CZ/EP 1916 001 T3

1» PREKLAD EVROPSKEHO
PATENTOVEHO SPISU

(19) (96) Datum podani evropské pihlazky: 04.03.2003
CESKA
REPUBLIEA (96) Cislo cviopske prinlasky: EP 07023361.4

(97) Datum zverejnéni evropske piihtasky: 30.04.2008
(97) Cislo evropského patentu: EP 1916001
(97) Datum oznameni a udeleni evropského patenty: 25,05.2011

(30) Pravo prednaosti
04.03.2002 US 361783 P

URAD (47) Datum zvetejnéni pfekladu evropského patentevého spisu: 07.09,2011
PROMYSLOVEHO (Véstnik & 36/2011)
VLASTNICTVI

(10)
CZ/EP 1916 001 T3

{(51) m a1

A61K39395  (2006.01)
A 61 P35/00 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)

(73) Majitel patentu:
Imclone LL.C, New York, NY 10014, US

(72} Pivodce:
Zhu, Zhenping, Oakland, NJ 07436, US

(74) Zastupee:

Spolecna advokatni kanceldf Viete¢ka Zeleny Svoréik Kalensky a partnefi, JUDr. Otakar Svoré¢ik, Halkova 2, 12000

Praha 2

(54) Nazev vynalezu:

Lidské protilatky specifické pro KDR a jejich pouziti



a8 »

L]

L]
Fl..
L2 X RJ
ae =

*
ssadeN

JUDr. Otakar Svoréik EP 1 916 001
advokat

120 00 Praha 2, Halkova 2

ae @
-
*nnded

LIDSKE PROTILATKY SPECIFICKE PRO KDR A JEJICH POUZITI
Popis

[0001] PFedmétny vynalez popisuje lidské protilatky, které se
vadZ1 na KDR, blokuji navazanli KDR k vaskuldrnimu endotelidlnimu
ristovému faktoru (VEGFR) a neutralizuji aktivaci KDR. Proti-
latky se pouzivajl k 1écbé neoplastického onemocnénl a hyper-
proliferativni poruchy. Mohou se pouZit samotné nebo

v kombinaci s jinymi VEGFR antagonisty a s antagonisty recepto-

ru epidermdlniho ristového faktoru (EGFR).
Dosavadni stav techniky

[0002] Angiogeneze je vysoce komplexni proces vyvoje novych

cév, ktery zahrnuje proliferaci a migraci a tkanovou infiltraci
bunék kapiladrniho endotelu z uZ existujicich cév, agregaci bu-
nék do tubuldrnich struktur, napojeni nové vytvofenych tubular-
nich struktur do uzav¥eného vaskuladrniho systému a maturaci no-

vé vytvorenych kapilar.

[0003] Angiogeneze nachazi dhleZité uplatnéni v normalnich fy-
ziologickych procesech, které zahrnuji vyvoj embryi, rust foli-
kul a hojeni ran, stejn& jako u patologickych stavda, jako je
rist nadoru, a u onemocnéni s abnormalni neovaskularizaci, kte-
ra nejsou neoplasticka, jako je neovaskularni glaukom (Folkman,
J. and Klagsbrun, M., Science, 235:442-7 (1987). Jina stéadia
onemocnéni zahrnuji bez omezeni neoplastickad onemocnéni, jako
jsou bez omezeni solidni nadory, aterosklerdza a jinad zanétliva
onemocné&ni, jako je revmatoidni artritida, a oftalmologickeé
stavy, jako je diabeticka retinopatie a degenerace makuly spo-
jend se starnutim. Stavy a onemocnéni zahrnujici perzistentni
nebo nefrizenou angiogenezi se nazyvaji angiogeneze-dependentnil

nebo angiocgeneze-asociovand onemccnéni.

[0004] Jednim zplUsobem kontrcly takovych onemccnéni a patolo-
gickych stavd je omezeni pfivodu krve do bun&k, které se podili

na onemocné&ni nebo zpusobuji takovad onemocnéni nebo stavy, na-
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pfiklad okluze cév pfivadé&jicich krev do Casti orgéanl, kde se
vyskytuji nadory. Takové pfistupy vyZaduji lokalizaci mista vy-
skytu uvedeného nadoru a omezenim také je oSetfeni jediného
specifického mista nebo malého podtu téchto mist. Dal&i nevyho-
dou pfrimé mechanické restrikce pfivodu krve je vyve] kolateral-
nich cév. Tento vyvoj probihéd c¢asto tak rychle, Ze se cbnovi

prokrveni nadoru.

[0005] Jiné pfistupy se zamé&fujl na modulaci faktorl, které se
podili na regulaci angiogeneze. Vaskuldrni endotelialni pro-
liferace je silné regulovana dokonce 1 b&hem angiogeneze. VEGF
je reguldtor angiogeneze in vivo (Klagsbrun, M. and D'Amore,
P., Annual Rev. Physiol., 53: 217-39 (1991}).

[0006] Endotelialni bunélny specificky mitcgen, kterym je VEGE,
plisobi jako induktor angiogeneze. VEGF specificky podporuje
proliferaci endotelidlnich bunék. Je to homodimerni glykopro-
tein tvofeny ze dvou jednotek o velikesti 23 kD. Pri alterna-
tivnim sest¥fihu mRNA vznikaji &tyfi rizné identifikované mono-
merni izoformy VEGF. Zahrnuji dvé formy vazané na membranu
(VEGF206 a VEGF189) a dvé rozpustné formy (VEGFle5 a VEGF121).
VEGF165 je nejroz3irenéjsi izoforma v lidské tkani s vyjimkou
placenty.

[0007] VEGF se exprimuje v embryonalnich tkanich (Breier et
al., Development, 114:521-32 (19%2)), v makrofagach a prolife-
rujicich epidermdlnich keratinccytech b&hem hojeni ran (Brown
et al., J. Exp. Med 176:1375-9 (1992)) a mbZe zodpovidat za
otok tkdné spojeny se zanétem (Ferrara et al., Endocr. Rev.,
13:18-32 ({1992)). Hybridizadéni studie in situ ukazaly silnou
expresi VEGEF v fadé lidskych nadorovych liniich, které zahrnuji
multiformni glioblastom, hemangioblastcom, jiné nadory central-
niho nervového systému a Kaposiho sarkom spojeny s AIDS (Plate,
K. et al., Nature, 359:845-8 (1992); Plate, K. et al., Cancer
Res., 53:5822-7 (1993); Berkman, R. et al., J. Clin. Invest.,
91:153-9 (1993); Nakamura, S. et al., AIDS Weekly, 13 (1)
(1992)). Silnad exprese VEGF se zjistila v aterosklerotickych

lézich, placich a v zanétlivych bunkach.
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[0008] VEGF bioclogicky pusobi prostfednictvim vysokoafinitnich

VEGEF receptori. Tyto receptory jsou selektivné exprimovany na
endotelidlnich buikéch, napfiklad pfi embryogenezi (Millauer,
B. et al. Cell, 72:835-46 (1993)) a pfi tvorbé nadort, a podi-
leji se na modulaci angiogeneze a rustu nadord. Uvedené recep-
tory obsahuji cytosolickou doménu tyrozinkinazy, ktera iniciuje

signalizac¢ni drédhu zahrnutou v procesu ristu bunék.

[0009] Typickymi VEGF receptory jscou tyrozinkinazové receptory
t¥idy III charakterizované tim, Ze obsahujl ve svych N-termi-
nalnich extracelularnich receptorovych doménach vazajicich 1li- |
gand v typickém pfipadé& 5 nebo 7 imunoglobulinu-podobnych smy-
ek (Kaipainen et al., J. Exp. Med., 178:2077-88 (1993)}). Dalsi
dvé cblasti zahrnuji transmembranovou oblast a C-termindlni in-
tracelularni katalytickou doménu p¥feruSenou inzertem rizné
dlouhych sekvenci hydrofilni interkindzy, kterd se nazyva kina-
zovad inzeréni doména {(Terman et al., Oncogene, 6:1677-83
(1991})) . Receptory VEGF zahrnuji fms-podobny tyrozinkinazovy
receptor (flt-1), také oznacdeny VEGFR-1, jehoZ sekvence se uva-
di v publikaci Shibuya et al., Oncogene, 5:519-24 (1990). Dale
uvedené receptory zahrnuji receptor obsahujici kinazovou in-
zer&ni doménu/fetalni jaterni kindza (KDR/flk-1), také oznalCeny
VEGFR-2, popsany v dokumentu WO 92/14248, podaném 20. uUnora
1992 a v publikaci Terman et al., Oncogene, 6:1677-83 (1991).
Jeho sekvence se uvadi v publikaci Matthews et al., Proc. Natl
Acad. Sci. USZA, 88:9026-30 (1991). VEGF se vaZe 1 na jiné re-
ceptory. Jiny tyrozinkindzovy receptor VEGFR-3 (flt-4) se vaZe
na homoleogy VEGF, Jjsou to VEGF-C a VEGF-D, a je duleZity pfi
vyvoji lymfatickych drah.

[0010]1 Uvolfiovani VEGF v nadoru stimuluje angiogenezi v pfi-
lehlych endotelialnich bunkach. Pokud se VEGF exprimuje v nado-
ru, endotelidlni bufiky scusedici s VEGF+ nadorovymi bunkami vy-
kazuji silnou expresi VEGF receptorli, napfiklad VEGFR-1 a
VEGFR-2. Cbecné& je znamo, Ze KDR/VEGFR-2 je hlavni transduktor
signalu VEGF, ktery vede k proliferaci, migraci, diferenciaci
endotelidlnich bunék, k tvorbé tubularnich struktur, zvySenl

vaskuldrni permeability a udrZovani vaskularni integrity.
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VEGFR-1 vykazuje daleko slab3i kindzovou aktivitu a nenil scho-

pen generovat mitogenni odezvu, pokud je stimulovan VEGFEF, acko-
11 se vAZe na VEGF s afinitou, kterda je pfibliZné desetkrat
vy531 neZ u KDR. VEGFR-1 se také podili na migraci monoccytl a
makrofagld vyvolané VEGF a placentarnim rustovym faktorem (PlGF)

a na produkci tkénového faktoru.

[0011] Endotelidlni bunky infiltrujici gliomy napfiklad silné
exprimuji VEGFR-2 {(Plate, K. et al. (1992)). Exprese té&chto re-
ceptorti je zesilena VEGF produkovanym lidskymi glioblastomy
(Plate, K. et al. (1993)). Silnd exprese VEGR-2Z v endotelial-
nich buifikdch asociovanych s glioblastomy (GAEC) naznacuje, Ze
aktivita receptori je vyvoldna béhem tvorby nadorfi, protoze
transkripty VEGFR-2 jsou v normalnich endotelidlnich bunkach
mozku sotva detekovatelné, coZ indikuje vytvofenil parakrinni
smycky VEGF/VEGFR. Tato zesilena exprese se potvrdila u vasku-
larnich endotelialnich bunék v blizkosti nadoru. Blokace VEGF
aktivity neutralizaé¢nimi anti-VEGF monoklonalnimi protilatkami
(mAb) vede k inhibici rustu lidskych nadorovych xenograftl u
nahych my3i (Kim, K. et al. Nature, 362:841-4 {1993)), coz na-

zna¢uje pfimou Glohu VEGF pf¥i angiogenezi spojené s nadorem.

[0012] Antagonisté VEGFR se vyvinuly k 1lécbé vaskularizovanych
nador a jinych angiocgennich onemocnéni. Zahrnuji neutralizacéni
protilatky, které blokujil signalizaci pomoci VEGF receptoru ex-
primovanych na vaskularnich endotelidlnich bunkach, pfriCemZz do-
chazi k omezeni ristu nadoru blokaci angiogeneze prostiednic-
tvim endotel-dependentni parakrinni smycky (popisuje se v doku-
mentech patent USA &. 6,365,157 (Rockwell et al.), WO 00/44777
{(Zhu et al.), WO 01154723 {(Kerbel); WO 01/74296 (Witte et al.},
WO 01/90192 (Zhu), WO 03/002144 (Zhu) a WO 03/000183 (Carmeliet
et al.).

{0013] Vyskyt VEGF receptorl se také potvrdil na nékterych bun-
kadch, které netvofi endotel, jako jsou nadorové bunky produku-
jici VEGF. Autokrinni smycky nezavislé na endotelu vznikaji,
aby podpofily rust nadord. VEGFE se napfiklad exprimuje be:ze

zmé&n skoro ve v3ech vytvorenych leukemickych bunéénych liniich
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a v Cerstvé® izolovanych lidskych leukemickych malignitach.
VEGFR-2 a VEGFR-1 se dale exprimuji u urcitych iidskych leuke-
mii {popisuje se v publikacich Fielder et al., Blood 89:1870-5
(1997); Bellamy et al., Cancer Res. 59728-33 (1999)). Ukazalo
se, Ze autokrinni smycka VEGF/VEGFR-2 zprostfedkovava preziti a

migraci leukemickych bunék in vivo (popisuje se v publikaci Di-
as et al., J. Clin. Invest. 106:511-21 (20C0),; a v dokumentu WO
01/74296 (Witte et al.). Podobné&, produkce VEGEF a exprese VEGER
se také zaznamenala v nékterych bunéénych liniich sclidnich na-
dort in vivo {popisuje se v publikaci Sato, K. et al., Tohoku
J. BExp. Med., 185: 173-84 (1998); Ishii, Y., Nippon Sanka
Fujinka Gakkail Zasshi,:47: 133-40 (1995); a Ferrer, F.A. et al,
Uroclogy, 54:567-72 (1999)). Dale se ukazalo, Ze VEGFR-1 Mab
inhibuji autokrinni smycku VEGFR/lidsky VEGDR-1 v bufikach kar-
cinomu prsu (popisuje se v publikaci Wu, et al., "Monoclonal
antibody against VEGFR1 inhibits fltl-positive DU4475 human
breast tumor growth by a dual mechanism involving anti-angio-
genic and tumor cell growth inhibitory activities," AACR NCI
EORTC International Conference on Mclecular Targets and Cancer
Therapeutics, Oct. 29-Nov. 2, 2001, Abstract #7.

V publikaci Lu et al (International Journal of Cancer, NY; USA;
Vol. 97, Jan 2002, pages 393-399) se popisujl izolovane vysocko-
afinitni lidské Fab fragmenty urcené proti KDR ziskané

z protilatkové fagové knihovny.

[0014] Je nutné vytvofrit ¢inidla, kterd inhibuji VEGF recepto-
rovou aktivitu, k 1é&bé& nebo prevenci VEGFR-dependentnich one-
mocnéni nebo stavid inhibici napfiklad patogennil angiogeneze ne-
bo nadorového ristu prostfednictvim inhibice parakrinni a/nebo
autokrinni smyky VEGF/VEGFR.

Souhrn vynalezu

[0015] Prfedmétny vynalez popisuje lidské protilatky a jejich

Easti, které se vazZou na KDR, blokuji navazani vaskularniho en-
dotelidlniho rustového faktoru (VEGF) na KDR a neutralizujl ak-
tivaci KDR, jak se definuje v ndrocich. Vynalez popisuje izoclo-

vanou protilatku nebo jeji fragment, ktera se selektivne vaie
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na receptor obsahujici lidskou kinédzovou inzercni doménu (KDR),

pfidemZ uvedend protildtka nebo jejil fragment obsahuje oblasti
urcujici komplementaritu reprezentované sekvencemi SEQ ID

NO: 81 v CDRL1; SEQ ID NO: 82 v CDRLZ2; SEQ ID NOC: 83 v CDRL3;
SEQ ID NO: 13 v CDRH1l; SEQ ID NO: 14 v CDRHZ a SEQ ID NO: 15 v
CDRH3.

Protildtka nebo jeji fragment s vyhodou obsahuji variabilni do-
ménu lehkého Fet&zce reprezentovanou sekvenci SEQ ID NO: 53 a
variabilni doménu té&fkého Feté&zce reprezentovanou sekvenci

SEQ ID NO: 24.

Protilatka nebo jeji fragment podle vynalezu se s vyhodou vy-
brala ze skupiny tvofené jednofeté&zcovou protilatkou, Fab,
jednofetézcovym Fv, diabody a triabody.

Vynalez dale popisuje izolovany polynukleotid, ktery obsahuje
nukleotidovou sekvenci, kterd koéduje protildtku nebo fragment
podle vynalezu, expresivni vektor obsahujici polynukleotid

SEQ ID NO: 52 a rekombinantni hostitelskou bunku obsahujici
uvedeny expresivni vektor.

Protilatky se pouZivaji k 1é&bé& neoplastickych onemocnéni zahr-
nujicich napfiklad solidni nadory a hematologické malignity.
Protilatky se mohou také pouZit k 1éZ&bé& hyperproliferativnich
peruch. Vynalez popisuje zpusoby neutralizace aktivace KDR,
zplisoby inhibice rlGstu néddoru zahrnujici inhibicl angiogeneze
spojené s néddorem a metody lécby jinych poruch spojenych angio-
genezi. Vynadlez dale popisuje kity, které obsahuji lidské pro-
tilatky nebo fragmenty protilédtek vazajici se na VEGR recepto-
ry, jak je definovano v patentovych narocich.

[0016] Protilatky se mohou pouZit samctné nebo v kombinaci

s jinymi VEGFR antagonisty a/nebo s inhibitory angiogeneze, ja-
ko jsou napfiklad antagonisté receptoru epidermalniho rlstoveého
faktor (EGFR). Vynalez také popisuje molekuly nukleové kyseli-
ny, které kdéduji tyto protilatky.

[0017] Zkratky: VEGF, vaskularni endeteli&dlni rustovy faktory
bFGF, bazicky fibroblastovy rustovy faktor; KDR, receptor obsa-
hujici kindzovou inzer&ni doménu (také znam jako VEGFR-2) ;
FLK-1, fetdlni jaterni kinaza; scPv, Jjednofeté&zcovy fragment
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Fv; HUVEC, lidské endotelidlni bufky umbilikalni vény; PBS,

fyziologicky roztok pufrovany 0,01 M fosfore&nanem (pH 7,2);:
PBST, PBS obsahujici 0,1 % Tween-20; AP, alkalicka fosfataza;
EGF, epidermalni rustovy faktor; Vg variabilni oblast téZkého
Fetézce imunoglobulinu a Vi, variabilni oblast lehkého fetézce

imuncglcbulinu.
Popis obrazki na vykrese

[0018] Obrazek 1 zobrazuje identifikaci a expresi lidskych an-
ti-KDR Fab fragmentt. Obr. 1lA: paterny 3tépeni restrikénim en-
zymem BstNI &tyf neutralizac¢nich anti-KDR Fab. Cbr. 1B: analyza
SDS-PAGE izolovanych Fab fragmenti za neredukénich podminek.
Draha 1, D1F7; drdha 2, D2C6; draha 3, D1lH4; drédha 4, DZ2ZHZ.

[0019] Obrazek 2 znazorfiuje navdzani na KDR, blokace interakce
KDR/VEGF a blokace interakce Flk-1/VEGF lidskymi anti-KDR Fab
fragmenty. Obr. 2A: Na dévce zavislé navazani lidského anti-KDR
Fab na imcbilizovany KDR. QObr. 2B: inhibice navazani KDR na
imobilizovany VEGF pomoci anti-KDR Fab. Obr. 2C: Inhibice nava-
zdni Flk-1 na imobilizovany VEGF pomoci anti-KDR Fab. Rizna
mnoZzstvi proteinl Fab se inkubovala s pevnym mnoZstvim

KDR-AP (2B) nebo Flk-1-AP (2C) v roztoku pfi teploté mistnosti
jednu hodinu.

[0020] Obrazek 3 znazoriiuje mapovani epitopu anti-KDR Fab frag-
mentt. KDR-AP, jeho AP varianty s deleci v doménach a Flk-AP se
zachytily na destic&ce s 96 prohlubnémi a inkubovaly se s lid-

skymi anti-KDR Fab fragmenty. Data Jjsou prezentovana v poméru k

navazani Fab fragmentt na KDR v plné délce.

[0021] Obréazek 4 znazornuje inhibici mitogeneze bunék HUVEC vy-
volané VEGF lidskymi anti-KDR Fab fragmenty. Riznd mnoiZstvi an-
ti-KDR Fab fragmentl se pfidalco do duplikovanych prohlubni a
inkubovaly se pfi teploté 37 °C jednu hodinu. Pak se do pro-
hlubni pfridal VEGF tak, aby kone&nd koncentrace byla 16 ng/ml.
Buhky se shromazdily a stanovila se zaclenéna radioaktivita

v DNA.
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[0022] Obrézek 5 zndzorhuje inhibici migrace lidskych leukemic-
kych bundk stimulovancu VEGF pomoci anti-KDR Fab fragmenti.
Obr. 5A: VEGF podporuje migraci bunék HL60 a HEL zpuscbem za-
vislym na davce. Obr. 5B: Inhibice migrace lidskych leukemic-
kych bun&k stimulované VEGF pomoci anti-KDR Fab fragmenti.
MnoZstvi KDR-AP vazané na imobilizovany VEGE se stanovilo inku-
baci desti&ek s AP substratem a destilky se odecitaly pri

A405 nm.

[0023] Obrazek 6 zndzorfiuje navazani na KDR a blokaci interakce
KDR/VEGF lidskymi anti-KDR protilatkami. Obr. 6A: Na davce za-
vislé navaziani anti-KDR na imobilizovany KDR. Ruzna mnoZstvi

protilatek se inkubovala p¥i teploté& mistnosti Jjednu hodinu na
desti&kach s 96 prohlubnémi potazZenymi KDR. Obr. 6B: Inhibice

navazani KDR na imobilizovany VEGF lidskymi anti-KDR protilat-
kami. R0zna mnoZstvi protilatek se inkubovala se stejnym mnoZ-

stvim KDR-AP v roztoku pfi teploté mistnosti jednu hodinu.

[0024] Obrazek 7 znazorfiuje inhibici navazani VEGF a mitogeneze
buné&k HUVEC vyvclané VEGF. Cbr. 7A: Inhibice navazani radicak-
tivné znadeného VEGF na KDR na buné&éném povrchu lidskymi anti-
KDR protiléatkami. Raznd mnozZstvi anti-KDR protilatek se smicha-
lo s 2 ng 1231 zna&eného VEGF.¢s a p¥idala se k monovrstvé bunék
HUVEC s 80 aZ 90 % konfluenci. Buniky se inkubovaly pfi teploté
mistnosti 2 hodiny, promyly se a stanovila se vazand radioakti-
vita. Obr. 7B: Inhibice mitogeneze bunék HUVEC vyvolana VEGF
lidskymi anti-KDR protilatkami. R&znd& mnoZstvi lidskych anti-
KDR protilatek se inkubovala s bufikami HUVEC jednu hodinu. Pak
se pfidal VEGF. Bufiky se shromaZdily a stanovila se radioakti-

vita zaclenéna v DNA.

[0025] Obr. 8 znéazorfuje expresi KDR a VEGF lidskymi leukemic-
kymi bufikami. Obr. 8A: mnoZstvi vybrané mRNA se stanovila RT-
PCR. Draha 1: marker meclekulové hmotnosti: 1 000, 850, 650,
500, 400 bp; Draha 2: negativni kontrola; Draha 3: bunky HL&O
(promyelocyty); Draha 4: buiky HEL (megakaryocyty}; Draha 5:
bufiky U%37 (hisitocyty); Draha 6: HUVEC. Obr. 8B: Vylufovani
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VEGE lidskymi leukemickymi bunkami kultivovanymi s 10 % FCS ne-

bo v médiu bez séra.

[0026] Obrazek 9 znazornuje inhibici migrace lidskych leukemic-
kych bunék stimulované VEGF lidskymi anti-KDR protilatkami.
Obr. 9A: bufky HL60. Cbr. 9B: buiky HEL. Obr. 9C: bunky U937.

[0027] Obrazek 10 zndzcrhuje inhibici progrese leukemie in vivo
prezentovanou jako mira pfeziti. Subletalné ozafené mySi
NOD-SCID se inokulovaly 2 x 10’ bun&k HL60 a aplikovaly se Jjim
riazné davky protilatek IMC-1C11l, IMC-2C6 nebo IMC-1121 intrape-

ritonedlini injekci.
Podrobny popis vynalezu

[0028] Predmé&tny vynalez popisuje protilatky podle narokd, kte-
ré se specificky vazZi na extrabunéénou doménu VEGFR-2Z (KDR).
Protilatky obsahuji lidské zdkladni strukturdlni oblasti Vy a
Vy, (FW) stejné& jako oblasti urcujici komplementaritu (CDR).
V3echny variabilni oblasti Vy a Vy jsou lidské nebo odvozene

z lidskych sekvenci. Variabilni oblast podle vynalezu se miie
napfiklad ziskat z lymfocytd periferni krve, které obsahuji no-
vé uspofadany gen variabilni oblasti. V jiném pripade casti va-
riabilni oblasti, jako jsocu oblasti CDR a FW, se mohou ziskat

z riznych lidskych sekvenci. V jiném pfikladu lidska variabilni
oblast V4 je kédovana segmentem lidského genu Vy a syntetickou
sekvenci oblasti CDR3H (to je segment syntetického genu Dy-Jy).
Stejné tak lidskad variabilni doména Vi se miZe kédovat segmentem
lidského genu V. a syntetickou sekvenci oblasti CDR3L (to je
segment syntetickéhe genu Ji).

[0029] Protilatky podle pfedmétného vyndlezu také zahrnuji ty,
jejichZz vazebné charakteristiky se zlep3ily pf¥imou mutaci, zpQ-
soby afinitni maturace, vystavenim na fagovi nebo michanim fe-
té&zcti. Afinita a specifita se miZe modifikovat nebo zlep3it mu-
taci CDR a skriningem mist vazajicich antigen vykazujlcich po-
adované charakteristiky (popisuje se napfiklad v publikaci
Yang et al, J. Mol. Biol., 254: 392-403 (1995)). CDR se mutuji

riznymi zpusoby. Jednim zpusobem je randomizace jednotlivych
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zbytk nebo kombinaci zbytkd tak, Ze v populaci jinak shednych
mist navazanl antigenu se vyskytuje vSech dvacet aminokyselin
v urc¢itych konkrétnich polcohdch. V jiném pfipadé se mutace vy-
volajl v celém rozmezi zbytkd CDR metodami ,error prone™ PCR
(popisuje se napfiklad v publikaci Hawkins et al., J. Mol. Bi-
ol., 226: B89-896 (1992)). Naptiklad vektory pro vystaveni na
fagovi obsahujici geny variabilnich oblasti teézikého a lehkého
Feté&zce se mohou pomnoZit v mutdtorovych kmenech E. coli (see,
e.g., Low et al., J. Mol. Biol., 250: 359-368 (1996)). Tyto

zpUsoby mutageneze ilustruji fadu metod znamych v oboru.

[0030] Protildtky se vaZi na KDR a neutralizuji aktivaci napfi-
klad blokaci dimerizace recepteoru a/nebo navazani VEGF. Proti-
latky podle vynalezu se mohou pouZit k neutralizaci aktivace

VEGFR in vitro nebo in vive tim, Ze se navazi na extraceluldrni
doménu receptoru. Extracelularni domény VEGF receptoru zahrnuji
napfiklad doménu vazajici ligand na extracelularni ¢asti recep-
toru. In vivo protildtky inhibuji angicgenezi a/nebo zpomaluji

rast nadoru.

[0031] Protilatky jsou proteiny, které rozeznavaji specificky
antigen nebo latku a vaZi se na né. Protilatky podle pfedmétne-
ho vynédlezu se vaZi na KDR alespon tak silné jako prirozeny li-
gand. Afinita, reprezentovanid rovnovaznou konstantou disociace
antigenu s protilatkou (Kd), méfi vazebnou silu mezi antigenni
determinantou a mistem navazani protilatky. Avidita je mira si-
ly navazani protilatky na jejl antigen. Avidita se vztahuje

k afinité& epitopu s jeho mistem navazani antigenu na protilatce
a k valenci protilatky. Valence znamend pocet mist vazajicich
antigen imunoglobulinu specifickych pro urcity epitop. Monova-
lentni protilatka napfiklad ma jedno vazebné misto pro urcity
epitop. Antigenni determinanta nebo epitop je misto na antige-
nu, na které se vaze dana protilatka. Typické hodnoty K jsou 10°
az 10*! litra/mol. Libovolna hodnota K niz&i nez 10° litri/mol
se povazuje indikaci nespecifického navazani. Prevracena hodno-
ta K se oznaduje jako Kgq (Ksa také zndma jako disociadni konstan-
ta). Cim nizsi hodncty Ky, tim vy83i vazebna sila mezi antigenni

determinantcu a vazebnym mistem protiléatky.
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[0032] Pfirczenym ligandem KDR je lidsky VEGF. VEGF se vaze na
KDR s afinitou (Kyg) pfiblizné 0,93 nM. K zabranéni navazani VEGF
na KDR, Jje nutné, aby se anti-KDR preotilatky vazaly na KDR ale-
spofi tak silné& jako VEGF. Jinymi slcovy je nutné, aby anti-KDR
protilatky uspé&sné scupefily s VEGF s ohledem na navazani na
KDR. Protilatka s hodnotcou Ky maximalné 5 nM se vazZe stejné sil-
né jako prirozeny ligand. Protilétky podle vynalezu se s vyho-
dou vadZi na KDR s afinitou maximalné ptribliZné 4 nM, vyhodnéji

s afinitou maximilné& pfibliZné 3 nM, nejvyhodnéji s afinitou
maximaliné pfibliZné 2 nM a v optimalnim pfipadé s afinitou ma-
xim&lné pfibliZné 1 nM. Avidita bivalentnich protilatek bude
samoz¥ejmé& vy331 nez afinita. Bivalentni protilatky se s vyho-
dou vaZi na KDR s aviditou vy33i nez 0,5 nM, vyhodnéji vy3si

nez 0,25 nM a v optimdlnim pripadé vy38i nez 0,1 nM.

[0033] Protilétky podle vynalezu neutralizuji KDR (popisuje se
v pfikladech). Termin ,neutralizace receptoru"™ znamena zeslabe-
ni a/nebo deaktivaci intrinsické kindzové aktivity receptoru
transdukovat signal. Spolehlivym testem neutralizace KDR je

inhibice receptoru fosforylaci.

[0034] Predmétny vyndlez neni omezen Zadnym urcitym mechanizmem
neutralizace KDR. Neni nutné pouZit mechanizmu s urcitou proti-
latkou stejné jako ten s jinou protilatkou. Nékteré moiné me-
chanizmy brani navazani VEGF ligandu na extrabunéénou vazebnou
doménu KDR a brani dimerizaci nebo oligomerizaci receptori.

Ostatni mechanizmy vSak nelze vyloudit.

[0035] Protilatky podle vynalezu zahrnuji bez omezenl pfirozene
se vyskytujici protilatky, bivalentni fragmenty, Jjako (Fab’)g,
monovalentni fragmenty, jako Fab, jednofetézcové protilatky,
jednofetézcovy Fv (scFv), protilatky s jednou doménou, multiva-
lentni jednofeté&zcové protilatky, diabody, triabody a podcbng,

které se specificky vaZil na antigeny.

[0036] Monovalentni jednotetézcové protilatky (to je scFv) za-
hrnuji fragment protilatky obsahujici variabilni oblast tézkého
fetézec (Vy) spojeny s fragmentem protilatky obsahujici varia-

bilni oblast lehkého Feté&zce (V) peptidovym linkerem, ktery
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umozZnuje spojeni obou fragmentu za vzniku funk&niho mista vaza-

jici antigen (popisuje se napfiklad v dokumentu patent USA C.
4,946,778 (Ladner et al.), WO 88/09344, (Huston et al.}). Doku-
ment WO 92/01047 (McCafferty et al.) popisuje vystaveni scFEv
fragmentl na povrchu rozpustnych pakaZi vystavujicich rekombi-
nantni geny, jako je bakteriofidg. Jednofetézcova protilatka

s linkerem (L) mlizZe byt prezentovana jako V.-L-Vy nebo Vy-L-Vi.

[0037] KaZdé doména protilatek podle tohoto vynadlezu mGZe byt
Gplnéd variabilni doména tézkého nebo lehkého feté&zce protilatky
nebo to miize byt funk&ni ekvivalent nebo mutant nebo derivat
pfiroczené se vyskytujici domény nebe synteticka doména konstru-
cvana naptiklad in vitro pouZitim postupu popsaného v dokumentu
WO 93/11236 (Griffiths et al.). Je napiiklad moZné spojit do-
hromady domény odpovidajici variabilnim doménam protilatky,
kterym chybi alespon jedna aminokyselina. DileZitym charakte-
ristickym rysem kaZdé domény Jje jeji schopnost asociace s kom-
plementarni doménou za vzniku mista vazajiciho antigen. ,Frag-
ment variabilniho té&Zkého/lehkého teté&zce™ by nemel byt kon-
struovan tak, aby eliminovat varianty, které nemaji vliv na

funkci wvynalezu.

{0038] Funkéni ekvivalenty podle vynalezu zahrnuji polypeptidy
s aminokyselinovymi sekvencemi podstatné stejnymi jako je ami-
nokyselinova sekvence variabilnich nebo hypervariabilnich ob-
lasti KDR protilatek v plné délce. Termin ,podstatné stejna®™
aminokyselinovd sekvence se zde definuje jako sekvence vykazu-
jici alesponi 70 %, s vyhodou alespon pfibliZiné 80 % a vyhodnéji
alespon pfibliZné 90 % homologii s jinou aminokyselinovou sek-
venci. Tato homologie se stancvi metodou FASTA v souladu

s publikaci Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
2444-8 (1988).

[0039] Protilatky s jednou doménou vykazuji jedinou variabilni
doménu, ktera je schopna u&inné vazat antigen. V oboru jsou
znamy pfiklady protildtek, jejichZ? vazebna afinita a specifita
je primarné dana pravé jednou nebo druhou variabilni doménou.

Publikace Jeffrey, P.D. et al., Proc. Nat.l. Acad. Sci. USA 90:
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10310-4 {1993} popisuje anti-digoxin protilatku, kterad se vaze
na digoxin primarné svym tézkym fetézcem. Proto je moziné iden-
tifikovat jednotlivé domény protildtek, které se dobfe vazil na
VEGF receptory. Takové protildtkové domény se mchou ziskat na-
p¥iklad z pfirozené se vyskytujicich protilatek nebo fagovych
knihoven vystavujicich Fab nebo scFv. Rozumi se, Ze k vytvofeni
protiladtky s jednou doménou z protilatky obsahujici Vg a V, do-
ménu miZe byt nutné, k zesileni navazanl, exprese nebo rozpust-
nosti, provést substituce jistych aminokyselin mimo oblasti
CDR. MiZe byt napfiklad nutné modifikovat aminokyselinovée zbyt-

ky, které budou jinak uloZeny mezi Vy-Vi.

[0040] Nedavnc se u velbloudovitych (velbloud dvouhrby, vel-
bloud jednohrby a lama) objevily protilatky, které jsou homodi-
méry té&Zkych feté&zcda. Tyto protilatky s téZkym fetézcem neobsa-
huji lehké fetézce a prvni konstantni oblast (popisuje se na-
pfiklad v publikaci Muyldermans, S., 2001, J. Biotechnol. 74:
277-302). Fragmenty vazajici antigen s mensi velikostl se velmi
dobfe exprimuji v bakteriich, vaZi antigen s vysokou afinitou a
jsou velmi stabilni. Je moZné pfipravit fagevé knihovny proti-
latek s jednou doménou (maji jednu variabilni doménu, kterd ma-
?e byt variabilni doménou lehkého nebo té&Zkého Fetézce) a miZe
se provést skrining stejnym zplUsobem jako u scFv a Fab kniho-
ven. Zakladem takovych protildtek s jednou doménou mohou byt
upravené mysi nebo lidské variabilni oblasti. Je nutné pozname-
nat, Ze protilatky s jednou doménou mohou vézat antigen ruznymi
zpisoby. To znamend, Ze primarni interakce protilatka-antigen
nejsou omezeny na aminokyselinové zbytky odpovidajici CDR pro-
tildtek obsahujicich Vy-Vi. ZvazZuji se 1 vazebné interakce mimo
CDR zbytky, pokud optimalizuji vazebné charakteristiky takovych
protilatek.

[0041] Jednoteté&zcovym protilatkam chybi nékteré nebo vSechny
kenstantni domény celych protildtek, ze kterych se ziskaly. Pfi
jeiich pouZiti je moiné proto obejit nékteré problémy spojené
s pouzitim celych protilatek. Jednofeté&zcové protildtky naprfi-
klad nevykazuji jisté nezidouci interakce mezi konstantnimi ob-

lastmi tézZkého fetézce a jinymi biolcogickymi molekulami. Jedno-
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fetézcové protildtky jsou navic znatelné men3i, neZ celé proti-
latky a mohou vykazovat vy3$3i permeabilitu ve srovnani s celymi
protilatkami. Tco umcozZiuje jednofetézcovym protildtkam ucinnéqji

lokalizovat vazebnd mista antigenu a také se na né uéinnéji va-
zat. Jednoretézcové protilatky se mohou také produkovat v re-

lativné velkém méfitku v prokaryontnich bunkéach, coZ usnadiiuje
jejich produkci. Dale, ve srovnani s celymi protilatkami rela-
tivné mala velikost Jjednofeté&zcovych protilatek sniZuje pravdé-
podobnost vyvolani nezZzadouci imunitni odezvy recipienta celych

protilatek.

[0042] Peptidové linkery uZivané k produkci jednofetézcovych
protilatek mohou byt flexibilni peptidy vybrané tak, aby ke
spravnému trojrozmérnému sbaleni domén Vy a Vg dodlo jen, kdyZz
jsou spojeny linkerem, pficemz si uchovavajil vazebnou specifitu
pro cilové molekuly anti-KDR protildtek celé délky. V obecném
pftipadé C-konec sekvence Vp nebo Vy miZe byt kovalentné& spojen
uvedenym peptidovym linkerem s N-koncem komplementarni sekvence
Vy nebo V. Linker v obecném pfipadé obsahuje 10 az 50 aminoky-
selinovych zbytkl. Linker s wvyhodou obsahuje 10 aZz 30 aminoky-
selinovych zbytkd. Linker vyhodné&ji obsahuje 12 aZz 30 aminoky-
selinovych zbytkd. Linker nejvyhodné&ji obsahuje 15 aZ 25 amino-
kyselinovych zbytkl. Pfikladem takovych linkerovych peptidd je
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s.

{0043] Jednofetézcové protilatky, prPic¢emZz kazZda ma jednu Vy a
jednu V. doménu kovalentné spojenou prvnim peptidovym linkerem,
mohou byt kovalentné spojeny alespon jednim dal3im peptidovym
linkerem za vzniku multivalentnl jednofetézcové protilatky.
Multivalentni jednofetézcové protildtky umoZfiuji konstrukci
protilatkovych fragment®, které vykazuji specifitu a aviditu
celych protilatek, ale chybi jim konstantni cblasti protilitek
celé délky.

[0044] Multivalentni protilatky mohou byt specifické nebo mul-
tispecifické. Termin specifita se odvoladva na urcity pocet ruz-
nych typtl antigennich determinant, na které se uréitd protilat-

ka muZe vazat. Pokud se protilatka vaZie pouze na jeden typ an-
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tigenni determinanty, pak je protilatka specificka. Pckud se
protilatka vaze na r0zné typy antigennich determinant, pak je

protilidtka multispecificki,

[0045] Bispecifickd multivalentni jednofetézcova protilatka ro-
zeznava dva ruzné typy epitopu. Oba epitopy mohou byt na KDR.
V jiném pripadé jeden epitop muZe byt na KDR a druhy epitop mi-

Ze byt na jiném antigenu.

[0046] KazZdy fetézec multivalentni jednofetézcové protilatky
zahrnuje variabilni fragment lehkého fetézce a variabilni frag-
ment té&zZkého Ffetézce a je spojen peptidovym linkerem s alespon
$ jednim dals8im fetézcem. Peptidovy linker obsahuje alespofi 15
aminokyselinovych zbytkid. Maximalni pocet aminokyselinovych
zbytkl je pfiblizné 100. Ve vyhodném provedeni poéet domén V. a
Ve je ekvivalentni. Je vyhodné, kdyZ peptidovy linker (L,) spo-
jujici domény Vy a Vy za vzniku Fetézce a peptidovy linker (L;)
spojujici dva nebo vice fetézcl za vzniku multivalentniho scFv

majli podstatné stejnou aminokyselinovou sekvenci.

[0047] Bivalentni jednofetézcova protilatka miZe byt prezento-
vana napfiklad néasledovné: Vi-L;-Vy—-L--V.-L:-Vy hebo
Vi—L;-Vy-L:-Vy—-L:-Vy nebo Vy-L~-Vy-L,-V4—L{-V; nebo
Vu-L1-V5—-L;-Vy—L1-Vy.

[0048] Multivalentni jednofetézcové protiléatky, které jsou tri-
valentni nebo vice valentni vykazuji jeden nebo vice fragmentt
protilatky spojenych do bivalentni jednofeté&zcové protilatky

dal3imi peptidovymi linkery. Jednim pfikladem trivalentni jed-

nofetézcové protilatky je
VL—L1—VH—LQ_VL"L]_-VH—LQ“VL-Ll—VH -

[0049] Dvé jednorfetézcové protildtky se mohou kombinovat za

vzniku diabody, také znamé jako bivalentni dimer. Diabody vyka-
zujl dva retézce a dvé vazebna mista. Mchou byt specifickda nebo
bispecificka. KaZdy fetézec diabody zahrnuje doménu V, spojenou
s doméncu V;,. Domeny Jjsou spojeny linkery, které jsou dostatedéné

kratké, aby zabranily parovani donmén na stejném Feté&zci, podpo-
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rujl tedy parovani komplementarnich domén na riznych Feté&zcich,
pric¢emz vznikaji dvé mista vazajici antigen. Jeden Fetézec
bispecifické diabecdy obsahuje Vy charakterizujici prvni specifi-
tu a V, charakterizujicil druhou specifitu, zatimco druhy Feté&zec
cbsahuje Vy charakterizuijici druhou specifitu a V. charakterizu-
jici prvni specifitu. Peptidovy linker zahrnuje alespon pét
aminokyselinovych zbytkd a ne vice neZ deset aminokyselinovych
zbytkd, napriiklad {(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser), (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser),.
(SEQ ID NO:19). Struktura diabody je stabilni a kompaktni., Mis-

ta pro navazanil antigenu jsou na opacnych koncich molekuly.

[0050] Tri jednofeté&zcové protilatky se mohou kombinovat za
vzniku triabody, také znamé jako trivalentni trimery. Triabody
se zkonstruovaly tak, Ze N-konec domény V, nebo Vy pfimo fluzova-
ly s C-koncem domény V, nebo Vy. To znamend, Ze se nepouZila
sekvence linkeru. Triabody vykazuje t¥i hlavy Fv s polypeptidy
uspotfadanymi do kruhu zplsobem ,hlava-ocas“. MoZné prostorové
usporadani triabody je planarni se tfemi vazebnymi misty umis-—
ténymi v roviné&, pficemZ vzadjemné sviraji uhel 120 stuphid. Tri-

abody mohou byt specifické, bispecifické nebo trispecifické.

[0051] Protilatky podle tohoto wvynalezu s vyhodou obsahuji
viech 3est oblasti urcujicich komplementaritu celé protilatky.
Ackoli fiktivni jsou také protilatky obsahujici mén& takovych
oblasti, jako tfi, <&tyfi nebo pét CDR.

[0052] Za uCelem minimalizovat imunogennost protildtek vazaji-
cich se na VEGF receptory, pfedmétny vynalez popisuje protilat-
ky, které obsahuji sekvence lidské variabilni a konstantni do-
mény. Protildtky se ziskaly z Clovéka a vaZi se na extracelu-
larni doménu KDR a neutralizuji aktivaci receptoru. DNA kéduji-
ci lidské protiladtky se mchou pfipravit rekombinaci DNA kéduji-
ci lidské konstantni oblasti a DNA kdédujici variabilni oblasti
ziskanych z Clovéka. Protilatka podle vynalezu se miZe napPi-
klad ziskat skriningem knihoven skladajicich se z variabilnich
domén lehkého a téZkého fetézce. Nukleové kyseliny, které ex-
primujl protilatky, se mohou somaticky mutovat nebo to mohou

byt zarcdecCne sekvence ziskané z naivnich B bunék.
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{0053} DNA kdédujici lidské protilatky se mohou pEfipravit rekom-
binaci DNA kédujici lidské kenstantni a variabilni oblasti, ji-
né neZ CDR, ziskané podstatné nebo pouze z odpovidajicich cbk-

lasti lidské protilatky a DNA kédujicl CDR ziskané z Clovéka.

[0054] Vhodné zdroje DNA kédujicl fragmenty protildtek zahrnuji
libovolnou bunku, jako je hybridom a bunky sleziny, které ex-

primuji protilatku celé délky. Jinym zdrojem jsou jednofeté&zco-
va protilatky produkované z fagové knihovny, zpisobem popsanym

v oboru.

[0055] Protilatkou podle tohote vynalezu miZe byt imunoglobulin
z libovolné t¥idy nebo kombinace ¢lent libovolné tfidy imuno-
globulintG, jako je IgG, IgM, IgA, IgD nebo IgE, nebo jeji pod-
t¥idy.

[0056] Protein uZivany k identifikaci protilatek vazajicich se
na VEFGR podle vynalezu je obvykle KDR a v normalnim pfipadé se
cmezuje na extracelularni doménu KDR. Extraceluldrni doména KDR

miZe byt volnid nebo konjugovana s jinou molekulou.

[0057] V prikladech dale v textu se vysokoafinitni anti-KDR
protilatka, ktera blokuje navazani VEGF na KDR, izolovala

z fagové knihovny konstruované z genl variabilnich oblasti lid-
skéhc téZkého a lehkého fetézce. Vice neZ 90 % ziskanych klont
po tfech kolech selekce vykazuje specifitu ke KDR. Vazebné afi-
nity ke KDR fragmentl Fab, u kterych se provedl skrining, Jjsou
v nanomolarnim rozpéti. Jsou to hodnoty vysoké tak, jako hodno-
ty nékolika bivalentnich anti-KDR monoklonalnich protilatek

produkovanych technologii hybridomi.

[0058] Protilatky podle tohoto vynalezu se mohou fuzovat

s dald8imi aminokyselinovymi zbytky. Takovymi zbytky maZe byt
peptidova znacka, kterd miZe umoZnit izolaci, nebo to miZe byt
signélnl sekvence sekrece polypeptidu z hostitelské bunky pfi
jeho syntéze. Vhodné je pouZiti sekrecnihe navadéciho {signal-
niho) peptidu, coZ Jjscu aminokyseliny pfipojené na N-konec po-

lypeptidu a slouzi k primému transportu z cytozolu.
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[0059] Predmétny vynalez také popisuje nukleové kyseliny, které
obsahujl sekvenci koédujici polypeptid podle vynadlezu, a souhrn

takovych rlznorodych nukleovych kyselin.

[0060] Protilatky podle vynalezu neutralizuji aktivaci KDR.
Jednim zpusobem neutralizace KDR je inhibice tyrozinkinazové
aktivity receptoru. Inhibice tyrozinkinazy je moiné dosahnout
pocuzitim metod dobrfe znamych v cboru. Protilatky podle pfedmét-
ného vynalezu v obecném ptipadé zplUsobuji inhibici nebo regula-
ci fosforylace. TudiZ fosforylacni testy se mochou pouZit ke
stancveni, zda Jje protilatka pouZitelna v souladu s predmétnym
vynalezem. Inhibice tyrozinkinazy se mlUZe stanovit mé&fenim
urovné autofosforylace rekombinantniho kindzového receptoru
a/nebo fosforylaci ptirozeného nebo syntetického substréatu.
Fosforylace se miZe napiiklad detekovat pouZitim protilatky
specifické pro fosfotyrozin v testu ELISA nebo v nékterych tes-
tech western blot. V publikacich Panek et al., J. Pharmacol,.
Exp. Thera, 283: 1433-44 (1%97) a Batley et alL, Life Sci., 62:
143-50 (1998) se popisuji nékteré testy vhodné ke stanoveni ty-

rozinkinazové aktivity.

[0061] Navic je moZné vyuzit metody detekce exprese proteinu,
piicemz méfené proteiny jsou regulovidny tyrozinkindzovou akti-
vitou KDR. Tyto metody pouZivaji k detekci exprese proteinu
imunchistochemickou analyzu (IHC), k detekci amplifikace genu
fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH), testy kompetetivniho
navazanl radioaktivné znaceného ligandu, postupy blotovani na
pevnou matrici, jako je northern blot nebo southern blot, poly-
merazovou fFetézovou reakci s reverzni transkriptdzou (RT-PCR) a
test ELISA (jak se popisuje napfiklad v publikacich Grandis et
al., Cancer, 78:1284-92. (1996); Shimizu et al., Japan J. Can-
cer Res., 85:567-71 (1994}); Sauter et al., Am. J. Path., 148:
1047-53 (1996); Collins, Glia, 15:289~-%6 (1995); Radinsky et
al., Clin. Cancer Res., 1:19-31 (1995); Petrides et al., Cancer
Res., 50:3934-39 (1990); Hoffmann et al., Anticancer Res.,
17:4419-26 (1997); Wikstrand et al, Cancer Res., 55:3140-48
(1995)).
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[0062] Mochou se také vyuZit testy in vivo. Inhibice tyrosinki-
nazového receptoru je moiné pozorovat v mitogennich testech po-
uzitim bunécnych linii stimulovanych receptorovym ligandem

v pritomnosti inhibitoru nebo bez néj. V testu inhibice VEGER
se mohou napfiklad pouzit bunky HUVEC (ATCC) stimulované VEGF.
Jina metoda zahrnuje testovani inhibice rustu nadorovych bunék
exprimujicich VEGF. Mohou se napfiklad pouZit lidské nadorové
bunfiky zavedené injekcl do mysi (popisuje se v dokumentu patent
USA &. 6,365,157 (Rockwell et al.).

[0063] V jinych metodach podle pfedmétného vyndlezu se savci,
ktery to potfebuje, aplikuje terapeuticky u&inné mnozZstvi pro-
tilatky podle vynalezu. Zde pouZivany termin ,aplikace™ znamena
zavedeni protilatek podle predmétného vynalezu savci libovolnou
metodou, kterou je moZné dosdhnout poZadovaného vysledku. Pro-
tilatka se miZe aplikovat napfiklad intravenézné& nebo intra-
muskularné. A&koli lidské protilatky podle vynalezu jsocu zvlas-
té vhodné k aplikaci lidem, mohou se také aplikovat jinym sav-
cum. Zde pouzZivany termin ,savec™ zahrnuje bez omezeni &lovéka,
laboratorni zvifata, domaci zvifata a chovna zvifata. Termin
~terapeuticky G€inné mnoZstvi“ znamena mnoZstvi protildtky
podle pfedmé&tného vynalezu, které, pokud se aplikuje savci, je
ucinné k vyvolanl poZadovaného terapeutického u&inku, jako je

inhibice kinazové aktivity.

[0064] AniZz se vynalez spojuje s libovolnym uréitym mecha-
nizmem, onemocnéni a stavy, které se mohou lé&it nebo se jim
predchazi zde uvedenymi metodami, zahrnujil napfiklad ty, kde je
patogenni angiogeneze nebo rist nadoru stimulovan prostfednic-

tvim VEGFR parakrinni a/nebo autokrinni smy&ky.

[0065] Neutralizace aktivace VEGF receptoru u endotelialnich
nebo jinych bunék, Jjako jscu naderové bunky, se mdZie provést in
vitrc nebo in vivo. Neutralizace VEGE aktivace VEGF receptoru
ve vzorku bunék exprimujicich VEGF receptor zahrnuje kontakt
bunék s antagonistou, napiiklad protilatkou podle vynale:zu.

Bunky jsou v kontaktu s antagonistou in vitro naptfiklad
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s protilatkou, drfive neZi se ke vzorku bunék pfida VEGF, soucdas-

né s pridanim VEGF a nebo po pfidani VEGE.

[0066] Protildtka podle vynalezu se privede do keontaktu s VEGE
recepteorem in vivo tim, Ze se aplikuje savci, s vyhodou &lové-
ku. ZpGsob neutralizace in vivo u savce je moZné pouZzit k inhi-
bici ristu nadoru, inhibici angiogeneze spojené s ristem nadoru
nebo pfi jiném patologickém stavu spojeném s angiogenezi. Pro-
tildtky podle vynalezu jscou tudiZ anti-angiogenni a anti-nade-

rova imunoterapeuticka ¢inidla.

[0067] NAdory, které je mozZné lécit uvedenym zpusobem, zahrnuji
primarni naddory a metastize, stejné jako nadory rezistentni k
léCkbé. Odolné nadory zahrnuji nadory, které nereaguji nebo odo-
lavaji lécbé samotnymi chemoterapeutickymi &inidly, samotnymi
protilatkami, samotné radioterapii nebo jejich kombinaci. Odol-
né nadory také zahrnuji ty nadory, kxteré jsou inhibkovany uvede-
nymi ¢inidly, ale znovu se ocobjevuji do péti let po pferuseni

1é¢by, nékdy do deseti let nebo 1 pozdéji.

[0068] Protiladtky podle predmétného vyndlezu je moZné pouZit
p¥i 1éZbé nadord exprimujicich VEGF receptory, zvla3té KDR. Pro
takové nadory je charakteristické, Ze jsou citlivé na pfitom-
nost VEGF ve svém prostfedi, mchou produkovat VEGF a mcohou byt
stimulovany VEGF v autokrinni stimulacni smycce. Metoda je pro-
to uf¢inna pfi 1é¢bé solidniho nadoru nebo 1 jiného nadoru, kte-
ry neni vaskularizovan nekbo jes3té neni podstatné vaskularizo-
van. Ptiklady solidnich nadori, které je mozZné lécit odpovida-
jicim zpasobem, zahrnuji karcinom prsu, karcinom plic, kolorek-
tdlni karcinom, karcinom slinivky, gliom a lymfom. Nékteré pfi-
klady takovych naddort zahrnuji epidermoidni nadory, spinocelu-
larni néadory, jako jsou nadory hlavy a krku, kolorektdlni nado-
ry, nadory prostaty, nadory prsu, naddory plic zahrnujici malo-
buné¢né a nemalcobunécné nadory plic, nadory slinivky, nadory
Stitné Zzlazy, nadory vajecénikl a nadory jater. Jiné pfiklady
zahrnujl Kaposiho sarkom, neoplazma CNS, neuroblastomy, kapi-
larni hemangioblastomy, meningiomy a cerekbralni metastaze, me-

lanom, gastreointestinalni a renaini karcinom a sarkom, rhabdo-
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myosarkom, glioblastom, s vyhodou multiformni glicblastom a
leiomyosarkom. Priklady vaskularizovaného karcinomu kGZe,

v pfipad® kterych je 1é&ba antagonisty podle tohoto vynalezu
i&inna, zahrnuji spinocelularni karcinom, bazoceluldrni karci-
nom a karcinomy kuZe, které je moZné lécit potlacenim riustu ma-

lignich keratinocytii, jako jsou lidské maligni keratinocyty.

[0069] Priklady hematologickych malignit zahrnujl leukemii,
mnohotny myelom a lymfom. Nékterée priklady leukemii zahrnuji
akutni myeloidni leukemii (AML), chronickou myeloidni leukemii
(CML), akutni lymfocytickou leukemii (ALL), chronickou lymfocy-
tickou leukemii (CLL), leukemie erytrocytl nebo monocytu. Né-
které p¥iklady lymfomd zahrnuji Hodkindv lymfom a ne—Hodkinuv
lymfom.

[0070] Vysledky ziskane v experimentech uvedenych dale v textu
ukazuji, Ze protilatky podle vynalezu specificky blokuji stimu-
laci KDR (VEGFR-2) v leukemickych bunikdch vyvolanou VEGE. Stu-
die in vivo také popsané dale v textu ukazujl, Ze protiléatky

jsou schopné podstatné inhibovat rist nadord u nahych my3i.

[0071] Koktejl antagonistd VEGF receptoru, napfiklad monoklo-
nalni protilatky, umoZfiuje zvlasté ucinnou léd¢bu vedouci k in-
hibici rastu nadorovych bunék. Koktejl mGZe zahrnovat VEGFR an-
tagonisty, kterymi nejsou protilatky, a miZe obsahovat pouze
ndkolik jako 2, 3 nebo 4 antagonisty receptoru nebo 6, 8 nebo

10 antagonistq.

[0072] V jiném provedeni vynalezu se anti-KDR protilatky pouzi-
ly k inhibici angiogeneze. VEGFR stimulace vaskuladrniho endote-
lu je spoijena s angicgeneze-dependentnim onemocnénim a vaskula-
rizaci nadora. V typickém pfipadé je vaskularni endotel stimu-
lovan parakrinnim zplsobem faktorem VEGE z jinych zdrojd (na-

pfiklad nadorovée bunky).

[0073] Lidské anti-KDR protilatky jsou proto ucinné pri lécbé
jedincl s vaskularizovanymi nadory nebo s neoplazmy a s angio-
geneze-dependentnim onemocnénim. Takové nadory a neoplazma za-

hrnuji naptiklad maligni nadory a neoplazma, jako jsou blasto-
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my, karcinomy nebo sarkomy a silneé vaskularizované nadory a ne-
oplazma. Karcinomy, které je moZné 1é&cit metodami podle pred-
métného vynalezu, zahrnuji napfiklad karcinom mozku, karcinom
urogenitalniho traktu, karcinom lymfatického systemu, karcinom
saludku, renadlni karcinom, karcinom stfev, karcinom laryngu a
plic a karcinom kosti. PIiklady dale zahrnuji bez omezeni epi-
dermoidni nadory, spinocelularni karcinom, jako je nador hlavy
a krku, kolorektalni nadory, nadory prostaty, naddory prsu, na-
dory plic zahrnujici plicni adenokarcinom a malobunéc¢né a nema-
lobun&éné nadory plic, nadory slinivky, nadory gtitné Zlazy,
nadory vajelnikll a nadory jater. Metoda se také pouziva k léche
vaskularizovanych karcinoml kitiZe zahrnujicich spinocelularni
karcinom, bazocelularni karcinom a karcinomy klZe, které se mo-
hou lé&it potladenim ristu malignich keratinocytl, jako jsou
lidské maligni keratinocyty. Jiné karcinomy, které je moZné lé-
¢it, zahrnuji Kaposiho sarkom, neoplazma CNS (neuroblastomy,
kapildrni hemangioblastomy, meningiomy a cerebralni metastaze),
melanom, gastrointestinadlni a renalni karcinomy a sarkomy,
rhabdomyosarkom, glioblastom zahrnujici multiformni glioblastom

a leiomycsarkom.

[0074] Jiné provedeni pfedmé&tného vynalezu zahrnuje metody léc-
by nebo prevence patologickych stavll charakterizovanych nadmér-
nou angiogenezi zahrnujici napfiklad vaskularizaci a/nebo za-
né&t, jako je aterosklerdza, revmatoidni artritida (AR), neo-
vaskularni glaukom, proliferativni retinopatie zahrnujicl pro-
liferativni diabetickou retinopatie, degenerace makuly, heman-
giom, angiofibrom a psoriaza. Jiné nelimitujici pfiklady angio-
geneze-dependentniho onemocnéni, které neni neoplastické, Jjsou
retinopatie nedonosenych (retrolentalni fibroplasie), cdmitnuti
Ztdpu rohovky, inzulin-dependentni diabetes mellitus, roztrou-
fena sklerdza, myasthenia gravis, Crohnova nemoc, autoimunni
nefritida, primarni biliarni cirhdza, akutni pankreatitida, od-
mitnuti allograftu, alergicky zanét, kontaktni dermatitida a
pozdni hypersenzitivni reakce, zanétlivé onemocnéni stfev, sep-
ticky 3ok, osteoporoza, osteoartritida, poruchy védomi vyvolane

inflamaci neuront, Osler-Weberitiv syndrom, restindza a fungalni,
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parazitické a virové infekce zahrnujlici cytomegalovirovée infek-

ce.

[0075] Odbornik ma schopnosti a znalosti identifikovat takové
onemocnéni. Napfiklad jedinci, ktefi trpi klinicky podstatnym
neoplastickym nebo angiogennim onemocnénim nebo kterym hrozi
nebezpe&i vyvoje klinicky podstatnych symptom, jsou vhodnym
cilem aplikace pFPedmé&tnych protilatek VEGEF receptoru. Léka¥ mu-
e snadno stanovit napfiklad pouZitim klinickych testu, téles-
ného vysetfeni a na zaklade pfedchozi/rodinné anamnézy, zda je

jedinec vhodnym kandidatem takové lécCby.

[0076] Vynalez navic zahrnuje pouziti pfedmétnych protilatek in
vivo a in vitro v investigativnich nebo diagnostickych meto-

dach, které jsou dobfe znamy v obkoru.

[0077] Predm&tné anti-KDR protiléatky se mohou aplikovat pfi te-
rapii pacientovi, ktery ma nador nebo angiogeneze-dependentni
patologicky stav, v mnoZstvi dostatecném k prevenci, inhibici
nebo zpomaleni progrese nadoru nebo patologického stavu. Pro-
grese zahrnuje napfiklad rust, invazi, metastaze a/nebo opétny
vyskyt nadoru a/nebo patologického stavu. Adekvatni mnoZstvi se
definuje jako terapeuticky G¢inna davka. MnozZstvi uc¢inné k to-
muto pouziti bude zdviset na vazinosti onemocnéni a obecném sta-
vu pacientova imunitniho systému. Schéma davek se bude také 1li-
it v zavislosti na stadiu onemocn&ni a statutu pacienta a bude
v typickém pfipad& v rozmezi jediné bolusové davky nebo konti-
nualni infuoze az do vice aplikaci za den (napfiklad kazdych 4
a? 6 hodin) nebo schéma urdéi pFimo o3etfujici lekar na zakladé
stavu pacienta. Je v3ak nutné poznamenat, e predmétny vynalez

se neomezuje na zZadnou urcitou davku.

[0078] Anti-KDR protilatky se mohou aplikovat v kombinaci

s jednim nebo vice jinymi anti-neoplastickymi ¢&inidly. Kombina-
ce terapii se napfiklad popisuji v dokumentech patent USA &.
6,217,866 (Schlessinger et alL) (Anti-EGFR protilatky v kombi-
naci s anti-neoplastickymi ¢&inidly); WO 99/60023 (Waksal et
al.) (Anti-EGFR protiladtky v kombinaci s radiaci). MiZe se pou-

51t libovolné vhodné anti-neoplastické ¢inidlo, jako je chemo-
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terapeutické &inidlo nebo ozafeni. Priklady chemoterapeutickych
&inidel zahrnujl bez omezeni cis-platinu, doxorubicin, paclita-
xel, irinotecan (CPT-11), topotecan nebo jejich kombinace. FPo-
kud je anti-neoplastickym cinidlem radiace, zdroj radiace mluie
byt vzhledem k lécenemu pacientovi bud externi (zevni ozarovani
— EBRT) nebo interni (brachyradicterapie - BT). Davka aplikova-
néno anti-neoplastického ¢inidla zavisi na fade faktora, které
zahrnuji nap¥iklad typ &inidla, typ a vaZnost lé&eného nadoru a
zpusob aplikace &inidla. Je v3ak nutne zdaraznit, ze vynalez se

neomezuje na zadnou ur&itou davku.

[0079] Dale, anti-KDR protilatky podle vynalezu se mohou apli-
kovat s protilatkami, které neutralizuji jiné receptory, které
se Gcastni ristu nadoru nebo angiogeneze. Prikladem takového
receptoru je VEGFR-1/Flt-1 receptor. V jednom provedeni vynale-
zu se pouZila anti-KDR protilatka v kombinaci s antagonistou
receptoru, ktery se vaze specificky na VEGF-1. Zv1la3té vyhodné
jsou proteiny vazajici antigen, které se vaZou na extracelular-
ni doménu VEGFR-1 a blokuji navazani jednoho nebo vice ligandu,
VEGF a PIGF a/nebo neutralizuji aktivaci VEGFR-1 vyvolanou VEGF
nebo P1GF. Naptiklad monoklonalni protilatka mAb 6.12 je scFEv,
ktera se vaZze na rozpustny a na povrchu bunék exprimovany
VBGFR-1. Fragment scFv 6.12 obsahuje domény Vi a Vy my3i mono-
klonalni protilatky mAb 6.12. Buné&c¢na linie hybridomi produku-
jici mAb 6.12 je uloZena jako ATCC ¢&islo PTA-3344 v souladu

s Budapedtskou smlouvou o mezinadrodnim uznavani uloZeni mikro-
organizmii pro ucely patentového fizeni a se sm&rnicemi spojeny-

mi s touto smlouvou.

[0080] Jinym pfikladem takového receptoru je EGFR. V jednom
provedeni pfedm&tného vynalezu se anti-KDR protilatka pouzivé

v kombinaci s EGFR antagonistou. EGFR antagonistou muZe byt
protilatka, kterd se vaZe na EGFR nebo ligand EGFR a inhibuje
navazani EGFR na svj ligand. Ligandy EGFR zahrnujil naptiklad
EGF, TGF-a amfiregulin, heparin vazajlcl EGF (HB-EGF) a betare-
cullulin. EGF a TGF-o se povazuji za hlavni endegenni ligandy,
které vedou ke stimulaci zprostfedkované EGFR, ackoli TGF-o

siln&ji podporuje angiogenezi. Je vhodné, aby se EGFR antago-
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nista externd vazal na extracelularni ¢ast EGFR, coZ muZe nebo
nemusi inhibovat navazani ligandu, nebo se maZe uvedeny antago-
nista internd vazat na tyrozinkinazovou deménu. PElklady EGFR
antagonist vazajicich se na EGFR zahrnujl bez omezeni biolo-
gické molekuly, jako Jjsou protilatky (a jejich funkéni ekviva-
lenty) specifické pro EGFR a male molekuly, jako jsou syntetic-
ké kinazové inhibitory, které pusobl pfimo na cytoplazmatickou
doménu EGFR.

[0081] Jinymi pfiklady receptoru rustovych faktorll zahrnutych
v tumorogenezi Jjsou receptory riastového faktoru produkovaného
destic&kami (PDGFR), inzulinu-podobného rustového faktorun
(IGFR), nervového rlUstového faktoru (NGFR) a fibroblastového
riastovéhe faktoru (FGFR).

[0082] V dal&im alternativnim provedeni vynalezu VEGF antago-
nista se miZe aplikovat v kombinaci s jednim nebo vice vhodnych
adjuvans, jako jsou napfiklad cytokiny (napfiklad IL-10 a IL-
13} nebo s jinymi imunostimuléatory, jak se popisuje napfiklad v
Larrivée et al., citace uvedena shora v textu. Je vhodné, aby
aplikace samotné anti-KDR protilatky byla dostatecna k pre-
venci, inhibici nebo zpomaleni progrese nadoru terapeuticky

t¢innym zplusobem.

[0083] PFi kombinované terapii anti-KDR protilatka se aplikuje
pfed, b&hem nebo po zahadjeni terapie s jinym ¢inidlem nebo v
iibovolné casové kombinaci, jako pfed a b&hem, pfed a po, béhem
a po nebo pfred, béhem a po zahadjeni terapie s anti-neoplastic-
kym &inidlem. Anti-KDR protilatka se muiZe aplikovat napfiklad

1 a% 30 dni, s vyhodou 3 a% 20 dni, vyhodn&ji 5 aZz 12 dni pied

zahdjenim radicterapie.

[0084] V pfedm&tném vynalezu se miZe pouzit libovolna vhodné
metoda nebo zpisob aplikace anti-KDR protilatek podle vynalezu
a je moZné je aplikovat spolecné s anti-neoplastickymi &inidly
a/nebo antagonisty jinych receptorl. Zpusoby aplikace naprfiklad
zahrnuiji oralni, intravenézni, intraperitonealni, subkutanni
nepo intramuskularni aplikaci. Aplikovanad davka antagonisty zAa-

visi na fadd& faktortl, které zahrnuji napfiklad typ antagonisty,
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typ a vaznost léceného nadoru a zpusobu aplikace antagonisty.
M&lo by se vdak zdiraznit, Ze pfedmétny vynalez se neomezuje na

Yadnou urcitou metodu nebo zplsob aplikace.

[0085] Je nutné poznamenat, Ze anti-KDR protilatka se mizZe
aplikovat jako konjugat, ktery se vaie specificky na receptor a
zplisobuje toxické, letalni zatlizZeni nasledujici po zavedeni

konjugatu ligand-toxin.

[0086] Rozumi se, Ze anti-KDR protilatky podle vynalezu, pokud
se uzivaji u savce k profylaxi nebo 1élbé, se budou aplikovat
ve formé& prostfedku, ktery navic obsahuje farmaceuticky prfija-
telny nosi&. Vhodné farmaceuticky pfijatelné nosic¢e zahrnuji
napfiklad jednu nebo vice substancl ze skupiny obsahujici vodu,
fyziologicky roztok, fyziologicky roztok pufrovany fosforecna-
nem, dextrézu, glycerol, ethanol a podobné&, stejné jako jejich
kombinace. Farmaceuticky pfijatelné nosice mohou dale obsahovat
minoritni mnoZstvi pomocnych latek, jako jsou smaceci nebo
emulgadni &inidla, konzervacni cinidla nebo pufry, které pro-
dlufuji dobu skladovani nebo u¢innost navazani proteind. Pro-
stfedky vhodné pro zavedeni injekcil se mohou, jak je dobfe zna-
mo v oboru, pfipravit tak, aby vedly k rychlému, postupnému ne-

bo zpozdénému uvolné&ni aktivni slozky pfi aplikaci savci.

[0087] Vynalez dale zahrnuje kity inhibujici rist nadoru a/nebo
angiogenezi. Kity obsahuji terapeuticky a¢&inné mnoZstvi lidske
anti-KDR protilatky. Kity mohou dale obsahovat libovolného
vhodného antagonistu napfiklad receptoru jiného ristoveho fak-
toru, ktery se podili na tumorogenezi nebo angiogenezi (naprf.
VRBRGPR-1/F1lt-1, BGFR, PDGFR, IGFR, NGFR, FGFR atd., jak se popi-
suje shora v textu). V jiném ptipadé nebo navic kity mohou ob-

sahovat anti-neoplastické ¢inidlo. Popisuji se zde pfiklady
vhodnych anll-neo h

plastic}\yc 1 CANIGCL LedaLig preddmelneno vyna_
zu. Kity mohou dale obsahovat adjuvans. PFfi

71 shora v textu.

[0088] Anti-KDR protilatky podle vynalezu se mohou chemicky ne-
bo biosynteticky spojit s jednim nebo vice anti-neoplastickymi

nebo anti-angicgennimi &inidly.
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[0089] Dale se popisuji anti-KDR protilatky, na které se vazi
cilové nebo reportérové ¢asti. Cilové Casti jsou prvnimi cCleny
vazebnych parti. Anti-neoplasticka ¢inidla isou napfiklad konju-
govana s druhymi &leny takovych parQ a jsou tak smérovany do
mista, kde se vaZe anti-KDR protilatka. B&znym prikladem tako-
vého vazebného paru je avidin a biotin. Biotin se konjuguje

s anti-KDR protilatkou a tak tvofi cil pro anti-neoplasticke
&inidlo nebo jinou &ast, ktera je konjugovana s avidinem nebo
streptavidinem. V jiném pfipad& biotin nebo jina takova cast je
spojena s anti-KDR protilatkou podle vynalezu a uziva se jako
reportérova moclekula napiiklad v diagnostickém systému, kde Ci-
nidlo produkujici detekovatelny signal je konjugovan s avidinem

nebo

[0090] Pfedmé&tni antagoniste receptortt se tudiZ mohou pouZit in
vivo a in vitro v investigativnich, diagnostickych, profylak-
tickych nebo lé&ebnych metodach, které jsou dobfe znamy

v oboru.
P¥iklady

[0091] Pfiklady a referencni priklady, které nasleduji, se uva-
di z dtvodu lepdiho porozuméni vynalezu, ale Zadnym zpuscbem
neomezuji rozsah vynalezu. PEiklady nezahrnuji podrobné popisy
b&znych metod, jako jsou ty pouZivané pEil konstrukci vektorld a
plazmidd nebo p¥i zavedenil plazmidd do hostitelskych buneék. Ta-
kové metody jsou dobfe znamy v oboru a popisuji se v Fadé pub-
likaci zahrnujicich Sambrook, J., and Russell, D.W. (2001) Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring

Harbor Laboratory Press.
P¥iklad I. Produkce lidského Fah
P¥iklad I(a). Proteiny a bunécné linie

[0092] Primarné& kultivované bunky HUVEC se ziskaly od Dr. 5.
Rafii, Cornell Medical Center, New York a udrzovaly se v mediu
EBM-2 (Clonetics, Walkersville, MD) pf¥i teploté 37°C, 5 % CO.
Rozpustné fuzni proteiny, KDR-alkalicka fosfataza (AP), Jjeho
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varianty s deleci v imunoglobulinovych {(Ig) doménach a
Flk-1-AP, se exprimovaly ve stabilné transfekovanych bunkach
NIH 3T3 a izolovaly se ze supernatantd bunéénych kultur afinit-
ni chromatografil pouZitim imobilizované monoklonalni protilat-
ky k AP, jak se popisuje v publikaci Lu et al., J. Biol. Chem.
275: 14321-30 (2000). Protein VEGFi¢s se exprimoval v bakulovi-
rech a izoloval se postupy popsanymi v publikaci Zhu et al.,
Cancer Res. 58: 3209-14 (1998). Leukemické buné&né linie HL60 a
HEL se udrZovaly v RPMI, které obsahuje 10 % fetalni teleci sé-

N

rum.
P¥iklad 1(b) . FAgova ELISA

[0093] Izolovaly se jednotlivé klony TGl a nechaly se rist na
destic¢kach s 96 prohlubnémi pfi teploté& 37 °C. Pak se pridal
pomocny fag M13K07, jak se popisuje shora v textu. Amplifikova-
ny fagovy ptipravek se blokoval 1/6 objemu 18 % mléko/PB8 pri
teplot& mistnosti jednu hodinu a pfidal se do Maxi-sorp mikro-
titra&nich destiéek s 96 prohlubnémi (Nunc) potaZenych KDR-AP
nebo AP (1 pg/ml x 100 pl). Po inkubaci pfi teplot& mistnosti
jednu hodinu se destidky promyly tfikrat PBST a inkubovaly se
s konjugétem krali&i anti-M13 fag-HRP (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Piscataway, NJ). Desticky se 5 krat promyly, pfidal se
substrat TMB peroxidédzy (KPL, Gaithersburg, MD} a odecitala se
absorbance p¥i 450 nm pouZitim ode&itaciho zafizeni pro mikro-
titraéni destidéky (Molecular Devices, Sunnyvale, CA}.

Pfiklad I(c). Analyza BstN I paternu DNA a sekvenovani nukleo-
tida

[0094] Rozdilnost anti-KDR Fab klonl po kaZdém cyklu selekce se
analyzovala na zakladé paterni Stépeni restrikénimi enzymy (DNA
fingerprinting). Inzert genru Fab jednotlivych klond se amplifi-
koval pomoci PCR pouZitim primert: PUC1Y9 reverzni,

5' AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3'; a fdtet seq,

5' GTCGTCTTTCCAGACGTTAGT 3'. Amplifikovany produkt se Stepil
restrikénim enzymem s vysckou frekvenci 3tépeni BstN I a analy-

9

zoval se na 3 % agardzovém gelu. Sekvence DNA reprezentativnich
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klonti z kazZdého paternu &tépeni se stanovily didecxynukleotido-

vym sekvenovanim.
Pfiklad I(d). Exprese a izolace vhodnych fragmentu Fab.

[0095] Plazmidy jednotlivych klentt se pouZily k transformaci
nesupresivniho hostitele E. coli kmen HB2151. Exprese fragmentud
Fab v HB2151 se vyvolala kultivaci bunék v médiu 2YTA, které
obsahuje 1 mM izopropyl-1-thio-p-D-galaktopyranozid (IPTG, Sig-
ma) pri teploté 30°C. Periplazmaticky extrakt bunék se piipra-
vil resuspendovanim bunécného peletu v 25 mM Tris (pH 7,5} ob-
sahujicim 20 % (hmotnost/objem) sacharézy, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA a 0,1 mM PMSF. Pak nasleduje inkubace pfi teploté 4 °C

s jemnym michdnim jednu hodinu. FPo centrifugaci pfi 15 000
ot./min. 15 minut se rozpustny protein Fab izoloval ze superna-
tantu afinitni chromatografii pouZitim kolony s proteinem G

podle protokolu vyrobce (Amersham Pharmacia Biotech).
P¥iklad I(e). Selekce lidského anti-KDR Fab z fagové knihovny

[0096] K selekci se pouzila velka fagova knihovna vystavujici
lidsky Fab obsahujici 3,7 x 10*° klonl (DeHaard et al., J. Biol.
Chem. 274: 18218-30 {(1999)). Knihovnu tvorfi geny variabilnich
lehkych Feté&zcti protilatky amplifikované PCR fizované s geny
lidskych konstantnich lehkych Fetdzcll (x a A) a geny variabil-
nich t&ikych fetézcd amplifikované PCR fizované s DNA kdédujici
doménu Cyl t&Zkého Fet&zce IgGI. Konstrukcim téZkych fetézcu a
lehkych tet&zcl pfedchdzi signalni sekvence pelB v pfipadé leh-
kého Feté&zce a signalni sekvence genu III v pfipadé tézZikého fe-
tézce. Konstrukce té&Zkych fetézct dale kédujl cast genu III
proteinu k vystaveni na fagovi, hexahistidinovou znacku a znad&-
ku c-myc tvofenou 11 aminokyselinami nasledovanou kodonem amber
(TAG) . Hexahistidinova znacka a znadka c-myc se miZe pouzit

k izolaci nebo detekci. Koden amber umcZiuje pouZit k vystaveni
na fagovi supresivniho hostitele (jako Jjsou bunhky TGl) nebo
produkci fragmentd Fab v rozpustné form&, pokud se transformo-

valy do nesupresivniho hostitele {jako jsou bunky HB2151).

EP 1916 001
24 E05880




[0097] Zasobni roztck vytvofenég knihovny se nechal rust do do-
safeni log faze, pfidal se pomocny fag M13-KO7 a amplifikoval
se pres noc v médiu 2YTAK (2YT obsahujici 100 pg/ml ampicilinu
a 50 pg/ml kanamycinuj} pfi teploté 30 °C. Fagovy piipravek se
sra¥el ve 4 % PEG/0,5 M NaCl, resuspendoval se v 3 % odtulnéne
mléko/PBS obsahujici 500 pg/ml proteinu AP a inkuboval se pfi
teplot& 37 °C jednu hodinu, pficemZz doSlo k zachyceni faga vy-
stavujiciho anti-AP Fab fragmenty a k blokovani jiného nespeci-

fického navazani.

[0098] Zkumavky Maxisorp Star (Nunc, Rosklide, Dansko) potaZené
KDR-AP (10 ug/ml v PBS) se nejdfive blokovaly 3 % mléko/PBS pri
teplot& 37 °C jednu hodinu a pak se inkubovaly s fagovym pfi-
pravkem pfi teploté& mistnosti jednu hodinu. Zkumavky se promyly
desetkrat PBST (PBS obsahujici 0,1 % Tween-20) nasledovalo de-
seti nasobné promyti PBS. Vazany fag se eluoval pfi teploté
mistnosti 10 minut 1 ml &erstvé pfipraveného roztoku 100 mM
triethylaminu (Sigma, St. Louis, MO). Eluovany fag se inkuboval
s 10 ml buné&k TGl v mid-log fazi p#i teploté 37 °C 30 minut za
stalého michani. Infikované bufiky TGl se shromazdily centrifu-
gaci, nanesly se na nékolik velkych ploten s médiem 2YTAG a in-
kubovaly se pfes noc pfi teploté 30 °C. VSechny kolonie vyrost-
1é na plotnach se se3krably do 3 aZ 5 ml média ZYTA, ptimichal
se glycerol {konecna koncentrace 10 %). Buriky se rozdélily do
alikvotfs a uchovavaly se pfi teploté& -70 °C. P¥i dal3im cyklu
selekce se 100 pl zasobniho roztoku faga pfidalo k 25 ml média
2YTAG a bufiky se nechaly se rist do dosaZeni mid-log faze. Ke
kultufe se pfidal pomocny fag M13KO7. Kultura se amplifikovala,
srafela a pouzila se k selekci podle postupu popsaného shora

v textu. V postupu do3lo ke sniZeni koncentraci KDR-AP imobili-
zovaném na imunologickych zkumavkach a ke zvySeni poltu promyti

po navazani.

[0099] S imobilizovanym KDR se provedly celkem tri cykly selek-
ce, pridem? se pouZily rGzné koncentrace proteinu a riazny pocet
promyti po podatednim navazani. Po kaZdém cyklu selekce se na-

hodné& vybralo 93 klonl a v testu fédgova ELISA se zjistovala Jje-
jich schopnost vazat se na KDR. 70 kleond ze 93 (75 %) po druhém
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cyklu selekce a vice neZ 90 % ziskanych klon( po tfetim cyklu
selekce se varzalo na KDR. To naznafuje vysokou a¢innost postupu
selekce. Segmenty DNA ze vi3ech 70 klont kédujicil Fab vazajicich
se na KDR ve druhém cyklu selekce, se amplifikovaly, Stépily se
restrik&nim enzymem BstN I a porovnavaly se jejich paterny fin-
gerprintingu. Ziskalo se celkem 42 ruznych paternt, coZ indiku-
je vybornou rozdilnost izolovanych anti-KDR Fab. Test zkfilZene
reaktivity ukazal, Ze 19 ze 42 protilatek je k KDR specific-
kych, zatimco 23 protilatek se vaZe na KDR a na jeho my&i homo-
log Flk-1. Dal3i selekce se dosahlo testem konkurenéniho nava-
zani VEGF, kde se hodnotl navazani rozpustnéhc KDR na imobili-
zovany VEGF v pfitomnosti anti-KDR Fab fragmentd nebo v jejich
nepfitomnosti. Test identifikoval 4 klony Fab, kterée byly
schopny blokovat navazani VEGF na KDR. TEi z nich byly KDR spe-
cifické a jeden zkfiZené reagoval s Flk-1. Analyza DNA finger-
printingu a sekven&ni analyzy potvrdily, Ze vSechny &tyFi pro-
tilatky blokujici KDR/VBGF se 1i3i (Obr. 1) a obsahuji Jedinec-

né sekvence DNA a aminokyselinové sekvence.

[0100] Aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 domén Vy a Vi

&tyfr klonl referenénich pfikladd jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1- CDR sekvence vybranych lidskych Fab vazajicich se na
KDR
klon CDR1 CDR2 CDR3
Lehky Feté&zce
D2C6 |RASQSVSSYLA DSSNRAT LOHNTFEPET
{SEQ ID NO:1) (SEQ ID NO:2) (SEQ ID NO:3)
DZ2HZ |RASQGISSRLA AASSLOT QOANREPPT
(SBQ ID NO:4) (SEQ ID NO:b5) (SKQ 1D NO:o)
DIH4 |AGTTTDLTYYDLVS DGNKRPES NSYVSSREYV
{SEQ ID NO:7) (SEQ ID NO:8) (SBQ ID NO:9)
DIFT7 [SGBTSWGTNTAN NNNQRPS AAWDDSLNGHWV
{SEQ ID NO:10 {SEQ ID NO:11) (SEQ ID NO:12)
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Tabulka 1- CDR sekvence vybranych lidskych Fab vazajicich se na

KDR

klon CDR1 CDRZ2 CDR3
Lehky rfetézce
Tézky retézec
D2C6 |GFTEFSSYSMN SISSSSSYIYYADSVKG VTDAEDI

(SEQ M NO:13) (SBQ ID NO:14) {SEQ ID NO:15)
D2H2 |GFTFSSYSMN SISSSSSYIYYADSVKG VTDAFDI

(SEQ ID NGC:13) {(SEQ ID NOC:14) (SEQ ID NO:15)
D1H4 |GETESSYSMN SISSSSSYIYYADSVKG VTDAFDI

(SBQ ID NO:13) (SEQ ID NO:14) (SEQ ID NC:15)
D1F7 [GGTFSSYAIS GGHFIFGTANYAQKFQG GYDYYDSSGVASPPDY

(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:17) (SEQ ID NO:18

Uplné sekvence Vy a V, Fet&zcl jsou uvedeny v seznamu sekvenci.
V piipadé referenéniho D1F7 je sekvence DNA oblasti Vy reprezen-
tovana SEQ ID NO: 19 a aminokyselinova sekvence Vy je reprezen-

tovana SEQ ID NO: 20 a sekvence DNA oblasti Vi
SEQ ID NO: 21 a aminokyselinova sekvence Vi je
SEQ ID NO: 22.

reprezentovana

reprezentovana

[0101] V pFPipadé referencnihce pfikladu D2Cé je

reprezentovana SEQ ID NO: 23 a aminokyselinova

reprezentovana SEQ ID NO: 24 a sekvence DNA V,
SEQ ID NO: 25 a aminokyselinova sekvence Vo je
SEQ ID NO: 26,

[0102] V pfipadé referen¢niho pfikladu D2H2 je

reprezentovdna SEQ ID NO: 30 a aminokyselinocva

reprezentovana SEQ ID NO: 21 a sekvence DNA V.
SEQ ID NO: 32 a aminokyselinova sekvence Vp je
SEQ ID NO: 33.

[0103] V pfipadé refereniniho pfikladu D1H4 Jje
27 a aminckyselinova
24 a sekvence DNA Vi,

reprezentovana SEQ ID NO:

reprezentovana SEQ ID NO:
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sekvence DNA Vy
sekvence Vy je
reprezentovana

reprezentovana

sekvence DNA Vy

sekvence Vy Je
reprezentovina

o

reprezentovana

sekvence DNA Vy
sekvence Vy je

reprezentovana
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SEQ ID NO: 28 a aminckyselinova sekvence V, je reprezentovana
SEQ ID NGC: 29.

[0104] Druhé& knihovna se vytvofrila kombinaci jediného tézkeého
fetézce referencnihe prikladu D2C6 s diverzni populaci lehkych
Fet@zclh ziskanych z plvedni knihovny. Identifikcvalo se deset
rozdilnych fragmentt Fab a oznacily se SAl, SA3, SB10, SBS,

sC7, sD2, sSp5, SF2, SF7 a 1121, Sekvence DNA a aminokyselinové
sekvence V;, deseti fragmenti Fab jscu reprezentovany nasleduji-
cim zplscobem. V pripadé referenéniho pfikladu SA1 je sekvence
DNA V, reprezentovana SEQ ID NO: 34 a aminokyselinova sekvence
V. je reprezentovana SEQ ID NO: 35. V pripadé referenc¢niho pri-
kladu 3A3 je sekvence DNA Vp reprezentovana SEQ ID NO: 36 a ami-
nokyselinova sekvence V. je reprezentovana SEQ ID NO: 37.

V pfipadé referenénihc prikladu SB10 je sekvence DNA V. repre-
zentovana SEQ ID NO: 38 a aminckyselinova sekvence V; je repre-
zentovana SEQ ID NO: 39. V piipadé referen¢niho prikladu SC7 je
sekvence DNA V, reprezentcovana SEQ ID NO: 42 a aminckyselinova
sekvence Vi je reprezentovana SEQ ID NO: 43. V prfipadé referenc-
niho pfikladu SD2 je sekvence DNA V, reprezentovana SEQ ID NO:
44 a aminokyselinova sekvence Vi je reprezentovana SEQ ID NO:
45. V prfipadé referenéniho prfikladu SD5 je sekvence DNA Vi re-
prezentovana SEQ ID NO: 46 a aminokyselinova sekvence V., je re-
prezentovana SEQ ID NO: 47. V ptipadé referencéniho pfikladu SF2
je sekvence DNA V. reprezentovana SEQ ID NC: 48 a aminokyselino-
va sekvence Vp je reprezentovana SEQ ID NO: 49, V pripadé refe-
rencniho pfikladu SF7 je sekvence DNA V, reprezentovana SEQ ID
NO: 50 a aminokyselinova sekvence Vi Je reprezentovana SEQ ID
NO: 51. V ptipadé prikladu 1121 je sekvence DNA V, reprezentova-
na SEQ ID NO: 52 a aminokyselinova sekvence V; je reprezentovana
SE¢ ID NO: 53.
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[0105] Sekvence Vp CDR jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 -~ Sekvence CDR lehkého retézce lidskych Fab vazaji-
cich se na KDR

Klon CDR1 CDRZ2 CDR3
SA1 TGSHSNEFGAGTDV GDSNRPS QSYDYGLRGWV

{SEQ TID NO:54) (SEQ ID NOC:55) (SEQ ID NC:56)
SA3 RASQNINNYLN AASTLQS QOYSRYPPT

(SEQ ID NG:57) (SEQ ID NQO:58) (SEQ ID NO:59)
SB10O TGSSTDVGNYNYIS DVTSRPS NSYSATDTLV

{SEQ ID NO:60) (SEQ ID NO:61) (SEQ ID NQ:52)
SBS TGQSSNIGADYDVH GHNNRFES QSYDSSLSGLV

(SEQ ID NO:63) {SEQ ID NOQO:64) {SEQ ID NO:65)
sC7 RASQDISSWLA AASLLQS QQADSEFPPT

(SEQ ID NO:66) (SEQ ID NO:67) (SEQ ED NO:68)
SD2 RASQSIKRWLA AASTLQS QOANSEFPPT

{SEQ ID NO:69) (SEQ ID NO:70) {(SEQ ID NO:71)
SDS SG3RSNIGAEHYEVQ GDTNRPS QSYDTSLRGFEV

(SEQ ID NO©:72) (SEQ ID NO:73) (SEQ ID NO:74)
SF2 TGSSSNIGTGYDVH AYTNRPS QSFDDSLNGLV

(SEQ ID NO:75h) (SEQ 1D NO:76) (SEQ ID NO:77)
SE7 TGSHSNFGAGTDVH GDTHRPS OSYDYGLRGWV

(SEQ ID NO:78) (SEQ ID NO:79) (SEQ ID NOC:80)
1121 RASQGIDNWLG DASMLDT QQAKAFPPT

(SEQ ID NO:81) {SEQ ID NQO:82) (SEQ ID NO:83)

Referenéni priklad II. Testy

Referenéni priklad II(a). Kvantitativni navazani KDR a blokace

interakce KDR/VEGF

[0106] V pfimém vazebném testu se ptidala do mikretitracni

desti&ky Maxi-sorp s 96 prohlubnémi potaZend KDR rizna mnoZstvi

rozpustnych Fab proteinl a inkubovala se pfi teploté mistnosti
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jednu hodinu. Po inkubaci se desticéky t¥ikrat promyly PBST. Da-
le se desti&ky inkubovaly p¥i teploté& mistnosti jednu hodinu se
100 pl konjugatu kralié¢i anti-lidska Fab protilatka-HRP
(Jackson ImmunoResearch Laboratory Inc., West Grove, PAY .
Destifky se promyly a provedlo se vyvinuti postupem vhodnym pro
test fagova ELISA popsanym shora v textu. V konkurenénim testu
blokace KDR/VEGF se riznad mnozZstvi proteinl Fab smichala s pev-
nym mnoZstvim KDR-AP (100 ng) a inkubovaly se pfil teploté mist-
nosti jednu hodinu. Smé&si se pak pfenesly na mikrotitraéni
desti&ky s 96 prohlubnémi, které byly pfedem potaZeny VBGFigs
(200 ng/prohlubef) a inkubovaly se pfi teploté mistnosti dalsi
2 hodiny. Pak se destidky pétkrat promyly a pfidal se substrat
pro AP (p-nitrofenylfosforeénan, Sigma). Ke kvantifikacil vaza-
nych molekul KDR-AP (8) se mé&ftila absorbance pfi 405 nm. Pak se
vypo&itala hodnota ICsy, to je koncentrace proteinu nutna k 50 %

inhibici navazani KDR na VEGF.

[0107] Cty#i klony blokujici VEGF (D2Cé6, D2H2, D1H4, DI1F7) se
exprimovaly jako rozpustné Fab a izolovaly se z periplazma-
tickych extraktl E. coli pomoci afinitni chromatografie s pro-
teinem G. Vyté&Zek &idté&nych proteind Fab téchto klond je v roz-
mezi od 60 do 400 pg/l kultury. Analyza SDS-PAGE kaZdého izolo-
vaného Fap pfipravku prokdzala jediny pruh proteinu

s o&ekavanou molekulovou velikosti (Obr. 1B).

[0108] Obrazek zobrazuje na davce-zavislé navazani anti-KDR Fab
fragment na imobilizovany receptor. K testovani se pouzil pfi-
my vazebny test ELISA. Klony D2C6 a D2H2 se vazZi s vyssi tc¢in-
nosti a pak nasleduji klony D1H4 a D1F7. V3echny Cty¥i Fab blo-
kuji navazanli KDR na imobilizovany VEGF (Obr. 2B}. Koncentrace
protildtek nutné k 50 % inhibici navdzani KDR na VEGEF je pfi-
bliZn& 1 nM v pFipad& klond D2C6, D2H2 a DIH4 a 20 nM v ptipadé
klonu DL1F7. Pouze klon D1F/ blokuje navazani VkGE na Flk-1
{Fig. 2C) s hodnotou ICsy pfibliZné 15 nM.

Referenéni pfiklad II(b). BIAcore analyza rozpustného scFv

[0109] Kinetiky navazani rozpustnych proteinlt Fab na KDR se

stanovily metodou rezonance povrchového plazmonu pouZitim bi-
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osenzoru DIAcore (Pharmacis Biosensor). Fuzni protein KDR-AP se
imobilizoval na &ip senzoru a rozpustné proteiny Fab se zavedly
injekci v rozmezi koncentraci od 1,5 M do 100 nM. Ziskaly se
senzogramy pro kaZdou koncentraci a hodnotily se pouZzitim pro-
gramu BIA Evaluaticn 2.0, pri¢emZ se stanovily rychlostni kon-
stanty kon a koff. Hodnota Ky se vypoc¢itala z poméru rychlost-
nich konstant koff/kon.

[0110] V3echny tPfi KDR specifické Fab fragmenty se vazi na imo-
bilizovany receptor s hodnotou Kd 2 aZ 4 nM (tabulka 3). Zkri-
sené reagujici klon D1F7 m& hodnotu Kd 45 nM, ktera je pribliz-
n& 10 aZ 15 nasobné slab3i neZ hodnoty KDR-specifickych kloni.
Je nutné si pamatovat, Ze ackoli v3echny hodnoty Kd tfi KDR
specifickych Fab fragmentd jsou podobné, jednotlivé vazebné ki-
netiky, to je kon a koff téchto protilatek se 1i3i. Napfiklad
klon D2C6é vykazuje nejrychlejsi ,on-rate™, zatimco DlH4 vykazu-
je nejpomalejsi ,off-rate™ (tabulka 3).

Tabulka 3 - Vazebné kinetiky &ty¥ neutralizadnich lidskych an-
ti-KDR-Fab fragmenta

Klon kon (10 M7's™) koff (107°s7hy Kd (nM)
Hu-2C6 Fab 27,348, 6% 5,38%0, 54 1,97
Hu-2H2 Fab 12,429 4,87+0,18 3,93
Hu-1H4 Fab 5,55+0,59 1,53+0,22 2,76
Hu-1F7 Fab 4,14+1,21 18,7+2,12 45,2

*Viechna ¢isla jsou stanovena analyzou BIAcore a reprezentujl

prom&r + SE z alespef tfi nezavislych stanoveni.

Referendni p¥iklad II(c). Mapovani vazebného epitopu

[0111] Produkce variant KDR s deleci v extracelularnich Ig-
podobnych doménach se popisuje v publikaci (Lu et al. (2000)).
V testu mapovéni epitopu se nejdiive KDR-AP celé delky, Ap fuze
dvou KDR variant s deleci v Ig doménach a Flk-1-AP imobilizova-

ly na destiéku s 96 prohlubnémi (Nunc), kde se jako zachytove
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¢inidlo pouziva krali¢l anti-Ap protildatky (DAKC-lmmunoglobu-
lins Glostrup, Dansko). Desticka se pak inkubovala s ruznymi
anti-KDR Fab proteiny pfi teplot& mistnosti jednu hodinu. Pak
niasledovala inkubace s konjugatem kralic¢i anti-lidska Fab pro-
tilatka-MP. Desticdka se promyla a provedlo se vyvijeni, jak se

popisuje shora v textu.

[0112] Vazebné epitopy anti-KDR Fab fragmentd se mapovaly pou-
7itim KDR v plné délce a dvou variant KDR s deleci v Ig domé-
nach. KDR(1-3) je varianta KDR obsahujici prvni tfi N-termi-
nalni Ig domény. KDR(3) je varianta obsahujicil pouze tfeti Ig
doménu. Jak je zobrazeno na Obr. 3, klony D2C6 a D1H4 se vaZi
na KDR stejné dobte, KDR(1-3) a KDR(3) maji tedy svij vazebny
epitopy (y) lokalizovany v Ig doméné 3. Klony D2H2 a D1F7 se va-
71 na KDR v plné délce a RDR(1-3) s vy331 u&innosti, coz indi-
kuje 8ir3i vazebny epitop(y) v KDR Ig oblastech 1 aZ 3. Pouze
klon DIF7 reaguje zkfiZené s Flk-1.

Referencéni p#iklad II(d). Anti-mitogenni test.

[0113] Buiitky HUVEC (5 x 10° buné&k/prohluben) se nanesly na
destidky pro tkanové kultury s 96 prchlubnémi (Wallach Inc.,
Gaithersburg, MD) ve 200 pl média BBM-2 bez VEGF, bazického
fibroblastového rustového faktoru (bFGF} nebo epidermalniho
rastového faktoru (EGF) a inkubovaly se pfi teploté 37 °C
72 hodin. Stanoveni se provedlo ve zdvojeném provedeni. Do pro-
hlubni se pfidala rGzna mnoZstvi Fab proteinu a desticky se
pre-inkubovaly p#i teploté& 37 °C jednu hodinu. Pak se pridal
VEGFi¢5, aby koneénd kocncentrace byla 16 ng/ml. Po 18 hodinach
inkubace se do ka?dé prohlubn& pfidalo 0,25 pCi {’H]TdR {(Amer-
sham) a destidky se inkubovaly dal3i 4 hodiny. Bunky se promyly
jedenkrat PBS, aplikoval se trypsin a buniky se shromaidily pou-
t

T
3

itim skleondéného filtryu (Printed Filtermat A, Walach) pomoci

Bl

afizeni (Harvester 96, MACH III, TOMTEC, Orange, CT). Membrana

™~

se tfikrat promyla vodou a su$ila se na vzduchu. Pridal se
scintilaéni roztok a radicaktivita zaclenéna do DNA se stanovi-
la scintiladnim detektorem (Wallach, Model 1450 Micrcheta Scin-

tillation Counter).
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[0114] Schopnost lidského anti-KDR Fab blokovat mitogenni akti-
vitu stimulovanou VEGF v bufkach HUVEC je zobrazend na Obr. 4.

Viechny &tyfi lidské Fab fragmenty inhibovaly syntézu DNA vyvo-
lanou VEGF v bufikdch HUVEC na davce zavislym zpusobem. Koncent-
race Fab, ktera inhibovala 50 % (ECsy) zadlen&ni [°H]-TdR stimu-
lované VEGF v bufikdch HUVEC je p¥ibliZn& 0,5 nM v pfipad& klonh
D2C6 a D1H4, 0,8 nM v pfipadé klon® D2H2 a 15 nM v ptipad€é klo-
nt D1F7. Kontroly zahrnovaly pouze VEGE (1 500 cpm) a pouze mé-
dium (60 cpm). Test se provedl ve zdvojenem provedeni. Zobraze-

nd data reprezentuji alespofi tfi nezavislé experimenty.
Pfiklad II(e). Migraéni test leukemickych bunék

[0115] Bufiky HL60 a HEL se tfikrat promyly médiem RPMI 1640 bez
séra a suspendovaly se v médiu v koncentraci 1 x 10% bun&k/ml.
V ptipadé bun&k HL60 se alikvot o objemu 100 pl pfidal do in-
zert®th Transwell (Costar®, Coming Incorporated, Corning, NY)

s velikosti pért 3 um. V pfipad@ bunék HEL se stejnym zpusobem
poufily inzerty s velikosti pérl 8 um. Bufiky se inkubovaly s
anti-KDR Fab proteiny (5 pg/ml) 30 minut pfi teploté 37 °C. In-
zerty se pak umistily do prohlubni desticek s 24 prohlubnémi,
které obsahuji 0,5 ml média REMI 1640 bez séra s VEGFies nebo do
média bez séra i bez uvedeného proteinu. Migrace se provedla
pfi teplot& 37 °C, 5 % CO, 16 aZ 18 hodin v ptipadé& bunék HL6O a
v pripad& bunék HEL migrace trvala pouze 4 hodiny. Migrované
bufiky se shrom&Zdily ze spodni &asti a jejich poCet se stanovil
pfistrojem Coulter (Model Zl, Coulter Electronics Ltd., Luton,
hnglie) .

[0116] Na davce zavislé migrace bunék HL60 a HEL vyvolana VEGF
s maximalni stimulaci se desahlo pfi 200 ng/ml (Obr. 5A}.
Viechny anti-KDR Fab fragmenty podstatné inhibovaly migraci bu-
timulovanou VEGE (Obr. 5B). Jako kontrola se

1
(3 VoA D ~

T I
11ioad (=

£

pouzil Fab fragment €225, coZ je protilatka urc¢ena proti recep-
toru BGF, ktery nevykazoval v tomto testu podstatny inhibicénil

ucinek.
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Pfiklad III{a). Produkce IgG
P#iklad III(a). Konstrukce vektori k expresi IgG.

[0117] K expresi lehkych a té&ikych fetézcl IgG se zkonstruovaly
nezavislé vektory. Klonované geny Vi se Etépily a ligovaly do
vektoru pKN100 (MRC). Klonované geny Vy Se Stépily a ligovaly do
vektoru pGID105, ktery obsahuje konstantni oblast té&Zkého Fe-
tézce (y) lidského IgG I. Vektory pKN1QO a pGID105 jsou od fir-
my MRC. Konstrukce se testovaly Sté&penim restrik&nimi enzymy a
ov&fovaly se dideoxynukleotidovym sekvenovanim. V cbou prfipa-
dech expresi Fidi HCMV promotor a je ukon&éena umé&lou terminacni

sekvenci.

[0118] Uspofadané geny té&zkého a lehkého feté&zce se pak klono-
valy do Lonza G5 expresivnich vektort pEE6.1 a pEE12.1. Vektor
t&3kého a lehkého Petézce se rekombinovaly do jediného vektoru,
aby se dosadhlo stabilni transfekce bun&k CHO a NSO. Transfeko—
vané bufiky se kultivovaly v médiu bez glutaminu a exprimovaly

se protilatky v koncentraci aZz 1 g/1.

Priklad III(b). Produkce a charakterizace lidského anti-KDR-
IgG.

[0119] IMC-2C6 a IMC-1121 se produkovaly ve stabilné transfeko-
vanych bun&&nych liniich NSO kultivovanych v podminkach bez sé-
ra a izolovaly se ze vsadkové bunécné kultury pouZitim afinitni
chromatografie s proteinem A. Cistota protilatky se analyzovala
gNS—-PAGE a koncentrace se stanovila testem ELISA, kde se jako
zachytové ¢inidlo pouzily anti-lidské Fc protilatky a jako de-
tek&ni &inidlo konjugat protilatky proti lidskému Fet&zci ¥ -
k¥enova peroxidaza (HRP). Jako standard ke kalibraci se pouZily
protilatky IMC-225 stupné pouziti v klinické praxi. Aby se do-
kidzalo, Ze produkty nejsou kontaminovany endotoxiny, se testo-

vala hladina endotoxinu kazdého protilatkového piipravku.

[0120] U anti-KDR protilatek se hodnotila schopnost vazat se na
KDR a blokovat navazani VBGF. V pfimém vazebném testu se do mi-

krotitracénich desticek Maxi-sorp (Nunc, Roskilde, Dansko) s
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56 prohlubnémi potazenymi KDR pfidalo rtizné mnozstvi protila-
tek. DestiZky se inkubovaly pfi teplote mistnosti jednu hodinu.
Desticky se trikrat promyly PBS obsahujicim 0,1 % Tween-20.
Destidky se inkubovaly p¥i teploté mistnosti jednu hodinu se
100 nl konjugatu kralig¢iho Fc proti lidskému IgG - HRP (Jackson
TmmunioResearch Laboratory Inc., West Grove, PA). Desticky se
promyly a provedlo se jejich vyvijeni, jak se uvadl shora

v textu. Lidské protilatky IMC-2C6 a IMC-1121 se porovnavaly s
IMC-1C11 {(my3i protilatka specifickd pro KDR) a s IMC-C225 chi~
mérova protilatka specificka pro EGFR). Anti-KDR protilat-
ky se vazi na KDR v rezimu zadvislém na davce, pricemz IMC-
1121 se vaZe silnéji (Obr. 6A}.

[0121] U&innost anti-KDR protilatek pfi blokaci navazani KDR na
VBGF se m&fila v kompetiénim testu. Riznd mnoZstvi protilatek
se smichala s pevnym mnoZstvim KDR-AP (100 ng) a inkubovaly se
pfi teploté mistnosti jednu hodinu. Smési se pak pienesly na
mikrotitradni desti&ky s 96 prohlubnémi predem potaZenymi
VBQF1gs (200 ng/prohluben) a desticCky se inkubovaly pti teploté
mistnosti daldi 2 hodiny. Pak se desticky 5 krat promyly a pri-
dal se substrat pro AP (p-nitrofenylfosforecnan, Sigma) . Ke
kvantifikaci vazanych molekul KDR-AP se odeletla absorbance pfi
405 nm. Pak se vypo&itala hodnota ICsg, to je koncentrace proti-
l4tky nutna k 50 % inhibici navazani KDR na VEGF. Anti-KDR pro-
tilatky siln& blokovaly navazani KDR na VBGE (Cbr. 6B} s vyso-
kou G&innosti. Hodnota ICss je v pripadé v3ech ti¥i protilatek
p¥ibliZné& 0,8 aZz 1,0 nM. Kontrolni protilatka IMC-C225 (anti-
1idska EGFR) se nevaze na KDR a neblokuje interakci KDR/VEGF.

[0122] Afinita nebo avidita protilatky se stanovila analyzou
BIAcore, jak se popisuje shora v textu. Stancvily se vazebné
kinetiky, to je asocia¢ni rychlostnil konstanta (kon) a disoci-
acni rychlostni konstanta (koff}, anti-KDR protilatek a vypoci-
+ala se disociaéni konstanta Kd (tabulka 4).
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Tabulka 4 — Vazebné kinetiky anti-KDR protilatek

Protilatka kon (10* M's™Y) | koff{107%s™) Kd (nM)
referen¢ni plCll scbv 7,07+2,1* 1,000,009 1,4+0,3
referenéni IMC-1C11 13,4%£2,9 0,37+0,13 0,27+0,06
referenéni Hu-2C6 Fab 17,1+5,7 5,5+£0,76 3,6x1,7
referen&nli IMC-2C6 21,2+8,1 0,43+0,03 0,20+0,01
IgG
Hu-1121 Fab 29,6t7,3 0,310,086 0,11+0,02
IMC-1121 IgG 47,92, 4 0,25+0,04 0,05+0,01

* Viechny &isla se stanovila analyzou BIAcore a reprezentuji

pramé&r + SE z alespon tfi nezavislych experimentl

IMC-1C11 se vaZe na imobilizovany KDR s disociac¢ni konstantou
(Kd) 0,27 nM, coZ je pfibliiné& pét krat vy331 hodnota, nei je
tomu u jejiho Fab dopliiku. Hodnota Kd IMC-2C6 e 0,2 nM, coi je
pfibliZn& 18 krat vyssi ve srovnani s hodnotou monovalentni Hu-
2C6 Fab, coZ hlavné zpusobilo zlepseni ,off-rate®. Afinitni ma-
turace Hu-2C6 vedla k Hu-1121 Fab s 33 nasobnym zlepSenim hod-
noty Kd (z 3,4 nM na 0,11 nM). Konverze protildtky Hu-1121 na
bivalentni IgG, IMC-1121, vedla k pfibliZné dvojnasobnému zvy-

seni celkové vazebné avidity.

P¥iklad III(c). Inhibice navazani VEGF na bunky a mitogeneze
HUVBC stimulovana VEGF

[0123] P¥i bunécénem radioimunologickém testu se razna mnoZstvi
anti-KDR protilatek smichala s pevnym mnozstvim (2 ng) VEGF1gs
snadeného 2®T (R & D Systems). Smési se pfidaly k buhkam HUVEC,
které tvori v mikrotitraéni desticce s 96 prohlubnémi z 80 az
90 % konfluentni monovrstvu. Desticka se inkubovala pIi teploté
mistnosti 2 hodiny, promyla se pétkrat chlazenym PBS a stanovi-
lo se mnosstvi radioaktivity vazané na endotelialni bunky. Jak

je zobrazeno na Obr. 7A, anti-XDR protilatky uspésné konkurova-
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ly radioaktivné& znacenému VBGE pfi navazanl na bunky HUVEC. Da-
ta reprezentuji pramer * SD vypo&itany ze tfl nezavislych sta-

noveni.

[0124] Protilatky také blokujl mitogenezi bunék HUVEC stimulo-
vanou VEGF zptsobem zavislym na davce {Obr. 7B}. Jak se popisu-
je shora v textu v ptipadé fragment® Fab, riznid mnoZstvi anti-
KDR protilatek se nejdfive predem inkubovala s bufikami HUVEC
(které se pfed tim inkubovaly bez rastoveho faktoru) (5 x 10°
bunék/prohluben) pfi teploté 37 °C jednu hodinu, pak se pridal
VEGF165, aby kone&na koncentrace byla 16 ng/ml. Po 18 hodinach
inkubace se pridalo do kaZdé prohlubn& 0,25 pCi [*H]-TdR (Amer-
sham) a destidka se inkubovala 4 hodiny. Bufiky se promyly,
shroma?dily se a na scintilaénim detektoru se stanovila radio-
aktivita za&len&na v DNA. IMC-1121, protilatka s nejvyssi afi-
nitou, je nejuc¢inné&jsi inhibitor s ED50 pfibliZné& 0,7 nM

v porovnani s hodnotou 1,5 nM odpovidajici protilatkém IMC-1C11
i IMC-2Cé. ED50 je koncentrace, kterd vede k 50 % inhibici za-
&lenéni [3H]—TdR.

P¥iklad IV. Inhibice leukemickych bunék a progrese leukemie
P¥iklad IV(a). Exprese VEGFR a BDR v leukemickych burikach

[0125] Testovala se exprese VEGE a KDR, pomocil RT-PCR, ve tFfech
bunéénych liniich myeloidni leukemie: HL60 (promyelocyty); HEL
(megakaryocyty) a U937 (histiocyty). P¥i amplifikaci VEGF, Flt-
1, KDR a interni kontroly, kterou je a-aktin, se pouZily nasle-
dujici primery: VEGF forward: 5'-TCGGGCCTCCGAAARCCATGA-3' (SEQ
ID NO:86) a reverznl: 5' —CCTGGTGAGAGATCTGGTTC-3"' (SEQ ID
NO:87); Flt-1 forward: 51 -TTTGTGATTTTGGCCTTGC-3"' (SEQ ID NO:88)
a reverzni: 5'-CAGGCTCATGAACTTGAARGC-3' (SEQ ID NO:89); KDR
forward: 5'-GTGACCAACATGGAGTCGTG-3' (SEQ ID NO:90) a reverzni:
5' _CCAGAGATTCCATGCCACTT-3' (SEQ ID NO:91); a-aktin forward:
5'-TCATGTTTGAGACCTTCRA-3' (SEQ ID NO:92) a reverznl:

5" —QTCTTTGCGGATGTCCACG-3"' (SEQ ID NO:93). Produkty PCR se ana-
lyzovaly na 1% agardzovém gelu. Jak Jje zobrazeno na Obr. 8&,

v3echny tfi linie exprimujl VEGE a bunky HL60 a HEL, nikoliv
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U937, také exprimuji KDR. Uvedené tri punééné linie také expri-

muji Flt-1, Jjak se potvrdilo RT-PCR (nenil zokrazeno).

[0126] Produkce VEGEF se testovala u viech tfech leukemickych
bunéénych linii kultivovanych za podminek s 10 % FCS nebo bez
séra. Leukemické bufiky se shromaidily, promyly se samotnym mé-
diem RPMI 1640 a inokulovaly se na desticky s 24 prohlubnémi

s hustotou 5 x 10° bun&k/ml. Pak se pfidalo 10 % FCS nebo se
putiky kultivovaly bez séra. Inkubace prob&hla pfi teploté 37 °C
72 hodin. Celkovy pocet buné&k se stanovil pouzitim pfristroie
Coulter (Mcdel Z1l, Coulter Electronics Ltd., Luton, Anglie) a
koncentrace VEGF se stanovila pouZitim kitu pro test ELISA
(Biosource International, Camarillo, CA). Leukemické bunky vy-
lud¢ovaly podstatné mnoZstvi VEGF, pokud se kultivovaly in vitro
{Obr. 8B), a buiky HL60 a U937 produkovaly vice VEGF

v podminkdch kultivace bez séra.

Pfiklad IV(b). Inhibice migrace leukemickych bunék vyvolana
VEGF

[0127] V testech migrace leukemickych bunék, Jjak se popisuje

v pfikladu II(e), se pouzily t¥i leukemické bunécéné linie. Mi-
grace trvala 16 az 18 hodin v pripadé& bunék HL60 nebo 4 hodiny
v pripad& bun&k HEL a U937.

[0128] VZechny t#i leukemické bunédcné linie migruji pfi odezve
na VEGF (Cbr. 9). Pfi inkubaci s anti-KDR protilatkami doslo

k inhibici migrace bunék HL60 a HEL vyvolané VEGEF (Obr. 9A a
9B), ale neméla vliv na migraci buné&k U937, které neexprimuji
KDR (Obr. 9C). Inhibice je -avislda na davce. Migraci bunék U937
vyvolanou VEGF v3ak u&inné& inhibovala anti-lidsky Flt-1 proti-
latka, Mab 612 (Obr. 9C). Jak se ocekavalo, anti-EGFR protilat-
ka IMC-C225 nevykazovala zadny ucinek na migraci lidskych leu-
kemickych bunék vyvolanou VEGE.

Pifiklad IV(b). Inhibice rustu leukemie in vivo.

[0129] Ve v3ech experimentech se pouZily my&i NOD-SCID jednot-

ného pohlavi (samice) ve véku 6 az 8 tydna. My3i se ozafily 3,5
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Gy ze zdroje gamma zafenl 137cs davkou zafeni pfibliiné

0,9 Gy/min a intravenézné se inckulovaly 2 x 107 bunék HL60. TIi
dny po inokulaci nadcru se skupinam obsahujicim 7 aZ 9 mysi
dvakrat tydné aplikovaly intraperitonealni injekci r0zné davky
protilatek IMC-1Cl1l, IMC-2Cé6 nebo IMC-1121. U my3i se denné
sledovaly pfiznaky toxicity a zaznamenaval se ¢as preziti. Ke
statistické analyze se pouZil neparametricky, ,one-tailed" test

Mann Whitney Rank Sum Test

[0130] Viechny my3i, které nebyly o3etfeny, uhynuly b&hem 17
dni (Obr. 10, prumé&rny cas pfeziti, 14 + 3 dny). PFi téchto vy-
sokych davkach naderovych bunék aplikace IMC-1 Cll v mnoZstvi
200 pg/mys/injekce trochu prodlouZila &as preZziti, ale viechny
my3i uhynuly b&hem 35 dni (prumérna doba pfeziti 21 + 7 dni;
stfedni hodnota pteziti 19 dni, p=0,03 v porovnani s kontreolni
skupinou). IMC-2C6 aplikovana ve stejné davce 200 pg/mys/
injekce podstaté prodlouzila pfe?iti my3i na 34 + 12 dni
(st¥edni hodnota = 29 dni, p < 0,01 v porovnani s kontrolou a
p=0,01 v porovnani se skupinou, kde se aplikovala protilatka
IMC-1C11). Protilatka s nejvy3si afinitou, IMC-1121, demonstro-
vala pri leukemii daleko silné&jsi t&inek, zv1lasté s ohledem na
IMC-1C11. My$i, kterym se aplikovala protildtka IMC-1121, pfe-
7ily 63 + 12 dni (stfedni hodnota = 60 dni, p < 0,001 pfi srov-
nani se skupinou, kde se aplikovala IMC-1Cl1l, i se skupinou,
kde se aplikovala IMC-2C6). KdyZ se aplikovala nizgi testovana
davka protilatek (100 pg/mys/injekce), IMC-1121 byla op&t ucin-
néisi. My3i oSetfené nizsi davkou IMC-1121 pfezily 46 + 16 dni
(stfedni hodnota = 41 dni}. V priubéhu experimentu se nepozoro-

valy u Zadného zvifete o3etfeného protilatkami zndmky toxicity.
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<210> 1
<z211i> 11
<212> protein
<213> &lovék

<400> 1

Arg Ala ser GlIn gér val ser Ser Tyr &gu Ala

<210> 2
<211> 7
<212> protein
<213> Clovék

<400> 2
ASp Ser Ser Asn Arg Ala Thr

<210> 3
<211> 9
<212> protein
<213> c¢loveék
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<400> 3
Leu G1n His Asn Thr Phe Pro Pro Thr
5
<210> 4
<211> 11

<212> protein
<213> &lovék

<400> 4

Arg Ala ser GIn Glg Ile Ser Ser Arg Lig Ala

<210> 5
<211> 7
<212> protein
<213> &lovék

<400> 5

Ala Ala ser Ser Leu Gln Thr
5

<210> 6
<211> 9
<212> protein
<213> clovék
<400> 6

GIn GIn Ala Asn Arg phe Pro Pro Thr

<210> 7
<211> 14
<212> protein
<213> &lovek

<400> 7
Ala Gly Thr Thr Thg Asp Leu Thr Tyr T{S Asp Leu val ser

<210> 8
<211> 7
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<212> protein
<213>» ¢lovék

<400> 8
Asp Gly Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 9
<211> 10
<212> protein
<213> &lovék

<400> 9

Asn Ser Tyr val Seg ser Arg Phe Tyr v25

<210> 10
<211> 13
<212> protein
<213> Clovék

<400> 10

Ser Gly Ser Thr Se; Asn Ile Gly Thr Aia Thr Ala asn

<210> 11
<211> 7

<212> protein
<213> &lovék

<400> 11

ASNn Asn Asn Gin Ar? Pro Ser

<210> 12
<zZ11l> 1Z
<212> protein
<213> &lovék

<400> 12

Ala Ala Trp Asp As;s» Ser Leu Asn Gly m'z Trp val
bl

EP 1 916 001
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<Z10> 13
<211> 19
<Z212> protein
<Z213> &lovék

<400> 13

Gly Phe Thr Phe Seg ser Tyr Ser Met ‘iE

<210> 14
<211> 17
<212> protein
<213> &lovék

<400> 14

ser Ile ser ser se; Ser Ser Tyr Ile T{s Tyr Ala Asp Ser vi; Lys

Gl
1

<210> 15
<211> 7
<212> protein
<213> Clovék

<400> 15

val Thr Asp Ala Phg Asp Ile

<210> 16
<Z211> 10
<212> protein
<213> ¢clovék

<400> 1o

Gly Gly Thr phe Ser Ser Tyr Ala 1le ser
5 10

<210> 17
<211> 18
<212> protein
<213> Zlovék

EP 1916 001
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LE N X}
-
-

<400> 17

Gly Gly 1le Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln L{§ Phe
5 10

GIn Gly
18

<210> 18
<211> 16
<212> protein
<213> clovék

<400> 18

Gly Tyr Asp Tyr Ty; Asp Ser Ser Gly Vaa Ala Ser Pro Phe Aig Tyr
1

<210> 19
<211> 375
<212> DNA
<213> &lovék

<400> 19

gag gtc cag ctg gtg cag tct ggg gct gag gtg aag aag cct ggg gec
Glu val GIn Leu Vas Gin Ser Gly Ala G}g val LyS Lys Pro 61¥ Ala

tca gtg aag gtc rcc tgc aag get Tct g?a g?c acc ttc agc age tat
ser val Lys Vga ser Cys Lys Ala s§; Gly Gly Thr phe s§5 ser Tyr

gct atc agc tgg gtg Cga cag gcc cct g?a caa g?g ctt gag tgg atg
Ala Ie sg; Trp val arg Glin Alg Pro Gly GIn Gly L:g Glu Trp Met

g?a ggg atc ate cct artc ttt g?t aca gca aac tac gca cag aaq tre
Gly 655 ITe ITe Pro Ile ng Gly Thr Ala Asn 7%5 Ala Gln Lys phe

cag g?c aga gtc act ttt acc 9¢g gac aaa tec acg agt aca gec tat
g;n Gly Arg val Thr P?g Thr Ala Asp Lys s;; Thr ser Thr Ala Tga

atq gag ttg agg agc ctg aga tct gac gac acg goc gtg tat tac tgt
Met Glu Leu Arg Sg; Leuv Arg ser Asp A;g Thr Ala val Tyr Tg; Cys

gcg aga g?a tac gat tac tat gat agt agt g?c gtg gt toc cce Tt
Ala Arg Gly ng Asp Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly val Ala Ser Pro pPhe
1 305 110
gac tac taog g?c cag g?a acc ctg gtc acc gte tea age
Yy Gly

Asp Tyr Trg Gly GlIn Thr Leu val thr val Ser Ser
11 120 125

<210> 20
<211> 125
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<212> protein
<213> Clovek

<400> 20

Glu val GIn
ser
Ala
Gly

Gin

65

Met

Ala

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ca
&in

agy

Arg

act
The

atc
Ile

ggc
&y
65

tct
ser

aat
Asn

val

Ile
Gly

50
Gly
Glu
Arg

Tyr

Tt
ser

gte
val

gca
Ala

Lys

s5er

Leu val

val

ser

20

35

Leu

Ile

Arg

Gly

Trp

Trp val

Ile Pro

val

Arg Ser

115

21
333
DNA

clovék

21

gt
va

ace
Thr

aac
Asn
35

aat
Asn

aag
Lys

gat
ASp

cat
His

<210> 22
<211> 111

EP 1 916 001
24 EQ5880

ctg
Leu

atce
Ile
20

tg9
Trp

aax
Asn

ict
ser

gag
Glu

i
100

85

1o

Gly GlIn

Gln Ser

Cys Lys

Arg GIn

Ile Phe

Ala Ser
25

Gly Ala

Ala Pro

40

53

Phe Thr

70

Leu Arg

Tyr Tyr

Gly Thr

act cag cca
Th; Gln Pro

et tgt tct
Ser Cys ser

ttc cag cag
Phe G1n G1n

aat cag ¢gg
Asn GIn Ar

S

ggc acc tca
G?y Thr Ser

70

gct gat tat
Ala Asp Tyr

85

tg ttc C
8a Phe g?y

Gly Thr
Ala Asp
Ser Asp

Asp Ser

Glu

val

ip

Gly
Gly
Ala
LYyS

AsSp

Gly
Glin

Asn

Lys

Thr

Gly

Tyr

Lys

Phe

Pro

Ser

Gly Ala

15

30

Leu Gl

45

60

Ser Th

75

90

ser Gly val

105

Leu val

120

ccC
Pro

ety

ctc
Leu
40

ccc
Pro

acc
Ala

tac

Tyr

tca
ser

agc
ser
25

cca
Pro

tca
Ser

|4 dd
ser

gt
Cys

g 9
108

9<g
Ala
10

acc
Thr

ctg
Leu

gca
Ala
90

acc
Thr

tct
ser

Thr

val

Ser

oty

Ala

r ser

val

Ala

ala 6l

The

Tyr

Ser

Ser Tyr

u Trp Met

n Lys Phe

Ala Tza

Tyr Cys

95

110

ser

125

acc
Thr

tcc aac atc

Ser

ac
e

qtc
val

gce
Ala
75

gca
Ala

aag
LyS

Asn

cC
g]a

cce
Pro
60

atc
Ile

tgg
Trp

ctg
Leu

Ile

ccc
Pro
45

gac
ASp

agt
ser

gai
Asp

acc
Thr

€CcC
Pro

g t

3
aaa
Lys

cga
Arg

gac
ASp

gtce
val
110

g 9
1¥

act
Thr

ctc
Ley

‘tre
Phe

ctC
Leu

agl
ser
95

ctg
Leu

Pro Phe

ca
ain

aat
Asn

ctc
Leu

tct
ser

cag
Gln
80

ctg
Leu

48
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<Z212>
<213>

<400>

22

GIn Ser val

Arg val Thr

Thr Ala Asn
35

'I1e His Asn
S0

Gly Ser Lys
65

ser Glu Asp

Asn Gly His

<Z210>
<211>
<212>
<213>

<400>

23

348
DNA
clovék

23

gag gig cag

Glu

1cc
Ser

age
ser

tca
ser

aay
Lys
6

ctg
Leu

gcg

acc
Thr

val

ctg
Leu

arg
Met

{3
Ser
50

oty

caa
GIn

aga
Arg

gtc
val

EP 1916 001
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Gin

aga
Arg

aac
Asn
35

att
Ile

cga
Arg

arg
Met

gtc
val

tca
ser
115

clovék

Leu
Ile

20
Trp
ASn
ser

Glu

Trp

ctg

Leu

ctc
Leu
20

tgg
Irp

agt
ser

ttc
Phe

aac
Asn
aca
100

agc
ser

protein

Thr
ser
Phe
Asn
Gly
Ala

85

val

9tg

val
S

tce
ser

(4
i

agt
ser

ace
Thr

agc
ser
85

gag
Asp

Gln
Cys
Gln
GIn
76

ASp

rhe

cag

Gln

tgt
Cys

cgc
AFg

agt
ser

atc
Ile

ctg
Leu

gct
Ala

Pro Pro

ser Gly

GIn Leu

40

Arg Pro
59

ser Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

ser
Ser

25
Pro
sSer
sSer

Ccys

Gly
105

Ala

10
Thr
Gly
Gly
Leu
Ala

90
Thr

ser

sSer

Thr

val

Ala

Pro Asp Arg

75

Ala

Lys

Gly Thr Pro

Asn Ile Gly

30

Ala Pro Lys

45

Ile Ser Gly
Trp Asp Asp

Leu Thr val

Gly G1n
15

Thr Asn
Leu Leu
Phe Ser

Leu GIn

BO

sar Leu

95

110

Leu

tct ggg gga goc ctg gtc aag cct 9g9g 999

Ser Gly

a gcc
2$a Ala

Ci ct
G]g 21a
40

agt agt
Ser Ser
55

tce aga
ser Arg

aga gcc
Arg Ala

ttt gar
Phe Asp

Gly G]S Ley val
1

tct
Ser
25

cca
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile
105

&y
<ty

ata
Ile

aac
Asn

gac
ASp
90

tg9
Trp

ttc
Phe

aag
LYS

tac
Tyr

gcc

Ala
i

L

acyg
Thr

qgc
Gly

acc
Thr

&%y

tac
Tyr
60

aag
Lys

gct
Ala

caa
Gln

Lys Pro Gly 6l
117

ttc agt
Phe Ser
30

ctg gag
Leu Glu
45

gca gac
Ala asp

aac tca
AsSn Ser

gtg tat
val Tyr

0gg aca
G?y Thr
110

agc
ser

199
Trp

tca
ser

ctg
teu

tac
Tyr

85
atg
Met

tat
Tyr

gtc
val

gt
va

tat
Tgr

¢
tgt
Cys

gte
val

[EX X X3
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu val GIn

ser

Ser

ser

Leu

Met

ser

24

116

protein

clovek

24

Leu val
5

Arg Leu Ser

20

Asn

35
Ile

Trp val

ser ser

50

Lys
6

teu
A}a

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaa att
Ile

Glu

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

Gly
Gln
Arg

val

aga
Arg

gcc
Ala

gat
Asp

Arg phe Thr

Met AsSn Ser
85

val Thr Asp

100

ser Ser

115

25

321
DNA
clovék

25

atg aca

Met

gt
va

ace
Thr
20

tac
Tyr

ctc
Leu

cC
gla

caa

t
= Gln

Trp
15

tca
Ser

tcC
Ser

dac
ASn

50

agt
ser
65

gaa
Glu

ac
The

oty

gat
Asp

Ttc
Phe

jda 4
sSer

aca

g?g Thr

act
85

&y

ttre
Phe

&ty

gca
Ala

caa
GIn
100

EP 1916 01

24 E05880

Gln
Lys
Arg
ser

Ile
70

Leu

Ala

1<
Ser

cag
Glin

499
Arg

gac
ASp
70

tat
TYr

ace
Thr

Ser
Ala
Gin
ser

SS
ser

Arg

Phe

TCce
Ser

tgc
cys

aAda
Lys

gce
Ala
55

trc
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

Gly
Ala
Ala
ser
Arg
Ala

Asp

cca
Pro

499
Arg

cet
Pro
40

act
Thr

act
Thr

gt
Cys

gt
va

Gly
ser
25

Pro
_Tyr
Asp
Gl

Ile
105

gce
Ala

c<
1a

cre
Leu

cta
Leu

gaa
Gly
105

Gly Leu val
10

Gly phe Thr

Gly Lys Gly

%o

LYys

ITe Tyr

AsSn Ala

75

Asp Thr Ala
a0

Trp Gly Gln

tct
Ser

acc
10

ctg
Leu

age
Ser

cag

agt
GIn

Ser

ccc
Pro

cag

ct
Gln 2

Ala

atc

c<ca gcc
Ile

Pro Ala

acc
Thr

atc
e
75

cat
His

age
ser

aac
ASNn

cag
GIn
g0

atc
Ile

aaa
Lys

G
1

Ser

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu
45

Ala Asp

Trp
ser
Leu

%

Met

AsSn ser
val Tyr

Gly Thr
y 110

cca
Pro
15

age
Ser

T
s5er

ttg
Lew

gtt

age
val

ser
30

ctc
Leu

ctc

agg
Leu

Ar
4

tic
Phe

agt
ser

aga
Arg

cra
Leu

agc
ser

act ttt

Thr

gect
Pro
95

Gly
Tyr
val
val
r
0

Cys

val

2

tac
Tyr

atc
Ile

&ty

cCct
Pro

80

ccg
Pro

L]
thanes

48
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M
b
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<210

<211>
<212>
<Z13>

> 26

107

protein

<400> 26

Glu
Glu
Leu
Tyr
ser
65

Glu

Thr

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<400>

Ile
Arg
Ala
AS
5
Gly

ASp

Phe

val
Ala
Trp

35
ser
Ser
Phe

Gly

27

348
DNA
¢lovék

27

gtc ca
&id a1 &

tcc
ser

agc
ser

tea
ser

aag
LyS
6%

ctg
Leu

C
%2

acc
Thr

ctg
Lew

atg
Met

tce
Ser
50

3ty

caa
Gin

aga
Arg

gtc
val

EP 1916 001
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aga
Arg

aac
Asn
35

att
Ile

cga
Arg

atg
Met

gtc
val

tca
ser
115

clovék

Met

Thr
20

Tyr
ser
Gly
Ala

GIn
100

ctyg
Ley

ctc
Leu
20

199
Trp

agt
Ser

ttc
rhe

aac
Asn
aca
100

agc
ser

Thr G1n
teu Ser
6In GIn
ASn Arg
Thr Asp

70

Thr Tyr
a5

Gly Thr

gtg cag
val GIn

tcc tgt
Ser Cys

gtc cgce
val arg

agt agt
ser Ser

acC atc

Thr 1le
70

agc ctg
ser Leu
85

gat gct
Asp Ala

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro
40

Ala Thr
1

fhe Thr

Tyr Cys

Lys val

1ct g?g
Ser Gly

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
Leu

Glu
105

oty

gca gec tot

Ala

cag
cln

agt
ser
55

tec
ser

aga
Arg

ttt
phe

Ala

gce
Ala
40

agt
ser

aga
Arg

‘gce

Ala

gat
Asp

ser

5
cca
Pro
tac
Tyr

gac
ASpP

gag
Glu

atc
Ile
105

Thr

10
Ser
GIn
Ile
Thr
GIn

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
s

His

LyS

Ser Leu Ser

Ser val Ser
30

Pro Asg Leu

Ala Aarg Phe
60

ser ser Leu

Asn Thr phe

e

LR 2

Pro Gly

15
Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser Gly

Glu

Pro
95

ggc ctg gtc aag cct g?g
Gls Leu val Lys Pro

&ty

&ty

ata
Ile

aac
Asn

gac
Asp
90

tgg
Trp

ttc acc ttc
phe Thr Phe

aag
LysS

tac
Tyr

9
Gly

tac
%
aag
Lys

gct
Ala

caa
Glin

ctg
Leu
45
ca
12

aac
ASn

9t
va

&ty

agt
Ser
30

gag
Glu

gac
Asp

tca
Ser

tac
Tyr

aca
110

“1f

agc
ser

tag
Trp

tca
Ser

ctg
Ley

tac
Tyr
95

atg
Met

Pro
80

Pro

9?9

Gly

tat
TYF

tC
3a1

gt
va

tat
Tyr

%0
tgt
cys

gtc
val
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<210>
<Z211>
<212>
<213>

28
330
DNA

<40G0> 28

Tct
ser

cag

cc
¢ln 3

Ala

tcg
Ser

atc
Ile

ace
Thr

gac
Asp

ctt
Leu

gtc
val
35

att

Ile
S0

&y

tat
Tyr

gt
va

tct
ser
65

jdd =
ser

cag

gct
Glin

a
Ala At

Glu

agg trt
Arg Phe

tat
Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

29
110

<400> 29

cIn Ser ala
ser lle vhr
Asp
val
Ser
65

Ggln

Arg phe Tyr

EP 1916 001
24 E05880

clovék

ctg
Leu

act cag

Gln

atc
Ile
20

tcc
Ser

tgc
Cys

tcc
Ser

tac
Tyr

tgg
T

aat
Asn

gac

Asp Gly

aag
LYS

Tt

Q?C
ser Gly
70

gt
Ala

oy

&

85

gtc
val
100

ttc
Phe

protein

clovék

Leu Th; GlIn

Ile ser cys
20

5 ser Trp Tyr

Asp Gly Asn

—
iys Ser

7

Asp Glu Ala
85

val phe Gly
100

P T
Wi

£ct
Pro

gce
Ala

caa
GIn

aag
Lys

55
aac
Asn

gat
ASp

act
Thre

Asp

Thr

tcc
ser

qce
Ala

cty

cta
Leu
10

acc

Thr

ace
25

cac
His

cca
Pro

cag
Glin
40

€99
Arg

tca
Ser

ccc
Pro

tcc
Ser

acg

(24
The 2

Ala

tat
Tyr

&ty

tac
Tyr

tgc
Cys

%
aag
Lys

acc
Thr
105

Ala Ser Leu
10

Thr
25

His

Gly
Pro

Pro S5er

Tyr Tyr

Thr
105

Gly Lys

Cys
90

tct
ser

act
Thr

&y

ety

ctg
Leu
75

aac
Asn

gte
val

Ser

Thr Thr

Gly
Gly
Leu

75

Asn

val

caa
GlIn

gtt
val

60
aca

Thr

tca
ser

acc
Thr

Gly
ASp

Gln

-
o
-

Thr

rct
ser

crt
Leu

gca
Ala

45
e
ser

atc
Ile

Ser
Leu
Ala

45

Ser

=

Tyr

val

cct
Pro

aa

cce
Pro

aat
ASnH

e
ser

gta

gga cag

GIn

tat
Tyr

tat
TYr
30

aaa
Lys

ctc
Leu

| 4 { A

cge
Phe

Arg
&

agc
Ser
95

ctc
Leu
80

agc
Ser

cta
Leu
110

Pro Gl¥ GIn

Thr Tyr Tyr
30
Pro

Lys Leu

ASh Phe
Leu
80

val Ser

Leu
110
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaa

Glu

t<cc
Ser

agc
Ser

tca
Ser

aag
LysS
3

ctg
Leu

9cg
Ala

ace
Thr

gt
va

ctg
Leu

atg
Met

tcC
Ser
50

oty

caa
Gin

aga
Arg

gtc
val

30
348
DNA

clovék

30

cag
GlIn

aga
Arg

aac
ASD
35

ate
Ile

cga
Arg

atg
Met

gtc
val

tca
ser
115

<210> 31
<211> 116

<212> protein

ctg
Leu

cte
Leu

20
tgq
Trp

agt
ser

ttc
Phe

aac
ASh

aca
Thr
100

agc
Ser

<213> &lovek
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gt
va
5

tcc
ser

gtc
val

agt
ser

acc
Thr

age
ser
85

gat
Asp

cag
Gln

tgt
Cys

cac
Arg

agt
ser

atc
Ile
70

ctg
Leu

gct
Ala

tce
Ser

gca
Ala

cag
Gin
agt

55
tCcC
Ser

aga
Arg

trt
Phe

&ty

gcc
Ala

gct
Ala

agt
ser

aga
Arg

gce
Ala

gat
Asp

&ty

tct
ser
25

cca
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

9ag
Glu

atc
Ile
105

&y
10
&ty

&

ata
Ile

aac
Asn

gac

Asp
20

tag
Trp

ctg
Leu

tTtc
Fhe

aag
Lys

tac
Tyr

gce
Ala
75

acg
Thr

ety

gte.
val

acc
Thr

ety

tac
Tyr

60
aag
Lys

gct
Ala

caa
GIn

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu
45

gca
Ala

gac
Asp

gt
va

&ty

cct
Pro

agt
ser
30

F 1
a9

gac
ASp

tca
ser

tat
Tyr

aca
Thr
110

994
G
1
agc
ser

109
Trp

tca
ser

cty
Leu

tac
i

atg
Met

&ty

tat
Tyr

gtc
val

gt
va

tat
Tyr
BO

tgt
Cys

gtc
val
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<400> 31

¢lu val Glin

ser
ser
ser
Lys
&5

Leu

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gac
Asp

gac
Asp

tta
Leu

tat
TYyr

agt
ser
. 8%

gaa
Glu

act

Thr_

<210>
<Z21i>
<Z212>
<213>

Leu
Met
ser

50
Gly
Gin

Arg

val

ate
Ile

aga
Arg

cC
%a

ct
%a
50

ey

gat
ASp

jq 44
Phe
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Arg
Asn

35
Ile
Arg
Met

val

Ser
115

32
321
DNA

clovék

32

cag
G1n

gtc
val

tag
Tr

3

gca
Ala

tct
ser

1444
Phe

&y

33
1067

protein

Leu

Leu
20

Trp
ser
Phe
ASN

Thr
100
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Asn Ser Phe

cca
Pro

gce

oty A1

atc
e

aac
ASh

s

jata o
Pro

gca

gcc
Ala

Ala
45

cct
fPro

gtc
val
60

gcc
Ala

gac
Asp

atc
Ile

aca
Thr

tat
Tyr

teg
ser

gac
Asp

ctg
Leu

acc

gtc
Thr

110

val Gly
15

Arg Trp

Leu Ile

ser Gly

GIn Pro
80

Pro Pro
95

&
15
gca

Ala

aaa
Lys

cga
Arg

&ty

acce
Thr
a5

cta
Leu

cag
GIn

cac
His

ctc
Leu

t1c
Phe

ctc
Leu
80

agt
ser

96

144

192

240

288
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<400C> 47

GIn Ser val val Thr G1n Pro Pro Ser val Ser Gly Ala Pro G1¥ Gin
1

Arg val Thr Ile Ser Cys Ser Gly ser Arg Ser Asp Ile Gly Ala Wis
20 25 30

Tyr Glu vg} Gin Trp Tyr Gln 613 Phe Pro Gly Ala Alg Pro Lys Leu

Leu I;S Tyr Gly Asp Thr Agg Arg Pro Ser Gly vaa Pro Asp Arg Phe

Ser Ala Ser His Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 ao

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Thr Ser
85 90 a5

Leu Arg Gly pro val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

<210> 48
<211> 333
<212> DNA
<213> &lovék

<400> 48

cag tct gtc gtg acg cag ccg ccC tca gty tct gogg gec cca ca 48
Gln Ser val va? Thr G1n Pro Pro ser vgo Ser 6?3 Ala Pro 3?3 G]g
5 15

agg gre acc arc tcc tge act g?g Agc agc TCC aac arc ggg aca ggt 96
Arg val Thr 113 ser Cys Thr Gly sg; ser ser Asn Ile Gly Thr Gly
30

tat gat gta cat tgg tac cag cag gtt cca g?a 1€a gcc CCC aaa ctc 144
Tyr Asp Val His Trp Tyr GIn G}B val Pro Gly Ser Ala Pro Lys leu
35

CtC atC tat gt tac acc aat cgg ccc tca g?g gtc cct gac cga tIc 192
Led IT1e Tyr Ala Tyr Thr Agg Arg Pro Ser Gly VEA Pro Asp Arg pPhe
S0

tct gge tcC aag tct gge atg tca goec tec ctg gtc atc ggt ggt Ctc 240
ser g?y Ser Lyg Ser 6?5 Met Ser Ala ser L;g val Ile G? G?y ng
65 7

cag gCct gag gat gag get 9at tat tac tgc cag t<c tit gac gac agc 288
612 gla 213 gsp 213 Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Fhe Asp Asp Ser

85 95
ctg aat ggt CIT gtc TtC gga cct ggg acc tCg Htc acc gte ctc 333
Lea ASn g?y Leu 331 Phe G?y Pro G?y Thr Ser val Thr val Leu
100 105 110
<210> 49
<211> 111

<212> protein
<213> Clovék
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<400> 49

Gln ser val
Arg Vaﬁ Thr
Tyr Asp val

35
Leu Ile Tyr

50

ser Gly Ser
65
Gln Ala Glu

Leu Asn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

50
333
DNA

<400> 50

tct gt
Ser va

cag
Gln

agg
Arg

gTtC acc
val Thr

act

at
Thrg

Asp

gtc
val
35

att
Ile
50

&y

19 4
331

cat
His

ctc
Leu

tce
Ser

{4
ser
65

€89
Arg

gag
Glu

ctg
Leu

aga t
Arg Gly

<210> 51
<211» 111

val Thr
5

Ile sSer

20

His Trp
Ala Tyr
LYS ser
Asp Glu
85

Leu val
100

clovék

ttg acg
Lew Th;

atc tcc
Ile Ser

20

cat tgg
His Trp

&ty

agg tct
Arg Ser

gac
Asp

gat gag
Asp Glu
85

tag Qt?
Trg va
10!

<212> protein
<213> cloveék
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GIn Pro Pro

Cys Thr Gly

GIn
40

Arg

Tyr Gln
Thr Asn
55

Gly Met Ser
70

Ala Asp Tyr

Phe Gly Pro

cag

ccg
Gln

Pro

ccC
Pro

act
Thr

tac
Cys

tac
Tyr

caa
Gln

cac
His
40

act
Thr

&y
70

gct
Ala

55

ttc
Phe Gly Gly

Ser

ser
25

val

Pro

Ala

Tyr

Gl
10

tca
ser

agc
Ser
25

crtt
Leu

gcc tca gee
Ala Ser Ala

gat tag tac
Asp Tyr Tyr

99c ggc 9 9

To¥

val
10

Ser
Pro
ser
Ser

%

Thr

gt
va
10

cac
His

cca
Pro

tcc
Ser

i
%

acc
Thr

ser
Ser
Gly
Gly
Leu
GlIn

ser

Gly a

Asn I
ser
val
60
val

P
I
75

Ser

val

tet g?g
ser G

tcc
Ser

&

aac
Asn

aca
Thr

cat €gg €cc tce g?g gtc
His Arg Pro Ser G

¥ Va1

ctg gcc
Leu Ala
75

cag

tc
GIn E

Ser

aag
Lys

¢ty
Leu

la

Te

Ala

45

ro

le

Phe

Thr

cC
21a

Tt
Phe

gce
Ala

45

gct
Ala

ate
Ile

tat
Tyr

acc
The

ASp

Pro G1¥ Gln
1

Gly Thr Gly

30

Pro Lys Leu

arg fPhe

Leu
80

Ser

Gly Gly

ASp ASp
95

val Leu

110

€Ca
Pro

cag
Gln

&y
1

949 yca
G 5 Ala
3

ccc aga
Pra Arg

ctc
Leu

Ltc

gac cga
Phe

Asp Arg

44
Leu
80

afy

ace
Thr g?g

gac tat
ASp Tyr
95

gtc ctt
val Leu
110

L
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192
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<400> 51

GIn Ser val Leu Thg Gln Pro Pro Ser vaa ser Gly Ala pPro Gly Gln
i 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser His Ser Asn Phe Gly Ala Gly
20 25 30

Thr Asp Vg; His Trp Tyr GlIn HZS Leu Pro Gly Thr Alg Pro Arg Leu

Leu 1;8 His Gly Asp Thr His Arg Pro Ser Gly VEA Ala Asp Arg phe
Ser Gly Ser Arg Ser Gly Ala Ser Ala ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 BQ

Arg val Glu Asp G}g Ala Asp Tyr Tyr cgg Gln Ser Tyr Asp Tg; Gly

Leu Arg Gly Trp val phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 10 110

<210> 52
<211> 321
<212> DNA
<213> &lovék

<400> 52

gac atc cag atg acc cag tct cca tct tec gtg TEt gca tct ata g?a 48
Asp Tle Gln Met Th; Gln Ser Pro Ser sia val ser ala ser I}g Gly

gac aga gtc acc atc act tgt cgg gcg agt cag g?t att gac aac tgg 9%
Asp Arg val Tga Ile Thr Cys Arg A}g ser Gln Gly Ile Agg ASH Trp

tta ggc tgg tat cag cag aaa cct g?g aaa gcc cct aaa ctc ctg atc 144
Leu Gly ng Tyr GIn G1A Lys P:g Gly Lys Ala Pro ng Leu Leu Ile

tac gat gca tcc aat tvg gac aca ggg gtc €ca tca agg ttC agt gga 192
Tyr Agg Ala Ser Asn Leu Agg Thr G?y val pPro Sg; Arg Phe Ser G?y

agt goa tct gog aca tat ttt act ctc acc atc agt agc ctg caa gct 240

ser Gly ser Gly Thr T;I‘ phe Thr Ley Thr Ile Ser Ser Leu GIn Ala
65 0 75 80

gaa gat ttt gca gt Tat CLIC tgl Caa cag gct aaa gct trt Cct ccc 288
Glu Asp phe Ala Vg; Tyr Phe Cys Gln Gln Ala Lys Ala phe Pro Pro

30 95
ct ttc ggc gga ace aa tg gac atc aaa 321
%hr Phe g?y g?y 2?3 Thr Lyg 3a Asp Ile Lys
100 10
<210> 53
<211> 107

<Z212> protein
<213> &lovek
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<400> 53

Asp Ile Gin
AsSp Arg val
teu 6ly Trp

35
Tyr Asp Ala

50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr pPhe Gly

<210> 54
<211> 13

Met Thr GIn
5

Thr Ile Thr

20
Tyr 6In Gin
ser Asn Lew
Gly Thr Tyr
70

Ala val Tyr
85

Gly Gly Thr
100

<212> protein
<213> ¢&lovék

<400> 54

Thr Gly Ser His se; Asn Phe Gly Ala Gly Thr Asp val
10 '

<210> 55
<211> 7

<212> protein
<213> &lovék

<400> 55

Gly ASp Ser Asn Arg Pro Ser

<210> 58
<211> 11

~
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=
[\

- A R
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<400> 56

> protein

Ser

Cys

Lys

Asp

Phe

Phe

Lys

Pro Ser

Arg Ala

25

Pro Gly
40

Thr Gly

Thr Leu

Cys GIn

val Asp
105

Ser

10
Ser
Lys
val
Thr
GlIn

90
Ile

val ser
GIn Gly
Ala Pre
Pro Ser

60

Ile ser
75

Ala Lys

Lys

GIn ser Tyr asp Ty; Gly Leu Arg Gly Tig val

EP 1916 001
24 E05880

Ala
e
Lys

45
Arg

Ser

Ala

asaae
[E R R

ser
Asp

30
Leu
Phe

Lew

Phe

Ile

15
Asn
Leu
Ser

Gin

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Ala

80

Pro



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

57
11
protein

Clovék

57

arg Ala ser GIn Asg Ile Asn Asn Tyr Leuw Asn
‘ . 10

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<400>

Ala

<Z10>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

<210>
<z211>
<212>
<213>

<400>

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

58

7
protein
Clovék
58

Ala Ser Thr Leg Gln Ser

59

9
protein
ciovek
59

6In Tyr Ser Arg Tyr Pro Pro Thr

60

14
protein
clovék

60

Gly Ser Ser Th; Asp val Gly Asn Tyr Asn Tyr 1le Ser
10

61
7
protein

Clovék
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<400> 61

Asp val Thr ser Arg Pro Ser

<210> 62
<211> 10
<212> protein
<Z213> &lovék

<400> 62

ASn Ser Tyr Ser A1§ Thr Asp Thr Leu viT

<210> 63
<211> 14
<212> protein
<213> &Clovék

<400> 63
Thr Gly Gln Ser Ses Asn Ile Gly Ala Aig Tyr Asp val His

<210> o4
<211> 7
<212> protein
<213> ¢lovék

<400> 64

Gly HWis Asn Asn Ar? Pro Ser

<210> 65
<211> 11
<212> protein
<213> clovék

<400> 65

G¥n Ser Tyr Asp Se; ser Leu Ser Gly Lig val

<210> 646
<211> 11
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<212> protein
<213> &lovék

<400> 66

Arg Ala Ser GIn Asg Ile Ser Ser Trp ng Ala

<210> 67
<211> 7

<212> protein
<213> &lovék

<400> 67

Ala Ala Ser Leu Leg Gln Ser

<210> 68
<211> 9
<Z12> protein
<213> &lovék

<400> 68

Glﬁ GIn Ala Asp Seg Phe pro Pro Thr

<210> 69
<211> 11
<212> protein
<213> ¢lovék

<400> 69

Arg Ala ser Gln Seg Ile Lys Arg Trp ng Ala

<210> 70
<211>
<212> protein
<213> clovék

-

<400> 70

Ala Ala Ser Thr Leg Gin Ser
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<210> 71
<211> 9

<212> protein
<213> clovék

<400> 71

GIn 61n Ala Asn Seg phe Pro Pro Thr

<210> 72
<211> 14
<212> protein
<213> clovék

<400> 72

ser Gly Ser Arg Se; Asn Ile Gly Ala u}g Tyr Glu val &ln

<210> 73
<211> 7

<212> protein
<213> clovék

<400> 73

Gly Asp Thr Asn Arg Pro Ser

<210> 74
<211> 11
<212> proteiln
<213> clovék

<400> 74

GIn Ser Tyr Asp Th; ser Leu Arg Gly P;g val

<210> 75
<211> 14
<212> protein
<213> clovék
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<400> 75

Thr Gly Ser ser SeE Asn Ile Gly Thr 615 Tyr Asp val His

<210> 76
<211> 7

<212> protein
<213> &lovék

<400> 76

Ala Tyr Thr Asn Arg Pro Ser

<210> 77
<211> 11
<212> protein
<213> clovék

<400> 77

Gln Ser Phe Asp Asg Ser Leu Asn Gly Lig val

<210> 78
<211> 14
<212> protein
<213> clovék

<400> 78

Thr Gly Ser His se; Asn Phe Gly Ala 615 Thr Asp val His

<210> 79
<211> 7
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H
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o
D
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s
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N
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<400> 79

Gly Asp Thr His Arg Pro ser
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<210> 80
<211> 11
<212> protein
<213> ¢lovék

<400> 80

Gin ser Tyr Asp Tyg Gly Leu Arg Gly T{g val

<210> 81
<211> 11
<212> protein
<213> &lovék

<400> 81

Arg Ala ser GIn Glg Ile Asp Asn Trp Lig Gly

<210> 82
<211> 7
<212> protein
<213> &lovek

<400> 82

Asp Ala ser Asn Leg Asp Thr

<210> 83
<211> 9
<212> protein
<213> &lovék

<400> 83

Gin GIn Ala Lys Alg phe Pro Pro Thr

<210> 84
<211> 2351
<212> DNA
<213>» ¢lovék

EP 1 9516 001
24 E05880

saae

LEX L]

(2 XXX 2 J




-

LE X R X2 J
.

4190048

suee
J. -
ssad
ae 9

*w .s .8 L

<400> B84

ggtaccgag aaagaaccgg Ctcccgagtt ctgggeactt cgcccggetc gaggtgcaqg 59

atg cag agc aag gtg ctg ctg gcc grc gec Cty tgg ctc tgc gtg gag 107
Met Gln Ser Lys vas Leu Leu Ala val A}g Lteu Trp Leu Cys vis Glu

acc cgg 9¢C gec tct gt g?t ttg cct agt gttt tct ctt gat ctg ccc 155
Thr Arg Ala A;S ser val Gly Leu P;g ser val Ser Leu Agg Leu Pro

agg crc agc ata €aa 3aa gac ata Ctt aca att aag gt aat aca act 203
Arg Leu 5§§ Ile GIn LysS Asp 115 Leu Thr Ile Lys A]g Asn Thr Thr
4 4

ctt caa att act tgc¢ agy g?a €ag agg gac ttg gac tgg ctt tgg Ccc 251
Leu G}a Ile Thr Cys Arg GS GIn Arg Asp Leu Agg Trp Leu Trp Pro .

aat aat cag age g?c agt gag caa agg gt? gag gtg act gag tgc agc 299
Agg Asn GIn Ser Gly Sgs Glu GIn Arg va G;g val Thr Glu Cys Sgs

gat g?c'th £tC tgt aag aca ctc aca att cca aaa gt atc gga aat 347
Asp Gly Leu Phe cag Lys Thr Leu Thr 1;5 Pro Lys va I1e.69¥ ASn

gac act g?a gce tac aag tgc ttc tac cgg gaa act gac ttg gec tcg 395
‘Asp Thr Gly 253 Tyr Lys Cys Phe Ig; Arg Glu Thr Asp i:g Ala Ser

gtc att tat gtc tat gt caa gat tac aga tct cca ttt att gct tct 443
val 1le I{; val Tyr val Glin ;38 Tyr Arg 5er Pro zgg Ite Ala Ser

gtt agt gac caa cat g?a gtc gtg tac ATT act gag aacC aaa aac aaa 491
val iga Asp GIn His Gly Igé val Tyr Ile Thr glg ASn Lys Asn Lys

act gtg gtg att cca tgr Ctc g?g tcc att tca aat ctc aac gtg tca 539
Thr val val Ile Pro Cys Leu Gly Ser Ile Ser Asn Leu Asn val Ser
145 150 155 160

Cctt tgt gca aga tac c¢ca gaa aag aga ttt gtt cct gat g?t aac aga 587
Leu Cys Ala Arg Iz; Pro Glu Lys Arg ;gg val pro Asp Gly ggg Arg

att tcc tgg gac agc aag aag gqc'ttt act att ccc agc tac atg arc 635
Ile Ser Trp i§3 ser Lys Lys Gly ;gg Thr Ile Pro Ser I;S Met Ile

age tat gct g?c atg gtc ttc tgt gaa gCca aaa att aat gat gaa agt 683
sar Tyr i;g Gly met val pPhe 553 Glu Ala Lys Ile 332 Asp Glu Ser

tac cag tct att atg tac ata gtt gtc gtt gta g?g tat agg att tat 731
Tyr 513 Ser I1e Met Tyr g}g val val val val g Yy Tyr Arg Ile Tyr
20

gat grg gtt ctg agt ccg tct cat g?a att gaa cta tct gtt gga gaa 779
Asg val val Leu ser Pro ser His Gly Ile Glu Leu Ser val Gly Glu
22 230 235 240
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aag
LyS

gac
ASp

gta

ttg
Leu

¥ac
385

1541
Fhe

gaa
Glu

aag
LyS

ata
Ie

att
1le
385

acc
Thr

gt
va

gat
Asp

gec
Ala

929

465

Ccy
Pro

att
Ie

ctt
Ley

1444
pPhe

aac
AsSn

agc
sar
290

acc
Thr

gtc
val

tct
ser

tac
TYy"HR

cce
Pro
370

aty
Met

aat
AsSn

tat
Tyr

tccC
Ser

att
Ile
450

tgc
cys

tgt
cys

gaa
Glu
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gtc
val

aac
ASn

cga
Ar
27

ace
Thr

tgt
cys

agg
Arg

cty
Ley

ctt
Leu
355

ctt

Leu

gaa
Glu

CcC
Pro

gtc
val

tac
Tyr
435
cct
Pro

gcc
Ala

gaa
Glu

gtt
val

tta
Leu

tog
Trp
260

gac
Asp

tta
Leu

gca
Ala

att
Ile

cca
Pro
420

cag
GIn

ccc
Pro

aac
ASN

gaa
Glu

aat
Asn
A

aat
AsSn
245

gaa
Glu

cta
Leu

act
Thr

ca
g'la

cat
His
325

.gaa

Glu

tac
TYyr

TcC
ser

agt
ser

tca
ser
405

cCe
Pro

tac
TYr

ccg
Pro

tgt
cys

tac
Tyr

aaa
LysS

ata
Ile

tcc
ser
310

gaa
Glu

gce
Ala

cca
Pro

aat
Asn

gaa
Glu
390

aag
LyS

ca
&I

&y

cat
His

cce
Pro
470

aga
Arg

aat
A5

aca
Thr

cct
Pro

acc
Thr

gat
ASp
295

agt
ser

aaa
LyS

acqg
Thr

att
Ie

acc
Thr

cac
His
455

agc
ser

agt
ser

caa
Gln

gca
Ala

tct
Ser
cag
280

ggt
Gly

&1y

cct
Pro

gt
Va

cca
Pro
360
aca
Thr

gac
Asp

aag
Lys

&y

act
440

atc
Ila

cat gc

H1s
gt
Va

Tttt
Phe

aga
Arg
tcg
265
tct
ser

qta
val

ctg
Leu

ttt
Phe

g 9
h4
gaa

Glu

att
Ile

aca
Thr

cag
GIn

gag9
425

caa
Gln

cac
His

gct
Ala
505

act
250

aag
Lys

&%y

acc
The

atg
Met

gtt

330

gag
6lu

ata
e

aaa
LYS

&ty

agc
ser
410

aaa
Lys

acg
Thr

tg9
Trp

tc
3a1

gac
Asp
490

cta
Leu

gaa

cat
His

agt
Ser

cgg
Arg

acc
Thr
315

gce
Ala

cqgt
Arg

daa
Lys

gcg
Ala

aat
Asn
395

cat
His

tct
Ser

ctg
Leu

tat
Tyr

tca
sSer
475

ttc
Phe

att
Ile

cta
Leu

cag
Gln

a
&

agt
300

aag
Lys

Tttt
pha

gtc
val

199
Trp

g 9
388
tac

Tyr

gt
va

cta
Leu

aca
Thr

199
4160

gt
va

cag
GIn

gaa
Glu

aat
ASN

cat
His
atg
285
gac
ASp

aag
LyS

&y

aga
Arg

tat
TYyr
365

cat
His

act
Thr

gtc
val

atc
Ile

gt
Cys
445

cag
Gin

aca
Thr

&ty

&ty

atg 999
val G g
25

tys
270

aag
LyS

caa
clin

daac
AsSn

agt
Ser

atc
Ile
350

aaa
LyS

gta
val

tc
?Ia'l

ct
ser

tct
Ser
430

acqg
Thr

1tg
Leu

dac
AsSn

ey

aaa
LyS
51¢

aaa
Lys

aaa
Lys

%

agc
ser

g c
338

cct
Pro

aat
AsSn

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu
415

cct
Pro

a
&l

cca
Pro

aat
Asn
495

aac
Asn

att
Ile

cte
Leu

ttt
phe

ttg
Leu

aca
Thr
320

atg
Met

]
Ala

&y

ac
Th

ctt
Leu
400

gtt
val

gt
va

tat
Tye

aa
g'l u

tac
TYF
480

aaa
Lys

daa
Lys

S heses

827

875

923

971

1019

1067

1115

1163

1211

1259

1307

1355

1403

1451

1499

1547

1595




act
Thr

add
LYS

4 4
Phe
545

ccc
Pro

acqg
Thr

atc
Ile

ctt
Leu

ttg
Leu
625

gtc
val

agg
Arg

ctg
Léu

acy
Thr

gag

703

aac
AsSn

tgc
Cys

ata
Ile

/N
2
\/

A
[ RN
—
= O
W

<212>
<213>
<400>

gta
val

tgt
34

cac
His

act
Thr

19 ad
Phe

cat
His

g9

61

atc
Ile

tac
cys

cag
Gln

gca
Ala
690

acc
Thr

ctc
Leu

cag
Gin

ata
Ile

o
[

agt
Ser
51%

aa
glu

gt
va

595
aaa
Lys

atq
Met

ctt
Leu

(=3 1 =
Leu

aat
Asn
675

Tt
ser

ctt
Leu

act
The

gca

Ala

gaa
Glu
755

764

protein

acc
Thr

C
H

acc
Thr

cag
Gln

aac
Asn
580

&ly

ttg
Leu

gag
Glu

oct
Ala

aca
660
cag

ctt
Leu

gtc
val

g9
Arg
gag
565

ctc
Leu

gag
Glu

aac
Asn

cte
Leu

caa
Gln
645

gtc
val

acg
4

Gln Th

gta
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PATENTOVE NAROKY
1. Izolovana protildtka nebo jeji fragment, kterda se se-

lektivné vaze na receptor obsahujici lidské kinazové inzeréni
domény (KDR), pficemZ protildtka nebo jeiji fragment obsahuje
oblasti ur¢ujici komplementaritu reprezentované sekvencemi SEQ
ID NO: 81 v CDRL1; SEQ ID NO: 82 v CDRL2; SEQ ID NO: 83 v
CDRL3; SEQ ID NO: 13 v CDRHLl; SEQ ID NO: 14 v CDRH2 a SEQ ID
NO: 15 v CDRH3.

2, Protilatka nebo jeji fragment podle naroku 1 obsahu-
Jici variabilni doménu lehkého fet&zce reprezentovanou sekvenci
SEQ ID NO: 53 a variabilni doménu té&ikého fet&zce reprezentova-
nou sekvenci SEQ ID NO: 24,

3. Protilatka nebo jeji fragment podle naroki 1 nebo 2

vybrané ze skupiny skladajici se z jednofet&zcové protilatky,
Fab, jednoretézcového Fv, diabody a triabody.

4. Izolovany polynukleotid obsahujici nukleotidovou sek-
venci, ktera kéduje protilatku nebo jejl fragment podle libo-

volného z narokt 1 aZ 3.

5. Polynukieotid podle naroku 4, pFi&em? nukleotidova
sekvence obsahuje sekvenci SEQ ID NO: 52.

6. Expresivni vektor obsahujici polynukleotid podle na-
roku 5.
7. Rekombinantni hostitelska buhka obsahujici exXpresivni

vektcr podle naroku 6.

8. =

3
o
3

ek ]
10

: T
lnantini n

ostitelska bunka podle naroku 7, ktera
produkuje polypeptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 24 a poly-

peptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 53.

9. Protilatka nebo jeji fragment podle libovolného

z narokd 1 aZ 3 pro pouziti pf¥i terapii.



:..:_:.?.3. -:'ao: .C" .:. .:.
10. Protiladtka nebo jeji fragment podle libovolného
z naroktt 1 aZ 3 pro pouZitl pfi terapii neoplastickych onemoc-
néni.
11. Protilétka pro pouZiti podle naroku 10, piidemZ neo-

plastickym onemocnénim je nador strfev, nadcr prsu nebo nesolid-

ni nador.

12. Protilédtka pro pouZiti podle naroku 10 nebo 11, pEi-
cemZ neoplastickym cnemocnénim je nader, ktery nadmérné expri-
muje KDR.

13. Farmaceuticky prostfedek obsahujici protilatku nebo
jeji fragment podle libovolného z narokit 1 az 3 a farmaceuticky
prijatelny nosic.

14. Protiladtka nebo jeji fragment podle libovolného

z narokt 1 az 3 pro pouziti pfed, béhem a po zahdjeni terapie
jinym ¢€inidlem vybranym z VEGFR-1 antagonisty, EGFR antagonis-
ty, chemoterapeutickéhc ¢inidla nebo radiace k 1é&¢bé neoplas-
tického onemocnéni.
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