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pro regulaci ristu, prolieferace nebo difenrenciace progeni-
torovych bunék a kmenovych bunék. Vynilez je Fizen na
f1t3-L jake izolovany protcin, DNA, kodujici flt3-L, hosti-
telské buiiky transfektované s cDNA, kodujicimi fl13-L,
kompozice, obsahujici flt3-L, zpisoby zlepSeni genového
transferu k savci za pouziti flt3-L a zphsobll zlepSeni
transplantaci za poufiti flt3-L. Fit3-L nachazi pouZili pfi lé-
¢eni pacientd s anémii, AIDS a rliznymi rakovinami.
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Ligandy pro FLT3 receptory i

Oblast techniky

PredloZeny vynaiez se tyki savéich flt3-ligandg,
nukleovych kyselin, kodujicich takové ligandy, zpdsobu
produkce rekombinantnich flt3-ligandua, farmaceutickych
kompozic, obsahujicich takové‘ligandy a jejich pouziti v

ruznych terapiich.

Dosavadni stav teEhniky

Krevni buniky pochazeji z hematopoietickych kmenovych
bunék, které se dali do uréitych rodin, tj. erythroidy,
megakaryoty, granulocyty, monocyty a lymfocyty. Cytokiny,
které stimuluji proliferaci a maturaci bunéénvch prekurzora
jsou nazyvdny kolonie stimulujici faktory. ("CSF"). Nékteré CSF
jsou produkovany T-lymfocyty, zahrnujicimi interleukin-3
("IL-3"), granulocyt-monocyt CSF (GM-CSF), granulocytovy CSF
(G-CSF) 2 monocytovy CSF (M=CSF). Tyto CSF ovliviuji jak
maturovang bunky tak kmenové bunky. Dosud nebyly objeveny
zadné faktory, které by byly schopny ?fevéiné'stimulo%ét"

kmenové bunky.

Ty}osiﬁ kinésové recepféry‘z”TKR") jsou receptory _
rastového faktoru, které reguluji proliferaci a diferenciaci
mnoha bunék (Yarden Y. a Ullrich A. Annu, Rev. Biochem. 57,
443-478, 1988; a Cadega D.L. a Gill G.N. FASEB J. 6, ‘
2332-2337, 1992). Urcité TKR pasobi v hematopoietickém

syétému. Napriklad stgnalizaci pres kolonie-stimulujici faktor

“typu ' ("CSF-1"), receptor c-fms reguluje prezivani, rast a

diferenciaci monocytd (Stanley a spol., J.Cell.Biochem., 21,
1983). Steel faktor ("SF", znamy také jako
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rtistovy faktor obrovskych bunék, faktor kmenovych bunék nebo
kit ligand), puasobenim pres c—kit, stimuluje proliferaci bunék

jak v myeloidovém tak lymfoidnim kompartmentu,.

F1t3 (Rosner a spol. Oncogene, 6, 1641-1650, 1991) a
flk-2 (Matthews a spol., Cell, 65, 1143-1152, 1992) jsou
variantni formy TKR, ktery je pfibuzny c-fms a c-kit
receptorim. Flk-2 genovy produkt je exprimovan
hematopoietickymi a progenitorovymi bunkami, zatimco flt3
gehovy produkt md obecnéj3i tkanovou distribuci. F1t3 a flk-2
receptorové proteiny jsou éodobné pokud jde o‘aminokyéelinovou
sekvenci a méni se ve dvou aminokyselinovych zbytcich v '

extracelularni doménd a rozchdzeji v 31 aminokyselinové

- segmentu-umisténém blizko- C-konce (Lyman-a-spol., Oncogene,- 8§, ---

815-822, 1993).

Flt3-ligand ("f1t3-L") byl shled4n regulujicim rust a
diferenciaci progenitorovych a Kkmenovych bunék a je
pravdédpodobné moZné jeho klinické poﬁziti pri 1éé&bé
hepatopoietickych poruch, zejména aplastické anemie a
myelodyspiéstickych syndromi. Dale fl1t3-L bude pouZitelny u
allogenickych, syngenickych nebo autolognich transplantéf&.
kostni drené u pacientd, kteri podstoupili cytoreduktivni
terapie, jakoz 1 bunéénou expanzi. F1t3-L bude takeé vhodny pro
pouziti v genové terapii a mobilizaci systémd progenitorov?chﬂ

a kmenovych bunék.

‘Rakovina je lééena'cytoreduktivnimi terapiemi, které .
zahrnuji podani ionizujiciho zdreni nebo chemickvch toxing,
co? usmrcuje ryvchle se .délici. bunky. Vedlejsi uéinky typicky
vyplyvaji z cytotoxickych Géinkd na normaini bunky a mize
omezit pouziti cytoreduktivnich terapii. Castym vedlej3im

GUcinkem je myelosuprese nebo po3kozeni bunék kostni dfené,
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Které zvy3uje bilé a cervené krevni krvinky a desticky.
Vysledkem myelosuprese je, Ze se u pacienta vyviji c&topenie
nebo deficit krvinek, coz z§y§uje nebezpedi infekce a
krvadceni. '

Cytopenie zvysuje morbiditu, mortalitu a vede k

poddavkovani v 1é&bé rakoviny. Mnoho klinickych hodnotiteld

"zkoudelo ménit reZimy a pribéh davkovani cytoreduktivni

terapie pro zvyseni davkovani v terapii rakoviny, aby bylo
omézeno poskozeni kostni drfen&. Jeden pokus zahrnuje
transplantovani kostni dfené nebo bunék periferni krve, ve
kterych kostni dfed nebo cirkulujici hematopoieticky
progenitor nebo kmenové bunky jsou odstranidny pred
cytoreduktivn{ terapii a pak reinfuzovany po terapii Pro .
obnovu hematopoietické funkce. US patent &. 5199942, uvedeny
zde jako odkaz, popisuje metodu pro pouziti GM-CSF, IL-3,
GM-CSF/IL-3 fuznich proteind, erythropoietinu ("EPO") a jejich

kombinaci v autolognich transplantaénich reZimech.

Vysokoddvkovd chemoterapie je terapeutickym pfinosenm,

protoZe miZe produkovat zvysenou éetnost objektivni odezvy u‘;

”

pacientd s metastatickymi rakovinami, zejména'rakovindﬁhpréu,m
v porovné&n{ se standardni davkovou terapii. Toto maze vést k;w
prodlouZené choroby prosté remisi i u nékterych .pacienta se _ .
spatnou prognozou. Presto je vysokoddvkova chemoterapie
toxickd a mnoho vzniklych klinickych komplikaci je spojeno s
infekcemi, poruchami krvédceni a jinymi Uc¢inky spojenymi s

prodlouZzenymi periodami myelosuprese.

Myelodvsplastické syndromy jsou poruchy kmenov?ch bunék
charakterizované zhorsenou bunéénou maturaci, progresivni
pancytopenii a funkénimi abnormalitami zralych bunék. Byly

také charakterizovany rilznymi stupni cytopenie, neuéinné
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refraktorni anemie s kruhovitymi sideroblasty, refraktorni
énemie s prebytkem blasty, rekraftorni anemie s pfebytkem
blastu ve transformaci a chronicka myelocytomonocyticka
-leukemie. I kdy2z se.u vyznamného procenta téchto pacientd
vyviji akutni leukemie, vét3ina umird na infekéni nebo
hémofrhagické komplikace. Lééba téchto syndromi s retinoidy,
vitaminem D a cytarabinem nebyla Uspé3nad. Vét3ina téchto
pacientd je postaréich'a nejsou vhodnymi kandidaty pro
transplantaci kostni dfené nebo agresivni antileukemickou

.chemoterapii.. . .. cen e . e e L e

"Aplastickad anemie je jinou chorobou, kterad je
charakterizovdna selhanim kostni dfené a nebezpeénou .
pancvtopenii. Na rozdil od myelodysplastického syndromu je
kostni dfen aceluldrni nebo hypocelularni v tétc chorobé.
Soudasné lécby zahrnujti trénsplantaci kostni dfené z
histokompatibilniho darce nebo i1munosupresivni l1éé&bu
antithymocyt globulinem (ATG). Podobné jako u
myelodysplastického syndromu, vétiina pacientd postiZenych
timto syndromem je postar3ich a jsou nevhodni pro
transplantaci kostni dfené nebeo pro agresiﬁni antileukemickou
chemoterapii. Mortalita u téchto pacientd je zv1a5ts vysoka'z

davodu infekénich nebo hemorrhagickych komplikaci.

Anemie je bdZna u pacientl se syndromem ziskané imunitni
nedostaténosti (AIDS). Anemie je obvykle nebezpeindjsi u
pacientl se zidovudinovou terapii. Mnoho dulezitych
retroviralnich éinidel, protiinfekénich latek a antineoplastik

potladuje ervthropoiesis. Rekombinantni EPO byl zjistén jako

)
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normaltizujici pacientovy hematokritové a hemoglobinové
hladiny, nicméné obvykle jsou vyZadoQény velmi vysoké davky.
Rastovy faktor, ktery stimuluje proliferaci e;ythroidové
skupiny by mél byt pouzit samotny nebo v kombinaci s EPQ nebo
jinymi rastovymi faktory pro léébu takovych pacientd a snizeni
po¢tu vyladovanych transfuzi. Rastovy faktor,ktery by také
zvysoval poéet T bunédk by mohl nalézt pouziti zejména u

pacientd lécenych na AIDS.

Podstata vynédlezu

PredloZeny vynidlez se tyka biologicky aktivniho
flt3-ligandu (flt3-L) jako izolovaného nebo homogenniho
proteinu. Dale je vyndlez fizen na izolované DNA, kodujici
f1t3-L a na expresivni vektory, obsahujici cDNA, kodujici
f1t3~L. V rozsahu tohoto vynaiezu jsou hostitelské bunky,
které byly trnsfektovany nebo transformovany s expresivnimi
vektory, které obsahuji cDNA, kodujici fl1t3-L a procesy pro
produkci f1t3-L kultivaci takovych hostitelskych bunék za
podminek, vedoucich k expresi flt3-L.

F1t3-L mize byt pou2it pro pripravu farmaceutickych ;

kompozic pro pouziti v allogennich, syngennich nebo

autolognich transplantaénich metodach. Farmaceutické kompozice

mohou obsahovat flt3-L samotny nebo v kombinaci s jinymi

rastovymi faktory jako jsou'interleukiny, faktory, stimulujici

kolonie, protein tyrosin kindsy a cytokiny.

Vynalez zahrnuje metody pouziti fl1t3-L kompozic v genové
terapii a pri l1é&bé pacientd postizenych myvelodysplastickym
syndromem, aplastickou anemii, HIV infekci (AIDS)Aa rakovinami
jako je rakovipna prsu, lymfom, rakoviné malych plicnich bunék,

nidsobny myelom, neuroblastom, akutn{ leukemie, testikularni




nadory a rakovina vajeénikd.

Predlozeny vvnalez se také tyka protilatek a2 zejména
monoklondlnich protilatek, které jsou imunoreaktivni s flt3-L.
Fuzni proteiny, obsahujici rozpustny podil fit3-L a konstatni
doménu imunoglobulinevého proteinu jsou také zahrnuty ve

vynalezu.

PredloZeny vynadlez je také rizen na pouziti flt3-L v
pogtupech transplantace perifernich krevnich progenitorovych
nebo kmenovych bunék. Typicky jsou periferni krevni
progenitorové buiky nebo kmenové buiky odstranény z padienta
pred myelosupresivni cytoreduktivni terapii a pak znovu podany
pacientovi‘souéasné‘smnebo‘goncitqre@gktiﬁnimtergpgi,ppg
paralyzovani myelosupresjvnich ué¢inkd takové terapie.
Pfedlolen§ vynalez poskytuje pouziti ué¢inného mnoZstvi flit3-L
alesponn jednim z nasledujicich zpasoba: (i) flt3-L je podan
pacientovi pred odebranim progenitorovych nebo kmenovych bunék
pro zvyseni nebo imobilizaci po&tu takovych obihajicich bunék;
{i1) po odebrani ﬁacientovych-progenitorovych nebe kmenovych

bunék se flt3-L pouzije pro expandovani takovych bunék ex vivo

.a (iii) flt3-L je podan pacientovi po transplantaci odebranych

progenitorovych nebo kmenovych bunék pro usnadnéni jejich
ujmuti. Transplantaéni metoda podle vyndlezu dale zahrnuje
pouziti u&inného mnozstvi cytokinu v nisledné nebo soucasné
kominaci s flt3~L. Takové cytokiny zahrnuji, ale nejsou tak
omezeny;'interleukiny ("1L")IL-1, IL-2, IL—3; I1L-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14 nebo
CIL- 15, CSF vyﬁrany ze skupiny, zahrnujici G-CSF, GM-CSF, M-CSF
~nebo G“ -CSF/IL-3 fuze nebo 11né rustove faktory jako je CSF-1,
SF, EPO, leukem11 inhibujici faktor ( 'LIF") nebo f1broblastovy
rastovy faktor ("FGF"). Flt3-L je také vhodny stejnym zplsobem

pro syngenni nebo alldgenni transplantace.
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Vyndlez ddle zahrnuje expanzni media pro progenitorové
nebo kmenové buaky, zahrnujici bunécéné riastové medium,
autologni serum a f1t3-L samotny nebo v kombinaci s cytokinem

ze skupiny uvedené vyse.

Vynilez dile zahrnuje pouziti flt3-L k expanzi
progenitorovych nebo kmenovych bunék oddélenych z pupeénikové
krve. Expanze mize bvt provedena s flt3-L samotnym nebo

postupné nebo soudasné v kombinaci s c¢ytokinem z vyse uvedené

skupiny.

Vynalez datie zahrnujg pouziti flt3-L v genové terapii.'
Fl1t3-L umoznuje proliferaci a kultivaci ¢asnych
hematopolietickych progenitorovych nebo kmenovych bunék, které
maji byt transfektovany exogenni DNA pro pouZiti v genové
terapii. Alternativné cDNA kodujici flt3-L miZe byt Y

transfektovédna do bunék za Uc¢elem koneéného doruéeni jejiho .

genového produktu do cilovych bunék nebo tkéne, ¥

Dale vyndlez zahrnuje pouziti‘fltS—L pro stimulaci

produkce eryvthroidnich bunék in vivo pro 1é&bu anemie. Takové.

pouziti zahrnuje podani flt3-L pacientovi v pfipadé takové o

potfeby stimulace erythroidovych bundk ve spojeni nebo po
cytoreduktivni terapii. Lécba také zahrnuje souéasné podani
jiného rastového faktoru vybraného z cytokind z vyie uvedené
skupiny. Preferované cytokiny pro pouziti v tomto léceni
zahrnuji EPO, I-3, G-CSF a GM-CSF. Takové 1éceni je zejména
vhodné pro pacienty s AIDS a vyhodné pro AIDS pacienty s AZT

térapii.

Protoze fl1t3-L stimuluje produkeci kmenovych bunék, mohou
byt jiné nehematopoietické kmenové buaky nesouci fl1t3-L

receptory ovlivnény pomoci flt3-L podle vynalezu. FIt3-L je,



vhodny pro in vitro fertilizaéni postupy a miZe byt pouZit in
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ozarovani nebo chemoterapie. FIt3-L muZe byt také pouzit pro

pro léceni intestinalnich poskozeni vzniklych z

léébu pacientu infikovanych virem lidské imunonedostatecnosti
(HIV). Takové léceni by mélo zahrnovat podani flt3-L pro
stimulaci in vivo produkce, jakoz i ex vivo expanze, T bunék a

erythroidnich bunék. Takové. osetreni miZe brénit nedostatku T

o

bunék, zejména CD4-pozitivnich T bunék a mtize zvysovat

pacientovu imunitni odezvu na virus, ¢im2 se zlep3uje kvalita

B g
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pacientova 2ivota. F1t3-L miZe byt pouZit pro stimulaci
kmenovych bunék, co2 vede k vyvoji vlasovych folikul a

napomdhéd se tak rastu vlasua.
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Déle muZe byt flt3-L navédzan k. pevné fazové matrici a
pouzit k afinitnimu ¢i5t&ni nebo déleni bunék, které exprimuji
f1t3-L na svém.bunécéném povrchu. Vynalez. zahrnuje déleni

bunék, majicich flt3-L receptor na svém povrchu ze smési bunék

v roztoku, které zahrnuje kontakt bunék ve smési s kontaktnim
povrchem, majicim na sobé f1t3-L vazajici moiekulu.a oddeleni
kontaktniho pdvrchu a2 roztoku. Jakmile jsou oddéleny, mohou
byt buiky expandovany ex vivo za pouziti flt3-L a podany

pacientovi.

cDNA kodujici mysi flt3-L byla izolovana a je popsana
v SEQ ID NO:I. cDNA kodujici lidsky flt3-L byla také izolovana
a je popsana v SEQ ID NO:5. Tento objev cDNA; kodujicich my3i
a lidsky f1t3-L umozauje konstrukci expresivnich vektora,
obsahujicich ¢DNA, kodujici flt3-L; hostitelské bunky

transfektované nebo transformované expresivnimi vektory; Co

biologicky aktivni my3{ a lidsky flt3-L jako homogenni

proteiny a protilatky imunoreaktivni s mysim a lidskym f1t3-L.
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F1t3-L je vhodny pro posileni, stimulaci, proliferaci
bunék, exprimujicich flt3-L receptor, zahrnujicich .
ne-hematopoietické bunky. ProtozZe flt3 receptor je nachizen v
mozku, placentéd a tkdnich nervového a hematopoietického
puvodu, a jeho distribuce byla zjiiténa ve varlatech,
vajeénicich, lymfatickych 214z4ch, slini§ce, thymu a fetalnich
jatrech, je tak mo2na lééba ruznych stavi spojenych
s poskozenim tkéni._Pokgd neni uvedédo jinak. vyhodna poufiti

f1t3-L jsou ta, kterd byla zde jiZ uvedena.

Jak je zde pouzit, oznaluje v?raz "f1t3-L" rod
polypeptida, gteré se valou a,komplexuji s fI1t3-L receptorem-
nalezenym na progenitorovych a kmenovych bunkach. Vyraz
“fl1t3-L" zahrnuje aminokyselinové sekvence | aZ 231 ze SEQ ID
NO:6 jako? i takové proteiny, které maji vysoky stupen
podobnosti nebo vysoky stﬁpeﬁ idgntity s aminokyselinovou
sekvenci | az 231 ze SEQ ID NO:2 nebo aminokyselinovou L
sekvenci | az 235 zé SEQ ID NO:6: a fyto proteiny jsou t‘ , ' !:
biologicky aktivni a vazou flt3-L receptor. Dale vyraz o
oznaduje biologicky aktivni genové produkty DNA ze SEQ ID NO:I
nebo SEQ ID NO:5. Dale zahrnuje vyraz "flt3-L" membranou ;' -
vézané‘proteiny'[které obsahuji intraceluldrni region, ' ,: -
membranovy region a extraceluldrni region), a rozpustné nebo
zkracené proteiny, které obsahuji v prvni radé extrécelulérni
¢ast proteinu, uchovavaji si biologickou aktivitu a jsou
schopny byt sekretovany. Specifické prfiklady takovych
rozpustnych proteind jsou ty, které zahrnuji sekvence -
aminokyselin 28-163 ze SEQ ID NO:2 a aminokyseliny 28—150 A |

SEQ ID NO:6.

" Vyraz "biologicky aktivni”, tyka-1i se flt3-L znamena, ze
f1t3-L je schopen se vazat k flt3. Alternativné "biologicky

aktivni” znamena, Ze flt3-L je schopen pfedani stimula&niho .



signdlu bufce pres membranou varany flt3.

"Izolovany" znamena, 2e flt3-L je"prosty spojeni s jinvmi
proteiny nebo polypeptidy, napriklad jako produkt &izteni
rekombinantni hostitelské kultury nebo jako ¢istény extrakt.

"F1t3-L varianta" jak je zde pouzZito, znamena polypetid v
podstatsa hooiogni k nativnimu f1t3-L, ale ktery ma
aminokyselinovou sekvenci odli%nou od sekvence nativniho
f1t3-L (lidékého, mySiho nebo jiného sav&iho druhu) pro jednu
nebo vice deleci, inzerci nebo substituci. Varianta
aminokyselinové sekvence je vyhodné alespos asi z 80 %
identickd s pativni fl1t3-L aminokyselinovou seernci,

-nejvyhodnéji_alespon z asi 90 % 1dent1cké Procenta Ldentlty
mohou b¥t, napfiklad, stanovena porovninim informace o
sekvencl za pouziti GAP poéitadového programu, verze 6.0
popsaného Devereuxem a spol. (Nucl.Acids Res. 12:387, 1984) a
dostupného z University of Wisconsin Genetics Group (UWGCG) .
GAP program vyuZivé serazovaci metody Needlemﬁna a Wunsche
(J.Mol.Biol. 48:443, 1970) revidované Smithem a Watermanem
(Adv.dppl.Math 2:482, 1981). Preferované parametry
pro GAP prdgram zahrnuji: (l) unary srovnavaci matrici =~
(obsahujici hodnotu | pro shody a 0 pro neshody) pro . ‘
nukleotidy a hmotnostné stovndvaci matrici podle Gribskova a
Burgesse, Nucl.Acids Res. 14:6745, 1986, jak popsali Schwartz
a Dayhoff, vyd., Atlas of Protein Sequence and Stru;ture,
National Biomedical Research Foundation, str.353-358, 1979:
(2)trestny bod pro kazdou mezeru a daliich 0,10 trestného bodu pro
ka2dy symbol v kazdé mezere a (3) 25dny trestny bod pro konec
mezer. Varianty mohou obsahovat konzervativné substituované _
sekvence, co? znamend, Ze uvedeny aminokyselinovy zbytek je
nahrazen zbytkem. majicim podobné fyziochemické

charakteristikv. Priklady konzervativnich substituci zahrnuji
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niahradu jednoho alifatického zbytku druhym jako Ile, Val, Leu
nebo Ala vzAajemné nebo ndhrady jednoho polérnino zbytku jinvm,
jako mezi Lys a Arg; Glu a Asp; nebo Gin a Asn. Jiné takoveé

- konzervativni substituce, napriklad nahrady celych regiona,

majicich podobné charakteristiky hydrofobicity, jsou dobre
znamé. Prirozené se vyskytujici flt3-L varianty jsou také
zahrnuty do vynalezu. Prfiklady takovych variant jsou proteiny,
které vinikaji z aiternativ mRNA strfihd nebo z prbteolytického
5tépeni f1t3—L.proteinu, kde f1t3-L vazebna vlastnosf'je
zachovana. Alternativni stfih mRNA maZe vést ke zkracenému,

ale biologicky aktivanimu flt3-L proteinu, jako je napriklad
prirozend se vyskytujici rozpustna forma proteinu. Variace,
které lze prifadit proteolyze zahrnuji, napfiklad, rozdily v
N~ nebo C- konci po expresi v riznych typech hostitelskych .
bunék, zpasobens proteolytickym odstranénim jedné nebo vice
termindlnich anlnokwselln z f1t3-L proteinu (obecné od 1 do § ;
koncovych am1nokjsel1n) .t

Vyraz "autblogni transplantace” je popsan v US patentu g.
5199942, ktery je zde zahrnut jako cdkaz. Struéné, vyraz

znamena zplsob provedeni autologni transplantace

progenitorovych nebo kmenovych bunék, zahraujici: (1) oddelenl;

hematopoietickych bunék nebo kmenovych bunék od pacienta pred

~cytoreduktivni terapii; (2) expanzi hematopoietickych

progenitorovych bunék nebo kmenovych bunék ex vivo s fit3-L
pro poskytnuti celularniho pfipravku, obsahujiciho zvyseny
pocet hematopdietickych progenitorovych bunék nebo kmenovych
bunék a (3) podani bunééného pripravku pacientovi ve spdjeni S

'nebo po cytoreduktivni terapii. Progenitorové a kmenové bunky

mohou byt ziskdny z periferni krve nebo explant4ti kostni
drené. Poprzpade mitze byt Jeden nebo vice cytokinu, vybranych

ze skupiny uvedené vyse, kombinovan s flt3-L za

‘uéelemproliferace uréditych typd hematopoietickych bunék nebo

4
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[(i1]
Cre

1€ populace. Vihledem k uvedenéhu jsou
tedy preferovany SF, IL-1, IL-3, EPOQ, G-CSF, GM-CSF

a GM-CSF/IL-3 fuze a zejména jsou preferovany G-CSF, GM—CSF a
GM~-CSF/IL-3 fuze. Vyraz "alogenni transplantace" oznaduje
metodu, ve které se bunky kostni drené nebd periférni kfévni
progenitorové buiky nebo kemnové bunky odstrani ze savce a
podaji jinému savci téhoz druhu. Vyraz "syngenni

transplantace” znamend transplantaci mezi geneticky

e aad

identickymi savci.

Transplantaéni mefoda podle vyndlezu popsana vyse
'popfipadé zahrnuje predchézejfici in vivo postup, zahrnujic{

.. «. ..Podani_f1t3-L samotného.neboﬂvbnaslednéaéinsouéasnédkombinaﬁ%an--*w--
s recriutmentem rastového faktoru pacientovi pro odvedeni
hematopoietickych bunék do periferni krve pred jejich
odebrénim. Vhodné recruitment faktory jsou uvedeny vyse a
preferovanymi recruitment faktory jsou flt3-L, SF, IL-! a
IL-3, '

Metoda podle vynadlezu popsana vy5e popripadé zahrnuje
nasledujici in vivo postup, zahrnujici podéani f1t3-L samotného-
nebo nasledné nebo v kombinaci s ridstovym faktorem
transplantatu pacientovi po transplantaci celulirniho
preparatu pro usna&néni uchyceni a roziirfeni proliferace
transplantovanych hematopoietickych progenitorovych nebo
kmenovych bunék z celularniho preparétu. Vhodné .
transplantédtové faktory jsou uvedeny vyse a v preferovaném
| provedeni jsou takovymi faktory GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-1, EPO
p a GM-CSF/IL-3 fuze. ‘

L P——"

Vynédlez dile zahenuje expahzni media progenitorovych pebo

kmenovych bunék, obsahujici bunéé&né rustové medium, autologni
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sérum a flt3-L samotny nebo v kombinaci s cytokinovym rastovym

faktorem jak je uveden vyie.Preferované ristové faktory jsou

-SF, GM-CSF, IL-3, IL-1, G-CSF, EPO a GM-CSF/IL-3 ftze.

Zejména maZe b?t fit3-L pouzit pro stimulaci proliferace
hematopoietickych a nehematopoietickych kmenovych bunék.
Takova stimulace je pfinosem,jestliZe se v takové tkani
objevilo Speqifické poskozeni. Jako takovy miaZe byf
f1t3-L vhodny pfi légeni neurtologického poskozeni a mize byt

rastovym faktorem pro nervové buiky. Je pravdépodobné, ze

"f£1t3-L by mohl byt pouzit v in vitro oplodiovacich procesech a
"pravdépodobné pouzit in vivo v 1éé&bé stava neplodnosti. F1t3-L

by mohl byt vhodny pfi 1éébé intestindlnich poskozeni

vzniklych nisledkem ozafovani nebo.chemoterapie. Protoie

f1¢3-L receptor je distribuovan na kmenovych bunkdch, coz vede

toto k vvvoji vliasovych folikuli, mohl by flt3-L byt vhodny

IS

e

pro promotovani rdstu vliast.-

Protoze flt3-L byl zjistén jako stimulujici proliferaci T
bunék i erythrocytd (viz prfikladyv, infra). nachdzi flt3-L
pouziti pri 1éc¢bé pacientt infikovanych virem lidské

imunonedostatecnosti (HIV). Takové lédeni by mélo zahrnovet

!
ik
podani flt3-L pro stimulaci in vivo produkce, jakoZ i ex vivq
expanze. Dile mize f1t3-L branit nedostatku CD4*T bunsk.
Takova 1é&ba maze zvy§ovat nebo udrzovat pacientovu imunitni
odezvu proti viru a tim zlep3ovat nebo udriovat
kvalitupacientova Zivota. Dale by ‘takové in vivo léceni mohlo
stimulovat bunky ervthroidové rodiny a tim zlepédvat_
pacientovy hematokritové a hemoglobinové hladiny. F1t3-L mizZe
byt podan v tomto zpisobu samotny nebo v nédsledné nebo

soudasné kombinaci s cytokiny, vybranymi ze skupiny uvedené

vyse.

4



F1t3-L je pouzitelny v genové terapii pro sveji specifitu

genitorové a kmenové bunky. Genova terapie zahrnuje

[a)

PTo PI
podani exogenni DNA-transfektovanych bunék hostiteli, kde jsou
ponechiny se ujmout. Viz napf. Boggs, International J.Cell] -
Cloning, 8:80-96(1990): Kohn a spol., Cancer Inyest.
7(2):179-192 (1989); Lehn, Bone Marrow Transpl.,
S5:287-293(1990) a Verma, Scientific American, str.
68-84(1990). Pouziti{ metod genové terapie znamvch v oboru,
metoda preneseni genu do-savce, zahrnuje stupnéd a) kultivace
ga'snych hematopoietickych bunék v mediu, ObS&hUJlClm f1t3-L .
samotny nebo v nésledné nebo soucasné kombinaci s cytok1nem
vybranym ze skupiny uvedené vyse; (b) transfekci kultxvovanych

bunék ze stupné (a) exogennim genem a (c) pod4ni

~transfektovanych bunék..savci. V této»metodé-jeanpva-metodaw = e

transfekce progenitorovych nebo kmenovyvh bunék genem,
zahrnujici stupné (a) a (b) vyse. Dile pouZitim stejnych nebo
podobnych metod miZe byt cDNA, kodujici flt3-L transfektovana
do takovych bunék pro dodani, které dodaji flt3-L genovy
produkt 1 cilové tkani.

Priklad .1 popisuje konstrukci nového f1t3:Fe fuzniho
proteinu pouZ2itého ve screeningu flt3-L. Jiné‘protilétkbvé”Fc
regidny mohou nahradit lidsky IgG! Fc region popsany v
prikladu 1. Jiné vhodné Fc regiony jsou ty, které se mohou
vézat‘s vysokou afinitou k proteinu A nebo proteinu G a _
zahrnujf Fc region lidského IgGl nebo fragmeﬁtﬂ lidského nebo
my3iho IgGl Fc regionu, napr. fragmenty, obsahujici alespoﬁ
pantovy region takZe se budou vytvaret mezifetézcové
disulfidové vazby. f1t3Fc fuzni protein ma tu vvhodu, Zze Je

'snadno &istitelny. Dale disulfidové vazby .tvofi mezi Fc

regiony dva oddélené fuzni proteinové retézce, vytvarejici
dimery. Dimerni flt3:Fc receptor byl zvolen pro potenciédlni

vyhodu vv3si afinity vyzby flt3-L vzhledem k mozZnosti, ze
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vyhledavany ligand by mohl byt multimerni.

Jak je popsano vyie, aspektem vyndlezu jsou rozpustné
f1t3-L polypeptidy. Rozpustné f1t3-L polypeptidy zahrnuji
viechny casti extracelularni domény nativniho fit3-L, ale
postradaji transmembrédnovy region, ktery by mohl vyvolat
retenci polypeptidu na bunééné membrané. Rozpustné f1t3-L
polypeptidy vyhodné obsahuji nativni (nebo heterologni)
signalni peptid, kdyZ jsou na polatku syntetizovany pro
promotovani sekrece, ale signdlni peptid se oditépi po sekreci
f1t3-L z budaky. Rozpustné fit3-L polypeptidy zahrnuté
vynalezem si zachovavaji schopnost vizat fit3 receptor. Ve
skutednosti rozpustny flt3-L maze také obsahovat ¢cast
transmembranového regionu nebo &ast cytoplasmické domény nebo
jinych sekvenci s tou podminkou, Z2e roipustny f1t3-L prbtein

miZe byt sekretovan.

Rozpustny flt3-L maze byt identifikovéan (a odlisen od
5v?ch nerozpustn?ch na membrané‘navézanych proté&jika)
oddélenim intaktnich bunék, ktereé exprimﬁji pozadovany protein
z kultivaéniho media, napf. odstfedénim, a vyhodnocenim media

-

(supernatantu) na pritomnost pozadovaného proteinu, pfftomnost“

i
&

£f1t3-L v mediu znamena, 2e protein byl sekretovén z bunék a
toto je‘rozpﬁstné forma pozadovaného proteinu. )
Rozpustné formy flt3-L vykazuji mnoho vyhod ﬁroti

nativnimu védzanému f1t3-L proteinu. Cisteni proteini z
rekombinantnich hostitelskych bunék je snadné, protoZe
rozpustné proteiny jsou sekretovany z bunék. D4le jsou
rozpustné proteiny obecné mnohem Qhodnéjéi pro intravenozni

podani.

Pfiklady‘rozpustnych'fltB—L polvpeptidt zahrnuji ty,
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které obsahuji pods at ou c4st extraceluldrni domény nativniho
czZpu '
zahrnuji aminokyseliny 28 a2z 188 ze SEQ ID NO:2 nebo

aminokyseliny 28 az 182 ze SEQ ID NO:6. Navic, zkricené

rozpustné flt3-L proteiny,; obsahujici méné .neZ celou
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extracelularni doménu, jsou zahrnuty ve vynalezu. Takové
zkracené rozpustné proteiny jsou reprezentovany sekvenci
aminokyselin 28-163 ze SEQ ID NO:2 a aminckyselin 28-160 ze
SEQ ID NO:6. Je-li na pocdatku exprimovan v hostitelské bunce, v
mi2e rozpustny flt3-L dédle obsahovat jeden z heterolognich
signalnich‘peptidﬁ popsanych déle, ktery je funkéni v
pouzitych hostitelékych buiikdch. Alternativné miZe protein
obsahovat nativni signdlni peptid, takZe savéi flt3-L obsahuje
s w2DiNOkyseliny. 1. a2_ 188 ze.f1t3zL2.nebo _aminokyseliny.l.az 182w . mow
ze SEQ ID NO:6. V jednom provedeni vynalezu byl roipuétny -
fl1t3-1L exprimovén jako fuzni protein, obsahujici (od N- dd

N

C-konce) kvasinkovy a faktor signilni peptid, FLAGR peptid
popsany dale a v US pateﬁtu &. 5011912 a rozpustny flt3-=L,
obéahujiéi aminokysefiny 28 az 188 ze SEQ ID NO:2. Tento
rekombinantni”fuzni protein. je exprimovan:v-a sekretovan z
kvasinkovvch bunék..FLAGR peptid uénadﬁuje ¢isdténi proteinu a
nisledné miZe byt $tépen z.rozpustného flt3-L.za pouziti
"mukosalni enterokinésy. Izolované DNA sekvence kodujici flt3-L .

proteiny jsou zahrnuty ve vynalezu.

Lkréaceny flt3-L; iahrnujici rozpustné polypeptidy, miaZe
byt pripraven jakoukoliv 'z béznych technik. PoZadovani FNA_
'sékvence miZe byt chemicky syntetizovina za pouziti technik

- Zznadmych per se., DNA fragménty mohou byt takeé produkovany

e

1

Stépenim restrikéni endonukledsou uplné délky klonované DNA
sekvence a izolovany elektroforézou na agarosovém gelu.
- Linkery, obsahujici restrikéni endonukledsova mista 3tépeni

(misto) mohou byt pou?ity pro inzert poZadovaného DNA
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fragmentu do expresivniho vektoru, nebo fragment miZe byt
$tépen v mistech §tépeni, ktera jsou v ném pfirozené.pfitomna.
Postup dobre zndmé polymerdsové fetidzové reakce miZe byt taks
pouzit pro amplifikaci DNA sekvence, kodujici pozadovany
proteinovy fragment. Jako dalsi alternativa mohou byt pouzity
zndmé techniky mutagenese pro inzert stop kodonu na pozadované
misto, napr. bezprostrednse po sméru kodonu pro posledni

aminokyselinu extracelularni domény.

V jiném pfibliZeni miZe byl pouZito enzymatické

.zpracovani (napf. za pouziti Bal 31 exonukleisy) pro deleci

terminalnich nukleotida z DNA fragmentu pro ziskani fragmentu,
majiciho vyhodny pozadovany konec. Z mnoha komerénd dostupnych
linkerd jsou to ty, které mohou byt ligovany k tupym konciam
produkovanym Bal 31 §tépenim a které obsahuji misto (mista)

~pro restrikéni endonukledsové 5tépeni. Alternativné mohou b?t;

syntetizovany oligonﬁkleotidy. které rekonstruuji N~ nebo .
C—koﬁec DNA fragmentu k pozadovanému bodu a mohou byt ligovény
k DNA fragméﬁtu. Syntetizované oligonukleotidy mohou obsahovat
restrikéni endonukledsové stépici misto proti sméru poZadoQang

kodujici sekvence a polohu inicia¢niho kodonu (ATG) na N-konci

kodujici sekvence. - L

e

Jak’je uvedeno vyse, vyndlez poskytuje izolované nebo
homogenni flt3-L polypeptidy, jak rekombinantni tak
nerekombinantni. Varianty a derivaty nativnich f1t3-L
proteina, které si udr2uji poZadovanou biologickou'aktivitu
(napf. schopnost vazat fit3-L) mohou b¥t ziskany mutacemi
nukleotidovych sekvenci, kodujicich nativni flt3-L
polypeptidy. Zmény nativni aminbkyselinové sekvence mohou byt
provedeny jakoukoliv z mnoha znéﬁych metod. Mutace mohou byt
zavedeny do uréitého mista syntézou oligonuklegtida, '

obsahujicich mutantni sekvenci, lemovanou restrikénimi misty
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umoziujicimi ligaci k fragmentim nativn{ sekvence. Po ligaci
o =1e = o= = )

vysledna rexonstruovana sekvence koduje analog, majici

poZadovanou amingkyselinovou inzerci, substituci nebo delecy.,

Alternativné postupy oligonukleotid-mistng

fizené-specifické mutagenese mohou byt pouzity pro poskytnuti

zménéného genu, kde predem stanovené kodony byly zménény

substituci, deleci nebo inzgrci. Pfiklady metod provedeni zmeén
uvedenych vy3e, jsou popsany Walderem a spol. (Gene 42:133,
1986): Bauerem a spol (Gene 37:73, 1985); Craikem

~ (BioTechniques, leden 1985, 12-19); Smithem a spol (Genetfic.

Ehgineering:Principles and Methods, Plenum Press, 1981);
Kunkelem (Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:488, 1985); Konkelem a

spol.. (Methods..in Enzymol. 154:367, 1987) a-US: patenty-é+ -+ ——

4518584 2 4737462, které zde jsou popsany jako odkaz.

Flt-L mGZe byt modifikovan pro vytvoreni flt3-L derivata
tvorbou kovalentnich nebo agregativnich konjugita s jinymi
chemickymi skupinami jsko jsou glvkosylové ékupiny, lipidy,
fosféty, acetylové skupiny a podobné. Kovalentni derivéty
f1t3-L mohou byt pripraveny spojenim chemickych skupin s
funk¢nimi skupinami na flt3-L aminokyselinové postrannich
fetézcich nabo na N-konci nebo C-konci f1t3-L polypeptidu nebo
jeho extraceluldarni domény. Jiné derivaty flt3-L v rozsahu
tohoto vynalezu zahrnuji kovalentni nebo agregativni konjugaty
f1t3-L nebo jeho fragmentu s jinymi proteiny nebo polypeptidy,
jako pri syntéze v rekombinantni kultufe jako N-termindlni
nebo C-termindlni fuze. Napfikléd konjugdt miZe obsahovat
signalni nebo leader polypeptidovou sekvenci (napf. a-faktor
leader sekvenci Saccharomyces) na N-konci. f1t3-L polypeptidu. .
Signalni nebo leader peptid ko-translaéné nebo post-translaénd
ridi.transfer konjugétu'z mista jeho syntézyldo mista uvnitr

nebo mimo bunédénou membranu nebo bundénou sténu.

g
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Fit3-L polypeptidové fluze mohou obsahovat peptidy prfidans
pro usnadnéni ¢iiténi a identifikaci f1lt3-L. takové peptidy
zahrnuji, napriklad poly-His nebo antigenni identifikaéni.
peptidy popsané v US patentu &. 3011912 a v préci Hoppa a
spol., BiolTechnology 6:1204, 1988,

Vynadlez dale zahrnuje fl1t3~L polypeptidy s nebo bez
asociovaného nativniho typu glykosylace. F1t3-L gxprimovany v

_savéim'expresivnim Systému (napf. COS-7 burnky) miZe byt podobny

. nebo se miZe li3it od nativniho flt3-L polypeptidu molekulovou

hmotnosti a typem glykosylace v zavislosti na volbs expresivniho
systému. Exprese fl1t3-L polypeptidd v bakteridlnich expresivnich
systémech, jakq je E.coli, poskytuje neglykosylované molekuly.

Ekvivalentni DNA konstrukty, které koduji razné adice

nebo substituce aminokvselinovych zbytkd nebo sekvenci, nebo *

“delece termindlnich nebo vnitfnich zbytkd nebo sekvence ne

nezbytné pro biologickou aktivifu nebo vazbu, jsou zahrnuty db
vynalezu. Napriklad N-glvkosviaéni mista v f1t3-L
extracelularni doméné mohou byt quifikovéna pPro zabranéni
glykosylace, coi umozni expresi redukovaného karbohydrétovéhoﬁ
analogu vsavéich a kvasinkovvch expresivnich systémech.- i
N-glykosyladni mista v eukarvotickych polypeptidech jsou b
charakteri;ovaqa_gminokysglinov?m tripletem ASn-X-Y, kde X jg

jakadkoliv aminokyselina s vyjimkou Pro a Y je Ser nebo Thr.

- Mys3i a lidské flt3~L proteinv kazdy mohou obsahovat dva takové

tripletv, prfi aminokyselindch 127-129 a 152-154 SEQ ID NO:2 a
pfi aminokyselindch 126-128 a 150-152 SEQ ID NO:6. Vhodné
substituce, adice nebo delece nuklectidové sekvence, kodujici
tyto triplety budou vést k ochrané bfed pripojenim |
karbohydratovych zbytkd na Asn postranni rfetézce. Zména
jednotlivého nukleotidu,.zvoieﬁé tak, 2Ze se Asn nahradi

napriklad odlisnou aminokyselinou, je dostadujici k inaktivaci

ad




N-glykosylaéniho mista. Znamé postupy pro inaktivaci
rf v US

tatentu ¢. 5071972 a EP 276846, které zde jsou zahrnuty jake
odkazy. ' o '

m.
s

N-glykosylaénich mist zahrnuji ty, ktersé jsou GPS

V jiném pripads, sekvence, kodujici Cys zbytek, ktere
nejsou podstatné pro biologickou akt1V1tu mohou byt zueneny
tak, Ze Cys zbytky budou deletovany -nebo nahrazeny jinymi
“aminokyselinami, co2 brani tvorbé nespravnych
intramolekul4drnich disulfidovych mastka po renaturac1 Jingé
ekvivalenty jsou pripraveny modifikaci prilehlych dibizickych
aminokyselinovych zbytkua Pro zvyieni exprese ve kvasxnkovych
systémech, ve kterych je pfitomna KEX2 Protedsova aktivita, EPp
212914 pop1su1e pou21t1 mlstne specifické mutagenese Pro . w
1nait1vac1 KEX?2 protedsou pracovavanych mist v proteinu. KEX2
protedsova mista pro Upravu jsou inaktivovana deleci, adici
nebo substituci zbvtka Pro zmenu Arg-Arg, Arg-Lys a Las-Arg
pPard pro odstranéni vyskvtu techto priléhajicich bazickych
zbytkt. Lys-Lys pary jsou povaZovany za méné nachylné k KEX2
Stépeni{ a konverze Arg/Lys nebo Lys/Arg na Lys/Lys predstavu;e
konzervativni a preferované pribliZeni k inaktivaci KEX2 mist.

Jak my3i tak lidsky f1t3-L obsahuje dvé KEX2 protedsova mista .

Pro dpravu u aminokyselin 216-217 a 217-218 v SEQ ID NO:2 a
pfi aminokyselinach 211-212 a 212-213 v SEQ ID NO:6.

. Nukleokyselinové sekvence v rozsahu vynédlezu zahrnuji
izolované DNA a RNA sekvence, které hybridizuji k nativnim
f1t3-L nukleotidovym sekvencim Popsanym zde za mirnych nebo
ostrych podminek a které koduji biologicky aktivni SEQ ID NO:.

Podminky mirné hybridizace, jak je definovana Sambrookem a spol.

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.vyd.sv.|
str.1.101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989),
zahrnuji pouziti pfedpromvvaciho roztoku S X SSC, 0,5% Sps,
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1,0 oM EDTA (pH 8,0) a hybridizaéni podminky asi 55 °C, § X
SSC, pfes noc. Podminky pfisné hybridizace zahrnuji vy3si
teploty hybridizace a promyvani. Odborniktm v oboru bude
zrejmé, Ze teplota a2 koncentrace promyvaciho roztoku mohou byt
upfaveny podle potfeby v zavislosti na takovych faktorech jako
je délka sondy. Diky znamé degeneraci genetického kodu, kdy
vice nez jeden kodon mize jodovat stejnou aminokyselinu, muzZe
se DNA sekvence 1i3it od té, kterd je uvedena v SEQ ID NO:I

a SEQ ID NO:S a jests kodovat flt3-L protein, majici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:2 a SEQ ID NO:6. Takova
varianta DNA sekvence miZe yzniknout z tichych mutaci (napr.
objevujicich se béhem PCR amplifikace), nebo miZe byt

produktem uvdZené mutagenese nativni sekvence.

Vynalez poskytuje ekvivalentni izolované DNA sekvence,

kodujici biologicky aktivni fl1t3-L, vybrané z: (a) DNA .

odvozené od kodujiciho regionu nativniho f1t3-L genu; (b)

¢DNA, obsahujici nukleotidovou sekvenci pritomnou v SEQ ID

NO:1 nebo SEQ ID NO:35; (c) DNA schopnou hybridizace k DNA z

(a) za mirné prisnych podminek a ktera koduje biologicky .
~aktivni f1t3-L; a (d) DNA, kterd je degenerovana jako vysledek
genetického kodu k DNA definované v (a), (b) nebo (c) a ktera |,
koduje biologicky axtivni flt3-L. Flt3-L proteiny kodované

£

takovymi DNA ekvivalentnimi sekvencemi jsou zahrnuty ve

vynélezﬁ.'

DNA, které jsou ekvivalentni k DNA sekvenci SEQ ID NO: 1
nebo SEQ ID NO:5 budou hybridizovat za mirné prisnych podminék
k nativni DNA sekvenci, kter4d koduje polypeptidy, zahraujici
aminokyselinové sekvence 28 az 163 ze SEQ ID NO:2 nebo 28 az
160 ze SEQ ID NO:6. Priklady flt3-L proteind, kodovanych
takovymi DNA zahrnuji, ale nejsou tak omeieny, flt3-L
fragmenty (rozpustné nebo membrénové vdzané) a fit3-L
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oteiny, obsahujici inaktivovand N-glykosylaéni misto(a),
inakti nd KEX2 protedscvs upravevaci mista, nebo

konzer¥ativni substituci(e) aminokyselin, jak jsou popsany
vyse. F1t3-L proteiny kodované DNA ziskanou ze savéich druha,
kde DNA bude hybridizovat k cDNA ze SEQ ID NO:! nebo SEQ ID

NO:S, jsou také zahrnuty do rozsahu vynalezu

Varianty umoZiujici potfebnou schopnost vazat f1t3-L
receptor mohou byt identifikovany jakoukoliv vhodnou zkouikou.
Bidlogickd aktivita f1t3-L miZe byt stanovena, napfiklad,
kompetici o navazdni k liganové vazebné doménéd flt3-L
receptoru (tj. kompetitivni vazebnou zkouskou). |

Jeden typ kompetitivni vazebné zkousky.pro fit3-L. .. . . . ..

polypeptid vyuziva radioaktivné znacéeného, rozpustného
lidského fl1t3-L a intaktnich bunék exprimujicich bunééné
povrchoveé flt3-L receptory. Misto intaktnich bunék by mohly
byt nahrazeny rozpustné f1lt3-L receptory (jako je flt:Fc fu;ni
_protein) navizané k pevné fazi pres inerakci proteinu A,
proteinu G nebo protildtek k flt3 nebo Fc¢ &4stem molekuly, Fc
regionem fuzniho proteinu. Jinv typ kompeptitivni vazebné
zkousSky vvuZiva radioaktivné znadené rozpustné flt3 receptory
jako je flt3:Fc fuzni protein a intaktni buriky, exprimujici
f1t3-L. Alternativnd by mohly byt f1t3 L navazany k pevné fazi

k pozitivnimu vybéru f1t3 exprimujicich bunak.

Kompetitivni vazebné zkousky mohou byt provedeny za
pouziti nésledujici béZné metodiky. Napriklad muZe byt
radioaktivné znaceny f1t3-L pouZit pro souté? s domnélym
f1t3-L homologem pro zkousku yazébné aktivity proti poyrcﬁové
navdzanym flt3-L receptorim. Kvalitativni vysledky mohou byt
ziskany kompetitivni autoradiografickou plotnovou vazebnou

zkouskou, nebo mohou byt pouZity Scatchérdovy grafy pro
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generovani kvantitativnica vysledka.

Alternativné, f1t3-L vazebné proteiny jako je flt3-L a
anti-flt3 protildtky, mohou byt naviziny k pevné fazi jako je
matrice ve sloupcové chromatografii nebo podobny substrat
vhodny pro identifikaci, separaci nebo ¢isténi bunék, které
exprimuji flt3 receptor na svém povrchu. Navézéni'flt34L
- vazebnych proteini k pevnému fdzovému kontaktnimu povrchu mize
byt provedeno jak?mikoliv prostfedky, napriklad, konstrukci
f1t3"Fc fuzniho proteinu a jeho navizanim k pevné fazi pres
interakci proteinu A nebo proteinu G. Razné jiné prostsedky
pro fixaci proteind k pevné fazi jsou v oboru dobfe znimé a
jsou vhodné pro pouziti v prfedloZeném vynilezu. Napfiklad
mohou byt magnetické mikrosféry potazeny flt3-vazebnymi
proteiny a udrZovidny v inkubaéni nadobé v magnetickém poli.
~ Suspgnze bunéénych smasi, obsahﬁjici hematopoietické
progenitorové nebo kmenové bunky jsou uvedeny do kontaktu s
pevnou fazi, kterd ma na sobé flt3—-vazebné proteiny. Buaky,
majici flt3 receptor na svém povrchu se vaZou k fixovanému
fit3 vazebnému proteinu a nenavazané bunky se odstrani
promytim. Tato afinitni vazebnd metoda je vhodna pro &iiténi,
screening nebo separaci takovych flt3~exprimujicich bungk z
roztoku. Zpasoby uvelnéni pozitivnéd vybranych bunsdk z pevne 3
fédze jsou v oboru zn&mé z zahrnuji, napriklad, pouziti enzyms.
Takové enzymy jsou vyhodné netoxické a hepoékozujici bunky a
Jsou vyhodné fizeny na 3tépeni vazebného partnera bunééného
povrchu. V pripadé flt3:fl1t3~-L interakci by mél enzym vvhodneé
§tépit f1t3 receptor 2 tim uvolnit vyslednou bunéénou suspenzi
z "ciziho" f1t3-L materidlu. Cisténd bunéénid populace pak maze
byf expandovana ex vivo pred transplantaci pacientovi v
mno2stvi dostacujicim .k rekonstituci pacientova

hematopoietického a imunitniho systému.
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Alternativné mohou byt smési bunék, o kterych se
predpokléada, Ze obsahuji flt3* budaky , nejprve inkubovany s
biotinvlovanym f1t3—vazebnyd proteinem. Inkubaéni periody jsou
typicky trvaji alespoa jeédnu hodinu pro dosaZeni dostatedného
navazidni k flt3. Vysledns smés pak projde kolonou naplnénou
avidinem. potaZenme kulickami, pridem? vysokéd afinita biotinu
k avidinu poskytne navazani bunek ke kulickam. Pou21t1 :
avidinem potazZenych kulicek Je v oboru znimé. VlZ Berenson a
spol. J.Cell.Biochem., 10D:239 (1986). Vymyti nenaviazaného
materidlu a uvolnéni navidzanych bunék se'p}ovéde za pouZiti
konvenénich metoad. |

Vv mefqdéch popsanych vy3e jsou vhodné f1t3—vaiebné
proteiny f1t3-L, anti -f1t3 protilatky a jiné proteinvy, které

jsou schopné vysoce af1n1tn1 vazby flt3. Preferovanym

fi1t3-vazebnym protelnem“Je f1t3-L.

Jak je popsdno vy3e, mize byt fit3-L podle vyndlezu
pouZit k oddéleni bunsk, ewpr1mu11c1ch flt3 receptory V
alternativni metods mohou byt f1t3-L nebo JeJICh
extraceluldrni doména nebo fragment konjugovany k
detegovatelné skupiné jako je 123] pro-detekci f1t3
exprimujicich ‘bunék. Radioaktivni znaceni s 12‘5I mazle bit o
provedehohﬁakoukoliv‘ze znamych ﬁetod, které poskytnou funkéni
125]~f1t3-L molekulu znacenou k'vysoké specifickeé aktivita.
Nebo miZe byt pouzit jodovana nebo, biotinylovani protilafka

vicéi flt3 regionu nebo Fc regionu molekuly. Jind detegovatelns.
skupina jako je enzym, ktery mize katalyzovat_kolorimetfickpu

nebo fluorometrickou reakéi, biotin nebo avidin, maze byt

pouzit. Bufky, které jsou testovadny na flt3 recebtorovou

‘expresi mohou byt kontaktovany se znadenym flt3~L. Po inkubaci

se nenavazany flt3-L odstran{ a navdzini se mérfi pouzitim

detegovatelné skupiny.
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Vazebné charakteristiky flt3-L (véetna variant) mohou byt
také stanoveny za pouziti konjugovanych, rozpustanvch T1t3
receptord (napfiklad 1235I-f1t3:Fc) v kompetidni zkousce
podobné té, kterd je popsana vyse. V tomto pfipadé se intaktni
buﬁky; exprimujici f1t3 recepfqr, nebb rozpustné fit3
receptory navazané k pevnému.substratu, Pouziji k mérfeni
rozsahu, v jakém vzorek, obsahujici domnélou flt3-L variantu
soute?i v navdzani s konjugovanym rozpustnym f1t3 k flt3-L.

Jiné zpusoby zkouSeni f1t3-L zahrnuji pouziti anti-flt3-L
protildtek, buné&inych linii, které proliferuji v odpovédi na
fl1t3-L, nebolrekombinantnich bunéénych linii, které exprimuji
f1t3 receptor a proIiferuji za pritomnosti f1t3-L. Napfiklad
BAF/BO3 bunéénid linie postrads flt3 receptor a je IL-3 zivisla
(viz Hatakevama a spol., Cell, 59:837-845 (1989)). BAF/BO3
-bunky transfektované s expresivnim vektorem, obsahujicim f1t3
receptor gen proliferuji v OdeVedl bud na IL-3 nebo flt3- -L.
Prlkladem uhodneho expresivniho vektoru pro transfekc1 flt3 je
pCAV/NCT plasm1d, viz Moosiey a spol., Cell, 59.333—348(1989),

F1t3 L polypeptidy mohou etxstovat jako oligomery, to
jest jako kovalentné navazané nebo nekovalentné navazané . .

dimery nebo trimery. Oligomery mohou byt navazany

disulfidovymi vazbami vytvofenymi mezi cysteinovymi zbytky na

riznych f1t3-L polypeptidech. V jednom provedeni vynidlezu je
£1t3-L dimer vytvofen fuzovanim f1t3-L k Fc regionu protilatky
(napr. TgG) zpisobem, ktery neinterferuje s vazbou flt3-L

k flt3-ligand-vazebné doméné. Fc polypeptid je vyhodns fuzovan
k C-konci fOZpﬁstného f1t3-L (obsahujiciho pouze

extracelularni doménu). Obecna priprava fuznich proteinu,

obsahujicich heterologni polypeptidy fuzované k riznym ¢astem
z protilatek odvozenych polypeptida (véetné Fc domény) byla
popsdna napf. Ashkenazim a spol. (PNAS US4 88:10535, 1991) a.
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Byrnem a spol. (Nature 344:677, 1990} - préace je zde uvedena
jiako odkaz. Genova fuze, kodujici flt3-L:Fc fuzni protein je
inzertovana do vhodného expresivniho vektoru. Flt-L:Fc fuzni
proteiny jsou ponechdnv k vytvoreni molekul podobnéjiich
protilatce, pricem? se vytvori mezi meziretazcové disulfidové
vazby mezi Fc polypeptidy, za vzniku divalentniho fl1t3-L.
Jsou-1li fuzni proteiny vyrobeny s obéma téZkymi a lehkymi
retézci protilatky, je mozné vytvorit flt3-L oligomer s az
dtyfmi flt3-L extraceluldrnimi regiony. Alternativné je mozZno
spojit dvé rozpustné flt3-L domény s peptidovym linkerem.

Rekombinantni expresivhi vektory, obsahﬁjici DNA,
kodujici flt3-L mohou byt pfipravenq z3a pouZitilznémjch metod.
Expresivni vektory zahrnuji flt3-L DNA sekvenci operabilné
" pripojenou Ke  vhodnym transkripénim nebo ‘translaénim™™
regulédtorovym nukleotidovym sekvencim, jako jsou ty, které.
jsou odvozeny ze savéich, mikrobiadlnich, virdlnich nebo
hmyzich gend. Priklady reguldtorovych sekvenci zahrnuji
transkripéni promotory, operdtory nebo enhancery, mRNA
ribosomalni vazebné misto a vhodné sekvence, které kontroluji
transkripéni a translaéni iniciaci a terminaci. Nukleotidove
sekvence jsou "operabilneé pfipojen?“, kdy2 serreguléto;qva
sekvence funkéna vztzhuje k f1t3-L DNA sekyenci. Tak je
promotorovd nukleotidovd sekvence operabilné pripojena k
f1t3-L DNA sekvenci, kdyZ promotorovéd nukleoctidovid sekvence
kontroluje transkripci fl1t3-L DNA sekvence. Schopnost se
replikovat v péZadovanYch hostitelskych bunkéach, obvykle
propijéend poddtkem replikace a vybérem genu, kterym jsou
transformanty identifikovéany, miZe byt déle'fnkorporovéna do
expresivniho vektoru,.

Dale, sekvence, kodujici vhodné signdlni peptidy, které

nejsou prirozené spojené s flt3-L mohou byt inkorporovédny do
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specificky k maturovanym B buakém ; S7 (CD43) marker,.ktery je

marker éasnvch B bunék; antigen-i kmenovych bunék (Stem Cell

Antigen-1 - SCA-1) marker, ktery je marﬁerem‘aktivovan?ch T

bunék a B bunédk; CD4, ktery je markerem pro helper T bunky a

nékteré kmenové.buﬁky; a Mac-1 marker, ktery je specificky k
makrofédgim, za pouZiti znamych protilatek proti takovym

markerum. Nasledujici. tabulka IV ukazuje udaje zxskane ze

screeningu kostni drené. Dvé transgenni mysi ze steJneho vrhu X
byly analizovany proti normalni mysi ze stejného vrhu

(kontrola) a nepfibuzné normﬁlhi my3i (kontrola). v

Tabulka IV '
Viiv £1t3-L nadmérné exrese v transgenni mysi

Procenta pozitivnich bunék

nepribuzny stejny vrh

marker kontrola kontrola transgenni #! transgenni #2
B220 30,64 27,17 45,84 : 48,78
sIgh 3,54 2,41 71,94 S 1,14
S7(CD43) 54,43 45,44 46,11 50,59
SCA-1 10,92 11,74 19,45 - 27,37
CD4 6.94 8,72 12,21 : 14,05

Mac-1 36,80 27,15 21,39 © 18,63

Vyse uvedena data indikuji, ZeAf1t3-L nadmérna exprése v

myii vede ke zvyseni poétu'B bunék, jak je indikovano zvy3seni

B220* bunék a SCA-1* bunék. Analyza B220* bunék pomoci FACS ' 5
1nd1RUJe zvyseni v proB bufkach (HSA-,57*}. Zvyseni v CD4*
bunkdch predstavuje pr1b112ne dVOJnésobné z\ysen1 v T burikdch - %

a kmenocvych bunkdch. Snizeni Vv bUnkICh majicich sIgM marker
“indikuje, Ze fl1t3-L nestimuluje proliferaci maturovanych B
bunék . T?to udaje indikﬁji, 3¢ f1t3-L zvvsuje bunky s
fenotypem kmenovych bunék, T bunék nebo éasnvch B bunék a




—-—

- e .

A e v b )

¥,

8

nahradni list 37

m . 'I. '|l.
faouix

-
-

T
i

[+1]

Erythroidova bunééna proliferace V f1t3~L nadmérné exprimujici

sleziné transgenni mysi

M?é ' sivotaschopné.  bilé krvinky © gervené krvinky
bunky celkem celkem celkem
(milion bunék/ml) (milion bunék/ml) (milion bunék/ml)

kontr.! 29,7 : 27 2,7
kontr.2- 31 : 24,6 o : 6,4
trans- ' : - oM % ‘
genni 1 = 44,7 25,6 . . '19,f
e e P ATIS TS i s s e e et A s s i s
genni 2 37,3 T

Z tabulkv IIT je zreJme,,Ze poéty bilych krvinek na
mililitr bvly pfibliZne steJne jako u kontrolni- mysi. Poctv
cervenvch krvinek ze sleziny dvou. transgennxch my51 vsak byly
priblizné dva ai tro;nasobne vetsi nez byly zjistény u _
kontrolnimysi. Fit3-L StlmulUJe zvvieni bunak: erythro1dn1
11n1e,‘mozné pfes stimulaci ervthroidnich progenltorovych
bunék, stimulacx bunék, které produku31 erythropoietin-nebo

blokovéanim mechanismu, ktery inhibuje erythropoiesis..

Prlklad 11 _
Fi1t3-L stimuluje pr011feraC1 T bunék a casnych B bunek

Kostni dfen § tydni staré transgenni mvsi genero»ané
bunséénych fenotypovych markeru za pouz1t1 protllatek kféfé e
jsou imunoreaktivni s tako»yml markery. Hodnoceny byly
nasledujici markery: B220 marker, ktery je specificky k
B-bunaéné rodiné, povrchovy IgM marker (sIgM), ktery je
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den p.c. pseudopregnantni samice. Vyhodné se pouZivaj@ prvni
dve moznosti protoze vyluéuji in vitro kulturu a vyhodné
pfiblizné 20-30 mikroinjektovanych vajidek by mélo byt

transferovano pro vylouéeni malych vrha.
Priklad 10

Flt3-L stimulovana proliferace erythroidovych bunék ve slezing

Tento priklad popisuje vliv f1t3-L na produkci

" . erythroidnich bunék ve sleziné transgenni my3i. Transgenni .. -

my3i byly generovény podle postupu v prikladu 9. Mys$i byily
usmrceny a kazda netknuta slezina byla zpracovéna na jednu
bunééncu suspenzi. Suspendované bunky byly odstfedény a
resuspendovany v 10 ml media, obsahujiciho PBS + I % feténiho
bovinniho séra. Po&ty bunék byly pak stanoveny pomoci “
hemocvtometru. Kazdy bunéény vzorek byl poéitan s Trypan BlLe
vybarvenim Pro ziskani celkového poctu »ivotaschopnych bunék
na mililitr media podle nasledujiciho vzorce: (RBC + WBC)/mL
kde REC je pocet éervenych krvxnek a WBC znamena pocet bllYCh
krvinek. Kazdy vzorek pak byl spoc1tén s Turkovym vybarven1%
pro ziskani celkového poctu b11ych krvinek na mililitr media.
Celkovy pocet cervgnych krvinek na mililitr byl vypoéten pTO
kazdy vzorek odectenim celkového podtu bilych krvinek na
‘mililitr od celkového poétu 2ijicich bunék na mililitr.

Vysledky jsou uvedeny Vv nisledujici tabulce III.
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ktery je fezin Asp718-Notl.

F1t3-I rc fuzni proteiny jsou syntetizovany v
rekombinantnx savéi bunééné kultufe. F1t3-L:Fc fuzi obszhujici
expresivni vektor je pak transfektovan do CV-! bunék (ATCC CCL
70) nebo COS-7 bunék (ATCC CRL 1651). Exprese ve 293 bufikéch
(transformovanych primdrnich lidskych embryvenalnich
‘ledpinovych bunkach, ATCC CRL 1573)je také proveditelna.

293 bunék transfektovanych s pCAV/NOT/f1t3-L:Fc vektorem
se kultivuje v otoénych nadobidch pro umoZnéni prechodné
exprese fuzniho proteinu. ktery je sekretovin do ku1t1vacn1ho o
media pres flt3-L signdlni peptid. fuzni protein mile byt -

sten na prote1n a sepharose kolonéach.
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Pfiklad 9

" Generovani transgenni. mysi, kterd nadmérné exprimuje. fit3=L

'Tenfo pfiklad popisuje postup pouZity pro ziskani
transgenni my3i, kteréd nadmérné.exprimuje.flt3-L.
fltis-l-nadmérné exprimujici{i mysi byly studovany pro-stanoveni.
biologickych ucinkd nadmérné. exprese. Mysi (Bl16/1) pronuklea .
byla mikroinjektovana s f1t3-L ﬁna-podle metody popsané Gordonem a
spol., Science 214:1244-1246 (1986). Obecné oplodnéna mysi |
vajiéka majici'vidifelny pronukleus bylagnejprvé umisténa do
injekéni komirky a2 drZena na misté malou pipetou. Injekéni‘
pipeta pak byla pouzita pro onjektovani genu kodujiciho fit3fL
(klon #6C) do pronpklea vajicka. Injektovanad vajicka bvla pak
bud (i) transferovidna do vejcovodu 0, S.den p.c.
pseudopregnantn1 sémice, (11) ku1t1vovana 1n in vitro do
) dvoubunecneho stad1a (pres noc) a prenesena do ve}covodu 0, 5
den p.c. pseudopregnantni samice, nebo (ii1) kultivovéna in

vitro do blastodytového stadia a transferovana do délohy 2,5
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Fc region lidske 1gGt protilétky je klonovéana do Spel mista
pBLUESCRIPT SKR vektoru, ktery ie komeréné dostupny od
Stratagene Cloning gystems, La Jolla, Kalifornie. Tento
plasmidovy vektor je replikovatelny v E.coli 2 obsahuje
polylinkerovy segment, ktery zahrnuje 21 unikatnich
restrikénich mist. Unikatni Bglll nisto se pak zavede blizko
5' konce inzertované Fc kodujici sekvence, takze Bglll misto

zahrnuje kodony Pro aminokyseliny tri a_étyfi Fc polypeptidu.

Eodovany Fc polypeptid se rozklada od N-terminalni
pantove cblasti k nativnimu c-konci, ti. ma v, podstaté plnou
délku protilatkového Fc regionu. Fraguoenty Fc fegionﬁ. napf.
ty, které jsou zkréaceny na C—terminalnim xonci, mohou b?t’ta%é
pouzity. Fragmenty vyhodné obsahuji naAsobné cysteinové zbytky
(alespon cysteinové'zbytky v pantovém regionu) PTO
zprostfedkovani vytvoreni mezifetézcov?ch disulfidovych vazeb
mezi Fc polypeptidovou casti dvou separatnich £1t3-L:Fc

fuznich proteina 22 tvorby dimera.

Asp718-Stul parciélni CDNA z f1t3-L v pCAV/NOT maze byt
klonovana do Asp718-Spel mista pBLUESCRIPT SKR vektoru, ~
obsahujiciho Fc cDNA, takie je £1t3-L cDNA umisténa-protfﬁ
sméru Fe¢ c¢DNA. Sekvence jednofetézcové DNA -ziskané z~v951§dné
gendvé fﬂze_mﬁie byt uskuteénéna_templéty fizenou mutagénéii
popsanou Konkelem (Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:488, 1985) 2
Kunkelem 2 spol (Methods in Enzymol. 154:367, 1987) za ugelem
perfektni'fﬁzelcelé extracelularni domény £1¢3-L k Fc o
sekvenci. VYSiedné DNA muZe pak byt sekvenbovéna pro
potvrzeni, 2e jsou odstranény‘spravné nukleotidy (tj.

'transmembranovy_region‘a gastecné cytoplasmické doménova DNA
jsou vypustény) a le f1t3—L'a Fc sekvence jsou Ve stejném
ttecim ramci. Fuzni cDNA se pak vyfizﬁé a inzertuje za pouiiti

konvenénich metod do savéiho expresniho vektoru pCAV/NOT,




nanraagnl 11stT 22

Tabulka II
Vliv proliiferace flt3-L a IL~3 na proliferaci c-kit+bunék

faktor

kontrola

(samotny vektor) fl1t3-L IL-3 f1t3-L+IL-3
[3H]-thymidinova |
inkorporace 100 . 1800 3000
(CPM) | o

- 9000

“'Kultivaéni supernatanty z CVI/EBNA bunék transfektovanych
s f1t3-L cDNA stimuluji proliferaci c-kit* kmenovvch bunék -
pribliZné 18krat vice ne? kultivaéni supernatant CV1/EBNA
bunék transfektovanych se samotn¥vm expresivnim vektorem.
Pridavek IL-3 k flt3-L obsahujicimu supernafantu vykazuje
sanergicky téinek s pozoroevanym priblizné dvojnadsobnvm stupném .

proliferace ne? by bylo moZno oéekavat pri aditivnich viivech.

Priklad 8 _
Konstrukce fl1t3:Fc fuzniho proteinu

Tento priklad popisuje zpuisob konstrukce fuzniho
proteinu, obsahujiciho extraceluldrni region fit3-L a Fc
doménu lidského imunoglobulinu. Zpisoby jsou v podstatd stejné
jak byly popséany v prikladu | pro konstrukci f1t3:Fe proteinu.

"Pred fuzovanim cDNA k N-konci ¢DNA kodujici Fc é4ast
molekuly lidského IgGl c¢DNA fragment je inzertovan‘do
Asp718=Notl mista pCAV/NOT, popsaného v PCT prihlésce WO
90/0513. DNA, kodujici jediqy fetezec pqupeptidu, obsahujici
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Zkxouika hematopoiesis

Proliferace c-kit* kmenovych bunék; fetdlnich jaternich
bunék AA4.1* bunék byla zkousena pomoci [3H]-thymidinové
inkorporace v podstaté jak popsal DeVries a spol., J.Exp.Med.,
173:1205-1211, 1991. Cisténé c-kit* kmenové bufiky byly |
kultivovany pfi 37 oC v atmosféfe s nasycenou vlhkosti 6,$ %
CO2 a 7 % 02 ve vzduchu po 96.h6din. Mysi rekombinantni IL-3
byl pouzit k koneéné koncentraci 100 ng/ml. Potom byly bunky
pulzovany se 3 pCi na jamku [3H]-thymidinu (81 Ci/mmol;
Amersham Corp., Arlington Heights, IL) a inkubovany dalsfch 24 -
hodin. AA4.1* budky {(prfibliiné 20000 bunék/jamka) byly
inkubovany v IL-7, flt3-L a fl1t3-Ll +IL-7 48 hodin s
nasledujicim {3H]-thymidinovym pulzem po test hodin. Vysledky
£1t3-L a IL-7 jsou uvedeny v tabulce I a vysledky flt3-L all&3

jsou uvedeny v tabulce II. Lo

ar s

Tabulka I
V1iv f1t3-L a IL-7 na proliferaci AAd . 1+fetéalnich jaternich=

ra
&

buné&l

faktor

kontrola . flt3-L I1L-7 f1t3-L+IL-7
[3H]-thymidinova

. inkorporace 100 1000 100 4200
(CPM) ' o : ‘

Kombinace f1t3-L a IL-7 produkuje odezvu, ktera byla

&

pfiblizné étyrikrat vetsi nez flt3-L samotného a priblizné
40krat vétsi nez u IL-7 samotného. ' )
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Pak promyty intenzivné PBS plus I % FBS pred pouzitim. Jedina
Suspenze jaternich bunék byla pfidina v mnozstvi 107 °
bunék/miska v PRS plus | % FBS a ponechéna adherovat k plotnanm
po dvé hodiny pri 4 oC. Plotny byly intenzivne promyty a

- adherované buﬂky:by[y §kli;ény seSkrébanih.prd“analyiu"nebo
dalsg pduziti v hematopoietické zkousce popsané déle. FACS
analyza za pouziti AA4.] Protilédtky demonstruje > 95 % AAd. 1+
bunééné populace. ‘ |

C-kit* pluripotentni kmenové bunky byly éistény z kostni
dfené dospélé my$i (de Vries a spol., J.Exp.Med., -
176:1503-1509, 1992 a Visser a de Vries, Methods in Cell
Biol., 1993). Nizkohustotni busky (< 1,078 g/cm3) pozitivni

T e e WL 1 bt ]
G e e e - Al Sk .

«upro~1ektinov?maglutinin'péeniéﬁyéﬁkaigfgmgnnegativni,pro

antigeny rozpoznivané B220 a 15-1.4.1 (Visser-a spol., Meth.ipn
Cell Biol., 33:45(-468, 1990) monoklor&lni protilstky mohly
b¥t rozdéleny do subpopulaci bunék které exprimuji a
neexprimuji c-kit za pouziti biotinylovaného Steel faktoru.
c-kit* frakce byla Zjidténa jako obsahujici pluripotentniy .
hematopoietické kmenové buiiky (de Vries a spol., Sciénce
255:989-991, 1992; Visser a de Vries, Methods in Cell Biol.,
1993 a Ware 2 spol., 1993). - .. S

AAd.1*fetalni jaterni bufiky byly kultivovany v o
rekombinantnim IL-7 (US patent ¢. 4%365195) pri 100 ng/ml .a
rekombinantnim f1t3-L p#i 250 ng/ml. Flt3-I byl pouzit ve

' trech rdznych formach v Pokusech: (1) jako pritomny na
fixovanvch, flt3-L transfektoyan?ch CV!/EBNA buinkach, (2) jako
koncentrovaneé kultufni‘supernafanty ze stejnych f1t3-L

- transfektovanych €VI/EBNA bunék a (3) jaks &isteny a izolovany
polypeptidovy pripravek z kvasinkového supernatantu jak je

-

popsén v pfikladu 5.
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bunék.

Hybridomové bunky jsbu screenovany. ELISA na reaktivitu
priti &isténému flt3-L adaptaci technik popsanych v Engvall a
spol. Immunochem, 8:871,1971 a v US patentu 4703004,
Preferovanou technikou je technika &epiékovéni protiléatky
popsanid Beckmannem a spol. (J.Immunol. 144;4212, 1990).

Pozitivni hybridomové buiky mohou byt injektovany

-

intraperitonesdlné do syngenni BALB/c my3i pro produkeci ascita,
obsahujicich vysoké koncentrace anti-f1t3-L monokloné1n1ch
protildtek. Alternativné mohou hybrxdomové bunky rust in vitro
v bBankach nebo rotaénich nadobach za ruznych_techn1k i
Monoklonalni protilatky produkované v my3ich ascitech mohou
byt &istény srdZenim siranem amonnym s nasledujici gelovou
vyludovaci chromatografii. Alternativné mGze byt také pouzita
afinitni chromatograf1e zaloZend na vazbé protilatek k %
proteinu A nebo proteinu G, i afinitni chromatografle zalozZend
na vazbé k flt3-L.

Priklad 7

Pouziti flt3-L samotného a v kombinaci s IL-7 nebo IL-3 @
Tento priklad demonstru;e stimulaci a proliferaci AA4. 1+

feta1n1ch Jaternlch bunek kompozicemi, obsahujicimi f1t3-L a

IL 7 jakoz i stimulaci 2 proliferaci c-kit-pozitivnich

(c kit*) bunék kompozicemi, obsahujicimi, fl1t3-L a IL-3.

AA4. 1—pozitivni (AA4.1*) exprimujici buiiky byly izolovény
z ]ater ¢trnacty den fetalni CS7BL/6 amy3i umisténim bunék v
Optilux 100 mm plastovych Petriho miskadch (Falcon &. 1001,
Oxnard, CA). Plotny byly potaZeny pres noc pri 4 °C v PBS plus
0,1% fetalnim hovézim sérenm (FBS), obsahujicim 10 pg/ml AA4.LL
protilatky (McKearn a spol, J.Immunol., 132:332-339, 1984) a




Priklad 6
Monoklonalini protilatky 1 fl¢3-L

Tento priklad ilustruje zptasob pripravy monoklondlnich
protildtek k f1t3-L. F1t3-L je exprimivan v savéich
hostitelsk?ch bunkach jako jsou COS-7 nebo CV-1/EBNA-1 buriky a
éiétéﬁ pouzitim flt3:Fc afinitn{ chromatografie. Cistény
fl1t3-L, jeho fragment jako je extracelularni doména,
syntetické peptidy nebo bunky, které exprimuji £1t3-L mohou
byt pouthy pro vytvoreni monoklonalnich prot1latek proti
fl1t3-L za pou21t1 konvenénich technik, napriklad jak Jsou_
popsény v US patentu 4411993. Struéna, mysi se imunizuji
f1t3~L jako imunogenem enulgovanym v kompletnim Freudové
-adJuvans "2 injektovanym v 'mnozstvich od 10 do 100. ug '
subkutanné nebo. intraperitonsslné. O deset aZ dvanact dni
pozdéji se zviratim pod4 booster dalsiho fl1t3-L emulgovaného v
nekopletnim Freudové adjuvans. Mysi se per10d1cky upominaji po
jednom 22 dvou tvdnech imunizadniho harmonogramu Vzorky séra
se periodicky odebiraji retro-orbitalnim odeb1ran1m krve nebo
zafezem na 3pidce ocasu pro testovani na f1t3-L protiléatky
pomoci "dot-blot" zkouiky, ELISA (Enzyme-LInked Immunosorbent

P

Assay) nebo 1nh1b1c1 fl1t3 vazby.

PO detekci vhodného protiiétkového titru je pozitivnim -
zviratim poddna jedna posledni intravenozni injekce f1t3-L v
salinickém roztoku. Tfi a2 ¢tyfi dny poté jsou zvirata
usmrcena, odebrdny slezinové buaky a slezinové bunky jsou
fuzovany k my3i myelomové bunééné linii, napf#. NSI nebo
vyhodné P3x63Ag8.653 (ATCC CRL.1580). Flize generuji
-hybridomové bunky, které jsou umistény na multiple
mikrotitraéni plotny v HAT (hypoxanthin, aminopterin a
thymidin) selektivnim mediu pro inhibici proliferace
nefuzovanych bunéak, myeloma hybridda a hybridd slezinnych
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peptidy 26 2 27 aminokyselin); 73 aminokyselinovou
transmembranovou doménu a 30 aminokyselinovou cytoplasmickou
doménu. Lidsky £1t3-L vykazuje nad 72 % aminokyselinovou
identitu a 78% aminokyselinovou podobnost s mysim f1t3-L.
Vektor pBLUESCRIPT SK(-), obsahujici 1idsky f1t3-L ¢DNA klon
#9 pyl deponovan Vv American Type Culture Collection, '
Rockville, Maryland, USA (ATCC) 6.srpna 1993 a,oznaéeh
ptirastkovym cislem ATCC 69382. Deponovéni bylo provedeno

#*

podle pravidel Budaéeéfské'smlouvy.

Priklad 1 - o
Exprese fit3-L ve kvasinkach

Pro expresi rozpustného f1t3-L ve kvasinkach byly pouzity
synteticke oligonukleotidové primery Pro amplifikacl pomoci
PCR (Mullis a Faloona, Meth.Enzymol. 155:335-350, 1987) celé
extracelulédrni kodujici domény £1t3-L mezi konec signélnihé
peptidu 2 pocéatek transmembranového segmentu. 3 p:imer (Sﬁ—
AATTGGTACCTTTGGATAAAAGAGACTACAAGGACGACGATGACAAGACA—
CCTGACTGTTACTTCAGCCAC-3') SEQ ID NO:7 kodujici cast alfa
faktor leaderu a antigenniho oktapeptidu FLAG sekvenci

¢

fuzovanou V ramci s predpovézenym maturovanym N—koncqm;flﬂa-L,
3' oligonukleotid ”
(5'—ATATGGATCCCTACTGCCTGGGCCGAGCTCTGGGAG—3‘)SEQ 1D NO:8
vytvasi . terminaéni kodon po-Gln-189 prévé v domnélém
transmembranovém regionu. PCR—gengrovaﬁy DNA fragment byl
ligovén do kvasinkového expresivniho vektoru (pro expresi Vv
K.lactis); ktery tidi sekreci rekombinantniho pfoduktu ve -
kvasinkvém mediu (Fleére-a spol., Gene, 107:285-195 (1991); a
van den Berg a spol., Bio/Technology 8:135-139 (1990)).
FLAG:flté—L fuzni protein byl gistén ze kvasinkové pudy
afinitni chromatografii Jjak popséno drive (Hopp 2 spol.,
‘Biotechnology, 6:1204-1210, L988). '
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Priklad 4
Klonovani c¢DNA kodujici lidsky f1t3-L

cDNA, kodujicei lidsky flt3-L byla klonovana z lidského

- klonu 22 T bunék lambdagtl0 nahodné primovarné eDNA knihivny
jak popsal Sims a spol., PNAS, 86:8946~8950 (1989). Enihovna
byla_sc;ggnovana se 413 bp Ple I fragmentenm, odpovidajicim
extrécelulérni doméné myiiho flfB—L (nukleotidy 103-516 -
‘SEQ ID NO:1). Fragment byl nahodné primovan, hybridizovan pres
noc ke knihovnovym filtram pfi 55 oC v oligo prehybridizaé&nim
pufru. Fragment byl pak promyt- Pri 55 °C-2x SSC/0,1% SDS po 1

. hodinu, potom 1 x -SSC/0,1% SDS po ! hodinu a. pak 0,5 x
SSC/0,1% SDS po jednu hodinu. DNA‘Z.gg;lj}yn;ch_ngovych_plakﬁha.-m;”m

L i s 2

e i L ol i I i o o Mo il s

byla extrahovéana a inzerty byly amplifikovany PCR za pouziti

oligonukleotida specifickych Pro fagovad raménka. DNA pak byla
sekvencovéana a sekvence pro klon #9 je uvedena v SEQ ID NG:5.
Dalsi lidska f1t3-L cDNA byla izolovina ze ste;né lambdagtlQ
nahodné primované ¢DNA kn1h1vny izgk je popsana vyse
screen1ngem knihovny s fragmentem extracelularni ~domény myéi
klon #5H cDNA, obsahujici cDNA sekvenci v podstate
odpovidajici nukleotidtm 128 az 541 SEQ ID NO:!.

Sekvencovani 988 Ep cDNA klon #%odhaluje otevieny &teci
rémgc'705'bp obklopenych 29 bp 5' nekodujici sekvence a 250 bp
T3' nekodujici sekvence. 3' nekodujici region neobsahuje poly-A
"konec.V ramci nejsou Z4adné st0p'kbdbny_po sméru inicidtoru
methioninu. Otevreny ézeéf ramec koduje typ I '
transmembréanového proteinu 235 aminokyselin jak je zndzornén
aminokyselinami 1-235 SEQ 1D NO 6 Prote1n md N-koncovy_
s1gnéln1 peptxd alternatlvne 26 nebo 27 aminokyselin.Je
pravdépodobnéjsi, ze N- -koncovy peptid m& 26 aminokyselin spise
nez 27 aminokyselin. Signalni peptid je nasledovan 156 nebo
155 eaminokyselinovou extracelularni doménou (pro signalni
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¢DNA inzert byl sekvencovan.

" Nukleotid a kodovana amlnokyselxnova sekvence kodujiciho
regionu mysi f1t3-L cDNA klonu #6C jsou pritomny v SEQ ID NO:1
a 2. c¢DNA inzert je délky 0,88 kb. Otevieny &teci rémec v této
sekvenci by mél kodovat protein 231 aminokyselin. DNA a
xodované aminokyselinové sekvence pro 231-aminokyselinovy
otevieny é&teci réamec jsou bfitoﬁny v SEQ ID NO:1 a 2. Protein .
SEQ ID NO:2 je typ I transmembranového .proteinu, s '
N-terminadlnim signélnim pept1dem (aminokyseliny ! aZ 27)
extraceluldrni doménou (am1nokyse11ny 28-188), ‘
transmembrinovou doménou (dminokyseliny 189-211) a
cytoplasmickou doménou (aminokyseliny 212-231). Predpokléadana

oy

molekulova hmotnost nativniho proteinu po stépeni signalni ,
sekvence je 23,164 daltonu. 7raly protein byl hodnocen pl &
9,372. Je zde 56 bp S’ nekodujici sekvence a 126 bp 3’ ¢
nekodujici sekvence lemujici kodujici region, zahrnujici 2 o5
pridané cDNA adaptéry. Vyse popsany klonovaC1 postup take- '
produkuje my3i flt3 ligand klon #5H, ktery je shodny s #6C

klonem, zacinajici u nukleotidu 49 a pokracdujici de nukleotidu
545 (odpovida aminokyselinové sekvenci 163) ze SEQ ID NO:1.% g
43H klon se zcela lisi v pfedni ¢&ésti a predstavuje o R ‘

“alternativni stfihovy konstrukt.

' Vektor sTHAV-EO410, obsahujici f1t3-L cDNA v E.coli DH10B
bufikdch byl uloZen v American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA (ATCC) 20.dubna 1993 pod prirustkovym
cislem ATCC 69286. Ulozeni bylo provedenoc podle Budapesfské

smlouvy. . _ o o , _ 5




nahradni list ' 45

MerZ§ nembd chstmmLomms To oi kb3 rs

wysi anti-huménni Fc prOLllatKa byla ziskéana od Jackson

Laboratorie. Tato protilatka ukazuje minim&lni vazbu k Fe
proteinid, vézanym k Fcgama receptoru. Protilatka byla znacena
za pouZiti Chloramin T metody. Struéné, byla pfipravend koléna
Sephadex G-25 podle 1nstrukc1vyrobce Kolona byla predem
zpracovana 10 objemy kolony PBS, obsahujicim 1 % hovéziho
sérového albuminu pro redukci nespecificke adsorpce protilatky

w ' ke ‘kolong& a pryskyfici. ‘Nenavazany hovézi sérovy albumin byl

' Pak vymyt z kolony 5 objemy PBS bez hovéziho sérového

.J

albuminu. V- m1kroodstred1vkové zkumavce bylo 10 pg protllétky_

(rozpustené v 10 ul PBS) pfidéno k 50 ul 50 ‘mM pufru e
fosforecnanu sodného (pH 7,2) 2,0 mCi nosi&e prostého Na125I

*‘;‘*M_L._-bylo pr1dano a~-roztok-byl-dobfe~promisen:i—15§=~ pl=gerstvey ™~ Twoee

pr1praxeného roztoku chloraminu-T (2 mg/ml v. 0,1M pufru
fosforeénanu sodného (pH 7,2)) pak bylo pridino a smés byla
inkubovadna . po 30 minut pri teploteé mistnosti a smés pak ihned
bylé aplikovana na kolonu Sephadexu G-25. Radioaktivne znacena
protilatka pak byla eluovana z kolony za shromazdovani 100- 150
Aul frakci eluatu. Hovézi sérovy albumin byl pridan k eluovanym
frakcim, obsahujicim radioaktivna znadenou protilatku na
koneénou koncentraci 1 %. Radiojodace poskytla;specifighé;ﬂM
aktivity'v‘fozmezi's-lo x 1015 cpm/nmol proteinu.

Pomoci sklxckové autoradlografxe bvlo prlbllZne 1840000
cDNA screenovéano v poolech pr1b112ne 1600 cDNA dokud zkouska
jednoho transfektantoveho poolu neukézala mnoho bunék jasné

? - . pozitivnich pro flt3:F¢ vazbu. Tento pool byl pak rozdélen na
| pocly o 500 a opét screenovan skliékovou autoradiografii a byl
..~ ... . 1identifikovan pozitivni.pool.. Tento pool byl rozdélen na pooly .~
' 100 a opét screenoQén Jednotlivé kolonie z tohoto poolu 100
byly screenovény az byl identifikovan klon (klion #6C), ktery
. ridi syntézu povrchového prote1nu s detegovatelnou flt3:F¢
vazebnou aktivitou. iento klon byl izolovan a jeho 0,88 kb
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minutdch s nasledujicim nahrazenim roztoku ¢erstvym kompletnim
mediem. Bufiky byly kultivovany 2 az 3 dny pro umoZnéni

prfechodné exprese inzertovanych sekvenci.

Transfektované monovrstvy CV—I/EBNA-l bunék byly zkousSeny
na expresi fit3-L sklickovou autoradiografii v podstaté tak,
jak popsal Gearing a spol. (EMBO J. 8:3667, 1989);
Tranfektované CV-1/EBNA bufiky (adherované k délenym skligkum)
byly promyty jednou vazebn?m-mediem s odtuénénym susenym -
mlékem (BM-NFDM) (RPMI medium 1640, obsahujici 25 mg/ml

 hovéziho sérového albuminu (BSA), 2 mg/ml- azidu sodného,-20 oM -

HEPES "pH 7,2 a 50 mg/ml odtuénéného suieného mléka). Buiky
pak byly inkubovany s flt3: Fc v BM-NFDM (1 ug/ml) po | hodinu
pri teploté mistnosti. Po inkubaci byly bunééné monovrstvy q
deélenych skliékach promyty tfikrat BM-NFDM pro odstranen1 i
nenavazanéhe f1t3:Fc fuzniho proteinu 2 pak inkubovany se 40
ng/ml 1231- my%i anti-huménni Fc protilatky (popséna

d4le) (fedéni 1:50) po 1 hodinu pfi teploté mistnosti. Bunky
byly promyty tfikrat s BM-NFDM, potom 2krat promyty fosfétem
pufrovanym salinickym roztokem (PBS) pro odstranéni
nenavazané 1251-mysi antz-humann1 Fc protilatky. Busiky byly
fixovany inkubaci po 30 minut pfi teploté misfnosi ve 2 5%
glutaraldehydu v PBS, pH 7,3, promyty dvakrat v PBS a suseny
na vzduchu. Délena skliéka, obsahujici buﬁky byla vystavena
Photorimageru (Molecular Dynamics) pfes noc, potom smoiena
Kodak GTNB-2 fotografickou emulzi (6x fedéni ve vodé) a
expdnovéna ve tmé po 3-5 dnu pfi 4 °C v boxu za nepfisfupq
svétla. Sklieka pak byla vyvijena priblizné 4_minuty v Kodak
D19 vyvolavacim zafizeni (40 g/500 ml vody), promyta vodou 2
" fixovana v Agfa G433C fixéru, Skligka byla jednotlive
hodnocena mikroskopem pzi 25-40n4sobném zvétdeni a pozitivni
bunky, exprimujici f1t3-L byly identifikovény pritomnosti

autoradiografickych stribraych zrn na svétlem pozadi.
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byl titrovén pro stanoveni poétu k ampicilinu rezes

.

kolonif. Vysledna 0,3A4 knihovna méla 1,684 milionu klont.

"E.coli kmen DHI10B bunky transfektované cDNA knihovnou vb
sfHAV-EO410 byly umistény na plotné pro poskytnuti pribliZzné
1600 kolonii na plotné. Kolonie byly sedkrdbnuty z kazdé
plotny, spojeny a z kazdého poolu byla prfipravena plasmidova
DNA. Poolovanid DNA, pfedstavujici-aéi 1600 kolonii, pak byla
pouzita pro transfekci sub-konfluentni vrstvy CV-1/EBNA~1
bunék za pouZiti DEAE-dextranu s nasledujicim oietfenim
chloroquinem, podobné jako popsal Luthmann a spol., Nucl.Acids
Res. 11:1295 (1983) a McCutchan a spol., J.Nétl.Can;er Inst.

. .41:351(1986). CV~1/EBNA-1 bunécna .linie .(ATCC CRL10478). . - .

konstitutivné exprimuje EBV jaderny antigen-1 rfizenim z CMV
bezprostfedni~-&asny enhancer/promotor. CV1-EBNA-! byl ziskan z
bunééné linie ledvin africkych opic CV-1 (ATCC CCL 70) jak -
popsal McMahan a spol. (EMBO J. 10:2821, 1991).

Za téelem transfektovani CV-1/EBNA-1 bunék c¢DNA knihovnou
byly bunky udrZovény v kompletnim mediu (Dulbeccovo ‘
modifikované Eagleovo medium(DMEM), obsahujicim 10 %

(obj./obj.) fetdlniho teleciho séra (FCS), SO j./ml penicilinu,

S0 j/ml streptomycinu, 2 mM L-glataminu) a byly umistény v
hustoté asi 2 x 10° bunék/jamka na jednojamkova skli&ka-
(Lab-Tek). Skliéka byla predem o3etfena s | ml lidského
fibronektinu (10 2g/ml v PBS) po 30 minut a pak Ix promyta
PBS. Media byla z adherentni bunééné vrstvy odstranéna a
nahrazena [,5 ml kompletﬁiho media, obsahujiciho 66,6 puM
chloroquin-sulfétu. Dvé desetiny ml DNA roztoku (2 pg DNA, 0,5
mg/ml DEAE~dextranu v kompletnim mediu, obsahujicim |
chloroquin) pak byly pfidany k buikam a inkubovany 5 hodin. Po
inkubaci byla media odstranéna a bunky byly Sokovany pridavkem
kompletniho media, obsahujiciho 10 % DMSC-po 2,5 az 20

e

-
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Vazba f1t3:Fc bvla pozorovéana na mysi T-bunky a;lidské
T-bunky a proto byla zvolena my3i T-linie (0,344) pro jejf
snadnost rastu. Mysi 0,344 cDNA knihovna v sfHAV-EO byla
pfipravena podle McMahana a spol. (EMBO J.,&.10; 2821-2832
1991). sfHAV-EO je savéi expresivni vektor, kterv se také
replikuje v E.coli. sfHOV-EO obsahuje pocéatky replikéce

ziskané z' SV40, Epstein-Barr viru a pBR322 a derividtem HAV-=EO -

. popsaného Dowerem a spol., J.Immunol. 142:4314 (1989) sfHAV-EO
se. 1i5i od HAY-EO deleci intronu pritomného v adenovirus 2
tripartitni leader sekvenci v HAV-EO. Struéné, my3i T-bunééna

cDNA byla klonovana do Sall mista sfHOV-EQ ‘adaptorovou metodou

podobnou metodé popsané Haymerlem a spol. (Nucl.Acids Res.
14:8615, 1986} za pouzifi nasledujiciho oligonukleotidového

adaptérového paru:

5' TCGACTGGAACGAGACGACCIGCT 3° SEQ ID NO:3 =
3 GACCTTGCTCTGCIGGACGA 5 SEQ ID NO:4

Dvojretézcova, tupé zakonéend, nahodné primovand cDNA:
byla pfipravena z 0,344 poly(A)+RNA v podstaté jak pogsgi,g@
Gubler a Hoffman, Gena, 25:263-269(1983), pouzitim Pharmac:ia
DNA kitu. Vvie uvedené adaptéry byly pridény k cDNA jak
popsano Haymerlem a spol Material s nizkou molekulovou
hmotnosti byl odstranén pasé:ovanlm pres Sephacryl S- 1000 pri
65 °C a cDNA byla ligovana do sfHAV-E0410, ktery byl predem
nafezan s Sall a ligovén ke stejnému oligonukleotidovému
paru. Tento vektor byl oznagen jako sfHAV-EQ410. DNA byla
, elektroporovéna‘(Dower a spol., Nucleic Acids Res.,
16:6127-6145(1988) do E.coli DH10B a po jedné hodiné rustu pri
37 oC byly transformované buﬁky'szazeny v jednomililitrovych
podilech v SOC mediu (Hanahan a spol., J;MbI.Biol.,
166:557-580 (1983), obsahujicim 20 % glycerolu. Jeden podil.

LY

i
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“anti~CD3 MAb, IL-2 & IL-7 ne ale k IL-4.
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povazované za pozitivni na flt3:Fc vazbu.

Priklad 3 g - _
Izolace a klonovani flt3-L cDNA z mysi T- bunééné ¢DNA knihovny

Mysi T-bunééns cDNA knihovna bunééné linie P7B-0,3A4 byla
zvolena jako moZny zdroj f1t3—L'cDNA} P7B-0,3A4 je'myéi\T
bunéény kolon, ktery je Thyl.2*, CD4-, CD8-, TCRab*, CD44*.
Payodné byla klonovana pri bunééné hustoté 0,33 bunék/jamka za
pfitomnosti rHUIL-7 a imobilizovéna anti-CD3 MAb a.pak
ponechdna rist v kontinudlnf kultufe vice nez 1 rok
pasdZovanim jednou tydné v mediu, obsahujicim 15 ng/ml
rHUIL-7. Rodlcovska bunééné 11n1e byla ziskadna z bunek

A A DU MR e N — I e S g W T s b et e AL A et

lymfatickych uzlin SJL/J my3i imunizované 50 nmol PLP13g9-151
peptidu a 100 pg Mvcobacterium. tuberculosis H37Ra v
nekompletnim Freudové adjuvans. PLP 'je proteolipidova
proteinova sl2ka myelinového pouzdra centralniho nérvov%ho
systému. Peptid sloZeny¥ z aminokyselin 139~151 bnvl dfive
uveden jako encefalogenni peptid v experimentalni

autoimunni encefalomyelitis (EAE), my3i model pro roztrousenou
sklerozu v SJL/J mysi. (Touhy V.K., Z.Lu, R.A.Sobel,
R.A.Laursen a M.B. Lees; 1989.-identificatioﬁ'of an
encephalitogenic determinant of myelin proteolipid protein for
SJL mice— J.Immonol. 142:1523). Po poéatku kultivace za
pritomnosti antigenu, byla rodidovsk4d bunécna 11n1e, oznacena
PLP7, ponechana v kontinudini kulturfe s rHull-7 (a bez

antigenu) vice ne? 6 mésicu prfed klonovénim.

P7B-0,3A4 prollferUJe pouze v OdPOVedl na ve1m1 vysoke _

“koncentrace PLP139-i31 pept1du za pr1tomnost1 ozérenych

syngennich splenocytd a neni encefalogenni nebo

alloresponzivni. Tento klon proliferuje k imobilizovanému
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70) a CO0S-7 bunék (ATCC CRL 1651), oboje ziskany z opigich
ledvin. Hladina exprese f1t3:;Fc byla relativné vysoké jak v
CV-1 tak COS-7 bunkach. Byl proveden pokus 0 expresi ve 253
Buﬁkéch,(transformované primarni lidské embryonélni ledvinoveé
bunky, ATCC CRL 1573).

293 bunék transfektovan?ch sfHAV-EO/f1t3:Fc vektorem bylo
kultlvovéno v rotaénich lahvich pro umoZnéni prechodné exprese
- fazniho proteinu, ktery je sekretovan do kultivaéniho media
pres f1t3 signalni peptid. Fuzni protein byl ¢idtén na protein
A Sepharose kolonach, eluovan 2 poutzit pro screening bunék na
schopnost vazat f1lt3: Fc jak je popsano v pfikladech 2 a 3

Priklad 2
Screening bunék na navazani fl1t3:Fc

Pziblizng 100 ruznych primarnich bunék a buné&énych 1inill
spadajicich do nisiedujicich obecnych kategorii: primzrni‘myéi
fetalni mozkové bunky, linie mysich fetalnich jaternich bunégk,
linie krysich fetalnich mozkovych bunek, linie lidského .
‘plicniho karcinomu (f1brob1ast01d), linie lxdskych a mys1ch e
lymfoidnich a myeloidnich bunék byly zkouseny na f1t3: ‘Fe '
vazbu. Bunééné linie byly inkubovény s f1t3:Fc, pak
biotinylovany anti-hum&nni Fc ﬁrotilatkou. a pak
streptavidin- phycoerythr1n (Becton Dickinson). Biotinylované
protilétka byla zakoupena od Jackson Immunoresearch
Laboratories. Streaptavidin se vaze k biotinové molekule
pfipojené k anti-huménni Fc protilatce, ktera se naopak vaze k
Fc &4sti flt3:Fc fuzniho proteinu. Phycocerythrin je
fluorescentni phycobiliprotein, ktery slouzi jakd '
detegovatelné znadeni. Hladina fluorescenéniho signédlu byla
méfena pro kazdy bunéény typ pou21t1m FACScanR tokového
cytometru (Becton Dickinson). Byly identifikovéany bunecné typy
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" DNA byla sekvencovana pro ovéreni, ze byly odétranény.sprévné
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pantového regionu k nativanimu C-konci,tj. m4 v podstat

Plnou
délku protilédtkového Fc regionu. Fragmenty Fc regionﬁ, napr;
ty, které jsou zkréceny na C-terminilnim konci, mohou byt také
pouZity. Fragmenty vyhodné obsahuji vice cysteinovych zbytky
(alespon cysteinové zbytky v pantovém régionu) pro '
zprostredkovani vytvorfeni mezifetézcovych disulfidovych vazebd
mezi Fc polypeptidovymi &4stmi dvou separatnich f1t3:Fc

fuznich proteind, tvoficich dimery jak je popsano vyse.

Asp718 restrikéni endonukledsové misto étééeni bylo
zavedeno proti sméru f1t3 kodujiciho regionu. Byl-izolovan Asp
718-Notl fragment my3i f1t3 cDNA (obsahujici celou
extraceluldrni doménu, transmembrénovy, region a.malou Gast. .o ..

cytoplasmické domény). Vyse‘popsana Asp718-NotI fl1t3 Castedné
cDNA byla klonovana do pBLUESCRIPT SKR vektoru, obsahujiciho
Fc ¢DNA tak, Ze f1t3 cDNA je umisténa proti sméru Fc cDNA.
JednoZeté&zcova DNA ziskana z vysledné genové fuze byla
mutagenizovédna metodou popsanou Kunkelem
(Proc.Natl.Acad.Sci.USA82:488, 1985) a Kunkelem 2 spol.
(Methods in Enzymol. 154:367, 1987) za ulelem dokonalé fize
celé extraceluldrni domény f1t3. k Fe sekvenci..MutageanQVQna

nukleotidy (tj. transmembrénovy region a é&stecné
cytoplasmické doména DNA) a ze flt3 a Fc sekvence byly ve
stejném &tecim rdmci. Fuzni cdNA pak byla vyfiznuta a
inzertovéana do savéiho expresniho vektoru ozZnaceného sfHAV-EO

- 409, ktery byl rozrezdn pomoci Sall-Notl a Sall a Asp718 konce

ztupeny. sfHAV-EO vektor (znamy také jako pDC406) je popsan

McMahanem 2 spol. (EMBO J.,10; ¢.10:2821-2832 (1991)).

F1t3:Fc fuzni proteiny jsou vyhodnd syntetizovany v
rekombinantni savéi bunééné kulture. F1t3:Fc fuzi obsahujici
expresivni vektor byl transfektovdn do CV-i{ bunék (ATCC CCL
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Pfiklady provedeni vynélezu

Al

Pfiklad 1
Pfiprava fuzniho proteinu f1t3-L receptor:Fc

Tento priklad popisuje klonovani mys1 fl1t3 cDNA a
konstrukc1 expresivniho vektoru, kodujiciho rozpustny fuzni
protein mysi flt3—;eceptor.Fc pro ppu21t1 pri detekci cDNA
klona. kodujicich f1t3-L. Polymerdsovd fetézova reakce (PCR)
klonovani f1t3 cDNA z my3i T-bunky byla provedena pouZ:t:m

ol:gonukleot1dov9ch primerd jak je popsano Lymanem a spol

Oncogene, 8:815-822 (1993) - préace Je zde zahrnuta jako odkaz
cDNA sekvence a kodujfici aminokyselinové sekvence pro flt3
receptor je pobséna Rosnetem a spol., Oncogene,
6:1641-1650(1991) - prace je zde zahrnuty jako odkaz. Mysis+
f1t3 protein m4 542 aminokyselinovou extracelulérni doménu, 21

aminokyselinovou transmembranovou doménu a 437

aminokysélinovoh cytoplasmickou doménu.

Pred fuzovanim my3i f1t3 cDNA k N-konci cDNA kodujiciaFc
podil molekuly lidského IgGl byl fragment amp11f1kovane my3{
f1t3 cDNA inzertovan do Asp718-Notl mista pCAV/NOT, popsaneho

v PCT przhlésce WO 90/05183 DNA, kodujici jediny rfetézec

polypeptxdu, obsahuJ1cz Fc region lidské IgGl prot1létky, byla
klonovana do Spel mista pBLUESCRIPT SKR vektoru, ktery je

komeréné dostupny od Stratagene_Clonlnv Systems, La Jolla,

Kalifornie. Tento plasmidovy veKtor je replikovatelny v E.coli
a obsahuje polylinkerovy segment, ktery zahrauje 21 unikétnich
restrikénich mist. Unikatni Bgll misto bylo zavedeno blizko 5'*.
konce inzertované Fc kodujici sekvence, takze Bgll misto

zahrnuje kodony pro aminokyselina tfi a ¢&tyri Fc polypeptidu.

Kodovany Fc polypeptid se rozklada od- N~-koncového: - -
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eryfhrocytov?ch prizrakd nebo sféroblasta. Takové kompozice
budou ovliviovat fyzicky stav, rozpustnost, stabilitu,
rychlost in vivo uvolnéni a rychlost in vivo clearence flt3-1.
F1t3-L mize byt také konjugovan k protilatkam proti tkéncve
specifickym receptoram, l'igandim nebo antigenum, nebo .
kopulovéan k ligandim tkanove specifickych receptort. Jestlize
byl flt3 receptor nalezen v neoplastickych buakéch mize byt
f1t3-L konjugovan k toxinu, &imz se f1t3-L pouz2ije k doruéeni
toxinu ke specifickému mistu, nebo muZe byt pouZit k
sen21b11120van1 taROVYCh neoplastickych bunék k nasledné

podévanym ant1neop1ast1ckym ¢inidlam.

F1t3-L maze b}f podavan topicky, parenterélne nebo
hlnhalacfh %;?ﬁiihbgre;ferélnev zahrnuJe subkutdnni injekce,
intravenozni, intramuskularni, intracisternalni injekce nebo
infuzni techniky. Tvto kopoz}ce budou typicky obsahovat ucinné
mne2stvi flt3-L, samotného nebo v kombinaci s WZinnym
mnoZstvim jakéhokoliv ﬁéinného materidlu. Takové davkové a
poZadeované lékové koncentrace obsaZene v kompozicich se mohou
ménit v 24vislosti na mnoha faktorech, zahrnujicich zamyslene
pouziti, pacientovu télesnou hmotnost a vék a zpisob podani.
Predbéina se davka stanovi testy na zviratech a $k4dla davek
"pro podani &lovéku se stanovi podle prxe znamé v oboru.
Jestlize se vezmou v uvahu vyie uvedené poznatky, mohou bﬁt-
typické davky f1t3-L v rozmezi od asi 10 Hg na metr &tvereéni.
Preferované davkové rozmezi je fadové asi 100 Mg na ctvereéni

metr a2 asi 300 pg na &tvereéni metr.

Nasledu31C1 prlklady 510u21 k 11ustrac1 vyhodnych

provedeni vynalezu a predloZeny vynélez nijak neomezuji.
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"Antisense"” nebo "sense" oligonukleotidy také mohou byt
zavedeny do bunky, obsahujici cilovou nukleotidovou gekvenci
tvorbou konjugatu s ligand vézajici molekulou, jak je popsano
ve WO 91/045753. Vhodné ligand vazajici molekuly zahrnuji, ale
nejsou tak omezeny, bunééné povrichoveé receptory, rustové
faktory, jiné cytoklny nebo jiné ligandy, které se vazZou k
bunéénym povrchovym rceptorum. Vyhodné konjugace ligand
vazajici molekuly podstatne neinterferuje se schopnosti 1ligand
vaza31c1 molekuly se vdzat k jeji odpovidajici molekule nebo
receptoru, nebo blokovat vstup "antisense” ‘nebo  "sense"
oligonukleotidu. nebo  jeho” konjugované verze k bufce..

Alternativné "antisense” nebo "sense” oligonukleotid miZe
byt zaveden do budky, obsahujici nukleokyselinovod sekvenci
tvorbou komplexu oligonukleotid—lipid,‘jak je popsano ve WOy
90/10448. "Antisense” nebo "cense"” oligonukieotid-lipid |

komplex je vyhodné disociovan Vv bunice endogenni lipasou. 4

F1t3-L polypeptidy podle vynélezu mohou byt formulovany
znamymi metodami pro pripravu farmaceuticky pouzitelnych i
kompozic. Flt3-L mize byt kombinovén ve smési, bud jako = 4
samotny udinny materidl nebo s jinymi zném?miwmateriély, S
farmaceuticky vhodnymi fedidly (napf. Tris-HCl, acetat,
fosfat), chranicimi latkami (napf. Thimerosal, benzylalkohol,
parabeny), emulgatory, solubilizatory, prisadami a/nebo
nosic¢i. Vhodné nosiée a jejich formilace jsou popsany Vv
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.vyd.1980, Mack
Publishing Co. Dile takové kompozice mohou obsahovat flt3- L
komplexovany s polyethylenglykolem (PEG), kovovymi ionty, nebo
byt inkorporovény do polymernich slougenin jako je kyselina'
polyoctova, Kyselina polyglykolova, hydrogely atd., nebo
inkorporovény do liposoma, mikrocemulzi, micel,

jednolamelarnich nebo multilameladrnich vesikiu,
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blokovani exprese flt3-L proteini. "Antisense" neho fsense
oligonukleotid& dale zahrnuji oligonukleotidy, majici
modifikované cukr~fosfodiesterové fetézce (nebo jiné cukroveé
vazby, jako jsou ty, které jsou popsany ve W091/06629) a kde -
takové cukrové vazby jsou odolné k’ endogennxm nukledsam.
Takové oligonukleotidy s rezistentnimi cukrovymi vazbam1 jsou

~ stabilni in vivo (tj. schopné odolavat enzymatické degradaci), -
ale zachovéavaji schopnost sékvenéni specifity k vazbé k
cilovym nukleotidovym sekvencim. Jiné priklady "sense" nebo

o "antisense" oligonukleotida zahrnuji takové oligonukleotidy,

které jsou kovalentns pfipojeny. k organickym-skupinim;. jako"*

isou tv, které ‘jsou popsany ve WO 90/10448 a jiné skupiny,

L _u__;EtEEQ zvysu31 af1n1tu ol:gonukleot1du .pro_ 0110vehu““..m_.-um“uuﬁn‘-unw-
bukleok}se11nove sekvence, Jako je poly-(L-1ysin). D&le jeits '
mohou byt k "sensé” nébo "antisense" oligonukleotidom !

" pripojena interkalatni .¢inidia Jako je ellipticin a alkylaéni
¢inidla. nebo komplexy kova pro modifikaci vazebnych spec1f1t
"antisense” nebo "sense” pl1gonukleot1du pro cilovou

nukleotideovou sekvenci.

"Antisense" nebo "sense" ojigonukleotidy_mohou byt
zavedeny do bunky, obsahujici cilovou. nukleokfselinovou
sekvenci Jakoukollv Benovo transfer metodou nebo pouzitim
genovych transfer vektoru jako je virus Epste1n -Barr,
"Ant1sense nebo "sense" jjsou vyhodné zavedeny do bunky;
obsahujici cilovou nukleokyselinovou sekvenci inzerci
"Antisense” nebo "sense" oligonukleotidu do vhodného
retrovirdlniho vektoru, potom kontaktem burfiky s retrovirus
. : vektorem obsahu11c1m 1nzertovanou _sekvenci, bud_in vivo .nebo.

i '..h.ex vivo. Vhodne retrOV1réln1 vektory zahrnuji, ale nejsou tak
omezeny mysi retrovirus M-MulV, N2 (retrovirus ziskany z
M-MulV), nebo dvojkopiové vektory oznaédené DCTSA, DCTSB =2
DCTCSC (viz PCT prfihléska US 90/02656) ..
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mohou byt rozruieny jakoukoliv béZnou metodou, zahrnujici
cykly zmraZeni-tani, sonifikaci, mechanicke rozruse11 nebo

pouziti buiky lyzujicich ¢inidel. -

Transformované kvasinkové hostitelské bunky jsou obvykle
pouZivany Ppro expresi f1t3-L jako sekretovaného polypeptidu za
Géelem zjednoduseni &isténi. Sekretovany rekombinantni

polypeptid z fermentace kvasinék jako hostitelskych bunék mile
byt &istén metodami analogickymi metod4dm popsanym Urdalem a
spol. (J.Chromatog. 296:171, 1984). Urdal a spol. pop1su]1
" dvapostupné stupné HPLC s reverzni fazi pro ‘&istani et
rekombinantniho IL-2 na preparativni HPLC koloné.

"Antinsense” nebo "sense" 011gonukleot1dy, obsahujici
Jednoretezcovou nukleokyselinovou sekvenci (bud RNA nebo DN%)
schopné navazani k cilové £1t3-L mRNA sekvenci (za tvorby
dvousroubovice) nebo k f1t3 -L sekvenci ve dvojfetézcovém DNA
helixu (za tvorby tro;ztého helixu) mohou byt pfipraveny podle
vynédlezu. "Antinsense” nebo "sense” oligonukleotidy podle
predloZeného vynalezu obsahuji fragment kodujiciho regionu
£1t3-L cDNA. Takovy fragment obecne obsahuje alespon asi 14
nukleotidt, vyhodné od asi 14 do asi 30 nukleotida. Schopnost'
vytvorit "antisense" nebo "sense” oligonukleotidy zaloZené na
sekvenci pro dany protein je popsana napfiklad Steinem
a Cohenem, Cancer Res.48:2659, 1988 a van der Krolem a spol.,
BioTechniques 6:958, 1988. ' - |

Vazba "antisense" nebo "sense” oligonukleotidl k cilovym
nukleokyselinovym sekvencim vede ke tvorbé komplexu, které
blokuji translaci (RNA) nebo transerpcx (DNA) jednim z
nékolika zpusobu, zahrnujicich zvysSenou dggradaC1 duplexi,
prematurovanou terminaci transkripce nebo translace nebo jiné

zpusoby. "Antisense” oligonukleotidy tak mohou byt pouzity ke

cDNA

MY

- X




R e

nahradni list S0

akrylamidového, agarosového, dextranového, celulozového nebo
jiného typu obvykle pouzivaného v ¢isténi proteinu.
Alternativné mule byt pouzit stupen kat}ontové vymény. Vhodné
kationtové ménice zahrnuji razné nerozpustné matrice,
zahrnujici-sulfopropylové nebo karboxymethylové skupiny.
Preferovahy jsou sulfopropylové skupiny. Nakonec je moZno Pro
dalgi &isténi £1t3-L pouzit jednoho nebo vice stupnu
vysokou&inneé kapalinové chromatografie s reverzni fazi
(RP-HPLC) z2 pouziti RP-HPLC media (napf. silikagelu, majiciho
pfipojené methylové nebo jiné alifatické skupiny. Nékteré nebo

vsechny 2 uvedeniqh_stupﬁﬁ cisténi, v raznych kombinacich,

jsbu dobfe znamé a mohou byt pouzity Ppro poskytnuti v podstaté

homogenniho rekombinantniho proteinu.
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Je mozno pouZift afinitni kolonu, obéahujici ligand
vazebnou doménu £1t3 receptord k afinitnimu gisténi
exprimovanych £1t3-L polypeptidu. F1t-3 polypeptidy mohou byt
odstranény z afinitni kolony pouiitim konvern&nich technik,
napf. eluci vysoce solnym pufrem a pak byt dialyzovany do
nizgiho solného pufru pro pouziti nebo zménou pH nebo jinych
slozek v zavislosti na afinité pouzite matrice. Alternativné
mize afinitni kolonaiobsahovat protilatku, kterd vaze.f1t3-L.
Piiklad 6 popisuje postup pouziti flt3-L podle vynalezu pPro
generovani monoklonadlnich protilétek fizenych proti f1t3-L.

Rekombinantni protein produkovany v bakterialni kulture
je obvykle izolovan pocéteénim rozbitim hostitelskych bungk,
odstredénim, extrakci z bunéénych pelet, je-li peptid
nerozpustny nebo z kapaliny supernatantu je-1i polypeptid

rozpustny s nisledujicim jednim nebo vice stupni zahusténi,

vysoleni, iontové vymeny, afinitniho &i3té&ni nebo
chromatografie délici podle velikosti. Nakonec mize byt
pouzita RP-HPLC pro kone&né stupné giztani. Mikrobiadlni bunky
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popsana Cosmanem a spol., Nature 312:768 (1984); IL-4 signalni
peptid popsahy v EP 367566; typ I IL-I receptorového’
signalniho peptldu popsaného v US patentu 4968607 a typ i1
IL-1 receptoroueho signalniho peptidu popsany v EP 460846 .

F1t3-L jako izolovany nebo homogenni protein podle
vynalezu mi2e byt produkovan rekombinantnimi expresnimi
systémy jak jsou popsény vyse nebo éistén z prirozené se
vyskytu11c1ch bunék. Flt-3 maze byt &isdtén v podstaté do
homogenity, jak je xndxkovano jedinym proteinovym pruhem pri
analyze pomoci SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy
(SDS-PAGE) . | -

Jeden zpusob vyroby flt3-L zahrnuje kultivaci hostitelské
bunky transformované expresanim vektorem, obsahujicim DN&
sekvenci, ktera koduje f1t3-L za podminek, dostadujicich k&
promotovani exprese £1t3-L. F1t3-L se pak ziskd 2 kultivaéniho
media nebo bunéénych extraktd, v zavislosti na pouZitém
expresnim svstéhu Jak je znamo odbornikim v oboru, postupv‘
pro &isténi rekombinantniho proteinu se budou ménit podle
takovych faktord jako je typ pouzitych hostitelskych bunék 2
je=li nebo neni rekombinantni protein sekretovan do ... . . -

ku1t1vacn1ho media.

Napfiklad jestlize se pouZiji expreéni‘systémy, kté}ﬁ
sekretuji rekombinantni protein' musi byt kultivadni medium
nejprve zahusténo pouziti komeréné dostupného proteinového
koncentracnlho filtru, napfiklad ultrafiltraéni jednotky
‘Amicon nebo Miltipore Pellicon. Po stupni zahuiténi muze byt
koncentrét aplikovan na ¢istici matrici jako je gelové
'fxltracnl medium. Alternat1vne mize byt pouzita anlontovymenna
pryskyflce,‘napr1k13d<matr1ce nebo substrat, majici pripojeneé
diethylaminoethylové (DEAE) skupiny. Matrice muze byt
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Transkripéni a translaéni kontrolni sekvence pro
expresivni »ektory savcich hestitelskych bunék mochou byt

m

N3
-

|1.

fznuty z vi ovych genomi. Obvvkle pcuZité promotorove
sekvence a enhancerovsé sekvence jsou odvozeny od poiyoma viru,
adenoviru 2, opiédiho viru 40 (SV40) a lidského cytomevaIGVLru.
DNA sekvence ziskané ze SV40 Virového genomu, napfianti Sv4p ...
pivodu, éasného a pozn1h0 promotoru enhanceru, spojovaci a
polyadenylaéni mlsta mohou byt pouzita pro poskytnut1
genetickych elementu Pro expresi strukturdini genoveé sekvence
v savéi hostitelské burce. Virové Easné a pozdni promotory
Jsou zejména vhodné protoze oboje jsou snadno ziskatelné z
virového genomu jako fragment ktery maZe taks obsahovat M

' viralni ‘podatek replikace (Fiers a spol. v Nature 273:113,
1978). Mensi nebo vatsi SV40 frawmenty mohou byt také

_pouzity,za. predpokladu,~zZe~ zahrnuJ1 pPriblizné~250" bp sekvenci.
prostirajici se od Hind III mista. ke Bgl I misty umisténému v
SVA40 virdlnim pocatku replikace.

Prxkladv expresivnich vektord pro pouziti v savéich
hostltelskych burikdch mohou byt konstruovany jak je popsano
Ckayama-ou a Bercem (Mo.Cell.Biol.3:280, 1983). Vhodng systémy
Pro stabilni vysokou hladinu exprese savéich ¢DNA v C127
EPlthEllaIHICh burikdch my&{ mléens ZIézy mohou byt
konstruovénv v podstaté jak je popsanc Cosmanem a spol.
(Mol.Immunol. 23:935, 1986). Vhodny vysoce expresivni vektor,
,PMLSV VI/V4 -Popsany Cosmanem 2 spol., Nature 312:768, 1984
'byl uloZen Jako ATCC 39890, Da151 vhodné savéi expresivni
vektory Jsou popsiny v EP-A- 0367566 a v US patentové prihldsce

~07/701415, podané 16.kvétna 1991, ktera je zde zahrnuta
jakoodkaz. Vektory mohou byt ziskany 'z retrovira. Misto

nativni signilni sekvence mize. byt pridana heterologni -

signalni sekvence, jako je signdlni sekvence pro IL-7 popsand
v US patentu 4965195: signdlni sekvence pro IL-2 receptor




nebo vice restrikénich mist. Toto bude usnadnovat fuzi leader

sekvence ke strukturdlnimu genu.

Kvasinkové transformacni prdtokdly'jsou znamé odﬁornik&m-
v oboru. Takovy protokol je popsin Hinnenem a spol., '
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 75:1929, 1978. Hinnen a épol. podle
protokkolu vybiraji{ Trp* transformanty v selektivnim mediu,
kde selektivni medium obsahuje 0,67 % kvasnicové dusikaté
baze, 0,5 % casaminokyselin, 2 % glukozy, 10 pg/ml adeﬁinu a .

20.ug/m1 uracilu.

Kvasinkové hostitelské bunky transformované vektory.
obsahujicimi ADH2 promotor sekvenci mohou rist pro vyvolani
exprese v "bohatém” mediu. Pfikladem bohatého media je medium,
které obsahuje | % kvasnicového extraktu, 2 % peptonu a | %
glukozy, doplnéné 80 pg/ml uracilu. Dereprése ADH2 promotoru ' ;
se objevuje tehdy, kdyz je glukoza vyéerpana z media.

Systémy savéich nebo hmyzich hostitelskych bunéénych
kultur mohou byt také pouZity pro exprimevani rekombinantnich
fl1t3-L polypepti@ﬁ. Bakulovirové systémy pro produkci
hetercolognich proteind ve hmyzich budkdch jsou. popsédny
Luckowem a Summersem, Bid/fechnology 6:47 (1988). Mohou byt
také pouZityv zavedenych bunéénych liniich sav&iho puvodu.
P#iklady vhodnych savéich hostitelskych bunéénych liniich
zahrnuji COS-7 linii bunék opicich ledvin (ATCC CRL -

1651) (Gluzman 2 spol., Cell 23:175, 198(), L-bunky, C127

budky, 3T3 busky (ATCC CCL 163), budky vajeéniki éinského
kreéka (CHO), Hela bunky a BHK (ATCC CRL 10) bunééna linie a _
CV-1/EBNA-{ bunééné linie ziskanid z bunééné linie africkych .

opic cvI (African green'monkey)(ATCC CCL 70) jak .je popséana
McMahanem a ‘spol. (EMBO J. 10:2821, 1991).
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Lexpresi jsou.blizZe.popsiny-v. praci-Hitzemana; EPA-73657 " nebo

Kvasinkoveé gektory budou &asto obsahovat pocdtek replikaé¢ni
sekvence ze 2p kvasinkového plasmidu, autonomns se réplikujici
sekvenci (ARS), promotor region, sekvence pro polyadenylaci,
sekvence pro transkripéni terminaci a selektujici marker zen,

Vhodné promotorové sekvence Pro kvasinkové vektory zahrnuji,

mezi anyml prOmotory pro metalloth1one1n,_3 fosfoglycerat

kinasu (Hizeman a spol., J.Biol. Chem. 255:2073, 1980) nebo
iiné glykolytické enzymy (Hess a spol., J.Adv.Enzyme Reg
7:149, 1968 a Holland a spol., Biochem. 17:4900, 1978), jako
je enolésa, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, hexokinésa,_
Pyruvit-dekarboxylssa, fosfofruktokinidsa, glukosa- 6~fosfat-
isomerdsa, 3- -fosfoglycerat’ mutisa, pyruvét k1nasa,
triosefosfat isomerssa, fosfoglukosa isomerssa a glukokindsa.
Jiné vhodnsé vektory a promotory pro pouZiti ve kvasinkove

Fleera a spol., Gene, 107:285- 195 (1991); a van den Bergem a
spol. on/TechnoIooy, 8:135-139 (1990). Jinou alternativou je
glukosa-represibilni ADH? Promotor popsany Ruséellem a spol.,
(J.Biol.Che., 258:2674, 1982) a Be1erem a spol. (Nature
300:724, 1982). Shuttle vektory repllkovatelné jak ve
kvasinkdch tak v E.coli mohou byt konstruovany inzerci DNA

"sekvenci z pBR322 pro selekci a replikaci v E‘colz (Ampt gen a

pocatek repllkace) do vyse popsanych kva51nkovych vektoru

Kvasinkova a-faktor leader sekvénce muze byt pouzita pro
primou sekreci flt3-L polypeptidu a- faktor leader sekvence je
¢asto inzertovana mezi’ promotor sekvenc1 a sekvenc1'
strukturalniho genu. Viz napr. Kurjan a spoI, Cell 30:933,

1982; Bitter a spol., Proc.Natl.Acad.Sci, , USA 81:5330, 1984; US
patent 4546082 a EP 324774 . Dalsi Leader sekvence vhodné pro_
usnadnéni sekrece rekombxnantnlch polypeptldu ze-kvasinkovych:
hostiteld jsou znamé odbornikdm v oboru, Leader sekvence muze
byt modifikovana blizko svého 3' konce, aby obsahovala jedno

L ki il Mamseee s,




marker gen je napriklad gen, kodujici protein, ktery udili
antibiotickou rezistenci nebo ktery dod4va autotroficky
poztadavek. Priklady vhodnych expresivnich vektoru pPrO.
prokaryotické hostitelské buaky zahrnuji ty, které Jsou
ziskany z kemeréna dostupnych plasmida jako je klonovaci
vektor pBR322 (ATCC 38017). pBR322 obsahuje geny pro

ampicilinovou a tetracyklinovou rezistenci a tak poskvtuje

e apd

- jednoduché prostfedky pro identifikaci transformovanych bunék.
Pro konstrukt expresivniho vektoru za pouZiti pBR322, se
vhodny promotor a fl1t3~-L DNA sekvence inzertuji do pBR322

PR,

.

vektoru. Jiné komeréné dostupné ‘vektory zahrnu11, napriklad,
pEK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svedsko) a pGEM!
(Promega Biotec, Madison, WI, USA).

P Lo L T L e

Promotorové sekvence bézné pouzivané pro rekombinantni

eXPTESIan vektory pro prokaryot1cke host1telské buiky
zahrnuji B- laktamasa(pen1c111nasa). laktosa promotor systeém
(Chang a spal. Nature 275:615, 1978; a Goeddel a spol., Nature
281:544, 1979) trqptofan (trp) promotor systém (Goeddel a
spol., Nucl.Acids Res.8:4037, 1980; a EP-A-36776) a tac
promotor (Maniatis, Molecular Cloning:A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, str. 412, 1982). Zviasts vhodny

¢

expresivni systém prokaryotick?ch hostitelskych bunék vyuziva

[N,
\

lambda PL promotor a c1857ts termolabilni Tepresor sekvenC1
Plasmidové vektory dostupne z American Type Culture
Collection, které inkorporuji derivaty lambdaPL promotor
zahrnuje plasmid pHUB2 (rezident v E.coli kmenu JMB9 (ATCC
37092)) a pPLc28 (rezident v E.coli RRI (ATCC 53082)).

b
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"F1t3-L pclypeptidy.alternativné mohou b?t‘ekﬁrimovany \"
‘kvasinkovych hostiteiskych buSkach, vvhodné rodu Saccharomyces

n

(napf. S.cerevisiae). JIné rody kvasinek jako Je chhza
K.lactis nebo Kluyveromyces, mohou byt take pouZ:ty



+34,

expresivnich vektord. Naprfiklad DNA sekvence pro signalni
peptid (sekreéni leader) miZe byt fuzovana v rimci k' flt3-L

"
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sekvenci tak, ze flt3-L ie na pocatku translatovina jako i

»-

protein, obsahujici signalni peptid. Signalni peptid, ktery je

L

funkéni v zamyslenych hostitelsk?ch buikach zvysuje
extracelulérni sekreci flt3-L polypeptidu. Signalni peptid
miZze byt odstépen z f1t3-L polypeptidu po sekreci f1t3-L z
buriky.

Vhodné hostitelské buiky pro expresi f1t3~L polypeptidu
zahrnuji prokaryoty, kvasinky nebo vyssi eukaryotické buiky.
Vhodné klonovaci a expresivni vektory pro pouZiti s _
bakteridlnimi, fungdlnimi, kvasinkovymi a savéimi bunéénymi
hostiteli jsou popsadny, napriklad, v prac; Pouwelse a spol.

Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York _ — _

(1985). Bunék prosté translacni systémy mohou byt také vyuzity
pro produkci flt3-L polypeptidi za pouziti RNA ziskanych ze
zde popsanych DNO konstrukta.

Prokaryoty zahrnuji gram—negativni nebo gram-pozitivni
organismy, napriklad E.coli nebo Bacilli. Vhodné prokaryotické
hostitelské bunky pro transformaci zahrnuji, napriklad.
E.coli, Bacillus substilis, Salmonellg typhimurium a tizné
jiné druhy rodu Pseudomonas, Stfeptomyceé a Staphylococcus. V
prokaryotické hostitelské bunice jako je E.coli, maZe f1t3-L
polypeptid obsahovat N- =koncovy methlonlnovy zbytek pro
usnadnéni exprese rekombinantniho polypeptxdu v prokaryotickseé
hostitelské buice.N-koncovy Met miZe byt odsitépen z
exprimovaného rekombinantniho flt3-L polypepfidu.

Etpres1vn1 vektory Pro pou21t1 s prokaryot1ckych
hostitelskych burkach obecne obsahuji jeden nebo vice
fenotypicky selektujicich marker_genu. Penotypxcky selektujici

- e e e o
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nestimuluje proliferaci maturovanych B bunék nebo makroféagn,

Priklad 12
Analyza thyou z flt3-L nahérné exprimujici mysi

Tento priklad popisuje analyzu thymu z transgenni mysi
pripravené postupem podle prikladu 9. Sest dospélych mysi,
kazda pribliing ve stafi trfi mésica, bylo usmrceno. Thymus
kazdé my3i byl vynat a pripravena jedind bunééna suspenze.

FACS analyza demonstruje, 2e se neobjevila 24dn& celkova -
zména v podtu bunék, a Ze mysi nevykazuji‘zadnqu‘zménu‘v
pomérech zrdni thymocytd za pouziti markerd:

CD4 vs. CD8; CD3 vs. afTCR T bunéény receptor) a CD3 vs
gamadTCR (T bunéény receptor). Nicméné se objevila zména v
pomérech uréit¥ch bunéénych tvpl v CD4- a CD&- kompartmentu
(tj. nejéasnéjiich buﬁkéch vzhledem k v?voji; které pfqutavujih
pfibliZné 2 % a2z 3 % celkovych bunék thymu). Specialné CD4- a
CD8- burkv se v thymu vyvijeji ve tfech stadiich. Stadium 1
predstavuje bunky, majici Pgp-1++,HSA* a IL-2 .
receptor-negativni ("IL-2R") markery. Po 1. stadiu se thymové
bunky vyvijeji do stadia 2, zahrnujiciho buﬁkfvmajici Pgp-1i+,
HSA** a IL-2R** markery .a pak do stadia 3 charakterizovaného
bunikami, majicimi Pgp~1*/-, HSA++ a IL~2R- markery. Thymoveé
buﬁky ve stadiu 2 transgenni mysi byly redukovany na asi'SO‘%,
zatimco populace bunék ve stadiu 3 b&la umérné zvysena. Tyto
ddaje naznacuji, 2e flt3-L posouva ‘thymové bunky ze stadia 2
do stadia 3 vyvoje, coZz znamen4, Ze flt3-L je aktivni v
¢asnych T buskach.
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Pouziti f1t3-L v transplantaci periferqich kmenovvch bunék

Tento priklad popisuje metodu pouziti flt3-L v autologn1

" transplantaci perifernich kmenovych bunék (PSC) nebo

perifernich krevnich progenitorovych bunék (PBPC). Typicky se
PBPC a PSC transplantace provede na pacientech, jejichz kostni

dfefi je nevhodna pro odebrani napriklad z davodd dfefiové

A

abnormality nebo malignance.

a0

Pred odebranim bunék muze bjt'2édoﬁci‘mdbiiizovéf%ﬁébb'd

zvy$it poéty obihajicich PBPC-a PSC. Mobilizace miZe zlepdit

6debréni PBPC. a.PSC.2.je. dosazitelna intravenoznim_podanim

: f1t3 L pacintim prfed odbérem takovych bunék. Postupné nebo

soucasné s flt3-L v kombinaci mohou byt.podany.jiné ristové
faktory jako je CSF-1, GM-CSF, SE, GfCSP, EPO, IL-i, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, 1L-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12,
IL-13, IL-14, IL-15, GM-CSF/IL-3 fuzni proteiny, LIF, FGF a
jejich kombinace. Mobilizované nebo nemobilizované PBPC a PSC
jsou odebrany za pouziti aferéznich postupd znamyecj v oboru. ‘
Viz napfiklad Bishop.a spol., Blood,sv.83,8.2, str.610-616-.
(1994) . Struéné PBPC a PSC se odeberou za pouziti konvenénich
zarizeni, napr1klad Hanmonetxcs Model V50 aferézni zarizeni
(Haemonet1cs, Brainture, MA). Ctyrhod1nové odbéry se provédejl
t&picky ne vice ne? pétkrat tydné az je shromazdéno prlbllZne
6,5 x 108 mononukleérnich bunék (MNC)/kg pacienta{ Podily"

odebranych PBPC a PSC jsou zkoumany na obsah ' .

granulocyt-makrofdg kolonie tvorici jednotky (CFU-GM) redenlm
priblizné 1:6 Hankovym vyvaZenym solnym roztokem bez vapniku - 5
nebo horéiku (HBSS) a navrstevy na 1ymfo¢yf6vé"gépa}ééﬁi T
medium (Orgénon Teknika, Durham, Severni Karolina). Po

odstfedé&ni se na styéné plo3e MNC oddéli, promyji a

resuspenduji v HBSS. Jednomililitrové podily, obsahujici



r

potom se uchovavaji v parni fazi kapalného dusiku. Deset
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Priblizné 300000 MNC, modifikované McCoyovo 54 medium, 0,3 %
agaru, 200 j/ml rekombinantniho 11dského GM-CSF, 200 j/mi1
rekombinantniho lidského IL-3 a 200 i/ml rekombinantniho
lidského G-CSF se kultivuji pri 37 °oC v 5% CO:; ve vzduchu
nasyceném vlhkosti 14 dno. Poptipadé mohou b¥t ke kulturam
pfidény flt3-L nebo GM-CSF/IL-3 fuzni molekuly’ (PIXY 321).

Tvto kultury se Vybarvi Wr:ghtovym barvivem a spo&tou se
CFU-GM kolonie za pouziti mikroskopu (Ward a spol.

Exp.Hematol., 16:358(1988). Alternativné mohou byt CFU-GM
kolonie zkouéeny pouzitim CD34/CD33 tokové cytometrické metody
podle Sienv.a spol.,-Blood, sv: 77,82 str. 400-409 {(1991) nebo
gakekolxv jiné metody zn&mé v oboru. '

CFU-GM obéahujici kultury se vymrazi v mrazniéce s

fizenou rychlost{ mrazeni (nap#. CryoMed, Mt. Clemens, MI), -

procent dimet hylsulfoxidu muze byt pouZito jako

kr}oprotektant. Po provedeni viech odbard od pacienta se

-kultury, obsahujici CFU-GM nechaji roztit a spoji se. Roztate

odebrané bunky se bud reinfuzuji{ intravenozné pacientovi neBB
expanduji ex vivo pfed reinfuzi. Ex vivo expanze spojenych . e
bunék muZe byt provedena pouzitim f1t3-L jako rastového 'J
faktoru samotného, postupné nebo soucasné v kombinaci s jinvmi
cvtokiny uvedenymi vyse. Ipasoby takové ex vivo expanze jsOu
dobfe znidmé v oboru. Bunky bud expandované nebo ‘neexpandované,
jsou re1nfuzovany 1ntravenozne pac1ento»1 Pro usnadnéni
uchyceni transplantovanych bunsék se podava fl1t3-L soudasné s
nebo po reinfuzi. Takové podéni flt3-L se provadi se samotnym
f1t3-L , postupné nebo soucasna v kombinaci s jinvmi cytokiny

vvbranvymi ze seznamu uvedeného vvsie.
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Priklad 14
Cisténi hematopoietickych progenitorovych a kmenovych bunék
pouzitim fit3-L

Tento priklad popisuje metodu pro &isténi

hematopoietickych bunék a kmenovych bunék ze suspenze,

obsahujici smés bunék. Bunky z kostni dfené a bunky periferni

krve‘se odeberou konvenénimi postupy. Bunky se suspenduji ve
stqndardnim mediu a pak se odstredi pro odstranéni fervenych
krvinek a neutrofilqa. BUnky umisténé na rozhran1 mezi dVema
fazemi (také zndmé jako "buffy coat") se odeberou @i oo e
resuspenduji. Tyto bunky jsou pfevainé mononukleérn1 a
predstavu;i podstatny pod11 casnych hematopo1et1ckych

-

progen1torovych a kmenovych bunék. Vysledna bunééna suspenze

se. pak inkubuje s biotinvliovanym flt3-L po.dostate&nou dobu -

pro umoZnéni podstatné flt3:f1t3—£ interakce. Typicky jsou
doby inkubace alespon jedna hodina dostateéné.- Po inkubaci
bunééna suspenze projde, gravitaéni silou, kolonou naplnénou
avidinem potaZenYmi.kuliékémid Takové. kolony, jsou dobre v

oboru znamé, viz Berenson a spol., J.Cell.Biochem.,

10D:239(1986). Kolona. je promyta PBD roztokem.pro odstranéni-

nenavazaného materialu. Cilové bunky pak mohou byt uvolnény z
kulicgek 2 z flt3-1 pouzitim konvenénich metod.

r
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Seznam sekvenci

(L) Obecns informace:

(1) prihlasovatel: Lyman, Stewart D.

Beckmann, M. Patricia

.{ii) Néazev vynalezu: Ligandy fi1t3~L receptora

(iii) Pocet sekvenci:‘B

(iv) prislusnid adresa:

(4)
(B)
(€)
(D)
(E)
(F)

Adresa: Stephen L.Malaska, Immunex Corpofafibn
ulice: 51 University Street
mésto: Seattle

stat: Washington

zemé: USA

ZIP: 98101

{(v) pocditacovs éifelné forma:

(A)
(B)
(C)
(D)

typ media: floppy disk
po¢itac: Apple Macintosh
operatni systém: Macintosh 7.0.1

software: Microsoft Word, Version #5.1

(vi) souéasna dafa prihlé&sky:

(4)
(B)
(9]

¢islo pfihlasky: - bude pridéleno-
datum podani: 7.brfezen 1994
klasifikace:

(vii) data prfedchozi prihlasky:

(4)
{B)
(€)

¢islo prihlasky: 08/162407
datum podani: 3.prosinec 1993

klasifikace:

il
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(vii) data predchozi pfihlééky:
(A) ¢islo prihl&sky: 087111758
(B) datum podani: 25.srpen 1993
(C) klasifikace:

(vii) data prfedchozi prfihlasky:
(A) ¢islo prihlasky: 08/106463
(B) datum podéni:_lZ.srpen-1993
. (C) klasifikace: '

(vii)‘data predchozi pfihlasky: . ... ...
(A) &islo prihlasky: 08/068394
(B) datum podani: 24.kvéten_1993

ik e b e, kil P L T - :-.‘\:(C)u- klasifi‘kace:— -"""“!‘P"' -.m,...ul-ru—a-u-ﬁ-u-'-_ b gl + " i rorih il el e sk

(viii)-Informace.o.zastupci/agentovi:
(A) jméno: Malaska Stephen L.
(B) registracni &islo: 32655

(C) referenéni/cislo povoleni: 2§13-D

(ix): telekomunikaéni informace:
(A) telefon: (206)587-0430
(B) telefax: (206). 233-0644
(C) telex: 756822 '
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(2) Infomace o SEQ ID NO:1

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 879 bazovych para
(B) t¥p: nukleova kyselina
(c) fetézec: jediny
(D) topologie: linedrni

(i1) typ molekuly: c¢DNA k mRNA
(iii) hypoteticka: ne
(i) anti-sense: ne
(ix) rysy:
(A) iméno/klié: misc_rysy
(B) lokace: 1..25
(ix) rysy:
(A) jméno/klié: misc_rysy
(B) lokace: 855..879
(1x) rysy:
(A) jméno/klig: CDS

(B) lokace: 57..752

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:1:
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o

GTCGACTGGA ACGAGACGAC CTGCTCTGTC ACAGSCATGA

ATG
Met
1

CTG
Leu

TTC
Phe

TG
Leu

cTT
Leu
€5

CAG
Gln

ACG

Thr

ACA
Thr

TG
Leu

AGC
Ser

ACT
Thx
.50

CAG
Gln

cGee
Arg

GTG
Val

CTG
Leu
-.CAC
Bis
35
GAC

Asp

GAC
Asp

TGS

CTG GCG
Leu aAla
5

CITG CTIG
Leu Leu
20

AGT CCC
Ser Pro

CAC CTG
His Leu

GAG AAG
Glu Lys

ATA GAG

ATC
Ile

CTT
Leu

CAC
His
70

CAA

Trp Ile Glu Gln

-~ -gs

.CIT CTG GAG.GAC
Leu Leu Glu Asp

100

"GTC.

val

GCC
Ala

CCT
Pro

TCC
Ser

RAA
" Lys
55

TGC
Cys

CTG
Leg

AAC
Asn

GG

Y sy
-

TGS
Cys

TCcC
Ser
40

GAT

Asp

AAG

lys .

AAG
Lys

-

ACC
Thx

AGC CCA AAT

Ser,

CTG
Leu
25

AAC
Asn

SGAG
Glu.

105

10

ro Asn

CGE GGG
Arg Gly

TTC ARA
Phe Lys

CCA GTC
Pro Val

TG TGS
Leu T

75

GIG GCa

"~ 9g

val Ala

-

ACC TTC CAG CCC CTA CCA GAA TGT CTG CGA TTC

Thr

TGT
Cys
143

TGC
Cys

CTA
Leu

CTG

Leu L

GGC
Gly

GTG
Val
225

fhe

CAC
Hisg
130
nled
le

Gln
1135

CTC
Leu

GGG

Gly

alelc]
Pro

GCC
Ala

CIG
Leu
185

CGC
Iy

CTC
Leu

Pro Leu

CIG G
Leu Lys

AAG CGCC
Lys Ala

GAC TCC
Asp Serx
185

ACG GAG
Thr Glu
180

G CTG
Leu Leu

TGG
Tro Gln

CCC TCC
Pro Ser

Pro

GAC
2sp

TGC

150

CAR AGS

Azg

CaAT
His
23¢%

Glu

ACC
Thz
135

CAG

Gln

ACC
Thr

CCA
Pro

CIC.

Leu

GCa
Ala
215§

CCcC
Pro

Cys
120

TGC
Cys

AAT
Asn

CIG
Leu

GAG
Glu

200

TAGGATTCGA GCCTIGT

Leu

ACA
Thr

TTC
Phe

CTG
Leu

CCT
Pro
185

TG

Leu

Azg

CaG
Gln

cT
Ser

ccc
Pro
170

CGG
Azg

GIG
val

AGG AGG
Azg Arzg Gly

Phe

CIG
Leu

CGG
Azg
155,

CCA
Pro

GGG

GSGGTCCCCG GCAGAG

Ice
Ser

ACA
Thr
GTG
Val

ACT
Thr
60

AGC

Ser

GGG
Gl

ATA CAT TTT
Ile. Higz Phe

GIC
val

CTIT
Leu
140

TGS
Cys

AGG

=g

CIc
Leu

GAG
Glu
229

-

et

TCC
Ser

(elay
Pro
ARG
Lvs
45

GTG
val

CTC
Ley

TCT

CTG TTG CTG

Leu

GAC
Asp
7T
Phe

GCC
Ala

TTC
Phe

AAG

Y §£:.'__ Ly_s .

Leu

15

GIC
val

CTA
Leu

ATG

95

Leuy

T TAC

Tyz
GAG .
Glu

AAT
Asn

GCC
Ala-
80

CAA

S GTC ACC 'TCA TGT
Val.Thr Sex Cvs

CAG
Gln
125

GCT
Ala

CIG
Leu

AGT
Ser

CAG
Glin

GCA
Ala
205

CIC
Leu

110

ACC
Thz

GAG
Glu

ccce
Pro

CIG
Leu
130

GCC
Ala

CAC
Eis

AAC
Asn

ARG

w Lvs

-

GTG
val

ATA
Ile
175

TG

Leu

GCC
Ala

cCcT
Pro

ATC
Ile

CAG
Gln
160

GCC
Ala

CcTC
Leu

TGG -
T2

GGG
Gly

TCGTTGACTC

AGCCAGGGETC TTATCTICGGT TACACCTGTA ATCTCAGCCC TTGGGAGCCC AGAGCAGGAT

TGCTGAATGG TCTGGAGCAG GTCGTCTCGT TCCAGTCGAL

296

56

104

132

200

248

(LA

344

P O S R =

352

440

488

535

584 -

sﬁz | *
680

728

779

B39

878




FIRre

oy

L4

(2) Infomace o SEQ ID NO:?2

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 231 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) topologie: linearn:

(ii) typ molekuly: protein

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO:2:

Met Thr Val Leu Ala Pro Ala Tzp Ser Pro Asn Ser Ser Leu Leu

1 5 10

Leu Leu Leu Leu Leu Ser Pro Cys Leu Arg Gly The
20 . 25

Phe Ser His Ser Pro Ile Ser Ser Asn Phe Lys val
35 40

Leu Thr Asp Eis Leu Leu Lvs Asp Tyr Pro Val Thr
59 55 60

Leu Gln Asp Glu Lys Eis Cys Lys Az Leu Trp Ser
€5 79 75

Gln Axg Trp Ile Glu Gln Leu Lys Thx Val Ala Gly

Thz Leu Leu Glu Asp Val Asa Thr Glu Ile Bis Phe
100 - 1035

o
H
e}
e
m
e
Y
3]
4]

Thr Phe Gln r0 Glu Cys Leu Arg Phe Val
113 - 120

Ser His Leu Leu Lys Asp Thz Cys Thr Gla Leu Leu
130 : 135 140

Cys Ile Gly Lys Ala‘Cys Gln Asn Phe Ser Arg Cys

-

145 150 . 155

Cys Gln Pzo Asp Ser Sex Thr Leu Leu Pro Pro Axg .

165 170

Leu Glu Ala Thr Glu Leu Pro Glu Pro Arg Pro Arg

. Leu Leu leu Leu Leu Pro Leu Thr Leu Val Leu leuz

Gly Leu Azg Trp Gln Arg Ala Arg Arg Aﬁg Gly Glu
210 s 215 220

Val Pro Leu Pro Ser His Pro
225 230

e E—— e e e e e

Pro Asp

Llys
45

Val

Val
Gin

123

Leu

Gln

Ala
208

bheu

30

Phe

Ala

Leu

Glu

His

15

cys
Arg
Val

Leu

Asn
Lys
val
Ile
175

Leu

Ala

Leu

Tyr

Glu

Iie
Péo
Gln
160
Ala
Leu

Tzp

Gly
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(2) Infomace o SEQ ID NO:3

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 24 bazovych paru
(B) typ: nukleovs kyselina.
(c) rfetézec: jedinyv
(D) topologie: lineatni

(iii) hygqtetickéﬁ ne
(iv) anti-sense: ne
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO:3

T

TCGACTGGAA CGAGACGACC TGIT | : 24

A m ae O e e b S 8 - ;
. s ¥ iy st iass. ’ e e by i kbt g . St L. WA At Rt b oph i L s nlF. | ELA M bR 02

" (2) Infomace o SEQ ID NO:4

(i) charaktéristiky sekvence:
(A) délka: 20 bazovych parud
(B} typ: nukleova kyselina
(¢c) fetszec: jediny
(D) topologie: lineéfni

(iii) hypgtetické:‘ne

(iv) anti-sense: ne .
(xi) popis sekvence: SEQ ID.NO:'Q

AGCAGGTCGT CTCGTTCCAG 2 L




(2) Infomace o SEQ ID NO:5S

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 988 bazovych paru -
(B) typ: nukleovd kyselina
{c) retézec: jediny
(D) topologie: linearni
(ii) tvp molekuly: cDNA k mRNA

(iii) hvpoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

(v) rysy: A
(A) jméno/kli&: CDS
(B) lokace: 30..734
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO:5

CGGCCGGAAT‘TCCGGGCCCC CCGGCCGAA ATG ACA GTG CTG GCE CCA GCC TGS 33
Met Thr Val Leu Ala Pro Ala Top

AGC CCA ACA ACC

AT CIC CTC CI7G CTIG CTG CTG CTG AGC TCG G3A CTC 101 *
Ser Pzo Thr Th=s b

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Ser Gly Leu

3 rl
]

AGT GGG ACC CAG GAC TGC TCC TTC CAA CAC AGC CCC ATC TCC TCC GAC 149
Ser Gly Thr Gln Asp Cvs Ser Phe Gln His Sex Pxo Ile Sex Ser Asp
25 . ’ 30 35 ) '

TC GCT GTC AAA ATC CGT GAG CIG TCT GAC TAC CTG CTT CAA GAT TAC 147
Phe Ala Val Lys Ile Arg Glu Leu Ser Asp Tyr Leu Leu Gln Asp Ty:x
T 45 S0 ' 53

CCA GTC ACC GTG GCC TCC AAC CTG CAG GAC GAG GAG CTC TGC GGG GGC 245
Pro Val Thr val Ala Ser Asn Leu Gin Asp Glu Glu Leu Cys Gly Gly
: 60 £5 70

CTC TGG CGG CTG GTC CIG GCA CAG CGC TGG ATG GAG C
Leu Tzp Acg Leu Val Leu Rla Gla Arg Trp Met Glu A

CTC AAG ACT 293
15 80 8

G
g Leu Lys Thr
35

C GCT GGG TCC AAG ATG CAA GGC TTG CTG GAG C3C GTG AAC ACG GAG 341
al Ala Gly Ser Lys Met Gln Gly Leu Leu Glu Axzg Val Asn Thr Glu
80 85 .

ATA CAC TTT GTC ACC AAA TGT GCC TTT CAG CCC CCC CCC AGC TGT CTT . 388
Ile His Phe Val Thr Lvs Cvs Ala Phe Gln Prxo Pro Pro Ser Cvs Leu

165 110 115 129
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CGC TTC GTC CAG ACC AAC ATC TCC CGC CTT CTG CAG GAG ACC TCC GAG 437
Arg Phe Val Gln Thr Asn Ile Ser Azg Leu Leu Gln Glu Thr Ser Giu
: 125 120 135

8]
._!
(&)
Q
[ 8]
0y
]

483

0

Q)

ul Q)

Q0

| ST
[A]
¥
n
)

LE
w

Gin Leu Val Ala Leu Lvs Ile To
140 145

}

CAG CTG GTG GCG CTG .23AG CCC TGG ATC AL
Pro T:op by

i
[ ollv B |
noLr el

(=]

TGS CTG GAG CTG CAG TGT CAG CCC GAC TCC ACC CTG CCA CCC CCa 333
Cys Leu Glu Leu Gln Cys Gln Pro Asp Ser Thx Leu Pro Pzo Pxo
185 . 160 - - - 163

0)
MY

w1 v}
iu

TGG AGT CCC CGG CCC CTG GAG GSC ACA GLC CCG ACA TC CCG CA¢ CCC 581
§ .Trp Sex Pro Arg Pro Leu Glu Ala Thr Ala Pro Thr Ala Pro Gla Pro
170 175 180 :

CCT CTG CTC CTC CTA CIG CIG CIG CCC GTG GGC CTIC CIG CTG CTIG GIC 629
Pro Leu Leu Leu Leu lLeu Léu lLeu Pro Val Gly Leu Lau leu Leu Ala
185 - - 180 195

GCT GCC TGS TGC CTG CAC TGG CAG AGG ACG CGG CGG AGE ACA CCC CGC 677
Ala Ala Trp Cyvs Leu His Trp Gln Arg Thr Arg Arg Arg Thr Pro Azg
203 210 ‘ . 215

CCT GGG GAG CAG GTG CCC CCC GTC CCC AGT CCC CAG GAC CTG CIG €TT - 725

4 —= s Pro-Gly-Glu-Gln-Val-Pro+Pro-Val-Pro-Sex-Pzo-Gln-Asn-Leu-leu.Llau-

220 225 s 23¢
GTG GAC CAC TEACCTGGECC. AAGGCCTCAT (CCIGIGGAGL: CTTARACAALC.” o 774
‘ val Giu His ‘
e ) 235

GCAGTGAGAC Asacarérar CATCCCATTT TACAGGGGAG GATACTGAGG CACACAGAGG 834
GGAGTCACCA. GCCAGAGGAT: GTATAGCCTG, GACACAGAGS AAGTTGGCTA 6AGGCTEGTC 894
CCTTCCTTOS. GCCCCTCTCA ™ TTCCCTCECE AGARTGEAGG - CAACGCCAGA . ATCCAGEACS, §54
GGCCCCATTT' ACCCAACTCT? GAACARAGCC.CCCG. a ..e88 ..

(%) Infomace o SEQ ID NO:§

-

NETTTPE P R

(i) charakteristiky sekvence:
" (A) délka: 235 bazovych part
(B) tvp: aminokvselina

(D) topologie: lineadrni

(ii) tvp molekuly: protein
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO:s:

a8

..
-,
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Met

Leu

Gln

Ser

Gln

65

Tle
145

Asp

-
o
LA}

Leu

His

Asp
30

Asp

Ala
Val
Th»
21¢

Sez

Val Ley
Leu Leu
20

Ser Pro
35

Tyr Leu
Gluy Glu
Met Glu

Glu arcg
100

Arg Gln

Pro Thr
Gly.Leu
185

Arg Arg

Pro Gla

Ala Pro Ala Trp Se: Pra

S

Sexr Ser

Gly Leu

10

Sér Gly
25

Ile Ser Sar Asp Phe Ala

Leu Gln

Leu Cvs
70

Azg Leu
85

Val Asn

Ley P=n
i85

Alé Pro
Leu Leq

zg Ths

ASD Leu
: 230

40

55

Gly Gly
Lys Thr
Thr Glu
Cyvs Leu

120

Ser Glu
135

Ser Az

Gln Pro

Leu Ala

Pro val
Leuv Trp
val Ala
ile His
105

A£ ?ﬁe
Gla Leu
Cys Léu
Trp Ser

170

Pro Leu
185

JAla Ala

200

Pro Acg
215

Leu Leu

Pro Gly

)
Val Glu

Thr
Thr

Val

Thr
Az
75
Glv
Phe
val
val
Glu

155

Leu

TP .

Glu

His
235

Lys

Val

60
Leu
Se=

Val

Gln

Ala I

140

Leu

Tle
43

Ala

val

Cvs
30

Ar

Ser

Leu

Thr Lvs

Glin

4+ ]
"
Q

Ley

Leu

Ley

Leu
150

His

205

Val

Leu
15

Sez

.Glu

Asn

Leuv

Gln
80

2

- w it

e
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(2) Infomace o SEQ ID NO:7

(i) charakteristiky sekvence: -
(A) délka: 71 bazovych pard
(B) tvp: nukleova kyselina
‘(c) fetézec: jediny
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne . o
'(xi) popis sekvence: SEQ ID NC:7

-

N e T O T » . gy

AATTGGTACC TTTGGATAAA RGAGACTACA AGGACGACGA TGACAAGACA CCTGACTGTT
ACTTCAGCCA € i

(2) Infomace o SEQ ID NO:8

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 37 bazovych paru
(B) typ: nukleovad kyselina
(c) fetézec: jediny

A(D).topoLogie: lineédrni

(i) typ molekuly: cDNA k mRVA
(ii1) hypdtetické:‘ne, |

(iv) anti-sense: ne

(x1) popis sekvence: SEQ ID NO:8

ATATGGATCS CTACTGCCTG GGCCGAGGLT CTGGGAG

37

-~
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PATENTOVE NAROKY

Izolovany flt3-ligand (f1t3-1) polypeptid.
Polypeptid podle naroku I, kterym je mys{ f1t3-L.
Polypeptid podle naroku 1, kterym je lidsky flt3-L.

Polypeptid poedle naroku 3, obsahu}ici aminokyseliny [-235

ze SEQ. ID NO:s6.

6.

Polypeptid podle naroku I, kterym je rozpustny flt3-L.

'Polypeptid podle néroku 5, obsahujici amindkyseliny 28-160

neboe 28-182 ze SEQ ID NO:6.

7.

Polypeptid podle naroku 3, ktery je kodovan cDNA inzertgm

vektoru sfHAVEO410 v E.coli DHIOB buakach, majicich
prirtstkové ¢islo ATCC 69382,

8.

9.

Izolovana DNA sekvence, kodujici flt3-L protein.

Izolovand DNA sekvence podle naroku 8, kodujici mys3i

fl1t3-L polypeptid.

10,

Izolovana DNA sekvence podle naroku 8, kodujici lidskv

f1t3-L polypeptid.

li. IzolovanévDNA sekvence podle ndroku 8, ktera koduje




4

aminokyselinovou sekvenci 28-160 nebo 28-182 ze SEQ ID NO:5.

12. DNA sekvence podle nédroku 8; zahrnujici
(a) c¢DNA ziskanou z kodujiciho regionu flt3-L genu,
(b) cDNA sekvence vybrané ze. skupiny, zzhroujici SEQ ID
NO:1 a SEQ ID NO:5,
(c) DNA sekvence, kters hybridizuji za mirna prisnych

Podminek k cDNA 2 (a) nebo (b) "a kde tyto DNA sekvence | 5
koduji f1t3-L, |
(d) DNA sekvence, které pro degeneraci genetického kodu, S

koduji f1t3-L‘pqupgptidy,-majici aminokyselinovou
sekvenci polypeptida, kodovanych DNA sekvenceni

(a), () nebo. (c). - e e e s

B T A N L o
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3. Expresivni vektor, obsahu&icL.DNA sekvenci podle naroku 8.
s 14, Expresivni vektor, obsahgjfci DNA sekvenci ﬁodle néaroku 9.
‘15. Expre;ivni vektor, obsahujici DNA sekvenci podle nérokﬁ 10.
'16. Expresi?ni YektOr, pbsahujici DNA sekvenci podle nﬁiogg;ll.
17. Expresivni vektor, obsahujici DNA sekvénci pgdle naroku 2.

Lo - 18, Hostiteiska.buﬁka transfektovana nebo transformovans.

{ expresivnim vektorem podle naroku 13.

-

19, Hostitélska burnika transfektovans nebo transformovana

expresivnim vektorem podle naroku 14. ‘ "~ ﬂ;

20. Hostitelsk4a bunka transfektovana nebo transformovana

expresivnim vektorem podle naroku 15.
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21. Hostitelsks bufika transfektovani nebo traﬂsformowané

expresivnim vektorem podle néroku 16.

22. Hostitelskd buaka transfektovani nebo transformovana .

expresivnim vektorem podle naroku 17.

23. Zpisob produkce f1t3-L polypeptidu,
VyYyzna ¢ u jiciset | mﬂ Ze zahrnuje kultivaci

‘hostitelské bunky podle niaroku 18 za podminek, promotu11c1ch

expresi a ziskéani polypeptldu z kultzuacn1ho med:a

24. Zpﬂsbb pfodukce‘flt3—L_polypeptidu,
Vyznacujicisetim, 2e zahrnuje kultivaci
hostitelské buriky podle naroku 19 za podminek, promotujicich

expresi a ziskan{ polypeptidu z kultivacniho media. &

25, Zpisob produkce fit3-L Polypeptidu,
vVyznacujicisetim, 2e zahrnuje kulti&aci
hostitelské bunky podle naroku 20 za pddminek, promotujicich
expresi a ziskani polypeptidu z kultivaéniho media.

26,  IpGsob produkce flt3-L polypeptidu,
vyznacdcujicisetim, Ze zahrnuje kultivaci
hostitelské buiky podle naroku 21 za podminek, promotujicich
expresi a ziskani polypeptidu z kultivaéniho media.

27. Lpusob produkce f1t3-L polypeptidu,
vyznadcujicisetim ze zahrnuje kultivaci
hostitelské bunky podle naroku 22 za podminek, promotujicich

expresi-a ziskini polypeptidu z kultivagniho media.

28. Protilatka, ktera je imunoreaktivni s f1t3-L polypeptidem.

i
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29, Protilatka podle naroku 28, kteTdu je monoklonadlni

protilatka.

30. Farmaceuticky pfipravek, obsahujici U¢inné mnoZstvi fi1t3-L
polypeptidu podle naroku 1 a farmaceuticky prijatelny nosic,
prisadu nebo redidlo,

11. Farmaceuticky prfipravek, obsahujici (&inné mnoZstvi f1t3-L
polypeptidu podle naroku 3 a farmaceuticky bfijatelny nosic,
pfﬁsadu nebo fedidlo,

32. Farmaceuticky pripravek, -obsahujici d¢inné mnoZstvi f1t3-L

polypeptidu podle ndroku 5 a farmaceuticky pfijatelny nosic,

s, e 'w

pfisadu nebo Fedidlo,
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33. Pripravek pro provedeni autologni transplantace u pacienta,
dostavajiciho cytoreduktivni terapii, vy zna cu ] i ¢ i

s et i m,2e obsahuje udinné mno2stvi flt3-L pro zvySeni poltu
cirkulujicich progenitorovych bunék nebo kmenovych bunék-u ‘
takového pacienta a farmaceuticky prijatelné redidlo.

34, Pripravek podle naroku 33, vy zna ¢ujic i s e

t { m,2e se f1t3-L je v kombinaci s cytokinem vybranym ze
skupiny, zahrnujici CSF-1, GM-CSF, SF, G-CSF, EPO, IL-1, IL-2,
IL.-3, 1L-4, 1L-s, iL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-1i, IL-12,.
IL-13, IL-16, IL-15, GM-CSF/IL-3 fuznich proteina, LIF a FGF.

35. Pripravek podle nadroku 34, vy znaé¢u jici s e
t { m, ze f1t3-L je v kombinaci s cytokinem vybranym

ze skupiny, zahrnujici OM-CSF, SF, G-CSF, EPO, IL-3-a
GM-CSF/IL-3 fuzni protein.

36. Hematopieticka bunééna expanzni media,

L A




n. .

vyznadcdujicisetim, 2e obsahuji bunééna riustova

media a ué¢inné mnoZstvi flt3-L polypeptidu podle naroku 1.

37. ZplUsob transfekce exogenniho genu do &asné hematofoietické
budky, vy znaédujici se t i m, 2e zahrnuje stupné
(a) kultivace &asnych hematopoietickych bunék v mediu,
obsahujicim G¢inné mnoZstvi flt3-L polypeptidu a

(b) Fransfekci kultivovanych bunék ze stupné (a) genem.

38. Slouéenina pro stimulaci proliferace T bunsk v
savci,kterou je f1t3-L polypeptid podle naroku 1.

39. Pripravek pro léceni pacienta, méjiciho symptomy
myelodysplastického syndromu,, vy zna & u iied 5 e "¢

t i m, 2e obsahuje G&inné mnozstvi flt3-L |

polypeptidu podle naroku 1 a popripadé U&inné mnoZstvi + E

jednoho nebo vice rastovych faktord vybranych ze skupiny,

zahrnujici CSF-1, GM-CSF, SF, G-CSF, EPO, IL-1, IL-2,

IL-3, IL-4, IL-S, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12,
IL-13, IL-16, IL-1S, GM-CSF/IL-3 fuznich proteina, LIF a FGF. 7

40. Pripravek pro léceni pacienta, majiciho symptomy ~ =~ ‘& % °
anemie, vyznadéuijic i 5 e

t im, 2e obsahuje Gdinné mnoz2stvi flt3-L

polypeptidu podle niroku .l a popripadé Gé&inné mnoZstvi..
jednoho nebo vice ristovych faktord vybranych ze skupiny,
zahrnujici CSF-1, GM-CSF, SF, G-CSF, EPO, 1L-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-S, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12.
IL-13, IL-16, IL-15, GM-CSF/IL-3 fuznich proteinua, LIF a FGF.

41. Pripravek pro lécéeni pacienta, majiciho symptomy
syndromu ziskané imunonedostatecnosti,

vyznadéuijici s e -t im, 2e obsahuje Gudinné mnoZstvi



f1t3-1 polypetidu podle naroku 1l a popfipadé u&inné mnolZstvi
jednoho nebo vice rastovych fakterd vybranych ze skupiny,
zahrnujici CSF-1, GM-CSF, SF, G-CSF, EPO, IL-1, .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-16, IL-15, GM-CSF/IL-3. fuznich proteint, LIF a FGF.

42. Pfipravek podle néroku 41, pro lééeni pacienta s AZT

terapii, vy znaéujic i s e t i m, 2e obsahuje

uéinné mno2stvi f1t3-L polypeptidu podle naroku | 2 popripadé

o (AR TN - M AR Ty o 3 p, ’ i

wéinné mnoZstvi jednoho nebo vice riastovych faktord vybranych
‘ze skupiny, zahrnujici CSF-1, GM-CSF, SF, G-CSF, EPO, IL-1, SN
IL-2, 1L-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, 1L-9, IL-10, IL-11, "" -
g " IL-12, IL-13, IL-16, IL-15, GM-CSF/IL-3 fuznich proteint, LIF
g - a~FGF . e s e i e e - '
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43. Zpusob oddéiovani bunék, majiéich f1t3-L recepfor na svém

povrchu ze sme51 bunék v suspen21, vyznad¢ujici-

s e tim, Ze zahrnu;e kontakt bunék ve smési s kontaktnim
_‘povrchem, majicim na sobé flt3-L vazebny protein, a oddéleni

kontaktniho‘poﬁrchu a suspenze,

44. Ipusob podle naroku 43, vy zmnac¢u jici
s e t { m, 2e flt3i-vazebnym proteinem je fi1t3-L.
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