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SG opisané protilatky na mutovani formu receptora na epi-
derméalny rastovy faktor, znameho ako EGFRUVIIL. Tento
mutant sa nach4dza len alebo hlavne na povrchu glioblas-
témovych buniek, na bunkach rakoviny prsnika, vajetnikov
a atypicky velkych buniek rakoviny plicneho laloku. Pro-
tildtky majt vysoki afinitu pre EGFRvIII a tvoria imunoto-
xiny s vy$%ou cytotoxicitou a vytazkom ako dosial’ zname
protilatky. Tiez su opisané daldic protilatky, v ktorych
MRI1 je mutovana vo VH alebo VL, alebo oboch v CDRI
a 2, s lepdou vizbou na EGFRVIII, ako ma pdvodna proti-
latka MRI1.
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Anti-ERGFRVIII scFv so zlepSenou cytotoxicitou a vytazkom,

imunotoxiny a spdsoby ich pouzitia

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka protildtky pre mutovanu
formu receptora pre epidermdlny rastovy faktor, znémeho ako
EGFRvVIII. Protilatky podla vynalezu maju vysoku afinitu pre
EGFRVIII a tvoria imunotoxiny s vy$$ou cytotoxicitou a
vytar’kom ako doposial znama protildtka, MRl. Vynalez
predovietkym poskytuje protildtku, oznacdent ako MR1-1, a jej
pouzitie pre liecCenie glyoblastémov, rakoviny prsnika a

vaje&nikov a rakoviny velkych buniek plucneho laloku

Sthéasny stav techniky

Mutovand forma receptora pre epidermdlny rastovy faktor,
oznadeného ako ,EGFRVIII”, sa nachadza v 50 aZ 60 % glyoblas-

Q

tomov a jeho pritomnost bola tiez dokézand u 70 az 80 %
rakoviny prsnika a vajecnikov a asi u 16 % velkych buniek
rakoviny plucneho laloku (Wikstrand a spol., Cancer Res.
55.:3140-3148, 1995; Moscatello a spol., Cancer Res. 55:5536-
5539, 1995). Mutécia je tvorend deléciou vo vnatri ¢itacieho
ramca exébnov 2 az 7 v blizkosti amino zakoncenia extracelu-
larnej domény, &o mad za nasledok expresiu EGFR mRNA s delé-
ciou 801 baz. Mutovany protein obsahuje novy glycinovy koddn
v bode spojenia zostrihu (Moscatello a spol., vySSie).
Mutovany receptor je exprimovany na povrchu buniek a vytvéra
novy, n&dorovo 3pecificky bunkovy povrchovy epitop (sekven-
ciu) v delécii spojenia. Receptor m& kon$titutivnu tyrozin-
kindzovu aktivitu, ktord zvySuje tumorigenicitu glioblastdémov
in wvivo (Nishikawa a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:7727-7731, 1994). Pritomnost nadorovo Specifickej extra-

celularnej sekvencie mutovaného receptora predstavuje poten-



cionalny ciel pre 1lieCenie rakoviny, predov3etkym pomocou
pouzitia imunotoxinov.

Imunotoxiny boli pripravené fuziou cielovej zlozky, ako
je protildtka alebo c¢ast protilatky vodi proteinu toxinu,
akym je pseudomonddovy exotoxin. Fdza I klinickych skisok
ukazala, Ze imunotoxiny s aktivne vo&i ludskym kompaktnym
nadorom. Imunotoxin s protilédtkou &pecifickou pre Lewis Y-
pribuzny antigén, nadmerne exprimovany v mnohych nadoroch,
vykazoval regresiu nddorov (Pai a spol., Nat. Med. 2:350-353,
1996) . Imunotoxiny, ktoré boli pouZité v stddii Pai a spol.
(vy$8ie), bol pripraveny s mySou celou monoklonalnou proti-
latkou, maju niektoré nevyhody. Takéto imunotoxiny si rela-
tivne velké, &o obmedzuje ich preniknutie do nadoru. Casto
vykazuju heterogenitu vdzby medzi protildtkou a toxinom a je
tazke pripravit velké mnoZstvo konjugatov. Podobne, aj
pouzitie rdéznych protildtok vo¢i EGFRvIII pre kondtrukciu
imunotoxinov je obmedzené (U.S. patent &. 5 212 290, WO
96/16988 a Reist a spol., Cancer Res. 55:4375-4382, 1995).
Snahy o prekonanie tychto problémov pripravou uplnych rekom-
binantnych imunotoxinov, v ktorych st pouZité cielené kléno-
vané Fvs boli nelUspe3né, nakolko v&a&3ina protilatkovych
variabilnych domén pdsobila ako slabé Fvs, bud z dévodu ne-
stability asocidcie Vy-Vy, alebo pre zld vizobnu afinitu.

MR1 je Jjedoretazcovd protiladtka s variabilnou doménou
(scFv), ktora sa 3pecificky viaZ?e na EGFRVIII. MRl scFv bola
izolovand z fagovej kniinice protiladtok (Lorimer .a .spol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:14815-14820, 1996). scFv' kniZ-
nica obsahujica MR1 bola pripravend z mRNA sleziny mysSi,
ktora bola imunizovand EGFRVIII Epecifickym peptidom plus
extraceluldrnou doménou EGFRVIII, izoldciou pomocou afi-
nitnej chromatografie z nddorovych xenoimplantdtov exprimu-

juicich EGFRVIII (Lorimer a spol., Cancer Res. 1:859-864,



1995). MR1 bola vyvinutd ako nadejny prostriedok pre vyvoj
terapeutickej 1latky, ktord by mohla byt Specificka voci
EGFRVIII pozitivnym nddorovym bunkdm. Sekvencia MR1 bola
uloZend v GenBank pod pristupovym ¢islom U7§382.

Imunotoxin MR1 (Fv) - PEBQ bol vytvoreny fiziou scFv z MR1
so skratenou formou pseudomonddového exotoxinu A, PE38,
v ktorom boli odstrdnené vSetky aminokyseliny v doméne Ia a
aminokyseliny 365 aZ 380 v doméne Ib (Lorimer a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 93:14815-14820, 1996). V suCasnosti sa
niektoré iné rekombinantné PE38 imunotoxiny podrobuju klinic-
kym skiSkam (Kreitman a spol., Blood 94(10):3340-3348, 1999;
Pai-Scherf a spol., Clin. Cancer Res. (v tlac¢i, 1999); Pai a
spol., Clin. Application Immunotoxins 234:83-96, 1998).
Vieobecne sui gény pre scFv spojené s génom pre PE38 cez
kratky linker a su klénovené do T7 expresného vektora. Rekom-
binantné imunotoxiny si exprimované v E. coli, a akumuluju sa
v inkldznych telieskach. Izolované inklizne telieska su do-
kladne premyté, rozpustené v guanidinhydrochloride a proteiny
si renaturované a preclistené ionexovou chromatografiou a
gélovou filtrdciou. Vysledné molekuly su aktivne a cez scFv
st cielené vo&i bunkovo Specifickému antigénu. Bunkova smrt
je spdsobend aktivitou toxinu.

Pre pouzZitie imunotoxinov ako terapeutickych léatok je
potrebné, aby vykazovali vysokd afinitu pre antigén, <¢&o
spdsobuje vysoku cytotoxicitu pre bunky exprimujice antigén.
S ohladom na YYIObU a cenu je thqdné) aby imunotoxin bol
produkovany vo velkom v9taiku.'MR1 (scFv) -PE38 je imunotoxin
s najvy38ou afinitou a najvy33ou cytotoxicitou vo¢i bunkam
exprimujicim EGFRVIII, nie je vsak idedlnou latkou. Hodnota
Kd je 8 nM a vytazok je niz3i ako 3 %. Vyhodné by boli také
protiléatky, ktoré sa viazu s vysokou afinitou na EGFRVIII, a

ktoré po pripojeni na PE38 alebo iné toxiny, tvoria imunoto-



xiny vy35ej cytotoxicity vodi bunkam exprimujicim EGFRVIII.
Vyhodné by boli také protildtky, ktoré poskytujui vySSie
vytazky imunotoxinov.

Niektoré pokusy rieSili wuvedené nedostatky hladanim
dalSich scFv z morimklonélnych protilatok vo¢i EGFRvIII, évéak
boli nelspe$né. MR1 zostdva jedinou dostupnou scFv pre

pripravu imunotoxinov vo&i EGFRvIII.

Podstata vyndlezu

Vynadlez popisuje protildtky so zlepSenou vdzbou pre
mutovani formu receptora pre epidermdlny rastovy faktor,
zndmy ako EGFRVIII. Predkladany vyndlez popisuje polypeptidy
s mutaciami v oblastiach variabilnych (Vy) retazcov proti-
latok, alebo s mutdciami v oblasti lahkého retazca (Vi) ,
alebo mutédcie sU pritomné v oboch oblastiach. Hodnota Kd
polypeptidu pre EGFRVIII je 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3,5 nM, 3
nM alebo niZ3ia, mutované Vy alebo Vy; majui sekvenciu ktoré je
odlisna od pévodnych Vy alebo V. protilatky MR1 v désledku
substitucie asponl jednej aminokyseliny v oblasti uréujucej
komplementaritu (,complementary determing region”) (CDR),
aminokyseliny kédovanej kodénom pre nukleotid, ktory patri
k aktivnym motivom, vybranym z AGY alebo RGYW, kde R je A
alebo G, Y je C alebo T a W je A alebo T. V niektorych
uskutoCneniach sa substiticia mdéZe vyskytovat v CDR3 Vy alebo
CDR3 V.. V inych uskutoéneniach sa substittcie mézu vysky-
tovat v CDR1 Vy alebo CDR2 Vy alebo u oboch, alebo v CDR1 Vi
alebo CDR2 VL, alebo u oboch, alebo v niektorej kombindcii
CDR1, 2 a 3 Vy a V.. Napriklad, v jednom uskuto&neni sub-
stiticie sa mdéZu vyskytovat v CDR3 Vy, CDR2 V. a CDR1 Vi.

Vo vyhodnom uskuto&neni vyndlezu ma& polypeptid substi-
tdciu aspori jednej aminokyseliny v CDR3 Vy, vybratej zo sku-

piny S98 a T99. V inom vyhodnom uskuto&neni st substiticie



vybrané zo skupiny P98-Y99, P98-N99, P98-W99, P98-I99, PO98-
F99 a P98-V99. Polypeptid mbéZe mat daldiu substiticiu v CDR3
Vi, kde W je ndhradou za F v polohe 92. V najvyhodnejSom
uskuto€neni vyndlezu mé& polypeptid substiticie v taZkom re-
tazci S98P-T99Y a v lahkom retazci je pritomna SUbstitﬁcia
F92W (definuje protilatku oznaent MR1-1").

Vy$3ie popisané polypeptidy mdézu byt variabilnou oblas-
tou jednoretazcovej protilatky (,scFv”), disulfidom stabi-
lizované F,, Fab, F(ab’), alebo mdZu obsahovat iny fragment
protilatky, ktora si zachovava schopnost rozpoznat a viazat
sa na antigén. MdéZu tieZ obsahovat povrchovy protein
bakterioféga.

Vo vyhodnych uskuto&neniach vynadlezu maja vy3Ssie popi-
sané polypeptidy hodnotu Kd pre EGFRVIII n;iéiu aspon o 1 nM
ako ma MR1. Polypeptidy mdéZu mat hodnotu Kd 7, 6, 5, 4, 3,5,
3 alebo niz8iu.

Vy$sdie popisané peptidy mdéZiu byt spojené, pripojené
alebo naviazané na efektorovi molekulu, lieCebnd aktivnu
zlozku alebo na detekovatelnt znacku. Lie¢ebnou aktivnou
zlorkou mdéze Dbyt toxin alebo cytotoxickd cast toxinu
(,toxickd =zlozka”), ktord v spojeni s polypeptidom tvori
imunotoxin. Toxicka zlozka mdéZe byt toxin zaSkrtu alebo jeho
cytotoxicky fragment, saporin, kapsuldrny antivirusovy pro-
tein (,pokeweed antiviral protein”), ricin alebo jeho cyto-
toxicky fragment a bryodin 1. Vo vyhodnych uskutoé&neniach

vyndlezu toxin je pseudomonédovy exotoxin (,PE”), alebo cyto-
| toxiéky ffagment PE. V najvyhodnejéom uskuto&neni PE je PE38.
Imunotoxiny vytvorené spojenim polypeptidu a toxickej zlozky,
md2u mat hodnotu ICsy 7 ng/ml alebo niz3iu, 6 ng/ml alebo
nizsiu, 5 ng/ml alebo ni%3iu, 4 ng/ml alebo niZsiu, alebo 3,5
ng/ml alebo nizdiu. VytaZok rekombinantne exprimovaného

[}

imunotoxinu mé%e byt v mnoZstve aspoi 3 % a mbie byt

Q

v mnoistve 4 %, 5%, 6 %, 7%, 8%, 9% 10 % alebo viac.



Vynalez dalej popisuje molekuly nukleovych kyselin,
ktore kéduju polypeptidy s mutdciami vo variabilnych obla-
stiach tazkych (Vy4) retazcoch protilatok alebo polypeptidy
s mutédciami v oblasti lahkého retazca (V.), alebo v oboch
oblastiach, Ked pblypeptid ma hodnotu Kd pre EGFRvVIII 7 nM
alebo niz3iu, mutované Vy alebo V; majui odli%ni sekvenciu ako
pdvodné Vy alebo V, protildtky MR1 v dbésledku substiticie
aminokyselin, aspon jednej aminokyseliny, v komplementaritu
urcujucej oblasti (CDR), aminokyselina je kdédovand koddnom
pre nukleotid, ktory patri medzi aktivne motivy. Kodén je
vybraty z AGY alebo RGYW, kde R je A alebo G, Y je C alebo T
a W je A alebo T. V niektorych uskutoc¢neniach sa substitucia
mbéZe vyskytovat v CDR3 Vg alebo CDR3 V.. V inych uskuto&-
neniach sa substitGcia mdéZe vyskytovat v CDRl Vy alebo CDR2
Vy alebo u oboch, alebo v CDR1 Vi alebo CDR2 V., alebo u oboch,
alebo v niektorej 2z kombindcii CDR1, 2 a 3 Vi a V.
Napriklad, v jednom uskutoéneni sa substiticie mdzu vysky-
tovat v CDR3 V,, CDR2 V, a CDR1 Vy.

Vo vyhodnom uskutoéneni vynalezu ma molekula nukleovej
kyseliny, ktora kdéduje polypeptid, pri porovnani s MR1,
substituciu aspon jednej aminokyseliny, vybranej zo skupiny
S98 a T99, v CDR3 Vy. V inom vyhodnom uskutoneni vynalezu su
substitucie vybrané zo skupiny P98-Y99, P98-N99, P98-W99,
P98-I99, PY98-F99 a P98-V99. Molekula nukleovej kyseliny mézZe
tiez kédovat polypeptid, ktory m& substiticiu v CDR3 Vi,
kto;é v porovnani s MR1 obsahuje W namiesto F v polohe.92, ‘
| Molekuly nukleovych kyselin méiu’ kodovat polypeptidy,
ktoré su variabilnou oblastou jednoretazcovej protilatky
(,scFv”), disulfidom stabilizované Fv, Fab a F(ab’), alebo
iné fragmenty protilatky, ktord si =zachovava schopnost
rozpoznat a viazat sa na antigén. Peptidy tie? mdéZu obsahovat
povrchovy protein bakteriofdga. Molekuly nukleovych kyselin

popisané vyssie mbéZu byt operativne pripojené k promdtoru.



V inych uskutoCneniach vyndlez popisuje spbsoby usmr-
tenia buniek, ktoré maju antigén. Usmrtenie predstavuje
kontakt buniek s imunotoxinom, ktory obsahuje toxickd zloZku
a cielovu zloZku. Cielova zloZka obsahuje polypeptid s mu-
tidciami v oblastiach variabilnych taZkych (Vy) retazcov pro-
tilatky alebo s mutdciami v oblasti Iahkého retazca (Vi)
alebo oboch, ked polypeptid m& hodnotu Kd pre EGFRvIII 7 nM
alebo niz$iu. Mutované Vy alebo V. maji sekvenciu, ktord je
odlisnd od Vy alebo V., pévodnej protildtky MRl v dbsledku
substitucie aminokyselin, to znamen&, aspoil Jjednej amino-
kyseliny, v komplementaritu urcujuce]j oblasti (CDR), aminoky-
selina je kédovana kodénom, ktory obsahuje nukleotid, ktory
patri k aktivnym motivom, vybranym z AGY alebo RGYW, kde R je
A alebo G, Y je C alebo T a W je A alebo T. V niektorych
uskuto&neniach sa substittcia mdé%e vyskytovat v CDR3 Vy alebo
CDR3 V.. V inych uskuto&neniach sa substiticia mdéZe vyskyto-
vat v CDR1 Vy alebo CDR2 Vy alebo v oboch, alebo v CDR1 Vi
alebo CDR2 V. alebo v oboch, alebo v niektorej kombindcii
CDR1l, 2 a 3 Vg, a V..

Vo vyhodnom uskuto&neni spdsob obsahuje cielovu zlozku,
v ktorej polypeptid m& substitdciu aspon jednej aminokyseliny
v CDR3 Vg, vybranej zo skupiny S98 a T99. V inom vyhodnom
uskuto&neni vynalezu cielova aktivnu zloZka obsahuje poly-
peptid so substitdciami vybratymi z P98-Y99, P98-N99, P98~
W99, P98-I99, P98-F99, P98-V99. V najvyhodnejsom uskutoénenie
vynalezu je cielova zloZka MRI. : .

Cielova zloZika mbdZe byt variabilné oblast jednoretaz—
covej protilatky (,scFv”), disulfidom stabilizované Fv, Fab,
F(ab’), alebo iné fragmenty protilétky, ktord si zachovava
schopnost rozoznat a viazat sa na antigén.

Bunky, ktoré maji na svojom povrchu antigén, mdézZu byt
rakovinové bunky ako si gliomové bunky, bunky rakoviny
prsnika, bunky rakoviny pldacneho laloka, alebo bunky rakoviny

vajeénikov.



PODROBNY POPIS
I. Gvod

Predkladany vyndlez popisuje scFv protilatky a iné
protilatky s vyS3Sou afinitou pre EGFRvVIII ako m& MR1. Dalej .
popisuje imunotoxiny s vy$8ou cytotoxicitou pre EGFRvVIII
exprimujuce bunky, ako maji imunotoxiny, ktoré pouzivaju MR1
ako cielovu cCast molekuly. Protildtky st pripravené z MR1,
ale maju mutdcie v aktivnych oblastiach ich komplementaritu
uréujucich oblastiach (CDR). Prekvapujuco sa zistilo, zZe
imunotoxiny, ktoré zaclefiuji takéto formy MR1 ako cielovu
zlozku, maji vysokd afinitu nie len pre EGFRVIII, ale tie?
méZu byt vytvorené vo vy$3om vytaiku ako podobné imunotoxiny
pouzivajuce MR1 ako cielovid &ast molekuly.

Obmedzujuicim faktorom pri priprave kniZnice pre proti-
latoky s ndhodnymi zmenami v CDR je velky podet zvys$kov,
ktoré tvoria 'CDR. PretoZe pre vaésinu protilatok nie je do-
stupna rontgenova S$truktura, zvy&ajne sa neidentifikuju malé
zvyS8ky CDR, kde sU mutdcie vhodné pre ziskanie variantov
s vySsou afinitou. Pre izoldciu variantov s vy&%ou afinitou
je potrebné pripravit extrémne velké kniZnice s ndhodnymi
zmenami .

V typickych &tddidch boli pripravené mutécie v CDR3
variabilnej oblasti taZkého retazca (Vy) MR1. Vy CDR3 v MR1
ma jedenast aminokyselinovych zvySkov. Koncové dva zvy3ky Vy
oblasti, D101 a Y102, boli vyludené zo 3&tudii mutagenézy,
nakolko je malo pravdgpodobné,',ZG sa zﬁéastﬁujﬁ pri .vazbe
antigénu. Jednym z dévodov.je Skutoénost, Ze tieto dva zvy8ky
sa nachadzajui na rozhrani s V, retazcom. Druhy dévod je to,
Ze tieto zvy3ky J segmentom spolupdsobia na nasledujtcu 3°-
prilahld oblast V4CDR2. Vysledkom je to, Ze su relativne viac
konzervované ako zvy$ok V4CDR3.

Daldich devat aminokyselin v kaidej polohe CDR3 Vy bolo



substituovanych kaZdou z dal3ich prirodzenych aminokyselin.
Studie wukazali,'  Ze len mutédcie v oblastiach zndmych ako
aktivne body (to znamend oblasti, v ktorych poc¢as dozrievania
protiladtkovej afinity sa uskutoCriuje hypermutdcia charakteri-
zovand motivmi RGYW a AGY, kde R je A alebo G; Y je C alebo T -
a W je A alebo T), maji za ndasledok protildtky s vySsSou
cytotoxicitou, ako m& pdévodnd protiladtka MRl. Tiez sa kazalo,
e mutdcie zvy3uju vytaZok imunotoxinu ked tieto mutované
scFv boli zabudované do imunotoxinov, v porovnani s podobnym
imunotoxinom pripravenym s pdévodnym MR1 scFv. V inych $tu-
diadch boli pripravené mutécie vo variabilnej oblasti lahkého
retazca MRl CDR3. V tychto pripadoch boli pritomné mutécie
len aminokyselin v aktivnom bode. Mutdcie poskytovali proti-
l4tky s vy3Sou cytotoxicitou a vytazkom ako pdvodna pro-
tildtka MRL.

Tieto vysledky st dékazom toho, Ze nie Jje potrebné
randomizovat kazdy zvy$ok v CDR na identifikédciu tych, kde
mutdcie poskytuji varianty s vySSou afinitou. Odakavalo sa,
e mutdcie v aktivnych bodoch Vy a Vi CDR 1 a 2 budi mat tiez
za ndasledok protildtky so zlep$enou afinitou pre EGFRvVIII-
exprimujice bunky, a tieto protilatky po zabudovani do -
imunotoxinov budd vykazovat zlep3ent cytotoxicitu pre bunky
exprimujice EGFRVIII, a dosiahne sa lepSi vytazok imunoto-
xinov s scFv, v porovnani s imunotoxinmi odvodenymi od MR1.
Nakolko zlepZené vlastnosti sU spdsobené substiticiou ami-
nokyselin,,,rovnaké pozitivne’ u¢inky sa zistia Vtgdy, ked
takéto mutované formy MR1 (zahriiujice mutédcie v Vy a Vi CDR3)
si zabudované do disulfidom stabilizovanych Fvs (dsFv) alebo
do Fab’, F(ab’), alebo Fab.

zvySend cytotoxickd aktivita neznamené zvySenie afinity
(Tabulky 4 a 5). Pre chybanie tejto korelacie neexistuje

jednozna&né vysvetlenie. Okrem vézobnej afinity, ktord sa
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zvyCajne meria pri teplote 22 °C, v toxikologickych procesoch
existuje mnoho vlastnosti, ktoré mdézu byt ovplyvnené muta-
ciami ,aktivnych bodov”. Napriklad je to stabilita pri tep-
lote 37 °C, rychlost internalizacie, proteolyza a prenos
Casti potrebnych pre . translokdciu. Je mozné, Ze niektoré
z tychto vlastnosti su ovplyvnené. Protildtky s vy&%ou afi-
nitou pre EGFRVIII sO v3ak uZitodné pre rdzne udely, hlavne
pre diagnostické pouZitie a in vitro testy, pre uréenie
pritomnosti alebo nepritomnosti EGFRVIII exprimujdcich buniek
vo vzorke. Napriklad, pre in vitro pouZitie, mdzu byt
protiléatky, gko SCFv s vy8Sou afinitou pre EGFRvVIII,
konjugované s radionuklidmi, alebo s niektorou s inych dete-
kovatelnych =znacliek, a pouZité na detekciu buniek expri-
mujucich EGFRVIII vo vzorke z biopsie pacienta. Uré&i sa tak
Ci pacient ma rakovinu charakterizovanu pritomnostou takychto
buniek, ale tieZ, Z%e rakovina u pacienta esSte nebola
eliminovana. Podobne, v in vivo pouZiti mdé%u byt scFv, dsFv
alebo iné protiladtky podla vyndlezu konjugované s radio-
nuklidmi alebo inymi detekovatelnymi znadkami a pouzité na
detekciu pritomnosti buniek exprimujdcich EGFRvVIII u
pacienta. M&Zu sa pouzit na opdtovnu diagnostiku a potvrdit
pritomnost/nepritomnost rakoviny u pacienta.

Medzi CDR mutantami sa prekvapivo sa pozoroval velky
rozdiel vo vytaZku aktivneho monomérneho proteinu. Rekombi-
nantné toxiny sa akumuluju v inkldznych telieskach ako neroz-
pustny agregovany protein (imunotoxin). Aktivne monoméry
vznikaju rozpuétenim inkldznych teliesok v 6 M guanidin HC1,
nasleduje kontrolovand renaturdcia v redoxnom systéme a odde-
lenie monomérov z multimérov a agregatov. 8tudie ukazali, 3ze
mutdcie v Jjednej alebo dvoch aminokyselindch v CDR méZu
vyznamne zvySit vytaZok (Tabulka 6) imunotoxinu, ako bude

dalej vysvetleneé. VytazZok MRl (Fv)-PE38 je len 2 %, ale vyraz-
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ne vzrdstol na 17 % v pritomnosti mutécii S$98P-T99 v taZkom
retazci CDR3. Je pravdepodobné, Ze tieto mutdcie maju vplyv
na procesy skladania. VSetky mutéacie taZkého retazca, izolo-
vané pri zékladnej mutagenéze taZkého retazca, maju lepsi
vytazok ako pdvodny MR1. Tazky retazec CDR3 je tak velmi
ddlezity pre vhodné skladanie a expresia fagového systému
méze vybrat fagovy systém expresie pre také proteiny, ktore
sa skladaju G&innejgie. Preto sa zd&, Ze fagy, ktoré obsahuju
lep$ie sa skladajtce Fvs, s0 pritomné vo velkom mnoZstve a
prednostne vzrastie ich polet pri interakcii s éntigénom.

Na zaklade tychto vysledkov je moZné predpokladat, ze
fag mdéze byt pouZity pre vyber mutovanej Fvs v CDR1 alebo 2
Vs a V. retazcov, ktoré vykazuju tie? zvySeny vytaZok
v porovnani s pdvodnou MRl scFv.

V in vivo testoch sa pouZili zvieracie modely Iudskych
naddorov a hodnotil sa u&inok toxinov. N&dory u potkanov a
my3i bez tymusu boli vyvolané injekcnym intratekalnym alebo
intrakranidlnym podanim linie buniek Iudského glioblastdému
(US7MG), ktord bola transfektovana na expresiu EGFRvVIII
(transfektovand EGFRvVIII expresnad bunkova linia je oznadena
U8S7MG.deltaEGFRVIII; Nishikawa a spol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91(16):7727-7731, 1994). Potom, ako vznikol néador,
potkany alebo my3i boli oSetrené bolusovou injekciou alebo
kontinualnou infldziou rdznych davok imunotoxinov. Ako je
uvedené v nasledujicich Prikladoch a na Obrazkoch 3 azi 6,
nezavisle na’lokalizécii nadoru a §pésobe podédvania imuno-
toxinu, zvieraté, kﬁoré 'dostévali imﬁnotoxin v dévkach 1
alebo 2 pg vykazovali znaéne niZ8i rast nadorov a dlh3iu dobu
prezivania ako kontrolné zvieratd, ktorym bol podavany

fyziologicky roztok.
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II. Definicia

Jednotky, prefixy a symboly su uvedené vo forme, ktoru
povoluje Medzinarodny systém jednotiek (SI). Ked nie je
uvedené inak3ie, nukleové kyseliny sG pisané zlava doprava
v orientécii od 5° ku 3’ Xonci; aminokysélinové sekvencie su
pisaneé zlava doprava v orientdcii od amino skupiny ku karbo-
xylovej kyseline. Uvedené priklady neobmedzujdi rézne aspekty
alebo uskutoCnenia vyndlezu, ktoré mdézu mat odkaz na 3Speci-
fikédciu ako <celok. Preto vyrazy, definované niZgie, su
podrobnej8ie definované odkazom na celd Specifikéciu.

Mutované zvySky zo zndmej sekvencie s oznadené podla
dohody kédom jedného pismena. Zvy3ok normdlne pritomny v uve-
denej polohe sekvencie, poloha v sekvencii pozmeneného zvysSku
a substituovany zvySok zastupujici pdvodny zvy$ok. Co sa tyka
MR1 CDR3 Vy, vyraz ,S98P” znamenad, %e serin, normélne
pritomny v polohe 98 normalneho CDR3 taZkého retazca MR1, bol
nahradeny prolinom. Oznacdenie ako #598”, kde ¢islo neoznacduje
zvySok, sa tyka bud zvy$ku normadlne pritomného v tejto polohe
normalnej sekvencie peptidu, alebo, 3%e v tejto polohe je
teraz pritomny 3pecificky zvy3ok (napriklad, 3ze oznaceny
zvySok bol zmeneny za normdlne pritomny zvy$Sok v tejto
polohe). ZamySlané pouZitie bude jasné z kontextu. Uvedené
odkazy na CiastoCne oCislované aminokyselinové zvysky MR1-1
znamenaju zvySky, ktoré st océislované ﬁodIa Kabat a spol.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Department of Health and Human Services, (1987) tak, ako bolo
aktualizované (tento literdrny odkaz, ktory je zahrnuty do
literarnych odkazov, bude v nasledujicom texte oznaceny ako
~Kabat”); ked sekvenciu scFv je usporiadand a odislovana
podla systému Kabata.

»~EGFRVIII” znamend mutovani formu receptora pre epider-

malny rastovy faktor, ktory rozpozndva MRl scFv a ktory je
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charakterizovany deléciou v ¢itacom réamci 801 pérov baz
exbénov 2 az 7 v blizkosti amino zakonéenia, bez zmeny d¢&ita-
cieho rédmca. Tato forma receptora je dobre znadma v odbore,
napriklad odkazy na Wickstrand a spol., Moscatelo a spol.,
Lorimer a spol., ktoré su citované v prisludnej oblasti
techniky. EGFRvVIII bol pbdvodne oznaCovany ako mutacia typu
II, napriklad v US patente 5 212 290.

,Protildtka” znamend imunoglobulinovd molekulu, ktora
imunologicky reaguje s konkrétnym antigénom a tyka sa predo-
vietkym prislu$nych polyklondlnych a monoklondlnych protilé-
tok. Vyraz tiez zahrfiuje geneticky upravené formy, ako su
chimérne protildtky (napriklad humanizované myS$ie protilat-
ky), heterokonjugované protilatky (napriklad bisférické pro-
tilatky). Vyraz sa v predkladanom vynéleze tyka najmé frag-
mentov rekombinantnej jednoretazcovej Fv (scFv), disulfidom
stabilizovanych (dsFv) Fv fragmentov (pozri U.S.S.N
08/077,252, uvedeny v literdrnych odkazoch), alebo pFv frag-
mentov (pozri US predbeZnd patentova prihlaska 60/042,350 a
60/048,848). Vyraz ,protilatka” zahrnuje tiez formy pro-
tilatok, ktoré sa viaZu na antigén, vratane fragmentov
schopnych viazat sa na antigén (napriklad, Fab“’, F(ab’)a2,
Fab, Fv a rIgG. Pozri tieZ Pierce kataldg a priruckuy, 1994-
1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Pozri tieZ Kuby J.,
Immunology, 3. vydanie, W.H. Freeman and Co., New York,
1998) . Z kontextu bude =zrejmy konkrétny vyznam, alebo
vyznamy . . : ' .

Protilatka imunologicky reaktivna s konkrétnym antigénom
mdze byt pripravena rekombinantnymi sp&sobmi, ako je vyber z
kni¥nic pre rekombinantné protilatky vo fagovych alebo podob-
nych vektoroch, pozri napriklad, Huse a spol., Science
246:1275-1281, 1989; Ward a spol., Nature 341:544-646, 1989 a
Vaughan a spol., Nature Biotech. 14:309-314, 1996, alebo

imunizaciou zvierat antigénom alebo DNA, kédujicou antigén.
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Imunoglobulin ma typicky tazky a lahky retazec. Kazdy
tazky retazec obsahuje konstantnu oblast a variabilnt oblast
(oblasti sU zname ako ,domény”). Variabilné oblasti Iahkého a
tazkého retazca obsahujid &tyri oblasti ,&itacich rémcovf,
prerusené tromi hypervariabilﬁYmi oblastami, ktoré sa tiez
nazyvaju ,komplementaritu urdujuce oblasti”, alebo ,CDR”.
Rozsah oblasti &itacich ramcov a CDR bol definovany (pozri
Kabat, vySSie). Sekvencie oblasti ¢&itacich ramcov réznych
Tahkych alebo taZkych retazcov su v rdmci druhu relativne
konzervované. Oblast c¢itacieho ré&mca protilatky, ktora je
kombinaciou oblasti ¢itacieho ramca konititutivnych Iahkych a
tazkych retazcov, napomidha trojrozmernému usporiadaniu CDR.

CDR su hlavne zodpovedné za vdzbu na epitop antigénu.
CDR kazdého retazca su zvyCajne oznadované ako CDR1, CDR2 a
CDR3, postupné cislovanie zaéina od N zakon&enia a je tiez
zvyCajne urcCené retazcom, v ktorom sa konkrétny CDR nachadza.
Vi CDR3 sa nachadza vo variabilnej doméne tazkého retazca
protildtky, kym V. CDRl je CDR1l z variabilnej domény lahkého
retazca protilatky.

Odkazy ,Vi” alebo ,VH” sa tykaju variabilnej oblasti
tazkeho retazca imunoglobulinovej protilatky, ktoré zahrriuju
tazky retazec v Fv, scFv, dsFv alebo Fab. Odkazy ,V.” alebo
~VL” sa tykaja variabilnej oblasti lahkého retazca imunoglo-
bulinovej protilatky, ktoré =zahrfiuji lahky retazec v Fv,
scFv, dsFv alebo Fab.

Spojenie ,jeden retazec Fv” alebo ‘"ngv”. sa . tyka
protiléatky, v kforej variabilné domény tazkého retazca a
lahkého retazca vo zvyCajne dvojretazcovej protilatke su
spojené do jedného retazca. Typicky je medzi dva retazce
vloZeny peptidovy linker, &o wumoZni vhodné zloZenie a
vytvorenie aktivneho vdzobného miesta.

Vyraz ,linkerovy peptid” znamend peptid v protilétke
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viaZucej fragment (napriklad Fv fragment), ktory umoZiuje
nepriamu vdzbu variabilnej domény taZkého retazca na varia-
bilnt doménu lahkého retazca.

Vyraz ,pdvodnd protildtka” sa tyka protilétky, ktord mé
byt mutovanid alebo =zmenena za ucelom ziskania protildtok
alebo jej fragmentov, ktoré sa viaZu na rovnaky epitop ako
pévodna protilatka. Ked nie Jje 1inak wurcCené, alebo to
nevyplyva z kontextu, pouZivany vyraz ,pdvodna protilatka” sa
tyka scFv, oznadenej ako ,MR1” (GenBank,l pristupové ¢islo
U76382).

Vyraz ,aktivny bod” znamend Cast nukleotidovej sekvencie
CDR alebo oblasti ¢&itacieho rémca variabilnej domény, kde sa
velmi &asto vyskytuji prirodzené mutécie. CDR su pokladané sa
oblasti hypervariability. Zistilo sa, Ze mutacie sa
nenachédzajd len v CDR. Konkrétne miesta alebo aktivne body
boli identifikované ako miesta, kde sa koncentrujui mutécie.
Aktivne body su charakterizované mnoZstvom Struktuirnych
snakov a sekvencii. Tieto ,aktivne motivy” mdZu byt pouZité
pre urcenie aktivnych bodov. Dva rovnaké sekveniné motivy,
ktoré su velmi dobre charakterizované, su tetranukleotidova
sekvencia RGYW a serinovd sekvencia AGY, kde R je A alebo G,
Y je C alebo T a W je A alebo T.

,Cielova _zloéka” alebo ,cielova molekula” je <cast
imunokonjugédtu, ktord mé& schopnost nasmerovat imunokonjugéat
na ur&ité bunky. Cielova zloZka je typicky protilatka, scFv,
dsFv, Fab alebo F(ab’)y, ktora iozozpéva Ypecificky antigén
na uréitych bunkach. ' o

,Toxicka zloZka” je cytotoxin alebo &ast cytotoxinu,
ktord po zalleneni do imunotoxinu spbsobuje cytotoxicitu
imunotoxinu.

,Imunotoxin” je molekula obsahujaca takua cielovu
molekulu ako je scFv a toxicku zlozku, akou je pseudomonadovy

exotoxin (,PE”) alebo jeho cytotoxicky fragment.
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Imunotoxiny uvddzané v predkladanom vynaleze su zvy&ajne
exprimované v inkluznych telieskach E. coli. Inklizne telies-
ka si preclistené, rozpustené v 6 M guanidin HCl a proteiny sa
opat renaturuju. PouZivany vyraz ,vytaZok” sa tyka mnoZstva
spravne zloZeného monomérneho imunotoxinu, ktory bol ziskany
tymto postupom. Je vyjadreny v percentdch ako: miligramy
proteinov po MonoQ ionexovej chromatografii/miligramy renatu-
rovanych proteinov inkliznych teliesok.

~LieCebna zloZka” je <&ast imunokonjugétu, ktory sa ma
pouzit ako liecivéa latka.

Vyraz ,lieCiva 1latka” =zahrfuje mnoZstvo latok v sui-
Casnosti dobre znamych alebo neskdédr objavenych, pre pouZitie
ako antineoplastické 1latky, protizdpalové 1latky, cytokiny,
protiinfekéné latky, aktivatory enzymov alebo ich inhibitory,
alosterické modifikdtory, antibiotikd alebo iné latky podéa-
vané pre dosiahnutie vhodného lie&ebného u&inku u pacienta.
LieCebnou latkou mbéZe byt tie? toxin alebo réadioizotop, kde
zamySlanym lieCebnym tG&inkom je napriklad usmrtenie buniek.

»Detekovatelnd znacka” znamena d&ast imunokonjugatu,
ktora umoZniuje jeho detekovanie. Napriklad, imunokonjugét
mdéze byt oznaleny radioaktivnym izotopom, ktory umozZnuje
pomocou imunohistochemickych testov detekovat bunky, v kto-
rych je imunokonjugdt pritomny.

Vyraz ,efektorovd zloZka” a ,efektorovd molekula” =zna-
mend cast imunokonjugédtu, ktord m& G&inok na bunky cez
cielovu zloZku, a;ebo,rozpoznéVa pritomnost imunokonjugatu.
Efektorovd zlozka mdie byt naprikléd liecCebnd zloZka, toxin,
radioznacka alebo fluoroscendnd znadka.

Vyraz ,imunokonjugdt” znamend chimérnu molekulu, ktoré
obsahuje cielovu molekulu (ako je scFv) pripojent priamo
(napriklad kovalentnou vé&zbou) alebo nepriamo (napriklad

peptidovym linkérom) na efektorovi molekulu. V podskupine



17

imunokonjugidtov je efektorovd molekula toxin a chimérna mole-
kula je potom presnejSie nazyvand imunotoxin”.

Vyrazy ,u¢inné mnoZstvo” alebo ,mnoZstvo ucCinné pre”
alebo ,lieebne uc¢inné mnozstvo” sa tyka davky liecCebnej
latky, dostatoénej pre vytvorenie poZadovaného vysledku, ako
je inhibicia syntézy bunkovych proteinov aspoil o 50 %, alebo
usmrtenie buniek.

Vyraz ,toxin” zahrifiuje abrin, ricin, pseudomonadovy
exotoxin ("PE”); toxin zAdZkrtu (DT), botulinovy jed alebo ich
modifikacie. Napriklad, PE a DT su vysoko toxické latky,
ktoré zvydajne spdsobuju smrt toxickym G&inkom na pecCen. PE a
DT po odstraneni nativnej cielovej Ccasti toxinu (napriklad
domény Ia z PE alebo B retazca z DT) vSak mdZu byt zmenené na
formu pre pouzitie ako imunotoxin. Odstranena Ccast toxinu
mdéze byt nahradena inou cielovou castou, ako je protilatka.

vyraz ,ICso” znamend koncentrdciu toxinu alebo imuno-
toxinu (vyjadrené v ng/ml), ktord spdsobi 50 % inhibiciu
syntézy proteinov.

Vyraz ,kontaktny” sa tyka umiestnenia v priamom fyzickom
spojeni.

,Expresivny plazmid” obsahuje nukleotidovi sekvenciu
kédujicu urditt molekulu, ktord je operativne pripojend na
prométor.

Pouzivany vyrazy ,polypeptid”, ,peptid” a .protein” su
vzajomne zamenitelné a vztahuju sa na polymér aminokyse-
linovych zvyskov, YYrazy sa pouiivajp_ na 'oznaéenie amino--
kyselinoﬁ?ch zvydkov, v ktorych jedeﬁ alebo viac aminokfse—
linovych zvy$kov si umelé chemické analdgy, ktoré zodpovedaju
prirodzene sa vyskytujucim aminokyselinédm, rovnako aj pri-
rodzene sa vyskytujlcim aminokyselinovym polymérom. Vyrazy sa
tie?z pouZivajd na ozna&enie polymérov, ktoré obsahuju
konzervativne aminokyselinové substiticie, pri ktorych si

protein zachovava svoju funkcnost.
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Vyraz ,zvy8ok” alebo aminokyselinovy zvy%ok” znamenéd
aminokyselinu, ktord je zabudovand do proteinu, polypeptidu
alebo peptidu (spoloé¢né oznalenie ,peptid”). Aminokyselina
mbéze byt prirodzene sa vyskytujuca aminokyselina, ked nie je
inak obmedzené, md%e obsahovat zname analdégy prirodzenych
aminokyselin, ktoré méZiu pdsobit podobnym spdsobom ako
prirodzene sa vyskytujice aminokyseliny.

Aminokyseliny a analdgy su oznacené jednym pismenom

alebo tromi pismenami tak, ako je uvedené v Tabulke 1.

TABULKA 1

Nomenklatira aminokyselin

néazov 3 pismend 1 pismeno
alanin Ala A
arginin Arg R
asparagin Asn N
kyselina aspardgovéd Asp D
cystein Cys C
kyselina glutdmova Glu E
glutamin Gln Q
glycin Gly G
histidin His H
izoleucin Ile I
leucin Leu L
lyzin Lys K
metionin Met M
fenylalanin Phe F
prolin Pro 2
serin Ser S
treonin Thr T
tryptofén Trp W
tyrozin Tyr Y
valin Val \Y
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,Konzervativna substittcia”, ked popisuju protein, sa
tyka zmeny aminokyselinového zloZenia proteinu, ktorad vyrazne
nemeni aktivitu proteinu. ,Konzervativne zmenené variécie”

konkrétnej aminokyselinovej sekvencie sa tykaju aminokyseli-

novych substitdcii tychto aminokyselin, ktoré nie ‘sd
rozhodujice pre aktivitu proteinu, alebo substitucii
aminokyselin inymi aminokyselinami, ktoré maji podobné

vlastnosti (napriklad kyslost, zasaditost, po;itivny alebo
negativny naboj, s poldrne alebo nepolérne atd.) a
substiticia dokonca rozhodujucich aminokyselin vyrazne nemeni
aktivitu proteinu. V odbore su dobre znéme prehlady kon-
zervativnych substitacii, ktoré poskytujﬁ' funkéne podobné
aminokyseliny.

Ka?da z nasledujucich $iestich skupin v Tabulke 2
obsahuje aminokyseliny, ktoré sid typickymi konzervativnymi

substiticiami jedna pre druhu:
TABULKA 2

1/ alanin (A), serin (S), treonin (T)

2/ kyselina aspardgovd (D), kyselina glutamové (E)

3/ asparagin (N), glutamin (Q)

4/ arginin (R), lyzin (K)

5/ izoleucin (I), leucin (L), metionin (M), valin (V)

6/ fenylalanin (F), tyrozin (Y), tryptofdn (W)

Pozri tie? Creighton, PREOTEINS, W. H. Freeman and Company,
New York, 1984. Treba v3ak poznamenat, Ze kym substitucia
fenylalaninu za tryptofdn je vSeobecne povazovanad za kon-
zervativnu substiticiu, substitdcia tryptofénu za fenylalanin
v aktivnom bode Vp CDR3 v scFv MRl tvori imunotoxin, ktory je

aktivnej3i ako pdévodna scFv. Aj ked tieto aminokyseliny su
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povazované za konzervativne substituicie pre casti protiléatky
mimo CDR, Vv zmysle predkladaného vyndlezu tieto dve amino-
kyseliny nie su v aktivnom bode konzervativnou substitidciou
jedna za druhu. Na zaklade tychto vysledkov, Ziadna
aminokyselinovd substitdicia v aktivnom bode nemdZze byt pova-
Zovana za konzervativnu substitidciu, kym nie je testovani,
napriklad, sadou testov, ¢&i ovplyviiuje alebo neovplyvriuje
vazobnu afinitu vyslednej molekuly, alebo vytaZok imunotoxinu
vytvoreny s touto molekulou ako cielovou &astou.

Vyrazy ,vyznamne podobny” v zmysle peptidu znamena, 2
sekvencia peptidu je identickd aspoid 90 %, vyhodne 95 &,
s referenCnou sekvenciou cez porovnavacie okno 10 az 20
aminokyselin. Percentd sekvenénej identity st ur&ené porov-
nanim dvoch optimédlne porovnatelnych sekvencii cez porov-
navacie okno, kde ¢East polynukleotidovej sekvencie v porovna-
vacom okne mdZe obsahovat v porovnani s referendnou sekven-
ciou (ktord neobsahuje adicie a delécie) adicie alebo delécie
(napriklad medzery) pre optimAlne porovnanie dvoch sekvencifi.
Percenta su vypo¢itané urCenim po&tu pozicii, v ktorych sa
vyskytuji identické bazy nukleovych kyselin alebo amino-
kyselinové zvy8ky v obidvoch sekvenciach, to znamen&, podtu
zhodnych pozicii, deleno celkovy podet pozicii v porovnavacom
okne a vynasobenim vysledku 100, ¢&im sa ziska vysledok ako
percenta sekvenénej identity.

Slovné spojenie ,disulfidovd viazba” alebo ~Cystein-~
cystein disulfidovd vé&zba” sa tyka kovalentnej interakcie
medzi dvomi cysteinmi, v ktorych si atémy siry oxidované za
vytvorenia disulfidovej vézby. Priemernd v&zobnd energia
disulfidovej vdzby je asi 60 kcal/mol, v porovnani s 1 aZ 2
kcal/mol pre vodikovy mostik. V predkladanom vyndleze
cysteiny, ktoré tvoria disulfidovd vé&zbu, sU v oblastiach
C¢itacieho ramca jednoretazcovej protildtky a stabilizuju

konformdciu protiléatky.
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Vyrazy ,konjugovany”, ,pripojeny”, ,naviazany” alebo
.Spojeny” znamenaju spojenie dvoch polypeptidov do jednej
kontinudlnej polypeptidovej molekuly. Vyrazy sa vztahuju na
pripojenie zloZky protildtky na efektorovi molekulu (EM).
Spojenie mdZe byt bud chemickym alebo rekombinantnym spd-
sobom. Chemicky spdsob sa tyka reakcie medzi protilatkovou
zlozkou a efektorovou molekulou tak, Ze sa vytvori kovalentna
vizba medzi dvomi molekulami za vytvorenia jednej molekuly.

Vyraz ,rekombinantny” sa vztahuje na protein, pripraveny
pouzitim buniek, ktoré v nativnom stave nemaji endogénnu
képiu DNA, schopni exprimovat protein. Bunky produkuji rekom-
binantny protein, pretoZe boli geneticky upravené vloZenim
vhodnej izolovanej sekvencie nukleovej kyseliny. Vyraz sa
tie? vtahuje na bunku alebo nukleovi kyselinu alebo vektor,
ktory bol zmeneny vloZenim heteroldgnej nukleovej kyseliny
alebo zmenou nativnej nukleovej kyseliny na formu, ktord nie
je nativna pre takito bunku, alebo takato bunka je odvodenéa
od bunky modifikovanej. Napriklad, rekombinantné bunky expri-
mujud gény, ktoré sa nachddzaji v nativnej (nerekombinantnej)
forme buniek, expresivne mutanty génov, ktoré nie sd pritomneé
v nativnej forme, alebo exprimuji nativne gény, ktoré su
abnormélne exprimované, mélo exprimované alebo vébec nie su
exprimované.

Pou?ivané slovné spojenie ,nukleovd kyselina” alebo
,sekvencia nukleovej kyseliny” sa vztahuje na deoxyri-
bonukleovy alebo ribonukleovy polymér bud v jedno- alebo
dvojvlaknovej forme a ked nie Jje inak obmedzené, obsahuje
zndme analdégy prirodzenych nukleotidov, ktoré hybridizuju
s nukleovymi kyselinami spdsobom podobnym pre prirodzene sa
vyskytujice nukleotidy. Ked nie je uvedené inak, sekvencia
konkrétnej nukleovej kyseliny zahriuje Jjej komplementarnu

sekvenciu rovnako aj konzervativne varianty, napriklad
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nukleové kyseliny, pritomné vo vymennych polohdch takych
kodébnov a variant, Ze ich translédcia do proteinov m& za
nasledok konzervativnu substitdciu aminokyseliny.

Pouzivanie vyrazu ,kédujaci” vzhladom ku $Specifickej
nukleovej kyseline sa vztahuje na nukleové kyseliny, ktoré
obsahuju informaciu pre transldciu do &pecifického proteinu.
Informacia je urCend pouzitim koddénov. Zvy&ajne je aminoky-
selinovd sekvencia kddovand nukleovou kyselinou ,univer-
zalneho” genetického kédu. MéZu byt pouzité varianty
univerzdlneho kdédu, ktory je pritoﬁny v niektorych mitochon—
dridach rastlin, zvierat a plesni, baktérii Mycoplasma
capricolum (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:2306-2309, 1985),
alebo rias Macronucleus. MbéZu byt poﬁiité Vtedy, ked nukleové
kyselina je exprimovand za pouZitia transla&ného aparatu
tychto organizmov.

Slovné spojenie ,fuzia v ¢itacom ramci” sa tyka spojenia
dvoch alebo viacerych sekvencii nukleovych kyselin, ktoré
kbébduju polypeptidy, takZe spojend sekvencia nukleovych kyse-
lin je translantovand do jednoretazcového proteinu, ktory
obsahuje pdvodné polypeptidové retazce.

PouZivanie vyrazu ,exprimovany” sa vztahuje na trans-
laciu nukleovej kyseliny do proteinu. Exprimované proteiny
mézu zostat intraceluldrne, mbéZu byt zabudované bo bunkovej
povrchovej membrany, alebo mdéZu byt sekretované do extra-
celuldrnej matrice alebo média.

OznaCenie ,hostitelskd& bunka” znamena, ze podporuje
replikééiu alebo expresiu expresivneho vektora. Hostitelské
bunky mdézu byt prokaryotické bunky, napriklad E. coli, alebo
eukaryotické bunky, napriklad kvasinky, bunky hmyzu, oboj-
Zivelnikov alebo cicavcov.

Slovné spojenie ,fagovd kniZnica” sa tyka populacie

bakteriofagov, kazZdy z nich obsahuje cudziu cDNA rekombi-
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nantne fuzovani v &itacom ramci na povrchovy protein. Po
replikdcii v bakteridlnom hostitelovi, zvy&ajne E. coli, su
fagy, ktoré obsahujd uréitd cudziu cDNA, vybraté pomocou
expresie cudzieho proteinu na povrchu fagu.

Vyrazy ,zhodny” alebo percentd ,zhodnosti” pre dve alebo
viac nukleovych kyselin alebo polypeptidovych sekvencii, pre
dve alebo viac sekvencii alebo subsekvencii znamenéd, Ze su
zhodné alebo maju zhodné urcité mnoZstvo aminokyselinovych
zvyéko& alebo nukleotidov, ked sa porovnajd na maximalnu
zhodnost, pouZitim algoritmu pre sekvenéné porovnanie alebo
vizudlnu kontrolu.

Slovné spojenie ,zna&ne zhodny” znamena, Ze dve amino-
kyseliny alébo polypeptidy, dve alebo viac sekvencii alebo
subsekvencii, maju aspor 60 %, vyhodne 80 % a najvyhodnej3ie
90 az 95 nukleotidov alebo aminokyselinovych zvySkov
zhodnych, ked sa porovnaji na maximélnu zhodnost pouzitim
algoritmu pre sekven¢né porovnanie alebo vizudlnu kontrolu.
Prednostne existuje znaénd zhodnost medzi oblastami sekven-
cii, ktoré st dlhé asponi 50 zvy3kov, vyhodne medzi oblastami
aspofi 100 zvy3kov a najvyhodnejsie su sekvencie znaéne zhodné
medzi 150 zvy$kami. V najvyhodnejZom uskutocneni su sekvencie
znadéne zhodné po celej dlzke kodujucich oblasti.

Pri porovnani sekvencii zvyCajne Jjedna sekvencia Je
referenénd sekvencia, vo&i ktorej su porovnavané testované
sekvencie. Ked sa pouZije algoritmus pre sekvencné porov-
nania, testovand a referenénd sekvencia su vlozené do
pocitaca, ked je potrebné si urcené sekvencné koordinaty a st
ur&ené parametre programu sekvenéného algoritmu. Na zaklade
uréenych parametrov programu algoritmus pre sekvencné
porovnavanie potom vypoéita percento sekvencnej podobnosti.
V odbore je znamych vela programov pre takéto porovnavanie.

Dalsim znakom, e dve sekvencie nukleovych kyselin alebo
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polypeptidov sud vyznamne zhodné je, Ze polypeptid kdédovany
prvou nukleovou kyselinou, vykazuje imunologicky skriZena
reakciu s polypeptidom, ktory je kdédovany druhou nukleovou
kyselinou tak, ako je popisané dalej. Polypeptid je zvylajne
zhodny s druhym polypeptidom napriklad vtedy, ked sa dva“
peptidy 1lifia navzdjom len v konzervativnych substitdciach.
Iny znakom, Ze dve sekvencie nukleovych kyselin su vyznamne
zhodné je to, Ze dve molekuly hybridizuju jedna s druhou za
prisnych podmienok tak, ako je popisané nizsie.

JEx vivo a Lin vitro” znamend mimo organizmu, z ktorého
boli ziskané bunky.

Slovné spojenie ,maligna bunka” alebo ,zhubné bujnenie”
sa tyka nadorov alebo nadorovych buniek, ktoré sd invanzivne
a/alebo schopné metastazovat, napriklad rakovinové bunky.

Pouzivanie slovného spojenia ,cicavéie bunky” sa
vztahuje na bunky, ktoré sd odvodené z cicavéich buniek,
ktoré zahriuja ITudské, potkanie, mySie, morskych prasiat,
Simpanzov alebo opic. Bunky mdé%u byt kultivované in vivo
alebo in vitro.

Vyraz ,selektivne reaktivny” sa tyka vzhladom k anti-
génu, uprednostiiovanej asociacie celej protildtky alebo jej
Casti, s bunkou alebo tkanivom, ktoré majd tento antigén a
nie s bunkami alebo tkanivami, ktoré nemajd tento antigén.
Zistilo sa, Ze sa mdie vyskytovat uréity stupen neSpe-
cifickych interakcii medzi molekulou a necielovou Dbunkou
alebo tkanivom. Selektivna reaktivita mdéZe byt rozliZena
pomocou Specifického rozpoznania antigénu. Hoci sa reaktivne
protilatky selektivne viaZu na antigén, viazba mdéZe mat nizku
afinitu. Specifickd viazba ma vZak za nasledok ovela silnejgie
spojenie medzi protildtkou a bunkami, ktoré nesu antigén,
v porovnani s vdzbou protildtky na bunky, ktoré nemaju

antigén. Specifickad vizba ma& za nasledok zvyCajne viac ako 2-
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nésobné, vyhodne viac ako 5-nédsobné, vyhodnejs$ie viac ako 10-
nidsobné a najvyhodnejfie viac ako 100-nédsobné zvy3enie véazby
protilatky (za ¢asovu jednotku) na bunky alebo tkanivo, ktoré
mé& EGFRvVIII, pri porovnani s bunkami alebo tkanivami, ktoré
nemaju EGFRvVIII. Specifickd vazba proteinu v tychto podmien-
kach si vyzaduje protildtku, ktord je vybratd pre svoju
dpecificitu pre konkrétny protein. Rozmanitost imunotestov je
vhodnd pre vyber protildtok Specificky imunoreaktivnych pre
. konkrétny protein. Napriklad ELISA imunotesty na pevnej faze
sa zvycajne pou21vaju pre vyber monoklonalnych protilatok
gpecificky imunoreaktivnych pre protein. Pozri Harlow a Lane,
ANTIBODIES, laboratérny manual, Cold Spring Harbour
Publication, New York (1988), popisuje usporiadanie
imunotestov a podmienky, ktoré mdéZu byt pouZité na urcenie
gpecifickej imunoreaktivity.

Vyraz ,imunologicky reaktivne podmienky” sa vztahuje na
podmienky, ktoré umoZfiuji protiladtke, pripravenej voci
pecifickému epitopu, naviazat sa tak, ze epitop je na vySSom
stupni detekcie ako védzba na podstatne vSetky ostatné
epitopy. Imunologicky reaktivne podmienky si z&vislé na
usporiadani reakcie vazby protilatky a tieto podmienky su
zachované v podmienkach imunotestu, alebo takéto podmienky sa
vyskytuji in vivo. Pozri Harlow a Lane, vyS$Sie, pre popis
usporiadania a podmienok imunotestov. Prednostne su imunolo-
gicky reakéné podmienky, pouzité v spdsoboch uskutocnenia
predkladaného vynéalezu, "fy21olog1cke podmlenky”, ktoré sa
vztahuji na podmienky (napriklad teplota, osmolarlta, pH) ,
ktoré st normalne vo vnutri Zivych cicavcov alebo cicavéich
bunkéch. Zistilo sa, Ze niektoré organy su vystavene
extrémnym podmienkam, prostrediu vo vnutri organizmu.
Intraceluldrne hodnoty pH st okolo 7 (napriklad od pH 6,0 do
pH 8,0, zvylajne pH 6,5 aZ 7,5) pre vodu ako prevladajice
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rozpuStadlo a platia pre teploty v rozsahu 0 °C aZ 50 °C.
Osmolarita je v takom rozsahu, Ze podporuje Zivotaschopnost a

proliferaciu buniek.

III. Priprava protildtok s vySSou afinitou pre EGFRvVIII ako

ma MR1

Protilatky sa viaZu na antigény cez zvysky na ich CDR.
Mutagenéza CDR Casto pouZiva pre zvySenie afinity Fab a Fv
fragmenty protilatok. Pre CDR mutagenézu existuje vela
réznych pristupov. SU to mutagenéza koddénov (Yelton a spol.
J. Immunol. 155:1994-2004, 1995), vnesenie CDR (Barbas a
spol., Trends Biotech. 14:230-234, 1996; Yang a spol., J.
Biol. Chem. 254:392-403, 1995), replikadcia majuca nachylnost
k chybam (Low a spol., J. Mol. Biol. 260:359-368, 1996) a
syntetickd priprava CDR (de Kruif a spol., J. Mol. Biol.
248:97-105, 1995) si vyZaduje pripravu velkych kniZnic, ktoré
si technicky ndaroCné na pripravu a taiko sa realizuja.
Trendom v dozrievani protildtkovej afinity je izolécia vysoko
afinitnych védzobnych latok z relativne mendich kniZnic (Pini
a spol., J. Biol. Chem. 273:21769-21776, 1998; Wu a spol.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:6037-6042, 1998; Chowdhury a
spol. Nature Biotechnol. 17:568-572, 1999). VSetky tieto
pristupy =zahrnuji pripravu expresivnych kniZnic pre proti-
latky s mutdciou v CDR a vyberom najlepdich vdzobnych latok.

Technolégia vytvorenia fégov sa stala uzitoénym néastro-

jom pre skrining velkych peptidovych alebo proteinovych

kniZnic (Winter a spol., Annu. Rev. Immunol. 12:433—455,
1994; McCafferty J., Nature 348:552-554, 1990; Barbas a
spol., Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:7978-7982, 1991). Jeden
retazec Fvs mdZe byt exprimovany na fégovych &astiach ako
fuizie s M13 gén 3 proteinom vo fagemidovom vektore. Fuzne

proteiny sd exprimované v E. coli a v pritomnosti helper fégu
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si umiestnené na 8picky M13 fagov, ktoré mdézZu byt odobraté
z kultiva&ného média. Fagy., ktoré nest scFv fuzne proteiny, a
ktoré sa viazZu na S$pecificky antigén, su vybraté pomocou
selektivneho vyberu féagovych kniZnic bunkami exprimujicimi
antigén, alebo selektivneho vyberu na povrchu, mna ktory je
antigén naviazany, ako si magnetické gulicky. Fagy, ktore nie
si naviazané, 'sui odmyté, naviazané fé&gy su eluované a
amplifikované reinfekciou do E. coli. Viac cyklov selektiv-
neho vyberu ma za nasledok zvySenie pocétu Specifickych vazob-
nych latok. PrisnejSie podmienky selektivneho vaeru umozZnia
Gu¢innejsie oddelenie 1lep3ich vazobnych 1latok od hor3ich
védzobnych 1latok.

Technolégia vytvorenia fagov mbdie byt vyuZita pre
vyvinutie takych protildtok, ktoré sa viazZu na EGFRVIII
s vyd3ou afinitou ako MR1l. Odbornici dobre vedia, ze intaktna
protildtka obsahuje dva taZzké retazce a dva lahké retazce;
kazdy retazec ma tri CDR, oznacené ako 1, 2 a 3. Je zname, Ze
ka?dy CDR nerovnomerne prispieva k vazbe antigénu. Pozri Kuby
J., Immunology, W.H. Freeman and Co., New York (tretie
vydanie, 1998). Aminokyseliny ktoréhokolvek CDR mbéZu byt
mutované pre ziskanie mutacii s vy3nou afinitou, CDR3 kazdého
retazca prispieva viac k vézbe antigénu ako CDRI1 alebo CDR2
toho istého retazca. Pozri Kuby, strana 117, vyS$Sie. Zvlast
vyhodnd méze byt mutadcia v CDR3 Vy a Vp retazcov. Okrem toho,
CDR3 Vy v my3ej MR1 CDR3 je relativne dlha, Co mdze ¢iastocne
prispievat k relativnej stabilite _MRI scFv v porovnani
' s inymi scFv. - ' h | -

Po odstraneni poslednych dvoch aminokyselin z Vy CDR3,
ktoré sa nezudastfiuju viazby na antigén z dévodov uvedenych
vyssie, bolo zvydnych devat zvySkov v Vy CDR3 individudlne
substituovanych kaZdou z 19 prirodzenych aminokyselin. Len

mutécia serinu a treoninu v polohdch aminokyselin 98 a 99
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mala za nadsledok zvySenie cytotoxicity vysledného imunotoxinu
(aminokyselinova sekvencia Vy a V, CDR je uvedend jednopis-
mennym kédom v Tabulkdch 5, 6 a 7). Sekvencia Vy neukazuje
dva zvy3ky D101 a Y102, nakolko sa nepregpokladé, Ze sa
zGCastfiuji vdzby na antigén). Vyhodné substittcie v Vy CDR3
boli P98-Y99, ktorych hodnota ICs; pre PE38 imunotoxin bola
3,5 ng/ml, P98-N99, PO98-W99 a P98-I99, vZetky mali hodnoty
ICso 4,5 ng, P98-F99 mal hodnotu ICsy 6 ng, ICsy pre P98-V99
mal hodnotu 6,5 ng. Styri kldény: P98-S99, W98-V99, S98-W99 a
P98-T99 mali hodnotu ICsy rovnakd ako pévodny klén. (Podla
konvencie vyraz ,P98-Y99” znamena, 3ze aminokyselina prolin sa
nachéddza v polohe 98 daného polypeptidu, v tomto pripade MR1
Vy CDR3, a Ze tyrozin sa nachadza v polohe 99, ale zvySok
molekuly Jje normalny peptid, v tomto pripade je to pdédvodni
protildtka MR1).

Co sa tyka mutacie V, CDR3, len jedna mutédcia, P92W,
davala imunotoxinu v&&3iu aktivitu, ako md pdévodnd protilat-
ka. Jeho hodnota 1ICs, bola 1,3 ng/ml. V tomto pripade
«pOvodnd” molekula bola MRl so substitdciou P98-Y99 vo VH
CDR3, ktoréd bez pridanej substiticie v V, CDR3 mala hodnotu
ICso 3,5 ng/ml. TAato mutdcia MR1l, ktora spojuje mutédcie
v CDR3 oboch Vy a V., retazcov (Vy S98P-T99Y-V, F92W) bola
najviac cytotoxicky testovanou formou, ked bola pripravena
ako cielova Cast imunotoxinu, a je oznadovand ,MR1-1".

Tieto vysledky ukazuji, Ze muticie v rdznych CDR mézu
mat dal8i uCinok a mbéZu 2zvydit cytotoxicitu vysledného
imunotoxinu. Z pohladu tychto vysledkov budd mat mutacie
aminokyselin v aktivnych bodoch CDR1 a 2 v Vy a V. retazcoch
MR1 protiladtok podobné nasledky, to znamend dalSie zvySenie
afinity pre EGFRVIII vV imunotoxinoch a dal3ie =zvy3enie
cytotoxicity pri porovnani s MR1.

NajlepSie je analyzovat ¢o najskér tvorbu klénov. Selek-
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tivny vyber po dosiahnuti "vrcholov by mohol byt 8kodlivy,
pretoZe Jje nebezpelie straty klénov. Je moiné, Ze Fvs
s nizkou afinitou, ale vysokou expresiou, mézu byt vo velkom
mnozstve, kym latky s dobrou védzbou mdézu byt stratené. Tento
dbkaz bol pozorovany po&as selektivneho vyberu kniZnic pre
lTahky retazec CDR3: mutant F92S s nizkou afinitou (Kg¢ 22 nM)
bol zisteny v siedmich z desiatich klénov testovanych po
tretom cykle. Najlepdia véazobnad latka, F92W, bola pritomna
len jedenkrdt. Naproti tomu v druhom cykle F92S bol zisteny
len v dvoch zo sedemndstich klénov, kym F92W bol pritomny

v Siestich zo sedemndstich klénov.

IV. Protilatky voéi EGFRvIII

Predkladany vynadlez popisuje protilatky, ktoré sa viaZzu
na EGFRvVIII s vySSou afinitou ako doteraz znéme protilatky, a
ktoré selektivne reaguji s EGFRvIII. Vyndlez hlavne popisuje
protilatky, ktoré majui niZ$iu hodnotu Ks pre EGFRvVIII ako mé
MR1, v minulosti najlep8ia zndma scFv, cielend na tento
antigén. Okrem toho, tieto protildtky tvoria imunotoxiny,
ktoré maju vy$8iu cytotoxicitu pre EGFRVIII exprimujice bunky
ako mA rovnaky imunotoxin vytvoreny s MR1l. Vynadlez dalej
poskytuje spdsob pripravy protildtok s vy$Sou afinitou a
vadsou cytotoxicitou vo&i EGFRvIII ako m& MRl. Popisané
imunokonjugaty su cielené k EGFRvVIII a pouZivaju protilatky
podla predkladaného vyndlezu. Tieto protilatky su za
imunologickych podmienok selektivne reaktivne s determinan-
tami EGFRvIII, ktoré sa nachddzaja na povrchu cicavéich
buniek, a ktoré su pristupné pre protildtky =z extrace-
luldrneho prostredia.

Vo vyhodnych uskutodneniach predkladaného vynalezu je
protiladtka voli EGFRVIII rekombinantnad protiladtka, ako Je

ScFv alebo disulfidom stabilizovand Fv protilatka. Fv pro-
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tilatky majua zvyCajne velkost 25 kDa a obsahuji celé antigén
viazZuce miesto s 3 CDR na taZkom i lahkom retazci. Ked Vy a
Vi retazce st exprimované nekontinuéalne, retazce Fv
protilatky su zvyCajne spojené nekovalentnymi viazbami. Tieto
retazce v3ak majld po zriedeni- tendenciu disociovaf, preto :
boli vyvinuté spdsoby prekriZenia retazcov cez glutaraldehyd,
intermolekuldrne disulfidické vdzby alebo pomocou peptidového
likeru. Disulfidom stabilizované Fv su uvedené, napriklad,
v US patente &. 5 747 654.

Vo zvlast vyhodnom uskuto&neni vynadlezu je protilatka
tvorend jednym retazcom Fv (scFv). Vy a V., oblasti scFv
protilatky obsahuji jeden retazec, ktory je poskladany a
vytvara vdzobné miesto pre antigén, ktoré jé podobné miestu
nachddzajicemu sa v dvojretazcovych protilatkach. Po zloZeni
protilatky, nekovalentné interakcie stabilizuj@ jednoretaz-
covi protilatku. Vo vyhodnej3om uskutodneni vyndlezu je scFv
produkovana rekombinantne. Odbornik vie, Ze podla predklada-
ného vynalezu mdzu byt pripravené konzervativne varianty
protilatok. Takéto konzervativne varianty pouzité v scFv
fragmentoch si ponechdvajui rozhodujice aminokyselinové zvy$-
ky, ktoré su potrebné pre sprdvne poskladanie a stabilizaciu
medzi Vy a V, oblastami.

V niektorych wuskutoCneniach predkladaného vynalezu je
scFv protilédtka priamo spojend s efektorovou molekulou (EM)
pomocou lahkého retazca. AvSak scFv protildtky mbé%u byt
pripojené na EM cez amino- alebo karboxylovy koniec.

V niektorych uskutoéneniach Vy a Vy, oblasti protildtky
méZzu byt priamo spojené a odborni oceni, Ze oblasti mdzZu byt
oddelené peptidovym linkérom, ktory je tvoreny jednou alebo
viacerymi aminokyselinami. Peptidové likery a ich pouzitie su
dobre znédme v odbore. Pozri: Huston a spol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 8:5879, 1988; Bird a spol., Science 242:4236,
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1988; Glockshuber a spol., Biochemistry 29:1362, 1990; US
patent ¢. 4 946 778, US patent ¢. 5 132 405 a Stemmer a
spol., Biotechniques 14:256-265, 1993, vSetky su uvedené
v literdrnych odkazoch. VSeobecne, peptidovy linker nebude
mat 3Specificki biologicktd aktivitu inG, ako spojit oblasti,
alebo zachovat minimalnu vzdialenost, alebo iny priestorovy
vztah medzi Vg a V.. AvS8ak kondtitutivne aminokyseliny
peptidového linkera md%u byt vybraté pre dosiahnutie
niektorych vlastnosti molekuly ako Jje poskladanie, naboj
alebo hydrofobicita. Jenoretazcové Fv (scFv) protilatky voli-
telne zahrfuja peptidovy linker, ktory nie je dlh3i ako 50
aminokyselin, ktory nie je vSeobecne dlh&i ako 40 aminoky-
selin, vyhodne nie je dlh8i ako 30 aminokyseiin, vyhodnejgie
nie je dlh8i viac ako 20 aminokyselin. V niektorych
uskuto&neniach je peptidovy linker paralelny sekvencii Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser, vyhodne mé 2, 3, 4, 5, alebo 6 takychto
sekvencii. MdZu sa uskuto&nit aj niektoré substitucie amino-
kyselin v likeri. Napriklad, valin mdZe byt substituovany

glycinom.

A. Priprava scFv

Ako je uvedené vy33ie, vo vyhodnych uskutoéneniach pred-
kladaného vyndlezu je protilatka (napriklad cielova zlozka
imunotoxinu) scFv. Spdsob pripravy scFv protildtok uZ bol
popisany. Pozri: Huse a spol., vy33ie; Ward a spol., Nature
341:544-546, 1989; a Vaugham a spol., vySSie. V kratkosti,
z B buniek je vyizolovand mDNA a potom je pripravend cDNA.
CDNA je amplifikovand dobre zndmymi technikami, ako je PCR,
s primérmi Specifickymi pre variabilné oblasti taZkych a
Iahkych retazcov imunoglobulinov. PCR produkty st preistené,
napriklad, elektroforézou na agardézovom géli, a potom su

spojené sekvencie nukleovych kyselin. Ked je pritomny vhodny
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linker, sekvencie nukleovych kyselin, ktoré kdéduju peptid, su
vloZené medzi sekvencie nukleovych kyselin taZkého a lahkého
retazca. Sekvencie mbéiu byt spojené technikami znamymi
v odbore, akoAje ligacia tupych koncov, inzercia restriké&énych
miest na konci produktov PCR, alebo spojenie preénievaﬁﬁcich
prediZeni (Chowdhury a spol., Mol. Immunol. 34:9, 1997). Po
amplifikacii je nukleovad kyselina, ktord kéduje scFv, vloZena
do vektora, opat technikami zndmymi v odbore. Prednostne je
vektor schopny replikdcie v prokaryotickych bunkdch a je
exprimovany tak v eukaryotickych, ako aj v prokaryotickych
bunkach. Vo vyhodnom uskutoéneni su scFv gény spojené s PE38
génom kréatkym linkérom a su kldénované do T7 expresivneho

vektora. V najvyhodnejSom uskuto¢neni je expresia scFv pod

kontrolou T7 promdétora v E. coli BL21 (ADE3).

Ako je uvedené v predchddzajicich odsekoch, scFv, ktoré
sa Specificky viaZu na EGFRVIII si detekované pomocou
selektivneho vyberu. Selektivny vyber sa mdéZe uskuto&nit
ktorymkolvek =z rdznych spdsobov. Vo vyhodnom uskutoéneni
predkladaného vynalezu mbéZe byt selektivny vyber -uskutodéneny
pouZzitim buniek, ktoré na svojom povrchu exprimuja EGFRvIII.
Protokol pre selektivny vyber s pouzitim buniek je uvedeny
v Prikladoch uskutoénenia vynadlezu, ni%%ie. Selektivny vyber
sa mdZe tieZ uskutolnit na pevnom povrchu, ktory je pokryty
EGFRVIII, a inkubaciou fagov na povrchu pofas vhodného ¢asu a
vo vhodnych podmienkach. Zvycajne mbézZu povrch tvorit magne-
tické gulicky. Nenaviazané fagy st odeté z pevného povrchu a
naviazané fagy su vymyté. '

Najdenie protildtky s najvy$Sou afinitou je podmienené
uCinnostou vyberového procesu a zavisi od mnoZstva klénov,
ktoré treba prehladavat, a od presnosti. 2ZvyEajne vadsia
presnost sa vztahuje na selektivnej&i vyber. V prisnych

podmienkach sa vS$ak fag nenaviaze. Po jednom cykle vyberu
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fagy, ktoré sa naviaZu na EGFRVIII potiahnuté plochy alebo
bunky exprimujice na povrchu EGFRvIII, su potom rozmnoZené
v E. coli a vloZené do dal3ieho cyklu selektivneho vyberu.
Tymto spdsobom sa po tretom cykle ziska niekolkonasobné
obohatenie. Hoci obohatenie v kaZdom cykle je malé, mnoho
cyklov selektivneho vyberu umoZni izoléaciu vzacnych fagov a
genetického materiélu, ktory obsahuje gén kdédujuici scFv
s najvy88ou afinitou, alebo gén s lepSou expresiou vo fégu.
Nezdvisle od spésobu selektivneho vyberu je fyzikdalny
vztah medzi genotypom a fenotypom zaisteny fagovym vystavenim
a vytvara sa tak moZnost testovat véethch' ¢lenov cDNA
knisnice pre vdzbu na antigén, dokonca aj s velkymi kniZ-

nicami klénov.

B. Vidzobna afinita protilatok

Protilatky podla vyndlezu sa viaZu na epitop EGFRVIII
s hodnotou K4 niZSou aspoil o 1 nM ako m& pdévodnd protilatka
MR1. Vazobna afinita pre cielovy antigén sa zvycajne hodnoti
alebo meria interakciou protildtka - antigén SU to kompeti-
tivne testy, saturacdné testy alebo imunotesty, ako je ELISA
alebo RIA.

Tieto testy mdéZu byt pouzité na urcéenie disociacne]
kondtanty protilatky. Vyraz ,disociac¢nd konstanta” sa tyvka
merania afinity protildtky pre antigén. Specificita vidzby
medzi protildtkou a antigénom je pritomna vtedy, ked hodnota
disociadnej kon3tanty (Kq = 1/K, kde K je afinitna konsgtanta)
protilédtky je v mikromoldrrnom rozsahu, vyhodne < 100 nM,
najvyhodnej%ie < 0,1 nM. Molekuly protiladtky budd zvycajne
mat niz&i rozsah Kyq. Ks = [Ab-Ag])/[Ab][Ag]l, kde [Ab] je
koncentracia protilatky pri rovnovadhe, [Ag] je koncentréicia
antigénu pri rovnovédhe a [Ab-Ag] Je koncentrédcia komplexu

protildtka - antigén pri rovnovdhe. 2Zvycajne vdzobné inter-
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akcie medzi antigénom a protildtkou =zahrfuju nekovalentné
spojenia, ako su elektrostatickd pritaZlivost, Van der
Waalsove sily a vodikové vézby. Tento spdsob ur&enia vézobnej
Specificity sa vztahuje na jeden taZky a/alebo lahky retazec,
CDR, fuzne préteiny alebo fragmenty tazkych a/alebo -lahkych

retazcov, ktoré su Specifické pre EGFRvVIII.

C. Imunotesty

Protilatky mdézu byt detekované a/alebo kvantifikované
pouzitim velkého mnoZstva dobre zndmych imunologickych vizob-
nych testov. Pozri: US patenty &. 4 366 241; 4 376 110; 4 517
288 a 4 837 168. Prehlad vieobecnych imunotestov sa nachadza
tiez v Methods in cell biology, zv. 37, Asai, ed. Academic
Press Inc. New York, 1993; Basic and clinical immunology 7.
vydanie, Stites and Terr ed. 1991. Imunologické v&dzobné testy
(alebo imunotesty) vSeobecne pouZivaji ligand (napriklad
EGFRVIII) pre Specifickd vdzbu na- a ¢asto imobilizovani pro-
tildtku. Protildtky, pouZivané v imunotestoch podla predkla-
daného vyndlezu suU podrobne popisané vydiie.

Imunotesty tieZ cCasto pouzivaju pre stanovenie &peci-
fickej vazby a oznacenie vazobného komplexu ligand-proti-
latka, oznacené c¢inidlo. Samotné znadiace &inidlo méZe byt
Jedna zo zloZiek protildtka-analyticky komplex, napriklad,
protilatka voc¢i EGFRvVIII. Znaliace ¢&inidlo mdZe byt alter-
nativne tretou zloZkou, akou je ind protilatka, ktora sa
Specificky viaZe na protilatka-EGFRvIII proteinovy komplex.

V jednom uskutolneni je kompetitivny test zaloZeny na
tom, Ze oznaCené Cinidlo je druhd protilatka vol&i EGFRvVIII.
Dve protilatky tak sutaZia o naviazanie na imobilizovany
EGFRVIII. Ked je afinita prvej protildtky porovnavanad s MR1,
druhou protilatkou mdéZe byt MR1. Pri nekompetitivnom uspo-

riadani EGFRvVIII protilatke chyba oznadenie, ale oznadena je
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druhd protildtka, ktord Jje 3pecifickd vodi anti-EGFRvVIII
protilatkam, napriklad my3ia, a ktora sa viaZe na anti-
EGFRVIII protilétku.

;Ako oznafujuce ¢inidld mdéZu byt tieZz pouZité  ine
proteiny, ktoré su schopné Specificky sa viazat '‘na imuno-
globulinové konZtantné oblasti, (protein A alebo G). Tieto
proteiny st zvyCajne suastou bunkovych stien stafylokokovych
baktérii. Maji silni neimunitnd reaktivitu s konStantnymi
oblastami réznych druhov imunoglobulinov. Pozri: Kronval a
spol., J. Immunol. 111:1401-1406, 1973 a Akerstrom a spol.,
J. Immunol. 135:2589-2542, 1985.

Po zmiedani reakénych &inidiel mdéZu byt potrebné kroky
inkubacie a/alebo premyvania. Inkubdcia mbéZe trvat v rozsahu
od 5 sekund do niekolko hodin, vyhodne trvd 5 minat aZ 24
hodin. Inkuba&ny ¢&as bude =zavisiet od usporiadania testu,
protilatky, objemu roztoku, koncentracii a podobne. Zvycajne
sa testy uskuto&fiuju pri izbovej teplote, av3ak si moiné aj
teploty v rozsahu 4 °C az 40 °C.

Podrobnosti uskuto&nenia imunotestov podla predkladaného
vynalezu sa mdzZu 1lisit v konkrétnych usporiadaniach, ale
spdsob detekcie anti-EGFRvVIII protilatok vo vzorke s obsahom
protilatky, predstavuje vSeobecne kontakt vzorky s proti-
latkou, ktorad Specificky reaguje, za imunologickych reakénych

podmienok, s komplexom EGFRvIII-protiléatka.

V. Priprava imunokonjugatov

Anti-EGFRVIII protilatky, pripravené podla predkladaného
vynalezu, mdé%u byt pripojené na efektorové molekuly (EM) cez
karboxylovy koniec EM, aminokyselinovy koniec EM, cez
vnitorny aminokyselinovy zvyZok EM, ako je cystein, alebo ich
kombinacie. Podobne EM méZ*e byt pripojend priamo na taZky,

lahky, Fc (konitantna oblast), alebo ¢itacie ramce protilat-
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ky. Vazba mdze byt uskutolnend cez amino- alebo karboxylovy
koniec protilatky, alebo cez vnitorny aminokyselinovy zvySok.
Ked PE alebo jeho cytotoxicky fragment bol pouZity ako EM,
vdzby na-, alebo blizko. karboxylového konca sa uskutoénia
tak, Ze predlZuju alebo pridavaju (ked e védzba na:C konci)
sekvenciu, ktora pésobi ako signdlna sekvencia smerujica
molekulu do cytozolu. V odbore si znéme vhodné signdlne
aminokyselinové sekvencie, ako sU REDLK (sekvencia nativneho
PE v jednopismennom kdéde), KDEL, RDEL a opakovania KDEL.
Pozri: WO 91/18099. Via EM molektl (napriklad 2 aZ 10) mdze
byt pripojenych na anti-EGFRvVIII protildtku a/alebo viac
protilatok (napriklad 2 aZ 5) mdZe byt naviazanych na EM. Vo
zvlast vyhodnom uskutodneni KDEL je C koncovd sekvencia.
Molekula vytvorend védzbou efektorovej molekuly na protildtku,
je znédma ako imunokonjugat.

LieCebna latka je latka s konkrétnou biologickou aktivi-
tou, smerovanou vocCi konkrétnej cielovej molekule alebo bunke
s cielovou molekulou. Odbornik vie, Ze lie&ebné latky mdZu
zahrniovat rdézne lieky, ako Jje vinblastin, daunomycin a
podobné, cytotoxiny, ako je nativny alebo modifikovany pseu-
domonadovy exotoxin alebo toxin za8krtu, opdzdrovacie latky
(napriklad lipozdmy), ktoré obsahuju farmakologické pros-
triedky, radioaktivne ¢inidla, ako su '?°1, 3?p, ¢, %H a ¥s a
iné ¢inidla, cielové Casti a ligandy.

Vyber konkrétnej liecCebnej 1latky =zavisi na konkrétnej
cielovej molekule alebo bunke a urditom biologickom u&inku,
ktory je potrebné vyvolat. Napriklad, liedebn& latka mdZe byt
cytotoxin, ktory sa pouZije na usmrtenie konkrétnych
cielovych buniek. Ked je vhodné vyvolat len neletdlnu bio-
logickt odpoved, mbéZe byt terapeutickd latka konjugovana na
neletalne farmakologické ¢inidlo alebo lipozdém, ktory obsa-

huje neletdlnu farmakologickd latku.
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Podla tu popisanych lieclebnych latok a protildtok, mdie
odbornik lYahko pripravit rézne klény, ktoré obsahuji funkéné
ekvivalenty nukleovych kyselin, ako su nukleové kyseliny,
ktoré sa 1li%ia sekvenciou, ale kédujui rovnaky EM alebo
~sekvenciu protilatky. Predkladany vyndlez popisuje nukleové
kyseliny, ktoré kéduju protildtky a konjugaty a ich fuzne

proteiny.

A. Rekombinantné metddy

Sekvencie nukleovych kyselin podla predkladéného vyna-
lezu mdéZu byt pripravené vhodnou metddou, ktogé zahrnuje,
napriklad, klénovanie vhodnych sekvencii alebo priamu chemic-
ki syntézu, metédami ako su fosfotriesterova metdda (Narang a
spol., Meth. Enzymol. 68:90-99, 1979), fosfodiesterovd metdda
(Brown a spol., Meth. Enzymol., 68:109-151, 1979), dietylfos-
foramiditova metdéda (Beaucage a spol., Tetra. Lett., 22:1859-
1862, 1981) a fosforamidittriesterovd metdéda na pevne] faze
(Beaucage a Caruthers, Tetra Lett., 22(20):1859-1862, 1981).
Méze byt pouZzity tieZ automaticky syntetizator (Needham-
VanDevanter a spol., Nucl. Acids Res. 12:6159-6168, 1984) a
metéda na pevnom povrchu popisand v US patente ¢. 4 458 066.
Chemick4 syntéza vytvéra jednovléknové oligonukleotidy. Tieto
mdézu byt konvertované na dvojvlaknova DNA hybridizéciou
s komplementdrnou sekvenciou, alebo polymerizdciou s DNA
polymerdzou, pri pouziti jedného vldkna ako templéatu.
Odbornik vie, Ze kym chemickd syntéza DNA je obmedzena na
sekvencie s asi 100 bazami, dlh3ie sekvencie mdZu byt ziskané
ligaciou krat$ich sekvencii.

Vo vyhodnom uskuto¢neni predkladaného vynalezu su
sekvencie nukleovych kyselin pripravené klénovanim. Vhodné
klénovacie a sekven&né techniky a navody, vhodné pre od-

bornikov, sa nach&dzaji v uéebniciach Sambrook a spol.,
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Molecular cloning: a laboratory manual (2. vydanie), zv. 1 aZ%
3, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, Berger and Kimmel
eds.; Guide to Molecular Cloning Techniques, Academic Press,
Inc., San Diego CA, 1987, alebo  Ausubel a spol. (vyd.),
Current Protocols in Molécﬁlar Biology, Greene Publishing é
Wiley-Interscience, NY, 1987. Informdcie o vyrobkoch od
vyrobcov biologickych ¢&inidiel a =zariadeni poskytuju tiez
uZzitoCné informacie. Vyrobcovia s0, napriklad, SIGMA Chemical
Company (Saint Louis, MO), R&D systems (Minneapolis, MN),
Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH
Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA), Chem Genes Corp., Aldrich
Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc., GIBCO
BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka
Chemica-Biochemica Analytica (Fluka Chemie AG, Buchs,
Svajéiarsko), Invitrogen (San Diego, CA) a PE Applied
Biosystems (Foster City, CA), rovnako a iné komeré&né zdroje
zndme odbornikom.

Nukleové kyseliny, ktoré kéduji nativne efektorové mole-
kuly (EM) alebo anti-EGFRVIII protildtky, mdéZu byt zmenené a
vytvorit EM, protilatky alebo imunokonjugaty podla pred-
kladaného vyndlezu. V technike je dobre zndma modifikacia
cielenou mutagenézou. Nukleové kyseliny kédujlice EM alebo
anti-EGFRvIII protildtky, mdZu byt amplifikované metddami in
vitro. Amplifikacné metddy =zahrfiuju polymerdzovi retazovi
reakciu (PCR), ligézovl retazovt reakciu (LCR), amplifikaény
systém na zaklade transkripcie (TAS) a samostatny sekvenény
replikaény systém (3SR). Odbornici dobre poznaji rdzne
klénovacie metddy, rdzne hostitelské bunky a  in vitro
amplifikacné metéddy.

Vo vyhodnom uskutoéneni predkladaného vynalezu su
imunokonjugaty pripravené vloZenim cDNA, ktord kéduje anti-

EGFRVIII scFv protildtky do vektora, ktory obsahuje cDNA ké-
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dujucu EM. Inzercia sa uskutoénila tak, Ze scFv a EM su
&itané v &itacom ramci, ktory je v jednom nepreru$enom poly-
peptide obsahujucom funk&nd Fv oblast a funkénd EM oblast.
Vo zvladt vyhodnom uskutoéneni je cDNA kédujuca fragment
toxinu zaskrtu, ligovana do scFv tak, Ze toxin je umiestneny
na amino zakon&eni scFv. V najvyhodnejsSom uskutoéneni je cDNA
kédujica PE alebo jeho cytotoxicky fragment ligovand s scFv
tak, Ze toxin sa nachddza na karboxylovom zakoneni scFv.
V najvyhodnej$om uskutoéneni je to cytotoxicky fragment PE38.

Ked st izolované a klénované nukleové kyseliny, ktore
' kéduju EM, anti-EGFRvIII protildtku alebo imunokonjugat podla
~ predkladaného vynalezu, vhodny protein mdéZe byt exprimovany
pomocou rekombinantne upravenych buniek, ako su bakteridlne,
rastlinné, kvasni&né bunky, bunky hmyzu a cicavcov. OcCakava
sa, e odbornici poznaju velké mnoZstvo expresivnych systémov
vhodnych pre expresiu proteinov, ako si E. coli, ini
bakteridlni hostitelia, kvasinky a rézne vyS3ie eukaryotické
bunky, ako su COS, CHO, HelLa a myeldémové bunkové linie.
Nebude uvedeny podrobny popis rdznych znémych metdd pre
expresiu proteinov v prokaryotickych alebo eukaryotickych
bunkach. Strudne, expresia prirodzenych alebo syntetickych
nukleovych kyselin, koédujicich izolované proteiny podla
vynédlezu, sa vSeobecne dosiahne pripojenim DNA alebo cDNA na
prométor (ktory Jje bud kon3titutivny alebo induktivny),
nasleduje inkorporacia do expresivnej kazety. Kazety mbéZu byt
vhodné pre replikdciu a integraciu bud v prokaryotickych
alebo eukaryotickych bunkdch. Typické expresivne kazety
obsahuju transkrip&né a translacné terminatory, iniciacné
sekvencie a promdétory, ktoré sG uZitolné pre regulaciu
expresie DNA kodujucej protein. Zvycajne mdzu byt kazety
umiestnené v plazmidoch, ktoré tiez obsahuju jeden alebo viac
génov rezistentnych voci antibiotikam. Pre ziskanie vysokej

expresie klénovaného génu je vhodné pripravit kazety, ktoré



40

obsahuju minimdlne silny promdétor pre riadenie transkripcie,
miesto vézby na ribozdm pre inicidciu translécie a trans-
krip&ny/translaény termindtor. E. coli obsahuje promdtor, ako
sa T7, trp, lac alebo lambda, miesto vdzby na ribozém a
prednostne transkripény termindlny signdl. Pre eukaryotické
bunky mdzZze kontrolnd sekvencia obsahovat prométor a vyhodne
posilova¢, odvodeny od imunoglobulinovych génov, SV40,
cytomegalovirusu a polyadenylacné sekvencie, a mdZe obsahovat
sekvencie zostrihu donora a zostrihu akceptora. Kazety podla
predkladaného vynadlezu mdéZu byt dobre znamymi spdsobmi, ako
je transformdcia chloridom vipenatym alebo elektroporécia,
prenesené do vybratej hostitelskej bunky, pre E. coli pdsobe-
nim fosforenanu vapenatého, elektroporacia alebo lipofekcia
pre cicav&ie bunky. Bunky, transformované kazetami, mdZu byt
vybraté ponocou rezistencie vo&i antibiotikam, ktora je
spdsobena génmi pritomnymi v kazetdch, ako su amp, kan, gpt,
neo a hyg gény. Vyhodnymi pre précu s fagmi su kanamycinova
rezistencia a ampicilinovd rezistencia.

Odbornik vie, Ze modifikdcie méZu byt uskutodnené na
nukleovej kyseline kodujucej polypeptid podla predkladaného
vynalezu (napriklad, anti-EGFRVIII protildtky, PE alebo imu-
nokonjugat, vytvoreny ich kombinadciou), bez zniZenia ich
biologickej aktivity. Pre wulah&enie klénovania mdéZu byt
uskuto¢nené niektoré modifikdcie, expresie alebo inkorpo-
rdcie cielovej molekuly do fuzneho proteinu. Odbornici dobre
poznaju takéto modifikdcie a zahrAujd, napriklad, pridanie
metioninu na amino zakonlenie pre zaistenie inicia&ného
miesta, alebo pridanie aminokyselin (napriklad, polyHis) na
niektoré zakonCenie pre vytvorenie spradvne umiestnenych
restrikénych miest, alebo tefminélnych kodénov, alebo
purifikacnych sekvencii.

Okrem rekombinantnych metdéd mdZu byt imunokonjugaty, EM
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a protilatky podla predkladaného vynalezu pripravené celé
alebo ako d&ast, pouzitim 3&tandardnej peptidovej synteézy.
Syntéza polypeptidov na pevnej faze podla predkladaného
vynalezu krat3ich ako 50 aminokyselin, mdze byt uskutolnena
pripojenim C koncovej aminokyseliny na nerozpustny nosig&,
nasleduje postupné pridadvanie dalSich aminokyselin do
sekvencie. Techniky pre syntézu na pevnej féze sui popisané v:
Barany a Merrifield, The peptides: analysis, synthesis,
biology. Zv.2: Special methods in peptide synthesis, cast A,
str. 3-284; Merrifield a spol., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-
2156, 1963 a Steward a spol., Solid phase peptide synthesis,
druhé vyd., Pierce Chem. Co., Rockford, III, 1984. Proteiny
vacsej dizky mézu byt syntetizované kondenzaciou amino a
karboxylovych koncov krat3ich fragmentov. Su dobre zname
metdédy tvorby peptidovych vézieb aktivaciou koncového karbo-
xylu (napriklad pouZitim vazobného &inidla N, N’ -dicyklohexyl-

karbodiimidu) .

B. Purifikacia
Rekombinantné imunokonjugéaty, protilatky a/alebo
efektorové molekuly podla vynalezu mdézu byt hned po expri-
movani purifikované 3tandardnymi postupmi, ako si precipi-
tacia siranom amonnym, afinitn& chromatografia, pouZitie
ionexovej a gélovej filtraénej koldny, nasadovej chromatogra-
fie a podobne (pozri: R. Scopes, Protein purification,
Springer-Verlag, N.Y. 1982). Vyhodné su CistejSie prostriedky
s 90 a? 95 % <&istotou a pre farmaceutické pouZitie Je
najvyhodnej8ia 98 aZz 99 % alebo vy3Sia &istota. Po purifi-
kédcii, ¢&iastodnej alebo na poZadovanu rovnorodost, by poly-
peptidy pre lielebné pouZitie nemali mat endotoxin.
" gt dobre =zname metddy pre expresiu Jjednoretazcovych

protilatok a/alebo znovuzloZenie do vhodnej aktivnej formy.
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Zahrriuju jednoretazcové protilatky =z baktérii, ako je E.
coli. Tieto metddy su aplikovatelné na protildtky podla
predkladaného vynélezu. Pozri: Buchner a spol., Anal.
Biochem. 205:263-270, 1992; Pluckthun, Biotechnology 9:545,
1991; Huse a spol., Science 246:1275, 1989 a Ward a spol.
Nature 341:544, 1989. VSetky citdcie si uvedené v literarnych
odkazoch.

Casto sa funk&éné heterolégne proteiny E. coli alebo
z inych baktérii izolované z inkluznych teliesok a vyZaduju
si rozpustenie pomocou silnych denaturadnych &inidiel. Po
tomto kroku nasleduje znovuzloZenie. Je dobre zname, Ze podas
purifikacie musi‘byt pritomné reduk&né ¢inidlo, ktoré redu-
kuje disulfidové mdstiky. Typicky pufer s redukénym &inidlom
obsahuje: 0,1 M Tris pH 8, 6 M guanidin, 2 mM EDTA, 0,3 M DTE
(ditioerytritol). Reoxidacia disulfidovych mostikov sa mdze
uskutocnit v pritomnosti tiolovych &inidiel nizkej molekulo-
vej hmotnosti v redukovanej aj oxidovanej forme tak, ako je
popisané v: Saxena a spol., Biochemistry 9:5015-5021, 1970,
uvedené v literdrnych odkazoch, a hlavne Buchner a spol.,
vySSie.

Renaturdcia sa zvy€ajne uskuto&ni zriedenim (napriklad
100 krat) denaturovaného a redukovaného proteinu v pufri pre
znovuzloZenie. Pufer typicky obsahuje: 0,1 M Tris pH 8, 0,5 M
arginin, 8 mM oxidovany glutation (GSSG), 2 mM EDTA.

Modifikaciou protokolu je purifikdcia dvojretazcovych
protilatok. Oblasti taZkého a lahkého retazca sd oddelene
rozpustené a redukované, potom sd zmieSané v pufri pre
znovuzloZenie. Vyhodny vytaZok sa ziska vtedy, ked tieto dva
proteiny si zmie$ané v ekvimoldrnom pomere, ktory nepresahuje
nadbytok 5 dielov jedného proteinu oproti druhému. Po ukon-
Ceni zmeny redox potencidlu je vhodné pridat do roztoku pre
znovuzloZenie prebytok oxidujiceho glutationu alebo inych

oxidaénych latok nizkej molekulovej hmotnosti.
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VI. Pseudomonadovy exotoxin a iné toxiny
Toxiny mdéZu byt pouZité s protildtkami podla predkla-

daného vyndlezu pre vytvorenie imunotoxinov. Vzorové toxiny

zahriuja ricin, abrin, toxin z&8krtu a ich podjednotky,.

rovnako aj botulinové toxiny A az F. Tieto toxiny st komeréne
dostupné (napriklad, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO).
Toxin zagkrtu Jje izolovany z Corynebacterium diphteriae.
Ricin ije 1lektin RCA60 =z Ricinus communis (Castor Dbean).
Termin tie? oznaduje jeho toxické varianty. Napriklad, pozri:
US patenty &. 5 079 163 a 4 689 401. Ricinus communis
aglutinin (RCA) sa vyskytuje v dvoch forméch, oznacenych
RCAgy a RCAjy9, podla ich molekulove] hmotnosti v rozsahu od
65 do 120 kDa (Nicholson a Blaustein, J. Biochim. Biophys.
Acta 266:543, 1972). A retazec je zodpovedny za inaktivaciu
syntézy pfoteinov a bunkovl smrt. B retazec viaZe ricin na
galaktézové zvysky na bunkovom povrchu a ulahCuje transport A
retazca do cytozolu (Olsnes a spol., Nature 249:627-634, 1974
a US patent &. 3 060 16)5.

Abrin =zahrifiuje toxické lektiny =z Abrus precatorius.
Toxické latky, abrin a, b, ¢ a d, maji molekulovi hmotnost 63
az 67 kDa a sU zloZené z dvoch polypeptidovych retazcov A B
spojenych disulfidom. A retazec inhibuje syntézu proteinov; B
retazec (abrin b) sa viaZe na galaktézové zvySky (pozri
Funatsu a spol., Arg. Biol. Chem. 52:1095, 1988 a Olsnes,
Methods Enzymol 50:330-335, 1978).

Vo vyhodnom uskutocneni predkladaného vyndlezu je toxin
pseudomonadovy exotoxin A (PE). Nativny PE je velmi aktivny
monomérny protein (molekulovd hmotnost 66 kDa), sekretovany
pPseudomonas aeruginosa, ktory inhibuje syntézu proteinov
v eukaryotickych bunkdch. Nativna PE sekvencia je popisana
v US patente &. 5 602 095, uvedeny v literarnych odkazoch.

Spésob u&inku PE je inaktivacia elongaéného faktora 2 (EF-2)
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ribozyldciou ADP. Exotoxin obsahuje tri $truktdrne domény,
ktoré spolu zodpovedaju za toxicitu. Doména Ia (aminokyseliny
1 az 252) sprostredkuje vazbu na bunku. Doména II (ami-
nokyseliny 253 aZ 364) je zodpovedna za translokaciu do
cytozolu.a doména III (aminokyseliny 400  a%? 613) éprostred-
kuje ADP ribozylaciu elongaéného faktora 2. Funkcia domény Ib
(aminokyseliny 365 az 399) nie je znama, hoci jej velka &ast,
aminokyseliny 365 aZz 380, méZu byt odstranené bez straty
cytotoxicity.

vyraz "pseudomonédovylexotoxin", tak ako sa tu pouzZiva,
sa tyka nativnej sekvencie, cytotoxickych fragmentov nativnej
sekvencie a konzervativne modifikovanych variantov nativneho
PE a Jeho cytotoxickych fragmentov. Vo vyhodnych uskutod-
neniach predkladaného vyndlezu bola molekula PE modifikovana
deléciou domény Ia pre =zniZenie alebo odstranenie nesSpe-
cifickej vazby toxinu. Cytotoxické fragmenty PE zahriiuju tie,
ktoré su cytotoxické s-, alebo bez nasledujicich proteoly-
tickych alebo inych spracovani v cielovej bunke (napriklad
ako protein alebo pre-protein). Cytotoxické fragmenty PE
zahrnuju PE40, PE38 a PE35. PE40 je odvodeny od PE jeho
skrdtenim, ¢o uZ bolo v minulosti popisané. Pozri: Pai a
spol., Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:3358-3362, 1991 a Kondo a
spol., J. Biol. Chem. 263:9470-9475, 1988). PE35 je 35 kDa
karboxylovy koncovy fragment PE, ktory v polohe 280 obsahuje
met, nasledujd aminokyseliny 281 a? 364 a 381 a? 613
nativneho PE. PE38 je skrdteny PE pro-protein a obsahuje
aminokyseliny 253-364 a 381-613 nativneho PE. PE38 je akti-
vovany na cytotoxickd formu pomocou jeho spracovania v bunke
(pozri: US patent ¢&. 5 608 039, zahrnuty do literarnych
odkazov) .

Vo zvlast vyhodnych wuskutoéneniach je PE38 toxické&

zlozka imunotoxinu podla predkladaného vynalezu. MéZu byt
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tiez ©pouZité cytotoxické fragmenty PE35 a PE40; tieto
fragmenty si popisané v US patentoch &. 5 602 095 a 4 892
827, zahrnuté v citovanej literatire. Pokusy s imunotoxinmi
na zaklade MR1 ukézali, Ze KDEL je vyhodnou modifikaciou C
koncovej sekvencie (pozri: Lorimer a spol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:14815-14820, 1996).

A. Konzervativne modifikované varianty PE

Konzervativne modifikované varianty PE alebo | ich
cytotoxické fragmenty maju aspofi 80 % sekvencnu podobnost,
vyhodne 85 % sekvendni podobnost, vyhodnej$ie aspon 90 5%
sekvendnu podobnost a najvyhodnejsie aspori 95 % sekvenénu
podobnost aminokyselin s PE38.

Vyraz ,konzervativne modifikované varianty” sa vztahuje
na sekvencie aminokyselin aj nukleovych kyselin. Vzhladom na
konkrétne sekvencie nukleovych kyselin sa konzervativne
modifikované varianty tykaji takych sekvencii -‘nukleovych
kyselin, ktoré kéduji zhodné alebo v podstate zhodné
sekvencie aminokyselin, alebo ked nukleova kyselina nekdduje
sekvenciu aminokyselin, v podstate =zhodnych so sekvenciou
nukleovych kyselin. 2 dbévodu degenerécie genetického kdédu,
kéduje dany polypeptid velké mnoistvo funkéne zhodnych
nukleovych kyselin. Napriklad vSetky koddény GCA, GCC, GCG a
GCU kédujd aminokyselinu alanin. V kazdej polohe, kde Jje
alanin 3pecifikovany kodénom, mdéze byt koddén pozmeneny za
niektory z uvedenych kodénov, bez zmeny kédovaného polypep-
tidu. Takéto varidcie nukleovych kyselin su ,tiché variacie”,
ktoré st jednym druhom konzervativne modifikovanych varian-
tov. Kazdd tu uvedend sekvencia nukleovych kyselin, ktora
k6duje polypeptid, popisuje tieZ vSetky moiné tiché varianty
nukleovej kyseliny. Odbornik vie, Ze kazdy koddén v nukleovej

kyseline (okrem AUG, ktory je zvylajne jediny koddén pre me-
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tionin a UGG, ktory je jedinym koddénom pre tryptofan) mdZe
byt modifikovany na ziskanie funkéne zhodnej molekuly. Preto
kazdad ticha& varidcia nukleovej kyseliny, ktord kéduje poly-
peptid, vyplyva z kaZzdej popisanej sekvencie.

Odbornik vie, Ze jednotlivé substitﬁcie, delécie alebo
adicie v sekvencii nukleovej kyseliny, v sekvencii peptidu,
polypeptidu alebo proteinu, ktoré menia, priddvajd alebo
deletuju jednu aminokyselinu alebo malé percento aminokyselin
v kdédovanej sekvencii, je «konzervativne modifikovany
variant”. Znamend to, Ze zamena ma& za V?Sledok substituciu

aminokyseliny chemicky podobnou aminokyselinou.

B. Urcenie cytotoxicity PE

Pseudomonadové exotoxiny, pouZité v predkladanom vyndle-
ze, mbézZu byt testované pre uréenie vhodnej cytotoxicity.
Napriklad, cytotoxicita je ¢asto hodnotena nepriamym meranim,
schopnostou pseudomonddového toxinu inhibovat syntézu pro-
teinov. Pozri: Lorimer a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:14815-14820, 1996. V tejto metdde sa hodnoti vychytdvanie
radioznacCenej aminokyseliny (uvedené v Prior a spol., Cell
64:1017-1023, 1991) bunkami, ktoré normédlne neexprimujd
EGFRVIII, ale ktoré boli transfektované EGFRvIII cDNA.
V uvedenych prikladoch bolo merané vychytdvanie triciovaného
leucinu v NR6M bunkdch (8vajciarske 3T3 bunky, pouZité preto,
Ze neexprimuju my3i EGFR a sU transfektované Iudskou EGFRvVIII
cDNA) . Takto mdze byt lahko testovand cytotoxicita cytotoxic-
kych fragmentov PE a konzervativne modifikovanych variantov
tychto fragmentov.

Cytotoxicita mnohych PE molekil mdéZe byt na suclasne
testovana znamymi metédami. Napriklad, na cytotoxicitu mdzu
byt testované podskupiny molek(l. Pozitivne reagujice pod-

skupiny molekul mdéZu byt rozdelené vizbou a opat testované a%
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do urd&enia vhodnych cytotoxickych fragmentov (fragmentu).
Tieto metdédy umoznujl rychly skrining velkého mnozstva cyto-

toxickych fragmentov alebo konzervatyvnych variantov PE.

C. Iné liecebné zlozky

Protilatky podla predkladaného vyndlezu mdéZu byt tiez
pouzité pre nasmerovanie mnohych rdznych diagnostickych alebo
liedebnych zludenin na bunky, ktoré na svojom povrchu
exppimujﬁ EGFRVIII. Protilatka podla predkladaného vynalezu,
ako je anti-EGFRVIII scFv, mbZe byt pripojehé priamo cez
linker na liek, takze Je priamo privedend na bunky, ktoré
maja na svojom povrchu EGFRvVIII. LieCebné latky zahrniuju také
zlu&eniny ako su nukleové kyseliny, proteiny, peptidy,
aminokyseliny alebo ich derivaty, glykoproteiny, radio-
izotopy, lipidy, uhlovodiky, alebo rekombinantné virusy. Lie-
tebné a diagnostické =zlozky nukleovych kyselin zahriiujn
antimediatorové nukleové kyseliny, odvodené oligonukleotidy
pre kovalentnd vézbu s jednovlaknitou alebo dvojvlaknitou DNA
a trojité oligonukleotidy.

Molekuly pripojené na anti-EGFRVIII protildtku mdzZu byt
volitelne v opuzdrenom systéme, ako je lipozém alebo micela,
ktoré obsahuju liedebnt zloZku ako je liek, nukleovu kyselinu
(napriklad antimedidtorovi nukleovu kyselinu), alebo iné lie-
tebné zlozky, ktoré s prednostne chrénené pred priamym
pdsobenim obehového systému. Prostriedky pre pripravu lipozé-
mov, pripojenych na protildtky, su dobre zndme v odbore.
Pozri: US patent &. 4 957 735 a Connor a spol., Pharm. Ther.
28:341-365, 1985.

D. Detekovatelné znaciace molekuly
Protilatky podla predkladaného vynalezu mdZu byt voli-

telné kovalantne alebo nekovalentne pripojené na detekovatel-
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na znacCiacu molekulu. Detekovatelné znaciace molekuly, vhodné
pre takéto pouzitie, zahrifiuji ktorukolvek kompoziciu deteko-
vatelnu spektroskopicky, fotochemicky, biochemicky, imunoche-
micky, elektricky, opticky alebo chemicky. Vhodné znaclky
v predkladanom vynaleze zahrriujld magnetické gulicky (naprik-
lad Dynabeads), fluorescenné farbenie (napriklad fluore-
sceinizokyanat, texaskd Ccerveri, rodamin, zeleny fluoro-
scenny protein a podobne), radioaktivne prvky (napriklad °H,
1251, 35, M alebo *2p), enzymy (napriklad chrenové peroxidé-
za, alkalickd fosfatdza, luciferdza a iné beZne pouzivané
v ELISA) a kolorimetrické znalenia, ako je koloidné zlato
alebo farebné sklenené alebo plastové (napriklad polysty-
rénové, polypropylénové, latexové) gulidky.

Odbornici dobre poznajui prostriedky pre detekciu tychto
znaCiek. Napriklad, radioznalenie méZe byt detekované pouZi-
tim fotografického filmu alebo scintiladnych mera&ov, fluo-
rescenc¢né markery mdzZu byt detekované pouZitim fotodetektora
alebo hodnotenim emitovaného Ziarenia. Enzymatické znacdenie
je zvyCajne detekované po reakcii enzymu so substratom. Jed-
noduchou vizualizaciou farebnej znadiacej molekuly sa hodnoti

vysledny produkt, jeho kolorimetrické ozna&enie.

E. Konjugdcia na protildtku

V nerekombinantnych uskuto¢neniach predkladaného vynale-
zu su efektorové molekuly, napriklad lie&ebné, diagnostické
alebo detek&éné aktivne zloZky, pripojené na anti-EGFRvIII
protilatky pouZitim niektorého z velkého mnoZstva prostried-
kov. Podla predkladaného vynalezu mdéZu byt pouZité kovalentné
a aj nekovalentné prostriedky pripojenia na anti-EGFR
protilatky.

Postup pripojenia efektorovej molekuly na protilatku sa

bude 1i8it podla chemickej Struktury EM. Polypeptidy zvy&ajne
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obsahuju rbézne funkcné skupiny; napriklad karboxylovua (COOH),
volny amin (-NH;) alebo sulhydrylovi (-SH) skupinu, ktoré su
dostupné pre reakciu s vhodnou skupinou na protilatke;
vysledkom je naviazanie efektorovej molekuly.

Protilatka mdzZe byt volitelné pozmenend tak, aby vysta-
vila alebo mohla pripojit daldie funkéné skupiny. Zmena mdZe
zahriiovat pripojenie niektorej z mnoZstva linkerovych mole-
kil, ako sU tie, ktoré dodadva Pierce Chemical Company,
Rockford, Illinois.

,Linker”, ako sa tu pouZiva, 3Jje molekula, ktora Jje
pouzitd k pripojeniu protildtky na efektorovd molekulu.
Linker je schopny tvorit kovalentné vazby s protildtkou a aj
s efektorovou molekulou. Odbornici dobre poznaji vhodné
linkery, sud to, okrem inych, nerozvetvené alebo rozvetvené
retazce uhlikovych linkerov, heterocyklické uhlikové linkéry
alebo peptidové linkery. Ked protilatka a efektorovd molekula
s polypeptidy, linkery mdéZu byt aj pripojené na zakladné
aminokyseliny cez 1ich vedlajSie skupiny (napriklad cez
difulfidovi vazbu na cystein). Vo vyhodnom uskutocneni
predkladaného vyndlezu budu likery pripojené na alfa uhlik
amino a karboxylovych skupin koncovych aminokyselin.

Ked imunokonjugat dosiahne <ciel, Jje niekedy vhodné
odstranit z protilédtky efektorovd molekulu. V takychto pripa-
doch budt imunokonjugaty obsahovat véazby, ktoré si schopné
oditiepenia v blizkosti cielového miesta. OdStiepenie linkera
pre uvolnenie efektorovej molekuly z protildtky sa mdZe
rychlo uskutoénit enzymaticky alebo v takych podmienkach, ked
imunokonjugat je vo vnutri cielovej bunky alebo v blizkosti
cielového miesta. Ked cielovym miestom je nédor, mdZie byt
pouzity linker, ktory sa odStiepi v podmienkach, pritomnych
v mieste nadora (napriklad, ked je vystaveny enzymom Spo-

jenych s nddorom, alebo kyslému pH) .
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Vzhladom na velké mnoZstvo publikovanych metéd pre
pripojenie rdznych radiodiagnostickych zlG&enin, radiotera-
peutickych zluCenin, liekov, toxinov a inych latok na pro-
tilatky, bude odbornik schopny vybrat vhodnt metédu pre

pripojenie daného ¢inidla na protildtku alebo iny peptid.

VII. Farmaceutické kompozicie a davkovanie

Kompozicie s protildtkami a/alebo imunokonjugdtmi podla
predkladaného vynédlezu (napriklad PE pripojeny na protildtku
S Kg pre epitop EGFRvVIII niZSou aspod o 1 nM ako ma MR1l) st
vhodné pre podavanie do mozgu. PouZitie imunotoxinov pre
lieCenie mozgového nadora bolo nedavno publikované (Oldfield
E. a Youl R., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 234:97-114,
1998). Malé peptidy prenikaji hematoencefalickou bariérou.
Spbsoby podavania do mozgu pre peptidy, ktoré neprechidzaju
hematoencefalickou bariérou si dobre zname. Napriklad,
proteiny, polypeptidy alebo iné zlu&eniny a bunky, méZu byt
podané do mozgu cicavca intracerebroventrikuldrnou (ICV)
injekciou alebo cez kanylu (pozri: Motta a Martini, Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 168:62-64, 1981; Peterson a'lspol.,
Biochem. Pharmacol. 31:2807-2810, 1982; Rzepczynski a spol.,
Metab. Brain Dis. 3:211-216, 1988; Leibowitz a spol., Brain
Res. Bull. 21:905-912, 1988; Sramka a spol., Stereotact.
Funct. Neurosurg. 58:79-83, 1992; Peng a spol., Brain Res.
632:57-67, 1993; Chem a spol., Exp. Neurol. 125:72-81, 1994;
Nikkhah a spol., Neuroscience 63:57-72, 1994; Anderson a
spol., J. Comp. Neurol. 357:296-317, 1995; Brecknell a
Fawcett, Exp. Neurol. 138:338-344, 1996.

Napriklad, glioblastém mbéZe byt o3etreny lok&lne cez
kanylu alebo injekciou do tkaniva v okoli néadora, alebo
vSeobecne do casti centrdlneho nervového systému ICV. Okrem
toho, imunokonjugaty méZiu byt podavané systémovo tam, kde
napriklad, glioblastdém pofkodil epitelové bunky pacienta tak,

Ze mbZe byt prekonand hematoencefalicka bariéra.
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Protilatka alebo imunokonjugdty podla predkladaného
vyndlezu mdZu byt tieZ podavané lokalne alebo systémovo pre
o%etrenie nadorov prsnika, vaje¢nikov a pluic. Napriklad,
tieto rakoviny mdZu byt tieZz oSetrené priamo injekciou do
nadorov, ktoré hemdiu byt chirurgicky odstranené. Tieto
karcinémy mdzu byt o3etrené pdvodnym podanim imunokonjugatov,
napriklad, pre lokalizdciu a usmrtenie metastazujucich
buniek, ktoré edte nevytvorili nador dostatoénej velkosti pre
liedenie radidciou alebo chirurgicky, alebo pre istejSiu a
Iah3iu detekciu.

Kompozicie pre podavanie budd zvyCajne obsahovat roztok
protilatky a/alebo imunokonjugétu, rozpusteného vo farma-
ceuticky vhodnom nosi&i, vyhodne vodnom nosii. MO6Zu byt
pouzité rdzne vodné nosice, napriklad pufrovany fyziologicky
roztok a podobne. Tieto roztoky su sterilné a bez pritomnosti
nevhodnych latok. Tieto roztoky mdéZu byt sterilizované dobre
znamymi sterilizaénymi technikami. Tieto kompozicie mdzZu
obsahovat farmaceuticky vhodné pomocné 1léatky, ked si to
vyzaduje pribliZenie k fyziologickym podmienkam, ako je pH,
pouzije sa pufrovacie ¢&inidlo, toxicitu upravujuce ¢&inidléa a
podobne, napriklad octan sodny, chlorid sodny, chlorid dra-
selny, chlorid véapenaty, mlie¢nan sodny a podobne. Koncen-
tracia fuzneho proteinu v tychto prostriedkoch sa mdZe znaclne
1i3it a bude vybratd hlavne na zdklade objemu kvapaliny,
viskozite, telesnej hmotnosti a podobne, v suhlase s kon-
krétnym spdsobom poddvania a podla pacientovych potrieb.

Typickd farmaceutickd imunotoxinova kompozicia podla
predkladaného vynadlezu pre podavanie do mozgu mbZe byt 1,2 az
1 200 pg denne. Kompozicia pre vnatrozilné podavanie pre
liedenia karcinému prsnika, vaje&nikov alebo plic je 0,1 az
10 mg/pacient/defi. M&%u byt pouzité davky 0,1 az 100

mg/pacient/defi, hlavne ked je liek podavany do izolovaného
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miesta a nie do obehového alebo lymfatického systému, ako do
vnutra telesnej dutiny alebo do vnitra orgdnu. Aktudlne metd-
dy pre pripravu kompozicii pre poddvanie sd zndme odbornikom
a su podrobne popisané v takych publikdcidch ako Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 19. vydanie, Mack Publishing Compa-
ny, Easton, Pennsylvania, 1995.

Kompozicie podla predkladaného vynidlezu mdézu byt podava-
né pre lieCebné GCely. Pri lielebnej aplikacii st kompozicie
podavané pacientovi s ochorenim ako je glioblastdém, rakovina
prsnika, rakovina vajecnikov alebo rakovina plic, v mnoZstve
dostatocnom pre asponl spomalenie alebo &iasto&né zastavenie
ochorenia alebo jeho kompliké&cii. MnoZstvo, zodpovedajuce to-
muto uskutolneniu, je definované ako ,liedebna U&inna davka”.
Ucinné mnoistvo pre takéto pouZitie bude zavisiet od zavasi-
nosti ochorenia a vSeobecne od stavu pacientovho zdravia.
U¢inné mnoZstvo zludeniny je také, ktoré zaistuje bud sub-
jektivnu ulavu symptému (symptémov), alebo objektivne identi-
fikovatelné =zlep3enie, ktoré pozoruje odbornik na klinické
lieCenie, alebo iny kvalifikovany pozorovatel.

Jednordzové alebo viacnadsobné podévanie kompozicii zavi-
si od davky a jej opakovania, v zdvislosti od tolerancie
pacienta. V kaZdom pripade prostriedok by mal zaistit dosta-
toCné mnoZstvo proteinov podla predkladaného vynalezu pre
U¢innt liecbu pacienta. Vyhodne sa podava davka naraz, ale
mdZe byt podavand opakovane, kym sa nedosiahne lie&ebny vy-
sledok, alebo aZ kym vedlaj$Sie u&inky neprerudia liecdbu. Vie-
obecne, davka je dostatolnd pre lieCenie alebo zlep3enie sym-
ptémov alebo prejavov ochorenia vtedy, ked u pacienta nevyvo-
lava neprijatelné toxické pdsobenie.

Kontrolovane uvolflované parenteralne prostriedky imuno-
konjugatov podla predkladaného vynadlezu mdéZu byt pripravené

ako implantaty, olejové injekcie, alebo ako systém castic.
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Siroky prehlad systémov, ktoré nesi proteiny je uvedeny v:
Banga, A.J., Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation,
Processing and Delivery Systems, Technomic Publishing
Company, . Inc., Lancaster, PA, 1995, zahrnuté v literarnych
odkazoch. Konkrétne systémy castic zahrifiuje mikrogulicky,
mikrodastice, mikrokapsule, nanokapsule, nanogulic¢ky a nano-
Zastice. Mikrokapsule obsahuju 1liecebny protein ako cen-
trdlne jadro. V mikroguliékdch je liek dispergovany v celej
Gastici. Castice, mikrogulicky a mikrokapsule mendie ako 1 um
sa vieobecne nazyvaju nanodastice, nanogulic¢ky a nanokapsule.
Kapiladry maju priemer pribliZne 5 um, takZe len nanoCastice
su podavané intravendézne. Mikrocastice maju zvyéajne priemer
100 um a st podavané podkoZne alebo injekéne do svalu. Pozri:
Kreuter, J., Colloidal Drug, Delivery Systems, J. Kreuter,
vyd., Marcel Dekker, Inc., New York, NY, str. 219-342, 1994;
Tice a Tabibi, Treatise on Controlled Drug Delivery, A.
Kydonieus, vyd., Marcel Dekker, Inc., New York, NY, str. 315-
339, 1992 (obe citécie si zahrnuté v zozname literatury).
Polyméry mdZu byt pouZzité pre 1idnovo kontrolované
uvolfiovanie parenterdlnych kompozicii podla predkladaneho
vyndlezu. V odbore su zname rdézne degradovatelné a nedegrado-
vatelné polymérne matrice pre kontrolované dodavanie lieku
(Langer R., Accounts Chem, Res. 26:537-542, 1993). Napriklad,
blokovy kopolymér, polaxamer 407, existuje ako viskézna eSte
pohybliva kvapalina pri niZsich teplotach, ale tvori polo-
pevny gél pri telesnej teplote. Ukédzal sa ako U&inny nosicg
pre pripravu prostriedkov- a nepretriité dodavanie rékombi-
nantného interleukinu-2 a uredzy (Johnston a spol., Pharm.
Res. 9:425-434, 1992; Pec a spol., J. Parent. Sci. Tech.
44(2):58-65, 1990). Pre kontrolované uvolfovanie proteinov
mdéze byt volitelne pouzity ako mikronosic hydroxyapatit
(Ijntema a spol., Int. J. Pharm. 112:215-224, 1994). V inom

uskuto&neni s pre kontrolované uvolfiovanie pouzité lipozdmy
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a lipidom obalené lieky (Betageri a spol., Liposome Drug
Delivery Systems, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster,
PA, 1993). Je znamych vela dalSich systémov pre kontrolované
uvolnovanie lieCebnych proteinov. Pozri: US patenty &. 5 055
303, 5 188 837, 4 235 871, 4 501 ?28, 4837 028, 4 957 735 a
5 019 369, 5 055 303; 5 514 670; 5 413 797; 5 268 164; 5 004
697; 4 902 505; 5 506 206, 5 271 961; 5 254 342 a 5 534 496,
vSetky suU uvedené v literdrnych odkazoch.

Medzi rézne pouZitia imunotoxinov podla predkladaného
vyndlezu su zahrnuté podmienky ochorenia, spésobeného Speci-
fickymi Iudskymi bunkami, ktoré exprimujd EGFRvIII, ktoré
mézu byt eliminované toxickym u€inkom imunokonjugdtu. Vyhodné
pouzitie imunotoxinov podla predkladaného vynalezu je
lieCenie malignych buniek exprimujicich EGFRvIII. Prikladmi
malignych buniek sU bunky glioblastému, karcindmu prsnika,

karcinomu vajeénikov a karcinému pluc.

VIII. Diagnostické kity a in vitro pouzitie

V inom uskutocCneni predkladany vyndlez popisuje kity pre
detekciu EGFRVIII v biologickej vzorke. ,Biologickd vzorka”,
tak ako sa tu pouZiva, je vzorka biologického tkaniva alebo
kvapaliny, ktora obsahuje EGFRvIII. Takéto vzorky obsahuijy,
neobmedzene, tkanivo z biopsie, hlieny, plodovi vodu, krv a
krvné bunky (napriklad biele krvinky). Kvapalné vzorky mézu
byt rbzne dblezité, vSeobecne nie si uprednostfiované preto,
ze detekovatelné koncentrdcie EGFRvVIII st v tychto vzorkéch
zistené len ojedinele. Biologické vzorky tie? zahriiuju &asti
tkaniv, ako s4 zmrazené <casti odobraté pre histologické
vySetrenie. Biologickd vzorka sa zvy&ajne ziska z viacbun-
kového eukaryonta, vyhodne =z cicavca, ako je potkan, mys,
krava, pes, morCa alebo krdlik a vyhodnejdie z primatov ako
si opice a S$impanzy. Najvyhodnej$ia biologickd vzorka je

Iudskd vzorka.
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Kity budd zvycajne obsahovat anti-EGFRVIII scFv podla
predkladaného vynalezu, ktoré si viac afinitné pre EGFRVIII
ako pre MRl scFv.

Kity buda zvyéajne obsahovat navod, popisujici spdsob
pouZitia protilatky podla predkladaného vyndlezu (napriklad -
pre detekciu buniek obsahujicich EGFRVIII vo vzorke). Tieto
kity mdézu tieZz obsahovat dalSie =zlozZky pre ulahCenie
konkrétnej aplikacie, pre ktord bol kit navrhnuty. Napriklad,
kit mdZe obsahovat tieZ prostriedky pre detekciu oznacenia
(napriklad, enzymové substraty pre enzymatické oznacenie,
sadu filtrov pre detekciu fluorescené¢ného oznacenia, vhodné
sekundarne oznadenia, ako je ov&ia protimySia HRP, a
podobne) . Kity mdZu tiez obsahovat pufre a dalSie <¢inidla
bezne pouzivané pre konkrétnu metédu. Odbornici dobre poznaju
takéto kity a vhodny obsah.

V jednom uskutoéneni predkladaného vynalezu obsahuje
diagnosticky kit imunotest. Ako je uvedené vy3sie, aj ked sa
podrobnosti imunotestov podla predkladaného vynalezu mdzZu
1i3it pri konkrétnom pouZiti, spdsob detekcie EGFRVIII v bio-
logickej vzorke predstavuje kroky kontaktu biologickej vzorky
s protilatkou, ktord 3Zpecificky reaguje, za podmienok imuno-
logickej reakcie, s EGFRVIII vy8Sou afinitou k EGFRVIII ako
MR1 scFv. Protilatka sa mdéZe viazat na EGFRvVIII za podmienok
imunologickej reakcie a pritomnost naviazanej protilatky Jje
detekovand priamo alebo nepriamo.

ZvySend afinita protilétpk 'vyvinuthh tu uvedenymi
spdsobmi, v porovnani s scFv; oznacene]j ako MRl—i, protiiétky
tu popisané budd hlavne uZitolné ako diagnostické ¢inidla a
v in vitro testoch pre detekciu pritomnosti EGFRVIII
v biologickych vzorkdch. Napriklad, MR1-1 a dalSie proti-
latky, pripravené tu uvedenymi spdsobmi, mdéZu byt pouZité ako
cielove c&asti imunokonjugdtov v imunohistochemickych testoch

pre uréenie, &i vzorka obsahuje bunky exprimujuce EGFRvIII.
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Ked jJje vzorka odobratd =z tkaniva pacienta, ktoré normdlne
neexprimuje EGFRVIII, mdZe detekcia EGFRvVIII indikovat bud
to, Ze pacient ma rakovinu charakterizovani pritomnostou
buniek exprimujucich EGFRvVIII, alebo Ze liedenie takejto
rakoviny nebolo e$te G&inné. Odbornici ocenia, ze protilatky
vo€i EGFRvVIII podla predkladaného vynalezu, pripojené na
vhodna znacku, mdZu byt podobne pouZité in vivo, na detekciu
pritomnosti buniek exprimujicich EGFRvIII, &im sa u pacienta
indikuje pritomnost rakoviny charakterizovanej pritomnostou
buniek exprimujlcich EGFRvVIII, alebo #%e liedenie takejto

rakoviny nebolo e3te uUspesné.

Popis obrazkov

Obrdzok 1. Obrdzok 1 ukazuje stratégiu pre PCR
konStrukciu kniZnic mutacii. A. pCANTABS5E-MR1 bol pouZity ako
templat pre amplifikaciu za pouZitia priméru so sekvenciou
proti smeru, S1, a priméru v smere expresie, CDR3H b, d alebo
f, ktoré obsahuju degenerdcie (NNS) v cielovych oblastiach.
B. pCANTABSE-MR1 bol pouZity ako templadt pre amplifikaciu,
ktora vyuZiva produkty reakcie =z kroku A ako priméry so
sekvenciou proti smeru expresie a priméry so sekvenciou
v smere expresie AMBN. C. Produkty reakcie B su zostrihnuté a
klénované do pCANTABSE.

Obrazok 2. BIAcore senzorgram MR1, MR1-1 a MRl s S98P a¥
T99Y mutdciami vo VH CDR3.

Obrazok 3. PreZivanie potkanov bez tymusu s vnutro-
mozgovym‘nédorom Tudskych gliéblastéhonch buniek, ktoré boli
transfektované EGFRVIII, po oSetreni MR1-1 cielovym
imunotoxinom. Os Y zaznamendva percento preZivajicich zvierat
v danom cCase. Os X vyjadruje dobu prezivania v dfoch.
Legenda: MR1-1 oznacuje imunotoxin MR1-1-PE38. Plné koso-

Stvorce - zvieratd dostdvali v 24 hodinovych intervaloch
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infizne 6 ug imunotoxinu MR1-1-PE38 pocdas 7 dni. Préazdny
trojuholnik: zvieratd dostédvali v rovnakom casovom reZime 2
pg imunotoxinu MR1-1-PE38. Prazdny kruh: kontrolné zvierata
dostdvali v rovnakom Casovom rezime fyziologicky roztok.

Obrézok 4: PreZivanie potkanov bez tymusu s vnitromoz-
govym nadorom ludskych glioblastémovych buniek, ktoré boli
transfektované EGFRvIII, po oSetreni MR1-1 cielovym imuno-
toxinom alebo fyziologickym roztokom ako kontrolou. Os Y
zaznamenava percento preZivania v danom ¢ase. Os X udava dobu
prezivania v diloch. Legenda: MR1-1 oznaCuje imunotoxin MR1-1-
PE38. Prazdne koso$tvorce - zvieratd dostavali v 24 hodino-
vych intervaloch infdziou 0,2 ug imunotoxinu MR1-1-PE38 (200
nl PBS s 0,2 % HSA) poas 7 dni. Prazdny trojuholnik - zvie-
ratd dostévali rovﬁak?m spbésobom 0,6 ug imunotoxinu MR1-1-
PE38. Prdzdny kruh - zvieratd dostdvali rovnakym spdsobom 2
4g imunotoxinu MR1-1-PE38. ,X” - kontrolné zvieratd dostévali
rovnakym spdsobom fyziologicky roztok.

Obrazok 5. Prezivanie potkanov bez tymusu s neoplastic-
kou meningitidou vyvolanou intratekalnou injekciou Iudskych
glioblastémovych  buniek, transfektovanych  EGFRVIII, po
o%etreni MR1-1 cielovym imunotoxinom alebo fyziologickym roz-
tokom, ako kontrolou. Os Y zaznamenava percento prezivania
v danom &ase. Os X udava dobu preZzivania v diioch. Legenda:
MR1-1 znamend imunotoxin MR1-1-PE38. Trojuholniky - zvierata
dostavali 2 pg imunotoxinu MR1-1-PE38 (40 pl PBS s 0,2 % HSA)
na treti, piaty a siedmy defi po naolkovani nadora, celkovéa
dévka bola 6 ug. Kosodtvorce - zvieratd dostévali 1 pg imurno-
toxinu MR1-1-PE38 (40 pl PBS s 0,2 % HSA) na treti, piaty a
siedmy defi po naotkovani néadora, celkova davka bola 3 ug.
Kruhy - kontrolné zvieratd dostévali 40 ul PBS s 0,2 % HSA na
treti, piaty a siedmy defi po naockovani nadora.

Obréazok 6. Objem nddorov v priebehu Casu u potkanov bez
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tymusu, ktorym boli do pravého boku injek&ne podané Iudské
glioblastémové bunky transfektované EGFRvVIII, po oSetreni
MR1-1 cielovym imunotoxinom alebo fyziologickym roztokom, ako
kontrolou. Os Y zaznamendva objem n&dorov v mm’. Os X udava
¢as ‘v drioch od zahadjenia lieCby (zvieratd dostali injeké&ne
néddorové bunky 7 dni pred dfiom ,0”). Legenda: MR1-1 znamend
imunotoxin MR1-1-PE38. Stvorce - zvieratd dostavali 1 ug
bolusovu injekciu imunotoxinu MR1-1-PE38 (v 20 ul) 0., 2. a
4. den, celkova davka bola 3 pg. Trojuholnik hore - zvieratd
dostavali 2 pug imunotoxinu MR1-1-PE38 (20 ul fyziologického
roztoku) 0., 2. a 4. den, celkovd davka bola 6 qg.
Trojuholnik dole - zvieratd dostdvali bolusovu injekciu 3 ug

imunotoxinu MR1-1-PE38 (20 pl fyziologického roztoku) 0., 2.

a 4. den, celkovad davka bola 9 pg. KosoStvorce - kontrolné
zvieratd dostdvali 20 ul fyziologického roztoku 0., 2. a 4.
den.

Priklady uskutoCnenia vyndlezu

PRIKLAD 1
Stratégia vyvoja protildtok s lepSou vidzbou ako MR1.

Pre objavenie protildtok s lep$ou vdzbou na EGFRvVIII ako
MR1 bola pripravend fagova kniZnica s MR1 scFv. N&hodné
mutacie boli zavedené do komplementdritu urcujicej oblasti 3°
(V4CDR3) taZkych retazcov, ktord md hlavnu dUlohu pri védzbe na
-antigén (MacCallum a spol., J. Mol. Biol. 262:732-745,. 1996).
Selektivny vyber pomocou buniek exprimujicich EGFRvIII posky-
tol niekolko mutantov, ktoré, ked boli pouZité pre pripravu
imunotoxinov, mali zvy$enu afinitu, cytotoxicitu a vytaZok.
Analyza tychto wvariant wukézala, Ze v8etky majl mutéacie
lokalizované v oblasti VyCDR3, ktord je aktivnym miestom pre

hypermutaciu (Neuberger a spol., Curr. Opin. Immunol. 7:248-
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254, 1995; Jolly, C.J., Semin. Immunol. 8:159-168, 1996;
Neuberger a spol., Immunological Rev. 62:107-116, 1998).
Aktivne miesta sU definované konvenénymi sekvenciami G/A-G-
T/C-A/T alebo A-G-C/T. Posledneé obsahuju serinové koddny,
ktoré sa nachddzaji vo variabilnej doméne génov pre proti-
1a4tky (Goyenechea a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:13979-13984, 1996). Aktivne miesta sU oblasti, ktoré
v priebehu maturdcie protildtok mutujd s velkou frekvenciou.
Selektivny vyber v V4CDR3 kniZnici neposkytol Zziadne klény s
mutdciami mimo aktivneho miesta. Tento vysledok potvrdili
nedavne zistenia, Ze selektivny vyber produkuje mutanty so
zlepSenou afinitou (Chowdhury a spol., Nature Biotechnol.
17:568-572, 1999). Protilétka s najlep3ou vézbou selektivne
vybratd z VygCDR3 kniZnice bola pouZitd pre pripravu fagovej
kniZnice s ndhodnym vyberom aktivneho miesta v lahkom retazci
CDR3. Selektivny vyber =z tejto kniZnice poskytol viac

mutovanych klénov dokonca s lepSimi vlastnostami.

PRIKLAD 2
Konstrukcia kniZnice pre mutovany Vg

V4CDR3 M1 sa skladd z jedendstich aminokyselin. Ako je
uvedené v uvode, predpoklada sa, Ze dve z tychto aminokyselin
sa nezUdastfiuju vdzby na antigén. Zvy3nych devat aminokyselin
vo Vy bolo mutovanych substitdciou vSetkymi prirodzenymi
aminokyselinami, za prirodzene sa nachddzajice aminokyseli-
nové zvydky. Boli navrhnuté DNA oligoméry pré pripravu: troch
kniZnic, kazda s ndhodnym vyberom deviatich nukleotidov (tri
za sebou nasledujice aminokyseliny). MR1 fagemid bol pouZity
ako templat pre vloienie troch aminokyselin s n&hodnymi
zmenami v CDR3 taZkom retazci pomocou 3 samostatnych dvojkro-
kovych polymerdzovych retazovych reakcii (PCR) (Obrazok 1).

PouZité boli nasledujice oligoméry:
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CDR3Hb (5 " -CTTGGCCCCASNNSNNSNNAGAGGTACTAGAATAGCCTCTTGTGCA-3 "),
CDR3HA (5 "-CTTGGCCCCACATAGCATASNNSNNSNNAGAATAGCCTCTTGTGCA-3 "),
CDR3Hf (5 "-CTTGGCCCCACATAGCATAAGAGGTACTSNNSNNSNNTCTTGTGCA-3"),
S1 (5'-CAACGTGARAAAATTATTATTCGC-3 "),
AMBN (5° —GCTAA.ACAACTTTCAACAGTCTATGCGGGCAC— 37)

V prvom cykle PCR bolo pouZitych 50 pg fagemidu pCANTAB
5 E-MR1, ako templatu, v troch samostatnych reakciach pri
pouziti 20 pmol DNA oligoméru S1 spolu s 20 pmol DNA oligo-
méru CDR3Hb, CDR3Hd alebo CDR3Hf. Templdt a oligoméry boli
zmieS8ané s 2 Ready-To-Go PCR Beads (Pharmacia) v objeme 50 pl
a zmes bola cyklovand nasledovnymi krokmi: 1 cyklus pri
teplote 95 °C poCas 5 mindt, nasledovalo 30 cyklov pri
teplote 94 °C v trvani 1 mindty, a pri teplote 72 °C v trvani
1 minUta. Tieto reakcie vytvorili 407 bp produkty, ktoré
obsahuju mutécie. Produkty vytvorené v prvom kroku boli
pouzité ako priméry v troch samostatnych reakcidch s primérom
AMBN, pri pouziti MR1 fagemidu ako templatu. V tychto
reakciach bol pouZity 1 pl produktu z prvej reakcie s 20 pmol
DNA oligoméru AMBN a 50 pg fagemidu pCANTAB 5 E-MR1, ako
templatu. Priméry a templdty boli zmieSané s 2 PCR Beads
v objeme 50 ul a boli cyklované krokmi, ako je popisané
vySsie. Kazda reakcia vytvorila 876 bp kniZnicu. PCR produkty
boli zostrihané restrik&énymi enzymami Sfi a NotI, a potom
boli precCistené. 150 ng precistenych produktov PCR bolo
ligovanych s 250 ng fagového vektoru DNA pCANTAB 5 E (vopred
rozstrihnuté tak, ako dodéva'Pharmacia): Ligaéné zmesi boli
odsoleﬁé, a 40 ng =z kaZdej iigécie bolo lpouiit;’zch na
transformaciu E. coli TGl. Kazdd transformacia poskytla
pribliZne 1,5 x 10° klénov. Z transformovanych baktérii boli
potom ziskané fagové kniZnice. Bunky z kaZdej transformacie
rastli v 10 ml 2xYT médiu (16 g baktotrypton, 10 g bakto-

kvasni¢ny extrakt, 5 g NaCl/liter vo vode) s obsahom 2 %
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glukézy, pri teplote 37 °C a pohybe 250 RPM. Po hodine bol
pridany ampicilin (vyslednd koncentréacia 100 ug/ml) a 1x10°
plaky tvoriacich jednotiek (pfu) M13KO7 helper fégu. Kultury
rastli 1 hodinu, potom boli centrifugované a resuspendované v
10 ml 2xYT plus ampicilin (100 pg/ml) a kanamycin (50 ug/ml),
a potom réstli 16 hodin pri teplote 37 °C a pohybe 250 RPM.
Baktérie boli peletované centrifugdciou v Sorval SS34 rotore
pri 8 000 RPM 20 mindt. Supernatanty s obsahom féagov boli
prefiltrované cez 0,45 ym filtra¢ni jednotku. Fagy boli potom
precipitované pridanim 2 ml PEG, NaCl (20 % PEG 8 000 v 2,5 M
NaCl), a potom boli inkubované na lade po dobu 30 minut.
Precipitované fAgy boli centrifugované v rotore Sorval SS34
pri 10K RPM 20 mindt, potom boli resuspendované v 1 ml NTE
(100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA). ziskané fagové

kni?nice boli titrované a uskladnené pri 4 °C.

Selektivny vvyber z kniZnice pre VyzCDR3

NR6M bunky, ktoré rastli v DMEM s obsahom 10 % fetdlneho
hovadzieho séra plus 750 pg/ml G418, boli zozbierané pouZitim
0,02 % EDTA (Sigma, kat. &. E-8008). 2x107 buniek bolo
centrifugovanych a resuspendovanych v 10 ml chladného bloko-
vacieho pufru (2 % BSA, 0,02 % NaN3 v DPBS) a pomaly sa oté-
ali 1 hodinu pri teplote 4 °C. Potom boli bunky centri-
fugované a resuspendované v 5 ml chladeného blokovacieho
pufru. 1x10° fagov z kaZdej kniZnice pre tazky retazec CDR3
bolo pridanych k bunkovej suspepzii a zmes sa pomaly otadala
2 hodinY' pri teplote 4 ©°C. Bunky boli premyté dvakrat
chladnym blokovacim pufrom a resuspendované v 5 ml chladného
blokovacieho pufru. Ako kompetitivny inhibitor bol pridany
MR1dsFVPE38 (vyslednd koncentracia 2 puM) a suspenzia sa
pomaly otacala 2 hodiny pri teplote 4 °C. Bunky boli premyté

trikrdt 10 ml chladného blokovacieho pufru. Naviazané fagy
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boli eluované resuspendovanim premytych buniek v 1,5 ml lado-
vo chladnej 50 mM HCl a inkubované 10 minGt na lade. NR6M
bunky boli centrifugované a eluované fagy boli prenesené do
novej skumavky s obsahom ZOO‘ul 1 M Tris pH 8,0. Eluované
fagy boli titrované pre ur&enie podtu ziskanych fagov. 0,5 ml
eluovanych fagov bolo potom amplifikovanych vloZenim do E.

coli TGl pre pouZitie v dalSom cykle selektivneho vyberu.

Konstrukcia kniZnice mutovaného Vi

CDR3 s mutdciami v taZzkom retazci (S98P-T99Y) bol pouzi-
ty ako templat v dvojkrokovej PCR, kde sa uskuto&nil nadhodny
vyber aktivnych miest v lahkom retazci CDR3. V prvej reakcii
bolo 50 pg fagemidu s mutdciou tazkého retazca (S98?—T99Y)
zmieSanych S 20 pmol DNA oligomérov VLMUT (5°-
GATTACTACTGTTTGCAANNSNNSAACGTGCCTCTTACA-3°) a AMBN v objeme
50 ul. Zmes bola cyklovand rovnakymi krokmi ako boli pouzité
pre vytvorenie kniZnice pre taZky retazec CDR3. Reakcie
vytvorili 150 bp produkty obsahujice ndhodné ,aktivne miesta”
v lahkom retazci CDR3. Po predisteni, 1 pl produktu vytvo-
reného v prvom cykle PCR bol zmieSany s 20 pmol DNA oligoméru
S1, v druhom cykle PCR s 50 ug fagemid DNA obsahujicej
mutaciu tazkého retazca (S98P-T99Y) ako templatu. Templét a
priméry boli zmieSané s 2 PCR Beads v objeme 50 ul a cyklo-
vané v krokoch, ako je popisané vyééieﬂ Reakcie vytvorili 876
bp kniZnicu, ktord obsahuje V4CDR3 mutdciu (S98P-T99Y) a
nadhodné aktivne miesto v CDR3L. PCR produkty boli zostrihnuté
restrikénymi enzymami Sfi a Not i, preéistené a ligované
s pCANTABSE vektorom tak, ako kniZnice pre tazky retazec
CDR3. Produkty ligédcie boli odsolené a jedna desatina (40 ng)
bola pouZita na transformdciu E. coli TGl. Ziskala sa fagové

kniznica obsahujuca 3x10 °

klénov tak, ako je popisané pre
konstrukciu tazkych retazcov CDR. Jedna &tvrtina bola ampli-

fikovana a pouZitd pre prvy cyklus selektivneho vyberu.
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§elektivny vyber z kniZnice pre V,CDR3

NR6M bunky boli zozbierané tak, ako pri postupe selek-
tivneho vyberu V4CDR3. Ked nie je uvedené inak, vSetky kroky
a premyvania boli uskuto&nené chladnym blokovacim pufrom.
5x10% buniek bolo resuspendovanych v 1 ml blokovacieho pufru .
a otadali sa 1 hodinu. Potom boli bunky centrifugované a
resuspendované. Bola pridand kniZnica fagov a suspenzia sa
pomaly otadcala 2 hodiny pri teplote 4 °C. Bunky boli premyté
trikréat, potom boli resuspendované v blokovacom pufri
s obsahom 2 pM MR1 s mutédciou v tazkom retazci (S98P—T99Y)
SCFv-PE38 a zmes sa pomaly sa oté&cala 2 hodiny pri teplote 4
oCc. Bunky boli premyté trikrdt a naviazané fégy boli eluované
avneutralizované tak, ako pre kniZnicu tazkych retazcov CDR3.
Eluované fagy boli titrované a pouﬁité pre dal3i cyklus

selektivneho vyberu.

Izolacia fagov

Fagy ziskané po kazdom cykle selektivneho vyberu boli
amplifikované pre pouZitie v dalSom cykle selektivneho vybe-
ru. E. coli TGl ré&stli v 10 ml 2xYT s obsahom 2 % glukézy,
inkubacia sa uskuto&nila pri teplote 37 °C a pohybe 250 RPM.
Ked ODggo dosiahlo hodnotu 0,3, do kultury bolo pridanych 0,5
ml ziskanych fagov a pokraCovala inkub&cia. Po 1 hodine bol
pridany ampicilin (100 pg/ml, vyslednd koncentracia) a 1x10%°
pfu M13KO7 helper fag a inkubadcia pokracovala 1 hodinu. Bunky
boli centrifugované a sediment buniek bol résuspendovan? v 10
ml &erstvého 2xYT média s obsahom ampicilinu (100 pg/ml) a
kanamycinu (50 ug/ml). Nasledujica inkubdcia pri teplote 37
°C a ota&kach 250 RPM trvala 16 hodin. Baktérie boli 20 minut
centrifugované v rotore Sorval SS34 pri 8K RPM. Supernatanty
obsahujuce fagy boli prefiltrované cez 0,45 mikrénovy filter.
Fagy boli vyzréZané pridanim 2 ml PEG/NaCl (20 % PEG 8000 v
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2,5 M NaCl, hmotnost/objem) a potom boli inkubované na lade
30 mindt. VyzrédZané fégy boli 20 mindit centrifugované
v rotore Sorval SS34 pri 10K RPM, potom boli resuspendované v
1l ml NTE (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pPH 7,4).
Ziskand fagova kniZnica bola titrovand a uskladnena pri
teplote 4 ©°cC.

Detekcia pozitivnych kldénov

Po tretom cykle selektivneho vyberu bolo 48 klénov
z kniZnice pre taZiké retazce anal&zovanYch pomocou ELISA pre
vdzbu na EGFRVIII péptid (LEEKKGNYVVTDHSGGK-biotin). Dvadsat
dva klénov, ktoré vykazovali najsilnej$i signdl, bolo dalej
analyzovanych a urc¢ila sa ich sekvencié DNA. Po Stvrtom cykle
selektivneho vyberu bolo pomocou ELISA analyzovanych 48
kldénov a desiatim klénom s najsilnej3im signdlom boli urdené
sekvencie DNA. 2 kniZnice pre Iahky retazec bolo po druhom
cykle selektivneho vyberu analyzovanych ELISOU 48 kldénov a 17
klénov s najsilnejs$im signalom bolo sekvenovanych. Po tretom
cykle Dbolo analyzovanych 20 klénov a u 10 klénov s najsil-
nejsim ELISA signalom bola urlend sekvencia DNA. Pre ziskanie
fagov z jednotlivych klénov boli jednotlivé koldnie odobraté
z platnicky, kde bol pouZity posledny titer selektivneho
vyberu. Koldénia bola inokulovand do 150 ul 2xYT s 2 %
glukézou a 100 ug/ml ampicilinu a bola inkubovanid v 96
jamkovej kultivacnej platnicdke pri teplote 37 °C a 150 RPM
‘otéékgch. Po 3.hodinéch bolo 20 pul kultdiry prenesenych do
jaﬁék né druhej kultivabnej platni s obsahom 100 ul '2XYT s 2
% glukézou a 100 ug/ml ampicilinu plus 1x10° M13KO7 helper
fdgom a  kultivdcia trvala 2 hodiny. Kultiry  Dboli
centrifugované a resuspendované v cerstvom 2xYT médiu plus
ampicilin a kanamycin a potom rastli 16 hodin. Nésledne boli

bunky centrifugované a 50 aZ 100 pl supernatantu s obsahom
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fdgov bolo testovanych pomocou ELISA. ELISA fAgov bola
uskutoénend tak, ako je popisané (Lorimer a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93:14815-14820, 1996) s tou vynimkou, Ze
ako substrat pre detekciu bolo pouzitych 100 nl 3,3’,5,5'-
tetrametylbenzidinu (BM modréa, Boehringer Mannhéim). Po
vzniku modro-zeleného sfarbenia bolo.pridan§ch 100 pl 2 M
H,Sos, &im sa zastavilo vyfarbovanie. Absorbancia bola merana

pri 450 nm.

Sekvenovanie DNA

Sekvenovanie DNA sa uskutoénilo pouZitim Rhodamine
Terminator Cycle Sequencing kitu (Fostr City, CA). Vzorky
boli analyzované v automatickom sekvendtore PE Applied

Biosystems, Model 310.

Konstrukcia, expresia a purifikidcia scFv imunotoxinového
plazmidu

scFv z vybratych fagemidovych klénov bolo amplifiko-
vanych pomocou PCR a primérov, ktoré vniesli Ndel a HindIII
restrikéné miesta. Produkty boli rozstrihnuté a kldénované do
zdkladného expresivneho vektora T7, kde scFv je filzovand so

skr&tenou verziou pseudomonddového exotoxinu A. Plazmidy boli

transformované do expresivnych hostitelskych BL1(ADE3). MR1
mutované imunotoxiny boli exprimované a pripravené tak, ako
uz bolo popisané (Buchner a spol., Anal. Biochem. 205:263-
270, 1992). AT | |

Rezonancia povrchovych plazménov

Viazobna kinetika bola merand pouzitim Biacore 2000
Biosensor (Biacore, Inc., Piscataway, NJ). Streptavidin bol
naviazany na CMS senzorovy &ip vyskumnej kvality, a pouzili

sa reak&né ¢inidla viaZuce amin (BIAcore). Biotinylovany
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EGFRVIII peptid bol naviazany na streptavidin injeké&nym
nanesenim 10 pl 10 nM roztoku peptidu na ¢&ip. Imunotoxiny
boli zriedené na koncentrdciu 25 pg/ml Hepes solnym roztokom
(HBS) . Rychlosti vstupu a vytoku boli merané nanesenim 50 ul
‘zriedeného imunotoxinu na povrch éipul pri rychlosti 10
nl/mintta. Naviazany materiidl sa ponechal disociovat 5 minut
alebo dlhsie. Zostdvajlci naviazany materidl bol odstréneny
z EGFRVIII peptidu injekénym pridanim 5 pl 10 mM kyseliny
fosforeCnej. Vazobnd kinetika bola analyzovand pouZitim

pocCitacového programu BIAevaluation 2,1.

Bunkova kultira a testy cytotoxicity

NR6M bunky boli kultivované v DMEM médiu plus 10 %
fetalne hovddzie sérum obohatené 750 ug/ml G418. Testy cyto-
toxicity merali inhibiciu inkorporacie [®H]-leucinu tak, ako

uz bolo popisané (Prior a spol., Cell 64:1017-1023, 1991).

Baktérie a bunkové linie

E. coli TG1; K12 delta(lac-pro), SepE, thi,
hsddelta5/F’[traD36, proAB, lacI% laczdeltaMl15]. E. coli
BL21(ADE3); F ompT[lonlhsdSs(rs- ma-; kmed E. coli B) s DE3, A
profdg nesici gén T7 RNA polymerdzy. NR6 je bunkovd linia
varianty $vajc¢iarskych my3ich 3T3 fibroblastov bez EGFR. NR6M
je NR6 bunkovd 1linia transfektovand cDNA pre mutovany
receptor EGFRVIII, ktory je pod kontrolou prométora pre R-
aktin. Zdroj NR6 a NR6M uZ bol v minulosti popisany (Lorimer
a spol., Clin. Cancer Res. 1:859-864, 1995). |

PRIKLAD 3
KonStrukcia kniZnice pre VyCDR3

Pre zvySenie afinity MR1(Fv) a aktivity prisluiného
imunotoxinu MR1 (FV)-PE38 sme mutovali V4zCDR3 a V.CDR3,
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nakolko tieto asti protildtky maju vyznamny kontakt s anti-
génom (MacCallum a spol., J. Mol. Biol. 262:732-745, 1996).
Prvych devit z jedendstich aminokyselin v VyCDR3 je uvedenych
v Tabulke 5 (posledné dve, D101 a Y102 nie sG zahrnuté,
nakolko nie je pravdepodobné, Ze prispievaju k vézbe na
antigén). Pretoze kompletnd kniZnica, v ktorej by bolo rando-
. mizovanych devat aminokyselinovych zvySkov, by si vyZiadala
5x10'* jednotlivych klénov, pripravili sme tri rdzne kniZnice
S obsahom zvygkov 95 aZ 97, 98 az 100 a 101A az 101C tak, ako
je popisané v Priklade 1. KniZnica pre H-CDR3 95 a2 97
obsahovala 1,6x10° kloénov, kniZnica pre H-CDR3 98 az 100
obsahovala 4x10° klénov a kniZnica pre H-CDR3 101A az 101C
obsahovala 1x10° klénov. Aby sa zisﬁilo, &i kniZnice boli
pripravene spravne, bolo sekvenovanych pat klénov z kazdej
kniznice. Ako sa predpokladalo, kazdy klén mal ind kombinaciu
aminokyselin v oblasti vystavenej mutdcidm. PretoZe kompletna
odli3na kniZnica randomizujuca 3 aminokyseliny by si vyza-
dovala len 8x10° nezavislych klénov, velkost kniZnic dava

istotu, Ze urite s pritomné vSetky moiné sekvencie DNA.

Selektivny vyber z kniZnice pre V4CDR3 a analyza vybratych
klénov

Nakolko vysledné zamy3lané pouzitie zlepSeného mutantu
MR1 bolo nasmerovat toxin k EGFRvVIII-pozitivnym rakovinovym
bunkam, pre selektivny vyber sme pouzili EGFRvIII pozitivne
NR6M bunky. éelektivny_ vyber sa uskutocénil v pritomnosti
imunotoxinu MR1 (Fv)-PE38, u ktorého sa predpokladalo, Ze bude
pdsobit ako kompetitor voé¢i divokému typu MRl Fv v kniZnici.
FAgy z kaZdej kniZnice boli odobraté a rovnaké mnoZstvo fagov
(1x10°) =z kazdej kniZnice bolo vloZenych do prvého cyklu
selektivneho vyberu. Eluované fagy boli titrované a pouZité

pre dalsi cyklus selektivneho vyberu. Nasledujuce selektivne
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vybery boli uskutolnené bez urcenia titra ziskanych féagov.
Ziskal sa tym Cas a zniZila sa moZnost, Ze nestabilné vizby
by mohli byt stratené pocas 24 hodin, potrebnych pre
titrovanie ziskanych féagov. Ziskany wvytaZok bol zvy&ajne
1x10* cfu/ml. Tabulka 3 sumarizuje podet fagov ziskanYchlpo
kazdom zo 8tyroch cyklov selektivneho vyberu. Najvidd&sie obo-
hatenie sa dosiahlo v tretom cykle a v Stvrtom cykle nastalo
znizZenie.

Pévodne sme testovali fé4gy zo Stvrtého cyklu selek-
tivneho vyberu. Fdgovou ELISA bola analyzovand vézba
Styridsiatych 6smych kldénov a u desiatich klénovls najsil-
nejSim signdlom bola stanovend sekvencia DNA. Ako je uvedené
v Tabulke 6, ziskéli sa len mutécie v polohe 98 a 99. DNA
sekvennd analyza ukédzala, Ze klény patria do piatich réznych
skupin: pdévodny S$S98-T99; a mutdcie P98-N99; P98-Y99; P98-F99
a P98-W99. Aby sme zistili, ¢&i latky s dobrou védzbou neboli
stratené medzi tretim a Stvrtym cyklom, analyzovali sme tieZ
fagy ziskané v tretom cykle. ELISOU sme analyzovali vazbu 48
jednotlivych klénov na EGFRVIII peptid a u 22 z nich, ktoré
davali najvy$3i signal, bola urcend sekvencia DNA. Opat sa
ziskali len mutdcie v polohach 98 a 99 (Tabulka 6). V tychto
polohdch boli ziskané rdzne aminokyseliny. Najcastej3im bol
S98-T99 (divoky typ), nasledovali P98-S99; P98-Y99; P98-N99 a
A98-D99. Stvrty cyklus selektivneho vyberu mal za néasledok
obohatenie kldénov P98-N99 a P98-Y99 oproti divokému typu
(S98-T99), stratu niektorych klénov a_tie? ziskanie nového

klénu, obsahujiceho P98-F99.

Cytotoxicita a afinita VyCDR3 mutantov
Kazdy z 12 mutantov, ktoré boli =ziskané selektivnym
vyberom =z kniZnice pre VygCDR3, bol pouzity pre vytvorenie

imunotoxinu. KaZdy imunotoxin bol pripraveny PCR amplifika-
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ciou Fv z fadgového vektora a jeho subklonovanim do imunoto-
xického extresivneho vektora. VSetky imunotoxiny (okrem A98-
D99 mutdcie v V4CDR3) mohli byt vysoko precistené, ich
homogenita bola viac ako 90 az 95 %. Pre urlenie cytotoxicity
u predistenych imunotoxinov boli pouZité NR6M bunky. Vazobné
afinity boli merané metdédou Biacore za pouzitia bud peptidu,
. imobilizovaného na d¢&ipe (alebo mutovanej formy extracelu-
larnej domény EGFR, pripojenej na &ip). Vysledky jednej sady
pokusov su uvedené v Tabulke 6; pri .porovnani s pdvodnym
klénom (S98-T99), ktory mal hodnotu ICso 8,0 ng/ml, bolo Sest
klénov viac toxickych. P98-Y99, mal hodnotu ICso 3,5 ng/ml,
nasledoval P98-N99, P98-W99, P98-199, ktoré mali hodnotu ICsg
4,5 ng/ml, P98-F99 mal hodnotu ICs, 6 ng/ml a P98-V99 mal
hodnotu ICso 6,5 ng/ml. Styri klény, P98-S99, W98-F99, S98-
W99 a P98-T99 mali hodnotu ICsy rovnakd, ako pdvodny klén.

Konstrukcia kniZnice pre V.CDR3

Vsetky mutanty ziskané po selektivnom vybere z kniZnic
pre VyCDR3 mali zmeny v polohadch 98 a 99. Sekvencia DNA
tychto dvoch zvySkov vytvéara aktivne miesto, ktoré je
oblastou, kde dochédza k mutacidm pocas dozrievania afinity
protilatky. Bol pouZity mutant s najvy88ou cytotoxickou
aktivitou z kniZnice pre VsCDR3 a tento bol podrobeny
mutacii, nasmerovanej 1len na aktivne miesto Vv VLCDR3.
Sekvencia V.CDR3 je uvedend v Tabulke 3. KniZnica =zaviedla
ndhodné zvys$ky do-aktivneho miesta, ktoré kdédovali szSky'Ql'
a 92. Bola skondtruovani fagovad kniZnica pre V@CDR3‘tak, ako
je popisané v Priklade 1 a obsahovala 3x10% klénov. Nakolko
pre dosiahnutie v8etkych moZnych aminokyselinovych kombindcii
v dvoch polohach vybratych pre mutaciu bola potrebnd kniZnica
len so 400 klénmi, moZno predpokladat, Ze vSetky moZné

sekvencie DNA boli pritomné v tejto kniZnici.
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Selektivny vyber 2z kniZnice pre V,CDR3 a analyza vybratych
kldénov

UskutoCnili sa tri cykly selektivneho vyberu. Fagy zis-
kané v kazdom cykle sG uvedené v Tabulke 3. S touto kniZnicou
sme ziskali vé&céSie obohatenie v druhom cykle selektivneho
vyberu ako v tretom cykle. V druhom cykle selektivneho vyberu
bolo ziskanych 48 jednotlivych kldnov a ELISOU bola hodnotend
ich védzba na peptid. Sekvencia DNA bola vyhodnotend u
sedemnastich klénov, ktoré davali najsilnej¥i signdl. BAko
zaznamenava Tabulka 7, ziskalo sa pat réznych mutantov.
VSetky si zachovali ako divoky. typ serinovy zvy$ok v polohe
91 a mutacia bola pritomnd vo zvysku 92. Najviac bol
zastipeny F92W (6 zo 17), nasledoval F92R (3 zo 17), F925 (2
zo 17), F92L (1 zo 17) a F92M (1 zo 17). Zo 17 analyzovanych
mutantov boli Styri pévodného typu.

TieZz boli analyzované vlastnosti klénov izolovanych v
tretom cykle selektivneho vyberu. N&hodne bolo vybratych
dvadsat klénov, u odobratych fagov bola hodnotena vizba na
peptid ELISOU. Desat klénov, ktoré davali najsilnej$i signal,
bolo vybratych pre sekven¢nl analyzu DNA. Sekvenovanie DNA
ukazalo, Ze boli pritomné tri rdézne klény, viSetky boli
pritomné v tretom cykle. Okrem jedného, pdévodného klénu,
tieto klény boli: F92S (7 z 10), F92wWw (1 z 10) a F92R (1 z
10) . Nena$Sli sa Ziadne nové mutanty a nena3li sme mutanty

F92L a F92M.

Cytotoxicita a vidzobné vlastnosti V,CDR3 mutantov

Ziskaneé rdzne Fv boli pouZité pre pripravu imunotoxinov.
Ich cytotoxické aktivity a vézobné afinity boli merané
pouzitim precistenych rekombinantnych proteinov. Len jeden
mutant, F92W, déaval imunotoxin, ktory bol aktivnejsi ako

pévodny. Jeho hodnota ICsq bola 1,3 ng/ml v porovnani s 3,5
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ng/ml pre pdévodny (Tabulka 7). Iné mutanty mali niZ3iu
aktivitu. Hodnoty v Tabulke 7 tieZ ukazuja, Ze F92W ma vy3Siu
afinitu (K¢ = 3 nM) ako pdvodny klén F92 (Kgq = 6 nM). Iny
mutant, F92L, m& mierne zvySeni afinitu (Kq = 4 nM), ale
nevykazuje zvySend cytotoxicitu. Obrézok 2 ukazuje BIACore
senzogram a porovnanie védzobnych vlastnosti pdvodného klénu
s najaktivnejsim imunotoxinom, vytvorenym z Fv, ktory bol
ziskany 2z kniZnice pre VyCDR3 (VyS98Y-T99Y) a s najaktiv-
nejsim klénom ziskanym z kniZnice pre V.CDR3 (VyS98P-TI9Y-
V.F92W), ktory sa teraz nazyva MR1-1. Obréazok ukazuje, 2Ze dva
mutanty maju pomal3iu disociaéni rychlost ako pdvodny Fv.
.AnaIYZa imunotoxinu (MR1-1(Fv)-PE38) s mutdciami vo Vy a V.
ukadzala, Ze ma zniZ%eni kor a mierne zvySend Kon, vysledkom
¢oho je hodnota Kg = 3 nM.

Tabulka 4 zaznamenava vysledky dvoch pokusov, v ktorych
cytotoxickd aktivita MR1(Fv)-PE38 bola porovnadvanad s dvomi
zlepSenymi variantmi: MR1(Fv) (V4S98P-T99Y)-PE38 a MR1-1(Fv) -
PE38. V oboch pokusoch bol MRL(Fv)-PE38 najmenej aktivny a
MR1-1 (Fv)-PE38 bol najaktivnejsi.

PRIKLAD 4
Vytazok imunotoxinu

V priebehu purifikdcie ©bolo pozorovane pozoruhodné
zvySenie vytazku réznych mutovanych imunotoxinov. Po
znovuzlozeni boli proteiny dialyzované a chromatograficky
ppeéiétené (Buchner a spol., Anal, Biochem.,.205:263—270,
1992) . Protein bol pritomny v prvej frakcii po precisteni né
Q-sefar6zovej ionexovej Zivici, ktorad odstranuje velké
zhluky, nukleové kyseliny a iné kontaminacie. Eluovany pro-
tein je potom precisteny na MonoQ koléne a proteiny su
eluované kontinudlnym gradientom 0 az 0,3 M NaCl. Tento krok

odstrani mendie zhluky. Spravne zloZeny monomérny imunotoxin
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je eluovany z MonoQ charakteristickou koncentrdciou 280 mM
NaCl. Cistota ziskanych MonoQ frakcii bola potvrdend pritom-
nostou jedného monomérneho vrcholu eluovaného z TSK G3000Sw
kolény a SDS-PAGE. VytaZok kaZdého mutovaného imunotoxinu
MR1 (Fv)-PE38 je vypolitany z mnoZstva proteinov vo vrcholoch
MonoQ frakcii a 2z vrcholu po gélovej chromatografii (TSK
3000) . Tabulky 6 a 7 ukazuji vytaZzky po purifikdcii 100 mg
proteinov  inklaznych teliesok. Je zrejmé, Ze vytaZok
imunotoxinu je znac¢ne ovplyvneny mutdciami v CDR a zvy3il sa
z 2 % pdvodného MR1(Fv)-PE38 na viac ako 10 a% 17,5 % u

mnohych mutantov.

PRIKAD 5

EGFRVIII vnutrolebedné naddory u potkanov bez tymusu boli
vyvolané injek&nym podanim 10° U87MG.deltaEGFRvVIII buniek
(Iudskd glyoblastémova bunkovéd linia, vytvorend transfekciou
U87MG buniek EGFRVIII. Pozri: Nishikawa a spol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91:7727-7730, 1994). Katéter bol vloZeny 1 mm
pred a 4 mm vedla temena. Nadory boli oSetrené infuziou cez
katéter priamo do ndédora, podadval sa imunotoxin MR1-1PE38,
alebo fyziologicky roztok, ako kontrola. Pomocou osmotickej
pumpy Alzet® 2M1 (Durect Corp., Cupertino, CA) bol imunotoxin
podédvany v davkach 2 alebo 6 ug v 200 pl fosfatom pufrovanom
fyziologickom roztoku (,PBS”) s 0,2 % ludskym sérovym albu-
minuom (,HSA”) podas 7 dni. Kontrolné zvieratd dostavali
rovnakym spésobom 200 ul PBS-HSA roztok. Podavanie zalalo 3
dni po naoCkovani nadora. Ako zaznamenava Obrazok 3, vietky
kontrolné zvieratd, ktoré dostavali fyziologicky roztok, boli
po 20-tych diioch mrtve. Desat percent zvierat, Kktoré
dostavali davku 6 ng, Zilo e3te po 160 droch. Viac ako
tridsat percent zvierat, ktoré dostédvali davku 2 ug, este

Zilo po 160 dnoch. Rozdiel v prezivani medzi 2 pg a 6 ug
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naznaduje, Ze vo vnitrolebeénom prostredi mdZe byt koncen-
trdcia imunotoxinu v davke 6 pg dost vysokd a pdsobit nespe-
cificky toxicky na mozgové tkanivo, ¢&o sa neprejavilo pri
davke 2 pg; obe davky imunotoxinu predlZuju prezivanie.
PRIKLAD 6

EGFRVIII vnatrolebedné nadory u potkanov bez tymusu boli
vyvolané injekénym podanim 10° U87MG.deltaEGFRvVIII buniek cez
katéter, ktory bol vloZeny 1 mm pred a 4 mm vedla temena.
Nadory boli o3etrené infilziou imunotoxinu MRl-l-PE38f alebo
fyziologickym roztokom cez katéter priamo do nédora.
Imunotoxin (0,2, 0,6 a 2,0 ug) bol podadvany v 200 pl PBS+HSA
potas 7 dni pomocou osmotickej pumpy Alzet® tak, ako je
popisané v predchadzajucom Priklade. O3etrenie zacalo 3 dni
po naoclkovani nadora.
Obridzok 4 ukazuje, Ze len desat percent zvierat, ktoré
dostavali davku 0,2 alebo 0,6 pg imunotoxinu, Zilo po 25.
dni, kym Zilo asi 22 % =zvierat, ktoré dostavali kontrolny
fyziologicky roztok. Naproti tomu, preZilo asi 59 % zvierat,
ktoré dostévali davku 2 ug, to znamend, viac ako dvojnasobok
percent zvierat, ktoré dostavali fyziologicky roztok.
Vysledky naznacéuju, Ze davky 0,2 alebo 0,6 upg boli velmi
nizke aby ovplyvnili prezivanie, davka 2,0 ug imunotoxinu

vyznamne predlZovala preZivanie.

PRIKLAD 7 C _
EGFRVIII neoplasticka meningitida bola u potkanov bez
tymusu spdsobend injek&nym podanim 10° U87MG.deltaEGFRvVIII
buniek v 40 upul PBS-HSA roztoku pomocou intratekdlneho
katétra. Ofetrenie zvierat s nadorom zacalo 3 dni po naocko-
vani nadora. Imunotoxin MR1-1-PE38 bol podéavany v 40 upul PBS-
HSA na treti, piaty a siedmy deid po naodkovani nadora.
V rovnakom &asovom reZime kontrolné zvieratd dostéavali 40 pul

PBS-HSA.



74

Obrédzok 5 ukazuje, Ze zvieratéa, ktoré dostavali
kontrolny fyziologicky roztok, zomreli do 10. diia. Na druhej
strane, vSetky zvieratd, ktoré dostdvali imunotoxin, preZili
dlhSie, aspon do 14. dila; 30 % zvierat, ktoré dostavali davku
1 ug a 50 % zviérat, ktoré‘dostévali davku 2 pg prezilo viac
ako 60 dni.

PRIKLAD 8

Nadory u myS8i Dbez tymusu boli spdsobené injek&nym
podanim 50 pxl homogendtu 10° US7MG.deltaEGFRVIII buniek sedem
dni pred zacCiatkom oSetrenia (zafiatok o3etrenia bol pre tuto
Studiu oznaCeny ako den ,b0”). Nadory boli oSetrené tromi
jednorézovymi injekciami do nddora 20 ul imunotoxinu MR1-1-
PE38 v davkach 1, 2 alebo 3 pug, ako kontrola bol podavany
fyziologicky roztok (PBS-HSA roztok, popisany v predché-
dzajucich Prikladoch) 0, 2 a 4 defi. Na zadiatku liecenia mali
nadory priemerny objem 600 mm3.

Obrazok 6 zaznamendva, e velkost nadorov zvierat
oSetrenych akoukolvek davkou imunotoxinu zostadva skoro rov-
nakd pri merani 2. den po prvom oSetreni a je pritomné Gcinné
zastavenie rastu nadorov. Na druhl stranu zvieratd, ktoré
boli o$etrené kontrolnym fyziologickym roztokom, vykazovali
rychly rast nadorov a zvacSenie objemu nddorov na viac ako 7

500 mm® na siedmy def.

VSetky publikédcie a patenty uvedené v tomto predkladanom
patente su zahrnuté odkazom do literdrneho =zoznamu v takom
rozsahu, ako ked kazd&d jednotliva publikédcia alebo patent
boli konkrétne a Jjednotlivo uvedené, Ze su zahrnuté

v literarnych odkazoch.
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TABULKA 3

Obohatenie fagov v priebehu selektivneho vyberu

cyklus interakcii vlozené fagy eluované fagy
V4CDR3
1 3x10° T,5%x10°
2 3x101? 1,0x10°
3 5x10*! 1,5x108
4 5x10%? 2,0x10%"
V.CDR3
1 1x10%° 2,4x10°
2 1x10%° 5,5x%10°
3 1x10%° 2,0x10’
TABULKA 4

Porovnanie cytotoxickej aktivity MR1(Fv)-PE38 s dvomi

mutantami so zvySenou afinitou pre EGFRVIII

Pokus 1 Pokus 2
ICsg ICsp
MR1 (Fv)-PE38 9,2+2,1 6,6%0,2
MR1 (Fv)VyS98P-T99Y) -PE38 6,0+0,39 4,6+0,7
MR1-1(Fv)-PE38 2,6%6,2 2,0£1,0

Hodhbty 'ICSQ’ su vypoéitané 'z testov zalozenych na’
pouziti réznych mnoZstiev imunotoxinov. Hodnoty znamenaju
priemer % &tandardni odchylku. P hodnoty su < 0,01, pre
porovnanie MR1(Fv)-PE38 s MR1-1(Fv)-PE38 a MR1 (Fv) (V4S98P-
T99Y)-PE38 s MR1-1(Fv)-PE38 v pokuse 1. Statistickd
vyznamnost P < 0,01 pre porovnanie MRl (Fv)-PE38 s
MR1 (Fv) (VyS98P-T99Y) -PE38 a MR1(Fv) (V4S98P-T99Y)-PE38 s MR1-
1(Fv)-PE38 v pokuse 2.
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TABULKA 5
DNA a aminosekvencia taZkého retazca CDR3 a

Yahkého retazca CDR3 v MRl Fv*

MRL.CDR3H GGC TAT TCT AGT  ACC  TCT  TAT _ GGT _ ATG
' G Y S S T S Y A M
poloha 95 96 97 98 99 100 100A 100B 100C

MR1 CDR3L  TTG CAA AGT TTT AAC GIG CCT CTT ACA

L Q S F N \% P L T
poloha 89 90 91 92 93 94 95 96 97
*Aktivne miesta, ktoré maji sekvenciu Pu G A/T si

pod¢iarknuté.
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TABULKA 6.
Sekvencie a vlastnosti mutovaného fagu, izolovaného z kniZnice pre

tazky retazec CDR3 a imunotoxinov, pripravenych s mutovanou scFv

1

poloha 95 96 97 98 99 100 100A 100B 100C poclet z ICso Kg vytazZok
22 ng/ml nM %
pdvodné Ak G Y S S T S Y a M 8,0 8,0 2,0
zvysSky v S T* 5 8,0 8,0 2,0
tretom cykle P S 4 8,0 ND 17,5
P Y 3 3,5 6,0 7,0
P N 2 4,5 11,0 10,0
P W 2 4,5 4,0 10,0
A D** 2 ND ND ND
P I 1 4,5 5,0 10,0
W F 1 8,0 ND 10,0
P VvV 1 6,5 ND 7.0
W 1 8,0 ND 5,0
P 1 8,0 8,0 ?
zvysSky v pocdet z
Etvrtom cykle 10
s T* 1 8,0 8,0 2,0
P N 3 4,5 11,0 10,0
P Y 3 3,5 6,0 7,0
. P F 2 6,0 20,0 3,0
| P oW 1 4,5 4,0 10,0°

*divoky typ, **nemdZe vytvorit imunotoxin, AK - aminokyseliny
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TABULKA 7
Sekvencie a vlastnosti mutovaného fagu, izolovaného z kniZnice pre-

lahky retazec CDR3 a imunotoxinov pripravenych s mutovanou scFv

poloha - 89 90 91 92 93 94 95 96 97 poCet z ICsp Kgq vytaZok '
17 ng/ml nM %

pdvodné AK L Q S F N v P L T 3,5 6 7
zvySky v S F 4 3,5 6 7
druhom cykle S W 6 1,3 3 7
S R 3 6,0 9 8
S S 2 15,0 '22 16
s L 1 5,5 4 8
S M 1 9,0 6 2
pocet z 10
zvy$ky v S F* 1 3,5 6 7
tretom cykle S S 7 15,0 22 16
S w 1 1,3 3 7
S R 1 6,0 9 8




79

PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid, vy zn a ¢ u j 0 c i s a t vy m, zZe
obsahuje mutovani variabilni oblast tazkého retazca (Vy)
protilatky alebo mutovand variabilnt oblast Tahkého retazca
(VL), polypeptid m& hodnotu Kg4 pre antigén EGFRVIII 7 nM
alebo nizsiu, mutovany Vy alebo V; md sekvenciu, ktora sa
1i%i od Vy alebo V, pbdvodnej protildtky MR1 substitdciou
aminokyselin, aspofi jednej aminokyseliny, v komplementaritu
urdujucej oblasti (CDR), aminokyselina je kdédované kqdénom,
ktory obsahuje nukleotid, ktory je suCastou aktivneho miesta
vybraného z AGY alebo RGYW, kde R je A alebo G, Y je C alebo
T aW je A alebo T. ' '

2. Polypeptid podla naroku 1, vy zn a ¢ u j a4 c i s a
t y m, Ze substiticia sa vyskytuje vo variabilne] oblasti

Yazkého retazca CDR3.

3. Polypeptid podla naroku 1, vy zn a ¢ u j uci s a
t ¢y m, Ze substiticia sa vyskytuje vo variabilnej oblasti
Tahkého retazca CDR3.

4. Polypeptid podla ndroku 1, vy zn a ¢ u j a ci sa
t v m, Ze substiticia sa vyskytuje vo variabilnej oblasti
lahkého retazca CDR1 alebo CDR2.

5. Polypeptid podla nadroku 1, vy z n a & u jaci sa
t y m, Ze substiticia sa vyskytuje vo variabilnej oblasti
tazkého retazca CDR1 alebo CDR2Z.

6. Polypeptid podla ndroku 1, vy zn a ¢ u j ad ci sa
t y m, Ze Vy retazec a V., retazec su mutované substiticiou

aminokyselin, najmenej jednej aminokyseliny, v CDR.
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7. Polypeptid podla naroku 2, vy zn a ¢ u jaci s a
t y m, Ze mutovany Vy retazec mé& sekvenciu, ktord sa 1li%i od
protilatky MRl substitGciou aminokyselin, aspofi jednej

aminokyseliny, vybratej zo skupiny S98 a T99.

8. Polypeptid podla naroku 7, vy zn a ¢ u j 0 ci s a
t y m, Ze substiticie si vybraté zo skupiny, ktorid sa sklada
z: P98-Y99, P98-N99, PS98-W99, P98-I99, P98-F99, a P98-V99.

Yo}

Polypeptid podla ndroku 1, vy zn a & u j adci s a

t vy m, Ze uvedeny polypeptid je scFv.

10. Polypeptid podla naroku 7, vy zn a ¢ u j 4d ci s a
t vy m, Ze uvedeny polypeptid je scFv.

11. Polypeptid podla ndroku 1, vy zna ¢ ujaci s a
t vy m, Ze uvedeny polypeptid je dsFv, Fab alebo F(ab’),.

12. Polypeptid podla ndroku 1, vy zna ¢ u juci sa
t y m, Ze substitucie v taikom retazci st S98-T99Y a
substitiucie v lahkom retazci su F92W (MR1-1).

13. Polypeptid podla nédroku 1, vy zn a ¢ u j auci s a
t y m Ze dalej obsahuje efektorovi molekulu, liediva zloZku
alebo detekovatelnt znacku.

14. Polypéptid podla naroku 13, vy zn a ¢ u j Gci sa

t ym Ze lieCiva zloZka je toxickd zloZka.

15. Polypeptid podla naroku 14, vy zn a ¢ u juci s a
t ¢y m, Ze toxicka zloZka je pseudomonadovy exotoxin alebo

jeho cytotoxicky fragment.
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16. Polypeptid podla naroku 14, vy zn a ¢ u juci s a
t vy m, Ze toxickd zlozka je cytotoxicky fragment, ktory je
PE38.

17. Polypeptid podla naroku 15, vy zn a ¢ u jici sa
t y m, ze uvedeny polypeptid mi& hodnotu ICso.7 ng/ml alebo

nizsiu.

18. Polypeptid podla n&roku 15, vy zn a ¢ u j dci s a
t y m, Ze uvedeny polypeptid m& hodnotu ICso 5 ng/ml alebo

nizsiu.

19. Polypeptid podla nadroku 15, vy zna & ujaci sa
t y m, Ze uvedeny polypeptid ma hodnotu ICso 3,5 ng/ml.

20. Polypeptid podla nadroku 15, vy zn a ¢ u jdci sa
t ¢y m, Ze uvedeny polypeptid m& aspoil jednu substituovanu
aminokyselinu vo Vg, kde uvedend substiticia je vybratd zo
skupiny P98-S99, W98-v99, S98-W99 a P98-TI99.

21. Polypeptid podla naroku 15, vy zna ¢ u juci sa

t y'm, e uvedeny polypeptid mé& vytazZok aspon 3 %.

(@]
o
.
i
(@]
-

1)
o

22. Polypeptid podla naroku 15, vy zn a

~J
o°

t y m, Ze uvedeny polypeptid ma vytaZok asi

23. Polypeptid podla ﬁéroku 14, vy zln a é u j ﬁ‘c i”'s a
t y m, Ze toxickad zlofka je vybratd zo skupiny toxin zaSkrtu
alebo jeho cytotoxicky fragment, saporin alebo jeho
cytotoxicky fragment, kapsularny antivirusovy toxin alebo
jeho cytotoxicky fragment, ricin alebo jeho cytotoxicky

fragment a bryodin 1 alebo jeho cytotoxicky fragment.
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24. Polypeptid podla nédroku 15, vy zna ¢ u jaci s a
t y m, Ze substiticie v taZkom retazci sU SS98-T99Y a

substitucia v lahkom retazci je F92W (MR1-1).

25. Polypeptid podla ndroku 1, vy zn a ¢ u j Gt ci sa

t vy m, Ze dalej obsahuje povrchovy protein bakterioféaga.

26. Molekula nukleovej kyseliny, vy zna ¢ u juca s a
t vy m, Ze obsahuje nukleotidovi  sekvenciu  kdédujicu
polypeptid, ktory obsahuje mutovand variabiln oblast tazkého
retfazca protilatky alebo mutovani variabilnt oblast lahkého
retazca, polypeptid mé& hodnotu Ks pre EGFRvVIII 6 alebo
niz3iu, polypeptid mad sekvenciu, ktord sa 1i%i od MRl
substiticiou aminokyselin, asponl  jednej aminokyseliny,
v komplementaritu urcujlcej oblasti (CDR), aminokyselina je
kdédovana kodénom, ktory obsahuje nukleotid, ktory je sulastou
aktivneho miesta vybraného z AGY alebo RGYW, kde R je A alebo
G, Y je C alebo T a W je A alebo T.

27. Molekula nukleove] kyseliny podla néroku 26, vy z n a-
ujuaca sa tym Ze polypeptid md sekvenciu, ktord sa
1i8i od MR1 scFv substituiciou amihokyselin, aspon jednej
aminokyseliny, v mutovanej variabilnej oblasti tazkého
retazca alebo mutovanej variabilnej oblasti lahkého retazca v
CDR1 alebo CDR2.

28. ‘Molekula nukleovej k&seliny podla néroku 26, vy zn a;
¢ujuca sa tym Ze polypeptid mad sekvenciu, ktoré sa
1i%1i od MR1 scFv substiticiou aminokyselin, aspon jednej
aminokyseliny, vybraté z S98 a T99 v Vy taZzkom retazci CDR3
oblasti, alebo substiticiou F92 v V;, CDR3 oblasti.
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29. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 28, vy z n a-
¢ uijdca sa t ym Ze substiticie v Vy retazci su
vybraté z: S98P-T99Y, S98P-T99W, S98P-T99I a S98P-TI99V.

30. Molekula nukleovej kyseliny podfa néroku 28, vy zn a-
Eujuca sa tym Zze substiticie v tazkom retazci su

S98P-T99Y a substiticia v lahkom retazci je F92W (MR1-1).

31. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 26, vy z n a-

¢ u j 0 c a s a t v m, Ze je operativne pripojenad na

prométor.

32. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 27, v'y zn a-

¢ u j 0 c a s a t vy m, Ze je operativne pripojenad na

prométor.

33. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 28, vy zn a-
¢ u j uc a S a t y m, Ze je operativne pripojena na

promdétor.

34. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 29, vy zn a-
¢ u juc a sa t y m Ze je operativne pripojend na

promdtor.

35. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 30, vy z n a-
¢ uj tca sa t-y m, e je operativne pripojena na

prométor.

36. Spbsob usmrtenia buniek nestcich antigén sa uskutoéni
kontaktom bunky s imunotoxinom, ktory obsahuje toxickl zlozku
a cielovi zlozku, cielova zloZka obsahuje polypeptid, ktory

obsahuje mutovani variabiln( oblast tazkého retazca
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protilatky alebo mutovanu variabilnd oblast lahkého retazca,
polypeptid mé& hodnotu Kg pre EGFRvVIII 7 nM alebo ni%$iu,
polypeptid mé& sekvenciu, ktord sa 1i3i od pdvodnej protildtky
MR1 substituciou aminokyselin, aspori jednej aminokyseliny,
v komplementaritu'uréujﬁceﬁ oblasti (CDR), aminokyselina je
kédovana kodénom, ktory obsahuje nukleotid, ktory je su&astou
aktivneho miesta vybratého z AGY alebo RGYW, kde R je A alebo
G, Y je C alebo T a W je A alebo T.

37. Spdsob podla néroku 36, vy zn a ¢ u j 0 ¢ i s a
t y m, Ze aspon jedna aminokyselina je substituovanad vo
variabilnej oblasti taZkého retazca CDR1 alebo CDR2 mutovanej
protildtky alebo vo variabilnejloblasti Tahkého retazca CDR1
alebo CDR2 mutovanej protildtky.

38. Spdsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j u c i s a
t ¥y m, Ze mutovand variabilnd oblast tazkého retazca v CDR3
obsahuje substiticiu aminokyselin vybratdi zo skupiny: P98-
Y99, P98-N99, P98-W99, P98-I99, P98-F99 a P98-V99.

39. Spbsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j 0 c i s a
t y m, Ze mutovana variabilna oblast lahkého retazca CDR3

obsahuje v polohe 92 tryptofédn substituovany za fenylalanin.

40. Spdsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j 4 c i s a
t y‘m, e cielova zloZka je MR1-1. oo o .,
41. Spdsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j 0 c 1 s a

t y m, Ze bunka je maligna bunka.

42. Spdsob podla néroku 36, vy zn a ¢ u j 4 c i s a

t v m, Ze maligna bunka je gliomova bunka.



85

43. Spdésob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j 4 c i

t y m, Ze maligna bunka je bunka rakoviny prsnika.

44. Spdsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j u c i

t y m, Ze maligna bunké je bunka rakoviny pltc.

45. . Spdsob podla naroku 36, vy zn a ¢ u j u ¢ i

’

tym,

ze

maligna bunka je bunka rakoviny vaje&nikov.

S

S

)

a

a



Stratégia pre konstrukciu kniznic s mutaciami
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ligacia do vektora pCANTABS

A) pCANTABS-MRT bol pouzity ako templat pre amplifikaciu priméru so
sekvenciou proti smeru expresie, S1 a priméru v smere expresie,
CDR3H b, d alebo f, ktoré obsahuju degeneracie (NNS) v cielovych
oblastiach. o

B) pCANTABS-MR1 bol pouzity ako templat pre amplifikaciu, pouzili sa
produkty reakcie z kroku A, priméry se sekvenciou proti smeru
expresie a priméry so sekvenciou v smere expresie AMBN.

C)  Produkty reakcie B su rozstrinnuté a kiénované do pCANTABS.

obr. 1
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