3ich sekvenci ve srovnéani
s lidskymi sekvehce s nejvy38i homologii byly nalezeny
v sekvencich CDR nebo zbytcich zapojenych do t¥irozmérné
struktury vazebného mista. Z tohoto divodu bylo rozhodnuto

nenahrazovat Z&dnou aminokyselinu v mySim VHP3.

Analyza VKP3 poskytla také dva amfipatické segmenty (obr.
4), prvni zahrnoval FR1, druhy zahrnoval CDR2 a né&kolik zbytkl
FR3. Bylo rozhodnuto nahradit zbytky v pozicich 8, 9, 10, 11 a
13 za zbytky ve stejnych pozicich v lidské sekvenci s nejvyssi
homologii. Aminokyseliny His, Lys, Phe, Met a Thr se nahradily
aminokyselinami Pro, Ser, Ser, Leu a Ala. Nahrazeni se provedlo
prekryvnou PCR (Kammann a spol. (1989): Rapid insertional

mutagenesis of DNA by polymerase chain reaction (PCR), Nucleic
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Acids Res., 17: 5404) s pouzitim primert 1, 2, 3, 4, sekvence

kterych jsou nasledujici:

Primer 1:

5° ATGACCCAGTCTCCTTCTTCTCTTTCCGCGTCAGTAGGAGAC 3~
Primer 2:

5’ AGCGTCGACTTACGTTT (TG)ATTTCCA (GA)CTT (GT) GTCCC 3~
Primer 3:

5 GTCTCCTACTGACGCGGAAAGAGAAGAAGGAGACTGGGTCAT 3°
Primer 4:

5° GGGGATATCCACCATGGAG(TA)CACA(GT)(TA)CTCAGGTCTTT(GA)T 37

Body mutace se verifikovaly sekvenovanim. Vysledny
konstrukt byl P3VKhu a klonoval se do expresniho vektoru PAG
4662. Vysledny konstrukt byl P3VKhu-PAG4622. Pro expresi
humanizované protilatky P3 se buriky NS-0 transfektovaly s P3VH-
PAH4604 a P3VKhu-PAG4622.

Protildtka P3hu se transfektovala podle stejného postupu
elektroporace a detekce, jak se popisuje vySe pro chimerni

protilatky.
P¥iklad 3: Biologicka aktivita chimerni MAb P3.

Biologickd aktivita chimerni MAb P3 se testovala méfenim

specifické vazby na antigen pomoci ELISA.

Pro rekombinantni MAb P3 se mikrotitraéni desticka smocdila
gangliosidem GM3 (NeuGc) v methanolu. Po jednohodinovém suSeni
pfi 37 °C se nespecifické vazby blokovaly 1 % hovézim sérovym
albuminem (BSA) v Tris-HC1l pufru inkubaci po dobu jedné hodiny
p¥i 37 °C. Jamky se promyly PBS a jednu hodinu inkubovaly pfi 37
°C s vyc¢isténou fekombinantni MAb P3. Jamky se promyly Tris-HC1
a pridala se kozi anti-lidska protilétka konjugovana

s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly p¥i 37 °C.




22

Nakonec se jamky promyly s Tris-HCl a pridal se substratovy pufr
obsahujici p-nitrofenylfosfat. Po plil hodiné se zméfila

absorbance pf¥i 405 nm.

Jako negativni kontrola se pouZila chimerni MAb T1.

Specifickou vazbu chimerni MAb P3 na antigen ukazuje obr. 5.
P¥iklad 4: Ziskadni chimerni MAb 1E10.

Syntéza cDNA se provedla reakci s.enzymem reversni
transkriptasy, kdyZ se vychdzelo z RNA z hybridomu, ktery
produkuje MAb 1E10, jak se popsalo vySe. Sekvence specifickych
primerd pouZitych v této reakci byly:

Pro VH:
5’ GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Pro VK:
5’ GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGGA 3°

cDNA VH1E10 a cDNA VKIE10 se amplifikovaly pomoci PCR

s pouZitim Taq Pol a specifickych primert.

Pro VH:

Primer 1 (signdlni peptid):

5° GGGGATATCCACCATGG (AG)ATG (CG) AGCTG (TG) GT (CA) AT (CG) CTCTT 3°
Primer 2 (CH1): '

5’ GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Pro VK:

Primer 1 (sigﬁélni peptid) :

5’ GGGGTTAACCACCATGAGG (GT)CCCC (AT)GCTCAG(CT)T(CT)CT (TG)GG(GA) 3~
Primer 2 (Ck):

5 AGCGTCGACTTACGTTT(TG)ATTTCCA(GA)CTT(GT)GTCCC 3

PCR produkty se klonovaly do TA vektoru (TA klonovaci

souprava, Invitrogen). Dvanact nezédvislych klonl se sekvenovalo
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(obr. 7 a 8) dideoxy zplsobem s pouZitim T7 DNA Pol (Pharmacia).
Vyhledavaci analyzou homologie se stanovila sekvenéni skupina

s nejvy$3i homologii pro VH1E1lO0 a VK1E10. Sekvence VH1E10 a
VK1E10 maji vysokou homologii s odpovidajicimi rtznorodymi

skupinami a V podle Kabatovy klasifikace.

Po digesci s restrikénimi enzymy ECORV a NHEI pro VH1E1l0 a
s HincII a SALI pro VK1E10 se klonovaly v expresnich vektorech
po dfivéjsi digesci se stejnymi enzymy, PAH4604 pro VH a PAG4622
pro VK. Tyto expresni vektory vhodné pro expresi imunoglobulint
v savCich buﬁkéch byly darem od Sherie Morrison (UCLA,
Kalifornie, USA). Vektor PAH 4604 zahrnoval lidskou konstantni
oblast IgGl a PAG 4622 lidskou variabilni oblast (Coloma a spol.
(1992): Novel vectors for the expression of antibody molecules
using variable regions generated by polymerase chain reaktion,
J. Immunol. Meth., 152: 89-104). Vysledné konstrukty byly
1E10VH-PAH4604 a 1E10VK-PAG4622.

Buriky NA-0 se transfektovaly s 10 ug 1lE10VK-PAG4622, klon
exprimujici lehky Fetézec se transfektoval s 10 png 1E10VH-
PAH4604, v obou pfipadech se pfed transfekci DNA linearizovala

s Pvul, precipitovala ethanolem a rozpustila v 50 upL PBS.

P¥ibliZné 107 bunék se sklidilo centrifugaci a resuspen-
dovalo v 0,5 mL PBS spole&né s digestovanou DNA v kyveté& pro
elektroporaci. Po uloZeni na deset minut na led se bunky
vystavily pulsu 200 V a 960 pF a ponechaly se v ledu dalSich
deset minut. Bufiky se rozdélily do 96 jamek desticky s D'MEM F12
plus s 10 % fetéinim telecim sérem. Po dvou nebo C¢ty¥ech dnech
se p¥idalo selekﬁivni médium (D'MEM F12 s 0,45 ug/mL kyseliny
mykofenolové nebo 10 mM histidinolu). Transfektované klony byly

viditelné po ctrnacti dnech pouhym okem.

Pritomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich
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trasfektované klony se mé¥ila pomoci ELISA. Jamky mikrotitracdni
destidky se smocCily kozimi protilatkami proti lidskému kapa
lehkému Ffetézci (pro klony produkujici lidsky kapa fetézec) nebo
protildtkami proti lidskému IgG (specificky pro gama Feté&zec)
(pro klony produkujici kompletni protilatku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tween 20) se do
kaZdé mikrotitradni jamky pfi 37 °C na jednu hodinu p¥idalo
zFedédné kultivadni médium z jamek obsahujicich transfektanty.
Jamky se promyly PBST a pfidala se kozi protilatka proti
lidskému kapa lehkému Ffetézci konjugovana kfenovou peroxidasou
nebo kozi anti-lidsky IgG (specificky pro gama ¥etézec)
konjugovany s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly
pfi laboratorni teplot&. Jamky se promyly PBS-T a p¥idal se
substratovy pufr obsahujici o-fenylendiamin nebo p-
nitrofenylfosfat. Po pll hodiné se méf¥ila absorbance p¥i 492

nebo 405 nn.

P¥iklad 5: Ziskdni rozliénych verzi humanizované protilatky

1E10.

Sekvence my3i VH1E1l0 a VK1E1lO0 (obr. 6 a 7) se porovnaly
s lidskymi sekvencemi. Lidské sekvence s nejvy33i homologii
ﬁkazuji obr. 8 a 9. Spiralovité amfipatické oblasti nebo
potencidlni T bunécné epitopy se vyhledavaly v sekvencich my3i
1E10 variabilni oblasti a ve shodé se zplsobem uvazlivé '
strategie se stanovily ndhrady aminokyselin, aby se naru3ily
nebo humanizovaly potencidlni T bunédéné epitopy v mySich

sekvencich.

Analyza VH1E1l0 poskytla (obr. 8) tfi amfipatické segmenty,
prvni zahrnoval FR1, druhy zahrnoval FR2 a tfeti zahrnoval FR3.
Bylo rozhodnuto nahradit zbytky v pozicich 5, 40, 42 a 87 (83
podle Kabatova ¢islovani) zbytky ve stejnych pozicich v lidské

sekvenci s nejvy3si homologii. Aminokyseliny Gln, Arg, Glu a Thr
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se nahradily aminokyselinami Val, Ala, Gly a Arg. Nahrazeni se
provedlo p¥ekryvnou PCR (Kammann a spol. (1989): Rapid
insertional mutagenesis of DNA by polymerase chain reaction
(PCR), Nucleic Acids Res., 17: 5404) s pouZitim rozlié&nych sad

primerti.

Primery pro mutaci v pozici 5 téZkého Ffetézce byly 1, 2, 3

a 4, sekvence kterych jsou nasledujici:

Primer 1:

5° CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCT 3°

Primer 2:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3

Primer 3:

57 AGCTCCAGACTGCACCAGCTGAACCTG 3°

Primer 4:

5% GGGGATATCCACCATGG (AG)ATG (CG)AGCTG(TG) GT (CA)AT (CG) CTCTT 3°

Po ovéfeni pomoci sekvence bodu mutace v pozici 5, se

zavedly mutace v pozicich 40 a 42.

Primer pro mutace v pozicich 40 a 42 téZkého Fetézce:

Primer 1:

57 TGGGTGAGGCAGGCGCCTGGGCAGGGACTTGAG 3°
Primer‘Z:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°
Primer 3:

5% CTCAAGTCCCTGCCCAGGCGCCTGCCTCACCCA 37
Primer 4:

5% GGGGATATCCACCATGG (AG) ATG (CG)AGCTG (TG) GT (CA) AT (CG) CTCTT 3°

Po ové¥eni pomoci sekvence bodu mutace v pozicich 40 a 42,

se zavedla mutace v pozici 87 (83 podle Kabatova &¢islovéni).
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Primer pro mutace v pozici 87 (83 podle Kabatova &islovani)
téZkého retézce:
Primer 1:
5° CTCAGCAGGCTGCGGTCTGAGGACTCT 3°
Primer 2:
5% GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°
Primer 3:
57 AGAGTCCTCAGACCGCAGCCTGCTGAG 3~

Primer 4: |

5° GGGGATATCCACCATGG (AG)ATG (CG)AGCTG (TG) GT (CA) AT (CG) CTCTT 3°
Daldi nadhrady se neprovedly, protoZe zbytky byly zapojeny

v tfirozmé&rné struktufe vazebného mista.

Body mutace se verifikovaly sekvenovanim. Vysledny
konstrukt byl 1E10VHhu a klonoval se v PAH4604 expresnim
vektoru. Vysledny konstrukt byl 1E10VH-PAH4604.

Analyza pro VK1E1O0 poskytla také t¥i amfipatické segmenty
(obr. 9), prvni zahrnoval FR1l, druhy zahrnoval CDR1l a tFfeti
zahrnoval FR3. Bylo rozhodnuto nahradit zbytky v pozicich 7, 8 a
15 zbytky ve stejnych pozicich v lidské sekvenci s nejvy33i
homologii. Aminokyseliny Thr, Thr a Leu se nahradily
aminokyselinami Ser, Pro a Val. Nahrazeni se provedlo p¥ekryvnou
PCR (Kammann a spol. (1989): Rapid insertional mutagenesis of
DNA by polymerase chain reaction (PCR), Nucleic Acids Res., 17:
5404) s pouZitim primert 1, 2, 3 a 4, kterych sekvence jsou
nasledujici:

Primery pro mutace v pozicich 7, 8 a 15 lehkého Feté&zce:

Primer 1:

5" CAGATGACACAGTCTCCTTCCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGAGACAGAGTC 37
Primer 2:

5’ AGCGTCGACTTACGTTT (TG)ATTTCCA(GA)CTT (GT)GTICCC 3~
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Primer 3:
5° GACTCTGTCTCCCACAGAGGCAGACAGGGAGGAAGGAGACTGTGTCATCTG 3°

Primer 4:
5° GGGGTTAACCACCATGAGG (GT) CCCC (AT)GCTCAG (CT)T(CT)CT(TG) GG (GA) 3~

Body mutaci se ovérily sekvenovénim. Vysledny konstrukt byl
1E10VKhu a klonoval se v expresnim vektoru PAG 4622. Vysledny
konstrukt byl 1E10VKhu-PAG4662.

Pro expresi humanizované protilatky 1E10 se buiiky NS-0

transfektovaly 1E10VHhu-PAH4604 a 1E10VKhu-PAG4662.

Protildtka 1E10hu se transfektovala stejnym postupem
elektroporace a detekce, jak byl vySe popsan pro chimerni

protilatky.
Pfiklad 6: Biologicka aktivita chimerni MAb 1E10.

Biologicka aktivita chimerni MAb 1E10 se testovala mé&Fenim

specifické vazby na antigen pomoci ELISA.

Pro rekombinantni MAb 1E10 se mikrotitradni destidka
smoila MAb P3. Po promyti s PBST (roztok solného fosfatového
pufru obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se nespecifické vazby
blokovaly 1 % hovézim sérovym albuminem (BSA) v PBST inkubaci po
dobu jedné hodiny p¥i 37 °C. Jamky se promyly a jednu hodinu
inkubovaly pfi 37 °C s vyZidté&nou rekombinantni MAb 1E10. Jamky
se promyly PBST a pridala se antilidskd kozi protiléatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly
pti 37 °C. Nakonec se jamky promyly PBST a pfidal se substratovy
pufr obsahujici p-nitrofenylfosfat. Po pldl hodiné& se zméfily

odpovidajici absorbance p#i 405 nm.
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Jako negativni kontrola se pouZila chimerni MAb CS5.

Specifickou vazbu chimerni MAb 1E10 na MAb P3 ukazuje obr. 10.
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PATENTOVE NAROKY

Chimerni monoklondlni protilatka odvozend z myS3i
monoklondlni protildtky MAb P3, kterd rozpoznava gangliosidy
obsahujici N-glykolovou kyselinu sialovou a kteréd se
produkuje buné&cnou linii hybridomu s depozitnim ¢islem ECACC
94113026, vyznadujici se tim, Ze hypervariabilni
domény jejich téZkych a lehkych Fetézcl obsahuji nasledujici
sekvence:

TEZKY RETEZEC

CDR1: RYSVH

CDRZ2: MIWGGGSTDYNSALKS

CDR3: SGVREGRAQAWFAY

LEHKY RETEZEC

CDR1: KASQDVSTAVA

CDR2: SASYRYT

CDR3: QQHYSTPWT

Chimerni monoklondlni protildtka podle naroku 1 vyznacu-
jici se tim, Ze oblasti zédkladnich zbytkd (FR) jejich
t&Zkych a lehkych Feté&zcl obsahuji nédsledujici sekvence:
TEZKY RETEZEC

FR1: QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLS

FR2: WVRQPPGKGLEWLG

FR3: RLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCAR

FR4: WGQGTLV

LEHKY RETEZEC

FR1: DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITC

FR2: WYQQKPGQSPKLLIY

FR3: GVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAVYYC

FR4: FGGGTKL

Monoklon&dlni protilAtka podle narokd 1 a 2 vyznacujici

se tim, Ze pro svoji humanizaci a zachovani vazebnych
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vlastnosti k antigenu zahrnuje pfinejmenSim jednu
z nasledujicich substituci:

LEHKY RETEZEC

pozice 8: His za Pro

pozice 9: Lys za Ser

pozice 10: Phe za Ser

pozice 11: Met za Leu

pozice 13: Thr za Ala.

Monoklonalni protilatka podle nérokl 1 aZ 3 vyznacujici
se tim, Ze konstantni oblast t&Zkého Ffeté&zce obsahuje
sekvenci aminokyselin gama-1 Fet&zce a konstantni oblast
lehkého Fetdzce obsahuje sekvenci aminokyselin kapa fetézce,

ob& odvozené z lidskych imunoglobulint.

Bun&éna linie vyznadujici se tim, Ze produkuje

kteroukoli z monoklondlnich protildtek podle nérokd 1 aZ 4.

Farmaceutickéd kompozice pro 1lé&bu malignich néadorli prsu a
melanomi, jejich metastédzi a relapst vyznacujici se
tim, Ze obsahuje kteroukoli z monoklondlnich protilatek

podle naroki 1 aZ 4.

Farmaceuticka kompozice pro lokalizaci a identifikaci

'malignich nadorti prsu a melanomi, jejich metastdzi a relapst

.in vivo® vyznadujici se tim, Ze obsahuje kteroukoli

z monoklonadlnich protildtek podle narokt 1 aZ 4.

Pouziti monoklonalni protilatky z kterékoli z narokl 1 aZ 4
pro vyrobu léku prospé&3ného pro léfbu malignich nadorl prsu

a melanomi, jejich metastézi a relapst.

Chimerni monoklondlni protilatka odvozend z mySi anti-
idiotypové monoklondlni protilatky 1EIO, kterd rozpoznava
my$i MAb P3 a kterd se produkuje bunécnou linii hybridomu

s depozitnim ¢islem ECACC 97112901, vyznacujicl se
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tim, Ze hypervariabilni oblasti jejich té&Zkych a lehkych

¥et&zcll obsahuji néasledujici sekvence:

TEZKY RETEZEC

CDR1: SYDIN

CDR2: WIFPGDGSTKYNEKFKG
CDR3: EDYYDNSYYFDY
LEHKY RETEZEC

CDR1: RASQDISNYLN

CDR2: YTSRLHSG

CDR3: QQGNTLPWT

10. Monoklonalni protilatka podle ndroku 9 vyznacujici se

tim, Ze oblasti zakladnich zbytkd (FR) jejich t&Zkych a

lehkych ¥et&zclh obsahuji nésledujici sekvence:
TEZKY RETEZEC
FR1: QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTET

FR2: WVRQRPEQGLEWIG
FR3: KATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAR

FR4: WGQGTTLTV

LEHKY RETEZEC

FR1: DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISC

FR2: WYQQOKPDGTVKLLIY

FR3: VPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFC
FR4: FGGGTKLESK

11. Monoklonalni protilatka podle naroku 9 a 10 vyznacdujici
se tim, Ze pro svoji humanizaci a zachovani vazebnych
vlastnosti k antigenu zahrnuje pfinejmensim jednu
z“nésledujicich substituci:

LEHKY RETEZEC
pozice-7: Thr za Ser

pozice 8: Thr za Pro

pozice 15: Leu za Val
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13.

14.

15.

le6.
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TEZKY RETEZEC

pozice 5: Gin za Val
pozice 40: Arg za Ala
pozice 42: Glu za Gly

pozice 87 (83 podle Kabatova &islovéani): Thr za Arg

Monoklondlni protiladtka podle narokl 9 aZ 11 vyznacujici
se tim, Ze konstantni oblast téZkého feté&zce obsahuje
sekvenci aminokyselin gama-1 ¥etézce a konstantni oblast
lehkého Fetézce obsahuje sekvenci aminokyselin kapa retézce,

ob& odvozené z lidskych imunoglobulint.

Bunécnd linie vyznacujici se tim, Ze produkuje

kteroukoli z monoklondlnich protildtek podle nédrokl 9 aZ 12.

Farmaceutickad kompozice pro lécCbu malignich nédortl prsu a
melanom, jejich metastédzi a relapst vyznacduijici se
tim, Ze obsahuje kteroukoli z monoklondlnich protilatek

podle néaroku 9 aZ 12.

Farmaceutickd kompozice pro lokalizaci a identifikaci
malignich nadord prsu a melanomii, jejich metastdzi a relapst
»in vivo® vyznacdujici se tim, Ze obsahuje kteroukoli

z monoklondlnich protildtek podle né&rokt 9 aZ 12.

PouZiti monoklondlni protilatky z kterékoli z naroka 9 aZ 12
pro vyrobu léku prospé3ného pro 1léCbu malignich nadorlt prsu

a melanoml, jejich metastdzi a relapsu.
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Absorbance 405 nm

0.002 0.006 0.024 0098 0391 1563 6.250

Koncentrace (mikrogram/mL)

Obr. 10
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