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Inventia se refera la metode in vitro de inducere selectiva a apoptozei sau de inhibare
a proliferarii celulelor tinta care exprima DRS5 si la o compozitie care cuprinde o combinatie
de anticorpi, pentru inducerea selectiva a apoptozei. Inventia de fata se refera la un anticorp
capabil sa lege specific un receptor pentru un ligand (la care se va face referire in continuare
ca , TRAIL") inductor al apoptozei, asociat cu un tip singular de factor al necrozei tumorale
(la care se va face referire in continuare ca ,TNF"), mai specific, la un anticorp monoclonal
care induce apoptoza in celule in vivo si in vitro care exprima receptorul de tip singular si la
terapii bazate pe acesta.

TRAIL este un membru al familiei de proteine TNF, careinclude de asemenea TNF-a
siligandul Fas (S. R. Wiley, K. Schooley, P. J. Smolak, W. S. Din, C. P. Huang, J. K. Nicholl,
G. R. Sutherland, T. D. Smith, C. Rauch, C. A. Smith, et al., Immunity, 1995, Dec; 3(6):673-
82). Aceste proteine sunt inductori eficace ai apoptozei. Au fost identificati pana acum cinci
receptori pentru TRAIL, dintre care doi, DR4 (TRAIL-R1) si DR5 (TRAIL-R2) (G. Pan, K.
O'Rourke, A. M. Chinnaiyan, R. Gentz, R. Ebner, J. Ni, V. M. Dixit, Science, 1997 4 Apr;
276(5309): 111-3; H. Walczak, M. A. Degli-Esposti, R. S. Johnson, P. J. Smolak, J. Y. Waugh,
N. Boiani, M. S. Timour, M. J. Gerhart, K. A. Schooley, C. A. Smith, R. G. Goodwin, C. T.
Rauch., EMBO J., 1997, 1 Sep; 16(17):5356-97; M. MacFarlane, M. Ahmad, S. M.
Srinivasula, T. Femandes-Alnemri, G. M. Cohen, E. S. Alnemri., J. Biol. Chem., 1997, 10 Oct;
272(41):25417-20; M. A. Degli-Esposti, W. C. Dougall, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, C. A.
Smith, R. G. Goodwin, Immunity, 1997, Dec; 7(6):813-20; P. M. Chaudhary, M. Eby, A.
Tasmin, A. Bookwalter, J. Murray, L. Hood, Immunity, 1997, Dec; 7(6):821-30; P. Schneider,
M. Thome, K. Burns, J. L. Bodmer, K. Hofmann, T. Kataoka, N. Holler, J. Tschopp., Immunity,
1997 Dec; 7(6):831-6) sunt capabili de a traduce semnalul de apoptoza, in timp ce ceilalli
trei DcR1 (TRAIL-R3), DcR2 (TRAIL-R4) si osteoprotegerina (OPG) nu traduc semnalul de
apoptoza (M. A. Degli-Esposti, P. J. Smolak, H. Walczak, J. Waugh, C. P. Huang, R. F.
DuBose, R. G. Goodwin, C. A. Smith, J. Exp. Med., 1997, Get 6; 186(7):1165-70; J. P.
Sheridan, S. A. Marsters, R. M. Pitti, A. Gumey, M. Skubatch, D. Baldwin, L. Ramakrishnan,
C. L. Gray, K. Baker, W. . Wood, A. D. Goddard, P. Godowski, A. Ashkenazi, Science, 1997,
8 Aug.; 277(5327):818-21; G. Pan, J. Ni, Y. F. Wei, G. Yu, R. Gentz, V. M. Dixit, Science,
1997, 8 Aug; 277(5327):815-818; S. A. Marsters, J. P. Sheridan, R. M. Pitti, A. Huang, M.
Skubatch, D. Baldwin, J. Yuan, A. Gurney, A. D. Goddard, P. Godowski, A. Ashkenazi., Curr.
Biol., 1997, 1 Dec; 7(12):1003-6; J. G. Emery, P. McDonnell, M. B. Burke, K. C. Deen, S. Lyn,
C. Silverman, E. Dul, E. R. Appelbaum, C. Eichman, R. DiPrinzio, R. A. Dodds, I. E. James,
M. Rosenberg, J. C. Lee, P. R. Young, J. Biol. Chem., 1998, 5 lunie; 273(23):14363-7). Toti
cei cinci receptori pentru TRAIL au in comun o omologie semnificativa a domeniilor de legare
a ligandului extracelular. Similar cu Fas si cu receptorul | al TNF (la care se va face referire
in continuare ca ,TNFRI"), segmentele intracelulare atat ale DR4, cat si ale DR5, contin un
domeniu al mortii si traduc un semnal de apoptoza printr-o cale care implica o proteina a
domeniului mortii, asociata cu Fas (la care se va face referire in continuare ca ,FADD") si
caspaza 8 (P. M. Chaudhary, M. Eby, A. Tasmin, A. Bookwalter, J. Murray, L. Hood,
Immunity, 1997 Dec; 7(6):821-30; P. Schneider, M. Thome, K. Burns, J. L. Bodmer, K.
Hofmann, T. Kataoka, N. Holler, J. Tschopp, Immunity, 1997, Dec; 7(6):831-6).

Suplimentar fata de traducerea semnalului apoptozei, receptorii DR4 si DR5 pot de
asemenea sa activeze o cale care sa implice NFkb (P. M. Chaudhary, M. Eby, A. Tasmin,
A. Bookwalter, J. Murray, L. Hood, Immunity, 1997, Dec; 7(6):821-30; P. Schneider, M.
Thome, K. Burns, J. L. Bodmer, K. Hofmann, T. Kataoka, N. Holler, J. Tschopp, Immunity,
1997, Dec; 7(6):831-6).
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Functiile biologice ale TRAIL, care au fost demonstrate, includ capacitatea TRAIL de
a induce selectiv apoptoza celulelor tumorale transformate, celulele normale fiind relativ
rezistente la apoptoza mediata de TRAIL (H. Walczak, R. E. Miller, K. Ariail, B. Gliniak, T.
S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A. Woodward, T. Le, C. Smith, P. Smolak, R. G.
Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H. Lynch, Nat. Med., 1999, Feb; 5(2):157-63; Y.
Gazitt, Leukemia, 1999, Noiembrie; 13(11): 1817-24; J. Rieger, U. Naumann, T. Glaser, A.
Ashkenazi, M. Weller, FEBS Lett., 1998, 1 Mai; 427(1). 124-8). Aceasta selectivitate
sugereaza faptul ¢3, in contrast cu ligandul Fas, administrarea lui TRAIL se asociaza cu
niveluri foarte scazute de toxicitate, dupa cum s-a demonstrat prin administrarea sistemica
a TRAIL pe un model animal, fara a induce o toxicitate semnificativa (H. Walczak, R. E.
Miller, K. Ariail, B. Gliniak, T. S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A. Woodward, T. Le,
C. Smith, P. Smolak, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H. Lynch, Nat. Med.,
1999, Feb; 5(2):157-63). Astfel, TRAIL a fost propus ca agent eficace de inductie a
apoptozei, care ar putea fi un agent terapeutic adecvat pentru tratamentul cancerului si al
altor boli asociate cu proliferarea celulard anormala. TRAIL a fost de asemenea propus ca
agent eficace de inductie a apoptozei, care ar fi adecvat pentru tratamentul bolilor autoimune
si inflamatorii. S-a demonstrat ca apoptoza mediatd de TRAIL este implicatd in moartea
celulara indusa prin activarea celulelor T, astfel servind ca mecanism alternativ la ligandul
Fas (l. Jeremias, |. Herr, T. Boehler, K. M. Debatin, Eur. J. Imununol., 1998, lanuarie;
28(1):143-52; M. J. Martinez-Lorenzo, M. A. Alava, S. Gamen, K. J. Kim, A. Chuntharapai,
A. Pineiro, J. Naval, A. Anei, Eur. J. Immunol., 1998, Sept; 28(9):2714-25). Apoptoza
mediata de TRAIL poate de asemenea sa functioneze in inductia apoptozei celulelor T si a
altor celule inflamatorii (T. A. Phillips, J. Ni, G. Pan, S. M. Ruben, Y. F. Wei, J. L. Pace, J.
S. Hunt., J. Immunol., 1999, 15 Mai; 162(10):6053-9) si joaca un rol in activitatea ucigasa
a celulelor NK (N. Kayagaki, N. Yamaguchi, M. Nakayama, K. Takeda, H. Akiba, H. Tsutsui,
H. Okamura, K. Nakanishi, K. Okumura, H. Yagita, J. Immunol., 1999, 15 Aug; 163(4):1906-
13; A. C. Johnsen, J. Haux, B. Steinkjer, U. Nonstad, K. Egeberg, A. Sundan, A. Ashkenazi,
T. Espevik, Cytokine, 1999, Sept., 11(9):664-72; L. Zamai, M. Ahmad, |. M. Bennett, L.
Azzoni, E. S. Alnemri, B. Perussia, J. Exp. Med., 1998, 21 Dec; 188(12):2375-80), si in
functia imunomodulatoare a celulelor dendritice (N. A. Fanger, C. R. Maliszewski, K.
Schooley, T. S. Griffith, J. Exp. Med., 1999, 18 Oct; 190(8):1155-64, T. S. Giriffith, S. R.
Wiley, M. Z. Kubin, L. M. Sedger, C. R. Maliszewski, N. A. Fanger, J. Exp. Med., 1999, 19
Apr; 189(8): 1343-54). Astfel, apoptoza mediata de TRAIL poate de asemenea functiona in
avantajul imunitar si in supravegherea imunologica.

Sistemul receptor TRAIL este complex, siinclude cel putin doi receptori ai mortii, DR4
si DR5, si cel putin doi receptori neapoptotici, DcR1 si DcR2. Toti acesti receptori nu au doar
o inaltd omologie a secventelor de aminoacizi, ci prezinta de asemenea o afinitate de legare
similara la TRAIL (G. Pan, K. O'Rourke, A. M. Chinnaiyan, R. Gentz, R. Ebner, J. Ni, V. M.
Dixit, Science, 1997, 4 Apr; 276(5309): 111-3; H. Walczak, M. A. Degli-Esposti, R. S.
Johnson, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, N. Boiani, M. S. Timour, M. J. Gerhart, K. A. Schooley,
C. A. Smith, R. G. Goodwin, C. T. Rauch., EMBO J., 1997, 1 Sep; 16(17):5356-97; M.
MacFarlane, M. Ahmad, S. M. Srinivasula, T. Femandes-Alnemri, G. M. Cohen, E. S.
Alnemri, J. Biol. Chem., 1997, 10 Oct; 272(41):25417-20; M. A. Degli-Esposti, W. C. Dougall,
P. J. Smolak, J. Y. Waugh, C. A. Smith, R. G. Goodwin, Immunity, 1997, Dec; 7(6):813-20;
P. M. Chaudhary, M. Eby, A. Tasmin, A. Bookwalter, J. Murray, L. Hood, Immunity, 1997,
Dec; 7(6):821-30; P. Schneider, M. Thome, K. Burns, J. L. Bodmer, K. Hofmann, T. Kataoka,
N. Holler, J. Tschopp, Immunity, 1997, Dec; 7(6):831-6; M. A. Degli-Esposti, P. J. Smolak,
H. Walczak, J. Waugh, C. P. Huang, R. F. DuBose, R. G. Goodwin, C. A. Smith, J. Exp.
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Med., 1997, Get 6; 186(7):1165-70; J. P. Sheridan, S. A. Marsters, R. M. Pitti, A. Gumey, M.
Skubatch, D. Baldwin, L. Ramakrishnan, C. L. Gray, K. Baker, W. |. Wood, A. D. Goddard,
P. Godowski, A. Ashkenazi, Science, 1997, 8 Aug; 277(5327):818-21; G. Pan, J. Ni, Y. F.
Wei, G. Yu, R. Gentz, V. M. Dixit, Science, 1997, 8 Aug; 277(5327):815-818; S. A. Marsters,
J. P. Sheridan, R. M. Pitti, A. Huang, M. Skubatch, D. Baldwin, J. Yuan, A. Gurney, A. D.
Goddard, P. Godowski, A. Ashkenazi, Curr. Biol., 1997, 1 Dec; 7(12):1003-6; J. G. Emery,
P. McDonnell, M. B. Burke, K. C. Deen, S. Lyn, C. Silverman, E. Dul, E. R. Appelbaum, C.
Eichman, R. DiPrinzio, R. A. Dodds, I. E. James, M. Rosenberg, J. C. Lee, P. R. Young, J.
Biol. Chem., 1998, 5 lunie; 273(23):14363-7). Capacitatea receptorilor DcR1 si DcR2 de a
intra in competitie pentru TRAIL, fard a induce apoptoza, sugereaza ca acestia se pot
comporta careceptorimomeal3, care blocheaza sau moduleaza activitatea ligandului TRAIL.
Mai mult, s-a raportat ca celulele netransformate exprima niveluri mai mari ale receptorilor
momeala decét o fac celulele transformate. Astfel, s-a propus ca modularea distinctiva a
exprimarii receptorilor mortii $i momelii s& poata reprezenta un mecanism reglator cheie,
care sa determine susceptibilitatea celulei la apoptoza mediata de TRAIL, doar datorita lipsei
de anticorpi receptor-specifici (G. Pan, K. O'Rourke, A. M. Chinnaiyan, R. Gentz, R. Ebner,
J. Ni, V. M. Dixit, Science, 1997, 4 Apr; 276(5309): 111-3). Desi exprimarea si functionarea
DR4 si DR5 a fost studiatd pe larg, progresul a fost impiedicat de lipsa anticorpilor
monoclonali receptor-specifici. Exprimarea |la suprafata celulei a DR5 nu a fost documentata.
S-a raportat faptul ca a fost produs un grup de anticorpi antireceptor TRAIL, care este
capabil de a induce apoptoza celulelor de melanom in vitro, dar doar dupa imobilizarea
anticorpilor, pentru a promova legarea incrucisata, si, in unele cazuri, celulele necesita
cultivarea cu actinomicind D (T. S. Griffith, C. T. Rauch, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, N.
Boiani, D. H. Lynch, C. A. Smith, R. G. Goodwin, M. Z. Kubin, J. Immunology, 1999, 162:
2597-2605). Au fost produsi cativa anticorpi anti-DR5 (T. S. Griffith, C. T. Rauch, P. J.
Smolak, J. Y. Waugh, N. Boiani, D. H. Lynch, C. A. Smith, R. G. Goodwin, M. Z. Kubin, J.
Immunology, 1999, 162: 2597-2605). Cu toate acestea, acesti anticorpi monoclonali anti-
DR5, produsi anterior, au o activitate inductoare a apoptozei scazuta in vitro, chiar si in
conditiile legarii incrucisate (reticularii). Nu a fost raportata nicio activitate in vivo. Acesti
anticorpi nu au fost utilizati pentru examinarea exprimarii la suprafata celulei a receptorilor
TRAIL (T. S. Griffith, C. T. Rauch, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, N. Boiani, D. H. Lynch, C. A.
Smith, R. G. Goodwin, M. Z. Kubin, J. Immunology, 1999, 162: 2597-2605). Astfel, exista
necesitatea unui anticorp monoclonal care sa fie selectiv pentru fiecare receptor TRAIL
specific, care nu este doar capabil sa lege receptorul de pe suprafata celulei, ci, de
asemenea, de a induce puternic apoptoza a numeroase tipuri de celule anormale, incluzand
celulele tumorale, atat in vivo, cat si in vitro, fara necesitatea legarii incrucisate (reticularii)
sau a imobilizarii. Un asemenea anticorp nu ar asigura doar un potential agent terapeutic,
ci si un instrument de diagnostic pentru analiza functionald a receptorului TRAIL. Exista o
necesitate speciala pentru un anticorp specific impotriva fiecaruia dintre receptorii inductori
ai mortii DR4 si DRS5.

In dezvoltarea sau progresia multor boli, existd adesea cazul in care celulele nu sunt
eliminate. In multe boli autoimune si in multe stari inflamatorii, celulele activate care
supravietuiesc ataca celulele sau tesuturile normale. in plus, progresia tumorigenezei si
formarea panusului proliferativ al artritei reumatoide sunt caracterizate prin proliferarea
necontrolatd a celulelor. Astfel, apoptoza insuficientd conduce la dezvoltarea bolii, iar
utilizarea ligandului inductor al apoptozei sau a anticorpului monoclonal agonist pentru a
imbunatati apoptoza sunt considerate ca o strategie terapeutica potentiala, pentru eliminarea
acelor celule nedorite.
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De exemplu, artrita reumatoida (la care se va face referire in continuare ca ,RA") este
o boald umana, autoimuna, comuna. Modul curent de intelegere a fiziopatologiei RA este
acela ca celulele T autoimune si celulele B initiaza un raspuns inflamator in articulatii, care
conduce la hiperproliferarea sinoviocitelor. Ca o consecintd a hiperproliferarii celulelor
sinoviale, metaloproteinazele (la care se va face referire in continuare ca ,MMP-uri") sunt
produse in mod excedentar, ceea ce conduce mai departe la distrugerea eroziva a cartilajului
si a oaselor, ceea ce este caracteristic pentru RA (S. Albani si D. A. Carson, 1997, Arthritis
and allied conditions, a textbook of rheumatology, Editia a 13-a, volumul 2, 979-992). Astfel,
controlul hiperproliferarii celulelor inflamatorii sinoviale este o etapa cheie in tratamentul RA.
Mecanismele moleculare, care conduc la hiperproliferarea celulelor sinoviale, sunt inca
necunoscute. Desi celulele sinoviale hiperproliferative nu sunt maligne si nu sunt
transformate, multe studii au sugerat faptul ca acestea prezintd caracteristici comune cu
celulele transformate (U. Miller-Ladner, R. E. Gay si S. Gay, 1997, Arthritis and allied
conditions, a textbook of rheumatology, Editia a 13-a, volumul 1, 243-254). Aceste celule,
asa-numitele ,sinoviocite care apar transformate", sunt caracterizate printr-un reticul
endoplasmatic rugos, dens, numerosi nuclei neregulati si modificari ale scheletului celular,
in mod normal in forma de fus. S-a presupus ca incorporarea oncogenelor si a genelor
derivate de la virusuri ar putea fi declansatorii primari ai formei transformate a celulelor
sinoviale de RA (U. Miller-Ladner, R. E. Gay si S. Gay, 1997, Arthritis and allied conditions,
a textbook of rheumatology, editia a 13-a, volumul 1, 243-254).

Cel putin doua aspecte ale RA sugereaza ca apoptoza neregulaté poate contribuila
procesul bolii $i ca provocarea terapeutica a apoptozei poate fi un tratament eficace: esecul
eliminarii celulelor T activate sugereaza faptul ca existd o moarte celulard defectuoasa,
indusa de activarea acestor celule T, care este un proces care implica apoptoza mediata de
Fas si apoptoza mediata de TRAIL, iar natura hiperproliferativa a celulelor sinoviale RA este
un factor care contribuie la etapele ulterioare ale fiziopatologiei RA. intr-adevar, s-a
demonstrat faptul c& administrarea anticorpului anti-Fas, in articulatiile inflamatoare, inhiba
dezvoltarea artritei cronice la soarecii transgenici fax, care sunt un model animal pentru RA
umana (K. Fujisawa, H. Asahara, K. Okamoto, H. Aono, T. Hasunuma, T. Kobata, Y.
Iwakura, S. Yonehara, T. Sumida si K. J. Nishioka, Clin. Invest. 1996, 98(2): 271-278). Mai
mult, transductia localizatd cu gena care codificd pentru ligandul fas, printr-un vector
adenoviral, este eficace pentru prevenirea artritei induse de colagen (H. Zhang, Y. Yang, J.
L. Horton, E. B. Samoilova, T. A. Judge, L. A. Turka, J. M. Wilson, si Y. Chen, 1997, J. Clin.
Invest., 100(8),1951-1957). Inhibitia proliferarii celulelor inflamatorii sinoviale prin
imbunatatirea apoptozei mediate de Fas este observata in ambele cazuri. Desi ligandul Fas
este un puternic inductor al apoptozei in celulele sinoviale RA, aplicarea apoptozei mediata
de ligandul Fas, ca terapie pentru oameni, a fost limitata de toxicitatea letala asupra ficatului.
Astfel, apoptoza indusa de receptorul TRAIL reprezinta o terapie mai sigura si mai eficace
pentru tratamentul RA decat apoptoza indusa de ligandul Fas.

Apoptoza indusa de receptorul TRAIL reprezintd de asemenea o terapie mai sigura
si mai eficace pentru tratamentul cancerului decat apoptoza indusa de ligandul Fas.
Apoptoza mediata de TRAIL este cunoscutd a induce in mod specific apoptoza celulelor
tumorale transformate, fara afectarea celulelor normale. S-a aratat ca administrarea
sistemica a TRAIL solubil trimerizat nu produce toxicitate la animalele experimentale, si a
fost chiar capabil de a induce regresia tumorilor implantate (H. Walczak, R. E. Miller, K.
Ariail, B. Gliniak, T. S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A. Woodward, T. Le, C. Smith,
P. Smolak, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H. Lynch, Nat. Med., 1999, Feb.;
5(2):157-63; W. Roth, S. Isenmann, U. Naumann, S. Kugler, M. Bahr, J. Dichgans, A.
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Ashkenazi, M. Weller, Locoregional. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1999, 19 Nov.;
265(2):479-83). Potentialul acestuia ca terapie adjuvanta pentru tratamentele traditionale a
fost subliniat de descoperirea recenta a faptului ca exprimarea DR5 si susceptibilitatea la
apoptoza indusa de TRAIL a celulelor de cancer de sén este imbunatatita prin iradiere,
sugerand faptul ca eficienta TRAIL in terapia cancerului ar fi crescutd in combinatie cu
iradierea (A. M. Chinnaiyan, U. Prasad, S. Shankar, D. A. Hamstra, M. Shanaiah, T. L.
Chenevert, B. D. Ross, A. Rehemtulla, Proc. Natl. Acad. Sci., 2000, 15 Feb.; 97(4):1754-
1759).

in plus, gena care codificd receptorul DR5 pentru TRAIL, a fost cartografiata pana
la cromozomul 8p21-22, loc cu o inalta frecventa a mutatiilor la unele celule canceroase (T.
Arai, Y. Akiyama, S. Okabe, K. Saito, T. lwai, Y. Yuasa, Cancer Lett., 1998, 27 Nov; 133(2):
197-204). S-a raportat faptul ca cel putin doua tipuri de celule tumorale, adica cancerul de
plaman cu celule mici (S. H. Lee, M. S. Shin, H. S. Kim, H. K. Lee, W. S. Park, S. Y. Kim, J.
H. Lee, S. Y. Han, J. Y. Park, R.R. Oh, J. J. Jang, J. Y. Han, J. Y. Lee, N. J. Yoo, Cancer
Res., 1999, 15 Nov; 59(22):5683-5686) si cancerul capului si al gatului (S. I. Pai, G. S. Wu,
N. Ozoren, L. Wu, J. Jen, D. Sidransky, W. S. El-Deiry, 1998, Cancer Res., 15 Aug;
58(16):3513-3518) prezinta mutatii in domeniul mortii genei DR5. Astfel, exista necesitatea
unui anticorp anti-DR5 in cercetarile asupra cancerului, pentru a determina efectul variatiei
determinantului antigenic al receptorului asupra dezvoltarii si progresiei cancerelor. in plus,
functionalitatea mutatiilor receptorului TRAIL s-ar dovedi un instrument de diagnostic util,
atunci cand este utilizata impreuna cu alti biomarkeri, in detectarea timpurie a cancerului gi
ca instrument de predictie a agresivitatii tumorilor.

Un obiect al prezentei inventii este o metoda in vitro de inducere selectiva a
apoptozei in celulele tinta care exprima DRS5, care cuprinde etapele: a. contactarea celulelor
tinta cu o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga in mod specific la un receptor
DR5 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru epitop
ca TRA-8 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-1428, in
care anticorpul respectiv, in forma sa solubila, are activitate de inducere a apoptozei in vivo
si in vitro, in celulele tinta care exprima DRS5, si b. contactarea celulelor tinta cu o cantitate
terapeutica dintr-un anticorp care se leaga in mod specific la un receptor DR4 TRAIL, in care
anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru epitop ca 2E12 al
hibridomului soarece-goarece. care are numarul de acces ATCC PTA-3798, in care
anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are o activitate de inducere a apoptozei in vivo si
in vitro, in celulele tinta care exprima DR4.

Un alt obiect al prezentei inventii este o metoda in vitro de inhibare a proliferarii
celulelor tintd care exprima DRS5, care cuprinde etapele: a. contactarea celulelor tinta cu o
cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga in mod specific la un receptor DR5
TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru epitop ca
TRA-8 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-1428, in care
anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are activitate de inducere a apoptozei in vivo si in
vitro, in celulele tintd care exprim& DRS, si b. contactarea celulelor {intéd cu o cantitate
terapeutica dintr-un anticorp care se leaga in mod specific la un receptor DR4 TRAIL, in care
anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru epitop ca 2E12 al
hibridomului soarece-goarece, care are numarul de acces ATCC PTA-3798, in care
anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are o activitate de inducere a apoptozei in vivo si
in vitro, in celulele tinta care exprima DR4.

Inventia se mai refera la o compozitie care cuprinde o combinatie alcatuita din:

a. o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga, in mod specific, la un
receptor DR5 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp cu aceeasi specificitate pentru
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epitop ca TRA-8 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-
1428, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are activitate de inducere a apoptozei
in vivo si in vitro, in celulele tinta care exprima DRS,

si

b. o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga, in mod specific, la un
receptor DR4 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru
epitop ca 2E12 al hibridomului goarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-
3798, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubila, are o activitate de inducere a
apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tinta care exprima DR4.

intr-una dintre concretizari, inventia se refera la un anticorp care recunoaste un
receptor TRAIL DRS5 si care induce apoptoza intr-o celula care il exprima pe DR5 in vivo sau
in vitro. Mai departe, este descris un anticorp care recunoaste DR5, dar nu si DR4, DcR1 sau
DcR2. in mod specific este detaliat un anticorp monoclonal pentru DR5 produs de un
hibridom.

Intr-o alt& concretizare, inventia se refera la un anticorp care recunoaste un receptor
TRAIL DR4 si care induce apoptoza intr-o celula care exprima DR4 in vivo sau in vitro. Este
descris in continuare un anticorp care recunoaste DR4, dar nu i DR5, DcR1 sau DcR2. Este
descris in mod specific un anticorp monoclonal pentru DR4 produs de un hibridom.

Una dintre metodele furnizate este inductia apoptozei in celulele tinta sau inhibitia
proliferarii celulelor tinta prin punerea in contact a celulelor cu o cantitate terapeutica de
anticorp capabil de a se lega la DR5 sau DR4. In diferite concretizari ale metodei, apoptoza
poate fi indusa sau proliferarea celulelor poate fi inhibata prin punerea in contact a celulelor
tinta cu anticorpi impotriva altor receptori ai mortii.

Mai este descrisa o compozitie farmaceutica care include o cantitate terapeutica de
anticorp monoclonal activimpotriva DR5, un transportor farmaceutic acceptabil si, optional,
un recipient care contine anticorpul si transportorul. Este furnizata in continuare de catre
inventie utilizarea unui anticorp care sa recunoasca DR5 sau un anticorp care sa recunoasca
DR4, pentru prepararea unui agent terapeutic pentru apoptoza selectiva a celulelor anormale
sau neregulate.

Un anticorp din inventia de fatd interactioneaza cu un receptor al unuiligand inductor
al apoptozei, asociat cu un factor al necrozei tumorale, cum ar fi DR4, DR5, DrR1, DrR2 si
OPG, care induce apoptoza intr-o celula care exprima un asemenea receptor. Este descris
un anticorp din inventie, capabil de a lega selectiv un determinant antigenic al unui receptor
agonist sau antagonist al unui ligand al unui factor al necrozei tumorale.

Inventia de fata furnizeaza un tratament pentru o boald asociata cu apoptoza, pentru
cancer, pentru 0 boalad inflamatorie sau pentru o boald autoimuna, printr-o metoda care
include punerea in contact a unui tesut tintd bolnav cu o cantitate terapeutica de anticorp din
inventie, singur sau in combinatie cu alti anticorpi inductori ai apoptozei, si/sau cu alti agenti
terapeutici sau tratamente.

Este descrisd, in continuare, o proteind de fuziune, care include o secventa
antigenica a unui aminoacid al unui receptor al TRAIL care are cel putin zece baze, cuplata
la o proteind imunoglobulind sau la un fragment al acesteia, capabila de a provoca un
raspuns imun la un subiect.

Inventia de fata furnizeaza o metoda de terapie genica, in care o celula {inta este
transfectata cu o secventa de acid nucleic al unui receptor TRAIL intr-un vector de expresie,
astfel incat receptorul TRAIL este exprimat pe celula tintd. Celula tinta este apoi expusa la
un anticorp care leaga selectiv receptorul TRAIL.
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Sunt furnizate secvente de acid nucleic si secvente de aminoacid care codifica
imunoglobulinele cu lant usor si greu ale unui anticorp selectiv pentru DR5. Sunt furnizate,
de asemenea, secvente ale unui anticorp care leaga selectiv DR4. Sunt de asemenea
detaliati vectori care includ o secventd a unui acid nucleic din inventie si celule gazda
transformate cu un vector din inventie.

Inventia de fata furnizeaz& un anticorp DR5 umanizat (de exemplu, TRA-8) siun DR4
umanizat (de exemplu, 2E12), precum si o celuld transfectata care produce anticorpul DR5
umanizat si o celuld transfectata care produce anticorpul DR4 umanizat.

Este descris un procedeu de producere a unui anticorp DR5 umanizat sau a unui
anticorp DR4, in care o gazda este transformaté cu secvente de acid nucleic care codifica
un lant usor de imunoglobulind umanizata si un lant greu de imunoglobulind umanizata, dupa
care gazda transformata este incubata pentru o perioada de timp predeterminata.

Se mai descrie un procedeu de inductie a apoptozei in celulele tinta sau de inhibare
a proliferarii celulelor, care include punerea in contact a unei celule {intd cu o cantitate
farmaceutic eficace de anticorp DR5 umanizat, de anticorp DR4 umanizat, sau a unei combi-
natii de anticorp DR5 si de anticorp pentru un alt receptor al mortii (de exemplu, un anticorp
pentru DR4), in prezenta sau in absenta altor agenti terapeutici sau tratamente.

Se furnizeaza o trusa comerciala pentru inductia apoptozei, care include un anticorp
TRA-8 umanizat, selectiv pentru DR5 sau un anticorp umanizat pentru DR4 (de exemplu,
2E12 umanizat), ambalat intr-un recipient adecvat si, optional, cu instructiuni de utilizare.

Fig. 1. Caracterizarea TRA-8. a. Specificitatea de legare a TRA-8: analiza Western
blot (panoul superior): Proteinele de fuziune recombinate ale familiei TNFR examinate cu
TRA-8 sau cu IgG antiumana. Linia 1: proteina de fuziune DR5/hIgG1 (imunogen); Linia 2:
DR4/higG1 (TRAIL-R1); Linia 3: DR5/higG1; Linia 4: TRAIL-R3 (DcR-1)/higG1; Linia 5:
TRAIL-R4 (DcR-2)/higG1; Linia 6, CD95/hlgG1; Linia 7: TNFRI solubil. Analiza ELISA
(panoul inferior): numarul godeurilor se potriveste cu cel al Western blot cu exceptia godeului
8 care este o proteina de fuziune DR5/hIgG1 murina. b. Activitatea de legare a TRAIL solubil
sia TRA-8 la DR5 si DR4: placile ELISA au fost acoperite cu DR5/higG1 (panoul din stanga)
sau cu DR4/hlgG1 (panoul din mijloc) si apoi au fost incubate cu TRAIL sau cu TRA-8.
c. Analiza de citometrie in flux a exprimarii de suprafata a DR5. Celule Cos-7 transfectate
cu vectorul de expresie pcADN3 care contine cADN-ul lui DR5 cu lungime completa
(histograma continud), cCADN-ul lui DR4 (histograma deschis3, linia continud) sau vectorul
gol (histograma deschisa, linia intreruptd). La patruzeci si opt de ore dupa transfectie,
celulele au fost colorate cu TRA-8, urmatd de IgG1 antisoarece conjugatd cu PE.
d. Reactivitatea imunohistochimica in situ a DR5: Lamele centrifugate ale celulelor Cos-7
transfectate cu exprimarea DR5 sau vectorul de control au fost colorate cu TRA-8 la 48 h
dupa transfectare. e. Activitatea ucigasa a TRA-8: celulele Jurkat au fost incubate cu
concentratiile indicate de TRA-8. Viabilitatea celulelor a fost determinata prin analizele
ATPLite, MTT, si de excludere PI, dupa cultivare peste noapte. Rezultatele analizelor
ATPLite si MTT sunt prezentate ca procent al mediului de control, si analiza PI este prezen-
tata ca procent de celule Pl negative f. Analiza Western blot a activarii caspazei: celulele
Jurkat au fost incubate cu 500 ng/ml TRA-8 pe perioada indicata. Lizatele de celule au fost
separate cu SDS-PAGE 15%, colorate si examinate cu anticorpi anticaspaza. Sagetile indica
subunitétile clivate ale fiecarei caspaze. g. Analiza inhibitiei caspazei: Celulele Jurkat au fost
incubate cu TRA-8 50 ng/ml peste noapte in prezenta a diferite concentratii de inhibitori ai
caspazei indicati. Viabilitatea celulelor a fost determinata prin analiza ATPLite.

Fig 2. Exprimarea, la suprafata celulei, a DR5 si susceptibilitatea la apoptoza mediata
de DRS. Linii de celule T si B normale, proaspat izolate din sénge periferic, celule T (a si a'),
gliom (b si b"), celule de cancer prostatic (c) si linii celulare de celule B (d) au fost incubate
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cu TRA-8 sau cu anticorp martor izotip IgG1 murin, urmat de 1IgG1 de capra antisoarece,
conjugat cu PE. Histogramele deschise reprezintd martorul anticorp izotopic, in timp ce
histogramele continue reprezinta colorarea TRA-8. Apoptoza a fost determinata prin analiza
ATPLite, dupa incubare peste noapte cu TRAIL solubil (cercurile deschise) sau cu TRA-8
(cercurile inchise), dupa cum se arata in a, b' si d.

Fig. 3a'. Linia de celule T U937 a fost incubata cu TRA-8 sau anticorp martor izotip
IgG1 murin. Apoptoza a fost determinata prin analiza ATPLite, dupa incubare peste noapte
cu TRAIL solubil (cercurile deschise) sau cu TRA-8 (cercurile inchise).

Fig. 3. Linii de celule de gliom (b) si de cancer de prostata (c) au fost incubate cu
TRA-8 sau anticorp martor izotip 1IgG1 murin. Apoptoza a fost determinata prin analiza
ATPLite, dupa incubare peste noapte cu TRAIL solubil (cercurile deschise) sau cu TRA-8
(cercurile inchise).

Fig. 4 prezinta o serie de grafice care prezinta viabilitatea celulei pentru celulele
Jurkat umane dupa expunere la concentratiile indicate de (A) tulpini de anticorpi TRA-1, -8
si -10, si (B) TRAIL in prezenta unei concentratii fixe de tulpini de anticorp din inventie
descrise in fig. 4A.

Fig. 5. Expresia DR5 in tesuturile normale si canceroase: omogenate normale si
canceroase au fost examinate cu TRA-8 si au fost dezvoltate prin chemiluminescenta. a.
Analiza Western blot a proteinei DRS5 in tesuturile normale: linia 1: ficat, linia 2: creier, linia
3: plaman, linia 4: rinichi, linia 5: splin3, linia 6: testicule, linia 7: ovar, linia 8: inima, linia 9:
pancreas, b. Analiza Western blot a proteinei DR5 in tesuturile canceroase. A fost examinat
preparatul de tesut canceros care contine cancere de la ovar (linia 1), plaman (linia 2), ficat
(linia 3), rect (linia 4), cervix (linia 5), piele (linia 6), testicule (linia 7), tiroida (linia 8), uter
(linia 10), stomac (linia 11), laringofaringe (linia 12) si pancreas (linia 13). Imunochimia in situ
a tesuturilor umane normale (c.) si a tesuturilor canceroase (d.). Sectiunile inghetate au fost
imunocolorate cu TRA-8.

Fig. 6. Activitatea tumoricida a TRA-8. Soareci SCID au fost inoculati subcutanat cu
celule 1321N1. Soarecii au fost injectati intravenos cu o doz& unicé de 100 ug TRA-8 in ziua
a doua dupa inocularea tumorii (a.), sau cu trei doze de 100 ug TRA-8, incepand la 7 zile
dupa inocularea tumorii (b). Cresterea tumorii a fost determinaté prin greutate si a fost
examinata histologic prin colorare H&E. Fotografiile au aratat o crestere tumorala viabila la
soarecii martor, dar nu si la soarecii tratati cu TRA-8 (a, panoul superior), si colorarea H&E
a tumorii (a, panoul inferior). Soareci SCID au fost injectati intravenos cu 10° celule Jurkat
si au fost tratati cu o doza unica de TRA-8, in a doua zi dupa injectie. Sapte zile mai tarziu,
celulele splenice au fostrecoltate, colorate cu anticorp CD3 antiuman si au fost analizate prin
citometrie in flux (d.) sau prin imunochimie (e).

Fig. 7 prezinta expresia DR5 de la suprafata celulei in celulele sinoviale RA (A) si OA
(B). 1 x 10° celule sinoviale primare cultivate au fost colorate cu TRA-8 purificat prin afinitate
si urmat de anticorp IgG1 de capra antisoarece, conjugat cu PE. 10000 celule viabile au fost
analizate prin FACSvantage.

Fig. 8 prezinta o serie de grafice prezentand viabilitatea celulei in functie de apoptoza
indusa de concentratia TRAIL si TRA-8 a tulpinilor reprezentative de celule sinoviale RA (A)
si OA (B) cu diferite concentratii de TRAIL solubil recombinat (cercurile deschise) sau de
TRA-8 purificat prin afinitate (cercurile inchise). Viabilitatea celulara reprezinta procentajul
cpm-ului de celule tratate fatd de cpm-ul de celule netratate.

Fig. 9 prezinta o serie de grafice prezentand dependenta de caspaza a apoptozei
mediate de DRS5, a celulelor sinoviale RA. Celulele sinoviale RA (RA512) sunt incubate cu
ligand Fas solubil 50 ng/ml (patratele deschise), cu anticorp anti-Fas (CH-11) (patratele
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inchise), cu TRAIL solubil (cercurile deschise) sau cu anticorp anti-DR5 (TRA-8) (cercurile
inchise), in prezenta a diferite concentratii de inhibitori ai caspazei. Dupa cultivare peste
noapte, viabilitatea celulelor este determinata prin ATPLite.

Fig. 10A prezinta o analiza electroforetica de deplasare in gel, care indica activarea
NFkb. Celulele RA1016 sunt incubate cu TNF-a 20 ng/ml, cu TRAIL solubil 50 ng/ml sau cu
TRA-8 50 ng/ml, pe perioada de timp indicata inainte de a fi supuse electroforezei. Fig. 10B
si C sunt grafice care arata producerea MMP-1 si MMP-3. 1 x 10%ml celulele sinoviale RA
indicate sunt incubate cu concentratiile indicate de TNF-a (cercurile deschise), TRAIL
(triunghiurile deschise) sau cu TRA-8 (cercul inchis). Dupa cultivare peste noapte,
supernatantele culturilor sunt colectate. Nivelurile MMP-urilor in supernatantele culturilor sunt
determinate prin ELISA.

Fig. 11. TRA-8 nu induce toxicitatea hepatocelulara. a. Tesuturile de ficat normal nu
exprima DR5. Au fost preparate sectiuni in parafina din doua tesuturi de ficat normal, unul
din tesut de carcinom hepatocelular, si preparatul de celule centrifugate din celule HepG2
a fost pregatit pentru colorarea H&E si sectiunile inghetate corespunzatoare au fost colorate
cu TRA-8. b. Analiza citometricd in flux a expresiei la suprafata celulei a DR5. Hepatocite
izolate din doua tesuturi de ficat normal si dintr-un caz de tesut de carcinom hepatocelular
si celule HepG2 au fost colorate cu TRA-8, anticorp anti-Fas (DX2) sau cu un anticorp martor
izotip. Histogramele continue indica colorarea TRA-8 sau DX2, iar histogramele deschise
sunt martorii izotipici corespunzatori.

Fig. 12. TRAIL, nu TRA-8, induce toxicitatea hepatocelulara. Hepatocite umane
normale proaspete au fost mentinute in Mediu de Cultura pentru Hepatocite. (a.) Apoptoza
hepatocitelor a fostindusa cu 1 uyg/ml TRAIL solubil plus agentul de reticulare sau cu TRA-8,
la momentele de timp indicate. Viabilitatea celulelor a fost determinatd prin ATPLite.
Rezultatele sunt prezentate ca procent de celule viabile comparativ cu martorul de mediu.
Barele intunecate indica TRAIL, iar barele negre indica TRA-8. (b.) Nucleele condensate ale
hepatocitelor au fost colorate cu Hoechst 33352 si au fost analizate prin citometrie in flux.
c. Efectul cicloheximidei asupra apoptozei hepatocitelor. Hepatocitele au fost cultivate in
mediul martor sau cu TRAIL 1 pg/ml sau cu TRA-8 in prezenta (barele inchise) sau in
absenta (barele deschise) cicloheximidei 1 pg/ml, timp de 8 h. Viabilitatea celulara a fost
determinata prin ATPLite. Rezultatele sunt prezentate sub forma de medie + EMS a culturilor
in triplicat din doua experimente. d. O comparatie a susceptibilitatii hepatocitelor normale la
apoptoza mediatéd de DR5 si de Fas. Hepatocite proaspat izolate au fost incubate cu
concentratiile indicate de TRAIL solubil, TRA-8, FasL solubil sau de mAc anti-Fas CH11,
timp de 6 h. Viabilitatea celulara a fost determinata prin analiza ATPLite. Rezultatele sunt
prezentate ca procent de celule viabile comparativ cu martorul de mediu. Pentru hepatocitele
normale, este prezentatd media £ EMS a patru indivizi normali. Rezultatele celulelor de
carcinom hepatocelular de la un pacient si celulele HepG2 sunt prezentate sub forma de
medie a culturilor in triplicat.

Fig. 13. TRAIL induce hepatita. Soareci B6 au fost inoculati intravenos cu 10° pfu de
vector adenoviral, care codifica intreaga lungime a TRAIL uman sub controlul elementului
transcriptional ,Tet-on". Expresia TRAIL a fost indusa de doza de tetraciclina indicata. a.
Analiza Northern blot a exprimarii TRAIL uman in ficat. La 24 h dupa inocularea vectorului
siinductia cu tetraciclind, ARN total a fost izolat din ficat si a fost examinat cu cADN al TRAIL
uman sau cu B-actind. b. Nivelurile serice ale AST. 24 h dupa transductia TRAIL, au fost
determinate nivelurile serice ale AST. c. Moartea celulara mediaté de TRAIL a hepatocitelor
infectate cu vectorul adenoviral: soareci B6 au fost inoculati intravenos cu vector adenoviral
inductibil cu tetraciclind. La 48 h dupa inoculare, hepatocite de la soarecii martor inoculati
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si neinoculati au fost izolate si incubate cu concentratiile de TRAIL indicate, timp de 8 h
(panoul stang). Viabilitatea celulara a hepatocitelor a fost determinata prin analiza ATPLite.
Soarecii inoculati cu vector adenoviral ca mai sus au fost injectati intravenos cu 10 ug TRAIL
uman solubil, 48 h mai tarziu. Nivelurile serice de AST au fost masurate la 24 h dupa
injectarea TRAIL (panoul din dreapta), (d. si €.) Analiza histologica a leziunilor ficatului
induse de TRAIL. Ficatul a fost colectat la 24 h (d.) sau 7 zile (e.) dupa transductia cu
TRAIL. Sectiunile parafinice au fost colorate cu H&E si fotografiate la 100X (panoul superior)
si la 400X (panoul inferior).

Fig. 14 prezinta o serie de grafice, aratand faptul ca celulele T activate si celulele B
purificate din PMBC uman exprima niveluri ridicate de DR5, dupa cum se determina prin
citometrie in flux, pentru celulele ramase (neumplute) si activate (umbrite).

Fig. 15 reprezinta graficele de viabilitate ca functie a concentratiei TRA-8, pentru
celulele T si celulele B purificate descrise in fig. 14, care au fost stimulate timp de 48 h cu
anti-CD3 sau cu anti-y, cu celule activate sau distruse (bolnave), colectate prin densitatea
diferitd a Ficoll-Paque. Viabilitatea se determina prin analiza ATPLite.

Fig. 16 prezintd o histograma si graficele de citometrie in flux care prezinta
exprimarea CD3 intr-o populatie poarta de limfocite la soarecii NOD/SCID, lipsiti de celule
NK, injectati cu PMBC uman si cu TRA-8 sau cu IgG (martor).

Fig. 17 prezintd micrograficele celulare colorate cu TUNEL si CD3 ale tesutului
splenic de soarece, dupa cum este detaliat in exemplul 13.

Fig. 18 prezintd punctele de citotoxicitate pentru oamenii cu leucemie limfolitica
cronica (CCL) si pentru cei cu celule B normale in prezenta TRA-8, BISVIII si a unor
combinatii ale acestora.

Fig. 19. a. Legarea specifica a 2E12 la DR4. Placile ELISA au fost acoperite cu forma
solubild a receptorului TRAIL uman-proteine de fuziune Fc IgG1 umane, dupa cum s-a
indicat si au fost incubate cu concentratia indicatd de mAc 2E12, urmata de IgG1 antisoarece
conjugaté cu HRP. Reactia a fost dezvoltata cu tampon de substrat TMB si au fost masurate
valorile DO la 450/650 nM.

Fig. 19. b. 2E12 leaga DR4 de la suprafata celulei. Celulele Cos-7 au fost transfectate
cu vectorul care contine cADN cu lungime integrald pentru DR4 (histograma continua) sau
cu vectorul martor (histograma deschisa). Celulele transfectate au fost colorate cu 2E12
10 ug/ml si cu IgG1 antisoarece, conjugata cu PE. Celulele au fost analizate prin citometrie
in flux.

Fig. 19. c. Activitatea de inductie a apoptozei a 2E12. Celule umane Ramos B de
limfom au fostincubate peste noapte cu concentratiile indicate de 2E12, in prezentaa 2 ug/ml
IgG1 antisoarece. Viabilitatea celulara a fost determinata prin analiza ATPLite. d. Activarea
caspazei indusa prin 2E12. Celulele Ramos au fost tratate cu 2E12 si cu anticorp 1gG
antisoarece, la momentele de timp indicate. Activarea caspazei si clivajul PARP au fost
determinate prin analiza Western blot, utilizand anticorpi specifici anticaspaza sau PARP.

Fig. 20. Efectul 2E12 si al Adriamicinei la soareci nuzi atimici care poarta xenogrefe
de cancer de san. Celule 2LMP (3x10’) au fost injectate subcutanat la soareci nuzi atimici
in ziua 0. Doua grupe de soareci au fost injectati intraperitoneal cu 200 pg de 2E12, in zilele
7,10, 14,17, 21 si 24. Doua grupe de soareci au primit Adriamicina /. v. (6 mg/kg), in zilele
8, 12 si 16. Un grup de soareci nu a primit anticorp. Datele sunt exprimate ca modificare
medie a marimii tumorii relativ la marimea din ziua 7 (n=8 soareci/grup).

Fig. 21. Efectul TRA-8, 2E12 si al Adriamicinei asupra soarecilor nuzi atimici care
poartd xenogrefe de cancer de san. Celule 2LMP (3x107) au fostinjectate s.c. la soareci nuzi
atimici in ziua 0. Doua grupuri de soareci au fost injectate /.p. cu 200 ug TRA-8 si 2E12, in
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zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24. Doua grupuri de soareci au primit /. v. Adriamicina (6 mg/kg),
in zilele 8, 12 si 16. Un grup de soareci nu a primit anticorp. Datele sunt exprimate ca
modificare medie a marimii tumorii relativ la marimea in ziua 7 (n=8 soareci/grup).

Fig. 22A prezinta analiza citometrica in flux a exprimarii la suprafata celulei a DR5
intr-un grup de linii de celule umane canceroase de san. Celulele de cancer de san au fost
recoltate utilizand EDTA si colorate cu mAb TRA-8 10 Mg/ml. timp de o ora, la 4°C, urmat
de IgG1 antisoarece de caprd, conjugat cu PE, apoi au fost analizate, utilizdnd FACScan si
softul CellQuest. Histogramele groase indica colorarea TRA-8 si histogramele subtiri indica
incubarea cu anticorpul martor izotip IgG1 de soarece.

Fig. 22B prezinta citotoxicitatea TRA-8 asupra liniilor de celule umane de cancer de
san. Celulele au fost tripsinizate si reinsamantate la o densitate de 1000 celule/godeu, pe
o placa cu 96 de godeuri. Anticorpul TRA-8 a fost adaugat dupa insaméantarea celulelor si
a fost incubat timp de 24 h, la 37°C. Viabilitatea celulara a fost determinata la 24 h dupa
adaugarea TRA-8, utilizand analiza ATPLite. Nivelurile de ATP se raporteaza fata de celulele
martor netratate ca medie si ES din 2-3 experimente independente, fiecare realizat in
triplicat.

Fig. 23A prezinta citotoxicitatea tratamentului cu combinatie de TRA-8 si Adriamicina
asupra liniilor de celule umane de cancer de san. Celulele (1000/godeu) au fost expuse la
diferite concentratii de Adriamicind, timp de 24 h, la 37°C, incepand la 24 h dupa insdman-
tarea celulelor. TRA-8 a fost adaugat la 24 h dupa adaugarea Adriamicinei si nivelurile de
ATP au fost determinate 24 h mai tarziu. Valorile reprezintéd media si ES a determinarilor in
triplicat de la 2-4 experimente independente, fiecare realizat in triplicat, si sunt raportate fata
de celulele martor netratate.

Fig. 23B prezinta citotoxicitatea tratamentului cu combinatie de TRA-8 si Paclitaxel
asupra liniilor de celule umane de cancer de san. Celulele (1000/godeu) au fost expuse la
diferite concentratii de Paclitaxel, timp de 24 h, la 37°C, incepand la 24 h dupa insdamantarea
celulelor. TRA-8 a fost adaugat la 24 h dupa adaugarea Paclitaxelului $i nivelurile de ATP
au fost determinate 24 h mai tarziu. Valorile reprezinta media si ES a determinéarilor in
triplicat de la 2-4 experimente independente, fiecare realizat in triplicat, si sunt raportate fata
de celulele martor netratate.

Fig. 24 prezinta efectul TRA-8 asupra cresterii tumorii la soareci nuzi atimici care
poarta xenogrefe 2LMP stabilizate de cancer uman de san. Celulele 2LMP (3x10) au fost
injecate s.c. in ziua 0. Doua grupuri de soareci au fost injectate i.p. cu 200 ug sau 600 pg de
TRA-8, in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24. Una dintre grupele de soareci nu a primit niciun
anticorp. Datele reprezintd modificarea medie a marimii tumorii (produsul a doua diametre)
fatd de marimea in ziua a 7-a (n=8 goareci/grup).

Fig. 25 prezinta efectul TRA-8 si al Adriamicinei asupra cresterii tumorii la soarecii
nuzi atimici care poarta xenogrefe de cancer uman de san. Celulele 2LMP (3x10’) au fost
injectate s.c. la soareci nuzi atimici in ziua 0. Doua grupe de soareci au fost injectate /.p. cu
200 ug TRA-8in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24. Doua grupe de soareci au primit Adriamicina
i.v. (6 mg/kg) in zilele 8, 12 si 16. Unul dintre grupurile de soareci nu a primit niciun anticorp.
Datele sunt exprimate ca modificarea medie a marimii tumorii (produsul a doua diametre)
fatd de méarimea in ziua a 7-a (n=6-8 soareci/grupa).

Fig. 26 prezinta efectul TRA-8 si al Paclitaxelului la soarecii nuzi atimici care poarta
xenogrefe de cancer uman de san. Celulele 2LMP (3x10") au fostinjectate s.c. la soareci nuzi
atimici in ziua 0. Doua grupe de soareci au fost injectate /.p. cu 200 Mg de TRA-8in zilele 7,
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10, 14, 17, 21 si 24. Doua grupe de soareci au primit Paclitaxel i.v. (20 mg/kg) in zilele 8, 12,
16, 20 si 24. Una dintre grupele de soareci nu a primit niciun anticorp. Datele sunt exprimate
ca modificarea medie a marimii tumorii (produsul a doua diametre) fatd de marimea in ziua
a 7-a (n=8 soareci/grupa).

Fig. 27 prezinta efectul TRA-8, al Adriamicinei si al radiatiei ®°Co asupra cresterii
tumorii la soareci nuzi atimici care poartd xenogrefe de cancer de san. Celulele 2LMP
(3x10") au fost injectate s.c. la soareci nuzi atimici in ziua 0. Trei grupe de soareci au fost
injectate /. p. cu 200 ug TRA-8, in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24. Doua grupe de soareci au
primit Adriamicina /.v. (6 mg/kg) in zilele 8, 12 si 16. Patru grupe de soareci au primit 3 Gy
de radiatie de ®°Co in zilele 9 si 17. Una dintre grupele de soareci nu a primit niciun anticorp.
Datele sunt exprimate ca modificarea medie a marimii tumorii (produsul a doua diametre)
fatd de marimea in ziua a 7-a (n=8 goareci/grupa).

Fig. 28 prezinta efectul anticorpilor TRA-8 si 2E12 administrati la celule canceroase
in aceeasi compozitie in vitro. Celulele au fost incubate 24 h cu TRA-8, 2E12 sau
2E12+TRA-8, la doza TRA-8 aratatd, apoi s-au determinat nivelurile de ATP. Valorile sunt
aratate ca medie si deviatie standard (n=4).

Esecul eliminarii celulelor este datorat defectelor sistemului inductor al apoptozei,
care este asociat cu defectele care includ ilustrativ expresia sau functionarea ligandului,
receptorului sau a moleculelor reglatoare intracelulare sau efectoare. Inventia de fata
produce o metoda de corectie a sistemului deficient de inductie a apoptozei, precum si
elucidarea defectelor specifice inerente unui sistem defect de inductie al apoptozei.

Inventia de fatd se referd la o noud clasé de anticorpi monoclonali, care au o
activitate de inductie a apoptozei selectiva in vivo si in vitro, impotriva receptorilor TRAIL
specifici, incluzand DR5, DR4, DcR1 si DcR2. Astfel, anticorpii din inventia de fata leaga in
mod specific unul dintre receptorii TRAIL. Prin ,legare selectiva" sau ,recunoastere specifica"
intelegem faptul ca anticorpul leagé doar un receptor TRAIL si prezinta o legare slaba sau
nu se leaga deloc de alti receptori TRAIL, utilizand analiza Western blot traditionala. Un
anticorp DR5 din inventia de faté leaga selectiv DR5 si nu prezinta legare peste 1,5 ori fata
de fond pentru DR4, DcR1 sau DcR2. in mod similar, un anticorp DR4 din inventia de fata
leaga selectiv DR4 si nu prezinté legare peste 1,5 ori fatd de fond pentru DR5, DcR1 sau
DcR2. Inventia de fata prezinta utilitate ca reactiv pentru cercetarea semnalizarii apoptozei,
precum si utilitate ca agent terapeutic eficace impotriva celulelor care exprima receptorii
TRAIL, incluzand in mod ilustrativ multe clase de celule canceroase, celule care prezinta
nereguli in sistemul de apoptoza, limfocite activate sau alte celule imunitare activate (de
exemplu celule limfoide si celule mieloide), celule infectate viral, si celule sinoviale care
prolifereaza anormal (de exemplu celulele sinoviale din artrita reumatoida, incluzand celulele
sinoviale inflamatorii, celulele mieloide si limfoide activate din lichidul sinovial, sinoviocitele
asemanatoare macrofagelor, si sinoviocitele asemanatoare fibroblastilor) ale bolilor
autoimune. Anticorpii conformi cu inventia de fata sunt specifici in legarea tipurilor particulare
de receptori TRAIL, in ciuda omologiei dintre ei. Anticorpii din inventie produc o apoptoza
tintita, doar a celulelor care exprima un receptor TRAIL tinta sau alternativ, blocand apoptoza
TRAIL a celulelor care exprima un receptor tinta.

Un anticorp monoclonal DRS sau un anticorp monoclonal DR4 din inventia de fata
serveste ca inductor eficace al apoptozei in celulele care exprima DR5 sau DR4, respectiv,
in vitro, si ca inhibitor eficace al apoptozei in vivo. Secventele CDR fragmentare umanizate,
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grefate pe catena de baza a anticorpului umanizat si proteina de fuziune DR5 sau anticorpii
DRA4, din inventia de fat&, prezinta proprietati apoptotice similare.

Pana in prezent, nu este disponibil niciun anticorp monoclonal care se leaga la DR5
de la suprafata celulei, si care, chiar si in concentratii mici, sa induca apoptoza celulelor care
exprima DRS5 atat in vitro, cat si in vivo, in absenta unui agent de legare incrucisata (agent
de reticulare). Inventia de fatd include un anticorp DR5 operativ ca agent terapeutic in
tratamentul unor multitudini de boli. Desi TRAIL solubil s-a dovedit a fi eficace in inductia
apoptozei celulelor tumorale in vivo, activitatea ucigasa pare a fi foarte scazuta in comparatie
cu dozele mari si repetate, care adesea sunt necesare (H. Walczak, R. E. Miller, K. Ariail,
B. Gliniak, T. S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A. Woodward, T. Le, C. Smith, P.
Smolak, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H. Lynch, Nat. Med., Feb 1999;
5(2):157-63). Inventia de fata furnizeaza un anticorp purificat, care leaga receptorul TRAIL
DRS5, in care anticorpul mentionat, in forma sa solubilé la concentratii mici, are o activitate
inductoare a apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tintd care exprimd DRS5. intr-o
concretizare preferatd, anticorpul purificat se leaga la receptorul TRAIL DR5, in absenta
legérii incrucisate a (reticularii) anticorpului. De preferinta, anticorpul nu induce apoptoza
semnificativa a celulelor fibroblastice normale. De preferinta, activitatea de inductie a
apoptozei este caracterizatd prin mai putin de 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%
viabilitate sau orice procent intre acestea, a celulelor tintd, la concentratii de anticorp mai
mici de aproximativ 0,1, 1, 5, 10 sau 20 pg/ml sau orice concentratie intre acestea.
Anticorpul purificat leaga specific receptorul TRAIL DR5 si nu leaga receptorii TRAIL DR4,
DcR1 sau DcR2, conform unei analize Western blot de rutind. intr-o concretizare preferata,
anticorpul este un anticorp monoclonal, de preferintd, avand aceeasi specificitate a
determinantului antigenic ca si hibridomul TRA-8 de soarece-soarece, care are numarul de
acces ATCC PTA-1428.

TRA-8, unul dintr-o serie de anticorpi DR5, in conformitate cu inventia de fata, este
eficace farmaceutic la animale care poarta o transgena DR5 umana si are, de asemenea,
utilitate, Tn stabilirea unui model pentru investigarea rolului DR5 si TRAIL.

Diferite concretizari ale inventiei furnizeaza anticorpi care induc apoptoza in prezenta
sau in absenta legarii incrucigate (reticularii). De exemplu, o concretizare preferata a
anticorpului DR5 (de exemplu, TRA-8) induce apoptoza in absenta legarii incrucisate
(reticularii). ,Legarea incrucisata" (“reticularea”) include, de exemplu, legarea incrucisata
(reticularea) printr-un anticorp secundar. Alte concretizari furnizeaza anticorpi care induc
apoptoza in prezenta agentilor de legare incrucisata (de reticulare), incluzand, de exemplu,
o concretizare preferata a anticorpului DR4 (2E12).

Astfel, inventia furnizeaza un anticorp purificat care leaga specific un receptor TRAIL
DR4, in care anticorpul mentionat, in forma sa solubila, are o activitate de inductie a
apoptozei in vitro si in vivo, in celulele tinta care exprima DR4. Ca o concretizare, anticorpul
este un anticorp monoclonal, care are aceeasi specificitate a determinantului antigenic ca
si hibridomul 2E12, avand numarul de acces ATCC PTA-3798, depozitat in 24 octombrie
2001, avand desemnat numele ,,Clona hibridomului 2E12 impotriva DR4 Uman", cu sprijinul
Fundatiei de Cercetare UAB. 2E12, unul dintr-o serie de anticorpi DR4 din inventia de fata
este farmaceutic activ in reducerea marimii tumorilor, comparativ cu animalele de control sau
comparativ cu marimea tumorii inainte de tratament, in vivo, la animale care au cancere care
exprima DR4.
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Anticorpii fata de DR5 sunt eficace sub forma solubila la doze mici, prin doze mici se
intelege la doze sau la concentratii mai mici de aproximativ 0,01 pana la 1 ug/ml in vitro si
mai mici de aproximativ 1-10 mg/kg in vivo. O caracteristica preferatd a anticorpilor din
inventia de fata este aceea ca acestia induc apoptoza selectiv in celulele care exprima
receptorii DR5, fara ainduce apoptozain hepatocitele, fibrocitele, sinoviocitele etc., normale,
neactivate, netransformate. Un anticorp conform cu inventia de fata, crescut impotriva unui
receptor TRAIL, este recoltat, in conformitate cu inventia de fatd, de la un animal
experimental, dar poate fi facut prin orice metoda de producere sau de sinteza a anticorpilor
cunoscuta in domeniu. Prin umanizarea anticorpului in conformitate cu inventia de fata,
pentru a mentine activitatea de legare a receptorului in paralel, provocand un raspuns imun
diminuat gi tolerabil terapeutic la un subiect uman, un anticorp umanizat antireceptor TRAIL,
in conformitate cu inventia de fatd, se utilizeaza ca agonist terapeutic sau antagonist, pentru
un receptor TRAIL dat. Inventia de fata este operativa ca agent terapeutic in vivo, deoarece
legarea incrucisata (reticularea), secundara, a anticorpului antireceptor TRAIL, optional, nu
este necesara.

Inventia de fatd are o extindere mai mare decét asupra unui singur anticorp
antireceptor TRAIL, avand efecte apoptotice agoniste sau antagoniste. Mai degraba, doi sau
mai multi anticorpi antireceptor TRAIL sunt adugi in contact cu o cultura de celule in vitro sau
cu un tesut din corp aflat in cercetare in vivo, pentru a crea un tratament imbunatatit. Prin
Jratament imbunatatit’, se intelege orice efect aditiv, sinergic sau de potentare. De
exemplu, linia de celule de gliom U87 si liniile de celule hematopoietice U937 si Molt-4 sunt
receptive la expunerea sinergica la anticorpii agonisti anti-DR4 si anti-DR5, in timp ce
expunerea numai la anticorpul agonist DR5 demonstreazd numai un succes limitat in
inductia apoptozei.

in plus, anticorpii agonisti pe receptorii anti-TRAIL au o utilitate particulard in inventia
de fata cand un anticorp este specific fatd de legarea unuia dintre receptorii momeala DcR1,
DcR2 sau OPG. Blocarea selectiva a unui receptor momeala cu un anticorp conform cu
inventia de fata are efect in tipurile de celule care exprima receptorii momeala de deplasare
a echilibrului de legare a TRAIL catre acei receptori TRAIL capabili de a traduce semnalul
de apoptoza. Astfel, intr-o alté terapie combinata, conforma cu inventia de fata, un anticorp
de legare a unui receptor momeala sensibilizeaza o celula de expresie fatd de semnalul de
apoptoza agonist care traduce legarea receptorului TRAIL.

intr-o altd concretizare, inventia de fatd produce o metodd de elucidare a
determinantilor antigenici (epitopi) agonisti si antagonisti ai unui receptor TRAIL dat. inplus,
polimorfismele intre indivizi asociati cu un receptor TRAIL, dat sunt elucidate in conformitate
cu inventia de fata prin utilizarea unui grup de anticorpi monoclonali fiecare avand o regiune
variabila sau CDR diferita. Un grup caracterizat de anticorpi monoclonali asigura capacitatea
de a defini determinantii antigenici agonisti si antagonisti $i polimorfismele. Astfel, un grup
de anticorpi monoclonali conformi cu inventia de fatd are utilitate in descoperirea de
medicamente si/sau in screening-ul subiectilor pentru predispozitia la boala.

O alta concretizare a inventiei de fata implica proteine de fuziune care includ un
fragment antigenic al unui receptor TRAIL, cuplat cu o proteina imunoglobuling, polipeptida
sau un fragment al acestora. Un fragment de receptor TRAIL este definit ca si continand un
numar suficient de baze, pentru a provoca un raspuns imun la un receptor TRAIL nativ,
exprimat pe suprafata celulei in cauza. Un fragment de fuziune al unui receptor TRAIL include
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cel putin zece aminoacizi. O proteina de fuziune imunoglobulind sau un fragment al acesteia
este definit aici caincluzand o proteina nativa sau sintetica, sau un segment polipeptidic avand
un numar suficient de baze de aminoacid, pentru a activa un rdspuns imun, in cascada, la
un subiect. Un imunogen din inventia de fata include fuziunea unui fragment de receptor
TRAIL, cuplat cu un fragment de imunoglobulind si prezinta utilitate ca agent terapeutic in
vivo, pentru a provoca aparitia unui anticorp antireceptor TRAIL in situ la un subiect.

intr-o altd concretizare suplimentara, inventia de fatd este operativd ca terapie
genica. Astfel, inventia furnizeaza o metoda de inductie selectiva a apoptozei in celulele
tinta, cuprinzdnd etapele de transfectare a celulelor tintd, cu un vector care contine o
secventd exprimabila de acid nucleic al unui receptor TRAIL; exprimarea, pe celulele
mentionate, a unui receptor TRAIL, codificat de secventa de acid nucleic a receptorului
TRAIL, mentionata; si punerea in contact a celulelor mentionate cu un anticorp inductor al
apoptozei, selectiv pentru legarea receptorului TRAIL, mentionat. Intr-un aspect de terapie
genica, al inventiei de fata, celulele tintite sunt transfectate cu un vector care poarta o
secventa exprimabila care corespunde unui receptor TRAIL, vectorul fiind conventional si
ales pe baza susceptibilitatii celulei tintite la vector. Vectorii de terapie genica includ, ca
ilustrare, adenovirusurile, pAdCMV5. Dupa ce celulele intite sau tesutul exprima receptorul
TRAIL transfectat, celulele sau tesutul sunt expuse la un anticorp conform cu inventia de
fata, specific pentru legarea receptorului TRAIL transfectat. Se apreciaza c& anticorpul
antireceptor TRAIL este fie agonist fie antagonist fatd de acesta, in acord cu rezultatul
terapeutic dorit.

Anticorpii din inventia de fata sunt, de asemenea, operativi, impreuna cu un sensibili-
zator. Un sensibilizator utilizat aici este definit a include orice stimul care induce apoptoza,
incluzand lumina ultravioleta, moleculele organice, incluzdnd in mod specific clasa
bisindolmaleimidelor, metalele grele si speciile de radicali liberi.

In contextul terapiei cancerului, TRA-8 este capabil de a induce apoptoza celor mai
multe celule tumorale, sensibile la TRAIL, intr-un mod dependent de caspaze, in absenta
unei legari transversale (reticulari) secundare. TRA-8 sau 2E12, singuri sau in combinatie
cu alti anticorpi, prezinté o puternica activitate tumoricida in vivo. Capacitatea TRA-8 sau a
2E12 de a induce apoptoza celor mai multe celule sensibile la TRAIL confirma faptul ca
numai DR5 singur sau numai DR4 singur este suficient pentru a declansa apoptoza.
Majoritatea celulelor tumorale detaliate aici exprimd DR5 de la suprafata celulei si
susceptibilitatea acestora fatd de moartea celulard, indusa de TRA-8, pune in paralel
susceptibilitatea acestora la TRAIL, indicand faptul ca DR5 este un receptor primar al mortii,
pentru apoptoza mediata de TRAIL, in majoritatea celulelor tumorale. Rezultate similare au
fost obtinute cu anticorpi specifici pentru DR4 (de exemplu, 2E12). Astfel, exprimarea
distinctiva a DR5 sau a DR4 de cétre celule normale si canceroase este operativa din punct
de vedere al selectivitatii apoptozei mediate de TRAIL. TRA-8 scurtcircuiteaza receptorii
momeala, pentru a induce apoptoza mediata de TRAIL. Cu toate acestea, doar o minoritate
de celule tumorale rezistente la TRAIL sunt sensibile la TRA-8, indicand faptul ca receptorii
momeala nu par a juca un rol major in rezistenta celulelor tumorale la apoptoza mediaté de
TRAIL.

Desi studiile anterioare au indicat faptul ca administrarea sistemica a formei solubile
a TRAIL la animale induce regresia tumorii, fara a cauza toxicitatea (H. Walczak, M. A. Degli-
Esposti, R. S. Johnson, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, N. Boiani, M. S. Timour, M. J. Gerhart,
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K. A. Schooley, C. A. Smith, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, MBO J 1 Sep 1997; 16(17):5356-
97; M. MacFarlane, M. Ahmad, S. M. Srinivasula, T. Femandes-Alnemri, G. M. Cohen, E. S.
Alnemri, J. Biol. Chem., 10 Oct., 1997; 272(41):25417-20; N. A. Fanger, C. R. Maliszewski,
K. Schooley, T. S. Griffith, J. Exp. Med., 18 Oct., 1999; 190(8):1155-64), forma legata de
membrana a TRAIL uman induce leziuni hepatice la soareci, dupa cum este prezentat aici.
Cu toate acestea, toxicitatea hepatica a TRAIL este mult mai putin eficace decat cea a
ligandului Fas, dupa cum s-a demonstrat prin susceptibilitate mai mica a hepatocitelor
normale la leziunile induse de TRAIL comparativ cu ligandul Fas si prin lipsa letalitatii TRAIL
in vivo. Astfel, titrarea TRAIL are utilitate in terapia cancerului.

Dupa cum s-a detaliat aici, este prezentatad absenta unor niveluri semnificative de
expresie a proteinei DR5 de catre hepatocitele normale si este asociatd cu rezistenta
hepatocitului la apoptoza indusa de TRA-8. Legarea incrucisata a (reticularea) lui DR5 cu
anticorpul monoclonal este insuficientd pentru a organiza formele homopolimere ale
receptorului mortii, capabile de a declanga apoptoza. Experimentele pe saguini nu au indicat
vreo proba a toxicitatii hepatice la administrarea TRA-8. Astfel, un anticorp monoclonal DR5
agonist este probabil mai selectiv si mai sigur ca agent terapeutic decat TRAIL solubil. in
mod similar, DR4 este exprimat de celulele transformate sau activate si nu este exprimat in
cantitati apreciabile sau este exprimat, doar in cantitati mult mai mici de celulele normale,
de exemplu, de fibroblasti. DR4 din inventia de fata induce apoptoza anumitor celule tinta,
faré o moarte apreciabila a celulelor non-tinta, cum ar fi fibroblastii etc. Dupa cum se
utilizeaza aici, absenta unui efect sau lipsa unui efect apreciabil sau semnificativ se refera
la, siinclude absenta completa a efectului sau un efect care este mai mic sau egal cu fondul
sau cu nivelurile martor si nu depaseste fondul si nivelurile martor de mai mult de 1,5 ori.

Ca analiza screening sau ca instrument de imagistica, inventia de fata este adecvata
pentru detectarea unor mici grupuri de celule DR4 sau DR5 care mai pot prezenta morfologia
celulelor normale. De exemplu, colorarea in situ a sectiunilor de celule canceroase umane,
incluzénd cancerele de plaman, prostata si ficat cu anticorpi marcati in conformitate cu
inventia de fata, identifica rapid celulele canceroase. Anticorpii din inventia de fata sunt de
asemenea utili in screening-ul altor manifestari de boal3, incluzand, de exemplu, diferite boli
inflamatorii i autoimune, cum ar fi artrita reumatoida. Un asemenea screening poate fi util
chiar gi inainte de aparitia simptomelor clinice, si poate fi util pentru screening-ul subiectilor
cu risc de boal3, astfel incat tratamentul profilactic poate fi inceput inainte de manifestarea
altor semne sau simptome. in mod specific, se observa ca celulele canceroase exprima
niveluri foarte inalte de DR5, comparativ cu celulele normale de acelasi tip. Astfel, inventia
de fata are utilitate ca metoda de screening sensibila pentru malignitatile aflate intr-o etapa
initiala in tesuturi, incluzand cel putin plamanul, prostata, sangele, cervixul, sanul si ficatul.
Este detaliat aici un procedeu terapeutic pentru inhibitia proliferarii celulelor anormale
asociate cu boli, in mod ilustrativ, cu cancerele maligne si cu leucemiile limfatice, printre
altele.

Inventia de fata este detaliata aici, in special, referitor la anticorpul monoclonal DR5
antiuman, desemnat ca TRA-8, avand numarul de acces ATCC PTA-1428. Se apreciaza ca
tehnicile si rezultatele detaliate cu privire la anticorpul monoclonal DR5 antiuman TRA-8 sunt
complet extrapolabile si aplicabile la anticorpii antagonisti DRS5, la fel ca si la anticorpii
crescuti impotriva DR4, DcR1 si DcR2, actionand atatin mod agonist, cat si mod antagonist.
Astfel, inventia de fata este detaliata aici, in privinta unui anticorp care induce apoptoza,
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specific pentru DR4 uman. intr-una dintre concretizari, anticorpul are aceeasi specificitate
a determinantului antigenic ca si hibridomul 2E12, care a fost depozitat in 24 octombrie
2001, pentru a procura un numar de acces in favoarea Fundatiei de Cercetare UAB, in
Colectia Americana de Tipuri de Culturi, Rockville, Mc. Descrierea materialelor depozitate
a fost ,Clona Hibridomului 2E12 impotriva DR4 Uman" (,2E12 Hybridoma Clone Against
Human DR4"), tulpina fiind desemnatd 2E12 si cu numarul de referinta de eticheta
PCT/US01/14151. Nivelurile de expresie a unui receptor al apoptozei, cum ar fi Fas, nu se
coreleaza in mod necesar cu susceptibilitatea celulelor la apoptoza. Pentru apoptoza
mediatd de TRAIL, s-a sugerat faptul ca exprimarea receptorilor momeala pentru TRAIL
influenteaza susceptibilitatea celulelor. Mai mult, s-a sugerat faptul ca DRS5 trebuie sa fie
asociat cu DR4, pentru o traducere eficace a semnalului de apoptoza pe calea FADD si a
caspazei 8. Disponibilitatea anticorpului agonist monoclonal anti-DR5 a permis evaluarea
reglarii semnalizarii DR5 si rolul relativ al acestuia in apoptoza mediatd de TRAIL.
Compararea susceptibilitatii celulelor fata de apoptoza mediata de TRA-8 cu susceptibilitatea
acestora la apoptoza mediaté de TRAIL oferd o intelegere a rolului DR5 in apoptoza mediata
de TRAIL siin mecanismele care pot afecta susceptibilitatea. Avantaje similare sunt furnizate
de anticorpul DR4.

Acest avantaj se extinde in general asupra anticorpilor DR4 si DR5 umanizati din
inventia de fatd. O clond moleculara a unui anticorp al DR5, de exemplu, se prepara prin
tehnici cunoscute, asa cum se va detalia in exemplele care urmeaza. Metodologia ADN-ului
recombinat (Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning a Laboratory Manual, Cold Sp Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) este operativa aici, pentru a construi secventele de acid
nucleic, care codifica 0 molecula de anticorp monoclonal sau regiunea de legare a antige-
nului acestuia.

Inventia de fatd permite construirea anticorpilor TRAIL umanizati, care este
improbabil s induca un raspuns la anticorpul uman antisoarece (la care se va face referire
de acum inainte ca ,HAMA") (Schroff et al., 1985, Cancer Res., 45, 879-885), si sa aiba in
paralel o functie eficace a efectorului anticorpului. Anticorpii umani integrali pot fi de
asemenea produsi prin imunizarea soarecilor capabili de a produce un anticorp uman
integral (de exemplu, soarecii modificati genetic, pentru a produce anticorpi umani), realizand
screening-ul clonelor care leagaé DR5 sau DR4, inducand apoptoza, si intrand in competitie
pentru determinantul antigenic al TRA-8 sau 2E12. Vezi, de exemplu, Lonberg si Huszar
(1995), Human antibodies from transgenic mice, Int. Rev. Immunol., 13.65-93, care este
incorporat aici prin referinta in intregime, pentru metodele de producere a anticorpilor umani
integrali. Dupa cum se utilizeaza aici, termenii ,uman" si ,umanizat", referitor la anticorpi, se
referd la orice anticorp care se asteapta sa provoace un raspuns imunogen slab terapeutic,
tolerabil la un subiect uman.

Inventia de fata furnizeaza un anticorp uman DRS5, un anticorp umanizat anti-DRS,
imunoglobuline TRA-8 cu lant greu si usor si imunoglobuline umanizate cu lant greu si usor.
Inventia mai furnizeaza un anticorp DR4, un anticorp umanizat DR4, imunoglobuline cu lant
greu si usor ale anticorpului DR4, si imunoglobuline umanizate cu lant greu si usor, acizi
nucleici care codifica anticorpii si lanturile grele si usoare, vectori care cuprind acesti acizi
nucleici, si celule care cuprind vectorii. Anumite fragmente ale acestor proteine sau gene
realizeaza functiile de reglare sau enzimatice ale proteinei sau genei cu secventa integrala.
De exemplu, secventele de acid nucleic care le codifica pot fi modificate prin substitutii, aditii,
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suprimari sau exprimari multimerice, care furnizeaza echivalente functionale ale proteinelor
sau genelor. Datorita degenerarii secventelor codificatoare ale acidului nucleic, se pot utiliza,
in practica inventiei de fatd, si alte secvente care codifica aproape aceleagi secvente ale
aminoacidului, ca si cele care apar in mod natural in proteine. Acestea includ, dar nu se
limiteaza la secvente de acid nucleic care includ toate portiunile de acid nucleic care codifica
polipeptidele de mai sus, care sunt modificate prin substitutia a diferiti codoni care codifica
un rest de aminoacid echivalent din punct de vedere al functiei din secventa, producand
astfel o modificare silentioasd. Se apreciazd ca secventa de nucleotide a unei
imunoglobuline conforme cu inventia de fata tolereaza variatii de omologie a secventei pana
la 25%, dupa cum se calculeaza prin metode standard (,Current Methods in Sequence
Comparison and Analysis", Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods
and Applications, pp. 127-149, 1998, Alan R. Liss, Inc.), atat timp cat o asemenea varianta
formeaza un anticorp operativ care recunoaste un receptor TRAIL DR5. De exemplu, unul
sau mai multe resturi din secventa polipeptidica pot fi substituite cu alt aminoacid de aceeasi
polaritate, care se comporta ca un echivalent functional, avand ca rezultat modificari
silentioase. Substituentii pentru aminoacizii din secventa pot fi selectati dintre alti membrii
ai clasei din care aminoacidul face parte (adica o substitutie conservativa). De exemplu,
aminoacizii nepolari (hidrofobi) includ alanina, leucina, izoleucina, valina, prolina,
fenilalanina, triptofanul si metionina. Aminoacizii polari neutri includ glicina, serina, treonina,
cisteina, tirozina, asparagina si glutamina. Aminoacizii incarcati pozitiv (bazici) includ
arginina, lizina si histidina. Aminoacizii incarcati negativ (acizi) includ acidul aspartic si acidul
glutamic. Sunt de asemeneaincluse, in scopul acestei inventii, proteinele sau fragmente sau
derivati ai acestora care sunt modificate in mod distinctiv in timpul sau dupa translatie, de
exemplu, prin glicozilare, clivaj proteolitic, legare la 0 molecula de anticorp sau la alti liganzi
celulari etc. In plus, vectorul recombinat, care codificad secventele de acid nucleic ale
anticorpilor din inventia de fata, pot fi supusi ingineriei, astfel incat sa se modifice prelucrarea
sau exprimarea unui vector. Se pot face si alte modificari fie in secventa de acid nucleic, fie
in cea de aminoacid, fara a reduce sau fara a reduce in mod substantial activitatea de
apoptoza in anticorp. Astfel de modificari pot aparea in regiunile CDR sau non-CDR,
utilizand tehnici de rutina din domeniu. Vezi, de exemplu, Yang et al., (1995), J. Mol. Biol.
254:392-403, care este incorporat aici prin referintd in intregime, pentru metode de
mutageneza ambulanta (/b. engl., walking mutagenesis) a CDR.

in plus, un inhibitor care codifica secvente de acid nucleic, poate fi supus mutatiilor
in vivo sau in vitro. pentru a crea sau distruge secventele de translatie, initiere, si/sau
terminare, sau pentru a crea variatii in regiunile de codificare si/sau pentru a forma situsuri
pentru endonucleaze de restrictie sau pentru a le distruge pe cele existente, pentru a facilita
modificarea in vitro suplimentara. Se poate utiliza orice tehnica de mutageneza cunoscuta
indomeniu, incluzénd, dar nelimitandu-se la mutageneza in vitro, directionata la situs, J. Biol.
Chem. 253:6551, utilizarea linker-ilor Tab (Pharmacia), si altele asemenea.

Datele de cristalografie cu raze X indica faptul ca pliul imunoglobulinei anticorpului
formeaz3, in general, o structura cilindrica, lunga, ce cuprinde doua straturi antiparalele de
foi b, fiecare constand din trei sau patru lanturi b. In regiunea variabila, trei bucle din fiecare
dintre domeniile V ale lanturilor H si L se aglomereaza impreund, pentru a forma un situs de
legare a antigenului. Fiecare dintre aceste bucle este denumita regiune de determinare
complementara (CDR). CDR-urile au cea mai mare variabilitate a secventei de aminoacizi
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din anticorp. Portiunile regiunii variabile, care nu sunt parte a CDR, se numesc ,regiuni
schelet" (regiuni ,FR") si joaca in general un rol in mentinerea structurii CDR. De preferinta,
toate CDR-urile dintr-un anticorp dat sunt grefate intr-un anticorp acceptor, pentru a pastra
regiunea de legare a regiunii determinantului antigenic al receptorului TRAIL. Se apreciaza
ca grefarea unei portiuni din cantitatea totald a CDR-urilor intr-un donor este operativa in
cazul de fata. Se intelege ca grefarea cuprinde, in general, inlocuirea, rest cu rest, a unei
regiuni sau a unui aminoacid cu altul/alta. Cu toate acestea, ocazional, in special, prin
transferul regiunii, unul sau mai multe resturi pot fi adaugate sau omise sau substituite, dupa
dorinta, si astfel de deletii si insertii, la fel ca si inlocuirile si inversiunile adecvate sunt
apanaijul celor cu calificare in domeniu.

Un anticorp din inventia de fata se obtine, de exemplu, prin grefarea fiecarei CDR al
subunitatii lantului L si H, ale unui anticorp monoclonal, al unui receptor anti-TRAIL, intr-o
regiune CDR corespunzatoare a unui anticorp uman, prin aceasta, umanizand un anticorp
monoclonal de soarece, eficace impotriva unui receptor TRAIL.

Fragmentele de anticorp care contin idiotipul moleculei sunt de asemenea generate
si sunt operative in cazul de fatd, utilizdnd tehnici cunoscute. De exemplu, astfel de
fragmente includ, cailustrare, fragmentul de receptor anti-TRAIL (AB')2 care poate fi produs
prin digestia cu pepsind a moleculei de anticorp, fragmentele AB' de receptor TRAIL
generate prin reducerea puntilor disulfurice ale fragmentului (AB')2 al receptorului TRAIL, si
ale fragmentului de anticorp care sunt generate prin tratarea moleculei anticorpului cu
papaina si cu un agent reducator.

Anticorpii din inventia de fata se pot obtine utilizdnd numeroase tehnici cunoscute in
domeniu. De exemplu, anticorpul monoclonal TRA-8 anti-DR5 poate fi obtinut cultivand un
hibridom care, la randul sau, sa fie obtinut prin imunizarea unui soarece cu DR5 uman si
ulterior fuzionand celulele splenice sau celulele de nodul limfatic de la soarece cu celule de
mielom de soarece.

Prepararea unui anticorp monoclonal, ca ilustrare, implicad urmatoarele etape:

a. purificarea unei biomacromolecule de utilizat ca antigen;

b. prepararea unor celule producatoare de anticorpi, intadi imunizand un animal,
utilizand injectii cu antigen, exsanghinand animalul si determinand titrul anticorpului, pentru
a determina cand sa se indeparteze splina;

C. prepararea celulelor de mielom;

d. fuzionarea celulelor producatoare de anticorp si a celulelor de mielom;

e. selectarea unui hibridom care produce un anticorp dorit;

f. prepararea unei singure clone de celule (clonarea);

g. optional, cultivarea celulelor de hibridom sau ale animalelor in crestere in care au
fost transplantate celulele de hibridom, pentru prepararea pe scara largad a anticorpului
monoclonal; gi

h. testarea activitatii biologice si a specificitatii sau determinarea proprietatilor de
agent marker ale anticorpului monoclonal astfel preparat.

Procedura de preparare a unui anticorp monoclonal este detaliatd maijos, cu referire
la etapele descrise mai sus. Aceasta metoda de preparare a unui anticorp din inventia de fata
se intentioneaza sa fie numai ilustrativa pentru metodele de preparare, si nu se limiteaza la
acestea. Pot fi urmate si alte proceduri sau poate fi modificatd metoda care urmeaza, de exemplu,
prin utilizarea, ca celule producatoare de anticorpi, altele decét cele de splind sau de mielom.
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a. Prepararea antigenului

O proteina recombinata (la care se va face referire de acum inainte ca ,DR5 uman
recombinat" sau ,DR4 uman recombinat"), eficace ca antigen, se obtine prin transfectia
celulelor QBI-293A cu vectorul de exprimare pAdDR5-1gG, pentru o proteina de fuziune care
contine domeniul extracelular al DR5 sau DR4 uman siregiunea Fc a anticorpului uman IgG1
(la care se va face referire de acum inainte ca ,1gG"), (cf. PTA-1428), pentru a o exprima prin
utilizarea trusei ADENO-Quest (Quantum Biotechnologies Inc., Canada), si colectand si
purificand partial produsul de exprimare. Plasmida pAdDR5-IgG este construitd prin
inserarea unui ADN care codificad un DR5 sau un DR4 uman si a unei proteine de fuziune
umane IgG in pAdCMVS5, care este un vector de exprimare pentru celulele animale. Sunt
operative in cazul de fatd si alte materiale, cum ar fi ADN care codifica DR5 sau DR4,
vectorul si gazda.

DR5 sau DR4 uman si proteina de fuziune 1gG, produsi in supernatantul de cultura
a celulelor QBI-293A, transfectat cu vectorul pAdDRS-IgG, pot fi partial purificati prin
cromatografie de afinitate ProteinA-Sepharose sau prin cromatografie de afinitate ProteinG-
Sepharose, sau prin cromatografie de schimb ionic, utilizdnd o coloana Resource Q
(denumire comerciald; Pharmacia).

Ca alternativa, se utilizeaza, ca antigen DR5 sau DR4 purificati, obtinuti din
membranele celulare de linii celulare umane. in plus, deoarece structurile primare ale DR4
si DR5 sunt cunoscute (cf. PTA-1428), o peptida care sa contind secventa de aminoacid
SECV ID NR. 1 poate fi sintetizata chimic, printr-o metoda cunoscuta, cum ar fi metoda
Sanger, si poate fi utilizata ca antigen.

b. Prepararea celulelor producétoare de anticorp

Un soarece se imunizeaza cu imunogenul produs in etapa a., se amesteca cu un
adjuvant, cum ar fi adjuvantul complet sau incomplet al lui Freund sau alaun. Alte animale
experimentale includ in mod ilustrativ $obolanii, cobaii, iepurii, cainii, puii, caii, porcii, vacile
si oile.

Caile de administrare adecvate pentru a imuniza un animal experimental includ caile
deinjectare subcutanata, intraperitoneald, intravenoasa, intradermica siintramuscularg, fiind
preferate injectiile subcutanate si intraperitoneale.

Imunizarea se realizeaza optional printr-o doza unica sau prin cateva doze repetate
la intervale adecvate (de preferintd, de la 1 la 5 saptamani). Animalelor imunizate, li se
monitorizeaza titrul anticorpului in ser si animalul cu un titru al anticorpului suficient de mare
este selectat ca sursa de celule producatoare de anticorp. Selectarea unui animal cu un titru
mare face procedeul care urmeaza mai eficient. Celulele pentru fuziunea ulterioara sunt in
general cultivate de la animal, la 3 pana la 5 zile dupa imunizarea finala.

Metodele de determinare a titrului anticorpului includ diferite tehnici bine cunoscute,
cum ar fi radioimunoanaliza (la care se va face referire de acum inainte ca ,RIA"),
imunoanaliza enzimatica in faza solida (la care se va face referire de acum inainte ca
LELISA"), analiza anticorpului fluorescent si analiza hemaglutinarii pasive, fiind preferate RIA
si ELISA, din motive de sensibilitate de detectie, rapiditate, acuratete si posibilitate de
automatizare.

Determinarea titrului anticorpului poate fi realizata, de exemplu, prin ELISA, dupa cum
urmeaza. intai, DR5 sau DR4 purificati sau DR5 sau DR4 partial purificati se adsorb pe
suprafata unei faze solide, cum ar fi o placa ELISA cu 96 godeuri, urmata de blocarea oricarei
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suprafete ramase, la care DR5 sau DR4 nu s-au legat, cu o proteina neinrudita cu antigenul,
cum ar fi albumina serica bovina (BSA). Dupa spalare, suprafetele godeurilor sunt puse in
contact cu probe diluate serial de ser de soarece, pentru a permite legarea anticorpului DR5
sau DR4 din probe la antigen. Se adauga un anticorp marcat antisoarece, ca anticorp
secundar, pentru a fi legat de anticorpul de soarece. Agentul de marcare poate include un
agent de marcare enzimatic, un agent de marcare fluorescent sau alti agenti de marcare
cunoscuti in domeniu. Dupa spalare, se adauga substratul enzimei si titrul anticorpului se
estimeaza, prin determinarea modificarii absorbantei, datoritd dezvoltarii culorii produse de
alterarea substratului sau de altele asemanatoare.

. Prepararea celulelor de mielom

Celule de lalinii de celule de soarece stabilite servesc ca sursa de celule de mielom,
incluzand. de exemplu. soarece rezistent la 8-azaguanina, derivate de la tulpinile de mielom
Balb/c: P3X63Ag8U.1 (P3-U1) (D. E. Yelton et al., 1978, Current Topics in Microbiology and
Immunology, 81, 1-7), P3NSI/1-Ag4-1(NS-1) (G. Kohler et al., 1976, European J.
Immunology, 6, 511-519). Sp2/0-Agl4 (SP-2) (Shulman, M., et al., 1978, Nature, 276. 269-
270), P3X63Ag8.653 (653) (J. F. Kearney et al., 1979, J. Immunology, 123, 1545-1550) si
P3X63Ag8 (X63) (K. Horibata gi A. W. Harris, 1975, Nature, 256, 495-497). Linia de celule
selectata este transferata serial intr-un mediu adecvat, cum ar fi mediul de 8-azaguanina.
Mediul de 8-azaguanina include Mediul Dulbecco modificat, al lui Iscove (la care se va face
referire de acum inainte ca ,IMDM") sau Mediul Eagle modificat, al lui Dulbecco (la care se
va face referire de acum inainte ca ,DMEM"). Mediul RPMI-1640 suplimentat cu glutamin,
2-mercaptoetanol, gentamicing, ser fetal de vitel (la care se va face referire de acum inainte
ca ,FCS"), si 8-azaguanina. Celulele sunt apoi transferate pe un mediu normal, cum ar fi
mediul ASF104 (Ajinomoto, K. K.) care contine FCS 10%, la 3 pana la 4 zile inainte de
fuziune, pentru a asigura faptul ca cel putin 2x10” celule sunt disponibile in ziua fuziunii.

d. Fuziunea celulelor

Limfocitele si celulele plasmatice obtinute din orice parte adecvata a animalului sunt
celule precursoare care produc anticorp. Surse ilustrative de limfocite sau de celule
plasmatice includ in mod ilustrativ splina, nodulii limfatici, sangele periferic sau orice
combinatie adecvata a acestora, celulele de splina fiind cea mai comuna sursa.

Dupa ultima injectie, tesutul in care celulele producatoare de anticorp sunt prezente
se indeparteaza de la un soarece care are titrul predeterminat al anticorpului. Tehnica cea
mai buna de fuziune a celulelor de splind cu celulele de mielom preparate in etapa c.
utilizeaza polietilenglicol.

Tehnica de fuziune include spalarea celulelor de splina si de mielom cu mediu fara
ser (cum ar fi RPMI 1640) sau tampon fosfat salin (la care se va face referire de acum inainte
ca ,PBS”), astfel incat raportul numeric al celulelor de splina si al celulelor de mielom sa fie
aproximativ 5:1 si 10:1, si apoi se centrifugheaza. Dupa evacuarea supernatantului si
eliberarea celulelor din peleta, se adauga 1 ml mediu fara ser, care contine 50% (gr/v)
polietilenglicol (g.m. de la 1000 la 4000) in picaturi cu amestecare. Ulterior, 10 ml de mediu
fara ser se adauga incet si apoi se centrifugheaza. Supernatantul se arunca din nou, iar celu-
lele stranse in peleta se suspenda intr-o cantitate adecvata de mediu HAT care contine o solu-
tie de hipoxanting, aminopterina si timidina (la care se va face referire de acum inainte ca
,HAT") siinterleukina-2 de soarece (la care se vaface referire de acuminainte ca ,,1L-2). Sus-
pensia este apoi dispersata in godeurile de pe placile de cultura (la care se mai face referire
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aici simplu ca ,placi") si se incuba in prezenta a 5% v/v CO,, la 37°C, timp de aproximativ 2
saptamani, adaugand suplimentar mediu HAT, cat este necesar.

e. Selectarea hibridoamelor

Cand tulpina de mielom utilizatd este rezistentd la 8-azaguanina, adica, are o
deficientd a enzimei hipoxantin guanin fosforibozil transferaza (HGPRT), orice celule de
mielom nefuzionate si orice fuziuni mielom-mielom sunt incapabile de supravietuire in mediul
HAT. Pe de alta parte, fuziuni ale celulelor producatoare de anticorp una cu alta, la fel ca si
a hibrodoamelor de celule producatoare de anticorp cu celule de mielom pot supravietui,
primele avand doar o viata limitatd. in consecinta, incubarea continud in mediul HAT are ca
rezultat selectia numai a hibridoamelor dorite.

Hibridoamele rezultate cresc in colonii care sunt transferate in mediul HAT fara
aminopterina (mediu HT). Dupa aceea, se indeparteaza alicote de supematant de cultura.
pentru a determina titrul anticorpului anti-Fas, de exemplu, prin ELISA. Cand proteina de
fuziune mai sus-mentionata se utilizeaza ca antigen ELISA, este de asemenea necesara
eliminarea clonelor care produc un anticorp care este legat specific la regiunea Fc a I1gG1
uman. Prezenta sau absenta unei astfel de clone poate fi verificatd, de exemplu, prin ELISA,
utilizand ca antigen Fas-IgG1 sau 1gG1.

f. Clonarea

Hibridoamele care s-a demonstrat ca produc anticorpi specifici, utilizdnd o metoda
similard cu cea descrisad in etapa b., pentru a determina titrul anticorpului, sunt apoi
transferate pe o altd placa, pentru clonare. Metodele de clonare adecvate includ: metoda
dilutiilor limitate, in care hibridoamele sunt diluate, pentru a contine o celula per godeul unei
placi si apoi se cultivd; metoda agarului moale, in care coloniile sunt recuperate dupa
cultivarea intr-un mediu de agar moale; o0 metoda de utilizare a unui micromanipulator,
pentru a separa o singura celula pentru culturd; si ,sorteaza - o -clond", in care celule unice
sunt separate de catre un sortator de celule.

Procedura de clonare conforma cu, de exemplu, metoda dilutiilor limitate, se repeta
de 2 pana la 4 ori, pentru fiecare godeu, demonstrand un titru de anticorpi, si clonele care
au titre de anticorpi stabile sunt selectate ca hibridoame producatoare de anticorpi
monoclonali anti-DR5. Hibridoamele care produc anticorpul DR5 antigsoarece sunt selectate
printr-o metoda similara, pentru a obtine o linie de celule producatoare de anticorpi
monoclonali anti-DR5.

Hibridomul soarece-goarece TRA-8, care este baza pentru anticorpii din inventia de
fata, a fost depozitat in Colectia Americana de Tipuri de Culturi (American Type Culture
Collection), la 1 martie 2000, si are numarul de acces PTA-1428. Hibridomul 2E12 a fost
depozitat in Colectia Americana de Tipuri de Culturi, la 24 octombrie 2001, dupa cum a fost
descris mai sus si are numarul de acces ATCC Nr. PTA-3798. in conformitate, cand se
prepara un anticorp utilizand hibridomul soarece-soarece TRA-8 sau orice alt hibridom
stabilit, prepararea se poate realiza prin urmarea unei proceduri, incepand de la etapa g. in
jos, etapele de la a. la f. fiind omise.

g. Cultura de hibridom pentru prepararea anticorpului monoclonal

Hibridomul obtinut prin clonare este apoi cultivat intr-un mediu normal, nu in mediul
HT. Cultura pe scara larga este realizata prin cultura flacoanelor cilindrice, utilizand flacoane
de culturd mari, sau prin cultura rotitoare. Supernatantul de la cultura pe scara larga este
apoi recoltat si purificat printr-o metoda adecvata, cum ar fi gel-filtrarea, care este bine
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cunoscuta persoanelor cu calificare in domeniu, pentru a obtine anticorpul monoclonal DR5
sau DR4, care este o baza pentru anticorpii din inventia de fata. Hibridomul mai poate fi, de
asemenea, crescut intraperitoneal, la un soarece singenic, cum ar fi soarecele Balb/c, sau
soarecele nu/nu, pentru a obtine ascite care contin un anticorp monoclonal DR5 sau DR4
in cantitati mari. Trusele de purificare a anticorpilor monoclonali, disponibile in comert (de
exemplu, trusa MAbTrap Gll; Pharmacia) sunt utilizate in mod convenabil, pentru a purifica
anticorpii recoltati).

Anticorpii monoclonali preparati camai sus au o inalta specificitate pentru DR5 uman
sau respectiv DR4 uman.

h. Analiza anticorpului monoclonal

Metodele adecvate de identificare a izotopului gi a subclasei anticorpului monoclonal
includ metoda Ouchterlony, ELISA si RIA. De preferintd, pentru identificare, se utilizeaza o
trusa comerciala, cum ar fi o trusd Mouse Typer (denumire comerciala BioRad).

Cuantificarea proteinei poate fi realizata prin metoda Folin-Lowry sau prin calcul
bazat pe absorbanta la 280 nm (1,4 (DO.,g,) = imunoglobulina 1 mg/ml).

Identificarea determinantului antigenic pe care anticorpul monoclonal o recunoaste
serealizeaza dupa cum urmeaza. Mai intéi, se prepara diferite structuri partiale ale moleculei
pe care anticorpul monoclonal le recunoaste. Structurile partiale se prepara prin metoda in
care diferite peptide partiale ale moleculei se prepara prin sinteza, prin cunoscuta tehnica
de sinteza a oligopeptidelor, sau prin metoda in care ADN-ul care codifica polipeptida
partiala doritd, este incorporat intr-un plasmid de exprimare adecvat, si se exprima intr-o
gazda adecvata, cum ar fi E. coli, pentru a produce peptidele. in general, ambele metode
sunt frecvent utilizate in combinatie, pentru obiectul de mai sus. De exemplu, o serie de
polipeptide avand lungimi reduse in mod adecvat, care lucreaza de la capatul C sau N
terminal al proteinei antigen, se pot prepara prin tehnici de inginerie genetica consacrate.
Stabilind care fragment reactioneaza cu anticorpul, se obtine o idee aproximativa a locului
determinantului antigenic.

Determinantul antigenic este identificat maiindeaproape prin sinteza unei multitudini
de oligopeptide mai mici care ii corespund sau care corespund unor mutanti ai peptidei,
utilizand tehnici consacrate de sinteza a oligopeptidelor, pentru a determina proprietatea de
legare a peptidelor la anticorpul monoclonal anti-DR5, de exemplu, ceea ce constituie baza
pentru prepararea anticorpului din inventia de fata si o inhibitie competitiva a legarii peptidei
la un antigen cu anticorpul monoclonal. Trusele disponibile in comert, cum ar fi SPOTs Kit
(Genosys Biotechnologies, Inc.) si o serie de truse (multipin) de sinteza multipla a peptidelor
bazate pe metoda de sintezd multipla (multipin) (Chiron Corp.) pot fi utilizate in mod
convenabil, pentru a obtine o larga varietate de oligopeptide.

Un anticorp din inventia de fata poseda diferitele proprietati functionale de la a. laf.,
descrise mai jos, fiecare dintre acestea fiind verificata, de exemplu, printr-o metoda descrisa
aici mai jos.

a. Legarea specificd a TRA-8 la celule care exprimd DR5 umani

O caracteristica unica a acestei inventii este capacitatea de a lega DR5 de la
suprafata celulei. Acest lucru se demonstreaza prin analiza de citometrie in flux a celulelor
care exprima DR5. Mai intéi, legarea specifica la suprafata celulei a DR5 este confirmaté prin
celulele COS-7 transfectate cu cADN cu lungime integrala care codificd DR5 uman. in mod
specific, TRA-8 recunoaste doar celulele COS-7 transfectate cu DR5 dar nu vectorul de
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control gol sau vectorul care codificd DR4. In a doua etapa, sunt testate trei tipuri de celule
de tumori maligne de origini diferite: celulele hematopoietice, de gliom si de cancer de
prostata. Majoritatea acestor celule tumorale transformate exprima niveluri semnificative de
DR5 de la suprafata celulei, desi nivelurile de exprimare variaza in limite largi. in a treia
etapa, se examineaza doua grupuri de celule fibroblastice sinoviale, primare, de la pacienti
cu RA si OA. Toate celulele sinoviale RA exprima niveluri semnificativ mai inalte de DR5
comparativ cu celulele OA.

b. Inductia apoptozei celulelor tumorale maligne in vitro in absenta reticularii

Capacitatea unui anticorp crescut, conform inventiei de fata, de a recunoaste
receptorul TRAIL si de a induce direct apoptoza celulelor tumorale maligne umane este
determinata prin analiza viabilitatii celulare (ATPLite) in timpul culturii in vitro a celulelor cu
concentratii diferite de anticorp, in mod specific TRA-8. Majoritatea celulelor tumorale sunt
susceptibile la apoptoza indusa de TRA-8. Pentru unele celule, TRA-8 a prezentat o
puternica activitate de inductie a apoptozei, de exemplu, TRA-8 este capabil de a induce
apoptoza celulelor umane Jurkat la niveluri de pg/ml. Ca unlucruimportant, apoptozaindusa
de TRA-8 nu necesita reticulare, si in cele mai multe celule, TRA-8 a prezentat o activitate
de inductie a apoptozei mai puternica decat TRAIL solubil, recombinat, in prezenta agentului
de imbunatatire.

c. Activitatea tumoricidad a TRA-8 in vivo

Activitatea tumoricidd a TRA-8 este evaluatd prin doud modele de tumori
SCID/umane. Mai intéi, soarecii SCID suntinoculati intravenos cu celule Jurkat de leucemie
umane $i sunt tratati cu o doza unicé (100 pg) de TRA-8. Rezultatele au aratat faptul ca
majoritatea celulelor Jurkat implantate sunt eliminate din sangele periferic si din splina prin
tratament cu TRA-8, dupa cum s-a determinat prin analiza citometrica in flux si prin filtrarea
imunohistochimica a celulelor Jurkat. In al doilea rand, celule de astrocitom uman 1321N1
sunt inoculate subcutanat la soareci SCID, iar soarecii purtatori de tumori sunt tratati cu o
doza unica de TRA-8. Cresterea celulelor 1321N1 implantate este inhibatd semnificativ la
soarecii tratati cu TRA-8, dupa cum s-a determinat prin marimea tumorii si prin analiza
histologica.

d. Identificarea celulelor sinoviale RA de catre TRA-8

Celulele sinoviale primare, izolate de la 8 pacienti cu RA si 4 pacienti cu OA, sunt
testate pentru exprimarea la suprafata celulei a DR5. TRA-8 este capabil sa coloreze pozitiv
toate celulele RA si sa coloreze negativ toate celulele OA. Astfel, RA se disting de OA prin
expresia la suprafata a DR5, dupa cum se detecteaza prin TRA-8.

e. Inductia apoptozei in celulele fibroblastice sinoviale RA de cétre TRA-8

Abilitatea lui TRA-8 de a induce apoptoza celulelor sinoviale RA se determina prin
analiza viabilitatii celulare in timpul cultivarii in vitro, in prezenta diferitelor concentratii de
TRA-8. Toate celulele RA au prezentat niveluri de la inalte la intermediare ale susceptibilitatii
la 100 ng/ml de TRA-8. in contrast, toate celulele OA sunt in mod esential rezistente la
apoptoza indusa de TRA-8. Ca un fapt important, TRA-8 a prezentat o0 mai buna activitate
de inductie a apoptozei in celulele sinoviale RA decat TRAIL solubil, impreuna cu agentul
de imbunatatire. Mai mult, comparativ cu anticorpul anti-Fas (CH-11), TRA-8 a prezentat o
mai buna selectivitate la celulele sinoviale RA.

f. TRA-8 nu induce productia de MMP-uri in celulele sinoviale RA

Deoarece TRA-8 este capabil de a induce activarea NF-kb in celulele sinoviale RA
ca si TNF-a, se determina efectul TRA-8 asupra productiei de MMP1 si MMP3 ale celulelor
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sinoviale. Deoarece TNF-a a indus o crestere doza-dependenta a MMP-urilor, TRA-8 este
incapabil de a induce orice producere de MMP-uri, si in unele concentratii, TRA-8 a scazut
usor productia de MMP-uri in celulele sinoviale RA.

g. TRA induce o multipld activare a caspazei

Deoarece caspazele joaca un rol crucial in inductia apoptozei, abilitatea TRA-8 de
a induce activarea caspazei se determina in celulele umane Jurkat. Cand celulele Jurkat
sunt incubate cu o doza scazuta (50 ng/ml) de TRA-8, activarea caspazei 8, caspazei 9 si
caspazei 3 se observa la 15 min dupa incubare, dupa cum se demonstreaza prin analiza
Western si prin analiza de clivaj a caspazei. in termeni de timp, numar si fortd de activare
a caspazei, anticorpii din inventia de fata, incluzand anticorpul demonstrativ TRA-8, au
prezentat o activitate mult mai buna decét orice alti anticorpi inductori ai apoptozei, cum ar
fi anticorpul Fas antiuman (CH-11).

Anticorpul 2E12 leaga in mod specific DR4 in forma sa solubila si are o activitate de
inductie a apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tintd care exprim& DR4 (incluzand, de
exemplu, celulele canceroase, celulele sinoviale de artritd reumatoida, celule imunitare
activate, cum ar fi limfocitele activate si celulele infectate viral), are o activitate tumoricida in
vivo (de preferintd, in absenta toxicitatii la celulele netumorale). De preferinta, anticorpul DR4
din inventie are o activitate de inductie a apoptozei caracterizatd prin mai putin de
aproximativ 60%, 50%, 40%, 30%, 20% sau 10% viabilitate a celulelor tint&, la concentratii
de anticorp de mai putin de 30 pg/ml, 3 pg/ml, 0,3 pg/ml, sau 0,03 pg/ml, si o activitate
tumoricida caracterizata prin 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% sau 100%
reducere a marimii tumorii. Astfel, un anticorp aAn din inventia de fatd este o substanta
avand proprietatea de a induce selectiv apoptoza celulelor patogene, dupa cum se arata in
efectul (a) si (g). In conformitate, acesta este util ca agent profilactic si terapeutic pentru
bolile asociate cu supravietuirea neadecvata a celulelor sau cu proliferarea inadecvata a
celulelor, cum ar fi a celor care pot fi atribuite dereglarii sistemelor de apoptoz3, incluzand
sistemul Fas/ligand Fas.

Abilitatea unui anticorp din inventia de fata de a induce apoptoza este confirmata prin
cultivarea celulelor, cum ar fi linia Jurkat de celule leucemice umane (Colectia Americana de
Tipuri de Culturi Nr. TIB-152) si a liniei de celule de astrocitom 1321N1, in mediul in care a
fost addugata proba de test, si determinarea ratei de supravietuire, de exemplu, printr-o
analiza ATPLite.

Anticorpii din inventia de fata, in special, anticorpii DR5 si DR4, avand aproape
aceeasi imunogenicitate la om ca si cea a anticorpilor umani, este utilizat ca agent pentru
profilaxia si tratamentul bolilor asociate cu supravietuirea sau cu proliferarea neadecvata ale
celulelor, incluzandu-le pe cele care pot fi atribuite dereglarilor sistemelor de apoptoza in
bolile inflamatorii si autoimune, incluzand in mod ilustrativ lupusul eritematos sistemic, boala
Hashimoto, artrita reumatoida, boala grefa contra gazda, sindromul Sjégren, anemia
pernicioasa, boala Addison, sclerodermia, sindromul Goodpasture, boala Crohn, anemia
hemolitica autoimuna, sterilitatea, miastenia gravis, scleroza multipla, boala Basedow,
trombopenia purpura, diabetul zaharat insulinodependent, alergia, astmul, boala atopica,
arterioscleroza, miocardita, cardiomiopatia, nefrita glomerulard, anemia hipoplastica,
respingerea dupa transplantul de organ si numeroasele malignitati ale tesuturilor plamanilor,
prostatei, ficatului, ovarelor, colonului, cervixului si sanilor. Anticorpii din inventia de fata pot
fi utilizati pentru a tinti si a induce selectiv apoptoza in celulele imunitare activate, incluzand
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limfocitele, celulele limfoide, celulele mieloide si celulele sinoviale reumatoide activate
(incluzand sinoviocitele inflamatoare activate, sinoviocitele asemanatoare macrofagelor,
sinoviocitele asemanatoare fibroblastilor) si in celulele infectate viral (incluzandu-le pe cele
infectate cu HIV, de exemplu), atat timp cét aceste celule tintite exprima sau pot fi facute s&
exprime receptorii TRAIL specifici (adica DR4 sau DRS5).

Un astfel de agent terapeutic sau profilactic se poate administra in diferite forme.
Modurile adecvate de administrare includ administrarea orald, cum ar fi prin comprimate,
capsule, granule, pulberi si siropuri, sau administrare parenterald, cum ar fi administrarea
prin injectii sau supozitoare.

Anticorpul sau agentul terapeutic se poate administra oral, rectal, intracisternal,
intraventricular, intracranian, intratecal, intraarticular, intravaginal, parenteral (intravenos,
intramuscular sau subcutanat), local (pudre, unguente sau picaturi), intraperitoneal,
transdermic, prin inhalatie sau ca spray nazal sau bucal. Cantitatea exacta de anticorp sau
de agent terapeutic necesara va varia de la un subiect la alt subiect, dependent de varsta,
greutate si de starea generala a subiectului, de severitatea bolii care este tratata, de
localizarea si marimea tumorii, de compusii particulari utilizati, de modul de administrare si
de altele asemenea. O cantitate adecvata poate fi determinatéd de cineva cu calificare
obisnuita in domeniu, utilizdnd doar experimentarea de rutin, date fiind cunostintele de aici.
Dozele unice de anticorp se situeaza in domeniul de la 0,1...10000 micrograme, de prefe-
rintd, intre 1 si 100 micrograme. Concentratiile tipice de anticorp intr-un transportor variaza
in domeniul de la 0,2 la 2000 nanograme pe mililitru cedat. Pentru injectare intr-o articulatie,
volumele de anticorp si transportor vor varia dependent de articulatie, dar vor fi de aproxima-
tiv 0,5...10 ml, si, de preferintd, de la 1 la 5 ml, care sunt injectati intr-un genunchi uman, si,
de preferinta, 1...2 ml intr-o gleznd umana.

in functie de modul de administrare intentionat, anticorpul sau agentul terapeutic
poate exista in compozitiile farmaceutice in forme de dozare solide, semisolide sau lichide,
cum ar fi, de exemplu, comprimate, supozitoare, pilule, capsule, pulberi, lichide sau
suspensii, de preferinta, intr-o forma dozata, unitara, adecvata pentru administrarea unica
a unei doze exacte. Compozitiile vor include o cantitate eficace de substrat selectat in
combinatie cu un transportor farmaceutic acceptabil si, in plus, poate include alti agenti
medicinali, agenti farmaceutici, transportori sau diluanti. Prin ,farmaceutic acceptabil’, se
intelege un material care nu este indezirabil din punct de vedere biologic sau in alt mod, care
poate fi administrat unui individ, impreuna cu substratul selectat, fard a produce efecte
biologice indezirabile, semnificative, sau féra a interactiona intr-o maniera daunatoare cu
oricare alti componenti ai compozitiei farmaceutice in care acesta este continut.

Compozitile adecvate pentru injectie parenterald pot cuprinde dispersii, solutii,
suspensii sau emulsii apoase sau neapoase, fiziologic acceptabile, si pulberi sterile pentru
a fi reconstituite in solutii sau dispersii injectabile sterile. Exemple de transportori, diluanti,
solventi sau vehicule, aposi sau neaposi, adecvati includ apa, etanolul, poliolii
(propilenglicolul, polietilenglicolii, glicerolul si altele asemenea), amestecuri adecvate ale
acestora, uleiuri vegetale (cum ar fi uleiul de masline) si esteri organici injectabili, cum ar fi
oleatul de etil. Poate fi mentinuté o fluiditate adecvata, de exemplu, prin utilizarea unuiinvelis
cum ar fi lecitina, prin mentinerea dimensiunii cerute a particulelor in cazul dispersiilor si prin
utilizarea de surfactanti.
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Aceste compozitii mai pot de asemenea sa contina adjuvanti, cum ar fi agenti de
conservare, umectare, emulsifiere si dispersare. Prevenirea actiunii microorganismelor poate
fi asiguraté cu ajutorul diferitilor agenti antibacterieni si antifungici, de exemplu, parabenii,
clorbutanol, fenol, acid sorbic si altii asemenea. Poate fi de asemenea de dorit includerea
agentilor izotonici, de exemplu, zaharurile, clorura de sodiu si altele asemenea. Absorbtia
prelungité a formei farmaceutice injectabile poate fi obtinuta prin utilizarea de agenti care
intarzie absorbtia, de exemplu, monostearatul de aluminiu si gelatina.

Formele dozate solide pentru administrare orala includ capsulele, comprimatele,
pilulele, pulberile si granulele. in astfel de forme dozate, solide, compusul activ este
amestecat cu cel putin un excipient obisnuit (sau transportor), cum ar fi citratul de sodiu sau
fosfatul dicalcic, sau a. agenti de umplere sau extindere, cum ar fi. de exemplu, amidonurile,
lactoza, sucroza, glucoza, manitolul si acidul silicic, b. lianti, cum ar fi. de exemplu,
carboximetilceluloza, alginatii, gelatina, polivinilpirolidona, sucroza si acacia, c. umectanti,
cum ar fi, de exemplu, glicerolul, d. dezintegranti, cum ar fi, de exemplu, agar agarul,
carbonatul de calciu, amidonul de cartof sau tapioca, acidul alginic, anumiti silicati complexi,
si carbonat de sodiu, e. retardanti de solutie, cum ar fi, de exemplu, parafina, f. acceleratori
de absorbtie, cum ar fi, de exemplu, compusii de amoniu cuaternar, g. agenti de umectare,
cum ar fi, de exemplu, alcoolul cetilic si monostearatul de glicerol, h. adsorbanti, cum ar fi,
de exemplu, caolinul si bentonita, si i. lubrifianti, cum ar fi, de exemplu, talcul, stearatul de
calciu, stearatul de magneziu, polietilenglicolii solizi, laurilsulfatul de sodiu sau amestecuri
ale acestora. In cazul capsulelor, comprimatelor si pilulelor, formele dozate mai pot cuprinde,
de asemenea, agenti de tamponare.

Compozitiile solide de tip similar pot fi de asemenea utilizate ca agenti de umplere
in capsule de gelatina dure sau moi, utilizand excipienti cum ar fi lactoza sau zaharul din
lapte, la fel ca si polietilenglicolii cu greutate moleculara mare, si altii asemenea.

Formele dozate solide, cum ar fi comprimatele, drajeurile, capsulele, pilulele si
granulele, se pot prepara cu invelisuri si straturi de acoperire, cum ar fi inveligurile
enterosolubile si altele binecunoscute in domeniu. Acestea pot contine agenti de opacifiere
si pot avea astfel de compozitii, incat sa cedeze compusul sau compusii activi intr-o anumita
parte a tractului intestinal, intr-o maniera intarziatd. Exemple de compozitii de aglutinare,
care se pot utiliza, sunt substantele polimerice si cerurile. Compusii activi pot fi de asemenea
intr-o forma microincapsulata, daca este adecvat, impreuna cu unul sau mai multi dintre
excipientii mai sus mentionati.

Formele dozate lichide, pentru administrare orald, includ emulsiile, solutiile, suspen-
siile, siropurile, si elixirurile farmaceutic acceptabile. in plus fata de compusii activi, formele
dozate lichide mai pot contine diluanti inerti, utilizati in mod obignuit in domeniu, cum ar fi
apa sau alti solventi, agenti de solubilizare si emulgatori, cum ar fi, de exemplu, alcoolul
etilic, alcoolul izopropilic, carbonatul de etil, acetatul de etil, alcoolul benzilic, benzoatul de
benzil, propilenglicolul, 1,3-butilenglicolul, dimetilformamida, uleiurile, in special, uleiul din
seminte de bumbac, uleiul de arahide, uleiul de germeni de porumb, uleiul de masline, uleiul
de ricin gi uleiul de susan, glicerolul, alcoolul tetrahidrofurfurilic, polietilenglicolii si esterii de
acid gras ai sorbitanului sau amestecuri ale acestor substante, si altele asemenea.

Pe langa acesti diluanti inerti, compozitiile mai pot include adjuvanti, cum ar fi agentii
de umectare, agentii emulgatori si de suspendare, agenti de indulcire, aromatizare i
parfumare.
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Suspensiile, in plus fatd de compusii activi mai pot contine agenti de suspendare,
cum ar fi, de exemplu, alcoolii izostearilici etoxilati, polioxietilen sorbitolul si esterii de
sorbitan, celuloza microcristalind, metahidroxidul de aluminiu, bentonita, agar agarul si
tragacanta, sau amestecuri ale acestor substante, si altele asemenea.

Compozitiile pentru administrare rectala sunt, de preferinta, supozitoare care se pot
prepara prin amestecarea compugilor din inventia de fata cu excipienti sau transportori
neiritativi, adecvati, cum ar fi untul de cacao, polietilenglicolul sau o ceara de supozitor, care
sunt solizi la temperaturile obisnuite, dar lichide la temperatura corpului, si de aceea, se
topesc in cavitatea vaginala sau in rect si cedeaza substanta activa.

Formele de dozare pentru administrarea topicé a unui compus din aceasta inventie
includ unguentele, pudrele, spray-urile si inhalantele. Componenta activa este amestecata
in conditii sterile cu un transportor fiziologic acceptabil si cu conservanti, tampoane sau
propulsori care pot fi necesari. Preparatele oftalmice, unguentele, pudrele si solutiile sunt de
asemenea considerate ca fiind in scopul acestei inventii.

Termenul ,saruri, esteri, amide si prodroguri farmaceutic acceptabile", dupa cum se
utilizeaza aici, se referé la acele saruri carboxilat, saruri de aditie acida ale aminoacizilor,
esteri, amide si prodroguri ale compusilor din inventia de fata care sunt adecvate, din punct
de vedere medical, pentru utilizare in contact cu tesuturile pacientilor, fara a prezenta un
grad ridicat de toxicitate, raspuns alergic, iritatie si altele asemenea, corelate cu un raport
beneficiu/risc adecvat, si eficace pentru utilizarea intentionata, la fel ca si formele amfionice,
unde sunt posibile, ale compusilor din inventie. Termenul ,saruri" se refera la sarurile de
aditie acida, anorganice si organice, relativ netoxice, ale compusilor din inventia de fata.
Aceste saruri pot fi preparate in situ in timpul izolarii si purificarii finale a compusilor sau prin
reactia separata a compusului purificat in forma sa de baza libera cu un acid organic sau
anorganic si izolarea sarii astfel formate. Sarurile reprezentative includ bromhidratul,
clorhidratul, sulfatul, disulfatul, nitratul, acetatul, oxalatul, valeratul, oleatul, palmitatul,
stearatul, lauratul, boratul, benzoatul, lactatul, fosfatul, tosilatul, citratul, maleatul, fumaratul,
succinatul, tartratul, naftilat mesilatul, glucoheptonatul, lactobionatul, metansulfonatul gi
sarurile laurilsulfonat, si altele asemanatoare. Acestea potinclude cationi pe baza de metale
alcaline si alcalinopamantoase, cum ar fi sodiul, litiul, potasiul, calciul, magneziul si altele
semanatoare, la fel ca si cationi de amoniu, de amoniu cuaternar si aminici netoxici
incluzand, dar nelimitandu-se la, amoniu, tetrametilamoniu, tetraetilamoniu, metilamina,
dimetilaming, trimetilamina, trietilaming, etilamina si altele asemanatoare, (vezi, de exemplu,
S.M. Barge et al., ,Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci., 1977,66:1-19, care este incorporat
aici prin referinta.)

Termenul "prodrog" se refera la compusi care sunt rapid transformati in vivo, pentru
a produce compusul parinte cu formula de mai sus, de exemplu, prin hidroliza in sange. O
discutie pe larg este furnizata in T. Higuchi si V. Stella, ,Pro-drugs as Novel Delivery
Systems", vol. 14 din Seriile Simpozionului A.C.S. (A.C.S. Symposium Series), si in
Bioreversible Carriers in Drug Design, ed. Edward B. Roche, Societatea Farmaceutica
Americana (American Pharmaceutical Association) si Pergamon Press, 1987.

O celulatinta este o celula de la un animal, incluzand in mod ilustrativ omul, primatele
neumane, pisicile, cainii, sobolanul, soarecele, cobaiul, iepurele, capra, oaia, vaca, calul,
puiul, porcul, maimutele si dihorii.
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in plus, anticorpul sau agentul terapeutic din inventia de fata poate exista atat sub
forma nesolvatata, cat si solvatatd, cu solventi farmaceutic acceptabili, cum a fi apa, etanolul
si altii asemenea. In general, formele solvatate sunt considerate echivalente cu formele
nesolvatate, pentru scopurile inventiei de fata.

Moleculele de anticorp sunt purificate prin tehnici cunoscute, incluzand in mod
ilustrativ cromatografia de aminoabsorbtie sau de aminoafinitate, tehnicile cromatografice,
cum ar fi cromatografia lichida la presiune inaltd sau o combinatie a acestora.

Un alt aspect al inventiei de fata include un produs farmaceutic pentru a fi utilizat la
cedarea anticorpului receptorului anti- TRAIL biologic activ sau a anticorpului receptorului anti-
TRAIL umanizatla un vertebrat. Produsul farmaceutic include o cantitate farmaceutic eficace,
de fragment de anticorp al receptorului anti-TRAIL sau un fragment al acestuia, un transportor
farmaceutic acceptabil si un recipient care include transportorul si anticorpul intr-o maniera
sterila.

Intr-o concretizare preferata a inventiei, o cantitate farmaceutic eficace de anticorp
din inventie inhiba proliferarea celulara sau induce apoptoza in contact cu o celula tintd sau
cu celule tinta. O proportie sau o cantitate farmaceutic eficace, de anticorp care recunoaste
fie DR5 fie DR4 sau un anticorp umanizat care recunoaste fie DR5, fie DR4, este o proportie
administrata la un individ, suficienta pentru a produce efectul dorit. Dupa cum se utilizeaza
aici, termenii ,proportie farmaceutic eficace" si ,cantitate terapeuticd" sunt sinonime. Efectele
dorite ale administrarii unei cantitati farmaceutic acceptabile, de anticorpi care recunosc DR5
sau DR4, includ moartea uneia sau a mai multor celule tintd, inhibitia cresterii uneia sau a
mai multor celule tintd, stimularea DRS5 sau, respectiv, a DR4, legareala DR5 sau, respectiv,
la DR4, si niveluri sau activitati crescute de NFkB la o celula tinta. O celula tinta este o celula
care exprima DR5 sau DR4 si pot fi incluse in mod ilustrativ celule care cresc anormal si
celule tumorale, cum ar fi papiloamele si negii; cancerul de san, cancerul de colon,
hepatoamele, leucemiile, cancerul de plaméan, melanomul, mieloamele, osteosarcoamele,
cancerul ovarian, cancerul pancreatic, cancerul prostatic, cancerul gatului si capului,
cancerul tiroidian, cancerul uterin, tumorile creierului, cum ar fi astrocitoamele, celulele imune
activate (de exemplu, limfocitele activate, celulele limfoide si mieloide), celulele inflamatorii,
celulele sinoviale de artritd reumatoida, si celulele infectate viral. /n vivo, celula tinta este o
celuld a unui individ cu o stare patologica, incluzandu-i pe cei unde proliferarea celulara este
anormala sau neregulata, cum ar fi cancerul malign sau benign si artrita reumatoida.

intr-o altd concretizare preferata, celula tinta este de asemenea contactatd de un
agent terapeutic. Astfel, anticorpii si compozitiile din inventia de fata se pot administra
singure sau in combinatie cu unul sau mai multi agenti terapeutici. Agentii terapeutici includ,
dar nu se limiteaza la alti membri ai familiei TNF, agenti chimioterapeutici, anticorpi, agenti
antivirali, agenti antiinflamatori steroidieni si nesteroidieni, agenti imunoterapeutici
conventionali, citokine, chemokine, si/sau factori de crestere. Combinatiile se pot administra
fie concomitent (de exemplu, ca amestec), separat, dar simultan (de exemplu, prin linii
intravenoase separate la acelasi subiect), sau secvential (de exemplu, unul dintre compusi
sau agenti este dat primul, urmat de al doilea). Astfel, termenul ,combinatie" sau ,combinat"
este utilizat pentru a desemna administrarea fie concomitent, fie simultana, fie secventiala
a doi sau a mai multi agenti.

intr-una dintre concretizari, terapia de combinatie include administrarea membrilor
familiei TNF. Moleculele de TNF, cele inrudite cu TNF si cele asemanatoare cu TNF, care
se pot administra cu anticorpul includ, dar nu se limiteaza la formele solubile ale TNF-a,
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limfotoxind-a (LT-a, care mai este cunoscutd ca TNF-B), LT-B (care se gaseste in
heterotrimerul complex LT-a2-B) OPGL, FasL, CD27L, CD30L, CD40L, 4-1BBL, DcR3,
OX40L, TNF-y (WO 96/14328), TRAIL, AIM-II (WO 97/34911), APRIL (J. Exp. Med.
188:1185-90, endokina-a (WO 98/07880), TR6 (WO 98/30694), OPG si factorul de crestere
a nervului (NGF), si formele solubile ale Fas, CD30, CD27, CD40 si 4-IBB, TR2
(WO 96/34095), DR3 (WO 97/33904), DR4 (WO 98/32856), TR5 (WO 98/30693), TRANK,
TR9 (WO 98/56892), TRIO (WO 98/54202), 312C2 (WO 98/06842), si TR12, si formele
solubile ale CD154, CD70 si CD153.

intr-o alt& concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu
liganzi CDA40, care apar in mod natural, sintetici sau manipulati genetic (CD40L), incluzand,
de exemplu, o forma solubild a CD40L (de exemplu, AVREND), cu fragmente biologic active,
variante sau derivati ai CD40L, anticorpi CD40L (de exemplu, anticorpii agonisti sau
antagonisti), si/sau anticorpi CD40 (de exemplu, agonisti sau antagonisti).

intr-o0 alta concretizare, anticorpul din inventie este administrat in combinatie cu unul,
doi, trei, patru, cinci sau mai multi dintre urmatorii: tacrolimus (Fujisawa), talidomida (de
exemplu, Celgene), anti Tac (Fv)-PE40 (de exemplu, Protein Design Labs), inolimomab
(Biotest), MAK-195F (Knoll), ASM-981 (Novartis), receptorul interleukinei-1 (de exemplu,
Immunex), receptorul interleukinei-4 (de exemplu, Immunex), ICM3 (ICOS), BMS-188667
(Bristol Myers Squibb), Ab anti-TNF (de exemplu Therapeutic Antibodies), CG-1088
(Celgene), anticorpul monoclonal anti-B7 (de exemplu, Innogetics), MEDI-507
(BioTransplant), si ABX-CBL (Abgenix).

in conformitate cu inventia, anticorpul dininventie se poate administra cu ligandul Fas
(Fas-L) sau cu un anticorp Fas care leaga Fas si traduce semnalul biologic care are ca
rezultat apoptoza. De preferinta, anticorpii Fas utilizati in conformitate cu aceastd metoda
sunt anticorpi monoclonali.

in anumite concretizéari, anticorpii din inventie se administreaza in combinatie cu
agenti antiretrovirali, cu inhibitori nucleozidici ai revers transcriptazei, cu inhibitori
nonnucleozidici ai revers transcriptazei, si/sau cu inhibitori proteazici. Inhibitorii nucleozidici
airevers transcriptazei, care se pot administra in combinatie cu anticorpii din inventie, includ,
dar nu se limiteaza la RETROVIR® (zidovudind/AZT) (Glaxo-Wellcome, Research Triangle
Park, NC), VIDEX® (didanozind/ddl) (Bristol-Myers Squibb, New York), HIVID®
(zalcitabind/ddC) (Roche, Nutley, New Jersey), ZERIT® (stavudina) (Bristol-Myers Squibb).
Inhibitorii nonnucleozidici ai revers transcriptazei, care se pot administra in combinatie cu
anticorpii din inventie, includ, dar nu se limiteaza la VIRAMUNE® (nevirapina) (Boehringer
Ingelheim/Roxanne, Columbus, Ohio), RESCRIPTOR® (delavirdind) (Pharmacia & Upjohn
Company, Kalamazoo, Michigan), si SUSTIVA® (evafirenz) (Bristol-Myers Squibb).

Inhibitorii proteazici care se pot administra in combinatie cu anticorpii din inventie
includ, dar nu se limiteaza la CRIXIVAN® (indinavir sulfat) (Merck & Company, Whitehouse
Station, NJ), NORVIR® (ritonavir) (Abbott Laboratories, Chicago, IL), INVIRASE®
(saquinavir) (Roche Pharmaceuticals, Nutley, NJ), si VIRACEPT® (nelfinavir) (Agouron
Pharmaceuticals, SanDiego, CA). intr-una din concretizarile specifice, agentii antiretrovirali,
inhibitorii nucleozidici ai revers transcriptazei, inhibitorii nonnucleozidici ai revers
transcriptazei, si/sau inhibitorii proteazici se pot utiliza in orice combinatie cu compozitii ale
inventiei, pentru a trata SIDA si/sau pentru a preveni sau trata infectia cu HIV.
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in alte concretizari, anticorpul din inventie se poate administra in combinatie cu agenti
de infectie antioportunisti. Agentii antioportunisti, care se pot administra in combinatie cu
compozitile din inventie, includ, dar nu se limiteazd la trimetoprim-pentamidina,
sulfametoxazol, DAPSONE® (Jacobus Pharmaceuticals, Princeton, NJ), ATOVAQUONE®
(Glaxo Smith Kline, Research Triangle Park, NC), ISONIAZID® (CIBA Pharmaceuticals,
Summit, NJ), RIFADIN® (rifampind) (Hoechst-Marrion-Roussel, Kansas City, MO),
PYRAZINAMIDE® (Ledelrle, Pearl River, NY), BIAXIN® (claritromicind) (Abbott Laboratories,
Chicago, IL), ETHAMBUTOL® (Ledeirle, Peari River, NY), RIFABUTIN® (Pharmacia &
Upjohn Company, Kalamazoo, MI), AZITHROMYCIN® (Pfizer Inc., New York, NY),
GANCICLOVIR® (Roche Pharmaceuticals, Nutley, NJ), FOSCARNET® (Astra,
Westborough, MA), CIDOFOVIR® (Gilead Sciences, Foster City, CA), KETOCONAZOLE®
(Janssen, Titusville, NJ), FLUCONAZOLE® (Pfizer Inc., New York, NY), ITRACONAZOLE®
(Janssen, Titusviile, NJ), ACYCLOVIR® (Glaxo-Welfcome, Research Triangle Park, NC),
FAMCICOLCIR® (SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Pittsburgh, PA), pirimetamina,
leucovorina, NEUPOGEN® (filgrastim/GM-CSF) (Amgen, Thousand Oaks, CA), si
LEUKINE® (sargramostim/GM-CSF) (Immunex, Seattle, WA).

intr-o concretizare specifica, anticorpul din inventie se utilizeaza in orice combinatie
cu trimetoprim-sulfametoxazol si/sau cu atovaquona, dapsona, pentamidina, pentru a trata
profilactic si/sau pentru a preveni o infectie oportunista a plamanilor cu Pneumocystis carinii.

intr-o altd concretizare specifica, anticorpul din inventie se utilizeazd in orice
combinatie cu izoniazida, RIFADIN® (Merrel Dow Pharmaceuticals, Cincinnati, Ohio),
pirazinamida, si/sau etambutol pentru a trata profilactic si/sau a preveni o infectie oportunista
complexa cu Mycobacterium avium. intr-o altd concretizare specificd, anticorpul din inventie
se utilizeaza in orice combinatie cu rifabuting, claritromicina, si/sau azitromicina pentru a
trata profilactic si/sau a preveni o infectie oportunista cu Mycobacterium tuberculosis. Intr-o
altd concretizare specifica, anticorpul din inventie se utilizeaz& in orice combinatie cu
ganciclovir, foscarnet si/sau cidofovir, pentru a trata profilactic si/sau a preveni o infectie
oportunista cu citomegalovirus. Intr-o altd concretizare specifica, anticorpul din inventie se
utilizeaza in orice combinatie cu fluconazol, traconazol, si/sau ketoconazol, pentru a trata
profilactic si/sau pentru a preveni o infectie oportunistd cu fungi. intr-o altd concretizare
specifica, anticorpul din inventie se utilizeaza in combinatie cu aciclovir si/sau famciclovir,
pentru a trata profilactic si/sau pentru a preveni o infectie oportunista cu virus herpes simplex
de tip | si/sau de tip I1. intr-o altd concretizare specifica, anticorpul din inventie se utilizeaza
in orice combinatie cu pirimetamina si/sau cu leucovorina, pentru a trata profilactic si/sau
pentru a preveni o infectie oportunistd cu Toxoplasma gondii. intr-o altd concretizare
specifica, anticorpul din inventie se utilizeaza in orice combinatie cu leucovorin si/sau cu
NEUPOGEN® (Amgen, Thousand Oaks, CA), pentru a trata profilactic si/sau pentru a
preveni o infectie oportunista bacteriana.

intr-o concretizare suplimentara, anticorpul din inventie se administreazd in
combinatie cu un agent antiviral. Agentii antivirali care se pot administra includ, dar nu se
limiteaza la aciclovir, ribaviring, amantadina si remantidina.

Intr-o concretizare suplimentara, anticorpul din inventie se administreaza in com-
binatie cu un agent antibacterian. Agentii antibacterieni care se pot administra cu compozitia
din inventie includ, dar nu se limiteaza la amoxicilind, aminoglicozide, betalactame
(glicopeptide), betalactamaze, clindamicina, cloramfenicol, cefalosporine, ciprofloxacina,
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eritromicing, flurochinolone, macrolide, metronidazol, peniciline, chinolone, ritempina,
streptomicina, sulfonamida, tetracicline, trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol si
vancomicina.

Agentii imunosupresivi, nespecifici, conventionali, care se pot administra in
combinatie cu anticorpul din inventie includ, dar nu se limiteaza la steroizi, ciclosporina,
analogi de ciclosporind, ciclofosfamida, metilprednisona, prednisona, azatioprina, FK-506
(Fujisawa Pharmaceuticals, Deerfield, IL), 15-deoxispergualing, si alti agenti imunosupresivi
care actioneaza prin deprimarea functiei de raspuns a celulelor imunitare (incluzand, de
exemplu, celulele T), direct (de exemplu, prin actiunea asupra celulei imunitare) sau indirect
(prin actiunea asupra altor celule mediatoare).

in concretizéri specifice, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu
agenti imunodepresivi. Preparatele imunodepresive care se pot administra in combinatie cu
anticorpul din inventie includ, dar nu se limiteazé la ORTHOCLONE® (OKT3) (Ortho Biotech,
Raritan, NJ), SANDIMMUNE® ORAL (ciclosporina) (Sandoz Pharmaceuticals, Hanover, NJ),
PROGRAF® (tacrolimus) (Fujisawa Pharmaceuticals, Deerfield, IL), CELLCEPT®
(micofenolat) (Roche Pharmaceuticals, Nutley, NJ), azatioprind, glucosteroizi, si
RAPAMUNE® (sirolimus) (Wyeth, Collegeville, PA). intr-o concretizare specifica, imuno-
deprimantii se pot utiliza in combinatie cu anticorpul pentru a preveni respingerea
transplantului de organ sau de maduva osoasa.

Intr-o concretizare suplimentara, anticorpul din inventie se administreaza singur sau
in combinatie cu unul sau mai multe preparate intravenoase de imunoglobulina. Preparatele
intravenoase de imunoglobuling, care se pot administra cu anticorpul dininventie, includ, dar
nu se limiteaza la GAMMARE® (Centeon, Kankakee, IL), IVEEGAM® (Immuno-US Inc.,
Rochester, MI), SANDOGLOBULFN® (Sandoz Pharmaceuticals, Hanover, NJ),
GAMMAGARD® (Baxter Healthcare, Glendale, CA), si GAMIMUNE® (Bayer Biological, West
Haven, CT). intr-o concretizare specifica, anticorpul din inventie se administreaza in
combinatie cu preparate de imunoglobulind intravenoase in terapia de transplant (de
exemplu, transplant de maduva osoasa).

Intr-o concretizare suplimentara, anticorpul din inventie se administreaza singur sau
in combinatie cu un agent antiinflamator. Agentii antiinflamatori care se pot administra cu
compozitiile din inventie includ, dar nu se limiteaza la glucocorticoizi si agenti antiinflamatori
nesteroidieni, derivati de acizi aminoarilcarboxilici, derivati de acid arilacetic, derivati de acid
arilbutiric, acizi arilcarboxilici, derivati de acizi arilpropionic, pirazoli, pirazolone, derivati de
acid salicilic, tiazincarboxamide, acid e-acetamidocaproic, S-adenozilmetionina, acid 3-
amino-4-hidroxibutiric, amixetrina, bendazac, benzidiamina, bucoloma, difenpiramida, ditazol,
emorfazond, guaiazulena, nabumetond, nimesulida, orgoteind, oxaceprol, paraniling,
perisoxal, pifoxima, proquazona, proxazol si tenidap.

intr-una dintre concretizari, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu
o terapie steroidica. Steroizii care se pot administra in combinatie includ metilprednisolona
(de exemplu, IV metilprednisolona). intr-o concretizare specifica, anticorpul din inventie se
administreaz& in combinatie cu prednisona. intr-o concretizare suplimentara specifica, anti-
corpul dininventie se administreaza in combinatie cu prednisona $i cu un agentimunodepre-
siv. Agentii imunodepresivi care se pot administra cu prednisona sunt cei descrigi aici, Si
includ, dar nu se limiteaza la azatiopring, ciclofosfamida, si ciclofosfamida IV. Intr-o concre-
tizare specifica, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu metilprednisolona.
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intr-o concretizare suplimentard specifica, anticorpul din inventie se administreaza in
combinatie cu metilprednisolona si un agentimunodepresiv. Agentii imunodepresivi care se
pot administra cu metilprednisolona sunt cei descrisi aici, $i includ, dar nu se limiteaza la
azatioprina, ciclofosfamida, si ciclofosfamida IV.

intr-o alta concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu un
antimalaric. Antimalaricii care se pot administra cu compozitiile din inventie includ, dar nu se
limiteaza la hidroxiclorochina, clorochina si/sau chinacrina.

intr-o altd concretizare suplimentard, anticorpul din inventie se administreaza in
combinatie cu un AINS. Optional, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu
unul, dou3, trei, patru, cinci, zece sau mai multe dintre urmatoarele medicamente: NRD-101
(Hoechst Marion Roussel, Kansas City, MQO), Diclofenac, (Dimethaid, Ontario, CN),
Oxaprozin potasic (Monsanto), Mecasermina (Chiron, Emeryville, CA), T-614 (Toyama),
Premefrexed disodic (Eli Lilly, Indianapolis, IN), Atreleuton (Abbott, Cicago, IL), Valdecoxib
(Monsanto), Eltenac (Byk Gulden, Melville, NY), Campat, AGM-1470 (Takeda, Lincolnshire,
IL), CDP-571 (Celltech, Rochester, NY), CM-101 (CarboMed, Nashville, TN), ML-3000
(Merck), CB-2431 (KS Biomedix, Surrey, UK), CBF, BS2 (KS Biomedix, Surrey, UK), terapia
cu gena |L-Ira (Valentis, Burligame, CA), JTE-522 (Japan Tobacco, Tokyo, Japonia),
Paclitaxel (Angiotech, Vancouver, BC), DW-166HC (Dong Wha, Seul, Coreea), Darbufelona
mesilat (Pfizer Inc., New York, NY), Receptorul TNF solubil 1 (sinergen; Amgen, Thousand
Oaks, CA), IPR 6001 (Institutul de Cercetari Farmaceutice, Institute for Pharmaceutical
Research), Trocade (Hoffman-La Roche, Nutley, NU), EF5 (Scotia Pharmaceuticals), BIIL-
284 (Boehringer Ingelheim, Ridgefield, CT), BIIF-1149 (Boeringer Ingelheim, Ridgefield, CT),
LEUKOVAX® (Inflammatics, Malvern, PA), MK-663 (Merck, Whitehouse Station, NJ), ST-
1482 (Sigma-Tau, Gaithersburg, MD), si Propionat de butixocort (Pfizer Inc., New York, NY).

intr-o alt& concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu unul
sau mai multe DMARD-uri. Astfel, se pot utiliza unul, dou3, trei, patru, cinci sau mai multe
dintre urmatoarele medicamente: metotrexat, leflunomida, edatrexat, epiroprim, iometrexol,
piritrexim, trimetrexat, brodimoprim, MX-68, acid N-[4-[3-(2,4-diamino-6,7-dihidro-5H-
ciclopenta[d]-pirimidin-5-il)propillbenzoil]-L-glutamic, acid N-[[5-[2-(2-amino-1,4,5,6,7,8-
hexahidro-4-oxipirirido[2, 3-d]-pirimidin-6-il)etil]-2-tienil]carbonil]-L-glutamic, acid (R)N-[[5-[2-(2-
amino-1,4,5,6,7,8-hexahidro-4-oxopirido[2, 3-d]-pirimidin-6-il)etil]-2-tienil]-carbonil] L-glutamic,
acid N-((2,4-diamino-3,4,5,6,7,8-hexahidropirido[2, 3-d]-pirimidin-6-il) etil)-2-tienilcarbonil-L-
glutamic, acid (S)-2-[[[4-carboxi-4-[[4-[[2,4-diamino-6-pteridinil)metillamino]benzoil]-
amino]butillJamino]carbonil]lbenzoic, acid N-[4-[3-(2,4-diamino-1H-pirolo[2,3-d]pirimidin-5-
il)propillbenzoil]-L-glutamic, 2,4-diamino-6-(N-(4-(fenilsulfonil)benzil)metilamino)chinazolina,
2,4-diamino-5-[4-[3-(4-aminofenil-4-sulfonilfenilamino) propoxi]-3,5-dimetoxibenzilpirimidina,
acid N-[4-[4-(2,4-diamino-5-pirimidinil)butillbenzoil-L-glutamic, acid N-[4-[3-(2,4-diamino-5-
pirimidinil) propillbenzoil-L-glutamic, acid N-[4-[2-(2,4-diamino-6-pteridinil)etil] benzoil-4-metilen-
DL-glutamic, si clorhidratul diamidei N-(1-metiletil-N'[3-(2,4,5-triclorfenoxi)propoxi]-
imidocarbonimidice (PS15), sulfasalazina, aurotiomalatul de sodiu, auranofina, ciclosporina,
penicilamina, azatioprina, un medicament antimalaric (de exemplu, cum este descris aici),
ciclofosfamida, clorambucilul, aurul, Enbrel (etanercept) (Wyeth-Ayerst Laboratories,
Philadelphia, PA), anticorpul anti TNF, si prednisolona. intr-o concretizare mai preferata,
anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu un antimalaric, metotrexat, anti-TNF,
Enbrel si/sau sulfasalazina.
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intr-o concretizare, anticorpul din inventie se administreazd in combinatie cu
metotrexatul. intr-o altd concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie
cu anticorpul anti-TNF. Intr-o alté concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in
combinatie cu metotrexatul si cu anticorpul anti-TNF sau cu anticorpul anti-Fas. Intr-o alta
concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu sulfasalazina. intr-o
altd concretizare specifica, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu
metotrexatul, cu anticorpul anti-TNF, cu anticorpul anti-Fas si cu sulfasalazina. intr-o alta
concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu Enbrel. intr-o alta
concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu Enbrel si metotrexat.
intr-o altd concretizare, anticorpul din inventie se administreaza in combinatie cu Enbrel,
metotrexat, sulfasalazina, leflunomida, etroricoxib, misoprostol/diclofenac sodic, valdecoxib,
tiracoxib, rofecoxib, celecoxib, galantamina, darbufelona mesilat, aceclofenac, ML-3000,
anakinra, hialuronat sodic, nimesulid, micofenolat mofetil, diacerein, sivelest sodic, deflazacort,
nalmefen clorhidrat, lexidronam de samariu-153 pentasodic, pentostatina, T-614, amipriloza
clorhidrat, rocepafant, ampiroxicam, prednisolona famesilat, meloxicam, diclofenac sodic,
lomoxicam, salazosulfapiridina, etodolac, flupirtind maleat, ebselen, tacrolimus hidrat,
nabumetond, cloprednol, piroxicam cinamat, proquazona, rimexolona, fenretinida, imidazol
hidroxibenzoat, droxicam, fentiazac, alfacalcidol, diacetat de halopredona, clorhidrat de
gusperimus, inozind pranobex, actarit, indometacin farnesil, mizoribina, acid tolfenamic,
diflunisal, piroxicam, oxaprozin, hialuronat sodic, bucilamina, ciclosporina, floctafening,
tenoxicam, palmitat de dexametazona, amfenac sodic, acemetacind, auranofina, lobenzarit
disodic, sau orice combinatie a acestora.

intr-o alta concretizare, anticorpul din inventie este administrat in combinatie cu Enbrel,
metotrexat si sulfasalazina. in alte concretizari, unul sau mai multi agenti antimalarici sunt
combinati cu una dintre combinatiile citate mai sus. intr-o concretizare particulara, anticorpul
dininventie se administreaza in combinatie cu un antimalaric (de exemplu, hidroxicloroching),
Enbrel, metotrexat si sulfasalazina. intr-o altd concretizare specifica, anticorpul din inventie
se administreaza in combinatie cu un antimalaric (de exemplu, hidroxicloroching),
sulfasalazing, anticorp anti-TNF si metotrexat.

intr-o alta concretizare, anticorpul din inventie este administrat in combinatie cu un
agent chemoterapeutic. Agentii chemoterapeutici care se pot administra cu compozitiile din
inventie includ, dar nu se limiteaza la derivati antibiotici (de exemplu, doxorubicina, bleomicina,
daunorubicina si dactinomicinay); antiestrogeni (de exemplu, tamoxifenul); antimetaboliti (de
exemplu, fluorouracilul, 5-FU, metotrexatul, floxuridina, interferonul alfa-2B, acidul glutamic,
plicamicina, mercaptopurina si 6-tioguanina); agenti citotoxici (de exemplu, carmustina, BCNU,
lomustina, CCNU, citozina arabinozida, ciclofosfamida, estramustina, hidroxiureea,
procarbazina, mitomicina, busulfanul, cisplatinul si sulfat de vincristing); hormoni (de exemplu,
medroxiprogesterona, fosfat sodic de estramustina, etinil estradiolul, estradiolul, acetat de
megestrol, metiltestosteronul, difosfatul de dietilstilbestrol, clortrianisenul si testolactona);
derivatii azotati din mustar (de exemplu, mefalen, clorambucil, mecloretamina (azotat din
mustar) si tiotepa); steroizi si combinatii (de exemplu, fosfat sodic de betametazona); si allii
(de exemplu, dicarbazing, asparaginaza, mitotant, sulfat de vincristind, sulfat de vinblastina,
si etoposida). Alti agenti chemoterapeutici includ, de exemplu, CPT-11, deflunomida,
cicloheximida, si mitomicina.
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intr-o concretizare specifica, anticorpul din inventie este administrat in combinatie cu
CHORP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina si prednisona) sau cu orice combinatie de
componente ale CHOP. intr-o alté concretizare, anticorpul din inventie este administrat in
combinatie cu rituximab. intr-o concretizare suplimentara, anticorpul din inventie este
administrat in combinatie cu rituximab si CHOP sau cu rituxmab si orice combinatie a
componentelor CHOP.

intr-o concretizare suplimentar, anticorpul din inventie este administrat in combinatie
cu citokine. Citokinele care se pot administra cu compozitiile din inventie includ, dar nu se
limiteaza la GM-CSF, G-CSF, IL-lalfa, IL-Ibeta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, anti-CD40,
CD40L, IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gama, TNF-alfa, si TNF-beta.

intr-o concretizare suplimentar, anticorpul din inventie este administrat in combinatie
cu factori de crestere hematopoietica. Factorii de crestere hematopoietica care se pot
administra cu compozitile din inventie includ, dar nu se limiteaza la LEUKINE®
(sargramostim) si NEUPOGEN® (filgrast).

in concretizari suplimentare, anticorpul din inventie este administrat in combinatie cu
unul sau mai multe regimuri terapeutice sau profilactice, cum ar fi, de exemplu, terapia cu
radiatii.

Dupa cum se utilizeaza peste tot, un ,agent terapeutic” este un compus sau o
compozitie eficace in ameliorarea unei stari patologice. Exemple ilustrative de agent
terapeutic includ un compus anticanceros, membri ai familiei TNF, agenti antiinflamatori,
agenti antivirali, agenti antiretrovirali, agenti antioportunigti, antibiotice, agenti imuno-
depresivi, imunoglobuline, agenti antimalarici, medicamente antireumatice care modifica
boala (DMARD-uri), citokine, chemokine, factori de crestere, si anticorpi secundari care
promoveaza apoptoza celulelor tinta.

Un compus anticancerigen sau un agent chemoterapeutic este un compus sau o
compozitie care este eficace in inhibarea sau stoparea cresterii celulelor cu crestere
anormald. De aceea, un astfel de agent poate fi utilizat din punct de vedere terapeutic,
pentru a trata cancerul, la fel ca si alte boli caracterizate de cresterea anormala a celulelor.
O cantitate farmaceutic eficace de compus anticancerigen este o cantitate administrata la
un individ, suficientd pentru a produce inhibitia sau stoparea cresterii anormale a celulelor.
Exemple ilustrative de compusi anticancerigeni includ: bleomicina, carboplatinul,
clorambucilul, cisplatinul, colchicina, ciclofosfamida, daunorubicina, dactinomicina,
dietilstilbestrolul, doxorubicina, etoposida, 5-fluoruracilul, floxuridina, melfalanul,
metotrexatul, mitomicina, 6-mercaptopurina, teniposida, 6-tioguanina, vincristina gi
vinblastina. Exemple suplimentare de compusi anticancerigeni si agenti terapeutici se gasesc
in The Merck Manual of Diagnosis and Therapy (Manualul Merck de diagnoza si terapie),
editia a 15-a, editori Berkow et al., 1987, Rahway, N. J. si Sladek et al., Metabolism and
Action of Anti-Cancer Drugs (Metabolismul si actiunea medicamentelor anticanceroase),
1987, editori Powis et al., Taylor si Francis, New York, N. Y.

Anticorpii din inventia de fatd se mai pot combina cu alte terapii, cum ar fi
chemoterapia si/sau radioterapia, in tratamentul malignitatii, si eficacitatea terapeutica poate
fi imbunatatita cu ajutorul compusilor inductori ai apoptozei, cum ar fi bisindolilmaleimida VII|
(BisVIIl) sau alti agenti sensibilizatori, cum ar fi SN-50 sau LY294002. Astfel, intr-una dintre
concretizari, anticorpul sau anticorpii din inventia de fatd se pot combina cu BisVIII sau cu
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altagent sensibilizator si cu un agent chemoterapeutic (de exemplu, Adriamicina, Etoposida,
Topetecanul, Taxoterul sau Paclitaxelul). intr-o altd concretizare, anticorpul sau anticorpii din
inventia de fatd se pot combina cu un medicament antiinflamator nesteroidian (de exemplu,
sulindac sulfura au alti inhibitori COX-1 sau COCS-2), cu un agent chemoterapeutic (de
exemplu, Adriamicina, Etoposida, Topetecanul, Taxoterul sau Paclitaxelul). in tratamentul
altor boli, de exemplu, bolile autoimune si antiinflamatorii, se mai pot utiliza si combinatii de
tratamente. De exemplu, un anticorp se poate administra in combinatie cu alti agenti
terapeutici, cum ar fi afentii antiinflamatori, DMARD-uri, agenti chemoterapeutici, metotrexat,
bisindoliimaleimida VIII sau alti agenti sensibilizatori si altii asemenea. Radioterapia poate
fi de asemenea combinata cu alti agenti terapeutici in tratamentul bolilor inflamatorii si auto-
imune. Cineva cu calificare in domeniu va adapta forma de radioterapie la boala inflamatorie
sau autoimuna specifica (de exemplu, sinovectomia prin iradiere, in tratamentul artritei).

Terapia care utilizeazd un anticorp din inventia de fatd poate fi de asemenea
combinata cu terapia care utilizeaza alt anticorp. De exemplu, anticorpul fatd de DR5 poate
fi administrat unui subiect care are nevoie de acesta, impreuna cu, inainte de sau consecutiv
administrarii unui anticorp fata de DR4, TNF, B7, ligand CD40, CD40, CD20 (de exemplu,
rituximab), Fas sau o combinatie a acestora. O asemenea terapie cu anticorpi combinata
poate fi suplimentar combinata cu administrarea unuia sau cu a mai multor agenti terapeutici
(de exemplu, chemoterapeutici, doxorubicing, si/sau metotrexat), radioterapie sau ambele.

Astfel, inventia furnizeaza o metoda de inductie selectiva a apoptozei sau de inhibitie
a proliferarii in celulele tinta care exprima DR5, cuprinzand etapele de: a. punere in contact
a celulelor tinta cu o cantitate terapeutica de anticorp care leaga specific un receptor DR5
TRAIL, in care anticorpul mentionat, in forma sa solubild, are activitate de inductie a
apoptozei in vivo si in vitro, a celulelor tintd care exprima DRS, si b. punerea in contact a
celulelor tinté cu o cantitate terapeutica dintr-unul sau mai multi agenti terapeutici. intr-una
dintre concretizari, una sau ambele etape de punere in contact se realizeaza optional in vivo.
Intr-o altd concretizare, una sau ambele etape de punere in contact se realizeaza optional
in vitro. Celulele {inta pot fi selectate din celule care prezinta dereglari ale sistemului de
apoptoza, neutrofile, limfocite activate sau alte celule imunitare activate (de exemplu, celule
limfoide si mieloide), celule infectate viral si celule sinoviale care prolifereaza anormal (de
exemplu, celule sinoviale de poliartritd reumatoida, incluzand celule inflamatorii sinoviale,
celule mieloide si limfoide activate in sinoviu, sinoviocite asemanatoare macrofagelor, si
sinoviocite asemanatoare cu fibroblastii) ale bolilor autoimune. Comparativ cu anticorpul anti-
DRS5 publicat anterior (T. S. Griffith, C. T. Rauch, P. J. Smolak, J. Y. Waugh, N. Boiani, D.
H. Lynch, C. A. Smith, R. G. Goodwin, M. Z. Kubin, J. Immunology, 1999, 162: 2597-2605),
activitatea inductoare a apoptozei anticorpului demonstrativ TRA-8 din inventia de fata este
foarte puternica si este capabila de a induce apoptoza celulelor Jurkat, la niveluri de pg/mi
in vitro si demonstreaza o activitate tumoricida in vivo superioara, comparativ cu TRAIL
solubil raportat anterior. Administrarea intravenoasa a unei doze unice de TRA-8 este
suficientd pentru a inhiba cresterea atat a celulelor de tumori solide, cat si a celulelor de
tumori hematopoietice, in timp ce inductia regresiei tumorale in vivo cu TRAIL solubil
necesita o doza mult mai mare (500 pg in fiecare zi, timp de 10 zile). Anticorpii receptorilor
anti-TRAIL din inventia de fata apar a fi la fel de siguri ca si TRAIL solubil, deoarece
anticorpul exemplar TRA-8 nu induce apoptoza celulelor fibroblasfice netransformate.
Rezultate similare au fost observate cu anticorpii DR4.
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Vectorii inventiei de fatd includ o secventd de acid nucleic care codifica o
imunoglobulina cu lant greu sau ugor, a unui anticorp DR5 sau DR4 care este legat in mod
operabil la un element reglator, cum ar fi un promotor sau un amplificator. Termenul ,legat
inmod operabil" se referalaun aranjament de secvente de nucleotide, configurat astfel incat
acestea sa isi realizeze functia lor obisnuitd. Astfel, un element reglator, legat in mod
operabil la o secventa de nucleotide care codifica o polipeptida, este capabil de a directiona
transcriptia, replicarea si/sau translatia polipeptidei. Cei cu calificare in domeniu vor
recunoaste ca un vector unic va include optional secvente de codificare atat pentru
imunoglobulina cu lant greu, cét si pentru cea cu lant usor ale unui anticorp DR5 sau DR4.
Intr-una dintre concretizari, vectorii codifici imunoglobuline umanizate cu lant greu sau usor.

Exemplele care urmeaza sunt expuse mai jos, pentru a ilustra metodele si rezultatele
conforme cu inventia de fata. Aceste exemple nu se intentioneaza sa includa toate aspectele
inventiei de fatd, ci mai degraba sa ilustreze metodele si rezultatele reprezentative.
Exemplele nu se intentioneaza sa excluda echivalentele si variantele inventiei de fata, care
sunt usor de recunoscut pentru cineva cu calificare in domeniu.

Exemplul 1. Prepararea antigenului DR5

1.1. Clonarea cADN al DR5

ADN-ul care codifica proteina umana DR5, este clonat prin urmatoarea metoda RT-
PCR, utilizand:

a. Matrita

ARN total din celulele HelLa este extras, utilizadnd reactivul TRIzol (GIBCO BRL).
Matrita pentru cADN-ul utilizat in reactia PCR, care se obtine prin utilizarea trusei de sinteza
a cADN-ului First-Strand (Amersham Pharmacia Biotech), in conformitate cu manualul de
instructiuni furnizat cu trusa.

b. Primeri PCR

Se sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri oligonucleotidici:

5'-gacgatgcccgatctactttaaggg-3' (DR5p1: SECV. ID. Nr. 1);

5'-ccactgggtgatgttggatggg-3' (DR5p2: SECV. ID. Nr. 2);

Daca nu se specifica altceva, toate oligonucleotidele din aceste exemple sunt
sintetizate de catre Lifetechnologies. Toate nucleotidele sunt depozitate la -20°C, dupa ce
au fost dizolvate in apa distilata.

¢. Reactia PCR

Compozitia solutiei de reactie:

- matrita cADN 5 pl din totalul de 33 pl al reactiei;

- primerul DR5p1 10 pmoli;

- primerul DR5p2 10 pmoli;

- tampon PCR concentrat de 10x (furnizat cu trusa) 10 pl;

- ANTP-uri (fiecare 2,5 mM) 4 ul, si

- polimeraza Taq (Promega) 5 unitati.

Se adauga, la solutie, apa distilata sterila, la un volum total de 100 pl. Daca nu se
specifica altceva, dNTP-urile sunt un amestec echimolar de dATP, dCTP, dGTP si dTTP
(2,5 mM fiecare).
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Reactia PCR este dirijatéd dupa cum urmeaza. Solutia este intai incalzita la 94°C, timp
de 2 min, dupa care un ciclu de incalzire la 94°C, timp de 30 s, la 52°C, timp de 1 min, si la
72°C, timp de 3 min, se repeta de 40 de ori. Dupa terminarea acestei proceduri, solutia de
reactie se incalzeste la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate, astfel obtinute, se separa pe un gel de agaroza 1%,
care contine 0,25 pg/ml bromura de etidiu. Benzile determinate a contine fragmentele de
ADN dorite sunt taiate, utilizdnd o lama de ras, iar ADN-ul este recuperat din acestea,
utilizand trusa Gene Clean (BIO101). Fragmentul de ADN este clonat, utilizand trusa de
clonare TA Cloning (Invitrogen, CA). Aceasta se realizeaza dupa cum urmeaza.

Fragmentul de ADN recuperat din solutia reactiei PCR, impreuna cu 50 ng de vector
pCR2.1, care este furnizat cu ajutorul trusei de clonare TA Cloning, se amesteca cu 1 ul de
tampon de reactie a ligazei 10X (6 mM Tris-HCI (pH 7,5), 6 mM clorura de magneziu, 5 mM
clorura de sodiu, 7 mM B-mercaptoetanol, 0,1 mM ATP, 2 mM DTT, 1 mM spermidina, si
0,1 mg/ml albumina serica bovina), la care au fost adaugate 4 unitati de ADN ligaza T4 (1 ul).
Volumul total al amestecului este ajustat, la 10 yl, cu apa deionizatd sterild, iar solutia de
ligaza rezultata este incubata la 14°C, timp de 15 h. Dupa acest timp, 2 pl de solutie din
reactia ligazei se adauga la 50 pl de tulpind TOP10F' competenta de E. coli, care este adusa
in reactie cu ajutorul trusei de clonare TA, si este adusa la starea de competenta in acord
cu manualul de instructiuni, la care s-au adaugat 2 pl de 0,5 M B-mercaptoetanol, iar
amestecul rezultat se mentine pe gheata, timp de 30 min, apoi la 42°C, timp de 30 s si din
nou pe gheata, timp de 5 min. In etapa urmatoare, se adauga in culturd 500 pl de mediu care
contine 2% v/v triptona, 0,5/gr/v extract de drojdie, 0,05% gr/v clorura de sodiu, 2,5 mM
clorura de potasiu, 1 mM cloruréa de magneziu, si 20 mM glucoza (la care se va face referire
in continuare ca mediu ,SOC"), iar amestecul se incubeaza timp de o ora la 37°C, cu agitare.
Dupa acest timp, cultura este imprastiata pe o placa de agar cu bulion L (1% v/v triptona,
0,5% gr/v extract de drojdie, 0,5% gr/v clorura de sodiu, 0,1% gr/v glucoza, si 0,6% gr/v
bacto-agar (Difco)), continand 100 pg/ml. Coloniile rezistente la ampiciling, care apar pe
placa, sunt selectionate si indepartate prin rdzuire cu o ansa de transfer din platina si sunt
cultivate pe un mediu de bulion L care contine 100 pug/ml ampicilind la 37°C, peste noapte,
agitand la 200 rpm. Dupa incubare, celulele sunt recoltate prin centrifugare, din care se
prepara plasmidul ADN, prin metoda alcalind. Fragmentul EcoRI-EcoRI DR5cADN, din
plasmida astfel obtinuta, este subclonat in plasmida pcADN3 (Invitrogen, CA). intreaga
lungime a genei DR5 din pcADN3 este secventiata si se potriveste cu secventa publicata.
Plasmida astfel obtinuta este desemnata ca plasmida pcADN3-DR5.

1.2. Construirea vectorului de expresie a DR5-IgG

Pentru a obtine o forma solubild a DR5 uman fard domeniul transmembranar, se
construieste un vector plasmidian de expresie. Acest vector este desemnat sa codifice o
proteind de fuziune care contine domeniul extracelular al DR5 uman, fuzionat cu ADN Fc
IgG1 (J. Chengetal., 1994, Science, 263, 1759-1762 ). ADN-ul care codificad DR5 uman fara
domeniul transmembranar, se obtine prin reactia PCR care urmeaza.

a. Matrita

Matrita pentru reactia PCR a utilizat pcADN3-DRS.

b. Primeri PCR

Se sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri de oligonucleotide:

5'-gacgatgcccgatctactttaaggg-3' (DR5p1: SECV ID nr. 1).
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5'-ggatccgtggacacattcgatgtc-3' (DR5p3: SECV ID nr. 3).

Daca nu se specifica altceva, toate oligonucleotidele din aceste exemple sunt
sintetizate de catre Lifetechnologies. Toate nuclectidele sunt depozitate la -20°C, dupa ce
au fost dizolvate in apa distilata.

¢. Reactia PCR

Reactia PCR are loc. iar ADN-ul amplificat se izoleaza ca in exemplul 1.1 (c).

Plasmida astfel obtinutd este denumité plasmida pCR-ADRS. Fragmentul BamHI-
EcoRlI, care codifica fragmentul Fc uman care se recupereaza din pmFas-hlgGIFc, este
subclonatin situsurile de multiclonare BamHlI si EcoRlI ale pcADN3. Plasmida astfel obtinuta
se denumeste pcADNFc. Mai departe, fragmentul BamHI- BamHI, care codifica regiunea
solubilda a DR5 uman care este recuperat din pCR-ADRS5, este subclonat in situsul BamHI
al plasmidei pcADNFc. Plasmida astfel obtinuté se denumeste pcDNAADRS-Fc. Fragmentul
EcoRl, care codifica regiunea uman solubild a Fc a IgG DR5 uman care este recuperat din
plasmida pcDNAADRS5-Fc¢, este stopat, utilizand fragmentul Klenow al ADN polimerazei
(GIBCO BRL) si apoi subclonandu-I in vectorul vehicul pAACMV5 (Quantum Biotechnologies
Inc., Canada) care este stopat dupa taierea cu BamHI. Plasmida astfel obtinuta este
denumitad pAdADRS5-Fc.

1.3. Expresia $i purificarea proteinei de fuziune DR5-IgG1 umane

Celulele QBI-293A (furnizate cu trusa ADENO-Quest) sunt cotransfectate cu
pAdADRS-Fc si cu ADN viral QBI (furnizat cu trusa ADENO-Quest), utilizand trusa ADENO-
Quest (Quantum Biotechnologies Inc., Canada), in conformitate cu manualul de utilizare.
Placile cu virus recombinat sunt cultivate si analizate pentru exprimarea proteinei de fuziune
DR5-IgG prin analiza ELISA a supenatantului. Placile pozitive sunt amplificate in celulele
QBI-293A si sunt depozitate la -80°C ca stoc de virus. Cincizeci de vase (150 mm) cu celule
QBI-293A sunt transfectate cu virusul recombinat pAdADR5-Fc la 10 m.o.i. (multiplicitate a
infectiei). Mediile de cultura sunt recoltate dupa o transfectie de 48 h.

Celulele transfectate avand gena DR5-IgG sunt crescute la o densitate de celule de
1 x 10° celule/ml, prin incubare in 500 ml de mediu DMEM (GIBCO), care contine 10% v/v
FCS, la 37°C, intr-o atmosfera de 5% v/v CO,, timp de 2 zile. Cultura este apoi centrifugata
(1000 r.p.m., 5 min) si supernatantul se colecteaza. Purificarea DR5-IgG din supernatant se
realizeaza, utilizand cromatografia de afinitate ProteinA-Sepharose CL-4B (Pharmacia), in
urmatoarele conditii:

- coloana: coloana ProteinA-Sepharose CL-4B (dimensiunea coloanei 2 ml;
Pharmacia);

- tampon de eluare: 0,1 M glicina (pH 2,4), 0,15 M NaCl;

- tampon de neutralizare: 1M Tris-HCI (pH 8,5).

Dupa ce tot supernatantul este aplicat pe coloana, aceasta se spala de trei ori cu
20 ml PBS si apoi se adauga 1 ml tampon de elutie de 10 ori. Se mésoara densitatea optica
a fiecarei fractii eluate (1 ml). A doua fractie pana la a cincea fractie (cu DO,g,>0,1) se
colecteaza si dupa adaugarea a 100 yl de tampon de neutralizare, eluatele se plaseaza
separat in tuburi de dializa, iar eluatele se dializeaza fata de un litru de PBS (pH 7,5) la4°C,
tamponul de analiza fiind schimbat de doua ori.

Eluatelor li se analizeaza apoi exprimarea produsului gena DR5-IgG prin ELISA. Mai
intai, 100 yl din fiecare fractie se plaseaza separat in godeurile unei placi cu 96 godeuri
(Costar) si se incubeaza la 37°C, timp de o ord. Dupa acest timp, solutia din godeu se
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indeparteaza, iar placa se spala de 3 ori cu 100 pl/godeu de PBS care contine 0,1% v/v
Tween 20 (la care se va face referire de acum inainte ca ,,PBS-Tween"). Dupa spalare, PBS
care contine albumina serica bovina 2% gr/v (la care se va face referire de acum inainte ca
,BSA") se adauga in cantitati de 100 pl/godeu, iar placa este apoi incubata la 37°C, timp de
o ora. Dupa acest timp, godeurile se spala de inca 3 ori cu PBS-Tween 100 pl/godeu, dupa
care, se adauga, in fiecare godeu, 100 pl/godeu de solutie de anticorp monoclonal 1IgG1
antiuman, diluat de 1000 de ori cu PBS-Tween, si placa este din nou incubata la 37°C, timp
de o ora. Godeurile sunt apoi spalate de trei ori cu PBS-Tween 100 pl/godeu. Se adauga
apoi un sistem de substrat lichid, format din 3,3',5,5'-tetrametil-benzidina (la care se vaface
referire de acum inainte ca , TMB”) (Sigma), in cantitate de 100 uyl/godeu si placa este |asata
sa stea la temperatura camerei, timp de 5 min si apoi reactia se stopeaza, prin adaugare de
H,SO, 0,2 N, 100 pl/godeu. Absorbanta fiecarui godeu se citeste la 450 nm, pentru a estima
concentratia de anticorp legat, utilizand absorbanta la 650 nm, ca citire martor. Absorbanta
se masoara, utilizand un cititor microplaca (Molecular Devices). Productia de DR5-IgG1 este
confirmatd, utilizdnd metoda ELISA. Masa moleculara a proteinei de fuziune DR5-1gG1
exprimate este determinata, utilizadnd analiza Western blot, in care mAc IgG1 antiuman este
utilizat pentru a detecta anticorpul pe gel. Masa moleculara a proteinei de fuziune DR5-IgG1
exprimata este de aproximativ 50 kDa, puritatea obtinuta fiind mai mare de 90%, dupa cum
s-a evaluat prin analiza SDS-PAGE si prin detectia proteinei prin colorare cu albastru
Coomassie.

Exemplul 2. Generarea anticorpilor monoclonali impotriva DRS uman

2.1. Imunizarea

Soareci femele, Balb/c (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), in vérsta de 6-8
saptamani, se imunizeaza cu proteina de fuziune DR5/hlgG1 umana, purificata prin afinitate.
Pentruimunizareainitiald, proteina de fuziune (50 pg) se emulsioneaza in adjuvantul Freund
complet (Difco, Detroit, MI). Soarecii sunt apoi revaccinati cu patru injectii de 50 ug de
proteina de fuziune, administrata fara adjuvant, din douain douazile. La trei zile dupa ultima
injectie, limfocite din nodulii limfatici locali sunt fuzionate cu celule de mielom NS-1, iar
hibridoamele se cultiva in medii F104, suplimentate cu ser fetal de vitel 10%. Hibridoamele
pozitive sunt selectate prin ELISA, in care placile sunt acoperite fie cu 1 uyg/ml DR5/higG1,
fie cu aceeasi cantitate de Fas/hlgG1, ca martor. Izotipul hibridoamelor se determina prin
ELISA, utilizadnd o lista de anticorpi de capra cu izotip IgG specific de soarece (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL). Anticorpii monoclonali sunt purificati prin cromatografie de
afinitate, utilizadnd IgG1 de soarece imobilizata sau proteina G (Sigma).

2.2. Fuziunea celulara

in a treia zi dupa vaccinare, nodulii limfatici locali se indeparteaza de la soarece si
se plaseaza in 10 ml mediu RPMI 1640, fara ser (GIBCO BRL), continand 50 unitati/ml
penicilind, 50 pg/ml streptomicing, si 300 pg/ml acid L-glutamic, si sunt dezintegrati prin
trecerea organului printr-o sita (Cell Strainer, Falcon), utilizdnd o spatuld. Suspensia de
celule rezultatd este centrifugatd, pentru a transforma in peleta celulele de noduli limfatici,
care sunt apoi spalate de doua ori cu mediu RPMI fara ser. Celulele spalate sunt apoi
resuspendate in mediu RPMI fara ser si sunt numarate.

intre timp, celule de mielom NS1 (American Type Culture Collection TIB-18) au fost
crescute la o densitate celulard care nu depaseste 1x10° celule/ml, in mediu ASF104

41

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 123525 B1

(Ajinomoto, K.K.) care contine 10% v/v FCS (Gibco BRL) (,mediu ASF cu ser") la 37°C sub
5% v/v CO,, si acestea sunt dezintegrate in acelasgi mod, spalate, resuspendate si numarate.

O cantitate de suspensie de celule NS1, calculata pentru a contine 3x10” celule, se
amesteca cu o cantitate de suspensie de celule de splina, calculata pentru a contine 3x10°
celule. Amestecul rezultat este centrifugat, iar supernatantul este aruncat. Sunt efectuate
etapele care urmeaza, mentinand in tot acest timp tubul de plastic care contine peleta la
37°C, intr-un recipient cu apa calda.

1 ml polietilenglicol 1500 50% (gr/v) (Boeringer Manheim) este apoi adaugat incet in
tub, agitdnd mereu peleta, utilizadnd varful unei pipete. Ulterior, 1 ml de mediu RPMI fara ser,
preincalzit la 37°C, este adaugat incet, in 2 portiuni, urmat de addugarea a inca 7 ml mediu
RPMI fara ser. Amestecul rezultat este apoi centrifugat, supernatantul este aruncat si se
adauga 10 ml mediu HAT, continand 10% v/v FCS, agitand usor cu varful unei pipete. Se
adauga inca 20 ml mediu HAT, contindnd 10% v/v FCS, iar suspensia se disperseaza pe
placi de cultura cu 96 godeuri, la 100 pl/godeu si se incubeaza la 37°C, intr-o atmosfera de
5% v/iv CO,. Dupa 7 sau 8 zile, 100 pl/godeu mediu HAT proaspat sunt utilizati pentru a
inlocui mediul din godeurile care prezentau o nuanta galbuie. Celulele de fuziune din aceste
godeuri sunt clonate prin dilutie limitata, dupa cum este descris mai jos.

2.3. Clonarea prin dilutie limitativa

Timusuri de la soareci femele Balb/c (de la Japan SLC, Inc.) de 4 pana la 10 sapta-
mani sunt indepartate, dezintegrate pe o sita (Cell Strainer, Falcon), conform descrierii de
mai sus, iar celulele dezintegrate se spala de doua ori cu mediu HT care contine 10% v/v
FCS. O cantitate de celule de timus, corespunzand celor de la un soarece, este suspendata
in 30 ml de mediu HT, care contine 10% v/v FCS, pentru a produce o suspensie de celule
de hranire. Preparatul de celule de fuziune obtinut mai sus in exemplul 2.2 este diluat cu
aceasta suspensie de celule de hranire, de la 10 la 100 de ori, $i mai este diluata serial cu
suspensia de celule de hranire, pentru a obtine suspensii avand densitatile celulelor de
fuziune de 5, 1 si 0,5 celule/ml. Probele astfel preparate se disperseaza in godeurile unor
microplaci pentru culturi celulare cu 96 godeuri, intr-o cantitate de 100 pl/godeu si se incu-
beaza timp de 5 zile, la 37°C, intr-o atmosfera de CO, 5% v/v.

2.4. Screening-ul

Supernatantele de cultura ale hibridoamelor in crestere sunt analizate prin ELISA,
utilizand placi acoperite fie cu 1 ug/ml DR5/hIgG1, fie cu aceeasi cantitate de Fas/higG1 (J.
Cheng et al., 1994, Science, 263, 1759-1762 ) ca martor. Anticorpii legati sunt detectati,
utilizadnd imunoglobuline antisoarece conjugate cu peroxidaza de hrean (HRP) (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) cu TMB (Sigma, St. Louis, Ml) ca substrat. DR5/higG1
purificat la o concentratie de 1 uyg/ml sau aceeasi cantitate de Fas-hlgG1 se introduce in
godeurile de pe o placa cu benzi ELISA/RIA cu 96 godeuri (Costar, NY). Placa este
mentinutd la4°C, peste noapte, pentru a permite adsorbtia proteinei pe suprafata godeurilor.
Dupa acest timp, godeurile se descarca si fiecare godeu se spala de 3 ori cu PBS-Tween.
Apoi, se adauga 100 pl PBS, care contine 1% (gr/v) albumina serica bovina (A3803; Sigma
Chemicals Co.) in fiecare godeu, iar placa este incubata la 37°C, timp de o ora. Godeurile
sunt apoi spalate de inca 3 ori cu PBS-Tween si apoi se adauga, in fiecare godeu, 50 ul din
fiecare supernatant de cultura de la hibridoamele in crestere. Placa este apoi incubata la
37°C, timp de o or3, iar godeurile sunt din nou spalate de 4 ori cu PBS-Tween. Dupa spalare,
se adauga, in fiecare godeu, 50 ul anticorp imunoglobulina de capra antisoarece, marcat cu
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peroxidaza de hrean (Southern Biotechnology, Birmingham, AL), diluat de 1000 de ori cu
PBS, iar placa este incubata din nou la 37°C, timp de o ora, dupa care godeurile sunt din nou
spalate de 4 ori cu PBS-Tween. Se adauga apoi sistemul de substrat lichid (Sigma) 3,3',5,5'-
tetrametil-benzidina (TMB) intr-o cantitate de 100 ul/godeu, iar placa este lasata sa stea la
temperatura camerei timp de 5 min, iar apoi reactia este opritd prin adaugarea a
100 pl/godeu H,SO, 0,2N. Absorbanta fiecarui godeu se masoara la 450 nm (martor
650 nm), utilizdnd un cititor microplaca (Molecular Devices), iar celulele de fuziune se
selecteaza din proba care are absorbanta (450 nm-650 nm, valorile DO > 0,5) in mod clar
mai mari decéat ale celor in care nu s-a adaugat supernatant de celule de fuziune (valorile
DO = 0,03). Mai departe, supernatantele de la hibridoamele in crestere sunt de asemenea
analizate functional, prin masurarea activitatii de inductie a apoptozei, utilizand celule Jurkat.
50 pl de mediu RPMI, contindnd celule Jurkat (1000 celule per godeu), si 5 uM
bisindoliimaleimida VIII (BisVIII, Alexis, San Diego, CA) se adauga pe placi cu 96 godeuri,
in prezenta a 50 pl de supernatant de cultura de la hibridoamele in crestere. Celulele sunt
cultivate intr-un incubator umidificat la 37°C peste noapte. Apoptoza se determina prin
viabilitatea celulara, utilizadnd trusa ATPLite, conform instructiunilor fabricantului (Packard
Instruments), iar probele sunt numarate utilizdnd un TopCounter (Packard Instruments).

2.5. Legarea ELISA a TRAIL si TRA-8 la receptori

Placile pentru ELISA sunt acoperite cu 2 ug/ml proteina de fuziune DR4-Ig sau DR5-
Ig peste noapte. Dupa blocare cu BSA 3%, se adauga TRAIL-FLAG solubil sau TRA-8 in
concentratiile indicate si se incubeaza la 37°C, timp de o ora. Legarea TRAIL sau a TRA-8
se detecteaza cu ajutorul anticorpului anti-Flag conjugat cu HRP (Alexis) sau, respectiv, cu
IgG1 antimurin, conjugat cu HRP (Southern Biotechnology). Reactiile se dezvolta pe tampon
de substrat TMB si se masoara cu un cititor de referintd pentru microplaci (Benchmark
Microplate Reader) (BioRad). Valorile Kd se estimeaza cu ajutorul modelului de legare la un
situs de regresie neliniara, utilizadnd programul GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA). Pentru ELISA competitiva, se adauga 100 ng/ml TRAIL-FLAG si este incubat
in prezenta a diferite concentratii de TRA-8. Legarea TRAIL se determina ca mai sus.

2.6. Clonarea

Etapele descrise in exemplele 2.3 si 2.4 de mai sus se repeta de 5 ori pentru celulele
selectate in 2.4, prin aceasta permitand selectarea catorva clone de hibridom, fiecare dintre
acestea producand un singur anticorp care leaga DR5-1gG, dar care nu leaga Fas-IgG. Ca
rezultat al acestei proceduri de selectie, se obtine un hibridom soarece-soarece, denumit
TRA-8 si care produce un anticorp care se leaga la DR5-IgG, dar nu se leaga la Fas-IgG.
Acest hibridom, TRA-8, a fost depozitat in American Type Culture Collection (colectia
americana de tipuri de culturi) la data de 1 Martie 2000 si i s-a fost atribuit numarul de acces
Nr. PTA-1428.

Subclasa anticorpului produs de catre hibridomul soarece-soarece TRA-8 (lacare se
va face referire de acum inainte ca ,TRA-8") se demonstreaza a fi IgG1, k, dupa testare cu
o trusa de izotopi de anticorpi monoclonali (Pierce).

Utilizadnd ca imunogen proteina noastra de fuziune DR5-IgG1, sunt obtinute sapte
clone de hibridom prin analiza ELISA initiala, toate acestea fiind puternic pozitive pentru
DR5-IgG, dar nu si pentru proteina de fuziune Fas-IgG, indicand faptul ca hibridoamele
obtinute produc anticorpi care recunosc portiunea extracelulara din DR5, dar nu si portiunea
Fc din IgG1 (date neprezentate).
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2.7. Analiza Western blot

Sunt achizitionate filtre pentru analiza Western blot a omogenatelor de tesuturi
umane normale si canceroase de la Geno Technology (St Louis, MO). Fiecare linie este
incarcata cu o cantitate egala de proteine, asa cum se determina printr-un anticorp anti-p3-
actina. Preparatele sunt examinate peste noapte cu 1 ug/ml TRA-8 si urmate de IgG1 de
capra antigsoarece, conjugata cu HRP (Southern Biotechnology), la temperatura camerei,
timp de o ora si dezvoltate prin chemiluminiscenta.

2.8. Imunohistochimia in situ

Tesuturile umane sunt obtinute din Centrul de Procurare de Tesuturi (Tissue
Procurement Center) al UAB. Sectiunile inghetate sunt fixate in etanol 70%, blocate cu 10%
ser de cal in PBS si apoi sunt incubate cu 10 ug/ml de TRA-8 purificat prin afinitate la
temperatura camerei, timp de 60 min. Se utilizeaza pentru a vizualiza reactivitatea trusa IgG
ABC antisoarece cu diaminobenzidina (Vector, Burlingame, CA), ca si substrat colorimetric.

2.9. Analiza activarii caspazei

Celule Jurkat (1x10°/ml) sunt incubate cu 500 ng/ml TRA-8. Alicotele (30 ug de
proteine) ale lizatului celular sunt separate pe 15% SDS-PAGE, asezate pe o membrana de
nylon si preparatele sunt examinate cu anticorpii anticaspaza 8, 9 si 3 (BD Pharmingen, San
Diego, CA), urmate de anticorpul secundar conjugat cu HRP si vizualizare, prin
chemiluminiscentd, a produselor clivate. Setul de inhibitori caspazici este achizitionat de la
R&D Systems (Minneapolis, MN). Fiecare inhibitor caspazic este adaugat la cultura la con-
centratia indicata.

Exemplul 3. Purificarea anticorpului monoclonal TRA-8

Hibridomul soarece-soarece, TRA-8, este crescut la densitatea celulard de 1x10°
celule/ml prin incubare in 500 ml de mediu ASF, continand 10% v/v FCS, la 37°C, sub 5%
viv CO,, timp de 5 zile. Cultura este apoi centrifugata (1000 r.p.m., timp de 5 min) si
supernatantul este colectat. Purificarea TRA-8 din supernatant este realizata utilizand
cromatografia de afinitate ProteinG-Sepharose CL-4B (Pharmacia), in urmatoarele conditii:

- coloana: coloana ProteinG-Sepharose CL-4B (dimensiunea coloanei 2 mi;
Pharmacia);

- tampon de eluare: 0,1 M Glicina (pH 2,4), 0,15 M NaCl;

- tampon de neutralizare: 1 M Tris-HCI (pH 8,5).

Dupa ce este aplicat tot supernatantul pe coloana, 20 ml de PBS sunt spalati de trei
ori i apoi tamponul de eluare este adaugat in volume de 1 ml, de 10 ori. Este masurata den-
sitatea optica a fiecarei fractiuni eluate (1 ml). Fractiunile de la nr. 2 la nr. 5 (>DO,q, = 0,1)
sunt colectate separat.

Dupa adaugarea de 100 pl de tampon de neutralizare, eluatii sunt plasati separat in
tuburi de dializa si eluatii sunt dializati fatéa de un litru de PBS (pH 7,5), la 4°C, tamponul de
dializa fiind schimbat de doua ori. Acestei probe i-a fost determinata activitatea de anticorp
anti-DR5 prin ELISA, utilizédnd proteina de fuziune DR5-IgG umana, preparatd mai sus,
utilizand tehnica descrisa mai sus.

Exemplul 4. Prepararea antigenului DR4, a vectorului de exprimare DR4-IgG si a
anticorpului monoclonal anti-DR4

Procedurile din exemplele 1...3 sunt repetate cu cADN-ul matritd a DR4 si primerii
in locul celor detaliati in exemplul 1, pentru a obtine antigenul DR4, care este utilizat ca in
exemplele 1.2...3, pentru a obtine un anticorp monoclonal specific fatd de DR4.
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Exemplul 5. Anticorpii monoclonali fatd de DcR1 si DcR2

Anticorpii monoclonali sunt crescuti fata de receptorii momeal&a DcR1 si DcR2 prin
substituirea cADN-ului corespunzéator si a primerilor, pentru a crea antigenii respectivi, cain
exemplul 1. Vectorii de expresie pentru fuziunile DcR1 sau DcR2 cu imunoglobulina G si
anticorpii monoclonali purificati rezultati sunt creati ca in exemplele 2 si 3.

Exemplul 6. Specificitatea unui anticorp monoclonal

Deoarece toti receptorii pentru TRAIL si alte proteine din familia TNFR au in comun
o omologie semnificativa, specificitatea anticorpului exemplificativ TRA-8 pentru DR5 este
determinata prin analiza Western blot, utilizdnd doua proteine diferite de fuziune DR5-IgG
umane si forme solubile, recombinate, ale altor proteine inrudite. O prima proteina de fuziune
DR5-Ig este construita prin fuzionarea cDNA din resturile 1-180 ale portiunii extracelulare a
DR5 si cADN, codificand regiunea constanta algG1 uman. cADN-ul fuzionat este clonat intr-un
vector adenoviral recombinat (Quantum Biotechnologies, Inc., Montreal, Canada). Proteina
de fuziune DR5/higG1 exprimatd, care are o masa moleculara relativa de 50 kDa, este purifi-
cata, utilizdnd o coloana de afinitate cu IgG antiuman (Sigma, St Louis, MO). Pentru analiza
Western blot a specificitatii, 0 a doua proteina de fuziune DR5/IgG1 umana, recombinata (aa.
52-212), cét si proteinele de fuziune TRAIL-R1, R3 si R4, sunt achizitionate de la Alexis.
Formele solubile ale Fas uman si TNFR1 sunt furnizate prin bunavointa dr. Carl Edwards de
laAmgen, Inc., Thousands Oaks, CA, USA. Moleculele umane, recombinate, solubile, de DR4,
DcR1, DcR2, TNFR1, R4 si Fas, utilizate, sunt proteine de fuziune IgG1, umane. 0,5 ug din
fiecare proteind sunt separate prin 10% SDS-PAGE si asezate pe o membrana de
nitroceluloza. Preparatele sunt blocate cu 5% lapte prafin PBS la temperatura camerei, timp
de o ora, si examinate cu 1 ug/ml de anticorp anti-DR5 purificat, monoclonal (clona: TRA-8)
sau 0,1 ug/ml de IgG antiumana de capra conjugata cu HRP la 4°C peste noapte. Se utilizeaza
ca anticorp secundar IgG antisoarece de capra, conjugat cu peroxidaza de hrean (HRP), pentru
a detecta TRA-8 legat. Preparatele sunt dezvoltate prin chemiluminiscenta.

Celulele Cos-7 transfectate cu vector pcDNAS (Clontech, Palo Alto, CA), continand
DR5 sau DR4 cu lungime integralad sau vectorul gol, sunt utilizate pentru analiza citometrica
influx. Trail uman codificatintegral cDNA sau ligandul Fas murin este clonatin vectorul pTRE
in aval fatd de promotorul controlabil prin tetraciclina (Clontech). Fragmentele Xhol-Hindlll
de pTRE-hTRAIL sau pTRE-mFasL sunt clonate mai departe in vectorul suveica adenoviral
pAdBN (Quantum Biotechnologies Inc.). Cele 293 celule gazda sunt cotransfectate cu TRAIL
liniar sau cu Pad-TRE-mFasL si fragmentul ADN mare al adenovirusului. Exprimarea TRAIL
uman functional sau ligandului Fas murin din placile de virus recombinant este analizata,
utilizénd o analiza cu eliberare de °'Cr cu Jurkat ca tinte.

TRA-8 a reactionat puternic cu proteina de fuziune DR5-IgG (~50 kDa), care este
utilizata pentru imunizare, asa cum este prezentatin fig. 1a, DR5, #1, si slab cu a doua proteina
de fuziune DR5-1gG (~60 kDa), asa cum este prezentatinfig. 1a, DR5, #2. Nu exista olegare
semnificativd a TRA-8 la DR4, DcR1, DcR2, Fas (CD95) sau TNFRI. Aceste rezultate indica
faptul ca TRA-8 recunoaste determinantii antigenici care sunt specifici pentru DRS5, dar care
nu sunt in comun cu ceilalti membri ai familiei.

TRA-8 nu reactioneaza cu alti membri ai superfamiliei de receptori TNF, cum ar fi Fas
(CD95) si receptorul TNF |, si nici TRA-8 nu reactioneaza incrucisat cu omologul murin al lui
DR5, asa cum se demonstreaza prin rapoartele de absorbanta optica, pentru 450 nm si
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650 nm, in grupul inferior de numere 1-7 (fig. 1a, coloana 8 a panoului inferior). TRAIL solubil
si TRA-8 se leaga in mod comparabil la DR5 imobilizat (fig. 1b, panoul din stanga). in contrast,
TRAIL se leaga la DR4, dar TRA-8 nu a prezentat nicio activitate de legare la DR4 (fig. 1b,
panoul din mijloc). Valorile Kd pentru legarea lui TRAIL si TRA-8 la DR5 sunt estimate la 59 nM
si, respectiv, 3 nM. Ca un fapt important, TRA-8 a concurat in mod eficient cu TRAIL pentru
legare la DR5, dar nu pentru legare la DR4, asa cum este prezentat in ELISA competitiva
(fig. 1b, panoul din dreapta). Aceste rezultate stabilesc specificitatea TRA-8 pentru DR5 uman.

TRA-8 este capabil sa detecteze exprimarea la suprafata celulei a lui DR5, analiza
citometrica in flux indicand o legare specifica la suprafata celulei a celulelor Cos-7 transfectate
cu DR5 uman cu lungime integrald, dar nu a celulelor Cos-7 transfectate cu DR4 sau vector
gol (fig. 1c). In mod similar, imunohistochimia in situ cu TRA-8 a demonstrat o reactivitate
a celulelor Cos-7 transfectate cu DR5 ADN cu lungime integrald, dar nu cu acelea transfectate
cu vectorul martor (fig. 1d). TRA-8 nu induce apoptoza celulelor Cos-7 netransfectate, si RT-
PCR aARNdin celule Cos-7, utilizadnd primeri perechi care codificd DR5 uman, nu a prezentat
produsi specifici PCR. Analiza functionala efectuaté in continuare, utilizand celule umane Jurkat
catinte, a demonstrat faptul ca, in absenta reticularii, TRA-8 induce puternic moartea celulei,
fapt demonstrat de trei analize de viabilitate celulara, diferite, incluzand ATPLite, MTT si
excluderea PI (fig. 1e). Sunt ucise mai mult de 50% dintre celulele Jurkat de niveluri de ordinul
nanogramelor de TRA-8, agsacum este demonstrat de analiza ATPLite. Activitatea ucigatoare
a TRA-8 este specifica pentru DR5, desi aceasta ar putea fi blocata de catre DR5-Ig, dar nu
de catre proteina de fuziune DR4-Ig (datele nu sunt prezentate). Clivajul caspazelor 8, 9 si
3 poate fi detectat prin analiza Western blot nu mai devreme de 30 min dupa tratamentul cu
TRA-8 a celulelor Jurkat (fig. 1f), si moartea celulara a celulelor Jurkat este complet inhibata
de catre inhibitorul general al caspazei (Z-VAD) (fig. 1g).

Inhibitori caspazici individuali, pentru caspaza 8, 3, 9 si 10, auinhibat partial moartea
celulara, indicand mai departe faptul ca moartea celulara mediatd de TRA-8 este realizata
in principal printr-un mecanism apoptotic dependent de caspaza.

Exemplul 7. Analiza citometrica in flux a exprimarii DR5 de la suprafata celulei: un
receptor major al mortii pentru multe celule de tumoare, dar nu pentru celule normale

Capacitatea TRA-8 de a se lega la DR5 exprimat la suprafata celulei si specificitatea
acestei reactii este apoi evaluata, utilizand celule COS-7 (American Type Culture Collection
Nr. CRL-1651), transfectate cu vectorul de expresie contindnd DR5 uman de lungime integrala
sau cADN-ul DR4 sau vectorul gol ca martor.

Se utilizeaza IgG1 antigsoarece, conjugata cu ficoeritrina (PE) (Pharmingen), ca al doilea
anticorp, pentru a detecta TRA-8 legat. Fluorescenta a 1x10* celule este masurata, utilizand
un citometru in flux (FACSVantage), in urmatoarele conditii:

- lungimea de unda de excitatie: 488 nm;

- lungimea de unda de detectie: 600 nm.

Analiza citometrica in flux a demonstrat faptul cd TRA-8 a colorat aproximativ 30%
din celulele COS-7 transfectate cu vectorul DR5, aga cum este prezentat in histograma solida
din fig. 1c. Acest procentaj este analog cu eficienta de transfectie, asa cum este determinata
prin analiza transfectiei, utilizand proteina verde fluorescenté (GFP) (datele nu sunt prezentate).
TRA-8 nu a colorat in mod semnificativ celulele transfectate fie cu DR4 (histograma deschisa),
fie cu vectorul de control (histograma punctatd), indicand faptul cd TRA-8 este specific pentru
DR5 de la suprafata celulei.
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Desi exprimarea DR5 in celule tumorale a fost studiatd in mod extensiv la nivelul
MRNA (va rog inserati REFERINTA), exprimarea la suprafatd a DR5 nu a fost documentata.
Astfel, disponibilitatea anticorpului monoclonal anti-DR5 ne permite sa examinam nivelurile
de suprafatd ale DR5 si sa corelam exprimarea cu susceptibilitatea celulelor la apoptoza
mediatd de TRAIL. Urmatorul grup de celule (1x10°) este incubat cu 10 ug/ml de TRA-8
purificat prin afinitate la temperatura camerei, timp de 30 de min, si apoi colorat cu IgG1
antigsoarece conjugata cu PE (Pharmingen), pentruinca 30 min. 10000 de celule viabile sunt
analizate, utilizand citometrul in flux FACS Vantage, in urmatoarele conditii:

- lungimea de unda de excitatie: 488 nm;

- lungimea de unda de detectie: 600 nm.

Cele cinci linii celulare hematopoietice care au fost testate sunt celulele Jurkat, CEM-
6, Molt-4, H-9 si U937. Exprimarea DR5 este detectabila pe suprafata celulelor Jurkat, CEM-
6, H-9 51 U937, dar este aproape de nedetectat pe celulele Molt-4, asa cum se demonstreaza
infig. 2a si 2a'. Desi niveluri ridicate de exprimare a ARN-ului DR5 au fost descrise anterior
(J. P. Sheridan, A. S. Marsters, R. M. Pitti, A. Gurney, M. Skubatch, D. Baldwin, L.
Ramakrishnan, C. J. Gray, K. Baker, W. |. Wood, A. D. Goddard, P. Godowski si A.
Ashkenazi, 1997, Science, 277, 818-821), analiza FACs a indicat faptul ca aceste celule nu
exprima niveluri inalte de DR5 de suprafatd. Aceste rezultate indica faptul ca exprimarea
DR5 de suprafatad nu se coreleaza cu exprimarea transcriptionala a DR5, ceea ce nu este
un lucru neasteptat pentru un astfel de receptor. Nivelul de expresie de la suprafata celulei
al DR5 poate fi specific descendentei celulare, deoarece majoritatea celulelor de origine
hematopoietica au exprimat niveluri scazute, in timp ce majoritatea celulelor de gliomi si
prostatice au exprimat niveluri ridicate de DR5.

Anticorpul monoclonal TRA-8 este utilizat pentru a determina rolul DRS5 in inductia
apoptozei mediate de TRAIL prin examinarea exprimarii acestuia la suprafata celulei intr-un
grup de tipuri diferite de celule tumorale umane, precum si susceptibilitatea acestor celule
la apoptoza mediata atat de TRAIL, cat si de TRA-8. Celulele T primare din sangele periferic
nu au exprimat niveluri semnificative ale DR5 la suprafata celulei si sunt rezistente la
apoptoza mediata atat de TRAIL, cat si de TRA-8 (figurile 2a, 2a' si 3a'). Desi toate cele cinci
linii de celule T umane de leucemie testate au exprimat niveluri detectabile scazute ale DR5
de la suprafata celulei, doua dintre ele (Jurkat si CEM-6) au o susceptibilitate ridicata fata
de apoptoza mediata atat de TRAIL, cat si de TRA-8, indicand faptul ca DR5 singur este
suficient pentru a induce apoptoza acestor celule. Celulele Molt-4 si U937 sunt partial
susceptibile la apoptoza mediata de TRAIL, dar sunt relativ rezistente la apoptoza mediata
de TRA-8, sugerand faptul ca receptorii TRAIL pot fi implicati in traducerea unui semnal
apoptotic. Celulele H-9 sunt rezistente atat la apoptoza mediatéd de TRAIL, cat si la cea
mediata de TRA-8, implicand un blocaj mediat de catre o cale intracelulara antiapoptoza.

Grupul de celule a inclus liniile de celule de gliom maligne umane, Hs683, U251MG,
D37MG, D54MG, U373MG, CH235MG, U87 si astrocite umane normale, care au fost
furnizate de catre dr. Yancey Gillespie de la Departamentul de Neurochirurgie al Universitatii
din Alabama de la Birmingham. Liniile de celule canceroase de prostatd umana, Du154, PC3
si LnCap, au fost furnizate de catre dr. William Grizzle de la Departamentul de Patologie al
Universitatii din Alabama de la Birmingham, care a obtinut liniile de celule de la Colectia
Americana de Tipuri de Culturi. Liniile de celule T umane de leucemie, de limfom cu celule
B, HepG2 Jurkat (Colectia Americana de Tipuri de Culturi TIB-152) si CCRF-CEM CEM-6
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(Colectia Americana de Tipuri de Culturi CCL-119), liniile de celule monocite, U937 (Colectia
Americana de Tipuri de Culturi CRL-2367) au fost procurate de la Colectia Americana de
Tipuri de Culturi. Toate liniile de celule de mai sus sunt cultivate in RPMI 1640 suplimentat
cu FCS 10%. Linia de celule de astrocitom uman 1321N1 a fost furnizata prin bunavointa dr.
Richard Jope de la Departamentul de Psihiatrie al Universitatii din Alabama de la
Birmingham, si au fost cultivate in DMEM suplimentat cu FCS 5%.

TRAIL uman recombinat solubil, procurat de la Alexis Corporation (San Diego, CA),
este o proteina de fuziune compusa din domeniul extracelular al TRAIL uman (resturile de
aa de la 95 la 281), fuzionat la capatul N-terminal cu un marcaj FLAF si cu o peptida de
legaturd cu 8 aminoacizi. in mod diferit fatd de TRAIL marcat la His, care s-a raportat
anterior, doar acest preparat al TRAIL nu induce un raspuns apoptotic puternic in celulele
Jurkat si necesita un anticorp anti-FLAG, ca agent de legare incrucisatd, pentru a imbunatati
apoptoza. Anticorpul anti-FLAG a fost procurat de la Alexis.

Toate cele 10 celule maligne de gliom uman testate au exprimat niveluri detectabile
de DRS5 la suprafata celulei, majoritatea au exprimat niveluri de DR5 de la intermediare la
ridicate, dupa cum se arata in fig. 2b. Treilinii, D-54MG, U373MG si CH-235MG, au exprimat
niveluri inalte ale DR5, in timp ce sase linii, Hs-683, U251-MG, D37-MG, U87, SMK-1 si
1321N,1 au exprimat niveluri intermediare de DR5. Doar o linie de celule, H-465, a exprimat
niveluri scazute de DR5. Toate cele trei linii de celule de cancer de prostatd au exprimat
niveluri ridicate de DR5, dupa cum se arata in fig. 2c¢.

Lafel casicelulele T primare, celulele B primare nu au exprimat niveluri semnificative
de DR5 si nu au suferit apoptoza dupa tratamentul fie cu TRAIL, fie cu TRA-8 (fig. 2d). Trei
(SKW8B.4, EB-3 si Raji), in afara de a patra dintre liniile de celule B de limfom, au exprimat
niveluri relativ ridicate de DR5 si sunt foarte susceptibile atat |la apoptoza mediata de TRAIL,
céat si la cea mediata de TRA-8. A patra linie de celule, Daudi, a exprimat niveluri foarte
scazute de DR5 si este mult mai putin susceptibila atat la apoptoza mediata de TRAIL, cat
si la cea mediata de TRA-8. Desi astrocitele primare nu au exprimat niveluri detectabile de
DR5 de la suprafata celulei (fig. 2b'), toate cele patru linii de celule de gliom testate au
exprimat niveluri crescute de DR5. Nivelul mai ridicat al DR5 pe celulele de gliom decéat cel
de pe celulele T si B nu este insotit de o susceptibilitate semnificativ mai mare la apoptoza
mediata de TRAIL si de DRS5, sugerand faptul ca nivelul de exprimare la suprafata celulei a
DR5 nu este corelat in mod necesar cu nivelul de apoptoza a celulelor tumorale. RT-PCR,
efectuatad pentru a determina nivelurile mesajului DR4, DR5 si DCR2, a detectat mesaje in
toate celulele testate (tabelul 1). Cu toate acestea, in general, celulele normale primare au
exprimat niveluri relativ scazute de DR5 comparativ cu celulele tumorale transformate.

Tabelul 1
Analiza RT-PCR a exprimarii receptorului TRAIL*
Celule DR5 DR4 DcR2
Celule T primare <0,001 <0,001 0,015
Celule Jurkat 0,10 <0,001 0,21
CEM-6 0,50 0,59 0,25
Molt-4 0,10 <0,001 0,05
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Tabelul 1 (continuare)

Celule DR5 DR4 DcR2
H-9 0,73 0,61 0,07
Celule B primare <0,001 <0,001 0,024
SKW6.4 0,95 0,66 0,45
EB3 0,40 <0,001 0,35
Raji 0,55 0,11 0,45
Daudi 0,73 0,36 0,63
Astrocite normale 0,05 <0,001 0,12
SH683 0,56 0,96 0,14
us7 0,44 0,56 0,21
D54 1,15 0,46 0,12
1321N1 0,25 0,35 0,05

*ARN total a fost izolat din celule si RT-PCR a fost efectuata conform descrierii din Metode. Produsii PCR au fost
separati in gel de agaroza 3% si au fost analizati cu un sistem Multiimager Fluor-S MAX (BioRad). Valorile sunt

prezentate ca raport fatd de B-actina.

Exemplul 8. Inductia apoptozei in vitro in celulele maligne

Pentru a determina daca TRA-8 induce apoptoza in celulele transformate in vitro,
toate celulele tumorale DR5-pozitive sunt examinate pentru susceptibilitatea lor la apoptoza
indusa fie de TRA-8, fie de TRAIL.

Celulele tinta (1x10° per godeu) sunt cultivate pe placi cu 96 de godeuri, in prezenta
concentratiilorindicate de TRAIL solubil, plus agent de legare incrucisata (Alexis) sau TRAS,
la 37°C, peste noapte. Viabilitatea celulara se determina, utilizand (1) trusa ATPLite in
conformitate cu instructiunile fabricantului (Packard Instruments, Meriden, CT); (2) trusa de
proliferare a celulelor MTT/viabilitate (Sigma); sau (3) colorarea PI a celulelor moarte si se
analizeaza prin citometrie in flux. La sfarsitul cultivarii, celulele sunt colorate cu Pl 10 ug/ml
Pl si celulele Pl negative sunt raportate ca celule viabile. Pentru analiza nucleelor conden-
sate de hepatocite, celulele se coloreaza cu Hoechst 33352 10 ng/ml (Molecular Probes) si
se analizeaza prin citometrie in flux.

Anticorpul TRA-8 este capabil de a induce apoptoza in majoritatea liniilor de celule
de gliom uman maligne (9/10), in 2 din 3 linii de celule de cancer de prostata si in 2 din 5 linii
de celule hematopoietice DR5-pozitive. Acesta nu aindus apoptoza in linia de celule Molt-4,
care a exprimat niveluri de DR5 aproape nedetectabile la suprafata celulara. Cu toate
acestea, nivelurile de susceptibilitate a celulelor la apoptoza mediatd de TRA-8 au variat
considerabil printre liniile de celule.

Variabilitatea susceptibilitatii celulelor fatd de apoptoza induséa de anticorpul TRA-8
sugereaza ca, desi este necesar un nivel minim de exprimare a DR5 la suprafata celulei,
nivelul exprimarii la suprafata celulei a DR5 nu este in mod necesar determinantul primar al
susceptibilitatii, ci si alti factori influenteaza acest proces. Desi toate celulele de gliom au
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exprimat in general niveluri semnificativ mai mari de DR5 de la suprafata celulei decét au
facut-o celulele hematopoietice, susceptibilitatea celulelor de gliom la apoptoza indusa de
TRA-8 nu este proportional crescuta comparativ cu celulele hematopoietice. Susceptibilitatea
a cinci linii de celule de gliom, D-37MG, D54-MG, U373-MG, CH-235-MG si 1321N1, la
apoptoza indusa de TRA-8, este mare si este echivalenta cu susceptibilitatea acestora la
apoptoza mediata de TRAIL, dupa cum se arata in fig. 3b. Doua dintre liniile de celule de
gliom, H-456 si SMK1, sunt mult mai putin susceptibile la apoptoza indusa de TRA-8. in
cazul celulelor H-456, exprimarea de suprafatd a DR5 este sc&zutd, cu toate acestea,
exprimarea la suprafatd a DR5 pe SMK1 este similara cu cea a liniilor de celule mai
susceptibile, sugerand ca alte mecanisme pot juca un rol in determinarea susceptibilitatii la
apoptoza mediatéd de TRAIL. Desi toate cele trei linii de cancer de prostatd au exprimat
niveluri inalte de DR5, celulele Du145 sunt cele mai sensibile la apoptoza indusa de TRA-8,
celulele PC3 sunt partial sensibile, in timp ce LnCAP sunt complet rezistente, dupa cum se
aratain fig. 3c. Printre celulele hematopoietice, s-a descoperit ca celulele CEM-6 sunt foarte
susceptibile la apoptoza indusa de TRA-8, dupa cum se arata in fig. 2a, desi ambele linii de
celule au fost gasite a exprima niveluri scazute de DR5. Desi DR5 este detectabil pe celulele
U937, aceste celule sunt rezistente la apoptoza indusé de TRA-8. in mod similar, desi
celulele H-9 au exprimat niveluri detectabile de DR5, celulele H-9 suntrezistente la apoptoza
indusa de TRA-8. Aceste rezultate au implicat existenta mecanismelor reglatoare care
influenteaza apoptoza mediaté de DRS.

Anticorpii anti-DR5 de legare de suprafata aditionali sunt produsi ca in procedurile
din exemplele 1...3. Doi anticorpi anti-DR5, suplimentari, desemnati TRA-1 si TRA-10, sunt
studiati, impreuna cu TRA-8, pentru a determina comparativ capacitatea de a induce
apoptoza si, prin aceasta, de a actiona ca agonist sau, din contra, de a bloca apoptoza
mediata de TRAIL, prin aceasta actionand ca antagonist. Celule umane Jurkat se utilizeaza
ca tintd, pentru a determina activitatea agonista si/sau antagonista a trei anticorpi anti-DR5,
denumiti TRA-1, TRA-8 si TRA-10. Dupa cum se arata in fig. 4, viabilitatea celulara este
aproximativ 90%, 70% si 20%, pentru TRA-10, TRA-1 si TRA-8, respectiv, dupa o incubare
peste noapte cu 2,5 ug per ml. TRA-8 a indus un raspuns apoptotic puternic intr-o maniera
doza-dependentd, in timp ce TRA-1 a indus doar un raspuns apoptotic moderat, iar TRA-10
aindus doar un raspuns slab. De aceea, TRA-8 este clasificat ca anticorp anti-DR5 agonist.
in fig. 4, viabilitatea celulelor Jurkat umane este prezentata ca functie doz&-dependenta a
apoptozei induse de TRAIL. TRA-10 a blocat apoptoza celulelor Jurkat umane intr-o
proportie semnificativa, intr-un studiu al apoptozei induse de TRAIL in doza mica. Astfel,
TRA-10 este clasificat ca anticorp anti-DR5 antagonist.

Susceptibilitatea a cinci linii de celule de gliom, D-37MG, D54-MG, U-373-MG,
CH235-MG si 1321N1, la apoptoza indusa de TRA-8, este echivalenta cu susceptibilitatea
acestora la apoptoza mediata de TRAIL, dupa cum se arata in fig. 3b, indicand faptul ca
apoptoza indusa de TRAIL, in aceste celule, este mediata, in primul rand, prin DR5. Mai
mult, doua dintre liniile de celule de gliom, Hs683 si U251-MG, sunt rezistente la apoptoza
indusa de TRAIL, dar sunt partial sensibile la apoptoza indusa de TRA-8, indicand faptul ca
receptorii momeald functioneaza in aceste celule si ca utilizarea anticorpului TRA-8
scurtcircuiteaza acest mecanism reglator. in liniile celulare de cancer de prostata, in ciuda
sensibilitatii variabile la apoptoza indusa de TRA-8, aceasta a fost analoaga cu sensibilitatea
celulelor la apoptoza indusa de TRAIL, sugerand din nou cd DR5 joaca un rol major in
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apoptoza mediatd de TRAIL in celulele de cancer de prostatd. Printre celulele
hematopoietice, s-a descoperit ca Jurkat si CEM-6 sunt foarte susceptibile atat la apoptoza
mediatd de TRA-8, cét si la cea mediata de TRAIL. Nivelul apoptozei induse de TRA-8 este
compatibil cu cel indus de TRAIL, dupa cum se arata in fig. 2a si 3a’. Doar una dintre liniile
de celule de gliom, U87, si doua linii de celule hematopoietice, U937 si Molt 4, au prezentat
sensibilitate la apoptoza indusé de TRAIL, dar sunt mai putin sensibile sau sunt rezistente
la apoptoza indusa de TRA-8. Una dintre liniile de celule, linia de celule H-9, a exprimat
niveluri detectabile de DR5, dar este rezistentd la apoptoza indusa fie de TRA-8, fie de
TRAIL. Deoarece sunt necesare niveluri minime de expresie, a DR5 pentru apoptoza indusa
de TRA-8, nivelul de expresie a DR5 nu prevede in mod necesar susceptibilitatea celulelor
la apoptoza mediatd de TRA-8; receptorii momeala joaca un rol in modularea apoptozei
mediate de TRAIL in unele celule, dar nu pare sa joace un rol major in majoritatea celulelor
testate; dupa cum se anticipeaza, anticorpul TRA-8 scurtcircuiteaza efectele receptorilor
momeald; pot aparea mutatii functionale ale receptorului DR5 in celulele transformate; si, in
final, mecanismele reglatoare intracelulare pot fi la fel de importante sau mai importante
decétreceptoriimomeal3, in definirea susceptibilitatii celulelor la apoptoza mediata de TRAIL
si de DR5.

Studii anterioare au aratat cd mARN pentru DR5 este larg distribuit in tesuturile
normale (P. Schneider, M. Thome, K. Burns, J. L. Bodmer, K. Hofmann, T. Kataoka, N.
Holler, J. Tschopp, Immunity, 1997, Dec.; 7(6):831-6). Pentru a evalua exprimarea DR5 la
nivel de proteina, este examinat un grup de omogenate de tesut uman normal (Geno
Technology, St. Louis, MO) cu anticorp TRA-8 prin analiza Western blot. Dintre noua linii de
tesuturi umane normale, tesutul de creier este slab pozitiv (fig. 5a, linia 2). Proteina DR5 nu
este detectabila de catre reactivitatea TRA-8 in ficat (linia 1), plaman (linia 3), rinichi (linia
4), splina (linia 5), testicule (linia 8), ovar (linia 7), inim& (linia 8), sau pancreas (linia 9). in
contrast, toate cele treisprezece tesuturi canceroase umane s-au colorat pozitiv cu TRA-8
(fig, 5b), incluzand cancerele de ovar (linia 1), plaman (linia 2), ficat (linia 3), rect (linia 4),
cervix (linia 5), piele (linia 6), testicule (linia 7), tiroida (linia 8), uter (linia 10), stomac (linia
11), laringofaringe (linia 12) si pancreas (linia 13). Mai mult, imunochimia in situ a tesuturilor
normale si canceroase cu TRA-8 a confirmat ca, in afara de cateva celule pozitive raspandite
in splind, exprimarea DR5 in celulele normale de san, plaman si splind nu este detectabila
(fig. 5¢). Tesuturile canceroase corespunzatoare, incluzand carcinomul ductal infiltrant de
san, cancerul de plaman cu celule mici si limfomul, au reactionat pozitiv cu TRA-8 (fig. 5d).
Dintr-un total de 22 de tesuturi examinate, 5 din 6 cancere de san, 2 din 2 cancere de cervix,
4 din 5 cancere de ficat 5 din 8 limfoame, 2 din 2 cancere de plamani, 2 din doua cancere
de prostatd au reactionat pozitiv cu TRA-8. Rezultatele concorda cu cele ale analizei
citometrice in flux si indica faptul ca tesuturile canceroase exprima niveluri mai inalte de
proteind DR5 decét o fac tesuturile normale.

Exemplul 9. Activitatea tumoricidd a TRA-8 in vivo

Din diferite motive, multi agenti care au fost promitatori in studiile in vitro nu au aratat
eficacitate in vivo. De aceea, este important sa se testeze eficacitatea TRA-8 pe un model
animal in vivo. Pentru a realiza aceasta, anticorpul DR5 antiuman TRA-8 se administreaza
la soareci care poarta xenogrefe umane care exprima molecula umana DR5. $oarecii utilizati
au avut de la 6 la 8 saptamani, au fost soareci NOD/SCID (Jackson Laboratory), care au fost
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inoculati subcutanat cu celule 1321N1 de astrocitom uman (1x107) sau li s-au inoculat celule
Jurkat de leucemie umana (1x10°). in ziua 2 de la inocularea tumorii, soarecii sunt inoculati
intravenos cu TRA-8 (100 ug). La cinci zile dupa tratamentul cu TRA-8, cresterea tumorii
1321N1 se determina prin marimea si greutatea masei tumorale. Cresterea celulelor Jurkat
se determina prin greutatea splinei si procentajul de celule CD3 pozitive umane in splina
animalelor inoculate. Biopsiile tesuturilor tumorale sunt prelevate si examinate histologic.

Tratamentul timpuriu, cu 0 singura doza intravenoasa de 100 uyg de TRA-8, la o zi
dupa inocularea tumorii, a inhibat complet celulele 1321N1, formand o tumoare solida
(fig. 6a). Tratamentul tarziu, cu trei doze de 100 yg de TRA-8, la o saptdmana dupa
inocularea tumorii, a redus greutatea tumorii de 4 ori sau mai mult (fig. 6b). Formarea tumorii
nu este vizibila la animalele tratate cu TRA-8 devreme (fig. 6¢, panoul superior). Analiza
histologica a relevat un tesut tumoral degenerat in mod dramatic, la animalele tratate cu
TRA-8 (fig. 6¢, panoul inferior). In mod similar, tratamentul cu TRA-8 a inhibat populatia de
splina de catre celulele Jurkat, dupé cu s-a demonstrat prin insuficienta celulelor Jurkat din
splina (fig. 6d, 6e). Analiza histologica a tumorii implantate a aratat cateva celule tumorale
impragstiate in tesutul moale, la animalele tratate cu TRA-8, in timp ce martorii au aratat
formarea unei tumori solide, dupa cum s-a aratat in fig. 6¢. Modelul cu celule Jurkat, numarul
de celule Jurkat din splinele animalelor tratate cu TRA-8 este mai mic de 2% comparativ cu
aproximativ 10% in splina animalelor de control, dupa cum s-a demonstrat prin analiza
citometrica in flux, dupa cum se arata in fig. 6a si prin colorarea CD3 in situ din fig. 6¢.

Aceste rezultate au confirmat demonstratia recentd ca administrarea sistemica a
inhibitorilor TRAIL recombinati, legatiincrucisat, inhiba cresterea tumorii in vivo ( H. Walczak,
R. E. Miller, K. Ariail, B. Gliniak, T. S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A. Woodward, T.
Le, C. Smith, P. Smolak, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H. Lynch, Nat. Med.,
1999, Feb.; 5(2):157-63). Aceste rezultate au indicat faptul ca o singura doza de TRA-8 are
o eficacitate inalta in eliminarea celulelor tumorale in vivo.

Deoarece se utiliteazd un anticorp antiuman intr-un model murin, toxicitatea
tratamentului cu TRA-8 nu a putut fi determinata. Cu toate acestea, studiul administrarii
TRAIL in vivo a indicat ca nu se asociaza o toxicitate semnificativa cu acest tratament (H.
Walczak, R. E. Miller, K. Ariail, B. Gliniak, T. S. Griffith, M. Kubin, W. Chin, J. Jones, A.
Woodward, T. Le , C. Smith, P. Smolak, R. G. Goodwin, C. T. Rauch, J. C. Schuh, D. H.
Lynch, Nat. Med., 1999, Feb.; 5(2):157-63).

Exemplul 10. Celulele sinoviale RA sunt susceptibile la apoptoza indusa de TRAIL
si TRA-8

Majoritatea studiilor din stadiul tehnicii ale apoptozei mediate de TRAIL s-au concen-
trat asupra celulelor maligne. Apoptoza mediata de TRAIL, in conformitate cu prezenta
inventie, este, de asemenea, terapeuticd, in conditii autoimune si inflamatoare, cum ar fi RA.

10.1. Analiza citometrica in flux a exprimérii lui DR5 de la suprafata celulei in celulele
RA sinoviale

Exprimarea lui DR5 pe un grup de opt celule sinoviale primare, cultivate de la pacienti
cu RA, este comparatd cu aceea de pe opt celule sinoviale, cultivate de la pacienti cu
osteoartrita (la care se va face referire de acum inainte ca ,OA"). Cele opt celule umane
sinoviale RA primare, cultivate, RA-1014, RA-1016, RA-1021, RA-512, RA-707, RA-811, RA-
716 si RA-929, sunt furnizate prin amabilitatea dr. M. Ohtsuki (Sankyo Co. Ltd., Tokyo,
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Japonia) si cultivate in DMEM suplimentat cu 10% FCS, penicilind, streptomicina si
glutamina. Cele sapte culturi celulare primare de celule sinoviale OA sunt izolate din
tesuturile sinoviale ale pacientilor cu OA printr-o metoda cu colagenaza standard si cultivate
in aceleasi conditii. Numarul de trecere al tuturor celulelor primare este sub 10. Exprimarea
lui DR5 este determinata prin analizd FACs asa cum se descrie in exemplul 5.

Toate culturile primare de celule RA au exprimat niveluri inalte de DR5 de suprafata
si exista o variatie mica a nivelurilor de exprimare printre aceste celule sinoviale, izolate de
la pacienti diferiti, asa cum este prezentat in fig. 7a. in contrast, exprimarea Iui DR5 de
suprafatd pe suprafata celulelor sinoviale izolate de la pacientii cu OA este foarte scazuta
sau nedetectabila, asa cum se prezinta in fig. 7b. S-a descoperit ca celulele sinoviale
transformate SV40 exprima niveluri inalte de DR5, comparabile cu cele expuse de catre
celulele RA. in contrast, celulele fibroblastice netransformate au exprimat niveluri scazute
de DR5, comparabile cu cele expuse de celulele OA din fig. 7b.

10.2. Susceptibilitatea celulelor sinoviale RA la apoptoza mediata de TRA-8 si TRAIL

in general, toate celulele sinoviale izolate de la pacientii cu RA sunt susceptibile atat
la apoptoza indusa de TRAIL, céat si la cea indusa de anticorpul anti-DRS5, si toate celulele
OA sunt rezistente la apoptoza indusa de TRAIL si de anticorpul anti-DR5, asa cum se
prezinta in fig. 8a, b. Aceste studii indica faptul ca& anticorpul TRA-8 finteste celule
modificate, preferential fatd de celulele normale. Mai mult, modelul susceptibilitatii sau al
rezistentei la apoptoza indusa de TRAIL este corelat cu cel indus de anticorpul anti-DR5,
indicand faptul ca celulele sinoviale utilizeaza, in principal, DR5, pentru a declansa apoptoza
TRAIL.

Asa cum a fost descris in cazul celulelor maligne, susceptibilitatea la apoptozaindusa
de TRAIL sau de anticorpul anti-DR5 a variat printre celulele sinoviale RA, desi a exprimat
niveluri similare de DR5. RA-512 gi RA-707 sunt cele mai susceptibile, deoarece peste 80%
dintre celule sunt omorate de concentratii de TRAIL sau TRA-8 sub 20 ng/ml. RA-1014, RA-
811, RA-716 si RA-929 sunt printre cele cu susceptibilitate intermediara la TRAIL sau la
TRA-8, cu aproape 100% moarte celulard, care apare in prezenta concentratiilor mari
(>50 ng/ml) de TRAIL sau TRA-8. in celulele RA-1016 si RA-1021, desi majoritatea celulelor
(peste 60%) sunt omorate de o doz& mica de TRAIL sau TRA-8, o portiune de celule a
supravietuit in prezenta concentratiilor ridicate de TRAIL sau TRA-8, indicand faptul ca o
subpopulatie de celule este rezistenta la apoptoza mediatd de TRAIL. in contrast, toate
celulele de OA sunt mult mai putin susceptibile la apoptoza indusa de TRAIL si TRA-8. Nu
mai mult de 60% dintre celule sunt omorate in OA52F si OAB9F, chiar si in prezenta de
concentratii ridicate de TRAIL sau de TRA-8. Celulele OA72M sunt complet rezistente la
apoptoza indusd de TRAIL sau TRA-8. Celulele sinoviale transformate SV40 sunt de
asemenea susceptibile la apoptoza indusa de TRAIL si TRA-8 (datele nu sunt prezentate),
in contrast, celulele fibroblastice, netransformate, au prezentat rezistenta la TRAIL i TRA-8.

S-a demonstrat anterior faptul ca DR5 utilizeaza, pentru a declansa apoptoza, o cale
dependentad de FADD/caspaza 8 (P. Schneider, M. Thome , K. Burns, J. L. Bodmer, K.
Hofmann, T. Kataoka, N. Holler, J. Tschopp, 1997, Immunity, Dec.;7(6): 831-836). Pentru a
determina dependenta de caspaza, a apoptozei mediate de celulele sinoviale de RA, celulele
de RA sunt cultivate cu TRAIL sau cu anticorp anti-DRS5, in prezenta inhibitorilor specifici ai
caspazei. Dintre opt inhibitori ai caspazei testati, inhibitorii caspazelor 6, 8 si 10 sunt capabili
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sa inhibe apoptoza celulelor sinoviale de RA induse atat de TRAIL, cat si de DR5, asa cum
este prezentat in fig. 9, indicand faptul ca aceste trei caspaze sunt implicate in apoptoza
mediata de DR5.

10.3. TRA-8 sau TRAIL induc activarea NF--xb in celule sinoviale de RA féara
eliberare crescuta de MMP-uri

Existd o proba considerabila pentru a sprijini ideea ca exista legaturi stranse intre
semnalizarea apoptozei si semnalizarea proliferarii (N. J. Kennedy, T. Kataoka , J. Tschopp
si R. C. Budd, 1999, J. Exp. Med., 1891-1896). S-a stabilit faptul ca DR5 este capabil sa
activeze o cale NF-xb in plus fata de traducerea semnalizarii apoptozei, si cé activarea NF-
kb poate fi capabila sa traduca un semnal antiapoptoza. De aceea, este efectuata o analiza
de deplasare in gel. Celulele sunt stimulate cu 50 ng/ml de TRAIL solubil recombinat, ligand
FAS, in prezenta a 1 mg/ml agent de intensificare, sau 50 ng/ml de TRA-8, pe perioada de
timp indicata. Extractele nucleare sunt preparate si incubate cu o proba de oligo-ADN marcat
cu [*P], colorata de doua ori. Rezultatele sunt analizate, utilizand fosfaimagerul cu ciclon
(TopCount NXT, Packard Instrument Company, CT). Dupa ce celulele sinoviale RA sunt
incubate cu TNF-a sau TRAIL, NF-xb este activat intr-o modalitate dependenta de timp.
Anticorpul TRA-8 este capabil s& activeze puternic NF-xb. in contrast, ligandul Fas nu este
capabil sa induca activarea NF-kb, asa cum se prezinta in fig. 10a.

Astfel, desi TRAIL si anticorpul TRA-8 induc un raspuns apoptotic puternicin celulele
sinoviale RA, acestia activeaza de asemenea NF-xb, si activarea NF-kb s-a crezut ca
contribuie la rolul proinflamator al TNF-a in RA. Astfel, este posibil ca TRAIL, ca si TNF-a,
sd poata servi ca citokind proinflamatoare. Pentru a determina daca exista o consecinta
biologica similara a activarii NF-xb induse de TRAIL si TNF-a, productia de MMP-uri este
determinata prin ELISA. Celulele sinoviale sunt cultivate in mediu, peste noapte, singure sau
cu 50 ng/mlinterleukina 1b, 10 ng/ml TNF-a, 50 ng/ml TRAIL, sau 50 ng/ml TRA-8. Nivelurile
de MMP-1 si MMP-3 in supematantele de cultura sunt determinate cu truse ELISA.

Atunci cand celulele sinoviale RA sunt incubate cu citokina proinflamatorie, TNF-a
sau IL-1b, productia de MMP-1,3 si 13 a crescut in comparatie cu martorul mediu, asa cum
este prezentatin fig. 10 b, c. in contrast, tratamentul cu TRAIL sau anticorp anti-DR5 nu este
asociat cu o eliberare crescuta a acestor MMP-uri.

Exemplul 11 A. Esecul in inductia toxicitatii hepatocelulare

Pentru analize de viabilitate celulard de 24 h, au fost achizitionate in vitro, de
laTechnology (Baltimore, MD), hepatocite umane, normale, proaspete, in placi cu 96 de
godeuri. Hepatocitele sunt cultivate in mediul de culturd pentru hepatocite, care contine
1 ug/ml de TRAIL solubil sau TRA-8. Pentru analize de viabilitate de 6 h, sunt izolate, din
specimene chirurgicale proaspete, colectate de la UAB Tissue Procurement Center,
hepatocite normale sau celule de cancer hepatocelulare. Toti reactivii pentru izolarea
hepatocitelor umane, inclusiv tamponul de perfuzie pentru hepatocite, mediul de digestie,
mediul de spalare si mediul de atasare, au fost achizitionate de la Gibco. Feliile de tesut sunt
digerate in mediul de digestie pentru hepatocite, la 37°C, cu agitare (50 rpm), timp de o ora.
Hepatocitele izolate sunt recoltate prin centrifugare de viteza mica (50 g, 3 min) si spalate,
cu mediul de spalare pentru hepatocite, de sase ori. Suspensii cu celule singulare de
hepatocite sunt cultivate in mediul de atagare, care contine 10% FCS, in placi cu 96 de
godeuri Matrigel (BD), timp de sase ore. Hepatocitele neatasate sunt indepartate, spaland
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de doua ori cu mediul de atasare preincalzit. Hepatocitele atagate sunt dupa aceea incubate
cu diferite concentratii de TRAIL solubil sau FasL, in prezenta unui agent de legare incru-
cisatd sau TRA-8 sau CH11, timp de 6 h.

TRAIL are cel putin doi receptori (DR4 si DRS5), care sunt capabili s& induca
apoptoza. TRA-8 este utilizat pentru a determina daca legarea incrucisata (reticularea)
numai a DR5 este suficientd pentru a induce apoptoza hepatocitelor normale. Exprimarea
DRS5 la nivelul proteinei este examinata initial in cinci tesuturi de ficat uman normale si cinci
tesuturi canceroase de ficat prin imunohistochimie in situ, utilizand TRA-8. Sectiunile din
tesuturile de ficat normale au demonstrat arhitecturi si morfologii celulare normale prin
colorare H&E (fig. 11a, panourile din partea stanga superioara) in absenta unei reactivitati
pozitive cu TRA-8 pentru DR5 (fig. 11a, grupurile din partea stanga inferioard). in contrast,
tesutul de carcinom hepatocelular uman a reactionat pozitiv cu TRA-8, intr-un model potrivit
atat cu membrana celulara, cat si cu prezenta citoplasmica a DR5 in celulele canceroase.
Linia celulara de carcinom hepatocelular uman HepG2 este de asemenea pozitiva pentru
DR5. Aceste rezultate sunt consistente intre cele cinci tesuturi de ficat normale si numai unul
(adenomul de ficat) dintre cele cinci tesuturi canceroase de ficat este DR5 negativ. Aceste
rezultate concorda cu datele de analizd Western blot, prezentate in fig. 5a, care demon-
streaza, la fel ca si alte tesuturi normale, faptul c& tesutul normal de ficat uman nu exprima
niveluri semnificative de proteina DR5. Mai mult, analiza Western blot a hepatocitelor umane
normale, examinate cu TRA-8 izolate, nu demonstreaza niveluri detectabile de DRS5.

Exprimarea DR5 de la suprafata celulei pe hepatocite umane prin analiza citometrica
in flux a demonstrat faptul ca hepatocitele normale preparate proaspat nu au exprimat
niveluri detectabile ale DR5 de la suprafata celulei (fig. 11b, panourile din partea stanga
superioard). Aceasta nu este detectatd nici pe hepatocite umane normale care au fost
crioconservate sau plasate in culturd pe termen scurt. In contrast, celulele de carcinom
hepatocelular, proaspéat izolate, la fel ca si celulele HepG2, exprima DRS5 de la suprafata
celulei. Utillizdnd Fas ca si comparatie, hepatocitele normale, celulele de carcinom
hepatocelular si celulele HepG2, toate au exprimat niveluri echivalente de Fas (fig. 11b, pa-
nourile inferioare). Aceste rezultate suntin acord cu cele obtinute utilizand imunohistochimia
in situ si Western blot, si indica faptul c& DR5 de la suprafata celulei este bine exprimat in
celulele de ficat canceroase, dar nu si in hepatocitele normale. Prezenta nivelurilor mARN,
pentru DR4, DR5, DcR1 si DcR2, in hepatocitele umane, demonstrata prin RT-PCR (T. S.
Griffith, S. R. Wiley, M. Z. Kubin, L. M. Sedger, C. R. Maliszewski, N. A. Fanger, J. Exp.
Med., 19 Apr, 1999; 189(8): 1343-54), sugereaza faptul ca hepatocitele umane pot exprima
niveluri foarte mici de proteind DR5, care sunt sub pragul pentru detectie prin TRA-8.

Pentru a determina daca TRA-8 induce toxicitate hepatocelulara, se examineaza
susceptibilitatea hepatocitelor umane normale la apoptoza indusa de TRA-8 si de TRAIL
solubil plus agent de reticulare. Cand hepatocitele normale sunt cultivate in prezenta unei
concentratii mari de TRAIL, se observa o scadere dependenta de timp a viabilitatii celulare,
prin analizele ATPLite (fig. 12a) siMTT. Moartea celulara, mediata de TRAIL, a hepatocitelor
normale, poate fi vazuta la patru ore dupa adaugarea TRAIL. La sfarsitul unei culturi de 24 h,
mai mult de 80% dintre hepatocite sunt ucise de TRAIL. Prin contrast, in timpul aceleiasi
perioade, TRA-8 nu a indus o moarte celulard semnificativd a hepatocitelor normale.
Nucleele condensate colorate cu Hoechst, o caracteristica a apoptozei, sunt crescute in
hepatocitele tratate cu TRAIL, dar nu si in hepatocitele tratate cu TRA-8 (fig. 12). Numarul
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de hepatocite apoptotice este bine corelat cu viabilitatea celulara scazuta, dupa cum se
determina prin analiza ATPLite, sugerand faptul ca moartea celulara indusa de TRAIL este
mediata de apoptoza. Aceasta este confirmata prin capacitatea Z-VAD de ainhiba toxicitatea
mediata de TRAIL a hepatocitelor. Deoarece cicloheximida este un agent de crestere eficace
al apoptozei, este investigat efectul acestui compus asupra hepatocitelor tratate cu TRAIL
si TRA-8. In timpul unei culturi de patru ore, cicloheximida a crescut in mod semnificativ
moartea celulara a hepatocitelor indusa de TRAIL, mai mult de 70% dintre hepatocite fiind
ucise de TRAIL in prezenta cicloheximidei (fig. 12c). Cu toate acestea, tratamentul cu
cicloheximidd nu este capabil de a creste moartea celulard mediatd de TRA-8 a
hepatocitelor. Pentru a compara caracteristicile apoptozei mediate de TRA-8 cu cea indusa
de TRAIL in hepatocite, hepatocite normale, precum si celule canceroase, sunt incubate cu
cantitati variabile de TRAIL solubil cu agent de reticulare sau cu TRA-8. in timpul unei
perioade de culturd de 6 h, TRAIL a indus un raspuns apoptotic moderat in hepatocitele
normale. Mai mult de 20% dintre hepatocite sunt ucise in prezenta a 500 ng/ml TRAIL
(fig. 12d, in partea superioara stanga). Tratamentul cu TRA-8 al hepatocitelor normale nu
a provocat nicio moarte celularé semnificativd de-a lungul aceleiasi perioade de timp. in
contrast cu hepatocitele normale, celulele de carcinom hepatocelular primar (fig. 12d, partea
superioara mijloc) si celulele HepG2 (fig. 12d, partea superioara dreapta) sunt foarte
susceptibile la apoptoza mediata fie de TRAIL, fie de TRA-8. Peste 80% dintre celulele de
carcinom hepatocelular si aproape 100% dintre celulele HepG2 sunt ucise in timpul unei
perioade de cultura de 8 h. Aceste rezultate au indicat faptul ca hepatocitele normale sunt
complet rezistente la apoptoza mediata de TRA-8 si sunt mult mai putin susceptibile la
apoptoza mediata de TRAIL decét sunt celulele de cancer de ficat. Utilizand ligandul Fas si
anticorpul anti-Fas (CH-11), nu exista nicio diferenta semnificativd in ceea ce priveste
susceptibilitatea la apoptoza mediata de Fas intre hepatocitele normale, celulele de carcinom
hepatocelular, si celulele HepG2 (fig. 12d, panourile inferioare).

Exemplul comparativ 11B. Inductia hepatitei de catre TRAIL legat de membrana in
vivo

Soareci femele B6 de 8...10 saptdmani sunt injectate intravenos cu 10° pfu de
Ad/hTRAIL cu numarul egal de Ad/Tet-on. Soarecii sunt hraniti cu concentratii diferite de
tetraciclind in apa de baut a acestora, imediat dupa inocularea vectorilor adenovirali.
Leziunea hepatica este determinatd prin nivelurile serice de AST, utilizdnd o trusa de
diagnostic AST (Sigma). Exprimarea TRAIL este determinata prin analiza Northern.

Pentru a determina daca forma legatd de membranad a TRAIL induce o leziune
hepatica in vivo, este construit un vector adenoviral recombinat, care codifica lungimea
integrala a TRAIL uman (Ad/hTRAIL), a carui exprimare se afla sub controlul promotorului
inductibil de catre tetraciclina. La doudzeci si patru de ore dupa inocularea intravenoasa a
soarecilor B6 cu Ad/hTRAIL, exprimarea indusa de tetraciclind a TRAIL uman este observata
in ficat intr-o maniera doza-dependenta, dupa cum se demonstreaza prin analiza Northern
blot (fig. 13a). Nivelurile de exprimare a TRAIL sunt corelate bine cu leziunile ficatului, dupa
cum se arata prin cresterea dependenta de tetraciclind a transaminazelor, din nou intr-o
maniera doza-dependenta (fig. 13b). Deoarece inocularea cu vector adenoviral per se poate
creste susceptibilitatea hepatocitelor la apoptoza mediata de TRAIL, suntizolate hepatocitele
de la soareci inoculati cu Ad/TRAIL si li se testeaza moartea celulard mediata de TRAIL. Nu
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existd o moarte celulard semnificativ crescutd a hepatocitelor infectate cu Ad/TRAIL
comparativ cu cea de la soarecii martor (fig. 13c, panoul stang). Mai mult, soarecii inoculati
cu Ad/TRAIL nu au prezentat o leziune crescuta a ficatului dupa injectia intravenoasa a
TRAIL uman solubil. Astfel, urmeaza ca hepatita indusa de AJd/TRAIL sa fie mediata de catre
nivelurile inalte de exprimare a TRAIL in forma sa membranara. Analiza histologica a
sectiunilor de ficat a relevat faptul ca leziunea hepatocitelor este vizibila la 24 h dupa
inocularea vectorului (fig. 13d) si a persistat cel putin 7 zile (fig. 13e). Aceste modificari
patologice ale ficatului sunt de asemenea dependente de tetraciclina si apar intr-o maniera
doza-dependenta. Faza initiala, in 24 h de tratament, a leziunii ficatului, indusa de TRAIL,
este caracterizata prin focare de necroza. Infiltrarea celulelor inflamatorii nu se observa in
acest stadiu, dar hemoragia apare. Din ziua 7 dupa inoculare, leziuni difuze in ficat apar,
impreunad cu o dezordine lobularda marcata, o degenerare severa a hepatocitelor, cu o
citoplasma cu aglomerari neregulate si cu spatii clare largi si cu o apoptoza si o necroza
pregnante. Uninfiltrat extensiv de celule mononucleare este o caracteristica a acestui stagiu.
Aceste rezultate au indicat faptul ca TRAIL uman, sub forma sa legatd de membran3, este
capabil s& induca leziunea ficatului in vivo. In ciuda inclinatiei TRAIL uman de a produce
hepatite severe la soareci, acesta nu induce un raspuns letal. in contrast, soarecii inoculati
cu vectori similari, controlati de tetraciclina, care codifica ligandul Fas, au dezvoltat o hepatita
fulminantd, cu o apoptoz& masiva si cu necroza hepatocitelor, insotitd de o hemoragie
severa si de mortalitate, care apare intr-o doza dependenta de tetracicling, la 72 h de la
inoculare. Rata mortalitatii a ajuns la 100%, in 48 h, in acele subgrupe care primesc 3 mg/ml
tetraciclind. In contrast, toti soarecii care au primit Ad/hTRAIL, in ciuda dozei de tetracicling,
suntincain viata, la patru saptamani dupa inoculare. Astfel, rezulta ca, in vivo, forma legata
de membrana a TRAIL este un inductor mai putin eficace al leziunilor hepatocelulare decat
ligandul Fas. Aceasta sugereazd, in continuare, ca TRAIL poate induce leziuni hepatice
printr-un mecanism care diferd de mecanismele care prezinta toxicitatea ligandului Fas.

Exemplul 12. Celulele T si B umane activate exprima niveluri crescute de DR5

Pentru a determina daca DR5 joaca un rol in apoptoza mediata de TRAIL a celulelor
T si B activate, se examineaza exprimarea la suprafaté a DRS5, pe celulele T si B in repaus
sau activate, utilizand TRA-8. Celulele T umane, nestimulate in PBMC, nu au exprimat
niveluri semnificative de DR5 (fig. 14). La 48 h dupa stimularea, fie anti-CD3, fie Con-A,
exprimarea DRS5 de la suprafata celulei este crescutd semnificativ. in mod similar, celulele
B nestimulate au exprimat niveluri foarte joase de DR5. Stimularea cu anti-y, dar nu cu LPS,
a avut carezultat o exprimare crescuta la suprafata celulei a DR5. Aceste rezultate au indicat
ca ambele celule T si B activate exprima niveluri mai mari de DR5 la suprafata celulei.
Celulele sunt colorate cu 20 ug/ml TRA-8 si IgG1 antisoarece PE.

Exemplul 13. Celulele T si B activate devin susceptibile la apoptoza mediata de
TRA-8

Pentru a determina daca celulele activate T si B sunt susceptibile la apoptoza
mediata de TRAIL, celulele T si B de PBMC uman sunt stimulate cu anti-CD3 sau, respectiv,
cu anti-y in vitro, timp de 48 h. Celulele gliale si celulele bolnave, care prolifereaza, sunt
colectate prin centrifugare in gradient si sunt incubate cu concentratii diferite de TRA-8.
Celulele T si B nestimulate nu sunt susceptibile la apoptoza mediatéd de TRA-8 (fig. 15).
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Celulele T si B stimulate total au prezentat o susceptibilitate moderat crescuta la apoptoza
mediatd de TRA-8, 20% dintre celule fiind ucise de TRA-8, dupa cultivare peste noapte.
Celulele T bolnave, cu proliferare inalta, sunt chiar mai susceptibile la apoptoza mediata de
TRA-8. Celulele B bolnave sunt, de asemenea, mai susceptibile la apoptoza mediata de
TRA-8, comparativ cu altele. Aceste rezultate au indicat faptul ca celulele activate T si B sunt
susceptibile la apoptoza mediata de DR5.

Exemplul 14. TRA-8 produce depletia celulelor T activate la soarecii uman/SCID

Pentru a determina eficacitatea anticelula T, in vivo, a TRA-8, soareci NOD/SCID
suntinjectati intravenos cu 1x10° PMBC uman. in mod normal, celulele T umane din soarecii
SCID sunt rapid activate, ca raspuns la stimularea xenogenica. Soarecii PBMC/SCID umani
sunt injectati intraperitoneal cu 100 pg TRA-8 sau cu IgG1 martor din ziua transferului, si se
repeta zilnic, timp de 3 zile. La cinci zile dupa transfer, celulele mononucleare se izoleaza
din splina si se coloreaza cu anticorp CD3 antiuman, iar populatia de limfocite este analizata
prin analiza citometrica in flux si se determina celulele umane T CD3 pozitive. Aproximativ
30% dintre limfocitele splenice sunt celule T umane, dupa cum se determina prin colorarea
CD3 antiuman, la soarecii martor tratati. Cu toate acestea, doar cateva celule T umane (mai
putin de 3%) sunt observate printre limfocitele splenice la soarecii tratati cu TRA-8 (fig. 16).
Studiul histologic in situ a revelat faptul ca, in splina soarecilor martor, celulele T umane sunt
repopulate in splind, si doar cateva celule apoptotice se observa, dupa cum s-a demonstrat
prin colorarea TUNEL. In contrast, repopularea cu celule umane viabile T nu se observa in
splina soarecilor tratati cu TRA-8, ci mai degraba se observa mai multe celule (fig. 17).
Aceste rezultate demonstreaza faptul cd TRA-8 are o activitate celulara anti-T in vivo, i
indica utilizarea anticorpilor din inventie pentru tratamentul bolii GVH.

Exemplul 15. Activitatea terapeuticd anticancer a TRA-8

15.1. Exprimarea $i DR5, functionarea DR5 in tesuturile siliniile de celule canceroase
umane

i. Exprimarea DR in tesuturile canceroase umane prin colorarea in situ cu TRA-8

Pentru a determina daca celulele si tesuturile canceroase exprima in mod diferential
niveluri mai inalte de DRS5, un grup de tesuturi canceroase umane, incluzand peste 20 de
cancere de san, 6 cancere ovariene, 5 cancere de colon si 5 cancere de prostata, se
coloreazd cu TRA-8, pentru imunochimie. Majoritatea acestor tesuturi canceroase au
exprimat DR5 detectabil. Nivelurile de exprimare ale DR5, in aceste tesuturi canceroase, au
fost diferite. in general, tesuturile canceroase au exprimat niveluri mai inalte de DR5 decéat
tesuturile neimplicate. in plus, exprimarea DR5 aparent nu este corelaté cu mutatia p53.

ii. Exprimarea si functionarea DRS5 in liniile de celule canceroase umane (tabelul 2)

La noua linii de celule de cancer de san, la trei linii de cancer ovarian, la trei linii de
cancer de colon si la trei linii de cancer de prostata, li s-au examinat exprimarea de suprafata
a DRS5 si susceptibilitatea la apoptoza indusa de TRA-8 in vitro. 7 din 9 linii de cancere de
san, 3 din 3 linii de cancer de colon si 3 din 3 linii de cancer de prostata au exprimat niveluri
variabile de DR5 de suprafata. Dintre 9 linii de cancer de san, 3 sunt foarte susceptibile, 3i
sunt intermediare si 3 sunt rezistente la apoptoza mediata de TRAIL. Toate liniile de cancer
ovarian sunt foarte susceptibile. Una din trei linii de cancer de colon este foarte susceptibila,
in timp ce doua au o sensibilitate intermediara. Doua din trei linii de cancer de prostata au
sensibilitate intermediara si una este rezistenta.
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Tabelul 2
Exprimarea si functionarea DRS5 in celulele de cancer umane
Linia de celule Originea Exprimarea’ Susceptibilitatea
2LMP San + F+++
LCC6 San +++ o+
MB468 San +++ +++
MB231 San ++ +++
ZR-75-1 San +++ ++
SKBR3 San + +
MB453 San ++ +
BT474 San + -
DY36T2 San - -
Caov-3 Ovar + o+
OVCAR-3 Ovar ++ o+
Skov-3 Ovar + 4+
WiDR Colon +++ F+++
HST29 Colon ++ +++
T84 Colon + ++
PC3 Prostata +++ ++
LnCap Prostata +++ +
Du-145 Prostata +++ +

Not&: ' determinat& prin citometrie in flux, celulele sunt colorate cu 20 ug/ml TRA-8 si comparativ cu anticorpul
martor. 2 determinat prin analiza ATPLite. ++++: peste 80% omorare, +++ intre 60 si 80%, ++: omorare intre 40

si 60%, +: omorare intre 20 si 40%, - fara omorare.

iii. Citotoxicitatea combinatéd a TRA-8 cu Adriamicina

in cateva linii de cancer de san, se examineaza efectul Adriamicinei asupra apoptozei
induse de TRA-8. Doze mari de Adriamicina au prezentat un efect aditiv. Cu toate acestea,
la unele dintre liniile de celule rezistente la TRA-8, doze mici de Adriamicina cresc sinergic
apoptoza indusa de TRA-8.

iv. Activitatea de legare in vitro si in vivo a TRA-8 la celulele canceroase umane

Utilizdnd TRA-8 marcat cu radioizotopi, activitatea TRA-8 asupra unei linii de cancer
de celule este examinata in vitro si in vivo, la soarecii SCID la care s-a implantat tumoarea.
Activitatea de legare in vitro a celulelor canceroase se estimeaza ca valoare Kd de 3 nM,
care este concordanta cu previziunile noastre, utilizand ELISA, si de cel putin 50 de ori mai
mare decat a TRAIL solubil. /n vivo, TRA-8 s-a localizat in tesuturile tumorale implantate.
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15.2. Terapia leucemiei cronice limfolitice la soarecii NOD/SCID cu TRA-8

Leucemia limfolitica cronica este o forma comuna de malignitate a celulelor B. Cele
mai multe celule B maligne in CLL sunt cu fenotip matur si sunt rezistente la multi stimuli
apoptotici. Sunt examinate exprimarea si functionarea DRS5 in celulele B la cinci pacienti cu
CLL. Tofti pacientii au avut un numar mare de celule B, care s-au dovedit a fi mai mult de
95% celule CD19+B in PBMC. Comparativ cu celulele B primare, celulele B de CLL ale
tuturor pacientilor au avut niveluri mai inalte de DRS5 de la suprafata celulei si sunt mai
susceptibile la apoptoza indusa de TRA-8 in vivo. Interesant, celulele CLL B sunt de
asemenea sensibile la toxicitatea indusa bisindolmaleimida VIl (BisVIIl). Consecutiv
tratamentului cu TRA-8 si BisVIII, aproape 50% dintre celulele B de CLL sunt ucise, in timp
ce celulele B normale au ramas fara raspuns (fig. 18). Transferul celulelor B de CLL in
soareci NOD/SCID a avut ca rezultat o repopulare cu celule CD19+B 25...30% a splinei
soarecilor receptori, la cinci zile dupa transfer. Cu toate acestea, trei doze de tratament cu
100 pg TRA-8 au eliminat complet celulele B de CLL, la patru din cinci pacienti, in splina
soarecilor SCID receptori. Astfel, TRA-8 singur sau impreuna cu alte substante este activ ca
agent terapeutic, pentru leucemia limfolitica cronica.

Exemplul 16. Clonarea cADN

1. Determinarea secventelor de aminoacid ale capétului N-terminal al lanturilor greu
si usor ale TRA-8

Pentru a obtine cADN-urile lanturilor ugor si greu ale TRA-8, secventele de aminoacid
ale capatului N-terminal al lanturilor greu si ugor ale TRA-8 si genele clonate ale TRA-8 se
determina prin tehnicile cunoscute.

10 pg de solutie care contine anticorpul antiuman TRA-8 DR5 sunt supuse
electroforezei in gel de SDS-poliacrilamida (,SDS-PAGE"), utilizadnd o concentratie a gelului
de 12% gr/v, 100 V tensiune constanta, timp de 120 min. Dupa elecroforeza, gelul este
imersat in tampon de transfer Tris-HCI 25 mM (pH 9,5), 20% metanol, 0,02% vol/vol SDS,
timp de 5 min. Dup& acest timp, continutul proteic al gelului este transferat pe o membrana
de difluorura de poliviniliden (,membrana de PVDF"); marimea porilor 0,45 um; Milipore,
Japonia), imbibata anterior in tamponul de transfer, utilizadnd un aparat pentru blotting (KS-
8451; Marysol), in conditii de tensiune constanta de 10 V, 4°C, timp de 14 h.

Dupa acest timp, membrana PVDF este spalatd cu tampon de spalare cu NaCl
25 mM, 10 mM tampon borat sodic (pH 8,0), apoi a fost coloraté intr-o solutie de colorare
(50% vol/vol metanol, 20% vol/vol acid acetic si 0,05% gr/vol Coomasie Brilliant Blue), timp
de 5 min, pentru a localiza benzile proteice. Membrana PVDF este apoi decolorata cu
metanol apos 90% vol/vol, iar benzile care corespund lantului greu, banda cu mobilitate
scazuta silantul greu, banda cu mobilitate mare localizata anterior pe membrana PDVF, sunt
excizate si spalate cu apa deionizata.

Secventa aminoacizilor de la capatul N-terminal al lanturilor ugor si greu este
determinata prin metoda automata Edman (Edman, P. etal., (1967), Eur. J. Biochem., 1, 80),
utilizdnd un secventiator de proteina in fazd gazoasa (PPSQ-10; Shimadzu Seisakusyo,
K. K).

Secventa aminoacizilor de la capatul N-terminal al benzii corespunzatoare la lantul
greu este determinata ca fiind:

Glu-Val-Met-Leu-Val-Glu-Ser-Gly-Gly-Gly-Leu-Val-Lys-Pro-Gly-Gly-Ser-Leu-Lys-Leu
(SECV ID Nr. 4 din lista de secvente);
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si cea a benzii corespunzatoare la lantul usor este determinat ca fiind:

Asp-lle-Val-Met-Thr-GIn-Ser-His-Lys-Phe-Met-Ser-Thr-Ser-Val-Gly-Asp-Arg-Val-Ser
(SECV ID Nr. 5 din lista de secvente);

Compararea acestor secvente de aminoacizi cu baza de date a secventelor de
aminoacizi ai anticorpilor produsi de Kabat et al. (Kabat E. A. et al., 1991, in Sequences of
proteins of immunological interest (Secvente de proteine de interes imunologic), Vol. I, U.
S., Department of Health and Human Services) a revelat faptul c& lantul greu (lantul y1) si
lantul usor (lantul k) ale lui TRA-8 apartin subtipurilor al 3-lea si, respectiv, primului.

2. Clonarea cADN

Pe baza descoperirilor de mai sus, sunt sintetizati primerii oligonucleotidici, care este
de asteptat s& hibridizeze cu portiunile din regiunile 5'-netranslatate si cu cele chiar de la
capatul regiunilor 3'-translatate ale genelor care apartin subtipurilor soarece. Apoi, CADN-
urile care codifica lanturile greu si usor ale lui TRA-8 sunt clonate prin urmatoarea combinatie
a revers transcriptiei si PCR (RT-PCR):

a. Matrita

ARN-ul total al hibridomului TRA-8 (ATCC Nr. PTA-1428) este extras. utilizand
reactivul TRIzol (GIBCO BRL). Matrita pentru reactia PCR a utilizat cADN-ul care este
obtinut utilizadnd trusa de sinteza cADN First-Strand (Amersham Pharmacia Biotech) in
conformitate cu manualul de instruire furnizat cu trusa.

b. Primerii PCR

Urmatorii primeri oligonucleotidici se sintetizeaza pentru PCR:

5'-cagcactgaa cacggacccc-3' (HSNCS1: SECV ID Nr. 6 din lista de secvente):

5'-aaaggtaatt tattgagaag-3' (HS5NCS2: SECV ID Nr. 7 din lista de secvente);

5'-cctcaccatg aacttcggge-3' (H5SS1: SECV ID Nr. 8 din lista de secvente);
5'-ctgttgtatg cacatgagac-3' (H5SS2: SECV ID Nr. 9 din lista de secvente);
5'-gaagtgatgc tggtggagtc-3' (H5CS1: SECV ID Nr. 10 din lista de secvente);
5'-agtgtgaagt gatgctggtg-3' (H5CS2: SECV ID Nr. 11 din lista de secvente);
5'-tttaccagga gagtgggaga g-3' (H3CR: SECV ID Nr. 12 din lista de secvente);
5'-tgcagagaca gtgaccagag-3' (H3VR: SECV ID Nr. 13 din lista de secvente);
5'-tgttcaggac cagcatggge-3' (LSNCS1: SECV ID Nr. 14 din lista de secvente);
5'-aagacatttt ggattctaac-3' (LSNCS2: SECV ID Nr. 15 din lista de secvente);
5'-tatcatgaag tctttgtatg-3' (L5SS1: SECV ID Nr. 16 din lista de secvente);
5'-gatggagaca cattctcagg-3' (L5SS2: SECV ID Nr. 17 din lista de secvente);
5'-gacattgtga tgacccagtc-3' (L5CS: SECV ID Nr. 18 din lista de secvente);
5'-ttaacactca ttcctgttga-3' (L3CR: SECV ID Nr. 19 din lista de secvente;

5'-gactgggtca tcacaatgtc-3' (LCSR: SECV ID Nr. 20 din lista de secvente).

Daca nu este altfel specificat, toate oligonucleotidele din aceste exemple sunt
sintetizate de catre Pharmacia Biotech. Toate oligonucleotidele sunt depozitate la -20°C,
dupa ce sunt dizolvate in apa distilata.

¢. Reactia PCR

Compozitia solutiei reactiei PCR:

- matrita cADN 5 pl din totalul de 33 ul de reactie;

-primerul DR5pT .. 10 pmol;

-primerul DR5p2 .. .. 10 pmol;
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- tamponul concentrat PCR 10 x (furnizatcutrusa) ................... 10 pl;
-dNTP-uri (fiecare 2,5 mM) ... ... . . . . ... 4 ul; si
- polimeraza Taq (Promega) ........... ... ... .. ... ... .. ... ..... 5 unitati.

Se adauga apa distilata sterila, la solutie, la un volum total de 100 pl. Daca nu este
altfel specificat, dNTP-urile sunt un amestec echimolar de dATP, dCTP, dGTP si dTTP
(2,5 mM fiecare).

Reactia PCR este condusa dupd cum urmeaza. Solutia este mai intai incalzita la
94°C, timp de 2 min, dupa care se repeta de 40 de ori un ciclu de incalzite la 94°C, timp de
30 s, 1a 52°C, timp de 1 min si la 72°C, timp de 3 min. Dupa efectuarea acestei proceduri,
solutia de reactie este incalzita la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate, astfel obtinute, sunt separate pe gel de agaroza
care contine 0,25 pg/ml bromura de etidiu. Benzile determinate ca continand fragmentele de
ADN dorite sunt indepartate prin taiere, utilizand o lama de ras, iar ADN-ul este recuperat
de acolo, utilizadnd o trusd Gene Clean (BIO101). Fragmentul ADN este clonat, utilizand
vectorul pGEM-T Easy (Promega). Acest lucru este realizat dupa cum urmeaza:

Fragmentul de ADN recuperat din solutia de reactie PCR, impreuna cu 50 ng de
vector pPGEM-T Easy (furnizat impreuna cu trusa), este amestecat cu 1 yl de 10 x tampon
de reactie cu ligaza (6 mM Tris-HCI (pH 7,5), 6 mM clorura de magneziu, 5 mM clorura de
sodiu, 7 mM B-mercaptoetanol, 0,1 mM ATP, 2 mM DTT, 1 mM spermidina si 0,1 mg/ml
albumina serica bovinad), la care s-au adaugat 4 unitati de T4 ADN ligaza (1 pl). Volumul total
al amestecului este ajustat la 10 yl cu apa deionizata sterila si solutia de ligaze este incubata
la 14°C, timp de 15 h . Dupa acest timp, 2 pl de solutie de reactie cu ligaza se adauga la
50 pl de tulpina de E. coli JM109, competenta (furnizatd impreuna cu trusa si adusa la com-
petenta in conformitate cu manualul de utilizare), la care s-au adaugat 2 pl B-mercaptoetanol
0,5 M, iar amestecul rezultat este mentinut pe gheata, timp de 30 min, apoi la 42°C, timp de
30 s si din nou pe gheata, timp de 5 min. Apoi, se adauga, la culturd, 500 pl de mediu care
contine 2% v/v triptona, 0,5% gr/v extract de drojdie, 0,05% gr/v clorura de sodiu, clorura de
potasiu 2,5 mM, clorura de magneziu 1 mM, si glucoza 20mM (la care se va face referire de
acum inainte ca mediu "SOC"), iar amestecul se incubeaza timp de o org, la 37°C, cu
agitare. Dupa acest timp, cultura este réaspandita pe o placé de agar cu bulion L (contine 1%
v/v triptona, 0,5% gr/v extract de drojdie, 0,5% gr/v clorura de sodiu, 0,1% gr/v glucoza, si
0,6% gr/v bacto-agar (Difco)), care contine 100 ug/ml. Coloniile rezistente la ampiciling, care
apar pe placa, sunt selectate si rdzuite cu o ansa de transfer din platina si se cultiva in mediu
cu bulion L, care contine 100 ug/ml ampiciling, la 37°C, peste noapte, agitand la 200 rpm.
Dupa incubare, celulele sunt recoltate prin centrifugare, celule din care se prepara ADN
plasmidian prin metoda alcalind. Plasmida obtinuta este desemnata ca plasmida pH62
pentru lantul greu al TRA-8 sau pL28 pentru lantul ugor al TRA-8. Tulpinile de E. coli
transformante, purtatoare ale acestui plasmid, desemnate ca E. coli JM109/pH62 si E. coli
JM109/pL28, au fost depozitate in Organismul Depozitar al Brevetului International, Institutul
National de $tiinta si Tehnologie Industriald Avansata, 1-1, Higashi 1 chome Tsuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, in 20 aprilie 2001, in conformitate cu Tratatul de la
Budapesta pentru Depozitele de Microorganisme, si au primit numerele de acces FERM BP-
7560 si, respectiv, FERM BP-7561 . Secventele de nucleotide, ale acestor ADN-uri care
codifica lantul greu si lantul usor al TRA-8, sunt confirmate prin metoda dideoxi (F. S. Sanger
etal., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 74:5463-5467), utilizadnd analizorul 3700 DNA (ABI
PRISM; Perkin Elmer Applied Biosystems, Japonia).
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Secventele de nucleotide ale lanturilor greu si usor ale TRA-8 sunt date ca SECV ID
nr. 21 si, respectiv, nr. 22, din Lista de Secvente. Secventa de aminoacizi a lanturilor greu
si usor ale TRA-8 este datad ca SECV ID nr. 23 si, respectiv, nr. 24, din Lista de Secvente.
Secventele de aminoacid de la capatul N-terminal al lanturilor greu si ugor ale TRA-8,
stabilite mai sus, se potrivesc perfect. Mai mult, cdnd secventele de aminoacizi ale lantului
greu si usor se compara cu baza de date a secventelor de aminoacizi ale anticorpilor, se
stabileste c&, pentru lantul greu, nucleotidele de la nr. 58 la 414, din SECV ID nr. 21, au
constituit regiunea variabild, in timp ce nucleotidele de la nr. 415 la 1392, din SECV ID nr.
21, au constituit regiunea constanta. Pentru lantul usor, nucleotidele de la nr. 64 la 387, din
SECV ID nr. 22, au constituit regiunea variabila, in timp ce nucleotidele de la nr. 388 la 702,
din SECV ID nr. 22, au constituit regiunea constanta. Locatiile si secventele CDR-urilor sunt
de asemenea elucidate, comparand omologiile cu baza de date. Secventele de aminoacizi
ale CDR1, CDR2 si CDR3 ale lantului greu al TRA-8 sunt prezentate in SECV ID nr 25, nr.
26 si, respectiv, nr. 27. Secventele de aminoacizi ale CDR1, CDR2 si CDR 3 ale lantului greu
al TRA-8 sunt prezentate in SECV ID nr. 28, nr. 29 si, respectiv, nr. 30.

Exemplul 17. Proiectarea unei versiuni umanizate a anticorpului TRA-8

1. Modelarea molecularé a regiunii variabile a TRA-8

Modelarea moleculara a regiunii variabile a TRA-8 este realizata prin metoda cunos-
cuta in general ca modelare de omologie (Methods in Enzymology, 203, 121-153, 1991).
Secventele primare ale regiunilor variabile ale imunoglobulinei umane, inregistrate in Banca
de Date pentru Proteine (Nuc. Acid. Res., 28, 235-242, 2000), pentru care structurile tridi-
mensionale, derivate din analiza cristalografica cu raze X, sunt disponibile, se compara cu
regiunile cadru ale TRA-8, determinate mai sus. Ca rezultat, 1INCD si 1HIL sunt alese ca
avand cea mai inaltd omologie a secventelor cu regiunile cadru ale lanturilor usor si,
respectiv, greu, ale TRA-8. Structurile tridimensionale ale regiunilor cadru sunt generate prin
combinarea coordonatelor INCD si 1HIL, care corespund lanturilor greu si ugor ale TRA-8,
pentru a obtine "modelul cadru". Utilizand clasificarea definitéa de Clothia et al., CDR-urile
TRA-8 se clasificd dupad cum urmeaza: CDRL,, CDRL,, CDRH, si CDRH, care apartin
claselor canonice 2, 1, 1, respectiv, 3, in timp ce CDRL, nu apartine vreunei clase canonice
specifice. Buclele CDR ale CDR,, CDRL,, CDRH, si CDRH, sunt fixate in conformatiile
inerente claselor canonice ale lor si sunt integrate in modelul cadru. Lui CDRL, ii este
desemnata conformatia clusterului 8A, in conformitate cu clasificarea lui Thornton et al. (J.
Mol. Biol., 263, 800-815, 1996), si CDRH, este clasificata in k(8)C, utilizdnd regula H3
(scrisoarea FEBS 455, 188-197,1999). Apoi conformatiile reprezentative pentru CDRL, si
CDRHj; sunt integrate in modelul cadru.

in final, se efectueaza calcule de energie, pentru a elimina legéturile interatomice
nefavorabile, pentru a obtine un model molecular probabil al regiunii variabile a TRA-8 in
termeni de energie. Procedura de mai sus se realizeaza, utilizand sistemul comun de
modelare moleculara ABM (Oxford Molecular Limited, Inc). Pentru modelul molecular obtinut,
acuratetea structurii este evaluata in continuare, utilizand softul PROCHECK (J. Appl. Cryst.
(1993), 26, 283-291).

2. Proiectarea secventelor de aminoacizi pentru TRA-8 umanizat

Constructia anticorpilor TRA-8 umanizati se realizeaza prin metoda cunoscuta in
general ca grefare CDR (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86, 10029-10033, 1989). Anticorpul
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acceptor este ales pe baza omologiei dintre aminoacizii din regiunea cadru. Secventele
regiunii cadru din Tra-8 se compara cu toate secventele de cadru din baza de date Kabat de
secvente de aminoacizi ale anticorpilor (Nuc. Acid Res., 29, 205-206, 2001). Ca rezultat,
anticorpul mABS58'CL este selectat ca acceptor datorita celei mai inalte omologii a secventei,
80%, a regiunii cadru. Resturile de aminoacid din regiunea cadru ale mAB58'CL sunt aliniate
cu cele pentru TRA-8 si sunt identificate pozitile unde se utilizeazd aminoacizi diferiti.
Locatia acelor resturi este analizatd, utilizdnd modelul tridimensional al TRA-8, construit mai
sus, si resturile donoare, care ar trebui sa fie grefate pe acceptor, sunt alese pe baza
criteriului dat de Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86, 10029-10033, 1989).
Secventele de TRA-8 umanizat sunt construite aga cum se descrie in urmatorul exemplu,
prin transferarea mai multor resturi donor intr-un anticorp acceptor, mAb58'CL.

Exemplul 18. Constructia unui vector de expresie pentru lantul greu al anticorpului
umanizat

1. Constructia plasmidei purtatoare a ADN-ului regiunii variabile a lantului greu al
TRA-8 umanizat

Pentru a determina activitatea TRA-8 umanizat, plasmida purtatoare a lantului greu
al TRA-8 umanizat este construita dupa cum urmeaza. Cu toate acestea, se apreciaza ca
umanizarea lui TRA-8 nu este limitata la aceste exemple.

Asa cum este prezentatin SECV ID Nr. 31 a listei de secvente, umanizarea secven-
telor de aminoacizi ale lantului greu al anticorpului DR5 antiuman de soarece TRA-8 a
determinat inlocuirea celui de-al 13-lea aminoacid (lizina), celui de-al 19-lea aminoacid
(lizina), celui de-al 40-lea aminoacid (treonina), celui de-al 42-lea aminoacid (acidul
glutamic), celui de-al 44-lea aminoacid (arginina), celui de-al 84-lea aminoacid (serina), celui
de-al 88-lea aminoacid (serina), celui de-al 93-lea aminoacid (metionina), celui de-al 114-lea
aminoacid (treonina), celui de-al 115-lea aminoacid (leucina) cu glutamina, arginina, alanina,
glicina, glicina, asparagina, alanina, valina, leucina si respectiv valina.

Plasmida purtdtoare a regiunii variabile a lantului greu al TRA-8 umanizat
codificatoare de ADN (SECV ID Nr. 31 a listei de secvente) este construitd dupa cum
urmeaza.

PCR este utilizatd pentru a construi urmatoarele secvente ADN, fiecare dintre
acestea cuprinzand cele descrise mai sus.

Sunt sintetizate urmatoarele 12 oligonucleotide:

5'- ttggataagc ttggcttgac ctcaccatgg gatggagctg tatcatcctc ttcttggtag caacagctac
aggtgtccac -3' (A; SECV ID Nr. 32);

5'- tctgaagtaa tgctggtgga gtctggggga ggcttagtac agectggagg gtcectgaga ctetectgtg
cagcctctgg -3' (B; SECV ID Nr. 33);

5'- attcactttc agtagttatg taatgtcttg ggttcggcag gcaccaggga agggtctgga gtgggttgea
accattagta -3' (C; SECV ID Nr. 34);

5'- gtggtggtag ttacacctac tatccagaca gtgtgaaggg ccgattcacc atctccagag acaatgccaa
gaacaccctg -3' (D; SECV ID Nr. 35);

5'- tatctgcaaa tgaacagtct gagagcagag gacacggctg tttattactg tgcaagaagg ggtgactcta
tgattacgac -3' (E; SECV ID Nr. 36);

5'- ggactactgg ggccaaggga ccctggtcac agtctcctca gectccacc aagggeccat cggte -3' (F;
SECV ID Nr. 37);
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5'- ctaccaagaa gaggatgata cagctccatc ccatggtgag gtcaagccaa gcttatccaa -3' (G;
SECV ID Nr. 38);

5'- tctcagggac cctccaggct gtactaagcc tcccccagac tccaccagcea ttacttcaga gtggacacct
gtagctgttg -3' (H; SECV ID Nr. 39);

5'- tccagaccct teeetggtge ctgecgaacce caagacatta cataactact gaaagtgaat ccagaggctg
cacaggagag -3' (I; SECV ID Nr. 40);

5'- ctctggagat ggtgaatcgg cccttcacac tgtctggata gtaggtgtaa ctaccaccac tactaatggt
tgcaacccac -3' (J; SECV ID Nr. 41);

5'- ccticttgca cagtaataaa cagccgtgtc ctctgetctc agactgttca tttgcagata cagggtgttc
ttggcattgt -3' (K; SECV ID Nr. 42);

5'- gaccgatggg cccttggtgg aggcetgagga gactgtgacc agggtcectt ggccccagta gtcegtegta
atcatagagt cacc -3' (L; SECV ID Nr. 43).

Urmatorii 2 primeri PCR sunt sintetizati asa cum s-a descris mai sus:

5'- ttggataagc ttggcttgac -3' (P1; SECV ID Nr. 44); si

5'- gaccgatggg cccttggtgg a -3' (P2; SECV ID Nr. 45).

Sinteza ADN-ului care codifica un lant polipeptidic care contine o secventa de semnal
de secretie, o regiune variabila a lantului greu al TRA-8 umanizat si cele 8 resturi de amino-
acid de la capatul N-terminal al regiunii lgG-CH1 este realizat4, utilizand o combinatie a PCR.

Fragmentul ADN este preparat dupa cum urmeaza.

Compozitia solutiei de reactie PCR:

-oligonucleotida A ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaB . ... ... . . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida C ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaD . ....... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaE . ... ... . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida F ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida G . ...... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaH ... ... ... . . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidal ... .. ... . . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidad ........ ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida K ... ... ... . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida L ....... ... . . ... ... ... 10 pmol;
- oligonucleotida primer P1 .. ... ... ... ... ... 2 uM;
- oligonucleotida primer P2 .. .. ... ... . ... ... 2 uM;
-tampon 10 X Pyrobest Il ... ... ... . . . ... 10 pl;
SANTP MIX . 8 ul;
- ADN polimeraza Pyrobest Il .. ... ... ... ... .. ... ... ... .. ... 0,5 pl si

- apa redistilata la un volum final de 50 pl.

Reactia PCR este condusa dupa cum urmeaza. Solutia este mai intai incalzita la
94°C, timp de 5 min, dupa care un ciclu de incalzire la 98°C, timp de 10 s, la 55°C, timp de
30 s si la 72°C, timp de un minut, care este repetat de 7 ori. Dupa efectuarea acestei
proceduri, solutia de reactie este incalzita la 72°Cn timp de 15 min.

Se adauga un volum egal de fenol-cloroform (50% v/v fenol saturat cu apa, 48% v/v
cloroform, 2% v/v alcool izoamilic) la 200 pl din fiecare dintre produsgii PCR si se amesteca
viguros, timp de un minut. Dupa acestinterval de timp, amestecul este centrifugatla 10000 x g
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si stratul apos este recuperat si amestecat cu un volum egal de cloroform-alcool izoamilic
(96% v/v cloroform si 4% v/v alcool izoamilic), care este din nou amestecat viguros la
10000 x g si stratul apos este recuperat. Seria de etape expusa in acest paragraf este
denumita de acum inainte ,extractia fenolului").

Se efectueaza apoi precipitarea din etanol a stratului apos recuperat. Asa cum este
utilizata si denumita aici, ,precipitarea din etanol" consta in adaugarea, cu amestecare, a
unei zecimi de volum de acetat de sodiu 3M (pH 5,2) si a 2,5 volume de 100% etanol la
solutia care trebuie tratata, si inghetarea amestecului, utilizand gheata uscatd. Amestecul
rezultat este apoi centrifugat la 10000 X g, pentru a recupera ADN-ul ca precipitat.

Dupa extractia cu fenol si precipitarea din etanol, precipitatul de ADN rezultat este
uscat in vid, dizolvat intr-un minimum de apa redistilata, si separat prin electroforeza in gel
de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul este colorat cu 1 ug/ml solutie apoaséa de bromura
de etidiu, pentru a permite detectarea ADN in lumin& UV. Banda ADN corespunzatoare ADN
TRA-8 umanizat este taiata, utilizadnd o lama de ras si este eluata din gel, utilizand trusa
Geneclean Spin (BIO 101, CA, SUA). Dupa extractia cu fenol, ADN-ul eluat este apoi
concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitare din etanol si, in final, se
dizolva in 5 ul apa distilata.

Fiecare ADN extras rezultat se doneaza, utilizand vectorul pGEM-T Easy (Promega),
dupa cum urmeaza:

- fragment de ADN recuperat dinreactiaPCR .. ...................... 5 yl;
-tampon Tag polimeraza ............... ... .. .. ... .. .. ... .... 10 X 1 ul;
—amestec ANTP L. 1 ul;
- Taq polimeraza (S unitati/ml) . ......... ... .. ... .. ... . ... 1l si

- apa redistilata la un volum final de 10 pl.

Dupa ce fiecare dintre solutiile de mai sus reactioneaza la 70°C, timp de 30 min,
fiecare solutie de ADN si vector pGEM-T Easy sunt legate, utilizdnd trusa DNA Ligation
Versiunea 2.0 (Takara Shuzo Co., Ltd), utilizdnd protocolul fabricantului.

Dupa 4 h de incubare la 15°C, 2 ul de solutie de reactie incubata se amesteca cu
100 pl de tulpina de E. coli JIM109 competenta la densitatea celulara de 1-2 x 10° celule/m
(Takara Shuzo Co., Ltd) si amestecul este mentinut pe gheata, timp de 30 min, apoila 42°C,
timp de 30 s si din nou pe gheatd, timp de un minut. Apoi se adauga la amestec 500 pl de
mediu SOC (2% v/v triptona, 0,5% gr/v extract de drojdie, 0,05% gr/v clorura de sodiu, 2,5
mM gr/v clorura de potasiu, clorura de magneziu 1 mM si glucoza 20 mM), care este incubat
timp de inca o ora, agitdnd. Tulpinile transformante sunt apoi izolate si se prepara ADN
plasmidian din tulpini, dupa descrierea din Molecular Cloning, a Laboratory Manual.
Secventele de nucleotide ale acestor ADN-uri care codifica lantul greu al TRA-8 umanizat,
sunt confirmate prin metoda dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. SUA,
74:5463-5467), utilizdnd analizorul 3700 DNA (ABI PRISM; Perkin Elmer Applied
Biosystems, Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pHB14 (plasmida care poartd cADN-ul care
codificd lantul greu al TRA-8 umanizat). Tulpina de E. coli transformanta, care poarta
aceasta plasmida, desemnata E. coli JM109/pHB14, a fost depozitatd la Organismul
International Depozitar al Brevetelor, Institutul National pentru $tiintd si Tehnologie
Avansata, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, in 20 aprilie
2001, in acord cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitele de Microorganisme, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7556.

66



RO 123525 B1

2. Construirea plasmidelor de expresie care poarta AND-ul regiunii variabile a lantului
greu al TRA-8 umanizat

Vectorii de expresie recombinati pentru celulele animale sunt construiti prin inserarea
ADN-ului care codifica lantul greu al TRA-8 umanizat (clonat in cele de mai sus), dupa cum
urmeaza.

1 ug de plasmida pSRHHHS3 (cererea de brevet european EP 0-909-816-A1), care
poarté regiunea variabila a lantului greu al regiunii variabile a anticorpului monoclonal anti-
Fas umanizat HFE7A si ADN-ul genomic al regiunii constante a IgG1 umane, un vector de
expresie pentru celulele de mamifer, este digerat cu enzimele de restrictie Hindlll si Apal, si
se separa prin electroforeza in gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul se coloreaza
cu solutie apoasa 1 yg/ml bromura de etidiu, pentru a permite detectarea ADN inlumina UV.
Benzile de ADN ale vectorului, care contin ADN-ul genomic al regiunii constante ale 1gG1
umane fara regiunea variabilad a lantului greu al HFE7A umanizat, sunt taiate, utilizand o
lama de ras si se elueaza din gel, utilizand trusa Geneclean Spin Kit (BIO 101, CA, SUA)).
Dupa extractia cu fenol, ADN-ul eluat este apoi concentrat prin centrifugare la 7500 X g,
urmatd de precipitare din etanol si, in final, dizolvare in 5 pl de apa distilata, si apoi
defosforilare, utilizand CIP. Plasmida defosforilatd, digerata (100 ng) este legata cu 1 ug de
fragment pHB14 de ADN, care contine ADN-ul care codifica regiunea variabila a lantului greu
al TRA-8 umanizat, care a fost de asemenea digerata cu Hindlll si Apal, utilizdnd o trusa
DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Shuzo Co., Ldt). Amestecul de legare este apoi utilizat
pentru a transforma E. coli JM109, care este apoi pusé pe placi de agar LB, care contin
50 yg/ml ampicilina.

Transformantii obtinuti prin aceastd metoda sunt cultivati in 2 ml mediu LB lichid, care
contine 50 ug/ml ampicilind la 37°C, peste noapte, iar ADN-ul plasmidian se extrage ulterior,
din cultura rezultatd, prin metoda alcalind SDS.

ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hindlll si Apal, si este supus electroforezei
in gel de agaroza 3% gr/v, pentru a confirma prezenta sau absenta insertului de ADN care
codificd regiunea variabild a lantului greu al TRA-8 umanizat. Insertia s$i orientarea
fragmentului de ADN dorit in vector sunt confirmate prin secventierea ADN-ului, utilizadnd un
analizor de secvente de gene (analizorul de ADN ABI Prism 3700; Applied Biosystems).
Plasmida de expresie, rezultata, care poartd cADN care codifica lantul greu al TRA-8
umanizat, este desemnata pHB14-1.

Exemplul 19. Constructia unui vector de expresie pentru lantul usor al anticorpului
umanizat

1. Construirea vectorilor pentru lanturile ugoare ale versiunilor umanizate ale
anticorpului TRA-8

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 46 din Lista de Secvente, in umanizarea secventei
de aminoacizi a lantului ugor al anticorpului de soarece DR5 antiuman TRA-8, aminoacidul
8 (histidina), aminoacidul 9 (lizina), aminoacidul 10, (fenilalanina), aminoacidul 11
(metionina), aminoacidul 13 (treonina), aminoacidul 20 (serina), aminoacidul 42 (glutamina),
aminoacidul 43 (serina), aminoacidul 60 (acidul aspartic), aminoacidul 63 (treonina),
aminoacidul 77 (asparagina), aminoacidul 78 (valina), aminoacidul 80 (serina), aminoacidul
83 (leucina), aminoacidul 85 (acidul aspartic), aminoacidul 87 (fenilalanina), si aminoacidul
99 (glicina), aminoacidul 103 (leucina) si aminoacidul 108 (alanina) de la capatul N-terminal
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al secventei de aminoacizi a lantului usor al TRA-8 sunt inlocuiti cu proling, serina, serina,
leucing, alaning, treonin3, lizin, alaning, serina, serind, serind, leucind, proling, fenilalanina,
treonina, tirozina, glutamina, valina si respectiv treonind. Secventa rezultata este desemnata
LM2.

Plasmidele de expresie. care poarta acest tip de secvente de aminoacizi ale lantului
greu umanizat ale anticorpului antiuman DR5 TRA-8. se construiesc dupa cum urmeaza.

1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile si constante ale lantului
usor al TRA-8 umanizat

ADN-ul care codifica lantul polipeptidic LM2 (SECV ID nr. 46 din Lista de Secvente),
fiecare dintre acestea fiind o fuziune dintre regiunea variabila a lantului usor al anticorpului
anti-DR5 umanizat TRA-8 si regiunea constantd a lantului usor al I|g umane (lantul k) sunt
sintetizate prin utilizarea de combinatii ale PCR.

Suplimentar fatd de 7AL1P (SECV ID Nr, 47) si 7ALCN (SECV ID Nr. 48), se
sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri oligonucleotidici:

5' - gtccceccaca gatgcagaca aagaacttgg agattgggtc atcacaatgt caccagtgga -3
(HKSPR11; SECV ID Nr. 49);

5'- ccaagttctt tgtctgcatc agtaggagac agggtcacca tcacctge - 3' (HKCDF11; SECV ID
Nr. 50);

5' - agtgtgccgg gtggatgcce agtaaatcag tagtttagga gcetttcectg gtttetg -3' (HKCDR12;
SECV ID Nr. 51);

5'-tgggcatcca cccggeacac tggggtccca agcaggttta gtggecagt -3' (HKCDF22; SECV ID
Nr. 52);

5' - ataactacta tattgctgac agtaataggt tgcaaaatcc tccggctgca gactagagat ggt -3'
(HKCDR22; SECV ID Nr. 53); si

5'- cagcaatata gcagctatcg gacgttcggt caaggcacca aggtggaaat caaacggact gtg -3'
(HKCF12; SECV ID Nr. 54).

2) Construirea plasmidei pCR3.1/M2-1 (clonarea lantului ugor al TRA-8 umanizat)

Fragmentul ADN-LM2, conform definitiei din SECV ID nr. 55 din Lista de Secvente,
care codifica secventa de aminoacizi conform definitiei din SECV ID nr. 46, a aceluiasgi, se
prepara prin realizarea PCR in 2 etape, se insereaza intr-un vector plasmidian si se cloneaza
in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul LM2-F1-ADN, care codificd o secventd de semnal de secretie si o
portiune a regiunii FRL,, cu un situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind Ill, adaugat la
capatul &', se prepara in urmatoarele conditii: plasmidele matrita, pHSGHM17 si pPSRPDHH,
se obtin urmand descrierea din cererea de brevet european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pHSGHM17 (cererea de brevet european EP 0909816 A1)..25ng;

- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... .. ... ...... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic HKSPR11 .. ......... ... ... .. ........ 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq (PerkinElmer) .. .................... 2,5 unitati.
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Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°Cn timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM2-F2, care codifica o portiune a FRL,, CDRL,, FRL, si
CDRL,, se prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

-ADN plasmidian pL28 . . .. ... ... . .. 25ng;
- primer oligonucleotidic HKCDF11 .. ....... ... ... .. ... ........ 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic HKCDF12 .. ........... ... .. ... ....... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM2-F3, care codifica o portiune a CDRL,, FRL; si o parte a
CDRL,;, se prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pSRPDHH (cerereade brevet european EP 0909816 A1)..25ng;

- primer oligonucleotidic HKCDF22 .. .......................... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic HKCDR22 .. .......................... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut sila 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM2-F4, care codifica CDRL,, FRL, si regiunea constanta cu
un situs de clivaj al enzimei de restrictie EcoRI, adaugat la capatul 3', se prepara in urmatoa-
rele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidului pSRPDHH . .. .......... ... ... ... ... 25ng;
- primer oligonucleotidic HKCDF12 .. .......................... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7ALCN . .. ............. ... .. ... ... .... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... ... .. 5ul;
-tampon 10xXPCR . . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq ............ ... ... .. ... ........ 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.
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Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Benzile de ADN respective, astfel detectate, sunt excizate cu o lama de
ras.

b. A doua etapéd a PCR

ADN-ul LM2, in care mai sus descrisii ADN LM2-F1, ADN LM2-F2, ADN LM2-F3 si
ADN LM2-F4 sunt fuzionati, se prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul gel de ADN-LM2-F1 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM2-F2 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM2-F3 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM2-F4 preparat in prima etapa a PCR;

- primerul oligonucleotidic 7ALAP . ... ... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7ALCN . ............. ... ... .. .. .. .... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . .. .. ... . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . . . . ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq .. .............. ... ... ... ........ 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM2, astfel preparat, se insereaza in plasmida pCR3.1DNA,
utilizand trusa Eukaryotic TA Cloning (Invitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli TOP10F' competenta, continuta in trusa. Secventele de nucleotide, ale
acestor ADN-uri care codifica lantul ugor al TRA-8 umanizat, sunt confirmate prin metoda
dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74.5463-5467) utilizand
analizorul 3700 DNA (ABI PRISM; Perkin Elmer Applied Biosystems, Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/M2-1 (plasmida care poartd cADN-ul care
codifica regiunea variabila a lantului usor al TRA-8 umanizat si o regiune constanta a lantului
usor al |g umane).

Plasmida pCR3.1/M2-1, care contine fragmentul de ADN LM2, este digerata cu
enzimele de restrictie Hind Il si EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Il si EcoR | si apoi se defosforileazd cu CIP. Fragmentele defosforilate de ADN
pHSG399 si de ADN al LM2, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR
[, se leaga, utilizand trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ldt). Apoi, E. coli
DH5a este retransformata cu ADN legat si este imprastiatd pe un mediu de agar care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml clormafenicol (concentratii finale).
Transformantii albi, obtinuti, se cultivd in mediu lichid LB, care contine 50 pg/ml
cloramfenicol, si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultata, in conformitate cu
metoda alcalin-SDS. ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind lll si EcCoR |, si apoi este
selectata o clona purtatoare de fragment LM2-ADN, prin electroforeza in gel de agaroza 1%.
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Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M2-1-4, purtatoare a
unui fragment de fuziune al regiunii variabile a lantului ugor LM2 TRA-8 umanizat al regiunii
constante al lantului uman Igk. Tulpina transformanta E. coli, care prezinta aceasta plasmida,
denumitd E. coli DH5a/pHSG/M2-1-4, a fost depozitata in International Patent Organism
Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science ADN Technology, 1-1, Higashi
1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, la data de 20 Aprilie, 2001, in
conformitate cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitarea Microorganismelor, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7563.

3. Construirea plasmidei pSR/M2-1 (plasmida de expresie pentru lantul ugsor LM2
TRA-8 umanizat)

Plasmida obtinutd pHSG/M2-1-4, purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului ugor LM2 TRA-8 umanizat si al regiunii constante a lanfului uman Igx,
este digerata cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |, si apoi este defosforilata cu CIP.
ADN-ul defosforilat, rezultat, PSRPDHH si fragmentul Hindlll-EcoR |, obtinut din pHSG/M2-1-
4, sunt legate, utilizand trusa de legare a ADN, versiunea 2.0 (DNA Ligation Kit Version 2.0)
(Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi E. coli DH5a este transformat cu ADN-ul ligat si intins pe agar
LB. Transformantii obtinuti sunt cultivati in mediu lichid LB, care contine 100 pg/ml
ampiciling, si plasmida ADN este extrasa din cultura rezultata, in conformitate cu metoda
SDS alcalina. Insertia si orientarea fragmentului de ADN dorit, in vectorul pSRPDHH, sunt
confirmate prin secventierea ADN, utilizand un analizor de secvente de gene (ABI Prism
3700 DNA Analyzer; Applied Biosystems).

Plasmida de exprimare, care poartd cADN-ul care codifica lantul ugsor al TRA-8
umanizat, este desemnata pSR/M2-1.

Exemplul 20. Producerea anticorpului umanizat

Transfectarea celulelor COS-7, adicd a liniei celulare derivate din rinichi de maimuta,
cu plasmidele de expresie pentru lantul greu al TRA-8 umanizat si lantul ugsor al TRA-8
umanizat obtinute mai sus, este realizata prin metodele cu reactiv de transfectie FUGENEG
(Boehringer Manheim Biochemica), in conformitate cu manualul de utilizare furnizat cu trusa.

Celule COS-7 (Colectia Americana de Tipuri de Culturi nr. CRL-1651) sunt crescute
la semiconfluentd (3x10° celule/vas) intr-un vas de culturd (suprafata culturii: 57 cm?
Sumitomo Bakelite) care contine mediu modificat Eagle al lui Dulbecco (la care se va face
referire de acum incolo ca "D-MED"; Gibco BRL), suplimentat cu ser fetal de vitel 10%
(abreviat aici ca "FCS"; Moregate).

Intre timp, 10 pg/vas (in total 5 vase) cu ADN al plasmidei de exprimare a lantului
greu DR5 umanizat (pHA15-1) si 10 pg/vas de ADN al plasmidei de exprimare a lantului ugor
DR5 umanizat preparat prin metoda SDS-alcalina si centrifugare in gradient de densitate de
clorura de cesiu se amesteca si apoi se precipita cu etanol, urmat de suspendare in 5 ul/vas
dH,O.

Dupa ce 15 pl/vas de reactiv de transfectie FUGENEG este amestecat cu 180 ul/vas
D-MEM fara FCS, aceasta solutie FUGENE (185 pl/vas) se amesteca cu 5 pl/vas solutie de
ADN care contine 10 pg/vas ADN al plasmidei de exprimare a lantului greu DR5 umanizat
si cu 10 pg/vas ADN al plasmidei de exprimare a lantului ugsor DR5 umanizat. Dupa 15 min
de incubare la temperatura camerei, suspensia de plasmida obtinuta (200 pl) se adauga la
placile cu COS-7 preparate anterior. Dupa incubare in 5% CO, 1a 37°C, timp de 24 h , mediul

71

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 123525 B1

de cultura este schimbat cu D-MEM fara FCS. Dupa incubare in 5% CO,, la 37°C, timp de
72 h, supernatantul de cultura este recuperat, pentru a purifica produsele de exprimare in
fluidele supernatante. Prin metoda descrisa mai sus, celulele COS-7 sunt transfectate cu
fiecare dintre combinatiile de plasmide:

A. ADN neplasmidian;

B. cotransfectia pHB14-1 si pSR/M-2-1.

Cultura este apoi centrifugatad (1000 rpm, 5 min) si se colecteaza supernatantul.
Supernatantul se centrifugheaza din nou (9800 rpm, 15 min) si se filtreaza cu un filtru de
0,45 um (ADVANTEC TOYO DISMIC-25cs, Cat # 25CS045 AS). Purificarea IgG din filtrate
se realizeaza, utilizadnd cromatografia de afinitate POROS-Proteina G (Applied Biosystems)
in urmatoarele conditii:

- HPLC: BioCAD 700E (Applied Biosystems);

- coloana: cartus senzor ProteinaG-ID (marimea coloanei: 2,1 mm ID x 30 mm LD,
volumul patului: 0,1 ml; Cat # 2-1002-00, Applied Biosystems);

- tampon de elutie: 0,1 M glicina-HCI (pH 2,5);

- tampon de neutralizare: 1M Tris-HCI (pH 8,5);

- detectie: 280 nm;

- viteza de curgere: 1 ml/min;

- marimea fractiilor: 0,5 ml/0,5 min;

- tubul pentru fractie: microtub de polipropilena 1,5 ml;

- temperatura: 4°C.

Dupa ce toate filtratele se aplica pe coloana, 30 ml PBS (Sigma, Cat # 1000-3),
acestea se utilizeaza pentru a spala coloana. Cand se aplica tamponul de elutie, porneste
colectorul de fractii. Fiecare microtub de fractii a continut inainte 55 pl de NaCl 1 M, 110 pl
tampon de neutralizare si 74 pl de albumina serica bovina 2 mg/ml (Sigma, Cat # A-7030)
in PBS. Fractiile de la nr. 8 pana la nr. 10 sunt colectate si dializate fata de un litru PBS
(pH 7.5), la 4°C, timp de o zi, utilizand aparatul Slide-A lyzer (Pierce, Cat # 66450).
Tamponul de dializa se schimba de doua ori.

Verificarea exprimarii anticorpilor umanizati si determinarea cantitativa a produsilor
de expresie in fluidele de supernatant de cultura preparate se realizeaza prin ELISA fata de
un anticorp IgG antiuman.

in fiecare godeu al unei placi cu 96 godeuri (MaxiSorp, Nunc), se adauga 100 ul de
anticorp policlonal specific IgG Fc antiuman de capra (Kappel), dizolvat la concentratia finala
de 0,5 pyg/ml in tampon de adsorbtie (0,05 M hidrogencarbonat de sodiu, 0,02% azida de
sodiu, pH 9,6), iar placa este incubata la 37°C, timp de 2 h, pentru a produce adsorbtia
anticorpului. Apoi, placa se spald cu 350 yl PBS(-) continand 0,05% Tween-20 (BioRad) (la
care se va face referire in continuare ca "PBS-T") de cinci ori. Se adauga, in godeuri, dupa
spalare, supernatantul de cultura diluat cu D-MEM, care contine 10% FCS si se incubeaza
la 37°C, timp de 2 h. Dupa spalare din nou cu PBS-T, se adaug3, in fiecare godeu, 100 pl
de anticorp policlonal specific IgG Fc antiuman de capra, marcat cu fosfataza alcalina
(Jackson Immuno Research Lab.), diluat de 10000 de ori cu PBS-T si se incubeaza la 37°C,
timp de 2 h. Dupa o noua spalare cu PBS-T, se adauga o solutie de substrat de p-nitrofenil
fosfat, obtinuta din trusa Alkaline Phosphatase Substrate (BioRad), in conformitate cu ma-
nualul de utilizare, furnizat cu trusa. Dupa incubare la 37°C, timp de 0,5 panala o ora, se ma-
soara absorbanta la 405 nm. in experimentele de fata, imunoglobulina G subclasa 1 (IgG1)
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din plasma umana (Biopure AG) diluatd cu D-MEM, care contine 10% FCS in anumite
concentratii, se utilizeaza ca proba de concentratie de referinta, pentru anticorpii DR5
continuti in fluidele de supernatant de cultura.

Ca rezultat, produsele de expresie purificate din supernatantul de cultura sunt
detectate in mod specific cu anticorp IgG antiuman. Cantitatea de anticorp uman IgG este
de 8,96 ug (800 ul).

Exemplul 21. Activitatea de inductie a apoptozei anticorpului umanizat

Se utilizeaza celule Jurkat (ATCC nr. TIB-152), pentru a examina activitatea de
inductie a anticorpului TRA-8 umanizat.

Celule Jurkat, cultivate in mediu RPMI1640, cu 10% FCS (Gibco BRL), la 37°C, timp
de 3 zile, in prezenta a 5% CO,, sunt dispersate in fiecare godeu al unei placi cu 96 godeuri
(Sumitomo Bakelite), la 50 ul per godeu. TRA-8 umanizat, preparat in exemplul 20, este
ajustat, pentru a avea concentratia produsului final de interes de 100 ng/ml, cu mediu
RPMI1640, care contine 10% FCS, prin estimarea concentratiei acestuia in lichide, in
conformitate cu metoda descrisd in exemplul 20. Fiecare dintre solutile de produsi de
exprimare, astfel ajustate la 100 ng/ml, se utilizeaza pentru a produce dilutii seriale, prin
repetarea unei dilutii seriale de 2-ori cu RPMI1640, care contine 10% FCS. Fiecare dintre
solutiile de TRA-8 umanizat se adauga in fiecare godeu la 50 pl per godeu. Dupa ce
reactioneaza la 37°C, timp de 12 h, se adauga 50 pl de PMS 25 pyM (fenazin metosulfat;
Sigma Chemical Co.), care contine 1 mg/ml XTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H
tetrazolium-5-carboxianirida sare interna; Sigma Chemical Co.) (concentratia finala de
250 pg/ml pentru XTT si 5 yM pentru PMS). Dupa incubare timp de 3 h , se masoara
absorbanta la 450 nm a fiecarui godeu, pentru a calcula viabilitatea celulara prin utilizarea
capacitatii de reducere a mitocondriilor ca indice.

Viabilitatea celulelor din fiecare godeu se calculeaza in conformitate cu urmatoarea
formula:

Viabilitate (%) = 100 x (a-b)/(c-b)

unde "a" este masuratoarea godeului test, "b" este masuratoarea unui godeu fara celule si
"c" este masuratoarea unui godeu fara anticorp adaugat.

Ca rezultat, produsul de exprimare preparat in exemplul 20 (anticorpul TRA-8
umanizat) se demonstreaza ca induce apoptoza in celulele liniei de celule de limfom T care
exprima antigenul DR5 uman.

Exemplul 22. Reactivitatea TRA-8 faté de diferite molecule DR5

Pentru a determina reactivitatea TRA-8 fata de diferite molecule DR5, se examineaza
reactivitatea TRA-8, utilizand limfocite activate, dupa cum urmeaza.

intai, se iau probe de sange periferic de la om (30 ml), saguin (3 ml) si maimuta
cynomologus (20 ml). Probele de sange au avut adaugat 1 ml heparina (Novoheparin; Novo),
iar acestea sunt apoi usor asezate pe un volum egal de solutie Ficoll-Paque PLUS
(Amersham Pharmacia Biotech.), gravitatia specifica: 1,077 pentru toate, exceptand maimuta
Cynomologus, care a avut o gravitatie specifica de 1,072 si se centrifugheaza la 1700 rpm
timp de 30 min, pentru a obtine o fractie de celule mononucleare din sénge periferic. Aceasta
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fractie celulard mononucleara se spala de doua ori cu solutie de sare Hanks echilibrata si
apoi se suspenda in mediu RPMI 1640 cu 10% v/v FCS, la o densitate a celulelor de 1x10°
celule/ml. Se adauga fitohemaglutinina-P (PHA-P, Sigma Chemicals, Co.) la suspensia
rezultantd, la o concentratie finala de 5 ug/ml, iar proba este incubatala 37°C, in 5% v/v CO,,
timp de 24 h. Dupa acest timp, celulele se recupereaza prin centrifugare, se spala si se
resuspenda in mediu RPMI 1640, care contine 10% v/v FCS. Apoi, pentru a activa celulele
recuperate, se adauga in suspensie interleukina-2 (Amersham Pharmacia Biotech.), la o
concentratie finala de 10 unitati/ml si aceasta este incubata la 37°C, in 5% v/v CO,, timp de
72 de h.

O cantitate de preparat activat, calculat sa contina 1x10° celule limfocite activate, este
plasata intr-un tub de test si se suspenda fie in 50 yl de 0,5, 1, 5, 10 yg/ml TRA-8 in PBS,
fiein 50 yl de PBS. Suspensia rezultata se lasa sa stea pe gheatd, timp de o ord, dupa care
celulele se spala de trei ori cu alicote de 500 ul de PBS si apoi se suspenda in 50 yl de
anticorp IgG antisoarece marcat cu FITC 20 ug/ml (Bioresource) in PBS. Utilizand celulele
suspendate in 500 yl PBS ca martori, se masoara intensitatile fluorescentei, utilizand un
citometru in flux (FACSCalibur; Becton Dickinson).

Se obtine distributia numerelor de celule prin intensitatea fluorescentei si se
calculeaza raportul numarului de celule colorate din numarul de celule totale. Mai departe,
se calculeaza fiecare valoare Kd, utilizadnd concentratia TRA-8 si raportul dintre numarul de
celule colorate si numarul total de celule. Fiecare frecventa a reactivitatii limfocitelor activate
de om, saguin si maimuta Cynomologus este aproape aceeasi. in conformitate, TRA-8 este
capabil sa lege 0 gama larga de DR5 de primate, incluzandu-l pe cel de om, impotriva carora
TRA-8 a fost preparat la origine.

Exemplul 23. Studiul dozei escaladate a TRA-8 la saguini

Se realizeaza un studiu de toxicitate preliminara cu doza escaladata de TRA-8,
utilizédnd un saguin mascul si unul femela. Au loc trei seturi de dozari intravenoase unice,
care sunt separate printr-o perioada de retragere de 7 zile. Doza de TRA-8 este fixata la 50,
250 si 1250 pg/corp. La patruzeci si opt de ore dupa fiecare tratament, se colecteaza sange
din vena femurala si se prepara plasma. Se masoara activitatile aspartat aminotransferazei
si alanin aminotransferazei din plasma, utilizadnd un analizor (FUJI DRI-CHEM: Fuji Film
Medical Co., Ldt.). Tot séngele se ia fara niciun fel de anestezie. Ca rezultat, nu se observa
nicio proba a vreunei leziuni hepatice in timpul examinarii biochimice a plasmei dupa fiecare
tratament.

Exemplul 24. Studiile farmacologice in vitro $i in vivo ale TRA-8 impotriva celulelor
canceroase

Pentru a determina daca TRA-8 are eficacitate terapeutica in terapia anticancer, se
examineaza activitatea terapeutica de ucidere in vitro a TRA-8, utilizand diferite linii de celule
canceroase, dupa cum urmeaza.

Diferite celule canceroase (2-8x10° celule/50 pl), cultivate in mediu RPMI1640 (pentru
Jurkat), in mediu DMEM (pentru HCT-116), MEM-R (pentru WiDr) sau DMEM-F12 (pentru
COL2-Jck), obtinute de la Gibco BRL, cu 10% FCS (Gibco BRL), la 37°C, in prezenta a 5%
CO,, sedisperseaza in fiecare godeu de pe o microplaca cu 96 godeuri (Sumitomo Bakelite).
TRA-8 este ajustat cu mediu continand 10% FCS, pentru a avea concentratia produsului final
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de interes de 100 ng/ml. Solutia de TRA-8 (100 ng/ml) se utilizeaza pentru a produce dilutii
seriale, prin repetarea unei dilutii seriale de doua ori, cu mediu care contine 10% FCS.
Fiecare dintre solutiile diluate de TRA-8 se adauga, in fiecare godeu, la 50 ul per godeu, si
sunt incubate la 37°C. Dupa ce reactioneaza la 37°C, timp de 72 h, se adauga 50 yl de PMS
25 uM (fenazin metosulfat; Sigma Chemical Co.), care contine 1 mg/ml XTT (concentratie
finala de 250 pg/ml pentru XTT si 5 uM pentru PMS). Dupa incubare timp de 3 h, se masoara
absorbanta la 450 nm a fiecarui godeu, pentru a calcula viabilitatea celulelor, prin utilizarea
capacitatii de reducere a mitocondriilor ca index.

Viabilitatea celulelor din fiecare godeu se calculeaza in conformitate cu urmatoarea
formula:

Viabilitate (%) = 100 x (a-b)/(c-b)
unde "a" este masuratoarea godeului test, "b" este masuratoarea unui godeu fara celule si

"c" este masuratoarea unui godeu fara anticorp adaugat.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3 de mai jos.

Tabelul 3
Celule DE50 (ng/ml)
Jurkat 0,001...0,01
HCT-116 0,004...0,02
WiDr 0,007...0,03
COL2-Jck 2,28

TRA-8 induce apoptoza foarte puternic la diferite linii de celule in conditii in vitro.

Mai departe, se determina efectul antitumoral in vitro al TRA-8 la soareci nuzi carora
li s-au transplantat celule WiDr, deoarece TRA-8 nu reactioneaza incrucisat cu DR5 murin.

Anticorpul DR5 antiuman TRA-8 se administreaza la soareci nuzi care poarta
xenogrefe umane care exprima molecula de DR5 uman. Soarecii utilizati au fost soareci
Balb/c nud/nud de sase saptamani (femele, de la Clea Japan Inc.), carorali s-au transplantat
linii de celule canceroase de colon WiDr (5 mm®). La o zi dupa transplantul tumorii, acesti
soareci, carora li s-a facut transplant, sunt tratati zilnic cu injectii intraarticulare cu TRA-8
(5 ug/corp) de 14 ori. Cresterea tumorii WiDr este determinata zilnic, prin marimea masei
tumorale. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4 de mai jos.

Tabelul 4
8 zile 11 zile 15 zile 18 zile 22 zile 25 zile
Martor (PBS) 196 249 469 584 833 1193
DS 155 77 +149 230 +274 +419
TRA-8 158 97 155 195 365 530
DS 178 + 30 +60 +58 +91 +135
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in acest model, in timp ce toate animalele netratate au prezentat o crestere vizibila
a tumorii, cresterea tumorii este vizibil inhibata la animalele tratate cu TRA-8, dupa cum se
demonstreaza prin dimensiunea tumorii. Acest rezultat aindicat faptul ca TRA-8 este eficace
pentru eliminarea celulelor tumorale in vivo.

Exemplul 25. Studiul de combinare a TRA-8

Se obtine linia de celule de cancer de prostata PC-3 de la American Tissue Culture
Collection (ATCC) si se mentine in amestec nutritiv F-12K (21127-022, Gibco BRL) care
contine ser fetal bovin 10% (FBV, Hyclone, 200 mM L-glutamina 1% (25030-149, Gibco BRL)
si solutie de streptomicina penicilina 0,5% (P-7539, Sigma). Se utilizeaza in experimentul
care urmeaza mediul RPMI1640 (MED-008, IWAKI) suplimentat cu FBS 10% si cu solutie
de penicilina streptomicina 0,5%. Celulele PC-3 cu crestere exponentiala se colecteaza prin
tripsinizare si se spald de doua ori cu mediu proaspat. Celulele sunt apoi numarate,
resuspendate in mediu proaspat, la o densitate de 5x10“ celule/ml si se distribuie in triplicat
pe placi cu 96 godeuri (3598, Corning-Coster), intr-un volum total de 100 ul/godeu, la o zi
dupaincepereaexperimentului. Un medicament anticanceros reprezentativ, Paclitaxel (169-
18611, Wako), dizolvat in dimetilsulfoxid (10 mg/ml), este diluat in mediu proaspat si apoi
se adauga pe placi cu 96 godeuri, care contine celule in cantitate de 50 pl/godeu.
Concentratiile finale de dimetilsulfoxid sunt mai mici de 0,1%. Dupa incubare timp de 24 h,
la 37°C, intr-o atmosfera de 5% CO.,, se adauga, in godeuri, TRA-8 diluat in mediu proaspat.
Dupa incubare timp de inca 24 h, se adauga, in godeuri, 50 yl de mediu Minimum Essential
(11095-098, Gibco BRL), care contine 1 mg/ml XTT si 25 mM PMS si placile sunt incubate
timp de 6 h. Se masoara apoi DO450 cu SPECTRA MAX 250 (Molecular Devices), iar
viabilitatea celulara se calculeaza dupa cum urmeaza:

Viabilitatea (%) = (DO, pentru godeul care contine celule tratate cu Taxol si/sau cu
TRA-8 (agent/agenti - DO, pentru godeul care nu continea nici celule nici agent) x
100/(DO,5, pentru godeul care contine celule fara agent - DO, pentru godeul care nu
contine nici celule nici agent)

Rezultatul analizei de mai sus al TRA-8 combinat cu un medicament anticanceros
reprezentativ, Paclitaxel, este urmatorul. Paclitaxel a redus viabilitatea celulara a celulelor
PC-3, dar mai mult de 40% dintre semnalele care indica celule canceroase viabile a ramas
inca la concentratii de pana la 200 nM. Adaugarea a 0,1 ng/ml TRA-8 a scazut foarte mult
viabilitatea celulelor de cancer de san, cu pana la 10%, chiar daca nu se vede o reducere
a viabilitatii celulare, dupa o singura aplicare a TRA-8, la aceasta concentratie. Acestrezultat
aindicat in mod clar faptul ca TRA-8 a prezentat o activitate anticanceroasa sinergica cand
a fost combinat cu alte medicamente anticancer.

Exemplul 26. Analiza altor tipuri de anticorpi umanizati TRA-8

1. Proiectarea anticorpilor umanizati

Construirea unei versiuni umanizate a TRA-8 se realizeaza prin metode cunoscute
in general ca grefare CDR. Anticorpul mAB58'CL se utilizeaza ca acceptor, dupa cum este
descris in exemplul de referinta nr 2 si regiunile CDR ale anticorpului TRA-8 sunt grefate pe
acceptor. In regiunea cadrului, unii aminoacizi sunt grefati pe acceptor fie de pe TRA-8, fie
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de pe secventele umane similare, prin criteriile date de Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 10029-10033, 1989), si secventele TRA-8 umanizate sunt construite conform
descrierii de mai jos.

2. Construirea plasmidei care poartd ADN-ul regiunii variabile a lantului greu al altor
tipuri de TRA-8 de soarece sau umanizat

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 56 din Lista de Secvente, umanizarea de tip H1
a secventelor de aminoacizi ale lantului greu al anticorpului DR5 antiuman de soarece TRA-8
a determinatinlocuirea aminoacidului 3 (metionina), aminoacidului 13 (lizina), aminoacidului
19 (lizina), aminoacidului 40 (treonina), aminoacidului 42 (acidul glutamic), aminoacidului 44
(arginina), aminoacidului 84 (serina), aminoacidului 88 (serina), aminoacidului 93
(metionina), aminoacidului 114 (treonina), aminoacidului 115 (leucina) cu glutamina,
glutamina, arginina, alaning, glicind, asparagina, alaning, valing, leucina si, respectiv ,valina.

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 59 din Lista de Secvente, umanizarea de tip H3
a secventelor de aminoacizi ale lantului greu al anticorpului DR5 antiuman de soarece TRA-8
a determinat inlocuirea aminoacidului 13 (lizina), aminoacidului 19 (lizina), aminoacidului 40
(treonina), aminoacidului 42 (acidul glutamic), aminoacidului 44 (arginina), aminoacidului 88
(serina), aminoacidului 93 (metionina), aminoacidului 114 (treonina), aminoacidului 115
(leucina) cu glutaming, arginina, alanina, glicind, glicina, alanina, valina, leucina si respectiv
valina.

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 60 din Lista de Secvente, umanizarea de tip H4
a secventelor de aminoacizi ale lantului greu al anticorpului DR5 antiuman de soarece TRA-8
a determinat inlocuirea aminoacidului 13 (lizina), aminoacidului 19 (lizina), aminoacidului 88
(serina), aminoacidului 93 (metionina), aminoacidului 114 (treonina), aminoacidului 115
(leucina) cu glutaming, arginina, alanina, alanina, valina, leucina si, respectiv, valina.

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 61 din Lista de Secvente, plasmida care poarta
ADN-ul regiunii variabile a lantului greu al TRA-8 imaginar este desemnat "tipul M". in plus,
TRA-8 umanizat, descris in exemplele 17 si 18, este desemnat "tipul H2").

Plasmidele care poartd ADN-ul care codificd secventele de ADN care codifica
regiunea variabild a lantului greu al TRA-8 umanizat sau imaginar se construiesc dupa cum
urmeaza.

Se utilizeaza PCR, pentru a construi secventele de ADN care urmeaza, care sunt
descrise mai jos:

Sunt sintetizate urmatoarele 24 oligonucleotide:

5'- ttggataagc ttggcttgac ctcaccatgg gatggagctg tatcatcctc ttcttggtag caacagctac
aggtgtccac -3' (A; SECV ID Nr. 32);

5'- tctgaagtaa tgctggtgga gtctggggga ggcttagtac agectggagg gtcectgaga ctetectgtg
cagcctctgg -3' (B; SECV ID Nr. 33);

5'- tctgaagtac agcetggtgga gtctggggga ggcttagtac agectggagg gtcectgaga ctetectgtg
cagcctctgg -3' (B2; SECV ID Nr. 57);

5'- tctgaagtaa tgctggtgga gtctggggga ggcttagtaa agectggagg gtccctgaaa ctetectgtg
cagcctctgg -3' (B3; SECV ID Nr. 66);

5'- attcactttc agtagttatg taatgtcttg ggttcggcag gcaccaggga agggtctgga gtgggttgca
accattagta -3' (C; SECV ID Nr. 34);

5'- attcactttc agtagttatg taatgtcttg ggttcggcag actccagaga agaggctgga gtgggttgeca
accattagta -3' (C2; SECV ID Nr. 64);
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5'- gtggtggtag ttacacctac tatccagaca gtgtgaaggg ccgattcacc atctccagag acaatgccaa
gaacaccctg -3' (D; SECV ID Nr. 35);

5'- tatctgcaaa tgaacagtct gagagcagag gacacggctg tttattactg tgcaagaagg ggtgactcta
tgattacgac -3' (E; SECV ID Nr. 36);

5'- tatctgcaaa tgagcagtct gagagcagag gacacggctg tttattactg tgcaagaagg ggtgactcta
tgattacgac -3' (E2; SECV ID Nr. 62);

5'- tatctgcaaa tgagcagtct gagatctgag gacacggcta tgtattactg tgcaagaagg ggtgactcta
tgattacgac -3' (E3; SECV ID Nr. 67);

5'- ggactactgg ggccaaggga ccctggtcac agtctcctca gectccacc aagggeccat cggte -3' (F;
SECV ID Nr. 37);

5'- ggactactgg ggccaaggga ccactctcac agtctcctca gectccacc aagggceccat cggte -3' (F2;
SECV ID Nr. 68);

5'- ctaccaagaa gaggatgata cagctccatc ccatggtgag gtcaagccaa gcttatccaa -3' (G;
SECV ID Nr. 38);

5'- tctcagggac cctccaggct gtactaagcce tcccccagac tccaccagcea ttacttcaga gtggacacct
gtagctgttg -3' (H; SECV ID Nr. 39);

5'- tctcagggac cctccaggct gtactaagcce tcccccagac tccaccagct gtacttcaga gtggacacct
gtagctgttg -3' (H2; SECV ID Nr. 58);

5'- titcagggac cctccaggct ttactaagcec tcccccagac tccaccagea ttacttcaga gtggacacct
gtagctgttg -3' (H3; SECV ID Nr. 69);

5'- tccagaccct tecetggtge ctgecgaacce caagacatta cataactact gaaagtgaat ccagaggctg
cacaggagag -3' (I; SECV ID Nr. 40);

5'- tccagcectct tetctggagt ctgecgaace caagacatta cataactact gaaagtgaat ccagaggctg
cacaggagag -3' (12; SECV ID Nr. 65);

5'- ctctggagat ggtgaatcgg cccttcacac tgtctggata gtaggtgtaa ctaccaccac tactaatggt
tgcaacccac -3' (J; SECV ID Nr. 41);

5'- ccticttgca cagtaataaa cagccgtgtc ctctgetctc agactgttca tttgcagata cagggtgttc
ttggcattgt -3' (K; SECV ID Nr. 42);

5'- ccticttgca cagtaataaa cagccgtgtc ctctgetctc agactgttca tttgcagata cagggtgttc
ttggcattgt -3' (K2; SECV ID Nr. 63);

5'- ccticttgca cagtaataca tagccgtgtc ctcagatctc agactgcetca tttigcagata cagggtgttc
ttggcattgt -3' (K3; SECV ID Nr. 70);

5'- gaccgatggg cccttggtgg aggcetgagga gactgtgacc agggtcectt ggccccagta gtcegtegta
atcatagagt cacc -3' (L; SECV ID Nr. 43) si

5'- gaccgatggg cccttggtgg aggctgagga gactgtgaga gtggtecctt ggeccccagta gteegtegta
atcatagagt cacc -3' (L2; SECV ID Nr. 71).

Urmatorii doi primeri PCR sunt sintetizati asa cum s-a descris mai sus:

5'- ttggataagc ttggcttgac -3' (P1; SECV ID Nr. 44); si

5'- gaccgatggg cccttggtgg a -3' (P2; SECV ID Nr. 45).

Sinteza ADN-ului de tip H1, care codifica lantul polipeptidic care contine o secventa
de semnal de secretie, o regiune variabild a lantului greu TRA-8 umanizat si cele 8 resturi
de aminoacid ale capatului N-terminal al regiunii 1IgG-CH1 este realizata utilizadnd o
combinatie a PCR.

Fragmentul de ADN de tip H1 este preparat dupa cum urmeaza.
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Compozitia solutiei de reactie PCR:

-oligonucleotida A ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaB2 ....... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida C ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaD . ....... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaE . ... ... . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida F ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida G . ...... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaH2 .. .. .. ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidal ... .. ... . . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidad ........ ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida K ... ... ... . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida L ....... ... . . ... ... ... 10 pmol;
- oligonucleotida primer P1 .. ... ... ... ... ... 2 uM;
- oligonucleotida primer P2 .. .. ... ... . ... ... 2 uM;
-tampon Pyrobest Il . . ... ... . ... 10 X 10 ul;
—amestec ANTP ... 8 ul;
- polimeraza ADN Pyrobest .. .......... .. .. ... ... . ... ... ... ... 0,5ulsi

- apa redistilata la un volum final de 50 pl.

Reactia PCR este dirijatd dupa cum urmeaza. Solutia este mai intéi incalzité la 94°C,
timp de 5 min, dupa care se repeta de 7 ori un ciclu de incalzire la 98°C, timp de 10 s, la
55°C, timp de 30 s si la 72°C, timp de un minut. Dupa efectuarea acestei proceduri, solutia
de reactie este incalzitd la 72°C, timp de 15 min.

Dupa extractia cu fenol si precipitarea din etanol, precipitatul de ADN rezultat este
uscat sub vid, dizolvat intr-o cantitate minima de apa redistilata si separat prin electroforeza
pe gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul este colorat cu 1 ug/ml solutie apoasa de
bromura de etidiu, pentru a permite detectia ADN-ului sub lumind UV. Benzile ADN, care
corespund la ADN tip H1, sunt indepartate prin taiere, utilizadnd o lama de ras si sunt eluate
din gel, utilizadnd trusa Geneclean Spin Kit (BIO 101, CA, USA). Dupa extractia cu fenol,
ADN-ul eluat este apoi concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitarea din
etanol si, in final, este dizolvat in 5 pl de apa distilata.

Sinteza ADN-ului de tip H3, care codifica un lant polipeptidic care contine o secventa
de semnal de secretie, o regiune variabila a lantului greu TRA-8 umanizat si cele 8 resturi
de aminoacid ale capatului N-terminal al regiunii 1IgG-CH1 este realizata, utilizadnd o
combinatie a PCR.

Fragmentul de ADN de tip H3 este preparat dupa cum urmeaza.

Compozitia solutiei de reactie PCR:

-oligonucleotida A ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaB . ... ... . . . ... 10 pmol;
-oligonucleotida C ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaD . ....... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida E2 .. ... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida F ... ... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida G . ...... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidaH ... ... ... . . ... ... 10 pmol;
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-oligonucleotida l .. ... ... ... .. ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida d . ..... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida K2 .. ... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida L ...... ... .. ... . ... ... 10 pmol;
- oligonucleotida primer P1 . ... .. ... . . .. ... 2 uM;
- oligonucleotida primer P2 . .. ... ... . ... ... 2 uM;
-tampon Pyrobest Il . ... ... . .. ... 10 X 10 ul;
—amestec ANTP L. 8 ul;
- polimeraza ADN Pyrobest .. .. ... . ... ... ... ... ... ... ... ... 0,5ul si

- apa redistilata la un volum final de 50 pl.

Reactia PCR este dirijatd dupa cum urmeaza. Solutia este mai intéi incalzité la 94°C,
timp de 5 min, dupa care se repeta de 7 ori un ciclu de incalzire la 98°C, timp de 10 s, la
55°C, timp de 30 s si la 72°C, timp de un minut. Dupa efectuarea acestei proceduri, solutia
de reactie este incalzitd la 72°C, timp de 15 min.

Dupa extractia cu fenol si precipitarea din etanol, precipitatul de ADN rezultat este
uscat sub vid, dizolvat intr-o cantitate minima de apa redistilata si separat prin electroforeza
pe gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul este colorat cu 1 ug/ml solutie apoasa de
bromura de etidiu, pentru a permite detectia ADN-ului sub lumind UV. Benzile ADN, care
corespund la ADN tip H3, sunt indepartate prin taiere, utilizadnd o lama de ras si sunt eluate
din gel, utilizand trusa Geneclean Spin Kit. Dupé extractia cu fenol, ADN-ul eluat este apoi
concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitarea din etanol si, in final, este
dizolvat in 5 pl de apa distilata.

Sinteza ADN-ului de tip H4, care codifica un lant polipeptidic care contine o secventa
de semnal de secretie, o regiune variabild a lantului greu TRA-8 umanizat si cele 8 resturi
de aminoacid ale capatului N-terminal al regiunii IgG-CH1, este realizata utilizand o combina-
tie a PCR.

Fragmentul de ADN de tip H4 este preparat dupa cum urmeaza.

Compozitia solutiei de reactie PCR:

-oligonucleotida A ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaB . ...... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida C2 . ... ... ... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida D . ...... ... ... .. ... 10 pmol;
-oligonucleotida E2 .. ....... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida F . ... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida G . ... ... ... .. ... 10 pmol;
-oligonucleotidaH . ... . ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida 12 . .. ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidad . ....... ... .. .. ... 10 pmol;
-oligonucleotida K2 .. ... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida L ...... ... .. ... . ... ... 10 pmol;
- oligonucieotida primer P1 .. .. .. ... . ... ... 2 uM;
- oligonucleotida primer P2 .. .. ... ... . ... ... 2 uM;
-tampon Pyrobest Il . ... ... . .. ... 10 X10 ul;
—amestec ANTP L. 8 ul;
- polimerazad ADN Pyrobest . .. ... ... ... ... .. ... L. 0,5ulsi

- apa redistilata la un volum final de 50 pl.
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Reactia PCR este dirijatd dupa cum urmeaza. Solutia este mai intéi incalzité la 94°C,
timp de 5 min, dupa care se repeta de 7 ori un ciclu de incalzire la 98°C, timp de 10 s, la
55°C, timp de 30 s si la 72°C, timp de un minut. Dupa efectuarea acestei proceduri, solutia
de reactie este incalzitd la 72°C, timp de 15 min.

Dupa extractia cu fenol si precipitarea din etanol, precipitatul de ADN rezultat este
uscat sub vid, dizolvat intr-o cantitate minima de apa redistilata si separat prin electroforeza
pe gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul este colorat cu 1 pg/ml solutie apoasa de
bromura de etidiu, pentru a permite detectia ADN-ului sub lumind UV. Benzile ADN care
corespund la ADN tip H4 sunt indepartate prin taiere, utilizdnd o lama de ras si sunt eluate
din gel, utilizand trusa Geneclean Spin Kit. Dupé extractia cu fenol, ADN-ul eluat este apoi
concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitarea din etanol si, in final, este
dizolvat in 5 pl de apa distilata.

Sinteza ADN-ului de tip M, care codifica un lant polipeptidic care contine o secventa
de semnal de secretie, o regiune variabila a lantului greu TRA-8 himeric gi cele 8 resturi de
aminoacid ale capatului N-terminal al regiunii lgG-CH1, este realizata, utilizind o combinatie
a PCR.

Fragmentul de ADN de tip M este preparat dupa cum urmeaza:

Compozitia solutiei de reactie PCR:

-oligonucleotida A ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotidaB3 .. ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida C2 ... ... ... . . ... . ... 10 pmol;
-oligonucleotidaD . ....... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida E3 .. ... ... . ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida F2 .. ... ... .. ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida G . ...... ... . . ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida H3 .. ... ... . ... .. ... .. 10 pmol;
-oligonucleotida 2 ... ... ... .. ... .. 10 pmol;
-oligonucleotidad ........ ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida K3 .. ... ... ... ... ... 10 pmol;
-oligonucleotida L2 .. ... ... ... ... ... ... 10 pmol;
- oligonucleotida primer P1 .. ... ... ... ... ... 2 uM;
- oligonucleotida primer P2 .. .. ... ... . ... ... 2 uM;
-tampon Pyrobest Il . . ... ... . ... 10 X 10 ul;
—amestec ANTP ... 8 ul;
- polimeraza ADN Pyrobest .. .......... .. .. ... ... . ... ... ... ... 0,5ulsi

- apa redistilata la un volum final de 50 pl.

Reactia PCR este dirijatd dupa cum urmeaza. Solutia este mai intéi incalzité 1a 94°C,
timp de 5 min, dupa care se repeta de 7 ori un ciclu de incalzire la 98°C, timp de 10 s, la
55°C, timp de 30 s si la 72°C, timp de un minut. Dupa efectuarea acestei proceduri, solutia
de reactie este incalzitd la 72°C, timp de 15 min.

Dupa extractia cu fenol si precipitarea din etanol, precipitatul de ADN rezultat este
uscat sub vid, dizolvat intr-o cantitate minima de apa redistilata si separat prin electroforeza
pe gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul este colorat cu 1 ug/ml solutie apoasa de
bromura de etidiu, pentru a permite detectia ADN-ului sub lumind UV. Benzile ADN, care
corespund la ADN tip M, sunt indepartate prin taiere, utilizadnd o lama de ras si sunt eluate
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din gel, utilizand trusa Geneclean Spin Kit. Dupé extractia cu fenol, ADN-ul eluat este apoi
concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitarea din etanol si, in final, este
dizolvat in 5 pl de apa distilata.

Fiecare ADN extras rezultat (tip H1, tip H3, tip H4, si tip M) este clonat, utilizadnd
vectorul pGem-T Easy (Promega) dupa cum urmeaza:

- Fragmentul ADN recuperat din reactia PCR (H1, H3, H4sauM) ........ 5 yl;
-Tamponpolimeraza Taq .................. .. .. .. .. .. ........ 10 X1 ul;
-Amestec dNTP . .. 1 ul;
- Polimeraza Taq (Sunitati/ml) .. ......... ... ... ... . ... ... .. ... 1yl si

- Apa redistilata la volumul final de 10 pl.

Dupa ce fiecare dintre solutiile de mai sus reactioneaza la 70°C, timp de 30 min,
fiecare solutie ADN si vector pGEM-T Easy sunt legate, utilizdnd o trusd DNA Ligation
Version 2.0 (Takara Shuzo Co., Ltd.), utilizdnd protocolul fabricantului.

Dupa 4 h de incubare la 15°C, 2 yl din solutia de reactie incubata se amesteca cu
100 uyl de tulpinad de E. coli competentd JM109, la o densitate a celulelor de 1-2x10°
celule/ml (Takara Shuzo Co., Ldt), iar amestecul este mentinut pe gheata, timp de 30 min,
apoi la 42°C, timp de 30 s, si din nou pe gheata, timp de un minut. Apoi, se adauga, la
amestec, 500 yl de mediu SOC (2% v/v triptona, 0,5% extract de drojdie, 0,05% gr/v clorura
de sodiu, 2,5 mM gr/v clorura de potasiu, 1 mM clorurd de magneziu, si 20 mM glucoza),
apoi se incubeaza timp de inca o ora, agitand. Tulpinile transformante sunt apoi izolate si se
prepara ADN plasmidian din tulpini, dupa descrierea din Molecular Cloning, a Laboratory
Manual. Secventele de nucleotide, ale acestor ADN-uri care codifica lantul greu al TRA-8
umanizat, sunt confirmate prin metoda dideoxi (Sanger, F. S. et al., 1977, Proc. Natl. Acad.
Sci. SUA, 74:5463-5467), utilizédnd analizorul 3700 DNA (ABI PRISM; Perkin Elmer Applied
Biosystems, Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pHA15 (plasmida care poartd cADN-ul care
codifica lantul greu de tip H1 al TRA-8 umanizat), pHC10 (plasmida care poarta cADN-ul
care codifica lantul greu de tip H3 al TRA-8 umanizat), pHD21 (plasmida care poarta cADN-
ul care codifica lantul greu de tip H4 al TRA-8 umanizat), si pM11 (plasmida care poarta
cADN-ul care codifica lantul greu al TRA-8 himeric). Tulpinile de E. coli transformante, care
poarta aceasta plasmida, desemnate E. coli JM109/pHA15, E. coli JIM109/pHC10, E. coli
JM109/pHD21 si E. coli JM109/pM11 au fost depozitate la Organismul International
Depozitar al Brevetelor, Institutul National pentru $tiinta si Tehnologie Avansata, 1-1, Higashi
1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japoniain 20 aprilie 2001, in acord cu Tratatul
de la Budapesta pentru Depozitele de Microorganisme, si le-afost acordat numarul de acces
FERM BP-7555, FERM BP-7557, FERM BP-7558 si, respectiv, FERM BP-7559.

3. Construirea plasmidelor de expresie care poartd ADN-ul regiunii variabile a lantului
greu al catorva tipuri de TRA-8 umanizate sau de soarece

Vectorii de expresie recombinati pentru celulele animale se construiesc prin inserarea
ADN-ului care codifica lantul greu al TRA-8 de tip H1, de tip H3, si de tip H4 umanizat sau
himeric de tip M (clonat in cele de mai sus) dupa cum urmeaza.

1 ug de plasmida pSRHHH3 (cererea de brevet european EP 0909816 A1) care
poarté regiunea variabila a lantului greu al regiunii variabile a anticorpului monoclonal anti-
Fas umanizat HFE7A si ADN-ul genomic al regiunii constante a IgG1 umane, un vector de
exprimare pentru celulele de mamifer, este digerat cu enzimele de restrictie Hindlll si Apal,
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si se separa prin electroforeza in gel de agaroza 3%. Dupa electroforeza, gelul se coloreaza
cu solutie apoasa 1 ug/ ml bromura de etidiu pentru a permite detectarea ADN in lumina UV.
Benzile de ADN ale vectorului care contin ADN-ul genomic al regiunii constante ale 1gG1
umane fara regiunea variabila a lantului greu al HFE7A umanizat sunt taiate, utilizand o lama
de ras si se elueaza din gel, utilizand trusa Geneclean Spin. Dupa extractia cu fenol, ADN-ul
eluat este apoi concentrat prin centrifugare la 7500 X g, urmata de precipitare din etanol si,
in final, dizolvare in 5 yl de apa distilata, si apoi defosforilare, utilizand CIP. Plasmida
defosforilata, digerata (100 ng) este legata cu 1 ug de fragment pHA15, pHC10, pHD21, sau
pM11 de ADN, care contine ADN-ul care codifica regiunea variabila a lantului greu al TRA-8
umanizat sau himeric, care a fost de asemenea digerata cu Hindlll si Apal, utilizdnd o trusa
DNA Ligation Kit versiunea 2.0 (Takara Shuzo Co., Ldt). Amestecul de legare este apoi
utilizat pentru a transforma E. coli JM109, care este apoi pusa pe placi de agar LB care
contin 50 pg/ml ampicilina.

Transformantii obtinuti prin aceasta metoda sunt cultivati in 2 ml mediu LB lichid care
contin 50 pg/ml ampiciling, la 37°C, peste noapte, iar ADN-ul plasmidian se extrage ulterior
din cultura rezultata prin metoda alcalind SDS.

ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hindlll si Apal, si este supus electroforezei
in gel de agaroza 3% gr/v, pentru a conforma prezenta sau absenta insertului de ADN care
codificd regiunea variabild a lantului greu al TRA-8 umanizat sau himeric. Insertia si
orientarea fragmentului de ADN dorit in vector sunt confirmate prin secventierea ADN-ului,
utilizdnd un analizor de secvente de gene (analizorul de ADN ABI Prism 3700; Applied
Biosystems). Plasmidele de exprimare rezultate care poarta cADN care codifica lantul greu
al TRA-8 umanizat sau himeric sunt desemnate pHA15-1, pHC10-3, pHD21-1, si respectiv
pM11-1.

4. Construirea vectorilor pentru lanturile usoare umanizate

4 1. Construirea unui vector de exprimare pentru lantul ugor al anticorpului umanizat
(de tip LM1)

Dupéa cum se arata in SECV ID nr. 72 din Lista de Secvente, umanizarea de tip H1
(tip LM1) a secventelor de aminoacizi ale lantului greu al anticorpului DR5 antiuman de
soarece TRA-8 a determinat inlocuirea aminoacidului 3 (valina), aminoacidului 8 (histidina),
aminoacidului 9 (lizina), aminoacidului 10 (fenilalanina), aminoacidului 11 (metionina),
aminoacidului 13 (treonina), aminoacidului 20 (serina), aminoacidului 42 (glutamina),
aminoacidului 43 (serina), aminoacidului 60 (acidul aspartic), aminoacidului 63 (treonina),
aminoacidului 77 (asparagina), aminoacidului 78 (valina), aminoacidului 80 (serina),
aminoacidului 83 (leucina), aminoacidului 85 (acidul aspartic), aminoacidului 87
(fenilalanina), si aminoacidului 99 (glicina), aminoacidului 103 (leucina), siaminoacidului 108
(alanina) de la capatul N-terminal al secventei de aminoacizi a lantului ugor TRA-8 se
inlocuiesc cu glutaming, prolind, serind, serind, leucing, alanind, treonina, lizina, alaning,
serind, serind, serind, leucing, proling, fenilalaning, treoning, tirozina, glutaming, valina si
respectiv treonina. Secventa rezultata se denumeste LM1.

Plasmidele de expresie care poarta acest tip de secvente de aminoacizi ale lantului
usor umanizat ale anticorpului antiuman DR5 TRA-8 (de tip LM1, SECV ID nr 72 din lista de
secvente) se construiesc dupa cum urmeaza.
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1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile si constante ale lantului
usor al TRA-8 umanizat (de tip LM1)

AND-ul care codifica lantul polipeptidic LM1 (SECV ID nr. 72 din Lista de Secvente),
fiecare dintre acestea fiind o fuziune dintre regiunea variabila a lanfului ugor (de tip LM1) al
anticorpului anti-DR5 umanizat TRA-8 si regiunea constanta a lantului usor al I|g umane
(lantul ), sunt sintetizate prin utilizarea de combinatii ale PCR.

Suplimentar fata de 7AL1P (SECV ID Nr. 47) si 7ALCN (SECV ID Nr. 48), HKCDF11
(SECV ID nr. 50), HKCDR12 (SECV ID nr. 51), HKCDF22 (SECV ID nr. 52), HKCDR22
(SECV ID nr 53), si HKCF12 (SECV ID nr. 54), se sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri
oligonucleotidici:

5'-gtcccccaca gatgcagaca aagaacttgg agattgggtc atctgaatgt caccagtgga-3'
(HKSPR12; SECV ID nr. 77).

2. Constructia plasmidei pCR3.1/LM1-2 (clonarea lantfului ugor al TRA-8 umanizat de
tip LM1)

Fragmentul de ADN-LM1 care codificd secventa de aminoacizi care a fost definita in
SECV ID nr 72 a aceluiasi se prepara prin realizarea PCR in 2 etape, se insereaza intr-un
vector plasmidian si se cloneaza in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul LM1-F1-ADN care codifica o secventd de semnal de secretie si o
portiune a regiunii FRL,, cu un situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind Ill, adaugat la
capatul &', se prepara in urmatoarele conditii: plasmidele matrita, pHSGHM17 si pPSRPDHH,
se obtin urmand descrierea din cererea de brevet european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pHSGHM17 .. ... ... .. .. . ... .. . . .. 25 ng;
- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... .. ... ...... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . .. .. ... . . . 5ul;
-tampon 10XPCR . . . . ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq (PerkinElmer) .. .................... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM1-F2, care codifica o portiune a FRL,, CDRL,, FRL, si
CDRL,, se prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN plasmidian pL28 ... ... ... ... 25 ng;
- primer oligonucleotidic HKCDF11 . ............. ... ... ........ 50 pmoli;
- rimer oligonucleotidic HKCDF12 . ............. ... .. .......... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . .. .. ... . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . . . . ... 5 ul;
ADN polimeraza ampliTaq . .. ... .. . 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.
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Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM1-F3, care codifica CDRL,, FRL; si o portiune din CDRL,,
se prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidului pSRPDHH . .. .......... ... ... ... ... 25ng;
- primer oligonucleotidic HKCDF22 .. .......................... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic HKCDF22 .. .......................... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri .. ... . . . . . 5 ul;
-tampon 10xPCR .. .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq ............ ... ... .. ... ........ 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 pl, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditii termice PCR: incalzire la 94°C, dupa care un ciclu termic de 94°C, timp de
un minut, 55°C, timp de un minut si 72°C, timp de 2 min, repetat de 30 de ori, urmat de
incalzire la 72°C, timp 10 min.

Fragmentul de ADN al LM1-F4, care codificd CDRL;, FRL, $i regiunea constanta cu
un situs de clivaj pentru enzima de restrictie EcoR |, adaugata la capatul 3' terminal, se
prepara in urmatoarele conditii:

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pSRPDHH .. ... ... ... ... ... . ... .. 25ng;
- primerul oligonucleotidic HKCF12 .. ......... ... ... ... ........ 50 pmol;
- primerul oligonucleotidic 7ALCN . ......... ... ... ... ... ... . ... 50 pmol;
-cocteil de dNTP-uri . ... . .. . . . 5ul;
-tampon PCR .. ... . 10x5 ul;
ADN polimeraza ampliTaq ............ ... . . . .. 2,5 unitati.

Solutia de reactie, care are compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, repetat de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Dupa electroforeza, gelul se coloreaza cu 1 ug/ml de bromura de etidiu,
pentru a detecta ADN-ul produs sub lumina UV. Benzile de ADN respective, astfel detectate,
sunt excizate cu o lama de ras.

b. A doua etapéd a PCR

ADN-ul LM1, in care fragmentele descrise mai sus ADN LM1-F1, ADN LM1-F2, ADN
LM1-F3 si ADN LM1-F4 sunt fuzionate, se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul gel de ADN-LM1-F1 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM1-F2 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM1-F3 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM1-F4 preparat in prima etapa a PCR;
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- primerul oligonucleotidic 7ALAP . ... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7ALCN . ............. ... ... .. .. .. .... 50 pmoli;
-cocteil de ANTP-ur ... ... ... 5,0 pl;
-tampon 10x PCR . .. .. . . 5,0 ul;
- ADN polimeraza ampliTag ............. ... ... . ... ... ....... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, repetat de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM1 astfel preparat se insereaza in plasmida pCR3.1ADN
utilizand, trusa Eukaryotic TA Cloning Kit (InVitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli competenta TOP10F' continuta in trusa. Secventele de nucleotide ale
acestor ADN-uri, care codifica lantul ugor al TRA-8 umanizat (tip LM1), sunt confirmate prin
metoda dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467),
utilizand analizorul 3700 DNA (ABI PRISM; Perkin Elmer Applied Biosystems, Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/LM1-2 (plasmida care poartd cADN-ul
care codifica regiunea variabild a lantului usor al TRA-8 umanizat (tip LM1) si o regiune
constanté a lantului ugor al Ilg umane).

Plasmida pCR3.1/LM1-2, care contine fragmentul de ADN LM1, este digerata cu
enzimele de restrictie Hind Il si EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Ill si EcoR |, si apoi se defosforileaza cu CIP. Fragmentele rezultate de ADN pHSG399
si de ADN al LM1 defosforilate, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind Il si
EcoR | se leagd, utilizand trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi,
E. coli DH5a este transformata cu ADN legat si este intinsa pe un mediu de agar LB, care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml cloramfenicol (concentratii finale).
Transformantii albi obtinuti se cultiva in mediu lichid LB, care contine 50 ug/ml cloramfenicol,
si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultata in conformitate cu metoda alcalin-SDS.
ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind Il si EcoR |, si apoi este selectata o clona
purtatoare de fragment LM1-ADN prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M1-2-2 purtatoare a
unui fragment de fuziune al regiunii variabile a lantului usor LM1 TRA-8 umanizat al regiunii
constante a lantului uman Ig k. Tulpina transformantd E. coli, care prezinta aceasta
plasmida, denumitd E. coli DH5a/pHSG/M1-2-2, a fost depozitata in International Patent
Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 1-1,
Higashi 1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, la data de 20 Aprilie, 2001,
in conformitate cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitarea Microorganismelor, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7562.

3. Construirea plasmidei pSR/LM1-2 (plasmida de expresie pentru lantul usor LM1
TRA-8 umanizat)

Plasmida obtinuta pHSG/M1-2 purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului usor LM1 TRA-8 umanizat si regiunea constanta a lantului uman Ig x este
digerata cu enzimele de restrictie Hind Il i EcoR I.
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1 pg al plasmidei de clonare ADN pSRPDHH (cererea de brevet european
EP 0909816 A1) este digerat cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |, si apoi este
defosforilata cu CIP. ADN-ul defosforilat rezultat pSRPDHH si fragmentul Hindlll-EcoRI
obtinut din pHSG/M1-2-2 sunt legate, utilizdnd Trusa de Legare ADN, versiunea 2.0 (DNA
Ligation Kit Version 2.0) (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi E. coli DH5a este transformat cu
ADN-ul legat si intinsa pe agar LB. Transformantii obtinuti sunt cultivati in mediu lichid LB,
care contine 100 pg/ml ampiciling, si ADN-ul plasmidian se extrage din cultura rezultatd, in
conformitate cu metoda alcalin-SDS. Insertia si orientarea fragmentului de ADN dorit, in
vectorul pSRPDHH, sunt confirmate prin secventierea ADN, utilizdnd un analizor de
secvente de gene.

Plasmida de exprimare, care poarta cADN-ul care codifica lantul usor al LM1 TRA-8
umanizat, este desemnata pSR/LM1-2.

4.2. Construirea vectorului de exprimare al lantului usor al anticorpului umanizat (tip
LM3)

Asa cum este prezentatin SECV ID Nr. 73 din Lista de Secvente, alte umanizari (de
tip LM3) ale secventelor de aminoacizi ale lantului usor al anticorpului soarece antiuman DRS
TRA-8 au determinat inlocuirea celui de-al 8-lea aminoacid (histidina), al 9-lea aminoacid
(lizina), al 10-lea aminoacid (fenilalanina), al 11-lea aminoacid (metionina), al 13-lea
aminoacid (treonina), al 20-lea aminoacid (serina), al 42-lea aminoacid (glutamina), al 43-lea
aminoacid (serina), al 77-lea aminoacid (asparagina), al 78-lea aminoacid (valina), al 80-lea
aminoacid (serina), al 83-lea aminoacid (leucina), al 85-lea aminoacid (acidul aspartic), al
87-lea aminoacid (fenilalanina), al 99-lea aminoacid (glicina), al 103-lea aminoacid (leucina)
si al 108-lea aminoacid (alanina) din capatul N- terminal al secventei aminoacid a lantului
usor TRA-8 cu proling, sering, leucind, alaning, treonind, lizina, alanina, serina, leucing,
prolind, fenilalaning, treoning, tirozina, glutamina, valina si, respectiv, treonina, Secventa
rezultatd este denumita LM3.

Plasmidele de exprimare, care poarta acest tip de secvente de aminoacizi de lant
usor umanizate ale anticorpului DR5 antiuman TRA-8 (tip LM3, SECV ID Nr. 73 din Lista de
Secvente), sunt construite dupa cum urmeaza.

1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile si constante ale lantului
usor al LM3 TRA-8 umanizat

ADN-ul care codifica lantul polipeptidic la LM3 (SECV ID Nr. 73 din Lista de
Secvente), fiecare dintre acestea fiind o fuziune a regiunii variabile a lantului ugor al
anticorpului anti-DR5 TRA-8 umanizat si regiunea constanta a lantului ugsor uman Ig (lantul
k), sunt sintetizate, utilizand combinatii de PCR. in continuare, dupd 7AL1P (SECV ID Nr.
47) si TALCN (SECV ID Nr. 48), au fost sintetizati urmatorii primeri oligonucleotidici pentru
PCR:

5'- atctagttct cagagatgga gacagacaca atcctgctat gggtgetget getctgggatt ccagg -3'
(MOD1F1; SECV ID Nr. 78);

5'- cagcacccat agcaggattg tgtctgtctc catctctgag aactagatga gaggatgctt cttaagcett - 3'
(MOD1R1; SECV ID Nr. 79);

5'- ctccactggt gacattgtga tgacccaatc tccaagttct ttgtctgcat ctgtggggga cagggte-3'
(MOD1F22; SECV ID Nr. 80);

5'- acttggagat tgggtcatca caatgtcacc agtggagcct ggaacccaga gcag-3' (MOD 1R22;
SECV ID Nr. 81);
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5'-accatcacct gcaaggccag tcaggatgtg ggtactgctg tagectggta ccaacagaaa ccaggaa - 3'
(MOD1F3; SECV ID Nr. 82);

5'-tacagcagta cccacatcct gactggcectt gcaggtgatg gtgacccetgt cccccacagatgcagacaaa
ga -3' (MOD1RS3; SECV ID Nr. 83);

5'- aagcacccaa actcctcatc tattgggcat ccacccggcea cactggggtc ccagataggt ttacaggcag
t-3' (MOD1F42; SECV ID Nr. 84);

5'- cccagtgtgce cgggtggatg cccaatagat gaggagtttg ggtgcttttc ctggtttctg ttggtaccag ge
-3' (MOD1R4; SECV ID Nr. 85);

5'- gggtctggga cagacttcac cctcaccatc tctagtctgc agccggagga ttitgcaacc tat -3'
(MOD1F5; SECV ID Nr. 86);

5'- actagagatg gtgagggtga agtctgtccc agacccactg cctgtaaacc tatctgggac -3
MOD1R52;SECV. ID. Nr. 87);

5'- tactgtcagc aatatagcag ctatcggacg ttcggtcaag gcaccaaggt ggaaatc -3' (MOD1F6;
SECV ID Nr. 88);

5'- cgtccgatag ctgctatatt gctgacagta ataggttgca aaatcctccg gcetgcac -3
(MOD1R6;SECV ID Nr. 89);

5'- aaacggactg tggctgcacc atctgtcttc atcttccege catctgatga g -3' (MOD1F7; SECV ID
Nr. 90);

5'- gaagatgaag acagatggtg cagccacagt ccgttigatt tccacctigg tgccttgacc gaa -3'
(MOD1R7; SECV ID Nr. 91); si

5'- agatttcaac tgctcatcag atggcgggaa (LR17; SECV ID Nr. 101).

2. Constructia plasmidei pCR3.1/LM3-3-44 (clonarea lantului ugor de tip LM3
umanizat al TRA-8)

Fragmentul ADN-LM3, care codifica secventa de aminoacid, asa cum este definita
in SECV ID Nr. 73 a aceluiasi, se prepara prin efectuarea PCR in doua etape, insertia intr-un
vector plasmidian si clonand in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul LM3-F31B-ADN, care codifica o secventa de semnal de secretie cu un
situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind Ill, adaugat la capatul 5' FRL, CDRL,, FRL, si
CDRL,, FRL,;, CDRL,, FRL, si o portiune a regiunii constante se prepara in urmatoarele
conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- primer oligonucleotidic MOD1F1 . .......... ... .. ... ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1RT . .......... ... .. ... ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F22 ... ............ .. ... .......... 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1R22 .. ......... ... ... .. ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F3 . .......... ... .. ... ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1R3 . .. ........ ... ... . ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F42 ... ........ ... ... .. ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1R4 . .. ........ ... ... .. ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F5 . ....... ... ... ... ... ... ........ 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1R52 .. ........ ... .. ... .......... 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F6 . ............... .. ... .......... 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1RG . .. .............. ... . .......... 5 pmol;
- primer oligonucleotidic MOD1F7 . .......... . ... . ... .......... 50 pmol;
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- primer oligonucleotidic MOD1R7 . ......... ... ... .. ... ... ..... 5 pmol;
- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmol;
- primer oligonucleotidic LR17 .. ........ ... ... .. .. ... ... .. ...... 50 pmol;
-cocteil de ANTP-uri ... ... .. 5,0 pl;
-tampon 10x PCR ... ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, repetat de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul LM3-F31C-ADN, care codifica o portiune a regiunii constante cu un situs
de clivaj al enzimei de restrictie Eco R |, adaugat la capatul 3', se prepara in urmatoarele
conditii.

Plasmidele matritd, pPSRPDHH, se obtin, urmand descrierea din cererea de brevet

european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- plasmida pSRPDHH ADN .. .. ... ... . . . 25 ng;
- primer oligonucleotidic MOD1F7 . ......... ... ... .. ... ....... 50 pmol;
- primer oligonucleotidic 7ALCN . ........... ... ... ... .. ... ... . ... 50 pmol;
-cocteil de dNTP-uri .. ... . . . . . 5 ul;
-tampon 10x PCR ... ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq ............ ... ... .. ... ........ 2,5 unitati.

Solutia de reactie, care are compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, repetat de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Dupa electroforeza, gelul se coloreaza cu 1 pl/ml de bromura de etidiu,
pentru a detecta ADN-ul produs sub lumina UV. Benzile de ADN respective astfel detectate
sunt excizate cu o lama de ras.

b. A doua etapd a PCR

ADN-ul LM3, in care fragmentele descrise mai sus, ADN LM3-F31B, si ADN LM3-
F31C, sunt fuzionate, se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul gel de ADN-LM3-F31B preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM3-F31C preparat in prima etapa a PCR,;

- primerul oligonucleotidic 7ALAP ... ... .. ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7TALCN . ......... ... ... ... ... ... . ... 50 pmol;
-cocteil de ANTP-uri ... ... .. 5,0 pl;
-tampon 10x PCR . .. .. ... 5,0 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 pl, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.
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Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, repetat de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM3 astfel preparat se insereaza in plasmida pCR3.1ADN,
utilizand trusa Eukaryotic TA Cloning Kit (InVitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli competenta TOP10F' continuta in trusa. Secventele de nucleotide, ale
acestor ADN-uri care codifica lantul usor al LM3 TRA-8 umanizat, sunt confirmate prin
metoda dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467),
utilizadnd analizorul 3700 DNA Analyzer(ABI PRISM; Perkin Elmer Applied Biosystems,
Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/LM3-3-44 (plasmida care poarta cADN-ul
care codificaregiunea variabild a lantului ugor al LM3 TRA-8 umanizat $i o regiune constanta
a lantului usor al I|g umane).

Plasmida pCR3.1/LM3-3-44 obtinuta, care contine fragmentul de ADN LM3, este
digerata cu enzimele de restrictie Hind Il i EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Il si EcoR |, si apoi se defosforileaza cu CIP. Fragmentele rezultate de ADN pHSG399
si de ADN al LM3 defosforilate, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind Il si
EcoR |, se leaga, utilizadnd trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi,
E. coliDH5a este transformata cu ADN-ul legat si este intinsa pe un mediu de agar LB, care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml cloramfenicol (concentratii finale).
Transformantii albi obtinuti se cultiva in mediu lichid LB, care contine 50 ug/ml cloramfenicol,
si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultatd, in conformitate cu metoda alcalin-
SDS. ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind Il si EcoR | si apoi este selectata o
clona purtatoare de fragment LM3-ADN prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M3-3-22 purtatoare
a unui fragment de fuziune al regiunii variabile a lantului ugor LM3 TRA-8 umanizat al regiunii
constante al lanfului uman Ig k. Tulpina transformantd E. coli, care prezinta aceasta
plasmida, denumita E. coli DH5a/pHSG/M3-3-22, a fost depozitata in International Patent
Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 1-1,
Higashi 1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, la data de 20 Aprilie, 2001,
in conformitate cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitarea Microorganismelor, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7564.

3. Construirea plasmidei pSR/LM3-3-44-10 (plasmida de exprimare pentru lantul ugor
LM3 al TRA-8 umanizat)

Plasmida obtinuta, pHSG/M3-3-22, purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului ugor, LM3 al TRA-8, umanizat, si regiunea constantd a lantului uman Igk
sunt digerate cu enzimele de restrictie Hind 11l i EcoR |.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pSRPDHH (cererea de brevet european
EP 0909816 A1) este digerat cu enzimele de restrictie Hind Ill si EcoR |, si apoi este
defosforilat cu CIP. ADN-ul defosforilat, rezultat, pSRPDHH, si fragmentul Hindlll-EcoRl,
obtinut din pHSG/M3-3-22, sunt legate utilizadnd Trusa de Legare ADN, versiunea 2,0 (DNA
Ligation Kit Version 2.0) (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi E. coli DH5a este transformata cu
ADN-ul legat si intinsa pe agar LB. Transformantii obtinuti sunt cultivati in mediu lichid LB,
care contine 100 pg/ml ampiciling, si ADN-ul plasmidian se extrage din cultura rezultatd, in
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conformitate cu metoda alcalin-SDS. Insertia si orientarea fragmentului de ADN dorit, in
vectorul pSRPDHH, sunt confirmate prin secventierea ADN, utilizdnd un analizor de
secvente de gene (ABI Prism 3700 DNA Analyzer, Applied Biosystems).

Plasmida de exprimare rezultatd, care poartd cADN-ul care codifica lantul ugor al
LM3 TRA-8 umanizat, este desemnata pSR/LM3-3-44-10.

4.3. Construirea unui vector de exprimare pentru lantul ugor al anticorpului umanizat
(de tip LM4)

Dupa cum se prezintd in SECV ID nr. 74 din Lista de Secvente, alt tip de umanizare
(de tip H4) a secventelor de aminoacizi ale lantului usor al anticorpului DR5 antiuman de
soarece TRA-8 a determinat inlocuirea aminoacidului 8 (histidina), aminoacidului 9 (lizina),
aminoacidului 10 (fenilalanina), aminoacidului 11 (metionina), aminoacidului 13 (treonina),
aminoacidului 20 (serina), aminoacidului 42 (glutamina), aminoacidului 43 (serina),
aminoacidului 77 (asparagina), aminoacidului 78 (valina), aminoacidului 80 (serina),
aminoacidului 83 (leucina), aminoacidului 85 (acidul aspartic), aminoacidului 99 (glicina),
aminoacidului 103 (leucina) si aminoacidului 108 (alanina) de la capatul N-terminal al
secventei de aminoacizi a lantului ugor al TRA-8 cu prolind, serina, serina, leucina, alanina,
treoning, lizina alaning, serind, leucina, proling, fenilalaning, treonina, glutamina, valina si
respectiv treonina. Secventa rezultata se denumeste LM4.

Plasmidele de expresie care poarta acest tip de secvente de aminoacizi ale lantului
usor umanizat ale anticorpului antiuman DR5 TRA-8 (de tip LM4) (SECV ID nr. 74 din Lista
de Secvente) se construiesc dupa cum urmeaza.

1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile si constante ale lantului
usor al TRA-8 LM4 umanizat

ADN care codifica lantul polipeptidic LM4 (SECV ID nr. 74 din Lista de Secvente),
fiecare dintre ele fiind o fuziune dintre regiunea variabila a lantului usor al anticorpului anti-
DR5 umanizat TRA-8 si regiunea constanta a lantului usor al Ig umane (lantul k), sunt
sintetizate prin utilizarea de combinatii ale PCR.

Suplimentar fatéd de 7AL1P (SECV ID Nr. 47) si 7ALCN (SECV ID Nr. 48), MOD1F1
(SECV ID nr. 78), MOD1R1 (SECV ID nr. 79), MOD1F22 (SECV ID nr. 80), MOD1R22
(SECVIDnr. 81), MOD1F3 (SECV ID nr. 82), MOD1R3 (SECV ID nr. 83), MOD1F42 (SECV
ID nr. 84), MOD1R4 (SECV ID nr. 85), MOD1F5 (SECV ID nr. 86), MOD1R52 (SECV ID nr.
87), MOD1F7 (SECV ID nr. 90) si MOD1R7 (SECV ID nr. 91), LR17 (SECV ID nr. 101), se
sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri oligonucleotidici:

5'-ttctgtcagce aatatagcag ctatcggacg ttcggtcaag gcaccaaggt ggaaatc-3' (MOD1F62;
SECV ID nr. 92)

5'-cgtccgatag ctgctatatt gctgacagaa ataggttgca aaatcctccg gtcgecag-3' (MOD1R62;
SECV ID nr. 93)

2. Construirea plasmidei pCR3.1/LM4-5-3 (clonarea lantului ugor al TRA-8 LM4
umanizat)

Fragmentul ADN-LM4, care codifica secventa de aminoacizi, conform definitiei din
SECV ID nr. 74, al aceleiasi, se prepara prin realizarea PCR in 2 etape, se insereaza intr-un
vector plasmidian si se cloneaza in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul de ADN LM4-F41, care codificad o regiune de secventd de semnal de
secretie, cu un situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind |ll, adaugat la capatul &', FRL,,
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CDRL,, FRL, si CDRL,, FRL;, CDRL;, FRL,, $i 0 portiune a regiunii constante se prepara in
urmatoarele conditii:
Compozitia solutiei de reactie:

- primer oligonucleotidic MOD1F1 . .......... ... .. ... ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R1 .. ........ ... .. ... ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F22 ... ............ .. ... .......... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R22 . .......... ... ... .. .......... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F3 . .......... ... .. ... ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R3 .. ........ ... ... . ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F42 ... ........ ... ... .. ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R4 .. ........ ... ... .. ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F5 . ....... ... ... ... ... ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R52 . ......... ... ... .. ... ........ 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F62 .. ... ........... ... . .......... 5 pmoli,
- primer oligonucleotidic MOD1R62 . ... ......................... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F7 . .......... . ... . ... .......... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R7 ... .. ... ... . ... . .......... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... .. ... ...... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidicLR17 .. ....... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTag ............. ... ... . ... ... ....... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN F41C LM4, care codifica regiunea constanta cu un situs de clivaj
al enzimei de restrictie EcoRI, adaugat la capatul 3' terminal, se prepara in urmatoarele
conditii.

Plasmidele matrita pPSRPDHH se obtin urméand descrierea din cererea de brevet
european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pSRPDHH ... ... ... ... . .. .. .. .. 25ng;
- primer oligonucleotidic MOD1F17 . ............. ... ... ........ 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7ALCN .. ....... ... ... . ... .. .. .. ... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq (PerkinElmer) .. .................... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.
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Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Gelul dupa electroforeza este colorat cu bromura de etidiu 1 ug/ml, pentru
a detecta ADN-ul produs in lumin& UV. Benzile de ADN astfel detectate sunt excizate cu o
lama de ras.

b. A doua etapd a PCR

ADN-ul LM4, in care mai sus descrisele fragmente ADN LM4-F41B, si ADN LM4-
F41C se fuzioneaza, se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul de gel de ADN-LM4-F41B, preparat in prima etapa a PCR,;

- fragmentul de gel de ADN-LM4-F41C, preparat in prima etapa a PCR;

- primerul oligonucleotidic 7ALAP ... ... .. ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7TALCN . ......... ... ... ... ... ... . ... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM4 astfel preparat se insereaza in plasmida pCR3.1DNA,
utilizand trusa Eukaryotic TA Cloning (Invitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli competenta TOP10F' continuta in trusa. Secventele de nucleotide, ale
acestor ADN-uri care codifica lantul ugor al TRA-8 umanizat, sunt confirmate prin metoda
dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467), utilizand
analizorul 3700 DNA (ABI PRISM; Perkin Elmer Applied Biosystems, Japonia).

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/LM4-5-3 (plasmida care poarta cADN-ul
care codifica regiunea variabild a lantului usor al TRA-8 umanizat si o regiune constanta a
lantului usor al I|g umane).

Plasmida pCR3.1/LM4-5-1, care contine fragmentul de ADN LM4, este digerata cu
enzimele de restrictie Hind Il si EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Il si EcoR |, si apoi se defosforileaza cu CIP. Fragmentele de ADN pHSG399 si de
ADN al LM4 defosforilate, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |,
se leaga, utilizand trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ldt). Apoi, E. coli
DH5a este retransformata cu ADN legat si este imprastiatd pe un mediu de agar care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml clormafenicol (concentratii finale).
Transformantii albi obtinuti se cultiva in mediu lichid LB, care contine 50 ug/ml cloramfenicol,
si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultatd, in conformitate cu metoda alcalin-
SDS. ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind Il si EcoR |, si apoi este selectata o
clona purtatoare a fragmentului de ADN LM4 prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M4-5-3-1 purtatoare
a unui fragment de fuziune al regiunii variabile a lantului ugor LM4 TRA-8 umanizat al regiunii
constante a lantului uman Ig k. Tulpina transformanta E. coli, care poarta aceasta plasmida,
denumita E. coli DH5a/pHSG/M4-5-3-1, a fost depozitata in International Patent Organism
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Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 1-1, Higashi
1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, la data de 20 Aprilie, 2001, in con-
formitate cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitarea Microorganismelor, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7565.

3. Construirea plasmidei pSR/LM4-5-3-3 (plasmida de expresie pentru lantul usor
LM4 al TRA-8 umanizat)

Plasmida obtinuta, pHSG/M4-5-3-1, purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului ugor LM4 al TRA-8 umanizat si a regiunii constante a lantului uman Igk
este digerata cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pSRPDHH (cererea de brevet european
EP 0909816 A1) este digeratd cu enzimele de restrictie Hindlll si EcoR | si apoi este
defosforilata cu CIP. ADN-ul pSRPDHH defosforilat rezultat si fragmentul de ADN Hindlll-
EcoRlI obtinut din pHSG/M4-5-3-1 sunt legate, utilizand Trusa de Legare ADN, versiunea 2.0
(DNA Ligation Kit Version 2.0) (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi E. coli DH5a este transformata
cu ADN-ul legat si intinsa pe agar LB. Transformantii obtinuti sunt cultivati in mediu lichid LB,
care contine 100 pg/ml ampicilina, si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultata, in
conformitate cu metoda SDS alcalina. Insertia si orientarea fragmentului de ADN dorit, in
vectorul pSRPDHH, sunt confirmate prin secventierea ADN, utilizdnd un analizor de
secvente de gene (ABI Prism 3700 DNA Analyzer; Applied Biosystems).

Plasmida de exprimare rezultata, care poartda cADN-ul care codifica lantul usor LM4
al TRA-8 umanizat, este desemnata pSR/LM4-5-3-3.

4.4. Construirea unui vector de expresie pentru lantul ugor al anticorpului umanizat
(de tip LM5)

Dupa cum se arata in SECV ID nr. 75 din Lista de Secvente, altd umanizare (de tip
LMS5) a secventelor de aminoacizi ale lantului ugor al anticorpului DR5 antiuman de soarece
TRA-8 a determinat inlocuirea aminoacidului 8 (histidina), aminoacidului 9 (lizina),
aminoacidului 10 (fenilalanina), aminoacidului 11 (metionina), aminoacidului 13 (treonina),
aminoacidului 20 (serina), aminoacidului 42 (glutamina), aminoacidului 43 (serina),
aminoacidului 77 (asparagina), aminoacidului 78 (valina), aminoacidului 80 (serina),
aminoacidului 83 (leucina), aminoacidului 103 (leucina) si aminoacidului 108 (alanina) de la
capatul N-terminal al secventei de aminoacizi a TRA-8 cu prolind, serina, sering, leucina,
alaning, treonina, lizind, alaning, serina, leucind, prolina, fenilalaning, valina si, respectiv,
treonina. Secventa rezultatd se denumeste LMS5.

Plasmidele de expresie care poartd acest tip de secvente de aminoacizi ale lantului
usor umanizat ale anticorpului antiuman DR5 TRA-8 (de tip LM5, SECV ID nr 75 din lista de
secvente) se construiesc dupa cum urmeaza.

1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile $i constante ale lantului
usor al TRA-8 umanizat de tip LM5

ADN care codifica lantul polipeptidic LM5 (SECV ID nr. 75 din Lista de Secvente),
fiecare dintre acestea fiind o fuziune dintre regiunea variabila a lantului usor al anticorpului
anti-DR5 umanizat TRA-8 si regiunea constantd a lantului usor al I|g umane (lantul k) sunt
sintetizate prin utilizarea de combinatii ale PCR.

Suplimentar fatéd de 7AL1P (SECV ID Nr. 47) si 7ALCN (SECV ID Nr. 48), MOD1F1
(SECV ID Nr. 78), MOD1R1 (SECV ID Nr. 79), MOD1F22 (SECV ID Nr. 80), MOD1R22
(SECV ID Nr. 81), MOD1F3 (SECV ID Nr. 82), MOD1R13 (SECV ID Nr. 83), MOD1F42
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(SECV ID Nr. 84), MOD1R4 (SECV ID Nr. 85), MOD1R52 (SECV ID Nr. 87), MOD1F7
(SECV ID Nr. 90), si LR17 (SECV ID Nr. 101) se sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri
oligonucleotidici:

5'-gggtctggga cagacttcac, cctcaccatc tctagtctgc agccggagga ttttgcagat tat -3
(MOD1F52; SECV ID nr. 94)

5'-ttctgtcagce aatatagcag ctatcggacg ttcggtggag gcaccaaggt ggaaatc-3' (MOD1F63;
SECV ID nr. 95)

5'-cgtccgatag ctgctatatt gctgacagaa ataatctgca aaatcctccg  gcetgcag-3'
(MOD1R63;SECV ID nr. 96)
5'-gaagatgaag acagatggtg cagccacagt ccgtttgatt tccaccttgg tegcetccace gaa-3' (MOD1R72;
SECV ID nr. 102)

2. Constructia plasmidei pCR3. 1/LM5-3-42 (clonarea lantului usor al TRA-8 umanizat
de tip LM5)

Fragmentul de ADN-LMS5, care codificé secventa de aminoacizi care a fost definita
inSECV ID nr75, al aceluiasi, se prepara prinrealizarea PCR in 2 etape, se insereazaintr-un
vector plasmidian si se cloneaza in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul LM5-F51B de ADN, care codifica o secventa de semnal de secretie cu
un situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind I, adaugat la capatul 5', FRL,, CDRL,, FRL,
si CDRL,, FRL;, CDRL,, FRL,, $i 0 portiune a regiunii constante se prepara in urmatoarele
conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- primer oligonucleotidic MOD1F1 . .......... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R1 . ........ ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F22 .. ........... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R22 .. ....... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F3 ... ....... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R3 ... ....... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F42 .. ... ... ... ... . ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R4 ... ... ... ... .. ... ... . .... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F52 .. ....... ... . ... ... . ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R52 .. ....... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F83 .. ............ ... . ... ......... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R63 .. ............ ... ... . ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1F7 . ......... ... ... .. ... ....... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic MOD1R72 .. ....... ... ... .. ... ... ..... 5 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic LR17 .. ........ ... ... .. .. ... ... .. ...... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, 55°C, timp de un minut si 72°C, timp de 2 min,
care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.
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Fragmentul de ADN F51C LM5, care codifica regiunea constanta cu un situs de clivaj
al enzimei de restrictie EcoRI, adaugat la capatul 3' terminal, se prepara in urmatoarele
conditii. Plasmida matrita pSRPDHH se obtine urmand descrierea din cererea de brevet
european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pSRPDHH ... ... ... ... . .. .. .. .. 25ng;
- primer oligonucleotidic MOD1F7 . .......... . ... . ... .......... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7ALCN .. ....... ... ... . ... .. .. .. ... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTag ............. ... ... . ... ... ....... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, 55°C, timp de un minut si 72°C, timp de 2 min,
care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Dupa electoforeza, gelul se coloreaza cu bromura de etidiu 1 pg/ml,
pentru a detecta ADN-ul produs in lumina UV. Benzile de ADN astfel detectate sunt excizate
cu o lama de ras.

b. A doua etapd a PCR

ADN-ul LM5, in care mai sus descrisele fragmente ADN LM5-F51B si ADN LM5-
F51C se fuzioneaza, se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul de gel de ADN-LM5-F51B preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul de gel de ADN-LM5-F51C preparat in prima etapa a PCR;

- primerul oligonucleotidic 7ALAP . ... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7ALCN . ............. ... ... .. .. .. .... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . .. .. ... . . . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. .. .. 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTag ............. ... ... . ... ... ....... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM5 astfel preparat se insereaza in plasmida pCR3.1DNA,
utilizand trusa Eukaryotic TA Cloning (Invitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli competenta TOP10F' continuta in trusa. Secventele de nucleotide, ale
acestor ADN-uri care codifica lantul usor al TRA-8 umanizat, sunt confirmate prin metoda
dideoxi (F. S. Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467), utilizand
analizorul de ADN.

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/LM5-3-42 (plasmida care poartd cADN-ul
care codifica regiunea variabild a lantului ugor al LM5 TRA-8 umanizat si o regiune constanta
a lantului usor al I|g umane).
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Plasmida pCR3.1/LM5-3-42 care contine fragmentul de ADN LM5 este digerata cu
enzimele de restrictie Hind Il si EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Il si EcoR |, si apoi se defosforileaza cu CIP. Fragmentele de ADN pHSG399 si de
ADN al LM5 defosforilate, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |,
se leaga, utilizand trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ldt). Apoi, E. coli
DH5a este retransformata cu ADN legat si este imprastiatd pe un mediu de agar care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml clormafenicol (concentratii finale).
Transformantii albi obtinuti se cultiva in mediu lichid LB, care contine 50 ug/ml cloramfenicol,
si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultatd in conformitate cu metoda SDS
alcalind. ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind Il si EcoR |, si apoi este selectata
o clona purtatoare de fragment LM5-ADN prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M5-3-27, purtatoare
a unui fragment de fuziune al regiunii variabile a lantului ugsor LM5 TRA-8 umanizat si al
regiunii constante al lantului uman Ig k.

3. Construirea plasmidei pSR/LM5-3-27-1 (plasmida de exprimare a lantului usor
LM5 al TRA-8 umanizat)

Plasmida pHSG/M5-3-27 obtinuta, purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului ugor LM5 al TRA-8 umanizat si al regiunii constante al lantului uman Ig «,
este digerata cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare pSRPDHH (cererea de brevet european
EP 0909816 A1) se digerd cu enzimele de restrictie Hind Il si EcoR |, si apoi este
defosforilata cu CIP. ADN-ul defosforilat rezultat pSRPDHH si fragmentul Hindlll-EcoRI
obtinut din pHSG/M5-3-27 sunt legate, utilizdnd Trusa de legare a ADN, versiunea 2.0 (DNA
Ligation Kit Version 2.0) (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi E. coli DH5a este transformat cu
ADN-ul legat si este intinsa pe agar LB. Transformantii obtinuti sunt cultivati in mediu lichid
LB, care contine 100 pg/ml ampicilinad, si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultata
in conformitate cu metoda SDS alcalina. Insertia si orientarea fragmentului de ADN dorit, in
vectorul pSRPDHH, sunt confirmate prin secventierea ADN, utilizadnd un analizor de
secvente de gene (ABI Prism 3700 DNA Analyzer; Applied Biosystems).

Plasmida de expresie, care poartd cADN-ul care codifica lantul usor al LM5 TRA-8
umanizat, este desemnata pSR/LM5-3-27-1.

4.5. Construirea unui vector de expresie pentru lantul ugor al anticorpului umanizat
(de tip himerd)

Secventa prezentata in SECV ID nr. 76 din Lista de Secvente, secventa de
aminoacizi ai lantului usor al TRA-8 de tip himera este desemnata LM6.

Plasmidele de expresie, care poarta acest tip de secvente de aminoacizi ale lantului
usor umanizat ale anticorpului antiuman DR5 TRA-8 (de tip LM6, SECV ID nr 75 din lista de
secvente), se construiesc dupa cum urmeaza.

1. Sinteza primerilor pentru prepararea regiunilor variabile si constante ale lantului
usor al TRA-8 umanizat de tip LM6

ADN care codifica lantul polipeptidic LM6 (SECV ID nr. 75 din Lista de Secvente),
fiecare dintre acestea fiind o fuziune dintre regiunea variabild a lantului usor al anticorpului
anti-DR5 umanizat TRA-8 (tip LM6), si regiunea constantd a lantului usor al Ig umane
(lantul x) sunt sintetizate prin utilizarea de combinatii ale PCR.
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Suplimentar fatd de 7AL1P (SECV ID Nr. 47) si 7ALCN (SECV ID Nr. 48), se
sintetizeaza pentru PCR urmatorii primeri oligonucleotidici:

5'-tgatgtggac atgaatttgt gagactgggt catcacaatg tcaccagtgg a-3' (HKSPR13; SECV ID
nr, 97);

5'-tgggttccag gctccactgg tgacattgtg atgacccagt ctcacaaatt c-3' (MVF11; SECV ID
nr. 98);

5'-aagacagatg gtgcagccac agcccgtttg atttccagcet tggtgtccte-3' (MVR11; SECV ID
nr. 99), si

5'-aagctggaaa tcaaacgggc tgtggctgca ccatctgtct tcat-3' (MCF11; SECV ID nr. 100).

2. Construirea plasmidei pCR3.1/M6-1-16 (clonarea lantului usor al TRA-8 umanizat
de tip LM6)

Fragmentul ADN-LM8, care codifica secventa de aminoacizi definitéd in SECV ID nr.
75, se prepara prin realizarea PCR in 2 etape, se insereaza intr-un vector plasmidian si se
cloneaza in E. coli.

a. Prima etapéd a PCR

Fragmentul LM6-F1 de ADN, care codificd o secventd de semnal de secretie si 0
portiune a regiunii FRL,, cu un situs de clivaj al enzimei de restrictie Hind Ill, adaugat la
capatul &', se prepara in urmatoarele conditii: plasmidele matrita, pHSGHM17 si pPSRPDHH
se obtin urmand descrierea din cererea de brevet european EP 0909816 A1.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pHSGHM17 .. ... ... .. .. . ... .. . . .. 25 ng;
- primer oligonucleotidic 7AL1P .. ... ... ... ... ... .. ... ...... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic HKSPR13 .. .......... ... ... ... ....... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xPCR . .. ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTaq (PerkinElmer) .. .................... 2,5 unitati

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, este ajustata la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul ADN-ului LM6-F2, care codifica o portiune a FRL,, CDRL,, FRL,, CDRL,,
FRL,;, CDRL,, FRL,, si o portiune a regiunii constante se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

-ADN plasmidian pL28 . ........ .. . ... 25 ng;
- primer oligonucleotidic MVF11 .. ... ... ... ... ... ... ........ 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic MVR12 . ....... ... ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri ... .. .. ... . 5 ul;
-tampon 10xXPCR . . . . ... 5 ul;
- ADN polimeraza ampliTag ............. ... ... . ... ... ....... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.
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Fragmentul de ADN LM6-F3, care codifica o portiune a FRL, $i regiunea constantg,
cu un situs de clivaj al enzimei de restrictie EcoR |, adaugat la capatul 3', se prepara in
urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- ADN-ul plasmidei pSRPDHH .. ......... ... ... .. ... 25ng;
- primer oligonucleotidic MCF11 .. ......... ... ... .. ... ... .... 50 pmoli;
- primer oligonucleotidic 7ALCN .. ........ ... ... ... .. ... ... . ... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5 ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentele de ADN amplificate dupa PCR se separa prin electroforeza in gel de
poliacrilamida 5%. Dupa electroforeza, gelul se coloreaza cu 1 ug/ml bromura de etidiu,
pentru a detecta ADN produs in lumina UV. Benzile de ADN respective astfel detectate sunt
excizate cu o lama de ras.

b. A doua etapd a PCR

AND-ul LM8, in care fragmentele de ADN LM6-F1, ADN LM6-F2, ADN LM6-F3 mai
sus descrise sunt fuzionate, se prepara in urmatoarele conditii.

Compozitia solutiei de reactie:

- fragmentul gel de ADN-LM6-F1 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM6-F2 preparat in prima etapa a PCR;

- fragmentul gel de ADN-LM6-F3 preparat in prima etapa a PCR;

- primerul oligonucleotidic 7ALAP ... ... .. ... ... ... ... .. ...... 50 pmoli;
- primerul oligonucleotidic 7TALCN . ......... ... ... ... ... ... . ... 50 pmoli;
-cocteil de dNTP-uri . ... .. . . . . . 5ul;
-tampon 10XPCR . .. ... 5 ul;
-ADN polimeraza ampliTaq ............... ... ... .......... 2,5 unitati.

Solutia de reactie, avand compozitia de mai sus, se ajusteaza la un volum final de
50 ul, prin adaugare de apa redistilata si se utilizeaza in PCR.

Conditiile termice ale PCR: incalzire la 94°C, timp de 2 min, dupa care se incalzeste
intr-un ciclu termic, la 94°C, timp de un minut, la 55°C, timp de un minut si la 72°C, timp de
2 min, care se repeta de 30 de ori, urmat de incalzire la 72°C, timp de 10 min.

Fragmentul de ADN-LM6 astfel preparat se insereaza in plasmida pCR3.1DNA,
utilizand trusa Eukaryotic TA Cloning (Invitrogen), urmand protocolul fabricantului si se
introduce in E. coli competenta TOP10F' continuta in trusa. Secventele de nucleotide, ale
acestor ADN-uri care codifica lantul ugor al TRA-8 umanizat, sunt confirmate prin metoda
dideoxi, utilizand un analizor de ADN.

Plasmidele rezultate se denumesc pCR3.1/LM6-1-16 (plasmida care poarta cADN-ul
care codifica regiunea variabila a lantului ugor al TRA-8 de soarece si o regiune constanta
a lantului usor al I|g umane).

Plasmida pCR3.1/M6-1-16 obtinutd, care contine fragmentul de ADN LM6, este
digerata cu enzimele de restrictie Hind Il i EcoR I.
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1 ug de ADN al plasmidei de clonare pHSG399 este digerat cu enzimele de restrictie
Hind Il si EcoR |, si apoi se defosforileaza cu CIP. Fragmentele de ADN pHSG399 si de
ADN LM6 defosforilate, care au fost digerate cu enzimele de restrictie Hind 11l si EcoR | se
leaga, utilizdnd trusa DNA Ligation, versiunea 2.0 (Takara Syuzo, Co. Ldt). Apoi, E. coli
DH5a este retransformata cu ADN legat si este imprastiata pe un mediu de agar LB, care
contine IPTG 0,1 mM, 0,1% X-Gal si 50 pg/ml clormafenicol (concentratii finale).
Transformantii albi obtinuti se cultiva in mediu lichid LB, care contine 50 ug/ml cloramfenicol,
si ADN-ul plasmidian este extras din cultura rezultatd in conformitate cu metoda SDS
alcalina. ADN-ul plasmidian extras este digerat cu Hind Ill si EcoR |, si apoi este selectata
o clona purtatoare de fragment LM6-ADN prin electroforeza in gel de agaroza 1%.

Ca rezultat al procedurii de mai sus, se obtine plasmida pHSG/M6-1-4-1 purtatoare
a unui fragment de fuziune a regiunii variabile a lantului ugor al TRA-8 de soarece si a
regiunii constante a lantului uman Igk. Tulpina transformanta E. coli, care prezintd aceasta
plasmida, denumita E. coli DH5a/pHSG/M6-1-4-1, a fost depozitata in International Patent
Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 1-1,
Higashi 1 chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japonia, la data de 20 Aprilie, 2001,
in conformitate cu Tratatul de la Budapesta pentru Depozitarea Microorganismelor, si i-a fost
acordat numarul de acces FERM BP-7566.

3. Construirea plasmidei pSR/LM6-1-4-6 (plasmida de expresie pentru lantul usor
LM6 al TRA-8 de tip himera)

Plasmida obtinuta pHSG/LM6-1-4-1, purtatoare a unui fragment de fuziune al regiunii
variabile a lantului usor al TRA-8 de soarece si al regiunii constante a lantului uman Igk, este
digerata cu enzimele de restrictie Hind Il i EcoR I.

1 ug de ADN al plasmidei de clonare este digerata cu enzimele de restrictie Hindlll
si EcoR |, si apoi este defosforilatd cu CIP. ADN-ul pSRPDHH defosforilat rezultat si
fragmentul de ADN Hindlll-EcoR | obtinut din pHSG/LM6-1-4-1 sunt legate, utilizadnd Trusa
de Legare ADN, versiunea 2.0 (DNA Ligation Kit Version 2.0) (Takara Syuzo, Co. Ltd.). Apoi
E. coli DH5a este transformata cu ADN-ul legat si intinsa pe agar LB. Transformantii obtinuti
sunt cultivati in mediu lichid LB, care contine 100 pg/ml ampiciling, si plasmida ADN este
extrasa din cultura rezultata in conformitate cu metoda SDS alcalina. Insertia si orientarea
fragmentului de ADN dorit in vector sunt confirmate prin secventierea ADN, utilizadnd un
analizor de secvente de gene.

Plasmida de exprimare rezultata, care poartd cADN-ul care codifica lantul ugor al
TRA-8 (de tip himera), este desemnata pSR/LM6-1-4-6.

5. Producerea cétorva tipuri de anticorpi TRA-8 umanizat sau himeric

Transfectia celulelor COS-7 se realizeaza prin metodele de transfectie cu reactiv
FUGENES6 (Boehringer Manheim Biochemica), in conformitate cu manualul de utilizare
furnizat cu trusa.

Celule COS-7 (Colectia Americana de Tipuri de Culturi nr. CRL-1651) sunt crescute
la semiconfluenta (3x10° celule/vas) intr-un vas de culturd (suprafata culturii: 57 cm?,
Sumitomo Bakelite) care contine mediu Eagle modificat al lui Dulbecco (la care se va face
referire de acum incolo ca "D-MED"; Gibco BRL), suplimentat cu ser fetal de vitel 10%
(abreviat aici ca "FCS"; Moregate).

Intre timp, 10 pg/vas (in total 5 vase) cu ADN al plasmidei de exprimare a lantului
greu DR5 umanizat (pHA15-1) si 10 pg/vas de ADN al plasmidei de expresie a lantului usor
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DR5 umanizat preparat prin metoda SDS-alcalina si centrifugare in gradient de densitate de
clorura de cesiu se amesteca si apoi se precipita cu etanol, urmat de suspendare in 5 ul/vas
dH,O.

Dupa ce 15 pl/vas de reactiv de transfectie FUGENES este amestecat cu 180 ul/vas
D-MEM fara FCS, aceasta solutie FUGENE (185 pl/vas) se amesteca cu 5 pl/vas solutie de
ADN care contine 10 pg/vas ADN al plasmidei de expresie a lantului greu al DR5 umanizat
si 10 ug/vas ADN al plasmidei de expresie a lantului ugor al DR5 umanizat. Dupa 15 min de
incubare la temperatura camerei, suspensia de plasmida obtinuta (200 pl) se adauga la
placile cu COS-7 preparate anterior. Dupa incubare in 5% CO,, la 37°C, timp de 24 h,
mediul de culturd este schimbat cu D-MEM fara FCS. Dupa incubare in 5% CO,, la 37°C,
timp de 72 h, supernatantul de cultura este recuperat, pentru a purifica produsele de
expresie din fluidele supernatante. Prin metoda descrisd mai sus, celulele COS -7 sunt
transfectate cu fiecare dintre combinatiile de plasmide:

(A) cotransfectia lui pHA15-1 si pSR/LM1-2 (H1L1);

(B) cotransfectia lui pHB14-1 si pSR/M2-1 (H2L2);

<) cotransfectia lui pHB14-1 si pSR/LM3-3-44-10 (H2L3);

(D) cotransfectia lui pHB14-1 si pSR/LM4-5-3-3 (H2L4),

(E) cotransfectia lui pHC10-3 si pSR/M2-1 (H3L2);

(F) cotransfectia lui pHC10-3 si pSR/LM3-3-44-10 (H3L3);

(€)) cotransfectia lui pHC10-3 si pSR/LM4-5-3-3 (H3L4);

(H) cotransfectia lui pHD21-1 si pSR/LM5-3-27-1 (H4L5);

()] cotransfectia lui pM11-1 si pSR/LM6-1-4-6 (himera).

Cultura este apoi centrifugata (3500 rpm, 15 min) si se colecteaza supernatantul.
Supernatantul se filtreazd cu un filtru de 0,45 ym (ADVANTEC TOYO SISMIC-25cs,
Cat # 25CS045 AS). Purificarea IgG din filtrate se realizeaza, utilizdnd cromatografia de
afinitate POROS-Proteina G (Applied Biosystems), in urmatoarele conditii:

- sistemul HPLC: BioCAD 700E (Applied Biosystems);

- coloana: cartus senzor ProteinaG-ID (marimea coloanei: 2,1 mmID x 30 mm LD,
volumul patului: 0,1 ml; Cat # 2-1002-00, Applied Biosystems);

- tampon de elutie: 0,1 M glicina-HCI (pH 2,5);

- tampon de neutralizare: 1M Tris-HCI (pH 8,5);

- detectie: 280 nm;

- viteza de curgere: 1 ml/min;

- marimea fractiilor: 0,5 ml/0,5 min;

- tubul pentru fractii: Microtub de polipropilend 1,5 ml;

- temperatura: 4°C.

Dupa ce toate filtratele se aplica pe coloana, 50 ml PBS (Sigma, Cat # 1000-3) se
utilizeaza pentru a spala coloana. Cand se aplica tamponul de elutie, porneste colectorul de
fractii. Fiecare microtub de fractii a continut inainte 55 pyl de NaCl 1M, 110 pl tampon de
neutralizare si 74 ul de albumina serica bovina 2 mg/ml (Sigma, Cat # A-7030) in PBS).
Fractiile de lanr. 7 panalanr. 8.

Verificarea exprimarii anticorpilor umanizati si determinarea cantitativa a produsilor
de expresie in fluidele de supernatant de cultura preparate se realizeaza prin ELISA fata de
un anticorp IgG antiuman.
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in fiecare godeu al unei placi cu 96 godeuri (MaxiSorp, Nunc), se adauga 100 ul de
anticorp policlonal specific IgG Fc antiuman de capra (Kappel), dizolvat la concentratia finala
de 0,5 pg/ml in tampon de adsorbtie (0,05 M carbonat acid de sodiu, 0,02% azida de sodiu,
pH 9,6), iar placa este incubata la 37°C, timp de 2 h, pentru a produce adsorbtia anticorpului.
Apoi, placa se spala cu 350 pl PBS(-) continand 0,05% Tween-20 (BioRad) (la care se va
face referire in continuare ca "PBS-T") de cinci ori. Se adauga in godeuri, dupa spalare,
supernatantul de cultura diluat cu D-MEM, care contine 10% FCS, si se incubeaza la 37°C,
timp de 2 h . Dupa spalare din nou cu PBS-T, se adauga, in fiecare godeu, 100 ul de
anticorp policlonal specific IgG Fc antiuman de capra, marcat cu fosfataza alcalina (Jackson
Immuno Research Lab.), diluat de 10000 de ori cu PBS-T, si se incubeaza la 37°C, timp de
2 h . Dupa o noua spalare cu PBS-T, se adauga o solutie de substrat de p-nitrofenil fosfat,
obtinuta din trusa Alkaline Phosphatase Substrate (BioRad), in conformitate cu manualul de
utilizare, furnizat cu trusa. Dupa incubare la 37°C, timp de 1,5 h, se masoara absorbanta la
405 nm. In experimentele de fata, imunoglobulind G subclasa 1 (IgG1) din plasm& umana
(Biopure AG), diluata cu D-MEM, care contine 10% FCS in anumite concentratii, se
utilizeaza ca proba de concentratie de referinta, pentru anticorpii DR5 continuti in fluidele de
supernatant de cultura.

Ca rezultat, produsele de expresie purificate din supematantul de cultura sunt
detectate in mod specific cu anticorp IgG antiuman. Concentratia de anticorp uman IgG este
de 44,03 uyg/ml (H1L1), 39,8 ug/ml (H2L2), 26,7 ug/ml (H2L3), 41,0 ug/ml (H2L4), 39,3 ug/mi
(H3L2), 24,7 pg/ml (H3L3), 21,5 pg/ml (H3L4), 16,7 ug/ml (H4L5) si, respectiv, 18,3 ug/mi
(himera).

6. Activitatea de inductie a apoptozei a céatorva tipuri de anticorpi umanizati sau
himerici

Se utilizeaza celule Jurkat (ATCC nr. TIB-152), pentru a examina activitatea de
inducere a apoptozei a anticorpului TRA-8 umanizat purificat.

Celule Jurkat, cultivate in mediu RPMI1640, cu 10% FCS (Gibco BRL), la 37°C, timp
de 3 zile, in prezenta a 5% CO,, sunt dispersate, in fiecare godeu al unei placi cu 96 godeuri
(Sumitomo Bakelite), la 50 ul per godeu. TRA-8 umanizat, preparat in exemplul 20, este
ajustat, pentru a avea concentratia produsului final de interes la 100 ng/ml, cu mediu
RPMI1640 care contine 10% FCS, prin estimarea concentratiei acestuia in lichide, in
conformitate cu metoda descrisad in exemplul 26. Fiecare dintre solutiile de produsi de
expresie astfel ajustate la 100 ng/ml se utilizeaza pentru a produce dilutii seriale, prin
repetarea unei dilutii seriale de 2-ori cu RPMI1640 care contine 10% FCS. Fiecare dintre
solutiile de TRA-8 (H1L1, H2L2, H2L3, H2L4 sau H4L5) se adauga in fiecare godeu, la 50
ul per godeu. Dupa ce reactioneaza la 37°C, timp de 12 h, se adauga 50 pl de PMS 25 uM,
care contine 1 mg/ml XTT (concentratia finala de 250 pg/ml pentru XTT si 5 uM pentru PMS).
Dupa incubare timp de 3 h, se masoara absorbanta la 450 nm a fiecarui godeu, pentru a
calcula viabilitatea celulara, prin utilizarea capacitatii de reducere a mitocondriilor ca indice.

Viabilitatea celulelor din fiecare godeu se calculeaza in conformitate cu urmatoarea
formula:

Viabilitate (%) = 100 x (a-b)/(c-b)
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unde "a" este masuratoarea godeului test, "b" este masuratoarea unui godeu fara celule si
"c" este masuratoarea unui godeu fara anticorp adaugat.

Ca rezultat, anticorpii umanizati testati se demonstreazd c& induc apoptoza in
celulele liniei de celule de limfom T care exprima antigenul DR5 uman.

Mai departe, activitatea de inductie a apoptozei a TRA-8 umanizat in PC-3 se
examineaza prin adaugarea de taxol, in conformitate cu metoda descrisa in exemplul 25.

Se obtine linia de celule de cancer de prostatd PC-3 (ATCC nr. CRL-1435 de la
American Tissue Culture Collection (ATCC) si se mentine in amestec nutritiv F-12K (21127-
022, Gibco BRL) care contine ser fetal bovin 10% (FBS, Hyclone, 200 mM L-glutamina 1%
(25030-149, Gibco BRL) si solutie de streptomicina penicilind 0,5% (P-7539, Sigma). Se
utilizeaza in experimentul care urmeaza mediu RPMI1640 (MED-008, IWAKI), suplimentat
cu FBS 10% si cu solutie de penicilind streptomicina 0,5%. Celulele PC-3 cu crestere
exponentiald se colecteaza prin tripsinizare si se spald de doua ori cu mediu proaspat.
Celulele sunt apoi numarate, resuspendate in mediu proaspat, la o densitate de 5x10*
celule/ml si se distribuie in triplicat pe placi cu 96 godeuri (3598, Corning-Coster), intr-un
volum total de 100 pl/godeu, la o zi dupa inceperea experimentului. Un medicament
anticanceros reprezentativ, Paclitaxel (169-18611, Wako), dizolvat in dimetilsulfoxid (10
mg/ml), este diluat in mediu proaspat si apoi se adauga pe placi cu 96 godeuri, care contin
celule in cantitate de 50 ul/godeu. Concentratiile finale de dimetilsulfoxid sunt mai mici de
0,1%. Dupa incubare timp de 24 h, la 37°C, intr-o atmosfera de 5% CO,, se adauga, in
godeuri, anticorp TRA-8 umanizat (H1L1, H2L2, H2L3, H2L4, H3L2, H3L3, H3L4 sau H4L5),
diluat in mediu proaspat. Dupa incubare timp de inca 24 h, se adauga, in godeuri, 50 ul de
mediu Minimum Essential (11095-098, Gibco BRL), care contine 1 mg/ml XTT si25 mM PMS
si placile sunt incubate timp de 6 h. Se masoara apoi DO, cu numaratorul multimarcaj
ARVO HTS 1420 (Wallac Berthold), iar viabilitatea celulara se calculeazd dupa cum
urmeaza:

Viabilitatea (%) = (DO, pentru godeul care contine celule tratate cu Taxol si cu
TRA-8 (agent/agenti) - DO, pentru godeul care nu continea nici celule nici agent) x
100/(DO,s, pentru godeul care contine celule fard agent - DO,g, pentru godeul care nu
contine nici celule nici agent)

Ca rezultat, anticorpii umanizati testati se demonstreaza céa induc apoptoza in liniile
de celule de cancer de prostatd uman care exprima antigenul DR5.

Exemplul 27. Producerea anticorpului DR4

O proteina de fuziune care contine domeniul extracelular al DR4 uman (aadela1la
236) si portiunea Fc a IlgG umane a fost exprimata in celulele Cos-7 transfectate cu un vector
adenoviral recombinat. Proteina de fuziune a fost purificatd pe o coloana de afinitate cu pro-
teina A. Au fost imunizati soareci Balb/c cu proteina de fuziune purificatd, conform descrierii
de mai sus. A fost subclonata de trei ori o clona de hibridom, 2E12 (IgG1,x) cu legare speci-
fica la DR4 si cu capacitatea de a induce apoptoza celulelor de limfom B umane Ramos. A
fost determinata specificitatea de legare a 2E12 prin ELISA si analizé Western blot, utilizand
DR5, DcR1 si DcR2 umani si proteina de fuziune IgG1 ca antigeni martor. Legarea 2E12 la
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DR4 de la suprafata celulei a fost determinatéd prin citometrie in flux a celulelor Cos-7
transfectate cu cADN cu lungime integrala care codificd DR4 uman. Activitatea de inductie
a apoptozei a fost determinata prin incubarea celulelor Ramos cu 1 yg/ml 2E12 in prezenta
IgG1 de capra antigsoarece. Viabilitatea celulelor a fost determinata prin analiza ATPLite
conform descrierii de mai sus.

Exemplul 28. Caracterizarea anticorpului DR4

Anticorpul monoclonal DR4 (2E12) este specific pentru DR4 uman si nu se leaga la
alti receptori TRAIL, cum fac DR5, DcR1 si DcR2 in ELISA (fig. 19a). 2E12 a recunoscut
DR4 de la suprafata celulei, dupa cum s-a demonstrat prin analiza de citometrie in flux a
celulelor Cos-7 transfectate cu DR4 (fig. 19b). 2E12 a fost capabil de a induce apoptoza
celulelor de limfom Ramos in prezenta unei reticulari a unui al doilea anticorp intr-o maniera
doza-dependenta (fig. 19¢). Tratamentul in vitro al celulelor Ramos cu 2E12 a avut ca
rezultat o activare dependenta de timp a caspazelor 8, 9 si 3, si clivajul PARP (fig. 19d).
Aceste rezultate au indicat faptul ca 2E12 este un anticorp anti-DR4 agonist, care induce
apoptoza intr-o maniera caspazo-dependenta.

Utilizand anti-DR4 (2E12), urmat de anticorp IgG1 antisoarece de capra, conjugat cu
PE si citometria in flux, anticorpul DR4 s-a dovedit ca se leaga la celulele unei linii de celule
de fibrosarcom (Hs 913T) si la cateva linii de celule de cancer de séan (2LMP, MDA-MB231,
si MDA-MB453), dar a prezentat o legare slaba sau deloc la o linie de celule de fibroblast de
piele umana normala (Malme-3).

Exemplul 29. Activitatea tumoricida a anticorpilor DR4

Activitatea tumoricida a 2E12 a fost testata, utilizand modele de tumori cancerose de
san. Soareci nuzi au fost inoculati s. ¢. cu o linie de celule de cancer de san uman, 2LMP.
Tratamentul cu doze /. p. de 200 ug de 2E12 s-a produs in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24, dupa
injectia celulelor tumorale. Animalele au primit Adriamicina (Doxorubicina) (6 mg/kg) in zilele
8, 12 si 16. Tratamentul cu 2E12 si Adriamicina (fig. 20) a produs o mai mare inhibitie a
cresterii tumorii decat 2E12 sau Adriamicina singure.

Activitatea tumoricida a TRA-8 in combinatie cu 2E12 a fost testatd, utilizand aceleasi
modele de tumoare canceroasa de san. Tratamentul cu doze /. p. de 200 ug de TRA-8 si
2E12 s-a produs in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24, dupa injectia celulelor tumorale. Animalele
au primit /. v. Adriamicina (Doxorubicina) (6 mg/kg) in zilele 8, 12 si 16. Tratamentul cu TRA-
8 plus 2E12, sau cu TRA-8 plus 2E12 si Adriamicind a produs o regresie tumorala de 88%
sau completa, respectiv, de 100% (fig. 21).

Exemplul 30. Activitatea tumoricida a anticorpilor DR4/DR5 in combinatie cu alte
terapii

Subclona 2LMP a liniei de cancer de san uman MDA-MB-231, subclona LCC6 a
MDA-MB-435, si subclona DY36T2 a MDA-MB-361 au fost obtinute de la dr. Marc Lipmann
(Universitatea Georgetown, Washington DC), si au fost mentinute in MEM suplimentat cu
FBS10% (Hyclone, Logan, UT). Liniile de celule de cancer uman de san, MDA-MB-231,
MDA-MB-453, MDA-MB-468, BT-474, SK-BR-3 si ZR-75-1, au fost obtinute de la Colectia
Americana de Tipuri de Culturi (Manassas, VA). Celule MDA-MB-231, MDA-MB-453, si
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MDA-MB-468 au fost crescute in DMEM suplimentat cu vitamine MEM, cu aminoacizi
neesentiali MEM, cu piruvat de sodiu 1mM si cu 10% FBS. Celulele BT-474 au fost crescute
in RPMI 1640, suplimentat cu 10 yg/ml insulina, 4,5 g/l glucoza, HEPES 10 mM, piruvat de
sodiu 1 mM si FBS 10%. Celulele SK-BR-3 au fost crescute in mediu McCoy cu FBS 15%.
Celulele ZR-75-1 au fost crescute in mediu F12K Ham cu FBS 20%. Toate liniile de celule
au fost mentinute in mediu fara antibiotic intr-o atmosfera de CO, 5% si au fost supuse unei
analize de rutind, pentru determinarea contaminarii cu micoplasme.

A fost produs mAc TRA-8 (IgG1) la UAB si a fost furnizat, de asemenea, de catre
Sankyo Co., (Tokyo, Japonia). IgG1 antisoarece de capra, conjugat cu ficoeritrind, si
anticorpul martor IgG1 izotip-specific au fost obtinuti de la Southern Biotechnology
Associates (Birmingham, AL). Adriamicina si Paclitaxelul au fost achizitionate de la Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, MO) si au fost preparate ca solutii stoc 10 mM in H,O distilata sau,
respectiv, in DMSO. Pentru studiile pe animale, formularea clinica a Paclitaxelului (Bristol-
Myers Squibb Co., Princeton, NJ) a fost obtinutd de la Universitatea din Alabama, la
Farmacia Spitalului Birmingham (Birmingham, AL). Acest preparat a fost diluat 1:5 in PBS,
imediat inainte de utilizare.

2. Analiza de imunofluorescenta indirecta si analiza de citometrie in flux a expresiei
DR5

Celulele aflate in fazad de crestere exponentiala au fost spalate o data cu PBS
Dulbecco (cu deficit de Ca®* si Mg®") si au fost hranite cu EDTA 4mM/KCI 0,5%, la 37°C.
Celulele au fost colectate prin centrifugare la4°C, timp de 5 min, la 1000 rpm, au fost spalate
o data si resuspendate in PBS, care contine BSA 1% si azida de sodiu 0,01% (tampon
FACS) la 4°C. Celulele au fost incubate cu 10 ug/ml TRA-8 purificat sau cu un anticorp
martor specific IgG1, timp de 60 min, la 4°C, spalate o datd cu tampon, apoi incubate cu 10
ug/ml IgG1 antisoarece de capra, conjugat cu PE, timp de 20 min, la 4°C. Dupa colorarea
anticorpului, celulele au fost spalate o datd cu tampon FACS si au fost fixate in para-
formaldehida, timp de 15 min, pe gheata. Au fost analizate probe cu un aparat Becton
Dickinson FACScan (San Jose, CA) si datele au fost analizate, utilizadnd un soft CellQuest.

3. Viabilitatea celulara utilizand ATPLite

Celulele au fost tripsinizate si resuspendate in mediu de cultura complet. O mie de
celule per godeu au fost plasate pe placi negre optic clare cu 96 godeuri (Costar # 3904,
Corning, NY) si au fost incubate peste noapte la 37°C, inainte de a initia tratamentele.
Medicamentele si anticorpul au fost diluate in mediul de cultura imediat inainte de utilizare,
iar concentratia finala a DMSO a fost intotdeauna < 0,001%. Viabilitatea celulelor a fost
determinata dupa o expunere de 24 h, doar la TRA-8. Pentru tratamentele combinate cu
medicamente citotoxice, celulele au fost pretratate cu medicament cu 24 h inainte de
adaugarea anticorpului, si au fost incubate timp de inca 24 h, inainte de determinarea
viabilitatii celulelor prin masurarea nivelurilor de ATP celular, utilizadnd o analizd bazata pe
luminescentd ATPLite (Packard Instruments, Meriden, CT). A fost urmat protocolul
recomandat de fabricant, cu exceptia faptului ca toate volumele de reactie (mediul de cultura
si reactivii) au fost reduse la jumatate. Toate probele au fost determinate in triplicat si au fost
raportate ca medie £ ES, pentru minimum 3 experimente independente.

4. Studiile de terapie cu TRA-8 singur sau in combinatie cu chimioterapia sau cu
radiatia la soareci nuzi atimici care poartd xenogrefe de cancer de sén

Soareci nuzi atimici au fost injectati s. ¢. cu 3 x 10" celule 2LMP. La 7 zile dupa
injectia cu celule tumorale, au fost administrate 200 sau 600 pg (10 sau 30 mg/kg) TRA-8
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i. p., urmat de cinci injectii suplimentare, in zilele 10, 14, 17, 21 si 24. Cresterea tumorilor a
fost supravegheata. In studiile ulterioare, animalele care poarta tumori 2LMP s. c. au fost
injectate /. p. cu 200 ug de TRA-8, in zilele 7, 10, 14, 17, 21 si 24, singur sau in combinatie
cu Adriamicina (6 mg/kg /. v., in zilele 8, 12 si 16) sau cu Paclitaxel (20 mg/kg /. p. in zilele
8, 12, 16, 20 si 24). Au fost determinate marimea si vitezele de regresie a tumorii. In plus,
s-a desfasurat un studiu cu TRA-8 si Adriamicina, utilizand acelasi regim descris mai sus,
in combinatie cu iradiere cu 3Gy ®Co a xenogrefelor 2LMP, in zilele 9 si 17.

5. Analiza apoptozei in xenogrefe

Soareci nuzi atimici au fost injectati s. ¢. cu 3 x 10" celule 2LMP, in ziua 0, apoi au
primit 100 ug TRA-81/. p., in zilele 7 si 10. Grupuri de 2 soareci au primit fiecare Adriamicina
3 mg/kg), in zilele 8 si 11, Paclitaxel (10 mg/kg) in zilele 8 si 11, sau o combinatie de TRA-8
si Adriamicina sau Paclitaxel, dupa aceeasi doza si schema. Unul dintre grupurile de soareci
a fost netratat. Xenogrefele au fost disecate, pentru studiu, in ziua 14, dupa injectarea
celulelor tumorale. Motivul reducerii substantiale a intensitatii tratamentului comparativ cu
protocolul nostru de tratament standard a fost lasat s& adecveze tesutul tumoral pentru
analiza in ziua 14. Analiza tunel a apoptozei xenogrefelor tumorale a fost realizatd dupa cum
urmeaza. Au fost montate sectiuni de tesut in parafind de cinci microni pe lame
Superfrost/Plus si au fost incalzite la 58°C, timp de 1 ora. Sectiunile de tesut au fost
deparafinizate de trei ori in xilen si au fost rehidratate cu etanol absolut, etanol 95% si cu
etanol 70%, fiecare in incremente de 5 min. Apoi sectiunile au fost plasate in solutie salina
tamponata cu Tris (0,5M baza Tris, NaCl 0,15M, 0,0002% Triton X-100, pH 7,6). Nucleele
apoptotice au fost detectate, utilizand trusa Apop TagPeroxidase (Intergen, Purchase, N.Y.).
A fost adaugata, in fiecare specimen de tesut, proteinazd K (20 pyg/ml in apa distilata
deionizatd), si s-au incubat la temperatura camerei, timp de 15 min. Peroxidazele endogene
au fost inactivate cu o solutie apoasa de peroxid de hidrogen, timp de 5 min. Sectiunile au
fost tratate cu tampon de echilibrare, timp de 30 min si apoi au fost incubate cu enzima TdT
(diluata in amestecul de reactie de marcare), timp de o ora, la 37°C, utilizand invelisuri de
parafilm. In timpul acestei incubari, enzima TdT se leagé |a capetele 3'-OH ale fragmentelor
de ADN si catalizeaza aditia dezoxinucleotidelor marcate cu digoxigenina si nemarcate.
Martorii negativi au fost incubati cu H,O distilata (diluata in amestec de reactie de marcare)
in locul enzimei TdT. Un tampon de stopare a fost adaugat, timp de 10 min, la temperatura
camerei, pentru a termina reactia de marcare. A fost adaugat, pe fiecare lamela, un conjugat
antidigoxigenina, timp de 30 min. Cromogenul 3,3'DAB a fost utilizat pentru a vizualiza
capatul 3'OH al fragmentelor de ADN. Lamelele au fost apoi clatite cu apa deionizata si au
fost usor contracolorate cu hematoxilina, deshidratate, utilizand alcooli gradati si xilen si se
acopera, utilizand Permount. La aproximativ 10 campuri randomizate, li s-a evaluat
procentajul de coloratie Tunel si procentajul de corpuri apoptotice intens colorate din intregul
tesut.

6. Analiza statistica

A. Analiza interactiunii TRA-8 cu citotoxicitatea medicamentului in vitro

Datele de citotoxicitate au fost evaluate pentru a determina daca combinatia de
efecte citotoxice a fost aditiva, mai putin decat aditiva (antagonistd) sau mai mare decéat
aditiva (sinergica). Relatile doza-raspuns pentru agentii singuri si in combinatie au fost
modelate, utilizdnd un model de raspuns de suprafatd de ordinul doi, cu termeni liniari,
patratici si de interactiune, pentru fiecare dintre cele 9 linii de celule (Montgomery, D. C.,
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Design and Analysis of Experiments, New York: Wiley, 2001), dupa recomandarea lui
Gennings (On Testing for Drug/Chemical Interactions: Definitions and Interference, pp. 457-
468, 2000). Un termen de interactiune semnificativ a fost clasificat ca fiind sinergic sau
antagonist, depinzand de faptul cad termenul de interactiune a fost negativ, avand o
citotoxicitate mai mult decat aditiva, sau pozitiv, avand o toxicitate mai putin decéat aditiva.
Daca termenul de interactiune nu a fost semnificativ, atunci relatia dintre TRA-8 si
Adriamicina sau TRA-8 si Paclitaxel ar fi considerata aditiva, cu conditia ca termenii aditivi
sa fie semnificativi.

B. Analiza lui TRA-8, chimioterapia, terapia cu radiatii i combinata a experimentelor
individuale pe animale

Au fost analizate 6 experimente independente prin experiment individual.
Combinatiile de tratament au fost comparate din punct de vedere al eficacitatii antitumorale,
adica inhibitia cresterii tumorale, care a fost masuratéa din trei puncte de vedere: extinderea
timpilor de dublare a tumorii, procentajul regresiilor tumorale si vitezele de crestere in timp.
Numarul real de zile in care tumoarea si-a dublat aria suprafetei (produsul a doua diametre)
relativ la linia de baza in ziua 7 dupa injectarea celulelor tumorale a fsot utilizat in analiza
timpului dublat. Testul neparametric Kruskal-Wallis a fost utilizat pentru comparatiile timpilor
medii de dublare a tumorii intre tratamente. Testul extractului Fisher a fost utilizat pentru a
compara proportia regresiei tumorii si regresiile fara recidive in grupele de tratament. Pentru
a determina daca orice terapie combinatd produce o inhibitie sinergica semnificativa a
cresterii tumorii, adica mai mult decéat aditiva, curbele de crestere din masuratorile seriale ale
suprafetelor au fost comparate, utilizand o aproximare a modelului amestecat liniar de-a
lungul a trei saptdmani dupa inceperea terapiei (Lindsey, J. K., Models for Repeated
Measurements, pp. 100-142, Oxford, 1993). Pentru a testa efectele sinergice ale terapiilor
combinate, a fost inclus un termen de interactiune in model. Daca termenul de interactiune
a fost semnificativ si efectul a fost o inhibitie a cresterii cu o vitez& mai mare decéat aditiva,
atunci interactiunea a fost considerata sinergica.

C. Analiza cumulata a efectelor terapiei

Un total de 166 animale, 10 grupe de tratament si 6 experimente independente au
fost incluse in analiza cumulatd. Combinatiile de tratament au fost comparate din punct de
vedere al eficacitatii antitumorale in vivo. Timpii medii de dublare a tumorii au fost analizati,
utilizand testul Kruskal-Wallis si testul extractului Fisher, pentru a compara proportiile
regresiilor tumorale si regresiile fara recidive in grupele de tratament.

Toate analizele statistice au avut loc, utilizdnd SAS® (Sas/Stat User's Guide, SAS
OnlineDoc, Version 8, Cary NC: SAS Institute Inc., 1999).

6. Expresia DR5 si citotoxicitatea indusa de TRA-8 in liniile de celule de cancer de
sén

Dupa cum se ilustreaza in fig. 22A, toate cele noua linii de celule canceroase au fost
DR5-pozitive, cu diferite grade de expresie, de la puternic pozitiv (LCC6 si MDA-MB-453)
pana la slab pozitive (MDA-MB-468 si SK-BR-3). Fig. 22B ilustreaza citotoxicitatea indusa
de TRA-8 in cele noua linii de celule. Patru linii de celule au fost sensibile la citotoxicitatea
indusa de TRA-8, cu concentratiile Cl;, de 17 panala299 ng/ml (LCC6, 2LMP, MDA-MB231,
MDA-MB-468), in timp ce altele au fost destul de rezistente (DY36T2, BT-474, MDA-MB-
453). Nu a existat o buna corelatie intre expresia DR5 si gradul de citotoxicitate indusa de
TRA-8, dupa cum a fost ilustrat in cazul liniilor de celule MDA-MB-453 si MDA-MB-468.
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Efectele TRA-8 asupra citotoxicitatii induse de chimioterapie au fost apoi examinate
cu Adriamicina (fig. 23A) si Paclitaxel (fig. 23B). Un test de analiz& pentru interactiunea dintre
anticorp si efectele medicamentului este rezumat in tabelul 5. Nu au existat interactiuni
sinergice intre TRA-8 si Paclitaxel, cele mai multe interactiuni fiind aditive. Patru din noua
linii de celule au indeplinit criteriile pentru o interactiune sinergica intre TRA-8 si Adriamicina.
Linia de celule 2LMP a demonstrat o buna sensibilitate fatéd de TRA-8, precum si sensibilitate
si la Adriamicing, si la Paclitaxel. Aceasta linie de celule a fost aleasa pentru a explora
eficacitatea in vivo a anticorpului si/sau a medicamentelor.

Tabelul 5
Efectele interactiunii in vitro pentru tratamentele combinate
TRA-8 + Adriamicina TRA-8 + Paclitaxel
Linia de celule Interactiune Valoarea p* Interactiune Valoarea p®
LCC6 Sinergica <0,001 Aditiva 0,624
MDA-MB-453 Sinergica <0,001 Fara raspuns® 0,615
2LMP Aditiva 0,153 Aditiva 0,937
MDA-MB-231 Aditiva 0,663 Aditiva 0,064
BT-474 Sinergica <0,001 ND® 0,992
ZR-75-1 Sinergica 0,013 Aditiva 0,172
DY36T2 ND® 0,808 ND® 0,798
MDA-MB-468 Aditiva 0,184 Aditiva 0,724
SK-BR-3 Aditiva 0,361 Fara raspuns® 0,871

2 Valoarea p se refera la semnificatia termenului de interactiune sinergica. Daca atdt TRA-8, cét si efectele
medicamentului, au fost semnificative si termenul de interactiune a fost semnificativ, atunci efectele combinatiei
au fost considerate sinergice. Daca valoarea p de interactiune nu este <0,05, atunci efectele combinatiei au fost
considerate aditive.

® Nu au fost determinate, pentru ca efectul TRA-8 nu a fost semnificativ, dar efectul Adriamicina/Paclitaxel a fost
semnificativ.

“Nu a existat un raspuns semnificativ la doza pentru niciun agent.

7. Efectele antitumorale in vivo ale TRA-8 singur sau in combinatie cu chimioterapia
si/sau iradierea

TRA-8 la doze de 200 pg s$i 600 pg, de doud ori pe saptdmana, a produs o inhibitie
similara a cresterii tumorii pentru tumorile s. ¢. 2LMP bine stabilite (fig. 24). in trei experi-
mente aditionale, doza de 200 pg/schema a produs o inhibitie statistic semnificativa a cres-
terii tumorale (p < 0,004, testul Kruskal-Wallis asupra timpilor de dublare a tumorii) compa-
rativ cu martorii netratati, si aceastad doza si schema au fost selectate si pentru studiile
ulterioare. Fig. 25 ilustreaza efectele TRA-8, Adriamicinei sau ale unei combinatii de TRA-8
si Adriamicina asupra eficacitatii antitumorale. Comparativ cu martorii netratati, terapia cu
TRA-8 singur sau cu TRA-8 plus Adriamicin& a produs o inhibitie semnificativa a cresterii
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tumorii (p=0,002 testul Kruskal-Wallis), in timp ce Adriamicina nu a diferit de martori.
Combinatia de TRA-8 plus Adriamicina a produs o mai mare inhibitie decéat fiecare agent
singur (p=0,002), precum si o regresie semnificativ mai completa a tumorilor (patru) decat
fiecare agent singur, caz in care nu s-a observat nicio regresie (p<0,001, testul Fisher exact).
Sinergismul in vivo dintre TRA-8 si Adriamicina a fost evaluat, utilizand o analiza de crestere
a curbei. Acest termen al interactiunii a fost semnificativ (p<0,001) si sinergic. Interactiunea
sinergica a fost coroborata intr-un al doilea experiment independent.

Efectele TRA-8 si ale Paclitaxelului au fost studiate, in acest model facandu-se
observatii similare (fig. 26). Comparativ cu martorii netratati, TRA-8 si TRA-8 plus Paclitaxelul
au produs o inhibitie semnificativad a cresterii tumorii (p<0,001, testul Kruskal-Wallis).
Cresterea tumorii la animalele tratate cu TRA-8 plus Paclitaxel a fost semnificativ diferita
decat in cazul doar al Paclitaxelului (p=0,008) si a produs o regresie completa 3/8
comparativ cu niciuna, pentru fiecare agent singur. Analiza curbelor de crestere timpurie a
tumorii a demonstrat ca efectul sinergic a fost aproape semnificativ (p=0,063), in timp ce
efectele aditive au fost semnificative (p<0,001).

In final, efectele TRA-8, Adriamicinei si iradierii cu ®°Co au fost analizate ca agenti
singulari si in combinatii diferite, dup& cum s-a ilustrat in fig. 27. Au existat diferente
semnificative peste tot, cu privire la timpii de dublare a tumorii (p<0,001) si comparatii
multiple au indicat faptul ca terapia tripla cu TRA-8, Adriamicina si ®°Co a produs o inhibitie
a cresterii tumorii, care a fost semnificativ diferita decét toate celelalte grupe tratate, in timp
ce ambele grupe duale de terapie (Adriamicind plus TRA-8 sau ®°Co plus TRA-8 au fost
diferite decat un grup cu agent singular (p<0,001). Animalele ®Co tratate doar cu radiatii nu
difera de martorii netratati (p=0,926). Toate combinatiile de tratamentele pe doua cai au avut
efecte sinergice semnificative (p<0,001). Regresii complete au fost observate la 6/8 animale
care au primit terapie tripla si 4 animale nu au avut o recurentd a tumorii de-a lungul a 180
de zile de tratament.

8. Analiza cumulativd a efectelor terapiei

Studiile antitumorale au cuprins 166 de animale, si au fost analizati timpii de dublare
a tumorii si frecventa regresiei complete a tumorii, pentru toate animalele din fiecare grup de
tratament (tabelul 6). Analiza ANOVA a timpilor medii de dublare a tumorii a indicat diferente
semnificative intre grupele de tratament (p<0,001), comparatii multiple aratand ca TRA-8 +
Paclitaxel, TRA-8 + Adriamicind si TRA-8 + Adriamicina + °°Co au avut timpi de dublare
medii ai tumorii semnificativ mai lungi decat orice grup de tratament fara TRA-8. Adaugarea
lui TRA-8, la orice modalitate de tratament, a produs un timp de dublare a tumorii mai
indelungat decat modalitatea singura. in mod similar, testul Kruskal-Wallis asupra timpului
median de dublare a tumorii a aratat faptul ca medianele au fost semnificativ diferite peste
tot (p<0,001). Comparatia perechilor, utilizand testul speciei semnate Wilcoxin, a produs
scheme similare pentru timpul mediu de dublare a tumorii, ca si comparatiile multiple
ANOVA. Aceastd analiza subestimeaza inhibitia cresterii produsa de cele mai eficiente
tratamente in acele grupuri care nu ating o dublare a tumorii la sfarsitul experimentului.
Tabelul 6 furnizeaza, de asemenea, frecventa regresiei complete a tumorii si frecventa
persistentei acelei regresii la sfarsitul experimentului. Nu au existat regresii complete ale
tumorii, vazute la animalele tratate fie cu un regim de chimioterepie, fie cu radiatii, atribuite
cresterii bine stabilite a tumorii si agresivitatii tumorii. Din testul extractului Fisher, au existat
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diferente semnificative, privind frecventa regresiei complete a tumorii intre grupele de
tratament (p<0,001). 30 din 166 de animale au realizat o regresie completd, si 28 dintre
acestea au primit doar TRA-8 sau in combinatie cu alte modalitati. Regresia completé a avut
loc la 1/42 animale martor: 1/54 animale primesc chimioterapie, radiatii sau o combinatie; si
28/68 doar TRA-8 sau regimuri combinate de TRA-8. Grupele tratate cu TRA-8 au avut o
frecventd semnificativ mai mare (p<0,001) de regresie completa. in mod similar, 14/68
animale care primesc TRA-8 sau combinatii de TRA-8 nu au avut o recrestere a tumorilor
comparativ cu 1/42 martori $i 0/52 animale tratate cu chimioterapie si/sau radiatii. Regresiile
fara recidive au avut perioade de observare de 99 pana la 171 zile (146124 zile).

Tabelul 6
Rezultatele cumulative ale timpului de dublare si ale regresiei complete
ale tumorilor 2LMP
Regresii complete
Tratament # de animale Timpi de total (%) Fara Perioada
dublare a recidiva | medie de
tumorii (zile) % observatie
(mediu/median)
Martori netratati 44 (42) 12/8 1 (2%) 1 (2%) 177
%Co 8 (7) 14/10 0 0 186
Adriamicind 31 (28) 17/18 0 0 197
Paclitaxel 7(5) 25/20 0 0
Adriamicina + ®°Co 8 (8) 39/36 1 (13%) 0 197
TRA-8 30 (26) 47/23 6 (20%) | 5(17%) 159
TRA-8 + %°Co 8 (8) 65/50 3(38%) | 1(13%) 186
TRA-8 + Paclitaxel 8 (8) 71/62 3(38%) | 1(13%) 148
TRA-8 + 14 (12) 81/64 10 (71%) | 3 (21%) 185
Adriamicind
TRA-8 + 8 (6) >140/179 6 (75%) | 4 (50%) 192
Adriamicind+%°Co

2 Numerele din paranteze sunt numerele de animale necenzurate

9. Apoptoza in tumorile tratate

Inductia apoptozei la xenogrefele 2LMP, consecutiva tratamentului cu TRA-8,
Adriamicina, TRA-8 + Adriamicing, si TRA-8 + Paclitaxel, a fost analizata, utilizadnd tehnica
Tunel. La animalele netratate, tumorile au avut 4% celule colorate (1% intens), in timp ce
tratamentul cu Adriamicina sau Paclitaxel a avut 8% (6% intens) si 7% (2% intens) celule
colorate. Animalele tratate doar cu TRA-8 au avut o apoptoza foarte puternica, cu25% celule
colorate (15% intens). TRA-8 plus Adriamicind a avut 28% (22% intens) si TRA-8 plus
Paclitaxel a avut 26% (12% intens) celule colorate.
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Orice scheme sau publicatii mentionate in descriere sunt indicative pentru nivelul
celor cu calificare in domeniu, cérora inventia li se adreseaza. Aceste brevete si publicatii
sunt incorporate aici prin referintd, in aceeasi proportie ca si cum fiecare publicatie ar fi
indicata in mod specific si individual ca fiind incorporata prin referinta.

Inventia de fatd nu are scopul limitat prin depozitul sau aspectele descrise in
exemple, care se intentioneaza a fi ilustrative pentru cateva aspecte ale inventiei, si orice
aspecte care suntfunctional echivalente intré in scopul acestei inventii. Diferite modificari ale
inventiei, in plus fata de cele aratate si descrise aici vor deveni aparente celor cu calificare
in domeniu si se intentioneaza sa intre in scopul revendicarilor anexate.
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Gly
435

Trp Phe
Glu Glu
HMelt His
325
Ser Ala
340
GEly Arg
Gln Het
Phe Pro
Gla Ren

405

Phe Val
420

Asn Thy

Thr Glu

<213> construct sintetic

<400> 2

4

Met Lvs Ser

1

Ala Gly val

Ser Thr Sex

35

Asp Val Gly
50

Pro Lys Leu

G5

Leu Tyr
5

Gla Gly
20

Val Gly
Thy Ala

Leu Ile

RO 123525 B1

Val Asp Asp Val Glu Val

Gln
310
Gin

Ala

Fro

Ala

Glu

380

Ty

Tyr

Fhie

Lys

Val

Asp

Asp

Val

Tyx
70

295
Phe

Agp

Phe

Lys
Lys
375
Asp
Lys
Ser

Thr

Ser
455

Leu

Ile

Erg

Ala

Trp

Asn

Trp

Pro

Ala
360
Asp
Ile
Asn
Lys
Cys
4440

Leu

Val

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Ala
345

Pro

Lys

Thr

Thr

Leu

425

Ser

Ser

Tyr
Metb
25

Sex

Tyz

Ser

119

Thy

Asn

330

Pro

Gln

Val

Val

Gln

414

Asn

val

Thr
10

Thr
Ile

Gln

Thr

Phe
315
Gly

Ile

Val
Ser
Glu
395
Pro
Val

Leu

Ber

His

Gln

Thr

Gln

Arg
75

His Thr
300

Arg Ser

Lys Glu

Glu Lyvs

Tyvy Thr
365

Leu Thr
380

Trp Gln

Ile Met

Gln Lys

His Glu
445

Pro Gly
460

Tyr Leu

Ser His

Cys Lys
45

Lys Pro
&0

Hig Thr

Rla

Val

Phe

Thr
350

Ile
Cys
Trp
Asp
Sexr
430

Gly

Isys

Gln

Ser

Lys

335

ile

Pro

Met

Asn

Thr

415

Asn

Lien

Phe Leu

15

Lys Phe

30

Ala SBex

Gly Gln

Gly val

Thr
Glu
320

cys

Sex

Pro
ITle
Giy
400
Asp

Trp

His

Phe

Met

Bln

Ser

Pro
80

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

Asp Arg

Ser Asn

Ser Ser

Ala Asp
130

ey Thy
145

Pro Lys

Asn Gly

Tyr Ser

His Asn
210

Ile Val
2258

<210> 25
<211>5
<212> PRT

Phe
Val
Tyr
118
Ala
Ser
Asp
Val
Met
195

Sar

Lys

Thr
Gln
100

Arg

Ala

Gly
Ile
Ley
180
Ser

Tyr

S§r

<213> construct sintetic

<400> 25

Gly
85
Ser

Thr

Pro

Gly
Asn
165
Asn
Ser

Thr

Phe

Ser Tyr Val Met Sex
5

i

<210> 26
<211> 17
<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 26

RO 123525 B1

Seyr

Glu

Phe

Thr

Ala
150
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
230

Gly

hsp

Gly

Val
135

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

215

Arg

Ser

Leu

Gly

120

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

200

Ala

Asn

Gly Thr
890

Ala Asp
105

Gly Thr

Ile Phe

Val Cys

Lys Ile
170

Asp Gln
185
Leu Thr

Thy His

Glu Cys

Asp

Tyr

Lys

Pro

Phe
15%
Asp
Asp

Lys

Lys

Phe

Phe

Leu

Pro
140

Leu

Gly

Ser

Bap

Thr
220

Thr

Cvs

Glu

125

Bav

Asn

Sexr

Lys

Elu

205

Ser

Leu

zln
110
Ile

Bay

Asn
Glua
Asp
150

Tyr

Thr

Thr

Gln

Lys

Gin

Phe
Bry
175
Ser

Glu

Ser

Ile

TYr

AYg

Gln

Tyr
180
Gin
Thr

Arg

Pro

Thr I1le Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tvr ¥ro Asp Ser Val Lys

H

&

10

120

18

Gly



RO 123525 B1

<210> 27

<211> 10

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 27

Arg Gly Asp Ser Met Ile Thr Thr Asp Tyr
1 5 18

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 28

Lys Ala Ser Gln Asp Vel Gly Thr Als Val Als
1 5 10

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 29

Trp Ala Sey Thr Avg His Thr
1 5

<210> 30

<211> 8

<212> PRT

<213> construct sintetic

<4G0> 30
Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Arg Thr
1 5

<210> 31

<211> 119

<212> PRT

<213> construct sintetic

121
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11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

<400> 31

Gly Val Metr

1

Ser Leu Arg

Val Met ZSar
a5

Ala Thr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Arg

Thr Leu Val
115

<210> 32
<211> 80
<212> ADN

Leu

Leu

Trp

Ber

Phe

Asgn

Gly

100

Thy

<213> construct sintetic

<400> 32

Yal

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Val

RO 123525 B1

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Ber

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

25

Bexr

Bryg

Met

Ser

Gly
Ela
Ala
40

Zer
Axrg

Ala

ile

Gly

Ser

Pro

Ty

Asp

Gla

Thr
105

Gly

Gly

Gly

Thr

Asrn

Asp

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyy

Ala

75

Thr

Asp

Val
Thr
Gly
Tyr
&d

Lys

Ala

Tyr

Gin

Phe

Leuy

45

Pro

Asn

Val

Trp

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Gly
110

Gly

Berx

Trp

Sex

Leu

Tyx

98

Gln

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

ttyggatasage ttggettgac chteaccatgyg gatggagety tatoatecte ttctﬁggtag

caacasgctac aggtgtocac

<210> 33
<211> 80
<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 33

tectgaagtas tgctggtggas gtctggggua ggoitagtac agecotggagy gtcoctgags

ctotootgty cagecototgg

<210> 34
<211> 80
<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 34

attcacttte agtagibtatg taatgbettg ggttogacag geaccaggga agaghcetgga

gtaggttgea accattagta

122

80

60

80

60
30



RO 123525 B1

<210> 35

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<408> 35
gtggtggtag ttacacctac tatccagaca gtgtgaaggg ceogattcacc atctceagag

acaatgecaa gaacaccchty

<210> 36

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 36
tatctgeoaaa tgaacagtct gagagesgag gacacggetg titattacty tgcaagaagy

ggtgactcta tgattacgac

<210> 37

<211>64

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 37
ggactactgy ggocasaggga cootggteac agtetoctea gectocacca agggocoeate

ggtc

<210> 38

<211> 60

<212> ADN

<213> construct sintetic

<4060> 38
ctaccaagaa gaggatgata cagotocate ceatggtgag gtcaagocaa gottatcocaa

<210> 39

<211> 80

<212> AND

<213> construct sintetic

<400> 38
teteagggace cctocagget gtactaagos toccccagac tecaccagea ttacttcoags

gtggacacct gtagetgtig

123

60
80

60

g0

60

64

60

&0
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RO 123525 B1

<210> 40

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 40
tocagacoct btocochgoltgo cbgcogaace caagacatia cataactact gaaaghgaat

ccagaggety cacaggagag

<210> 41

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 41
ctotggagat ggtgaatogyg cocticacac tgtotggata ghtaggtgtaa ctaccaccac

tactaatggt tgeszaccceac

<210> 42

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 42
cottottgea cagtaataaa cagecghbgto ctebgetete agactgtioa tttgeagata

cagggtgtlte ttggeatigt

<210> 43

<211> 84

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 43
gaccegatggy ccocttgytog aggetgagga gactgtgace agggtecoctt ggecccagta

gheogbogta atcatagagt cacce

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 44
ttggataage tlggoettgac

124

60
80

60

80

60
80

60
84

20



<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 45
gaccegatgygyg cocttggtgg a

<210> 46

<211> 213

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 46

Asp Ile Val Met Thr Gln
i 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Val Ala Trp Tvr Gln Gln
35

Tyr Trp Ala Ber Thr Arg
50

Ser Gly Ber Gly Thr Asp
65 70

Glu Asp Phe Als Thr Tyr
85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Ser Val Phe Ile Phe Pro
115

Ala Ser Val Val Cys Leu
130

val Gin Trp hLys Val Asp
145 150

Ser Val Thr Glu Gln Asp
165

Thr Leu Thr Leu Ber Lys
180

Cys Glu Val Thr His Gln
188

Bsn RArg Gly Glu Cys
210

RO 123525 B1

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Leun

135

Asn

Hey

Bla

Gly

BEro
Lys
Pro
40

Thr
Thr
Cys
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
200

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gin
Ile
105
Asp
Asn
Len
Asp
Tyr

185

Bex

Ser
Ser
Lvs
Val
Thx
Zin
a0

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170

Glu

Sey

125

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr
Arg
Gin
Tyr
ber
158
Thr

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

Bear

Bar

Thy

Ley

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Ala
Val
Liys
45

Arg
HSey
Sar
Yal
Lys
128
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
208

Ser
Gly
30

Leu
Phe
Ley
Tvr
Blm

110

Bex

Zlu

Sex

Leu

Val

180

Lys

Val
15

Thr
Leu
Sar
Gln
Arg
a5

Ala
Gly
Ala
&ln
Sexy
175

Tyr

Ser

Gly
Bla
Ile
Gly
Pro
80

Thr
Prp
Thr
Lys
Gly
160
Ber

Ala

Phe

21

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

RO 123525 B1

<210> 47

<211> 34

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400 47
cccaagotta agaageateo tetcatotag tiot

<210> 48

<211> 45

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 48
cecgaattet tactaacact cteccetgit gaagotetiit gtgac

<210> 49

<211> 60

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 49
gtocaccaca gatgeagaca aagsactbtgyg agabbgggtc atcacaatgt caccagtgga

<210> 50

<211> 48

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> &0
coaaghtolt tgtotgeate agtaggagac agggbcacca toaccotge

<210> 51

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 51
agtgtgcocgy gtggatgece agtaaatcag tagbtiagga gotitecctg gittetg

<210> 52

<211> 48

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 52
tgggeateca cocggeacac tggggtecca ageaggtita gtggeagt

126

34

45

48

27

48



<210> 53
<211> 63
<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 53

ataactacta tattgotgac agtaatagygl tgcsaasatcc tooggotbyca gactagagat

ggt

<210> 54
<211> 63
<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 54

cageaatats geoagotatog gacgttogygt csaggoacca aggtggaaat caaacggact

gty

<210> 55
<211> 711
<212> ADN

<213> construct sintetic

400> 5%
atguagacag

gacattgtoa
atcacctgea
gugaaagoeta
aggtttagtg
gaggattttyg
accaagatyy
gatgageagh
agagaggccsa
agtgtoacag
agoaaagoay

agoet Gooooy

<210> 56
<211> 119
<212> PRT

acacaatoct
tgacccaatc
aggocagtca
gtaaactach
geagtgggte
caacctatta
asatcasacy
tgazatotgg
aagtacagty
ageaggacayg
actacgagasa

toacaaagag

<213> construct sintetic

RO 123525 B1

getatgygty
tocaagtiot
ggatgtgggt
gatttactgg
Lgggacagac
ctgtcageaa
gactgtgget
mactgoctoet
gaaggtggat
CAAgGACAYT
aeacaaagto

chtoaacagyg

ctgotgotet
ttgtctgeat
actgctgtag
goatocacoo
ttecaccctoa
tatagtagtt
gracratety
gttatgtgoc
aacqeoctoo
acctagageo
tacgoectgeg

gagagagtgtt

127

gggttocagg
ctgtggggga
cetggtatea
agoacactgg
coatotetag
atoggacgtt
tettcatett
tgotgaataa
aatcgggtaa
toagoagcac
aagtoacooa

agtaagaatt

ctecactgat
cagggtcaco
ACATARACCE
gotoccaage
totgoageog
cggboaagge
cocgocataek
ctictatece
ctoocaggayg
cetgacgetg
teagagoctg

i

60

63

60
63

&0
1ae
180
240
340
380
420
480
540
600
660

Fil
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RO 123525 B1

<400> 56

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu V&l Gln Pro Gly Gly
i 5 16 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Sey Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met Ser Trp Val Arg Gln Bla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp BAsn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 15 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Rla Val Tyr Tyr Cys

g5 a0 95
Ala Arg Arg Gly Asp Ser Mel Iile Thr Thr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 1190
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 57
<211> 80
<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 57
totgaagtac agetggtggs gtotgggyga ggottagiac agoctggagg gtoootgaga

ctetectgtg cagoctobgy

<210> 58

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 58
tctcagggac cotecegget gtactaagoe tcococcoccagas teocaccaget gtacttoagas

gtggacacct gtagectgtig

<210> 59

<211> 119

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 5%

Glu Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Preo Gly Gly
1 5 it is

Ser Leu Arg iLeu Ser Cys Ala Ala Ber Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met Ser Trp Val Arg Glpn Ala Pro Gly Lys Gly Zeu Glu Trp Val
35 40 45

128

&0

80

60

80



Ala Thr
50

Lys Gly

€5

Leuw Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 60
<211> 119

<212> PRT

Ile

Arg

Met

Arg

Val
115

Ser Serx

Phe Thy

Ser Ser
85

Gly Asp
kR eit

Thr Val

<213> construct sintetic

<400>

Gilu Val
1

Ser Leu
Val Met
Ala Thr

50
Lys Gly
65
Leu Sln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 61
<211> 119

<212> PRT

60

Met

Arg

Seyr

35

Tle

Arg

Met

Arg

Val
115

Leu Val

Lew Ber

Trp Val

Ber Ser

Phe Thr

Ser Bey

8b

Gly Asp
100

Thr Val

<213> construct sintetic

Gly
Tle
T4

Leu

Sex

Sexr

Elu

Cym

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ber

Ber

RO 123525 B1

Gly Ser
55

Ser Arg
Arg Rla

Met Ile

Sex

Ser Gly
Ala Ala
Gln Thr

40

Gly Ber
55

Ser Arg
BArg Ala

Met Tle

Ser

Tyr

Asp

Glu

Thr
105

Gly
Sex
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Thr
105

Thr Tyr

Asn Ala
75

Bap Thx
20

Thr Asp

Gly Leu
10

Gly Phe
Blu Lys
Thr Tyr
Ban ARla
Asp Thr

EH]

Thr Asp

129

Tyr
60
Lys

Ala

Tyx

Val
Thr
Arg
Tyr
80

Livs

Ala

Tyr

Pro

Asn

Val

Trp

Gin
Pha
Leu
45

Pro
Asn

Val

Trp

Asp

Thr

Tyx

Gly
110

Pro
Sey
34

Glu
Bsp
Thr

Tyx

Gly
110

Ser Val
Leun Tyr
B8O

Tyr Cys
857

Gln Gly

Gly Gly
15

Ser Tyr
Trp Val
Ber Val

Leu Tyx
aqg

Tyr Cys
a5

Gln Gly
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15
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19
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37

39
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43

<400> &1

Glo
1
Ser
Val
Ala
Lys
65
Leu

Ala

Thr

Val Met
Leu Lys
Met Jer

35
Thr Ile

50
Gly Arg
Gin Met

Arg Arg

Thr Leu
115

<210> 62
<211> 80
<212> ADN
<213> construct sintetic

<400>

€2

Leu
Leu
20

Trp
Sex
Phe

Sar

Gly
100

Thr

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Val

Glu
Cys
Aryg
Gly
Ile
70

Leu

Ser

Ser

RO 123525 B1

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Met

Ser

Gly

Ala

Thr

Ber

Arg

Ser

Ile

Gly

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Thr
108

Gly
146

Gly
Glu
Thr
Asn
Azp

90
Thr

Leu Val
Phe Thr
Lys Arg
Tyr Tvyr

60

Ala Lys
75

Thy Ala

Agp Tyr

Lys

Phe

Leu

Pro

Asn

Mel

Trp

Fro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Eer
Trp
Ber
Leu
Tyr

85
Gln

Gly
Tyvr
Val
Val
Tvr
80

Cys

Gly

tatctgeaas tgagoagtet gagagoagay gacacggeby thtattacktg tgeaagaagy

ggtgacteta tgattacgac

<210> 63
<211> 80
<212> ADN
<213> construct sintetic

<400>

63

coticettgea cagtaataaa cageoogtgte ctotgeteto agacigiteoa ttigeagata

cagggtgtte ttggeattgh

<210> 64
<211> 80
<212> ADN
<213> construct sintetic

<400

84

attcactitte agtagttatg taatgtottg ggttcggcag actocagaga agaggetgga

gtogggttgoa accattagha

130

€0

80

50
BG

60

80



RO 123525 B1

<210> 65

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 65
tecagectot tototggagt ctgocgasace caagacatta cataactact gaaagtgaat

coagaggety Cacagyayay

<210> 66

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 66
totgaagtaa tgotgobtega gtotggguga ggottagtas agochtggegg gtcoootgaaz

ctotoctgtg cagoctetgy

<210> 67

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> &7
tatchgeaas tgageagtot gagatctgsyg gacacggcha tgtattactg tgcaagaagyg

gytgacteta tgatiacgac

<210> 68

<211> 64

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 68
ggactactgg ggocaagggs ccactceteac agtotactea gootocacca agggeceato

qgte

<210> 69

<211> 80

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 69
ttteoagggac cctocagget ttactaageoe toccccoagac fccaccagea tLtacttoags

gtggacacct gtagetgtig
<210> 70
<211> 80

<212> ADN
<213> construct sintetic

131
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&0
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&0
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15

17
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<400> 10

cettettgea cagtaataca tageogtgio cteagatete agactgctea titgoagata

caggagtgtte ttggeattgh

<210> 71
<211>70

<212> ADN

<213> construct sintetic

400> 71

gacegatggy cocttagtgy aggotgagga gactytgaga ghggtooctt ggoccaagta

gtocgtogta

<210> 72
<211> 212

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400>

72

Agp Ile Gln

1

Asp
Vel
Tyr
Ser
65

Glua
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser
Thr

Cys

Asn

Arg

Ala

Trp

Gly

Rap

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Gln

Ary
210

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

185

Gly

Mat
Thr
20

Tyy
Ser
Gly
Ala
Gly
100
Ile
Val
Liyvs
Glun
Leu
180

Thr

Glu

Thr

Ile

&Zln

Thr

Thr

Thr

85

Thr

Phe

Cys

Yal

Gln

165

Ser

His

Gln

Thr

Gln

Arg

Bsp

70

Tyxy

Lys

Pro

Leun

Asp

150

Asp

Lys

Eln

RO 123525 B1

Ser

Cys

Lys

His

Phe

Tyxr

Val

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Lys

Pro

440

Thr

Thr

Cys

Glu

Ser

iz20

Asn

Ala

Lys

Bsp

Leu
200

Ser
Ala
258

Gly
Gly
Len
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185

Ser

Seyx
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
80

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170

Glu

Ser

132

Leu

Gln

Als

Pro

Ile

15

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thy

Lvs

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Als

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Liys

Thr
205

Ser
Gly
30

Leu
Phe
Leuy
Tyvr
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

190

Lys

Val
15

Thy
Leu
Ser
Gln
Arg
95

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyr

Sax

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Sex

Ala

Fhe

60
g0

60
70



<210> 73
<211> 213

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 73

Asp Ile Val
1

Asp

val

Tyr

Sexr

&5

Glu

Phe

Sar

Ala

Val

145

Ser

Thy

Cys

Asn

Arg
Ala
Trp
50

Gly
Asp
Gly
Val
Ser
130
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
210

<210> 74
<211> 213

<212> PRT

Val
Trp
35

Ala
Sexr
Phe
Gln
Fhe
115
Val
Trp
Thr
Thr
Val

185

Gly

Met
Thx
20

Tz
Sex
Gly
Ala
Gly
100
Ila
Val
Lys
Glu
Leu
180

Thr

Glu

Thr

Ile

Gln

Thx

Thr

Thr

85

Thr

Fhe

Cyy

Val

Gln

165

Sexr

His

Cys

<213> construct sintetic

<400> T4

Gln
Thr
Gln
Arg
Asp
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
1540
Asp

Lys

Gln

RO 123525 B1

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Val

Fro

Leu

135

Asn

Bex

AEla

Gly

Pro

Lys

Fro

Thr

Thy

Cys

Glu

Sar

12¢

Bsn

Ala

Liys

Asp

Leu
200

Ser Ser
14

Ala 8Ber

Gly Lys

Gly Val

Leuw Thr

Gln Glon
90

Ile Lys
105

Agp Glu

&sn Phe

Leu Gln

Asp Ser
170

Tyr Glu
185

Ser Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyxr

Ary

Gln

Tyxr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser
Asp
Fro
Asp
&0

Sexr
Ser
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
Ris

Val

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Lys

128

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ser
Gly
30

Leu
Phe
Leu
Tyr
Ala
110
Sex
Glu
Ser
Leu
Val

190

Lys

Val
i5

Thr
Leu
Thr
Gln
Brg
a8

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyx

Serx

Gly

Ala

Ile

aly

Pro

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Phe

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Bla Ser Val Gly

1

&

140
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11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

Asp
Val
Tyr
ber
G5

Glu
Fhe
Ser
Ala
Val
145
Ber
Thr

Cys

Asn

Arg
Ala
Trp
50

Gly
Asp
Gly
Val
Ser
130
Gln
Val
Leu

E1lu

Arg
210

<210> 75

<211> 213
<212> PRT

Val

Trp

Ala

Ber

Phe

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

Thr
20

Tvr
Ber
Gly
Bla
Gly
100
Ile
Val
Livs
Glu
Len
180

Thr

Glu

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

i85

Ber

Cys

<213> construct sintetic

400> 75

Thr

ln

ATg

bR}

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Lsp

150

Asp

Lvs

Eln

RO 123525 B1

Cys

Lys

&

His
55

Ehe
Phe
Val
Fro
Len
138
Asn
Ser

Ala

Gly

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cvs

Glu

Sexr

120

Asn

Ala

Lva

Asp

Leu
200

Ela Ser
25

Gln

Gly Lvs Bla

Gly Val
Leu Thr
Gln Gln
Ile Lys
105

hsp Glu
Asn Phe
ieu Gln
Bsp Ser

1M

Tyr Giu
185

Ber Ser

Pro
Ile
5

Tyr
Arg
Gin
Tyr
Ber
155
Thr

Lys

Pro

Asp
Pro
Asp
60

Ser
ser
Thr
Leu
Bro
140
Ely
Tyy
His

Fal

Val
Lys
45

Arg
Ser
Ser
Val
Lys
125
Aryg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

Gly
30

Leu
Phe
Leu
Tyr
Bla
110

Ber

Glu

Ber

Leu

Yal
180

Lys

Thr

Ley

Thr

Gln

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Ala
Ile
Gly
Fro
20O

Thr
Fro
Thr
Lys
Glu
1&0
Bex

Ala

Fhe

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Als Ser Val Gly

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val G
3

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

20

5

10

25

134

15

ly Thr Ala
4]

Lys Leu Leu Ile

45



Tyr Trp Ala Ser Thr
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Asp
85

Fhe Gly Gly Gly Thr
100

B8er Val Phe Ils Phe
115

Ala Ser Val Val Cys
130

Val &ln Trp Lys Val
145

Ser Vval Thr 6lu Gln
165

Thr Leu Thr Leu Sex
180

Cys Glu Val Thr His
195

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 76

<211> 213

<212> PRT

<213> construct sintetic

<400> 786

Asp Ile Val Met Thry
1 5

Asp Arg Val Ser Ile
20

Val Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Trp Ala Ser Thr
50

Ser Gly Ser Gly Thx
65

Arg
Asp
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp

Lys

Gln

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp
TG

RO 123525 B1

His
g5

Phe
Phe
Val
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Ser

Cys

Lys

His

55
Phe

Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 g0

Cys Gln Gln Tyr Ber Ser Tyr Arg Thr
a0 85

Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
108 110

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thry
120 125

Asn Asn Phe Tyr Pro Brg Glu Ala Lys
140

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
155 160

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Sex
170 175

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
185 180

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Fhe
200 208

Hig Lys Phe Mst Ser Thr Ser Val Gly
10 i5

Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Als
25 30

Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu leu Ile
40 45

Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
60

Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser
75 80

135
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Glu Asp
Phe Gly
Ser Val
Ala Berx

130

Yal Gln
145

Ser Val
Thr Leu

Cva Glu

Asn Arg
210

<210> 77
<211>60

Leu
Gly
Fhe
118
Val
Trp
Thy
Thr
Val

195
Gly

<212> ADN
<213> construct sintetic

<400> 77

gteccooaca gatgeagaca aagaacttgy asgatbgggbte atohgaatgt caccagtgga

<210> 78
<211> 65

<212> ADN
<213> construct sintetic

<400> 78

atetaghiet cagagatgygs gacagacaca atechtgeotat gggtgctget gototgggtt

coagy

<210> 79
<211> 69

<212> ADN
<213> construct sintetic

<400 19

aagoaccoat ageaggattyg tgtotgbote catetetgag aactagatga gaggatgett

cttaagett

Ala
Gly
100
Iie
val
Lys
Glu
Leu
180

Thr

Glu

Asp
85

Thr
Phe
Cys
Val
Gln
165
Sar

His

Cvys

Tyr
Lys
Pro
Leu
Aoy
150
Aszp

Lys

Glin

RO 123525 B1

Phe Cys Gln Gln
S0

eu Glu Ile Lys
105

Pro Ser Asp Glu
126

Leu Asn Asn Phe
138

Asn Ala Leu Gln
Ser Lys Asp Gly
170

Ala Asp Tyr Glu
188

Gly Leu Ser Ser
200

136

Tyr Ser
Arg Ala
Gln Leu
Tyr Pro

140
Ser Gly
155
Thr Tyr

Lys His

BPro Val

Ser

Val

Lys

128

Arg

Asgn

Ser

Lys

Thr
205

Tyr
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

180

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala

Glrn

Sex

175

Tyr

Bex

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
16¢
Ler

Ala

Phe

60

60
65
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&9
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<210> 80

<211> 67

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 80
ctocactggt gacattgtga tgacccaatc tocaagttet btgtetgeatr ctghtggggga

cagggte

<210> 81

<211> 54

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 81
acttggaget tgggtcatea caatgtcace agltggagoct ggaacocaga goayg

<210> 82

<211> 67

<212> ADN

<213> construct sintetic

<4G0> 82
accatoacot goasaggoecayg tcaggatgtg ggtactgetyg tagoctyggta coamacagaaa

coaggaa

<210> 83

<211> 72

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400» 83
tacageagta cocacatoot gactggoectt geaggtgaty gtgaccetgt ccecccacaga

tgcagacasa ga

<210> 84

<211> 71

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 84
aageaceeaa actocteate tattgggeat ccaccegoea cactgggoto ccagatagqt

ttacaggeag t

<210> 85

<211> 72

<212> ADN

<213> construct sintetic

137

&0
67

54

60
67

60
2

60

71

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43



w

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

RO 123525 B1

<400> B85
cocagtatge cgggtggatyg cccaabagat gaggagittg ggtgottttc ctggittctyg

thggtacoag go

<210> 86

<211> 63

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 86
gggtctygga cagacticac cotcaccate totaghetge agecggagga ttitgeaace

tat

<210> 87

<211> 60

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 87
actagagatg ghtgagggtgas agtotgbcce agacccactyg octgtaasace tatotgggac

<210> 88

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400» 88
tactgteage aatabagony otatoggacy ttegobossy goacoaagyt ggasate

<210> 89

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> B85
cgtoogatag ctgetatatt gotgacagta atagghbtgea saatocctoeg gotgeac

<210> 90

<211> 51

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 80
azacgygacty tggetgeace atetgtette atettecoge catctgatga g

138

60
12

&0

63

60

57
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<210> 91

<211> 63

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 81
gaagatgaag acagatggtyg cagecacagt coghtttgatt teesccttgg tgoecttgace

gaa

<210> 92

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 82
ttotgteage astatageag ctatoggacy tteggteray goaccaaggt ggaaate

<210> 93

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 93
cgtocgatag ctgetatatt getgacagas ataggttgea aaatoctecyg gotgeag

<210> 94

<211> 63

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 94
gggtctggga cagactteac cctoaccate totagtotge agooggagga ttttgoagat

tat

<210> 95

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400» 95
ttetgteage aatatageag ctatoggacy ttegotggay goaccaagght ggaaate

<210> 96

<211> 57

<212> ADN

<213> construct sintetic

139
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<400> 96
cgteegatay ctgetatatt getgacagas ataatotgea aaatecteeyg goebgeayg

<210> 97

<211> 51

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 97
tgatgtggac abtgastitot gagectogggt catcacaaty tcaccagtogg a

<210> 98

<211> 51

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 28
tgggtteocag gotocactgg tgacattgtg atgaccoagt ctcacaaatt o

<210> 99

<211> 49

<212> AND

<213> construct sintetic

<400> 09
aagacagatyg gtgeagecac agecoghbtltg atttecaget tggtgocte

<210> 100

<211> 45

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400» 100
sagotggaaa teazacggge tgtggctgea ceatchgheh teate

<210> 101

<211> 30

<212> ADN

<213> construct sintetic

<4G0> 101
agattteaac tgetcatcag atggogggaa

140
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<210> 102

<211> 63

<212> ADN

<213> construct sintetic

<400> 102
gaagatgaag seagatgygty cagocacagt coghbttgett tecacoctigy tgectocace &0

gaa 63

141
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Revendicari

1. Metoda in vitro de inducere selectiva a apoptozei in celulele tinta care exprima DR5,
care cuprinde etapele de: a. contactare a celulelor tintd cu o cantitate terapeutica dintr-un
anticorp care se leaga in mod specific la un receptor DR5 TRAIL, in care anticorpul este un
anticorp care are aceeasi specificitate pentru epitop ca TRA-8 al hibridomului soarece-
soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-1428, in care anticorpul respectiv, in forma
sa solubila, are activitate de inducere a apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tinta care
exprima DRS, sib. contactarea celulelor tinté cu o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care
se leaga in mod specific la un receptor DR4 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care
are aceeasi specificitate pentru epitop ca 2E12 al hibridomului soarece-soarece, care are
numarul de acces ATCC PTA-3798, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are o
activitate de inducere a apoptozei in vivo $i in vitro, in celulele tintd care exprimé DR4.

2. Metoda in vitro de inhibare a proliferarii celulelor tintd care exprima DR5, care
cuprinde etapele: a. contactarea celulelor tinta cu o cantitate terapeutica dintr-un anticorp
care se leaga in mod specific la un receptor DR5 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp
care are aceeasi specificitate pentru epitop ca TRA-8 al hibridomului soarece-goarece, care
are numarul de acces ATCC PTA-1428, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubila,
are activitate de inducere a apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tinté care exprima DRS,
si b. contactarea celulelor tinta cu o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga in
mod specific la un receptor DR4 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care are aceeasi
specificitate pentru epitop ca 2E12 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de
acces ATCC PTA-3798, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are o activitate de
inducere a apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tinta care exprima DR4.

3. Compozitie care cuprinde o combinatie alcatuita din:

a. o cantitate terapeutica dintr-un anticorp care se leaga, in mod specific, la un
receptor DR5 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp cu aceeasi specificitate pentru
epitop ca TRA-8 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-
1428, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are activitate de inducere a apoptozei
in vivo si in vitro, in celulele tinta care exprima DRS,
si

b. o cantitate terapeutica dintr- un anticorp care se leaga, in mod specific, la un
receptor DR4 TRAIL, in care anticorpul este un anticorp care are aceeasi specificitate pentru
epitop ca 2E12 al hibridomului soarece-soarece, care are numarul de acces ATCC PTA-
3798, in care anticorpul respectiv, in forma sa solubild, are o activitate de inducere a
apoptozei in vivo si in vitro, in celulele tinta care exprima DR4.

4. Compozitie conform revendicarii 3, care cuprinde, in plus, unul sau mai multi agenti
terapeutici.

5. Compozitie conform revendicérii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
agenti chimioterapeutici.

6. Compozitie conform revendicéarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
membrii ai familiei TNF.

7. Compozitie conform revendicérii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
agenti antiinflamatori.
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8. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
produsi antivirali.

9. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
produsi antiretrovirali.

10. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
agenti antioportunisti.

11. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
antibiotice.

12. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
agenti imnunosupresori.

13. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
imunoglobuline.

14. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
agenti antimalarici.

15. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
medicamente antireumatice care modifica boala.

16. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
citokine.

17. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
chemokine.

18. Compozitie conform revendicarii 4, in care agentul sau agentii terapeutici sunt
factori de crestere.

19. Compozitie conform revendicarii 4, care cuprinde, in plus, un purtator acceptabil
farmaceutic.
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