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Technikos sritis

Sis isradimas susijes su imunologijos sritimi ir konkregiai su gavimu maZiau
imunogenisky imunuglobuliny, naudojamy geny inZinerijos technologiju metodais gydant
vézj. Sis isradimas susijgs su peptidy sekomis, kurios koduoja monokloninius antikOnus arba
gaunamus fragmentus, kurie atpaZjsta antigenus, turingius N-glikolil-GM3 gangliozidus ir ne

kitus susijusius gangliozidus kaip N-glikolil arba N-acetil, ir taip pat sulfaty glikolipidus.
ISradimo pagrindimas

Gangliozidai yra glikosfingolipidai, kuriy sudétyje yra sialo rUgsties ir jie randami
stuburiniy plazminése membranose (Stults CLM ir kt., Methods Enzymology 179:167-214,
1989). Apie kai kurias i§ ¥y molekuliy literatiiroje praneSama kaip apie su augliu susijusius
antigenus arba auglio Zymenis (Hakamori SH: Curr Opin Immunol 3:646-653, 1991), be to,
yra apradytas antigangliozidy antikiiny panaudojimas véZio diagnozavime ir gydyme.
(Hougton AN ir kt., NAS USA 82:1242-1246, 1985; Zhang S. ir kt. Int J Cancer 73:42-49,
1997). Dazniausiai sialo rigitys Zinduoliy lastelése yra N-acetil (NAc) ir N-glikolil (NGc).
DaZniausiai NGe néra iSreikstos Zmogaus ir vid¢iuky jprastinése kultlirose, bet yra placiai
paplite kituose stuburiniuose (Leeden RW ir kt., Biological Role of Sialic Acid. Rosemberg
A. and Shengtrund CL (Eds). Plenum Press, New York, 1-48, 1976, Kawai T. Rosemberg A.
and Shengtrund C.L. (Eds). Plenum Press, New York, 1-48, 1976, Kawai T. Ir kt., Cancer
Research 51:1242-1246, 2001). Tatiau prane$imai literatiroje rodo, kad anti-NGc antikiinai
atpaZjsta kai kuriuos Zmogaus auglius ir augliy lasteliy linijas (Higashi H. Ir kt., Jpn J. Cancer
Res. 79:952-956, 1988, Fukui Y. ir kt., Biochem Biophys Res Commun 160:1149-1154,
1989). GM3 (NGc) gangliozidy lygio padidéjimas randamas Zmogaus krities véZio atveju
(Ma;rquina G. ir kt., Cancer Research 56:5165-5171, 1996), kuris daro labai patraukly 3iy
molekuliy, kaip taikiniy, panaudojima véZio gydyme. UZregistruotame patente EP 0972782
Al apra$omas pelés monokloninis antikiinas, pagamintas hibridomos, pagal Budapesto sutarti
deponuotos ECACC numeriu 98101901. Sis monokloninis antikiinas turi IgG1 izotipg ir buvo
gautas imunizuojant Balb/c peles GeGM3 gangliozidu, hidrofobiskai konjuguotu su zemo

tankio lipoproteinais (ZTL), dalyvaujant Freundo adjuvantui, mineti antikinai jungiasi
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i§skirtinai su NGcGM3 gangliozidais ir atpaZjsta antigena, ekspresuojama Zmogaus kriities 1r
melanomos augliy. (Carr A. ir kt., Hybridoma 19:3:241-247, 2000). Sie antikiinai rodo stipry
citolitinj aktyvuma lasteléms, ilaikydami minéty seky savybe, galin€ia padaryti juos gydymo
jrankiu.

Be to, Zinoma, kad auglio indukuojama neovaskuliarizacija sudaro vieng i3 pagrindiniy
auglio augimo kontrolés parametry. Tai nukreipia tyrima | ieSkojima terapiniy ginkly,
susijusiy su antigeninio proceso inhibicija. Yra eksperimentiniai jrodymai apie 14F7 antikiino
efekta i §j reiskini. Minéti jrodymai buvo surasti matricos gelio analize (Angiogenesis. Vol. 4,
Pags. 113-121, 2001; Anti-cancer Res. Vol 18, Pags. 783-790, 1998). Matricos gelis yra
bazinés membranos ir ekstralastelinés matricos, kuri supa endotelio lasteles, baltymy miSinys.
Jo naudingumas neovaskuliarizacijos procesui priklauso nuo fiziologinés endotelio ir matricos
tarpusavio saveikos svarbos naujy kraujo indy formavimosi metu. Taip pat 3io gelio
komponentai, tokie kaip lamininas yra laikomi svarbiais §io proceso Zymenimis.

Sio tipo modelis taip pat buvo naudojamas tiriant mechanizma, susijusi su auglio
indukuota angiogeneze, jgalinantia jvertinti vaistus, sugeban¢ius modulivoti jvykius,
tiesiogiai susijusius su augliu, tokiu biidu jtakojant jo augimg ir metastazes.

Ne Zmogaus monokloniniy antikiiny, tokiy kaip peliy 14F7, naudojimas gali buti
kliitimi gydant mones, dalinai pasikartojan¢iomis gydymo schemomis. PavyzdZiui, pelés
monokloniniai antikiinai turi santykinai trumpa kraujo pusperiodi. Be to, jie netenka svarbios
imunologinés savybés, tokios kaip efektorinés funkcijos, jeigu naudojami Zmonems.

Kokia galéty bati didesné reik¥mé, pelés monokloniniy antiktny, turinCiy Zymias
aminorigdtiy sekas, negu imunogeniné, kai jie injekuojami Zmogui. Gausis tyrinéjimai
parod¢, kad po svetimo antikiino jvedimo gaunamas imuninis atsakas sukuriamas paciente
gali biiti gana Zymus ir i§ esmés pasalinti antikiino terapinj efekta po pradinio gydymo. Be to,
netgi po pacientams paskirtojo gydymo peliy monokloniniais antikiinais vélesnis gydymas
negiminingais peléms antikiinais gali biiti neefektyvus ir netgi pavojingas, turintis kryZminj
atsaka, Zinoma kaip HAMA atsakas (Khazaeli M.B. ir kt., Joournal of immunoterapy 15:42-
52, 1994).

Mateo ir kt. (US Patent No US 5 712 120) aprado pelés monokloniniy antikiiny
imunogeni$kumo mazinimo procediira. Mateo ir kt. (Mateo C. ir kt., Hybridoma 19:6:463-
471, 2000) apra$ytu metodu modifikuotas antikiinas iSsaugo antigeno atpazinimo ir
prisiridimo prie originalaus antikiino sugebéjima ir tampa maZiau imunogenisku, kas padidina
jo gydomaji naudinguma. Jeigu §i procedira egzistuoty su nedideliu skai¢iumi mutacijy,
modifikuoti antikiinai tada rodyty imunogeniskumo sumazéjima, palyginus su chimeriniu

antikiinu.
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I5 to, kas pasakyta auk$¢iau, daroma i$vada, kad egzistuoja versija gavimo terapiniy
antikliny, kurie yra maZiau imunogeni3ki, gaunami paprastu ekonomiSku budu ir kuriy
rezultatai tolyglis Zmoniy terapiniy kompozicijy gamybai.

Taip pat yra Zinomas antikino fragmenty sékmingas panaudojimas ligy
imunodiagnozei. Ira Pastan tarp kitko apra$o (Europos patento registracija EP0796334 Al)
konstravima Fv tipo vienos grandinés fragmenty, panaudojant antiktiny kintamaja sritj, kuri
specifitkai atpaZista angliavandenius, susijusius su Lewis Y antigenu. Remiantis minétais
fragmentais, autorius i§vysto lasteliy, turin&iy Siuos antigenus nustatymo biidg ir taip pat
pateikia inhibavimo efekto jrodymus, kad $ie fragmentai turi lasteléms, neSan¢ioms anfigenus.

14F7 monokloninio antikiino prisiri§imo vietos Zinojimas yra idomus praktihiu ir
teoriniu poZidiriu ir daro § antigena potencialiu imunoterapiniam skirtingy ligy gydymui.
Souriau, C. ir kt. Expert Opin. Biol. Ther. 1, 845-855, 2001 ir Chester, K.A., ir kt. Dis.
Markers. 16, 53-62, 2000, parodé, kad scFv tipo antikiino fragmento panaudojimas gali duoti
gera gydomajj panaudojima, teikiant pirmenybe jo farmakologinéms savybéms, tokioms kaip
geresnis jsiskverbimas { auglio audinj.

Antikiino fragmenty, esan&iy filamentiniuose faguose, mini biblioteky konstravimas i3
hibridomy leidZia atrinkti molekules, sugebandias specifiskai atpaZinti antigenus Siame
arsenale. Tikslas yra greitas gavimas antikiiny fragmenty, kurie jungia atpaZinima originalaus
antikiino su maZesne molekuline mase ir gebéjimag buti gautiems i§ bakterijy. Si technika
igalins i§ryskinti daugybinius variantus antikiiny fragmenty, kurie yra nefunkcionalds arba
nejmanomi produkuoti bakterijose, kurie yra gaunami iskiriant arba veikiant hibridomos
kintamos srities genus jprastine klonavimo technika (Roovers, R. C. ir kt., Br. J. Cancer. 78,
1407-1416, 1998). |

Antikiiny fragmenty pateikimo filamentiniuose faguose technologija sudaro unikalia
galimybe pasiekti antikiiny prisirid§imo vieta ir taip pat modifikacijy {vedima i antikiina,
siekiant pagerinti jo gimininguma (Chames, P. ir kt., J. Immunol. 161, 5421-5429, 1998,
Lamminmaki, U ir kt., J. Mol. Biol. 291, 589-602, 1999, Parhami-Seren ir kt., J. Immunol.
Methods. 259, 43-53, 2002) arba keisti jo specifiskumg (Iba, Y. et. al, Prot. Engn,, 11, 361-
370, 1998, Miyazaki, C. ir kt., Prot. Engn. 12, 407-415, 1999, Darveau, R.P. ir kt., J. Clin.
Immunoassay. 15, 25-29, 1992). ‘

Antikiino fragmenty ekspresija filamentiniuose faguose leidZia apsikeisti grandinéms
(Lantto, J. ir kt., Methods Mol. Biol. 178, 303-316, 2002), biitent deriniui skirtingy VL su
originaliomis antikiino VH, arba atvirk3&iai, taip leidZiant tirti kiekvienos grandinés vaidmeni,
kurj grandiné atlieka atpaZjstant antigena ir jos jtaka giminingumui su antikiinu (Kabat, E.A,

Wu, T.T., J. Immunol. 147, 1709-1719, 1991, Barbas III, C. F., Lerner, R. A. Methods: A
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companion to Methods in Enzimology 2, 119-124, 1991). Pasikeitimas grandinémis leidZia
modifikuoti prisiri§imo vietos ypatybes, taip derinant imunoglobulino sekas i$ skirtingy riidiy,
parenkant tokius variantus, kurie i§saugo atpazinimo specifiskuma (Klimka, A. ir kt., Br. J.
Cancer. 83, 252-260, 2000, Rader, C. ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 8910-8915, 1998,
Beiboer, S. W. H. ir kt., J. Mol. Biol. 296, 833-849, 2000).

Sis iSradimas skirtas modifikuotiems antikiinams, gautiems i§ peliy 14F7 monokloniniy
antikiiny, kurie atpaZista originalius antigenus su tuo paliu giminingumu ir yra maziau
imunogeniski, kai jvedami pacientams. Kita $io i§radimo i3vada yra gavimas fragmenty, gauty
i§ minéty antikiiny, kurie apima lengvosios grandinés kintamaja sriti, skirtingg nuo
originalios, bet i$laikandia jos savybes, susijusias su specifiskumu, giminingumu ir
atpaZinimu ir ekspresuojamy bakterijy-$eimininkiy kaip tirpiy molekulés, o taip pat esanciy
ant filamentiniy fagy pavir$iaus. Fragmentai, gauti i§ 14F7 antikiiny, naudojami kaip
gydomieji ginklai. Be to, 14F7 antikiino scFv tipo fragmenty ekspresija ant M13 filamentinio
fago pavirsiaus jgalina gydomaisiais tikslais paveikti prisiri§imo vieta ir gaunamus variantus
su auk§tesniu giminingumu.

Vienas i§ $io iSradimo tiksly yra antikiino fragmenty, kurie tik dalinai i3saugo 14F7
seka, bet islaiko jo specifiskuma, gimininguma ir atpaZinimo savybes, charakterizavimas.

Abu — ir modifikuotas antikiinas ir gauti fragmentai atpaZjsta auglio lasteliy, kurios
ekspresuoja NGecGM3 antigena, specifiskuma, taip igalinant juos biiti naudojamus diagnozeje
arba gydyme minéty augliy ir turi privaluma gaunamo maZesnio imunogeniskumo, negu pelés
antikiinas, i$ kurio jie yra kile.

Naujos terapinés kompozicijos, kurios apima modifikuota 14F7 antikiing arba jo Fv
viengrandj fragmenta, kur minétas antikinas arba fragmentas gali biti suridti su radioaktyviu
izotopu, naudojamas lokalizuoti arba gydyti augliui, ekspresuojantiam antigeng yra §io
iSradimo objektas.

Taip pat 3io iSradimo objektas yra radioimunodiagnozés arba radioimunoterapijos
metodas auglio, ekspresuojantio NGeGM3 gangliozida, naudojant farmacines kompozicijas,

kurios apima modifikuota 14F7 antikiing arba jo fragmenta, surista su radioaktyviu izotopu.

Detalus iSradimo apraSymas.

Siame idradime yra apra$ytas chimerinis antikiinas, gautas i3 peliy 14F7 monokloninio
antikfino, gauto i§ hibridomos su deponavimo numeriu ECACC 98101901, apibudintas
sunkiosios ir lengvosios grandiniy hiper kintamy sri¢iy (CDR) sekanciomis sekomis:

SUNKIOJI GRANDINE

CDRI: SYWIH
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CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD
CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY
LENGVOQJI GRANDINE
CDR1: RASQSISNNLH

. CDR2: YASQSIS
CDR3: QQSNRWPLT

Geriau minétas chimerinis antikiinas yra charakterizuojamas sunkiosios ir lengvosios

grandiniy struktiiriniy sri¢iy (FR) sekan¢iomis sekomis:
SUNKIOJI GRANDINE
FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT
FR2: WLKQRPDQGLEWIG
FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR
FR4: WGQGTTVTVSS
LENGVOJI GRANDINE
FR1: DLVLTQSPATLVTPGDSVSFSC
FR2: WYQQRTHESPRLLIK
FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSISVETEDFGMYFC
FR4: FGAGTKLELKRA

Be to, chimerinis antikiinas charakterizuojamas Zmogaus IgGl sunkiosios grandinés

pastovia sritimi ir Zmogaus Ck lengvosios grandinés pastovia sritimi.

Geresniame pateikime $is idradimas susijes su modifikuotu antikiinu, gautu i§ peliy
14F7 monokloninio antikiino, produkuoto hibridomos, kurios deponavimo numeris ECACC
98101901, i3siskiriantis dél sunkiosios ir lengvosios grandiniy struktlirinés srities, turincios
bet kurig i§ sekanéiy mutacijy:

SUNKIOJI GRANDINE

5 padétis: Q pakeistajV

9 padétis: N pakeista j A
11 padétis: L pakeista | V
12 padetis: A pakeistaj V
18 padétis: M pakeistaj V
19 padétis: K pakeista{ R
20 padétis: M pakeista | V
38 padétis: K pakeista | R
40 padétis: R pakeista | A
42 padétis: D pakeista { G
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48 padétis: I pakeistaj V
LENGVOJI GRANDINE
39 padétis: R pakeista j K

40 padétis: T pakeista j P
41 padétis: H pakeista | G

42 padetis: E pakeista j Q

58 padetis: I pakeistaj V

Geriau, minétas modifikuotas antikiinas yra charakterizuojamas tuo, kad turi Zmogaus
IgG1 sunkiosios grandinés pastoviaja sriti ir Zmogaus Ck lengvosios grandinés pastovigja
sritj.

Kitas %io i¥radimo aspektas tas, kad jis susijes su i§ hibridomos (deponuota ECACC
98101901) gauto 14F7 antikiino Fv tipo viengrandZiais fragmentais, kurie apima sunkiosios
grandinés kintamos srities sekq ir kurie i§saugo 14F7 atpaZinimo specifiSkuma.

Geriau minéti Fv fragmentai apima lengvosios grandinés kintamas sritis, gautas i3
neimunizuoty peliy arba *mogaus, skirtingai nuo lengvosios grandinés kintamos srities,
produkuotos minétos hibridomos, kas jgalina jy gavima i§ bakterijy-Seimininkiy, kaip
antikiiny fragmentus, esancius filamentiniuose faguose arba tirpiose molekulése.

Sis iSradimas yra taip pat susijes su lasteliy linijomis, kurios ekspresuoja chimerinius ir
humanizuotus antikinus, ir bakterijy klonais, kurie produkuoja fragmentus, gautus i§ 14F7.

Be to, §is iSradimas yra susijes su farmacinémis kompozicijomis, skirtomis gydyti
ir/arba lokalizuoti ir identifikuoti piktybiniams kriities ir melanomos augliams, ju
metastazéms ir recidyvams, charakterizuojamais buvimu vieno i§ Sio iSradimo
rekombinantiniy monokloniniy antikiiny arba ju fragmenty, taip pat tinkamu pritaikymui
nedikliu. Minétas antikiinas arba fragmentas gali buti suriStas su radioaktyviu izotopu,
naudojamu piktybiniy augliy lokalizacijai ir/arba gydymui.

Galiausiai, %is iradimas yra susijes su apraSyty antikiiny naudojimu gamyboje
farmacinés kompozicijos, skirtos piktybiniy augliy gydymui ir/arba lokalizacijai ir
identifikacijai.

Kaip §j i§radimg jvykdyti ir naudoti i3déstyta Zemiau.

1. 14F7 peliy antikino ¢DNR sintezé ir kintamos srities amplifikacija, naudojant
PGR (polimeraziné grandininé reakcija). '

14F7 peliy antikiinas buvo gautas imunizuojant Balb/c peles GM3 (NeuGc)
gangliozidu, hidrofobidkai konjuguotu su maZo tankio lipoproteinais ir esant Freundo

adjuvantui (EP 0972782 Al, Carr A. ir kt., Hybridoma 19:3:241-247, 2000). RNR yra i8skirta
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i$ 10° hibridomos lasteliy, produkuojan&iy 14F7 monokloninj antikiing (peliy IgG1 Mab),
kuris atpaZjsta NGcGM3 gangliozida, naudojant TRIZOL ekstrakcijos metodg (GIBCO BRL,
NY), pagal gamintojo instrukcija.

Komplementarios DNR (cDNR) sintezé ir VH ir VL kintamyjy sri¢iy amplifikacija
buvo atlikta, naudojant reagenty rinkinj: Access RT-PCR (Promega, JAV) pagal gamintojo
rekomendacijas. Trumpai, reakcija vykdoma i§ 5 ml RNR esant 25 pmol dT oligonukleétido,
numatyto hibridizacijai RNR poliA srityje ir atitinkamy oligonukleotidy, ypatingy kiekvienai
kintamai sri¢iai: VH ir VL. Inkubuojama 10 min. prie 60 °C ir véliau pridedamas miSinys,
turintis 0,2 mM kiekvieno dezoksinukleotido (ANTP), 1 mM MgSOq, 5 p AMV-atvirkstinés
transkriptazés ir 5 pl DNR polimerazés reakcijos buferyje iki galinio tiirio 50 pl. PavyzdZiai
inkubuojami 45 minutes prie 48 °C, 2 minutes prie 94 °C ir véliau amplifikuojami 40 cikly
PGR reakcijoje, esant sekan¢ioms temperatiiroms: 94 °C (30 sekundziy), 60 °C (1 minuté), 68

°C (2 minutés), ir galiné inkubacija 68 °C 7 minutés.

2. Chimeriniy geny konstravimas ir amplifikuotos cDNR sekvenavimas.

VH ir VK PGR produktai skaidomi restrikcijos fermentais Eco RV-Nhe 1 (VH) ir Eco
RV-Sal 1 (VK) ir klonuojami | atitinkama ekspresijos vektoriy (Coloma M.J. ir kt., J.
Immunol. Methods 152:89-104, 1992). VH sritis klonuota { PAH4604 vektoriy, kuris turi
7mogaus IgG1 pastovig sritj ir kaip atrankos Zymenj gena, atspary L-histidinolivi. VK sritis
klonuota i vektoriy PAG4622, kuris turi mikofenolinés riigities atsparumo geng ir pastovig
¥mogaus kappa sritj. Galutinés genetinés konstrukcijos buvo atitinkamai pavadintos 14F7VH-
PAHA4604 ir 14F7VK-PAG4622.

Abi konstrukcijos yra sekvenuotos didezoksinukleotidy metodu (Sanger F. ir kt., PNAS
USA 74:5463-5470, 1979), naudojant T7 DNR polimerazés sekvenavimo reagenty rinkinj

(Amersham-Pharmacia) pagal gamintojo aprasyta protokola.

3. Chimerinio antikiino ekspresija.

NSO lgsteliy elektroporacija vykdoma su 10 pg 14F7VH-PAH4604 linearizuotos Pvu 1
fermentu. DNR i$sodinama etanoliu, sumaiSoma ir iitirpinama PBS (fosfatinio buferio
druskos tirpalas). Mazdaug 107 lasteliy auginama iki pusiau konfliuentumo ir surenkamos
centrifuguojant. Véliau lastelés suspenduojamos 0,5 ml PBS kartu su DNR elektroporacijos
inde. Po 10 min. laikymo lede lastelés paveikiamos 200 V ir 960 F impulsu ir laikomos lede
10 min. Lastelés auginamos 96 Sulinéliy plokstelése Dulbecco modifikuotoje selektyvioje
auginimo terpéje (DMEM-F12) su 10 % fetalinio ver3eliy serumo (FCS) ir 10 mM L-

histidinolio. Transfekuoti klonai tampa matomi praéjus 10 dieny pridéjus atrankos terpes.
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Chimerinio imunoglobulino gamyba yra nustatoma ELISA i§ klony supernatanto. Siam
tikslui polistireno plokstelés (auksto susirigimo, Costar) padengiamos ozky antiserumu prieé
Zmogaus IgG karbonatiniame-bikarbonatiniame buferyje 100 mM, pH 9,8 per naktj prie 4 °C.
Po to plokstelés plaunamos PBS-Tween (fosfatinio buferio druskos tirpalas, 0,5 % Tween-20,
pH 7.5), ir kultiros supernatanto pavyzdZiai atskiesti PBS-Tween-FCS pridedami ir
inkubuojami viena valandg prie 37 °C. Plokstelés plaunamos vél PBS-Tween ir inkubuojamos
vieng valanda prie 37 °C ozky anti Zmogaus kappa grandinés serume, konjuguotame su
peroksidaze (Jackson). Véliau plokitelés plaunamos tuo padiu biidu ir inkubuojamos su
citratinio-fosfatinio buferio tirpalu pH 4,2 kuris turi substrata: o-fenilendiaming. Po 15
minuciy matuojama absorbcija prie 492 nm.

Chimerinio antikiino sugebéjimas atpaZinti antigeng yra patikrinamas konkurencine
ELISA, naudojant NGecGM3 ir NacGM3 gangliozidus. Trumpai, polistireno ploksteles
(Polysorp, Nunc) padengiamos 50 pl 4 pg/ml NGcGM3 arba NacGM3 tirpalu metanolyje ir
inkubuojamos viena valanda prie 37 °C. Po to plokstelés blokuojamos 200 pl 1 %-inio jautio
serumo albumino tirpalu (BSA), pH 7,8-8,0 vieng valanda prie 37 °C. Po 3 plovimy su PBS,
pavyzdziai praskiesti 1 %-iniu Tris-HCI-BSA iki koncentracijos diapazone 2 pg/ml-0,01
pg/ml, esant 1 mg/ml biotinilinto 14F7 peliy antikiino prie 37 °C per 2 val. Po to ploktelés
plaunamos PBS ir reakcija vykdoma su streptavidino-peroksidazeés konjugatu (Jacson) prie 37

°C 1 val. Absorbcija matuojama prie 492 nm.
4. Humanizuoty 14F7hT antikiiny konstravimas humanizuojant T epitopus.

T epitopy prognozé.

14F7 kintamo domeno sekos analizuojamos AMPHI programa (Margalit H. Ir kt., J.
Immunol. 138: 2213-2229, 1987), kuri leidzia identifikuoti 7 arba 11 aminorigitiy
segmentus, turinfius amfifiling spiraling struktiira, kuri gali biiti susijusi su T lasteliy
imunogeniskumu. Sie algoritmai Siuo atveju numato fragmentus, susijusius su peliy
monokloninio antikiino sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintamy sri¢iy T epitopy buvimu.

Homologijos su Zmogaus imunoglobulinais analizé.

14F7 kintamojo domeno aminoriigi¢iy sekos palygintos su apra$ytomis Zmogaus
imunoglobulino  kintamosios srities sekomis, kad bty identifikuotas Zmogaus
imunoglobulinas, turintis auk$iausia homologija su analizuojama pelés molekule. Siam
tikslui galima naudoti SWISSPROT duomeny baze, esanéia internete, per BLAST programa
(Altschul S.F. ir kt., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997).

Imunogenifkumo sumaZinimo analizé.
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Metodo esmé glidi imunogeniSkumo sumaZinimo pasiekime nutraukiant arba
humanizuojant galimus T epitopus su minimaliomis mutacijomis FR, specifiSkai tuose
segmentuose, kurie turi amfifiling spiraling struktiira, i§skyrus padétis, susijusias su antigeno
atpaZinimo vietos trimatémis struktiiromis. ”

Pagal metoda peliy imunoglobulino VH ir VL kintamyjy sri¢iy sekos yra palygintos su
tokiomis auks¢iausios homologijos Zmoniy sekomis ir lickanos, kurios skiriasi tarp peliy ir
Zmogaus seky yra identifikuotos tik amfifilinése srityse, kurios yra FR srityje (Kabat e.,
Sequences of proteins of immunological interest, Fifth Edition, National Institute of Health,
1991). Tokios “peliy” lickanos turéty biiti linke biiti mutuotos i tokias, kurios randamos tose
paciose pozicijose Zmogaus sekose.

Liekanos, esanéios FR pozicijose, atsakingos uZ kanoning struktiira, kurios yra Verniero
zonoje, arba dalyvauja VH-VL interfazés saveikoje negali biiti mutuotos, kadangi tai gali
itakoti i antikiino kintamosios srities domeno trimate struktiirg ir taip paveikti prisiriS§ima prie
antigeno. Be to, informacija apie pasifilyty pakaity jtaka tretinei struktiirai gali buti gauta
kintamosios srities molekuliniu modeliavimu.

Nuo to laiko analizéje mutacijos elementy, tokiy kaip prolino liekany buvimas
amfifilinéje spiraléje arba faktas, kad kai kurios peliy lickanos negali atsirasti toje pacioje
padétyje labiausiai homologinéje Zmogaus sekoje, bet yra daZznos kituose Zmogaus
imunoglobulinuose, galima galvoti, kad galima gauti versija, kuri turi maksimaliai mutacijy,
tai yra, kur visos peliy liekanos, kurios skiriasi nuo Zmogaus seky yra mutuotos, bet kitos
versijos gali biti su skirtingais mutacijy deriniais.

Identifikavus 14F7 peliy sekos galimus T epitopus ir juose identifikavus segmentus,
kuriuose liekanos yra skirtingos negu Zmigaus, pakeitimai atlickami jprastine tiesioginés
mutagenezeés technika.

Humanizuoty 14F7hT antikiiny klonavimas ir ekspresija NSO Igstelése.

Jeigu 14F7hT antikiino VH ir VL sritims atitinkancios genetinés konstrukcijos gautos
pries tai apraytu metodu, jos klonuojamos i atitinkamus ekspresijos vektorius, panaius kaip
apra$yta auk$¢iau chimeriniy antikiiny konstrukcijos atveju, gaunant sekanéias genetines
konstrukcijas: 14F7hTVK-PAG4622 ir 14F7hTVH-PAH4604. Siy geny transfekcija | NSO
lasteles vykdoma tiksliai tomis pa¢iomis salygomis, apraSytomis chimeriniams antiklinams.
Klonai, produkuojantys humanizuota antikiina, taip pat nustatomi ELISA metodu.

Antigeno atpaZinimo humanizuotu antikiinu sugebéjimas yra patikrintas konkurentines
ELISA metodu, naudojant NGeGM3 ir NacGM3 gangliozidus. Procediira yra identiska

apradytai chimeriniams antikinams.
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S. Antikiiny fragmenty biblioteky konstravimas filamentiniuose faguose i§ 14F7
hibridomos.

Informaciné RNR i8skiriama i§ 14F7 hibridomos lasteliy, sintezuojama komplementari
DNR, ir sekos atitinkan&ios sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintamoms sritims atskirai
amplifikuojamos, naudojant du rinkinius nukleotidy, skirty hibridizuotis su plaCiu spektru
peliy kintamyjy sri¢iy. Kiekviena amplifikuotos sunkiosios grandinés kintama sritis yra
igryninta, sukarpyta su atitinkamais fermentais ir sujungta su pHG-Im fagemidiniu
vektoriumi (sukonstruotu viengrandZiy antikiiny ant filamentiniy fagy pavirSiaus pateikimui),
prie§ tai sukarpytu su tais padiais fermentais. Sujungimo reakcijos produktai idvalyti ir
elektroporacijos biidu jvesti | E. coli TG1 bakterinj kamiena. Transformuotos bakterijos
sudaro sunkiosios grandinés kintamos srities ribotos jvairovés (visos i§ ju gautos i§ 14F7
hibridomos) daling biblioteka. DNR atitinkanti $iai dalinei bibliotekai yra i$valoma ir atskirai
sujungiama su lengvosios grandinés kintamy sridiy kolekcija (prie§ tai i$valyta ir sukarpyta su
atitinkamais fermentais). Galiausiai jy genetinés konstrukcijos buvo -elektroporacijos budu
ivestos | TGl kamieno bakterijas, kad prisiderinty prie skirtingy tipy nepriklausomy
biblioteky. Egzistuoja grandiniy apsikeitimo bibliotekos, kuriose hibridomos sunkiosios
grandinés kintamos sritys yra sumai§omos su lengvosios grandinés kintamy sri¢iy skirtinga

kolekcija, gauta i$ peliy ir Zmogaus limfocity.

6. Klony, produkuojanéiy antikiiny fragmentus prie§ N-glikolil-GM3, i§skyrimas
ir charakterizavimas.

I§ kiekvienos bibliotekos paimamos atsitiktinés kolonijos fagy dauginimui, naudojant
pagalbinj faga M13 K07. N-glikolil-GM3 atpaZinimas fagais, turin¢iais antikiino fragmentus,
analizuojamas tiesiogiai kietoje fazéje imunofermentiniu testu (ELISA). Taip nustatomi
klonai, turintys funkcinius fragmentus. Fagai, turintys antikiino fragmentus, i¥ bendro
transformuoty bakterijy miinio, kurie formuoja kiekviena biblioteka, yra gaminami gavimui
ruodiniy, turtingy funkcionaliais antikiiny fragmentais ir istiria biblioteky jvairovg. Gautas
fagy miinys patalpinamas salytyje su N-glikolil-GM3 antigeno riba ant kieto pavirSiaus,
fagai, turintys antikiino fragmenta ir sugebantys susiristi yra i$saugomi ir liekana pasalinama
nuodugniu plovimu. PrisiriSe fagai i§plaunami kei¢iant pH ir i3dauginami, siekiant gauti nauja
fagy misinj, kuris tarnauty kaip pradiné medZiaga naujam antigeny atrinkimo ciklui. Po
daugelio atrinkimo cikly analizuojamas atpaZinimas antikino fragmenty, esanciy fagy
kolonijose. Taigi, papildomi klonai, produkuojantys funkcinius fragmentus, praskiesti

pradinéje bibliotekoje yra identifikuojami.
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Klony produkuoty antikiino fragmenty charakterizavimas apima specifiSkumo analzg
ELISA metodu prie§ giminingy gangliozidy plokstelg, auglio atpaZinimo tyrimag
imunohistochemijos metodu, jy sugebéjimo biiti produkuotiems kaip tirpiy antikliny funkciniy
fragmenty nustatymg (jvertinimg) jiems nesant faguose ir jy kintamy sriCiy pilng

sekvenavima.

Pavyzdziai:

Sekanciuose pavyzdZiuose visi naudojami restrikcijos arba modifikacijos fermentai,
kaip ir reagentai bei medZiagos, buvo gauti i§ komerciniy $altiniy, jeigu neapibréZta kitaip.

1 pavyzdys. 14F7 chimerinio monokloninio antikiino gavimas.

VH ir VK peliy kintamos srities cDNR sintezé ir amplifikacija PGR reakcija buvo
atlikta su Vent polimeraze, naudojant specifinius oligonukleotidus su EcoRV-Ndel restrikcijos
vietomis dél VH ir EcoRV-Sall dél VK. Pakeisti oligonukleotidai buvo sekantys:

VH grandinei:

1 oligonukleotidas (hibridas signaliniame peptide):

5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc ttt ctc ttc ctg 3’

2 oligonukleotidas (JH1 hibridas):

5' ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3’

VK grandinei:

1 oligonukleotidas (hibridas signaliniame peptide):

5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt 3

2 oligonukleotidas (VLIS hibridas):

5' agc gtcgac tta cgt ttc agc tce age ttg gte cc 3’

VH ir VL PGR produktai buvo skaidomi restrikcijos fermentais Eco RV-Nde I (VH) ir
Eco RV-Sal 1 (VK) ir klonuoti kiekvienas i atitinkamus ekspresijos vektorius PAH4604 ir
PAG4622, VH ir VK atitinkamai. Sie vektoriai naudojami imunoglobuliny ekspresijai
Zinduoliy lastelése ir buvo padovanoti Sherie Morrison (UCLA, California, USA). PAH4604
vektorius turi Zmogaus IgGl pastovia sritj ir PAG4622 — Zmogaus pastovia kappa srit]
(Coloma J. ir kt., J. Immunol. Methods 152:89-104, 1992). Jeigu 14F7 VH ir VK sritys buvo
klonuotos minétuose vektoriuose, suformuotos 14F7VH-PAH4604 ir 14F7VK-PAG4622
struktdiros.

Dvylika nepriklausomy klony sekvenuota didezoksinuklotidy metodu (Sanger F. ir kt.,
DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. PNAS USA 1979;74:5463-5470) ,
naudojant T7 DNR polimerazés sekvenavimo rinkinj (Amersham-Pharmacia) pagal gamintojo

apradyta protokola. VH ir VK sekos turi aukstg gimininguma atitinkamai su IIB ir V
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pogrupiais (1A ir B figiiros) pagal Kabat klasifikacija (Kabat E., Sequences of proteins or
imunological interest, Fifth edition, NATIONAL institute of Helth, 1991).

Buvo atlickama NSO lasteliy elektroporacija su 10 pg 14F7VH-PAH4604 ir 10 pg
14F7VK-PAG4622, linealizuoty Pvu I fermentu. DNR buvo i$sodinta etanoliu, sumaiSyta ir
i§tirpinta S0 pl PBS. Mazdaug 10 lIasteliy auginama iki pusiau konfliuentumo, surenkamos
centrifuguojant ir resuspenduojama 0,5 ml PBS kartu su DNR elektroporacijos inde. Po 10
min. laikymo lede, lastelés veikiamos 200 V ir 960 F ir inkubuojamos 10 min. lede. Lastelés
buvo auginamos 96 $ulinéliy plokstelése rinktinéje Dulbecco modifikuotoje (DMEM-F12)
terpéje su 10 % FCS ir 10mM L-histidinolio. Transfekuoti klonai tapo regimi praéjus 10
dieny po selektyvios terpés pridéjimo. Chimerinio imunoglobulino gavimas yra nustatytas
ELISA metodu, naudojant klony supernatantus. Siam tikslui polistireno plokstelés (auksto
prisiridimo, Costar) yra padengiamos oZky anti Zmogaus IgG serumu (Sigma), 100 mM, pH
9,8 karbonato-bikarbonato buferyje per naktj prie 4 °C. Po to plokstelés plaunamos PBS-
Tween (fosfatinio buferio druskos tirpalas, 0,5 % Tween-20, pH 7,5), ir uZne3us kultiiros
supernatanto pavyzdzius, praskiestus PBS-Tween-FCS, inkubuojamos vieng valanda prie 37
°C. Plokstelés vél iSplautos PBS-Tween ir po to inkubuotos ozkos anti Zmogaus kappa
grandinés serume, konjuguotame su peroksidaze (Jackson), viena valanda prie 37 °C. Véliau
plokstelés plaunamos tuo padiu biidu ir inkubuojamos su pH 4,2 citrato-fosfato buferio

tirpalu, kuris turi substrata: o-fenilendiaming. Po 15 min. matuojama absorbcija prie 492 nm.

2 pavyzdys. 14F7Q antikiino reaktyvumas prie§ NGeGM3 ir NAcGM3 antikiinus.

14F7 chimerinio antikiino (Ak) reaktyvumas buvo nustatytas konkurencinés ELISA
metodu. 2 figiiroje parodytas 14F7 chimerinio, palyginus su 14F7 peliy specifiskumas
atpaZjstant polistireno plokiteles (Polysorp, Nunc), padengty N-glikozilintu-GM3
gangliozidu. Abu Ak, esantys panaSiose koncentracijose, rodo 50 % antigeno atpaZinimo
inhibavima biotinilintu peliy 14F7 antikinu. Tuo tarpu, jeigu plokStelés padengtos N-
acetilintu GM3 variantu, nebuvo stebima imunoreaktyvumo abiems antikinams. Kaip

nepriklausomas Ak buvo naudojamas peliy C5 Mab.

3 pavyzdys. Humanizuoty antikiiny skirtingy versijy gavimas.

14F7 VH ir VK sekos buvo palygintos su zmogaus seky duomeny baze, gaunant
labiausiai homologiska VH ir VK sri¢iy 14F7 antikiino Zmogaus sekg (Fig. 1A ir B). Be to,
abiejose sekose buvo nustatytos amfifilinés sritys arba potencialis T epitopai. Véliau

mutacijos, reikalingos pakeisti peliy VH ir VK sekas { Zmogaus sekas buvo nustatytos pagal §}
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T epitopy humanizavimo metoda. Zemiau mes paminésime maksimaliai glle-llr-nass gnut?ci%,
kurios gali biiti atliktos.

VH srities atveju mutacijos jvedamos padétyse 5, 9, 11, 12, 18, 19, 20, 38, 40, 42 ir 48,
kur aminoriigitys Q, N, L, A, M, K, M, K, R, D ir I buvo pakeistos { V, A, V, V, V,R, V, R,
A, G ir V atitinkamai. Sios mutacijos buvo atliktos persidengiant PGR produktams (Kamman
M. ir kt, Nucleic Acids Research 17:5404-5410, 1989), naudojant 1 ir 2, bei 3 ir 4
oligonukleotidus pirmosiose PGR, ir rezultatai buvo perdengti kitoje PGR, naudojant tik 2 ir 4
oligonukleotidus. Naudoty nukleotidy sekos parodytos Zemiau:

1 oligonukleotidas: 5' gtc cag ctt gtg cag tct ggg get gaa gtg gta aaa cct ggg 3’

2 oligonukleotidas: 5’ ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3

3 oligonukleotidas: 5' ccc agg ttt tac cac ttc age ccc aga ctg cac aag ctg gac 3’

4 oligonukleotidas: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc ttt ctc ttc ttc ctg 3’

Kai tik ankstesnés mutacijos sekvenuojamos ir patikrinamos, i DNR jvedamos
mutacijos 18, 19 ir 20 padétyse, pakei¢iant aminoriigétis M, K, M i V, R, V atitinkamai.

Zemiau parodyti 1 ir 2 oligonukleotidai ir 3 ir 4, aprayti minétoms mutacijoms. PGR
produkty persidengimas buvo atliktas kaip apraSyta anksCiau.

Oligonukleotidai sunkiosios grandinés 18, 19 ir 20 mutacijoms:

1 oligonukleotidas: 5' ggg gec tea gtg agg gtg tee tge agg 3’

2 oligonukleotidas: 5' ggg gctage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3

3 oligonukleotidas: 5' cct gea gga cac cct cac tga gge cce 3

4 oligonukleotidas: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc ttt ctc ttc ctg 3’

Panagiai, kai tik ankstesnés mutacijos yra sekvenuotos ir patikrintos, R, A, G mutacijos
buvo jvestos j 38, 40 ir 42 DNR padetis, kurios atliekamos pakeiciant atitinkamai K, R D
aminorigstis.

Zemiau parodyti 1 ir 2, bei 3 ir 4 oligonukleotidai, apraSyti Sioms mutacijoms.
Persidengiantys PGR reakcijy produktai buvo atlikti kaip apraSyta prie$ tai. '

Oligonukleotidai sunkiosios grandinés 38, 40 ir 42 mutacijoms:

1 oligonukleotidas: 5' cac tgg tta aga cag gca cct ggc cag ggt ctg 3’

2 oligonukleotidas: 5' ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3’

3 oligonukleotidas: 5' cag acc ctg gee agg tgc ctg tct taa cca gtg 3

4 oligonukleotidas: 5’ ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc ttt ctc ttc ctg 3’

Galiausiai, sekvenuojant patikrinus ankstesnes mutacijas, mutacija 43 padétyje buvo
ivesta i DNR, turindia I aminoriigties pakeitima i V. Zemiau parodyti nukleotidai 1 ir 2, bei 3
ir 4, naudoti Sioje mutacijoje. PGR reakcijy produkty persidengimas buvo atliktas kaip

apraSyta auk3c¢iau.
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Oligonukleotidai sunkiosios grandinés 48 mutacijai:

1 oligonukleotidas: 5' ctg gaa tgg gtt gga tac att 3’

2 oligonukleotidas: 5' ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3

3 oligonukleotidas: 5' aat gta tcc aac cca ttc cag 3'

4 oligonukleotidas: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc ttt ctc ttc ctg 3’

Visos $ios mutacijos buvo patikrintos sekvenuojant. Gauta genetiné konstrukcija buvo
pavadinta 14F7hTVH.

Sunkiosios grandinés atveju yra skirtingos aminoriigitys tarp VH 14F7 ir labiausiai
panasiausiy tokiy Zmogaus seky, kurios nebuvo mutuotos, kadangi Sie pakeitimai apémé
Vernier zonos aminortig§tis arba jos yra raktinése pozicijose antigeny atpaZinime.

Lengvojoje grandinéje buvo jvestos mutacijos 39, 40, 41, 42 ir 58 padétyse, pakeiciant
R, T, H, E, I atitinkamai i K, P, G, Q ir V. Mutacijos buvo jvestos tuo paciu bidu, kaip ir
sunkiosios grandinés. Zemiau apragytos naudotos oligonukleotidy sekos.

Oligonukleotidai lengvosios grandinés 39, 40, 41 ir 42 mutacijoms.

1 oligonukleotidas: 5' tat caa caa aaa cca ggt cag tct cca agg 3’

2 oligonukleotidas: 5’ agc gtcgac tta cgt ttc age tcc agc ttg gtc cc 3’

3 oligonukleotidas: 5' cct tgg aga ctg acc tgg ttt ttg ttg ata 3’

4 oligonukleotidas: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt
3

Po ankstesniy mutacijy patikrinimo sekvenuojant, i 58 padéti buvo jvesta mutacija {
DNR, taip pakei¢iant aminoriigstj I V. Zemiau parodyti nukleotidai 1 ir 2, bei 3 ir 4, naudoti
Siai mutacijai. PGR produkty persidengimas buvo atliktas kaip apraSyta anks¢iau.

Oligonukleotidai lengvosios grandinés 58 mutacijai:

1 oligonukleotidas: 5' att tct ggg gtc ccc tce agg 3’

2 oligonukleotidas: 5' agc gtcgac tta cgt ttc age tce agc ttg gtc cc 3’

3 oligonukleotidas: 5' cct gga ggg gac ccc aga aat 3’

4 oligonukleotidas: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt
3

Kai tik mutacijos buvo atliktos, jos buvo patikrintos sekvenavimu.

Gauta genetiné konstrukcija buvo pavadinta 14F7hTVK.

Humanizuoty sri¢iy VK ir VH buvo klonuotos i vektorius PAG4622 ir PAH4604,
atitinkamai suformuojant konstrukcijas 14F7hTVH-PAH4604 ir 14F7hTVK-PAG4622. Buvo
vykdoma NSO lasteliy elektroporacija su 10 pg kiekvieno vektoriaus , kuris turi humanizuota

kintama sritj 14F7hTVH-PAH4604 ir 14F7hTVK-PAG4622, prie$ tai linearizavus skaldant
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Pvu 1. Elektroporacijos procesas ir klony, kurie ekspresuoja 14F7hT humar-l!.zugt:a? §r§1k1§1@

nustatymas, buvo identigki apraSytam chimeriniam antikiinui.

4 pavyzdys: 14F7 antikiino poveikis j auglio augimo sumaZéjima angiogenezés
modelyje in vivo.

B16 melanomos auglio lasteliy linija sumai$yta su matricos geliu, kaip angiogenezés
induktoriumi, buvo naudojama kaip modelis angiogenezei in vivo.

Auglio angiogenezés proceso indukcija buvo matuojama auglio linija (B16) su matricos
geliu implantuojant po oda C57/BL6 linijos peliy patiny papilvéje. Siam tikslui melanomos
B16 lastelés buvo sumaiSytos su 0,5 ml matricos gelio ir 64 vienetais/ml heparino kontrolinéje
grupéje arba derinyje su kitais antikiinais, kad biity jvesta poodinémis injekcijomis | gyviiny
pilvo sritj. Penkiolika dieny po inokuliacijos gyviinai buvo skerdZiami ir gelio grideliai buvo
i3imti kartu su odos ir epidermio lickanomis ir mikroskopiskai tiriamas auglio dydis. 3
figliroje parodyta kiek stipriai sumazéja auglio masé i$ peliy augliy, gydyty su 14F7.

Norint jZifiréti naujas kraujagysles yra atliekama hematoksilinu/eozinu nudaZyto ir su
imunodazymu su anti PECAM Mab (endotelio Zymuo) nudaZyto gelio histopatologiné
analizé. 4 figliroje A ir B yra nustatytas kraujagysliy skai¢iaus maz¢jimas audiniy pjuvyje ty

gyviiny, kurie buvo veikti 14F7, palyginus su negydyty gyviiny auglio pjiviu.

5 pavyzdys: 14F hibridomos antikiiny fragmenty bibliotekos konstravimas
filamentiniuose faguose.

Informaciné RNR buvo i$skirta su TriPure Isolation Reagent (Boehringer Mannheim,
Germany) i§ 5,0x10° 14F7 hibridomos lasteliy ir komplementari DNR buvo susintetinta su
Pro-STAR First Strand RT-PCR reagenty rinkiniu (Stratagene, USA). Kintamosios sritys
sunkiosios ir lengvosios grandiniy, gauty i§ hibridomos, buvo amplifikuotos per 26
polimerazinés grandininés reakcijos ciklus, sekandiomis salygomis: 50 sek. Prie 94 °C, 1 min.
Prie 55 °C, 1 min. Prie 72 °C. Siam tikslui buvo naudojami visi galimi degeneruoty nukleotidy
rinkinio deriniai (sukonstruoti hibridizuojant su plagia jvairove peliy kintamy sri¢iy), kurios
parodytos sekantioje lenteléje:

Oligonukleotidai naudoti VH ir VL amplifikavimui. I3sigim¢ padétys oligonukleotidy
sekoje parodytos skliaustuose. Restrikcijos viety sekos yra pabrauktos.

VH 5" Apa LI

5'... ttc tat tct cac agt gea cag (gc)ag gt(gt) cag ct(gt) ac(ag) cag tc(at) gga 3’

5'... ttc tat tct cac agt gea cag ge(ag) gt(ct) ca(ag) ctg cag cag ct(ct) ggg ge 3’

5'... ttc tat tct cac agt gea cag ga(ag) gtg aag ct(gt) (ge)(ge) gag tet gg(ag) gga 3’
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5'..ga acc agt act cca ggc ctg agg ggc cge aga gac agt gac cag agt ccc 3’

5'...ga acc agt act cca ggc ctg agg ggc cga gga gac ggt gac tga ggt tce 3’

5'...ga acc agt act cca gge ctg agg gge cga gga gac (gt)gt ga(ge) (ca)gt gga (ge)cc... 3’
VL5 Sall
5'...gta ctc cag tcg acg aca ttg tg(ca) tg(at) t(ac)c agt ctc c... 3’

5'...gta ctc cag tcg acg ata tcc aga tga c(ac)c a(ga)a ct(ac)... 3'

5'...gta ctc cag tcg ac(cg) aaa ttg t(tg)c tca cce agt cte c... 3

Vi 3'Not1

5'...aag gaa aaa agc ggc cgc tit (tc)a(tg) (tc)tc cag ctt ggt... 3’

5'...aag gaa aaa agc gge cge ttt (tg)a(tg) ctc caa ctt gt(gt)... 3’

Amplifikuotos sunkiyjy grandiniy kintamos sritys buvo isvalytos ir po to skaldomos
restrikcijos fermentais Sfi I ir Apa LI Restrikcijos produktai buvo iSvalyti ir jjungti i
fagemidinj vektoriy pHG-1m (Heber Biotec S.A., Cuba) (5 figiira). Su gauta genetine
konstrukcija eletroporacijos biidu buvo transformuotas E. coli bakterijy TG1 kamienas. Grupé
transformuoty bakterijy, atitinkanti sunkiosios grandinés kintamos srities daling biblioteka,
gauta i§ 14F7 hibridomos, su vidutiniu nariy dydziu 2,3x10* Dalinés bibliotekos plazmidiné
DNR buvo i§valyta ir po to skaldoma su Not I ir Sal 1 fermentais. Si DNR atskirai buvo
sujungta su keturiomis kolekcijomis lengvosios grandinés kintamy sri¢iy, prie$ tai suskaidyty
su tais padiais fermentais. TG1 kamieno bakterijos buvo transformuotos $iomis naujomis
genetinémis konstrukcijomis ir gautos keturios nepriklausomos bibliotekos. Viena i3 ju buvo
ribotos jvairovés mini-biblioteka, turinti abiejy — sunkiosios ir lengvosios grandiniy, gauty i$
14F7 hibridomos, kintamas sritis, kurios nariy dydis 1,6x10%. Kitos trys buvo grandiniy
apsikeitimo bibliotekos, kurios jjungé skirtingas lengvosios grandinés kintamy sri¢iy
kolekcijas, gautas pries tai i§ peliy (kappa izotipas) ir Zmoniy (kappa ir lambda izotipai) ir ju

nariy dydZiai buvo 1,0x107, 1,4x10° ir 1,2x10° atitinkamai.

6 pavyzdys: Klony, produkuojanéiy antikiiny fragmentus prie§ N-glikozil GM3,
iSskyrimas.

Buvo gauti fagai, turintys antikiiny fragmentus i§ 92 klony, atrinkty atsitiktinai i3
kiekvienos bibliotekos, mikropateikimo ploksteliy Sulin¢liuose pagal auk$Ciau apraSyta
procediira Marks J.D. ir kt., J. Mol. Biol. 222, 581-597, 1991). Jie specifiskai buvo jvertinti
ELISA metodu ant polivinilchlorido ploksteliy (Costar, USA) padengty N-glikolil-GM3 ir N-
acetil-GM3 iki 1 pg/ml. Suriiti fagai buvo nustatyti su anti-M13 monokloniniu antikiinu,

konjuguotu su peroksidaze (Amersham, Sweden). Be to, atsitiktinai atrinkty individualiy
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klony charakterizavimui buvo atlikta atranka fagy, sugebanciy susiristi su N-glikolil-GM3 i3
fagy miSinio, gauty i$ bakterijy grupés kuri atitinka kiekvienai bibliotekai. Siam tikslui fagai
buvo gaunami naudojant pagalbini MI13K07 faga, jie buvo i$valyti iSsodinant su
polietilenglikoliu pagal minétg procedirg ir sudedami i kontaktg su N-glikolil-GM3 riba ant
plastikinio pavirSiaus (IInmuno tubes, Nunc, Denmark). Vamzdeliai buvo ekstensyviai
plaunami ir fagai iplaunami esant 100 mmol/l trietilamino. Eliuatas buvo neutralizuotas ir
naudojamas infekuoti E. coli TG1 bakterijy kamiena. I§ infekuoty bakterijy grupés fagai,
turintys antikiing, buvo padauginti ir i§valyti, kad vél biity panaudoti kaip startiné medZiaga
naujam atrinkimo etapui tokiomis pat salygomis, kaip &ia apradyta. Po keturiy atrankos cikly,
i§ kiekvienos bibliotekos atsitiktinai buvo atrinktos 92 fagais infekuotos bakterijy kolonijos ir
buvo atliktas N-glikolil-GM3 atpaZinimas panasioje formoje, kaip i3 biblioteky atrinkty klony
jvertinimas.

I§ tiesioginés biblioteky klony analizés, produkuojantys klonai buvo isskirti i§ fagy,
turinéiy antiktiny fragmentus, kurie atpaZista N-glikolil-GM3, kurie buvo rasti kintamu
daZnumu trijose grandiniy apsikeitimo bibliotekose. Nebuvo rasta teigiamy klony mini
bibliotekoje, suformuotoje i3imtinai i§ kintamy sri¢iy, gauty i§ 14F7 hibridomos. Po atrir;kimo
cikly papildomi klonai buvo i3skirti i§ grandiniy apsikeitimo biblioteky ir né vienas nebuvo
rastas originaliy seky mini bibliotekoje. Sekantioje lenteléje parodyta kiekis klony,
produkuojanéiy antikiiny fragmentus, kurie atpaZjsta N-glikolil-GM3 ir daZnuma, kurj jie
simbolizuoja bendrame i§ kiekvienos bibliotekos analizuojamy klony skaiiuje. Pasitaiké

tiktai vieng klong produkuojantis fagas su priesingu reaktyvumu N-acetil-GM3 atZvilgiu.

Biblioteka

Teigiamy klony
daznumas (tiesioginis
atrinkimas)

Teigiamy klony
daZnumas (keturi
atrankos ciklai)

14F7 hibridomos mini 0/92 0/92
biblioteka

Peliy lengvyjy kappa grandiniy 31/92(33,70 %)* 52/92 (56,52 %)
apsikeitimas

Zmogaus  lengvyjy  kappa 2/92 (2,17 %) 8/92 (17,39 %)
grandiniy apsikeitimas

Zmogaus lengvyjy lambda 4/92 (4,35 %) 12/92 (13,04 %)

grandiniy apsikeitimas

*Vienas klonas su priesingu reaktyvumu N-acetil-GM3.
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7 pavyzdys: Charakterizavimas antikiiny fragmenty, gauty i§ 14F|7‘;-[uﬁ;3a$;§i§a
N-glikolil-GM3

11 antikling fragmenty kintamos sritys buvo pilnai sekvenuotos automatiniu
sekvenatoriumi ALF Ezpressll (Pharmacia, Sweden), naudojant nukleotidus, kurie
hibridizuojasi vektoriaus pGH-1m srityse, kurios susisiekia su sekos, koduojancios jterpta
antikiino fragmenta, 5' ir 3’ galais. Buvo nustatyta, kad visy sunkiyjy grandiniy kintamos
srities seka atitinka paskelbtai 14F7 sekai, pakeitimai pasitaiko tik 1 ir 4 strukturinése srityse,
tikétina jvesty naudojant isigimusius oligonukleotidus PGR reakcijos metu. Sekos
atitaisymas, apimantis tris CDR neturi variacijy. Priedingai, lengvosios grandinés kintamos
srities 11 klony sekos buvo visos skirtingos nuo 14F7 seky ir sugrupuotos | 5 skirtingy seky
grupes: dvi peliy kilmés ir viena Zmogaus kilmés (kappa izotipas) ir dvi kitos Zmogaus
kilmés, bet lambda izotipas. Vienas klono atstovas i§ kiekvienos seky grupés buvo pateiktas
vélesnei cha

Sekanioje lenteléje parodyti skirtumai tarp atrinkty klony lengvosios grandinés
kintamy sri¢iy, atsiZvelgiant i pradinj identiSkuma, kilm¢ ir izotipa, bei suskirstyma |

pogrupius pagal Kabat klasifikacija.

VL sritis Izotipas Tapatumas Pogrupis
su VL 14F7
AcM 14F7 peliy kappa - \
ScFv 2Am peliy kappa 59,46 % I
ScFv 3Fm peliy kappa 59,81 % \
ScFv 7Bhk Zmogaus kappa 60,74 % I
ScFv 7Ahl Zmogaus lambda 35,45 % I
ScFv 8Bhl Zmogaus lambda 37,04 % 1T

Skirtumai tarp klony lengvyjy grandiniy kintamy sriéiy ir tokiy sri¢iy paskelbty pagal
kilme 14F7 antikiinams yra i3sidéste per visa seka, iskaitant tris komplementariai apibréztas

sritis ir yra parodytos Zemiau (6 figlira).

Fr1
14FTMab DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC
2AmscFv . I . MF . . . . S. A. SL. QRATI
"3FmscFv . 1 QM. . T. S$SS. . ASL. . R. TI.
7BhkscFv . 1 QM. . T. $S. . ASV. . R. T1T.
JAhlscFv Q SVV . . P. S A. GG. . Q. LTI
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8BhiscFfv S S E L . . D. . V.. AL. T. R

CDR 1
RASAQ S1 SNNLH
. .. .. 8VSS. SYSYM.
.. D.. . Y. N
. . . SF.N
TGTSSDYV GGY. HV S
QGDS L R YYAS
Fr2
WYQQRTHESPRLLI K
. .. KPGQP. K. . .
KPDGTVK. \Y
KPGKA. K. . .Y
HPGKA. K. M. Y
KPGQA. V. V.Y
CDR 2
YASQSI S
. .. NLE.
. T RL H.
A . NL Q.
DV. KRP.
GKNNRP.
Fr3
GI PSRFSGSGSGTDFTLSI | AVETEDFGMYFC
V. A. .. . . . .. N.HP. . E..AAT. Y.
V. .. . v« . . . YS. T. SNL. Q. I AT . . .
V. . . R . . . .. .. ... T. SSLQP. . AA. Y.
V. H. K . NTAS. TVSGLAQA. EAV. Y.
D . S NTAS. T. TGAQA. EAD. Y.
CDR 3
QQSNRWP LTF
H. RDV .
. G. TL P. .
. GYTT
SSYAGSNN . V.
NSRDSSGNHVYV,
Fr4

QOO

VT VL
LTV L

Prisirisimo specifiskumas, patvirtintas ELISA metodu pagal metoda, apra$yta naudojant
padengimui papildomai prie N-glikolil-GM3 ir N-acetil-GM3 plokstele su giminingais

gangliozidais, kurie apima jvairius N-acetilintus gangliozidus. 7 figliroje parodytas skirtingy
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antigeny atpaZzinimas 5 klonais, produkuojanéiais budingus antikiino fragmentus. Buvo
stebimas tik N-glikolil-GM3 prisijungimas prie taikinio antigeno.

Tirpiy antikiino fragmenty gavimas (be fagy konteksto) i klony buvo indukuotas esant
Immol/l izopropiltiogalaktopiranozido. Supernatantas buvo surinktas ir periplazmings
frakcijos buvo gautos pagal nustatytas procedﬁras‘(de Haard H., J. Biol. Chem. 274, 18218-
18230, 1999). N-glikolil-GM3 atpaZinimo aktyvumas buvo nustatytas ir kultiiros supernatante
ir periplazminése frakcijose ELISA metodu ant ploksteliy, padengty minétu antigenu, panasiu
{ apraSyta, bet su sekandiomis modifikacijomis. Suriti antikino fragmentai buvo nustatyti,
naudojant 1E10 monokloninj antikiing (nukreipta prie§ c-myc peptida, sulieta | geneting
konstrukcija su antikiino fragmentu) iki 10 pg/ml ir anti peliy imunoglobulino konjugata
(Sigma, USA). Antikiino fragmentai buvo i$valyti i§ periplazminiy frakcijy viena afinine
chromatografija prie§ metalo jonus, matrica naudojant HIS-Select HC Nickel Affinity Gel
(Sigma, USA) pagal gamintojo instrukcijas. 8 figiiroje parodytas i$valyty tirpiy fragmenty
aktyvumas, nustatytas ELISA metodu.

Trumpas figiiry apraS§ymas.

Fig. 1: Parodyta 14F7 Mab VH (a) ir VK (b) kintamy sri¢iy aminorligi¢iy seka, ir
atitinkama labiausiai homologiika Zmogaus seka. CDR yra pabrauktos ir amfifilinés sritys bei
potencialiis epitopai uZtamsinti. Taip pat parodyta seka, gauta humanizavus kintama sritj
mutacijomis.

Fig. 2: 14F7Q antikiino atpaZinimas, i$matuotas konkurencinés ELISA metodu.

X asis: ISreikia antikiiny koncentracijas.

Y asis: Absorbcija, i¥matuota prie 492 nm.

Ior C5 monokloninis antikiinas, naudojamas kaip negatyvi kontrolé.

Fig. 3: 14F7 monokloninio antikiino efektas { peliy auglio augimg (B16 melanomos
auglio lasteliy linija).

Fig. 4: A) 14F7 monokloninio antikino jtakos | kraujagysliy formavimasi
imunohistocheminis tyrimas. Rodyklés Zymi imunonudaZytas kraujagysles.

B) 14F7 monokloninio antikiino sukeltas angiogenezés slopinimas.

Fig. 5: pHG-1m vektoriaus diagrama.

Fig. 6: 14F7 monokloninio antikino VL srities baltymo seka ir parinkti Fv
viengrandZiai fragmenti. Tagkai reiskia homologija su 14F7 VL seka.

Fig. 7: AtpaZinimo specifikumas fagais, turinciais antikiino fragmentus. Stebimas

14F7 antikiino prisiridimo inhibavimas prie gangliozido atvirais fragmentais fage. Plokstelés
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padengtos N-glikolil-GM3 ir fagai inkubuojami su virusinémis dalelémis ir jvairiomis 14F7
koncentracijomis.

Fig. 8: N-glikolil-GM3 atpaZinimas tirpiais i3valytais fragmentais.
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ISradimo apibreéztis

1. Rekombinantinis antikiinas, gautas i§ peliy 14F7 monokloninio antikiino, pagaminto
hibridomos, kurios depozito ECACC Nr. 98101901, besiskiriantis sunkiosios ir
lengvosios grandiniy hiper kintamy sri¢iy (CDR) sekomis, parodytomis Zemiau.

SUNKIOJI GRANDINE

CDR1: SYWIH

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY

LENGVOJI GRANDINE

CDRI: RASQSISNNLH

CDR2: YASQSIS

CDR3: QQSNRWPLT

2. Antikiinas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra 14F7 antikiino
chimerinis variantas, turintis minéto 14F7 antikiino sunkiyjy ir lengvyjy grandiniy CDR sritis
ir struktiirines sritis (FR), ir 2mogaus IgG1 sunkiosios grandinés pastovigjg sritj, ir Zmogaus
Ck lengvosios grandinés pastoviaja sritj su sekan¢iomis sunkiosios ir lengvosios grandiniy
struktiiriniy sri¢iy (FR) sekomis:

SUNKIOJI GRANDINE

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT

FR2: WLKQRPDQGLEWIG

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR

FR4: WGQGTTVTVSS

LENGVOJI GRANDINE

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC

FR2: WYQQRTHESPRLLIK

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSISVETEDFGMYFC

FR4: FGAGTKLELKRA

3. Antikiinas pagal 1 ir 2 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra 14F7
monokloninio antikiino humanizuotas variantas, turintis sunkiosios ir lengvosios grandiniy
struktiirinése srityse (FR) takines mutacijas, mazinangias jo imunogeniskuma.

4. Antikiinas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra 14F7 monokloninio
antikiino humanizuotas variantas, kurio sunkiosios ir lengvosios grandiniy struktiirinés sritys
turi bet kurig i§ sekan¢iy mutacijy:

SUNKIOJI GRANDINE:
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9 padétis: N pakeista j A

11 padétis: L pakeistajV

12 padétis: A pakeistajV

18 padétis: M pakeistaj V

19 padétis: K pakeista | R

20 padétis: M pakeistaj V

40 padétis: R pakeistaj A

42 padétis: D pakeista i G

LENGVOIJI GRANDINE:

39 padétis: R pakeistaj K

40 padétis: T pakeista j P

41 padétis: H pakeistaj G

42 padétis: E pakeista | Q

5. Viengrandis Fv fragmentas, gautas i§ 14F7 peliy monokloninio antikiino, produkuoto
i$ hibridomos su depozito numeriu ECACC 98101901, besiskiriantis tuo, kad turi
peliuy 14F7 monokloninio antikino sunkiosios grandinés kintamos srities seka ir peliy
antikino lengvosios grandinés kintama sritj.

6. Viengrandis Fv fragmentas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad
lengvosios grandinés kintama sritis yra pats 14F7 antikiinas.

7. Viengrandis Fv fragmentas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad
sunkiosios ir lengvosios grandiniy hiper kintamy sri¢iy (CDR) sekos yra tokios, kaip
parodytos Zemiau:

SUNKIOJI GRANDINE:

CDRI1: SYWIH

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY

LENGVOJI GRANDINE:

CDR1: RASQSISNNLH

CDR2: YASQSIS

CDR3: QQSNRWPLT

8. Viengrandis Fv fragmentas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad tur
minéto 14F7 antikiino sunkiosios ir lengvosios grandiniy CDR sritis ir struktiirines sritis (FR),
kur sunkiosios ir lengvosios grandiniy struktiriniy sri¢iy (FR) sekos yra sekancios:

SUNKIOJI GRANDINE:
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FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT
FR2: WLKQRPDQGLEWIG

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR
FR4: WGQGTTVTVSS

LENGVOJI GRANDINE

FRI: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC

FR2: WYQQRTHESPRLLIK

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSISVETEDFGMYFC
FR4: FGAGTKLELKRA

9. Viengrandis Fv fragmentas pagal 8 punkta, kuris sunkiosios ir lengvosios grandiniy

LT 5353 B

struktirinése srityse (FR) turi ta8kines mutacijas, maZinangias jy imunogeniSkuma.

10. Viengrandis Fv fragmentas pagal 9 punkta, kurio sunkiosios ir lengvosios grandiniy
struktiirinés sritys turi bet kurig i§ sekan¢iy mutacijy:

SUNKIOJI GRANDINE:

5 padeétis:  Q pakeistaiV

O padétis: N pakeistaj A

11 padétis: L pakeistajV

12 padétis: A pakeistaiR

18 padétis: M pakeistaiV

19 padétis: K pakeista iR

20 padétis: M pakeistaiV

40 padétis: R pakeistaj A

42 padétis: D pakeistai G

LENGVOJI GRANDINE

39 padétis: R pakeistajK

40 padetis: T pakeistajP

41 padétis: H pakeistaj G

42 padétis: E pakeistajQ

11. Viengrandis Fv fragmentas, gautas i3 peliy 14F7 monokloninio antikiino,
produkuoto hibridomos, kurios depozito numeris ECACC 98101901 pagal punkta 5, besis
kiriantis tuo, kad turi 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos srities
seka ir lengvosios grandinés kintamg sritj, kurios seka yra sekanti:

Frl
DI VMFQSPASLAVSLGQRATI SC
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CDR 1

RASQSVSSSSYSYMH

Fr2
WYQQKPGQPPKLLTIK
CDR 2

YASNLES
Fr3

GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC
CDR3

QHSRDVPLTF
Fr4

GAGTKLETI K

12. Viengrandis Fv fragmentas, gautas i§ peliy 14F7 monokloninio antikiino,
produkuoto hibridomos, kurios depozito numeris ECACC 98101901, pagal 5 punkta, besis
kiriantis tuo, kad turi peliy 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos
srities seka ir lengvosios grandinés kintamag sritj, kurios seka yra sekanti:

Frl
DI QMTQTPSSLSASLGDRVTI SC
CDR1

RASQDI SNYLN

Fr2
WYQQKPDGTVKLLIV
CDR 2

YTSRLHS
Fr3

GVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDI ATYFC
CDR 3

QQGNTLPPTF
Fr4

GAGTKLELK

13. Viengrandis Fv fragmentas, gautas i§ peliy 14F7 monokloninio antikino,
produkuoto hibridomos, kurios depozito numeris ECACC 98101901, besiskiriantis
tuo, kad turi peliy 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos srities sekg ir
zmogaus antikiino lengvosios grandinés kintama sritj.

14. Viengrandis Fv fragmentas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi
peliy 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos srities seka ir lengvosios

grandinés kintama sritj, kurios seka yra sekanti:
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DI QMTQTPSSLSASVGDRVTI TC |
CDR1

RASQSI SSFLN

Fr2
WYQQKPGKAPKLLIY
CDR 2

AASNLAQS
Fr3

GVPSRFSGRGSGTDFTLTISSLQPEDFAAYYC
CDR 3

QQGYTTPLTF
Fr4

GQGTKLELK

15. Viengrandis Fv fragmentas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi
peliy 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos srities seka ir lengvosios
grandinés kintama sritj, kurios seka yra sekanti:

Frl
QSVVTQPPSASGGPGQSLTISC
CDR 1

TGTSSDVGGYNHVS
Fr2
WYQQHPGKAPKLMIY
CDR 2

DVSKRPS
Fr3

GVPHRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEAVYYC
CDR3

SSYAGSNNLVF
Fr4

GGGTKVTVL

16. Viengrandis Fv fragmentas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi
peliy 14F7 monokloninio antikiino sunkiosios grandinés kintamos srities seka ir lengvosios
grandinés kintama sritj, kurios seka yra sekanti:

Frl
SSELTQDPAVSVALG TVRITC
CDR 1
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Fr2
WYQQKPGQAPVLVI Y
CDR 2

GKNNRPS
Fr3

GI PDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC
CDR 3

NSRDSSGNHVVF
Fr4

GGGTKLTVL

17. Lasteliy linija besiskirianti tuo, kad ekspresuoja rekombinantini antikiing
pagal bet kurj 1-4 punkta.

18. Lasteliy linija besiskirianti tuo, kad ekspresuoja viengrandj Fv fragmenta
pagal bet kurj 5-16 punkta.

19. Farmaciné kompozicija, skirta piktybiniy augliy gydymui, besiskirianti tuo,
kad apima rekombinantinj antikiing pagal bet kurj 1-4 punkta

20. Farmaciné kompozicija, skirta piktybiniy augliy gydymui, besiskirianti tuo,
kad apima viengrandj Fv fragmentg pagal bet kurj 5-16 punktg ir atitinkama ne3iklj.

21. Farmacinés kompozicijos pagal 19 punkta panaudojimas piktybiniy krities augliy ir
melanomy, bei jy metastaziy ir recidyvy gydymui.

22. Farmacinés kompozicijos pagal 20 punkta panaudojimas piktybiniy krities augliy ir
melanomy, bei jy metastaziy ir recidyvy gydymui.

23. Reagentas piktybiniy augliy lokalizavimui ir identifikavimui ,,in vivo®, besiskir
iantis tuo, kad apima rekombinantinj antikling pagal bet kurj 1-4 punkta ir atitinkama
Zymeni.

24. Reagentas pagal 23 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra naudojamas krities
piktybiniy augliy ir melanomy, bei jy metastaziy ir recidyvy lokalizavimui ir identifikavimui
,invivo".

25. Reagentas, skirtas piktybiniy augliy lokalizavimui ir identifikavimui ,,in vivo ", be
siskiriantis tuo, kad apima viengrandj Fv fragmenta pagal bet kurj 5-16 punktg ir
atitinkama Zymeni.

26. Reagentas pagal 25 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra naudojamas kriities

piktybiniy augliy ir melanomy, bei jy metastaziy ir recidyvy lokalizavimui ir identifikavimui.
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<213> Mus musculus LT 5353 B

<220>
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<400> 6
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<220>
<221> DOMENAS
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<400> 9
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210> 12

<211> 15
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agcgtcgact tacgtttcag ctccagcttg gtccc 35
<210> 19

<211> 42

<212> DNR

<213> Mus musculus

<220>

<221> prim transkriptas
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50 55 o LT 5353B

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile
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Arg
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50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu
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65 70 75
80 '

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro
Pro
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Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
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Ile
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50 55 60

Arg Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
Pro

65 70 75

80

Glu Asp Phe Ala Ala Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Thr Thr Pro
Leu
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Tyr Asn His Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro
Lys
35 40 45

Leu Met Ile Tyr Asp Val Ser Lys Arg Pro Ser Gly Val Pro His
Arg
50 55 60

Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Val Ser
Gly

80

Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Ala

Gly
85 90 95

Ser Asn Asn Leu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
100 105 110
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<210> 58

<211> 109
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<220>
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<222> (1)..(109)
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Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Thr Val Ser Val Ala Leu
Gly
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Gln Thr Val Arg Ile Thr Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr
Tyr
20 25 30

Ala Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val
Ile
35 40 45

Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
Gly
50 55 60

Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln
Ala
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Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly

Asn
85 90 95

His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105
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