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Rekombinantni protilitky souvisejici s gangliosidy a jejich pouziti pFi diagnéze a 16€bé na-
doru

Oblast techniky

PredloZeny vynélez se tyka oblasti biotechnologie, zejména novych rekombinantnich protilatek
ziskanych prostfednictvim genového inzenyrstvi, konkrétné chimernich a humanizovanych proti-
latek ziskanych z mySi monoklonalni protilatky P3 (MAb P3) a jeji antiidiotypové mys$i mono-
klonalni protilatky 1E10 (MAbai 1E10).

Konkrétnéji se vynalez tyka protilatek, které se vazou na gangliosidy obsahujici N-glykolylova-
nou kyselinu sialovou, ale nikoli s acetylovanymi formami gangliosidd ani s neutralnimi glykoli-
pidy. Gangliosidy obsahujici N—glykolylovanou kyselinu sialovou jsou antigeny hojné exprimo-
vané pfi rakoviné prsu a melanomech. Na druhé strané se na experimentalnich modelech prokazal
protinadorovy u¢inek MAbai 1E10.

PredloZeny vynalez se také tyka farmaceutickych kompozic, které obsahuji dfive popsané rekom-
binantni protilatky prospeé$né pfi diagnéze a 16¢bé rakoviny, zejména rakoviny prsu a melanomtl.

Dosavadni stav techniky

Gangliosidy jsou glykosfingolipidy, které obsahuji kyselinu sialovou a jsou pfitomné v plasma-
tické membrané bun¢k obratlovci (Stults a spol. (1989): Glycosphingolipids: structure, biological
source and properties, Methods Enzymology, 179: 167-214). O nékterych ztéchto molekul se
v literatufe referovalo jako o antigenech souvisejicich s nadory nebo markery nadoru (Hakomori
a spol. (1991): Possible functions of tumor associated carbohydrate antigens. Curr. Opin. Immu-
nol., 3: 646—653), a proto se pouziti protilatek proti gangliosidim popisovalo jako prosp&sné pii
diagnoze a 1éEbé rakoviny (Hougton a spol. (1985): Mouse monoclonal antibody IgG3 antibody
detecting GD3 ganglioside: to phase I trial in patients with malignant melanoma, PNAS US4, 82:
1242~1246; Zhang a spol. (1997): Selection of carbohydrate tumor antigens as targets for immu-
ne attack using immunohistochemistry. I. Focus on gangliosides, Int. J. Cancer, 73: 42-49).

Kyseliny sialové Cast&ji exprimované u zvifat jsou N-acetyl (NeuAc) a N-glykolyl (NeuGc)
(Corfield a spol. (1982): Occurrence of sialic acids, Cell. Biol. Monogr., 10: 5-50). Obecné se
NeuGce neexprimuje v normalnich lidskych a kufecich tkéanich, ale veobecn& se vyskytuje
u jinych obratloveil (Leeden a Yu, (1976): Chemistry and analysis of sialic acid. In: Biological
Role of Sialic Acid. Rosemberg A. a Shengtrund C. L. (editofi). Plenum 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). Nicméné existuji studie,
které ukazuji, Ze protilatky proti NeuGc rozpoznavaji uréité lidské nadory a nadorové bunééné
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 Hanga-
nutziu-Deicher antigen in human gastric cancer cell line, NUGC4, Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 160: 1149-1154). ZvySené koncentrace GM3 (NeuGc) gangliosidi byly nalezené v lidské
rakovin¢ prsu (Marquina a spol. (1996): Gangliosides expressed in human breast cancer, Cancer
Research, 56: 5165-5171), tento vysledek &ini pouziti této molekuly jako terée pro 1é¢bu rakovi-
ny pritazlivym.

Monoklonélni protilatka (MAb) P3 produkovana bun&&nou linii uloZenou pod piistupovym &is-
lem ECACC 94113026 (Evropsky patent EP 0657 471 B1) je my$i monoklonalni protilatka
s IgM isotypem, ktera se ziska, kdyZ se spoji mysi splenocyty z mysi BALB/c imunizované lipo-
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somy obsahujicimi GM3 (NeuGc) a tetanovy toxoid s bunéénou linii P3-X63-Ag8.653; ktera je
myS$im myelomem. Tato protilatka MAb P3 vyrazné reaguje s gangliosidy obsahujicimi N—
glykolylovanou sialovou kyselinu, ale nereaguje s acetylovymi formami gangliosidl ani s neu-
tralnimi glykolipidy. Pomoci imunocytochemickych a imunohistochemickych studii provedenych
s bunéénymi liniemi a tkanémi z benignich a neoplastickych nadorii se prokazalo, ze MAb P3
rozpoznava rakovinu prsu (Vazquez a spol. (1995): Generation of a murine monoclonal antibody
specific for N—glycolylneuraminic acid—containing gangliosides that also recognizes sulfated
glycolipids, Hybridoma, 14: 551-556) a melanom.

Monoklonalni protilitka MAb P3 indukovala antiidiotypovou imunitni odpovéd’ (Ab2) u mysi
BALB/c (syngeneticky model), dokonce i bez adjuvans a proteinového nosice, (Vazquez a spol.
(1998): Syngeneic anti—idiotypic monoclonal antibodies to an anti-NeuGc—containing gan-
glioside monoclonal antibody, Hybridoma, 17: 527-534). Uloha elektronegativnich skupin, sialo-
vé kyseliny (pro gangliosidy) a SO;™ (pro sulfatidy — sulfogalaktosylceramidy), v rozpoznavacich
vlastnostech této protilatky byla navrzena pomoci imunochemickych analyz (Moreno a spol.
(1998): Delineation of epitope recognized by an antibody specific for N—glycolylneuraminic
acid—containing gangliosides, Glycobiology, 8: 695-705).

Antiidiotypova MAb 1E10 (MAbai 1E10) subtypu IgG1 se ziskala z myS$i BALB/c imunizované
s MADb P3 vazané na KLH (patent US 6 063 379, buné¢na linie ulozena pod pfistupovym &islem
ECACC 97112901). MAbai 1E10 rozpoznavala MAb P3 a nevazala jiné protilatky IgM proti
gangliosidiim. Kromé toho MAbai 1E10 inhibovala specifickou vazbu MAb P3 na GM3 (NeuGc)
a na bunéénou linii MDA-MB-435 ziskanou z karcinomu prsnich kanalki (pozitivnich na vazbu
MADb P3). MAbai 1E10 stimulovala silnou imunitni odpovéd’ protilatek Ab3, kdyZ se imunizova-
ly mysi ze syngenetickych a alogennich modeld, pticemz tyto protilatky Ab3 nevykazovaly stej-
nou specifitu jako MAb P3, i kdyz nesly idiotypy podobné tém, které nesla protilatka Abl
(Vazquez a spol. (1998): Syngeneic anti—idiotypic monoclonal antibodies to an anti-NeuGc—
containing ganglioside monoclonal antibody, Hybridoma, 17: 527-534). MAbai 1E10 stimulo-
vala silny protinadorovy udinek u syngenetické, jakoz i alogenni mysi. Rist buné¢né linie karci-
nomu prsnich zlaz F3II se vyznamné snizil opakovanou davkou MAbai 1E10 vazanou na KLH
ve Freundové adjuvancii, kdyz se my§ BALB/c vakcinovala. Po vakcinaci se také snizil pocet
spontannich plicnich metastazi. Intraven6zni aplikace MAbai 1E10 nao¢kované mysi C57BL/6,
10 az 14 dni po intravendznim naockovani melanomovych buné€k B16, zplisobilo dramatické sni-
Zeni poétu plicnich metastazi pfi srovnani s mySi oSetienou irelevantnim IgG. Tyto vysledky
naznacuji, Ze se spousti vice nez jeden mechanismus protinddorového u¢inku (Vazquez a spol.
(2000): Antitumor properties of an antiidiotypic 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
monoklonalni protilatky jsou stale velice prosp&sné pii diagnozach, jakoZz i ve vyzkumu, neproka-
zala se jejich terapeuticka uc¢innost u lidi. Zptisobuje to hlavn¢ jejich kratky poloc€as Zivota v krvi
a to, ze mysi efektorové funkce selhavaji pro lidsky imunitni systém a také kvili lidské imunitni
odpovédi na mysi protilatky (HAMA odpoved’).

Pfevrat v eventualni uzite¢nosti MAb jinak zpusobila technologie genového inZenyrstvi, jelikoz
manipulaci gen imunoglobulini je mozné ziskat modifikované protilatky se sniZzenou antigenici-
tou a rovnéz zlepsit efektorové funkce pro lé¢bu nebo diagnézy ur€itych patologii. Zptsoby sni-
Zeni imunogenity imunoglobulinu maji zdsadni cil zmenSit rozdily mezi mysi protilatkou a lid-
skym imunoglobulinem, aniz by se zmeénila specifita rozpoznavani antigenu (Morrison a Oi
(1989): Genetically engineered antibody molecules, Adv. Immunol., 44: 65-92).

V posledni dobé bylo vyvinuto né€kolik zplsobti humanizace mysich nebo krysich protilatek,
atim sniZeni xenogenni imunitni odpovédi proti cizim proteinim, kdyz jsou vpichnuté lidem.
Jednim z prvnich pfistupd ke sniZeni antigenicity byly chimerni protilatky, ve kterych se variabil-
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ni domény mysiho proteinu vlozily do konstantnich domén lidskych molekul, které vykazuji stej-
nou specifitu, ale sniZzenou imunogenitu ve srovnani s jejich my§imi prot&jsky, pfi¢emz se zacho-
valy huménni efektorové funkce chimernich protilatek, (Morrison a spol. (1984): Chimeric
human antibody molecules: Mouse antigen—binding domains with human constant region do-
mains, PNAS USA, 81: 6851-6855). I kdyz chimerni protilatky maji stejnou specifitu jako mysi
protgjsky, béZné se pozorovala imunitni odpovéd’ na hlodav¢i variabilni oblasti.

Pfi pokusu o dalsi snizeni imunogenity chimernich protilatek, se transplantovaly pouze oblasti
determinujici komplementaritu (CDR) z hlodav¢i monoklonalni protilatky do oblasti lidskych
zékladnich zbytkii a tato hybridni variabilni oblast se exprimovala s lidskymi konstantnimi
oblastmi (Jones a spol. (1986): Replacing the complementary—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
mél nicméné nékolik nedostatkil: vysledna protilatka méla béZné sniZenou afinitu a fada zaklad-
nich zbytkil se musela pro obnoveni vazby zpétné mutovat na odpovidajici mysi systémy (Rietch-
mann 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 UAS, 86:
10029-10033; Tempest a spol. (1991): Reshaping a human monoclonal antibody to inhibit hu-
man respiratory syncytial virus infection in vivo, Biotechnology, 9: 266-272). Kromé& toho se
bé&Zné pozorovalo, Ze imunogenita ptetrvavala v protilatkach s transplantovanymi CDR.

Mateo a spolupracovnici (patent US 5 712 120) popsali zpiisob sniZeni imunogenity mysich pro-
tilatek. Podle tohoto zpiisobu se modifikace omezuji na variabilni domény a konkrétné na mysi
oblasti zakladni struktury (FR) chimernich protilatek. Kromé toho se zamé&ny provad&ji pouze
v téch oblastech FR, které maji amfipatické sekvence, a proto jsou moznymi epitopy rozpoznatel-
nymi T buitkami. Zpisob zahrnuje uvazlivou zaménu nékolika malo zbytki aminokyselin lokali-
zovanych v potencialnich imunogennich epitopech za odpovidajici zbytky zlidské sekvence
s nejvyssi homologii, musi se v§ak uchovat aminokyseliny, které jsou hlavné odpovédné za kano-
nické struktury a také zbytky v bezprostfednim sousedstvi oblasti CDR nebo ve Vernierové zoné.

Vysledna protilatka si uchovava svoji specifitu vazby antigenu a je méné imunogenni nez bud’
jeji mysi, nebo chimerni predchiidce (Mateo a spol. (2000): Removal of T cell epitopes from
genetically engineered antibodies: Production of modified immunoglobulins with reduced immu-
nogenicity, Hybridoma, 19: 463-471), coz jsou vlastnosti, které zvySuji jejich terapeutickou uZi-
te¢nost. Pouzitim tohoto nového zptisobu se musi provést pouze nékolik malo mutaci a samoziej-
mé méné genovych manipulaci.

Podstata vynalezu

Pfedmétem predlozeného vynalezu jsou rekombinantni protilatky ziskané technologii genového
inzenyrstvi. Konkrétn¢ je pfedmétem vynalezu chimerni monoklondlni protilitka odvozena
z mysi anti—idiotypové monoklonalni protilatky 1E10, kde tato mysi protilatka 1E10 rozpoznava
mySi MAb P3 a je produkovana hybridomovou bunéénou linii s depozitnim &islem ECACC
97112901, a kde tato chimerni monoklonalni protilatka zahrnuje

a. konstantni oblast téZkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin gama-1 fetézce a kon-
stantni oblast lehkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin kapa fetézce, obé& odvozené

z lidskych imunoglobulini,

b.  hypervariabilni oblasti tézkych a lehkych fetézci obsahujici nasledujici sekvence:
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TEZKY RETEZEC
CDR1: SYDIN
CDR2: WIFPGDGSTKYNEKFKG
CDR3: EDYYDNSYYFDY

LEHKY RETEZEC
CDR1: RASQDISNYLN
CDR2: YTSRLHSG
CDR3: QQGNTLPWT

c. useky zakladni struktury (FR) téZkych a lehkych fetézch obsahujici nasledujici sekvence:

TEZKY RETEZEC
FR1: QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFT
FR2: WVRQRPEQGLEWIG
FR3: KATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAR
FR4: WGQGTTLTV

LEHKY RETEZEC
FR1: DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISC
FR2: WYQQKPDGTVKLLIY
FR3: VPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFC
FR4: FGGGTKLESK, a

d. pro dal§i humanizaci a zachovani vazebnych vlastnosti k antigenu zahrnuje variabilni oblast
protilatky pfinejmensim jednu z nasledujicich substituci:

LEHKY RETEZEC
pozice 7 ve FR1: Thr za Ser
pozice 8 ve FR1: Thr za Pro
pozice 15 ve FR1: Leu za Val

TEZKY RETEZEC
pozice 5 ve FR1: Gln za Val
pozice 5 ve FR2: Arg za Ala
pozice 7 ve FR2: Glu za Gly
pozice 21 ve FR3: Thr za Arg

V dal$im aspektu jsou pfedmétem ptedlozeného vynalezu bunééné linie, které exprimuji popsané
chimerni a humanizované protilatky. Pfedmétem ptedlozeného vynélezu jsou navic farmaceutic-
ké kompozice obsahujici popsané protilatky.

15
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Vyhodné jsou pfedmétem vynalezu farmaceutické kompozice pro 1é€bu nadort prsu, plic, travici
soustavy, urogenitalniho systému, melanomil, sarkomii a neuroektodermatickych nadord, jejich
metastazi a relapsti obsahujici popsané protilatky a vhodnou pomocnou latku.

Dal$im pfedmétem reprezentace piedloZeného vynalezu je moznost pouZit farmaceutické kompo-
zice pro lokalizaci a diagnézy nadori, prsu, plic, travici soustavy, urogenitalniho systému, mela-
nomt, sarkomii a neuroektodermatickych nadord, jejich metastazi a relapst in vivo.

Syntéza cDNA a amplifikace genu pomoci PCR (fetézové polymerasové reakce) variabilnich
oblasti MAb P3 a MAbai 1E10.

Cytoplasmatickd RNA se extrahovala z asi 106 bun¢k hybridomu P3 (mys$i IgM MADb, ktera roz-
poznava GM3 N—glykolovany 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 ug RNA, 25 pmolid VH (komplementamni ke kon-
stantni oblasti mysi IgM pro VH P3 a ke konstantni oblasti mysi IgG1 pro VH 1E10) nebo VK
(komplementarni ke konstantni mysi kapa oblasti pro ob€ protilatky), 2,5mM kazdého dNTP,
50mM Tris~HCI pH 7,5, 75mM KCI, 10mM DTT, 8mM MgCl, a 15 jednotek inhibitoru RNA
polymerasy v 50 pL reakéni smési. Deset minut se smés zahfivala na 70 °C a pomalu se ochladila
na 37 °C. Potom se ptidalo 100 jednotek enzymu MLV reversni transkriptasy a inkubace pokra-
¢ovala pfi 42 °C jednu hodinu.

Variabilni oblasti VK a VH cDNA se amplifikovaly pomoci PCR. Kratce, 5 uL. cDNA VH nebo
VK se smichalo s 25 pmoly specifickych primert, 2,5mM kazdé dNTP, 5 pL slozek 10X pufru
Taq DNA polymerasy a 1 jednotkou tohoto enzymu. Vzorky se podrobily 25 teplotnim cyklim
pti 94 °C, 30 sekund; pti 50 °C 30 sekund; pii 72 °C, 1 minutu a posledni inkubaci pfi 72 °C po
dobu 5 minut.

Klonovéni a sekvenovani amplifikované cDNA.

PCR produkty VH a VK (z P3 a z 1E10) se klonovaly do TA vektoru (TA klonovaci souprava,
Promega, USA). Vysledné klony se sekvenovaly pomoci dideoxy zpisobu s pouZitim T7 DNA
polymerasy (T7 sekvenovaci souprava, Pharmacia, Svédsko).

Konstrukce chimernich gend.

Geny VH a VK se vystfihly z TA vektori enzymatickou digesci a klonovaly se do odpovidajicich
expresnich vektorti (Coloma a spol. (1992): Novel vectors for the expression of antibody molecu-
les using variable regions generated by polymerase chain reaction, J. Immunol. Meth., 152: 89—
104).

Geny VH se vystfihly z TA vektoru pomoci enzymatické digesce s EcoRV a Nhel a klonovaly se
do expresniho vektoru (PAH 4604), ktery zahrnoval variabilni region lidské IgG1 a geny resis-
tentni k histidinolu. Vysledné konstrukce byly P3VH-PAH4604 a IE10VH-PAH4604. Geny VK
se vystiihly z TA vektoru pomoci enzymatické digesce s EcoRV a Sall a klonovaly se do expres-
niho vektoru (PAG4622). Tento vektor obsahoval geny resistence k mykofenolové kyseliné a lid-
skou kapa konstantni oblast. Vysledné konstrukce byly P3VK-PAG4622 a 1IE10VK-PAG4622.
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Exprese chimernich protilatek ziskanych z MAb P3 a MAbid 1E10.

Buriky NS—0 se podrobily elektroporaci s 10 pg P3VK-PAG4622 nebo 1E10VK-PAG4622,
klony exprimujici lidské kapa lehké fetézce se transfektovaly s 10 ng P3VH-PAH4604 nebo
1E10VH-PAH4604.

DNA se linearizovaly digesci s enzymem Pvul, precipitovaly ethanolem a rozpustily v 50 uL
PBS. Odstiedénim se sklidilo p¥iblizng 10" bun&k a resuspendovaly se v 0,5 mL PBS spole¢né
s digestovanou DNA v kyveté pro elektroporaci. Po desetiminutovém ponechani v ledu byly buii-
ky vystaveny impulzu 200 Volti a 960 pF a ponechaly se na ledu dalSich deset minut. Buiiky se
distribuovaly na 96 jamkovou desticku s D’'MEM F12 s 10% fetalnim telecim sérem. Po dvou az
Styfech dnech se pfidalo selektivni médium (D'MEM F12 s 0,45 pg/mL mykofenolové kyseliny
nebo 10mM histidinolem). Transfektované klony byly po 14 dnech viditelné pouhym okem.

Pfitomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich transfektované klony se méfila pomoci
ELISA. Jamky mikrotitraéni desti¢ky se smogily kozimi protilatkami proti lidskému kapa lehké-
mu fetézci (pro klony produkujici lidsky kapa fetézec) nebo protilatkami proti lidskému IgG
(specificky pro gama fetézec) (pro klony produkujici kompletni protilatku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se na jednu hodinu pii 37 °C pfi-
dalo do kazdé mikrotitraéni jamky zfedéné kultivaéni médium z jamek obsahujicich transfektan-
ty. Jamky se promyly s PBS-T a pfidala se kozi protilatka proti lidskému kapa lehkému fetézci
konjugovana s kienovou peroxidasou nebo kozi anti-lidsky IgG (specificky pro gama fetézec)
konjugovany s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly pii 37 °C. Jamky se promyly
PBS-T a pfidal se substratovy pufr obsahujici o—fenylendiamin nebo p—nitrofenyl-fosfat. Po pil
hodiné se méfila absorbance pii 492 nebo 405 nm.

Konstrukce humanizovanych protilatek P3hu a 1E10hu pomoci humanizace epitopti T bunék.
Predikce epitopt 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
pfedpovidal 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 piedpovidaji, které segmenty ze sekvenci variabilni oblasti
protilatky P3 a 1E10 by mohly byt prezentovany T pomocnym buiikam v kontextu molekul MHC
téidy IL.

Analyza homologie s lidskymi imunoglobuliny.

Sekvence aminokyselin mySich variabilnich oblasti se porovnaly se sekvencemi imunoglobulint
v databazich GeneBank a EMBL (pfistupnych na internetu). Pro kazdou protilatku se stanovily
lidské variabilni oblasti s nejvys$si homologii. Pro vyhledavani homologie sekvenci se pouzil soft-
ware PC-TWO HIBIO PROSIS 06-00.

Analyza sniZeni imunogenity.

Cilem zpisobu je sniZeni imunogenity zmirnénim nebo humanizovanim potenciélnich imunogen-
nich T epitopii s minimalnimi zmé&nami. Zpusob zahrnuje uvazlivé nahrazeni né€kolika malo
zbytki aminokyselin umisténych v spiralovitych amfipatickych segmentech. Aminokyseliny, kte-
ré hlavné odpovidaji za kanonické struktury a také zbytky v bezprostfednim sousedstvi sekvenci
CDR nebo ve Vernierové zoné, se musi zachovat.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 304424 B6

Sekvence mysi variabilni oblasti se podle tohoto zptisobu porovnaly s lidskymi sekvencemi s nej-
vy33f homologii a identifikovaly se rozliéné zbytky aminokyselin v kazdé pozici mezi mysi MAb
a lidskou sekvenci s nejvyssi homologii, pfi¢emz se braly do ivahy pouze zbytky ve FR (Kabat
a spol. (1991), Sequences of proteins of immunological interest, paté vydani, National Institute of
Health), a pfedtim definované zbytky se nahradily témi zbytky, které se nachazeji v lidské sek-
venci s nejvyssi homologii. Nahrazeni se provedlo Fizenymi technikami mutageneze.

Zbytky zapojené do tfirozmérné struktury vazebného mista se nemutovaly; mohly by ovlivnit
rozpoznani antigenu. Dalsi informace o vlivu nahrad v terciarni struktuie 1ze ziskat molekularnim
modelovanim vazebného mista antigenu.

Musi se pamatovat na pfitomnost zbytkd prolinu ve spirdlovitém amfipatickém segmentu a na
skute¢nost, Ze ur€ité mysi zbytky se neobjevi ve stejné pozici v lidské sekvenci s nejvy$si homo-
logii, ale jsou hojné v dalSich lidskych imunoglobulinech. Z tohoto diivodu neexistuje jedine¢ny
soubor mys$ich aminokyselin, ktery by se vyménil v systémech. Je mozné ziskat rozliéné verze
modifikované protilatky s rozli¢nym poctem nahrad. Mutace se provadély piekryvajicimi se reak-
cemi PCR.

Klonovani a exprese humanizovanych protilatek P3hu a 1E10hu.

Genové konstrukce odpovidajici P3hu a 1E10hu se klonovaly expresnimi vektory zptisobem po-
psanym pro chimerni protilatky. Vysledné konstrukce byly P3VKhu-PAG4622 nebo
1E10VKhu-PAG4622 a P3VHhu-PAH4604 a 1E10VHhu-PAH4604. Tyto konstrukce se trans-
fektovaly do bunék NS0 podle diive popsaného protokolu pro chimerni protilatky.

Cisténi rekombinantnich protilatek.

Rekombinantni protilatky se ¢istily s pouzitim afinitni chromatografie s proteinem A (Pharmacia,
Upssala, Svédsko).

Biologicka aktivita.

Biologicka aktivita rekombinantnich protilatek se testovala méfenim specifické vazby na antigen
pomoci ELISA.

Pro rekombinantni MAb P3 se mikrotitracni desticka potidhla GM3(NeuGc) gangliosidem
v methanolu. Po jednohodinovém suSeni se nespecifické vazby blokovaly 1% hovézim sérovym
albuminem (BSA) v Tris—HCI pufru inkubaci po dobu jedné hodiny pii 37 °C. Jamky se promyly
PBS a jednu hodinu inkubovaly pti 37 °C s vy&isténou rekombinantni MAb P3. Jamky se pro-
myly Tris—HCI a pfidala se kozi antilidska protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou a jednu
hodinu se inkubovaly pfi 37 °C. Nakonec se jamky promyly a ptidal se substratovy pufr obsahuji-
ci pnitrofenylfosfat. Po piil hodin€ se zméfily absorbance pti 405 nebo 492 nm.

Pro rekombinantni MAbai 1E10 byla zkouska ELISA podobna, s vyjimkou, Ze se jamky potahly
MAD P3 a promyvani se provadélo v PBS s 0,05 % Tweenu 20.

Ptehled obrazkl na vvkresech

Obr. 1: VHP3 DNA a dedukované sekvence aminokyselin. Sekvence jsou sefazeny podle Kaba-
tova Cislovani (Kabat a spol. (1991): Sequences of proteins of immunological interest, paté
vydani, National Institute of Health), pfisluiné sekvence CDR jsou vyznadeny &arami.
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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), piislu$né sekvence CDR jsou vyznaceny ¢arami.

Obr. 3: VHP3 se ptidaly k lidské sekvenci s nejvyssi homologii. Amfipatické segmenty jsou pod-
trzeny a sekvence CDR jsou zvyraznéna tucné.

Obr. 4: VKP3 se pridaly k lidské sekvenci s nejvyssi homologii. Amfipatické segmenty jsou pod-
trzeny a sekvence CDR jsou zvyraznéna tu¢né.

Obr. 5: Specificka vazba chimerni MAb P3 k GM3 (NeuGc). Rozli¢éné koncentrace MAb P3
aMADb T1 (negativni kontrola) se testovaly pomoci ELISA. Mikrotitra¢ni desticky se potahly
gangliosidy GM3(NeuGc) a GM3(NeuAc) (negativni kontrola) v methanolu a méfila se specific-
ki vazba. (Znaeni bodi: ¢ — GM3-P3, m — chimerni GM3(NeuGc)-P3, A - chimerni
GM3(NeuGc)-T1, @ — chimerni GM3-T1).

Obr. 6: VHIE10 DNA a dedukované sekvence aminokyselin. Sekvence jsou sefazeny podle
Kabatova Cislovani (Kabat a spol. (1991): Sequences of proteins of immunological interest, paté
vydani, National Institute of Health), pfislu$né sekvence CDR jsou vyznaCeny ¢arami.

Obr. 7: VK1E10 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), ptislusné sekvence CDR jsou vyznaceny Carami.

Obr. 8: VHIE1O se ptidaly k lidské sekvenci s nejvyssi homologii. Amfipatické segmenty jsou
podtrzeny a sekvence CDR jsou zvyraznény tucné.

Obr. 9: VKIEI10 se ptidaly k lidské sekvenci s nejvyssi homologii. Amfipatické segmenty jsou
podtrZeny a sekvence CDR jsou zvyraznény tucné.

Obr. 10: Specificka vazba my$i MAb P3 chimerni MAb 1E10. Rozli¢né koncentrace MAb 1E10
a MAb C5 (negativni kontrola) se testovaly pomoci ELISA. Mikrotitracni desti¢ky se potahly
MADb P3 a MAb A3 (negativni kontrola) a méfila se specifickd vazba. (Znaeni bodu: ¢ —
chimerni MAb P3—-1E10, m — chimerni MAB A3-1E10, A —chimerni MAb P3-C5, x — chimerni
MAb A3-C5).

Piiklady provedeni vynalezu

V nasledujicich ptfikladech se vSechny pouzité enzymy, jakoZ i reagencie a materialy ziskaly
z komerénich zdroju, pokud se neuvadi néco jiného.

Priklad 1: Ziskani chimerni MAb P3.

syntéza cDNA se provedla reakci s enzymem reversni transkriptasou, kdyz se vychdzelo z RNA
z hybridomu, ktery produkuje MAb P3, jak se popsalo vyse. Sekvence specifickych primert po-
uzitych v této reakci byly:
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Pro VH:
5 AGGTCTAGAA (CT)CTCCACACACAGG (AG) (AG) CCAGTGGATAGAC 3°

Pro VK:
5° GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGG 3°

cDNA VHP3 a cDNA VKP3 se amplifikovaly pomoci PCR s pouZitim Taq Polymerasy a speci-
fickych primerd. Restrikéni mista zahrnuta v primerech byly ECORV/NHEI pro VH a
ECORV/SALI pro VK. Pouzité primerové sekvence byly nasledujici:

Pro VH:

Primer 1 (signalni peptid):

5° GGGGATATCCACCATGG (AG)ATG (CG)AGCTG (TG) GT (CA) AT (CG) CTCTT 3°
Primer 2 (CH1l):

5° GGGGCTAGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGT 3°

Pro VK:

Primer 1 (signadlni 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). Dvanact neza-
vislych klonti se sekvenovalo dideoxy zptisobem s pouzitim T7 DNA Pol (Pharmacia). Vyhleda-
vaci analyzou homologie se stanovila sekvencni skupina s nejvyss$i homologii pro VHP3 a VKP3.
Sekvence VHP3 a VKP3 (obr. 1 a 2) maji vysokou homologii s odpovidajicimi skupinami 1B
a V podle Kabatovy klasifikace.

Po digesci s restrikénimi enzymy ECORV a NHEI pro VHP3 a ECORV a SALI pro VKP3 se
klonovaly v expresnich vektorech, které se diive digestovaly se stejnymi enzymy, PAH4604 pro
VH a PAG4622 pro VK. Tyto expresni vektory vhodné pro expresi imunoglobulinii v sav¢ich
burikach byly darem od Sheria Morrison (UCLA, Kalifornie, USA). Vektor PAH 4604 zahrnoval
lidskou konstantni oblast IgG1 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.

Buriky NA-0 se transfekovaly s 10 ug P3VK-PAG4622, klon exprimujici lehky fetézec se trans-
fekoval s 10 ng P3VH-PAH4604, v obou ptipadech se DNA pied transfekei linearizovala Pvul,
precipitovala ethanolem a rozpustila v 50 pL. PBS.

Priblizng 107 bungk se sklidilo centrifugaci a resuspendovalo se v 0,5 mL PBS spole¢ng s di-
gestovanou DNA v kyveté pro elektroporaci. Po uloZeni na deset minut na led byly buiiky vysta-
veny pulzu 200 V a 960 pF a ponechaly se v ledu dalSich deset minut. Buriky se rozdélily do
96 jamek desticky s D'MEM F12 s 10% fetalnim telecim sérem. Po dvou nebo &tyfech dnech se
pfidalo selektivni médium (D'MEM F12 s 0,45 pg/mL kyseliny mykofenolové nebo 10mM histi-
dinolem). Transfektované klony byly viditelné po &trnéacti dnech pouhym okem.
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Pfitomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich transfektované klony se méfila pomoci
ELISA. Jamky mikrotitracni desti¢ky se potahly kozimi protilatkami proti lidskému kapa lehké-
mu fetézci (pro klony produkujici lidsky kapa fetézec) nebo protilatkami proti lidskému IgG
(specificky pro gama fetézec) (pro klony produkujici kompletni protilatku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se do kazdé mikrotitra¢ni jamky
pfi 37 °C na jednu hodinu ptidalo zfedéné kultivacni médium z jamek obsahujicich transfektanty.
Jamky se promyly PBST a pridala se kozi protilatka proti lidskému kapa lehkému fetézci konju-
govana s kienovou peroxidasou nebo kozi anti—lidsky IgG (specificky pro gama fetézec) konju-
govany s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly pfi laboratorni teploté. Jamky se
promyly PBS-T a pfidal se substratovy pufr obsahujici o—fenylendiamin nebo p—nitrofenylfosfat.
Po pul hodiné se méfila absorbance pii 492 nebo 405 nm.

Piiklad 2: Ziskani rozli¢nych verzi humanizované protilatky P3.

Sekvence mySich VHP3 a VKP3 (obr. 1 a 2) se porovnaly s lidskymi sekvencemi. Na obr. 3 a 4
jsou ukazané lidské sekvence s nejvyssi homologii. Spirdlovité amfipatické oblasti nebo poten-
cialni T bunééné epitopy se vyhledavaly v sekvencich mysi P3 variabilni oblasti a ve shodé se
zplisobem uvazlivé strategie se stanovily nahrady aminokyselin, aby se naru$ily nebo humanizo-
valy potencidlni T bun&cné epitopy v mySich sekvencich.

Analyza VHP3 poskytla (obr. 3) dva amfipatické segmenty, prvni zahrnoval CDR1, FR2 a néko-
lik zbytkd CDR2, druhy zahrnoval konec FR3 a CDR3. Hlavni rozdily mysSich sekvenci ve srov-
nani s lidskymi sekvencemi s nejvyssi homologii byly nalezeny v sekvencich CDR nebo zbytcich
zapojenych do tfirozmémé struktury vazebného mista. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto nena-
hrazovat zddnou aminokyselinu v my$im VHP3.

Analyza VKP3 poskytla také dva amfipatické segmenty (obr. 4), prvni zahrnoval FR1, druhy
zahrnoval CDR2 a nékolik zbytkii 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 pro-
vedlo pfekryvnou PCR (Kammann a spol. (1989): Rapid Insertional mutagenesis of DNA by
polymerase chain reaction (PCR), Nucleic Acids Res., 17: 5404) s pouzitim primeru 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:

57 GGGGATATCCACCATGGAG (TA) CACA (GT) (TA) CTCAGGTCTTT (GA)T 3~
Body mutace se verifikovaly sekvenovanim. Vysledny konstrukt byl P3VKhu a klonoval se do

expresniho vektoru PAG 4662. Vysledny konstrukt byl P3VKhu-PAH4622. Pro expresi humani-
zované protilatky P3 se buriky NS-0 transfektovaly s P3VH-PAH4604 a P3VKhu-PAH4622.

Protilatka P3hu se transfektovala podle stejného postupu elektroporace a detekce, jak se popisuje
vyse pro chimerni protilatky.

-10 -
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Ptiklad 3: Biologicka aktivita chimerni MAb P3.

Biologicka aktivita chimerni PAb P3 se testovala méfenim specifické vazby na antigen pomoci
ELISA.

Pro rekombinantni MAb P3 se mikrotitracni desticka potdhla gangliosidem GM3 (NeuGc)
v methanolu. Po jednohodinovém suseni pti 37 °C se nespecifické vazby blokovaly 1% hovézim
sérovym albuminem (BSA) v Tris—HCI pufru inkubaci po dobu jedné hodiny pfi 37 °C. Jamky se
promyly PBS a jednu hodinu inkubovaly pti 37 °C s vy¢isténou rekombinantni MAb P3. Jamky
se promyly Tris—HCl a ptidala se kozi anti—lidska protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou
a jednu hodinu se inkubovaly pti 37 °C. Nakonec se jamky promyly s Tris—HCI a ptidal se sub-
stratovy pufr obsahujici p—nitrofenylfosfat. Po plil hodiné se zméfila absorbance pti 405 nm.

Jako negativni kontrola se pouzila chimerni MAb T1. Specifickou vazbu chimerni MAb P3 na
antigen ukazuje obr. 5.

Priklad 4: Ziskani chimerni MAb 1E10.

Syntéza cDNA se provedla reakci s enzymem reversni transkriptasou, kdyz se vychazelo z RNA
z hybridomu, ktery produkuje MAb 1E10, jak se popsalo vySe. Sekvence specifickych primeri
pouzitych v této reakci byly:

Pro VH:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Pro VK:
5’ GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGGA 3°

c¢DNA VHIEI10 a ¢cDNA VKI1E10 se amplifikovaly pomoci PCR s pouZitim Taq Pol a specific-
kych primerd.

Pro VH:

Primer 1 (signalni peptid):

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

5’ GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Pro VK:

Primer 1 (signalni peptid):

5 GGGGTTAACCACCATGAGG (GT) CCCC (AT)GCTCAG(CT)T(CT)CT(TG)GG(GAR). 3~
Primer 2 (Ck):

57 AGCGTCGACTTACGTTT (TG)ATTTCCA (GA) CTTA(GT) GTCCC 3~

PCR produkty se klonovaly do TA vektoru (TA klonovaci souprava, Invitrogen). Dvanact neza-

vislych klonii se sekvenovalo (obr. 7 a 8) dideoxy zplsobem s pouzitim T7 DNA Pol (Pharma-
cia). Vyhledavaci analyzou homologie se stanovila sekvenéni skupina s nejvy$si homologii pro

-11 -
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VHIE10 a VKI1EI10. Sekvence VHIE10 a VKIE10 maji vysokou homologii s odpovidajicimi
raznorodymi skupinami a V podle Kabatovy klasifikace.

Po digesci s restrikénimi enzymy ECORV a NHEI pro VHIE10 a s Hincll a SALI pro VK1E10
a PAG4622 pro VK. Tyto expresni vektory vhodné pro expresi imunoglobulini v savéich buii-
kach byly darem od Sherie Morrison (UCLA, Kalifornie, USA). Vektor PAH 4604 zahrnoval lid-
skou konstantni oblast [gG1 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 IE10VK-PAG4622.

Buitky NA-0 se transfektovaly s 10 pg 1E10VK-PAG4622, klon exprimujici lehky fetézec se
transfektoval s 10 pg 1E10VH-PAH4604, v obou pfipadech se pred transfekci DNA linearizova-
la Pvul, precipitovala ethanolem a rozpustila v 50 uL. PBS.

P¥iblizng 10 bun&k se sklidilo centrifugaci a resuspendovalo v 0,5 mL PBS spole&né s digestova-
nou DNA v kyvet€ pro elektroporaci. Po uloZeni na deset minut na led se buiiky vystavily pulzu
200 V a 960 pF a ponechaly se v ledu dalSich deset minut. Buiiky se rozdé€lily do 96 jamek des-
ticky s D’'MEM F12 s 10% fetalnim telecim sérem. Po dvou nebo &tyfech dnech se ptidalo selek-
tivni médium (D'MEM F12 s 0,45 pug/mL kyseliny mykofenolové nebo 10mM histidinolem).
Transfektované klony byly viditelné po ¢trnacti dnech pouhym okem.

Ptitomnost lidské protilatky v médiu jamek obsahujicich transfektované klony se méfila pomoci
ELISA. Jamky mikrotitracni desti€ky se potahly kozimi protilatkami proti lidskému kapa lehké-
mu fetézci (pro klony produkujici lidsky kapa fetézec) nebo protilatkami proti lidskému IgG
(specificky pro gama fetézec) (pro klony produkujici kompletni protilatku). Po promyti s PBST
(slany fosfatem tlumeny roztok obsahujici 0,05 % Tween 20) se do kazdé mikrotitracni jamky pii
37 °C na jednu hodinu ptidalo zfedéné kultivaéni médium z jamek obsahujicich transfektanty.
Jamky se promyly PBST a pfidala se kozi protilatka proti lidskému kapa lehkému fetézci konju-
govana s kienovou peroxidasou nebo kozi anti-lidsky IgG (specificky pro gama fetézec) konju-
govany s alkalickou fosfatasou a jednu hodinu se inkubovaly pfi laboratorni teploté. Jamky se
promyly PBS-T a pfidal se substratovy pufr obsahujici o—fenylendiamin nebo p—nitrofenylfosfat.
Po piil hodiné se métila absorbance pii 492 nebo 405 nm.

Priklad 5: Ziskani rozli¢nych verzi humanizované protilatky 1E10.

Sekvence mysi VHIE10 a VK1E10 (obr. 6 a 7) se porovnaly s lidskymi sekvencemi. Lidské sek-
vence s nejvyssi homologii ukazuji obr. 8 a 9. Spirdlovité amfipatické oblasti nebo potencidlni T
bunélné epitopy se vyhledavaly v sekvencich mysi 1E10 variabilni oblasti a ve shod€ se zplisob-
bem uvazlivé strategie se stanovily ndhrady aminokyselin, aby se narusily nebo humanizovaly
potencialni T bunécné epitopy v mySich sekvencich.

Analyza VHI1E10 poskytla (obr. 8) tfi amfipatické segmenty, prvni zahrnoval FR1, druhy zahrno-
val 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 nevy$si homologii.
Aminokyseliny Gln, Arg, Glu a Thr se nahradily aminokyselinami Val, Ala, Gly a Arg. Nahraze-
ni se provedlo pfekryvnou PCR (Kammann a spol. (1989): Rapid insertional mutagenesis of
DNA by polymerase chain reaction (PCR), Nucleic Acids Res., 17: 5404) s pouzitim rozli€nych
sad primerd.

Primery pro mutaci v pozici 5 tézkého fetézce byly 1, 2, 3 a 4, sekvence, kterych jsou nasledujici:

-12-
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Primer 1:

5° CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCT 3°

Primer 2:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Primer 3:

5° 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 t€zkého fetézce:

Primer 1:

5’ TGGGTGAGGCAGGCGCCTGGGCAGGGACTTGAG 3°

Primer 2:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°

Primer 3:

5° CTCAAGTCCCTGCCCAGGCGCCTGCCTCACCCA 3~

Primer 4:

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

Po ovéreni pomoci sekvence bodu mutace v pozicich 40 a 42, se zavedla mutace v pozici 87 (83
podle Kabatova ¢islovani).

Primer pro mutace v pozici 87 (83 podle Kabatova ¢islovani) tézkého fetézce:

57 CTCAGCAGGCTGCGGTCTGAGGACTCT 3~
Primer 2:

5° GGGGCTAGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 3°
Primer 3:

5° AGAGTCCTCAGACCGCAGCCTGCTGAG 3~
Primer 4:

5" GGGGATATCCACCATGG (AG)ATG (CG)AGCTG (TG) GT (CA)AT (CG) CICTT 3~

DalSi nahrady se neprovedly, protoze zbytky byly zapojeny v tfirozmémé struktufe vazebného
mista.

Body mutace se verifikovaly sekvenovanim. Vysledny konstrukt byl 1E10VHhu a klonoval se
v PAH4604 expresnim vektoru. Vysledny konstrukt byl 1IE10VH-PAH4604.

Analyza pro VKIEI10 poskytla také tfi amfipatické segmenty (obr. 9), prvni zahrnoval FR1,
druhy zahrnoval CDRI1 a tfeti zahrnoval FR3. Bylo rozhodnuto nahradit zbytky v pozicich 7, 8
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a 15 zbytky ve stejnych pozicich v lidské sekvenci s nejvyssi homologii. Aminokyseliny Thr, Thr
a Leu se nahradily aminokyselinami Ser, Pro a Val. Nahrazeni se provedlo ptekryvnou PCR
(Kammann a spol. (1989): Rapid insertional mutagenesis of DNA by polymerase chain reaction
(PCR), Nucleic Acids Res., 17: 5404) s pouzitim primerd 1, 2, 3 a 4, kterych sekvence jsou nasle-
dujici:

Primery pro mutace v pozicich 7, 8 a 15 lehkého fetezce:

Primer 1:

5° CAGATGACACAGTCTCCTTCCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGAGACAGAGTC 3°

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

Primer 3:
5° GACTCTGTCTCCCACAGAGGCAGACAGGGAGGAAGGAGACTGTGTCATCIG 3°

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

Body mutaci se oveéfily sekvenovanim. Vysledny konstrukt byl 1E10VKhu a klonoval se
v expresnim vektoru PAG 4622. Vysledny konstrukt byl IE10VKhu-PAG4662.

Pro expresi humanizované protilatky 1E10 se buiiky NS—0 transfektovaly 1E10VHhu-PAH4604
a 1IE10VKhu-PAG4662.

Protilatka 1E10hu se transfektovala stejnym postupem elektroporace a detekce, jak byl vyse
popsan pro chimerni protilatky.

Ptiklad 6: Biologicka aktivita chimerni MAb 1E10.

Biologicka aktivita chimerni MAb 1E10 se testovala méfenim specifické vazby na antigen pomo-
ci ELISA.

Pro rekombinantni MAb 1E10 se mikrotitraéni desticka potahla MAb P3. Po promyti s PBST
(roztok solného fosfatového pufru obsahujici 0,05 % Tweenu 20) se nespecifické vazby blokova-
ly 1% hovézim sérovym albuminem (BSA) v PBST inkubaci po dobu jedné hodiny pii 37 °C.
Jamky se promyly a jednu hodinu inkubovaly pfi 37 °C s vy¢iSténou rekombinantni MAb 1E10.
Jamky se promyly PBST a pfidala se antilidska kozi protilatka konjugovana s alkalickou fosfata-
sou a jednu hodinu se inkubovaly pti 37 °C. Nakonec se jamky promyly PBST a pfidal se sub-
stratovy pufr obsahujici p—nitrofenylfosfat. Po pil hodiné se zmétily odpovidajici absorbance pfi
405 nm.

Jako negativni kontrola se pouzila chimerni MAb C5. Specifickou vazbu chimerni MAb 1E10 na
MAb P3 ukazuje obr. 10.
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PATENTOVE NAROKY

1. Chimerni monoklonalni protilatka odvozena z mysi anti—idiotypové monoklonalni protilatky
1E10, kde tato mysi protilatka 1E10 rozpoznava mysi MADb P3 a je produkovana hybridomovou
buné¢nou linii s depozitnim ¢islem ECACC 97112901, a kde tato chimerni monoklonalni proti-
latka zahrnuje

a) konstantni oblast téZkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin gama-1 fetézce a kon-
stantni oblast lehkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin kapa fetézce, ob¢ odvozené
z lidskych imunoglobulin,

b) hypervariabilni oblasti t¢zkych a lehkych fetézcii obsahujici nasledujici sekvence:

TEZKY RETEZEC
CDR1: SYDIN
CDR2: WIFPGDGSTKYNEKFKG
CDR3: EDYYDNSYYFDY

LEHKY RETEZEC
CDR1: RASQDISNYLN
CDR2: YTSRLHSG
CDR3: QQGNTLPWT

c) useky zakladni struktury (FR) téZkych a lehkych fetézcu obsahujici nasledujici sekvence:
TEZKY RETEZEC
FR1: QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFT

FR2: WVRQRPEQGLEWIG

FR3: KATLTTDKSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAR
FR4: WGQGTTLTV

LEHKY RETEZEC
FR1: DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISC
FR2: WYQQKPDGTVKLLIY
FR3: VPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFC
FR4: FGGGTKLESK, a

d) pro dal8i humanizaci a zachovani vazebnych vlastnosti k antigenu zahrnuje variabilni oblast
protilatky pfinejmensim jednu z nasledujicich substituci:

-15-
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LEHKY RETEZEC
pozice 7 ve FR1: Thr za Ser
pozice 8 ve FR1: Thr za Pro
pozice 15 ve FR1: Leu za Val

TEZKY RETEZEC
pozice 5 ve FR1: Gin za Val
pozice 5 ve FR2: Arg za Ala
pozice 7 ve FR2: Glu za Gly
pozice 21 ve FR3: Thr za Arg

2. Buné¢na linie, ktera produkuje chimerni monoklonalni protilatku podle naroku 1.

3. Farmaceutickd kompozice pro pouziti pfi 16cb¢ malignich nadorti prsu a melanomi, jejich
metastazi a relapst, vyznacujici se tim, Ze obsahuje chimerni monoklonalni protilat-
ku podle naroku 1.

4. Farmaceutickd kompozice pro pouziti pfi lokalizaci a identifikaci malignich nadord prsu
a melanomd, jejich metastazi a relapsd .,in vivo“, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

chimerni monoklonalni protilatku podle naroku 1.

5. Pouziti chimerni monoklonalni protilatky podle naroku 1 pro vyrobu léku pro 1é¢bu malig-
nich nadort prsu a melanomti, jejich metastazi a relapst.

10 vykresi
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