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(57) 1 Засіб для лікування плоскоклітинного раку,
що містить активну сполуку, який відрізняється
тим, що як активну сполуку він містить ефективну
КІЛЬКІСТЬ антитіла або молекули антитіла, яке (яка)
зв'язується на амінокислотній ПОСЛІДОВНОСТІ
WFGNRWHEGYR

2 Засіб за п 1, який відрізняється тим, що як
антитіло або молекулу антитіла він містить монок-
лональне антитіло BIWA-1 (VFF-18), яке одержу-
ють від лінії клітин пбридоми, що депонована під
№DSM ACC2174, або похідне цього антитіла
3 Засіб за одним з пп 1 або 2, який відрізняється
тим, що як антитіло або молекулу антитіла він міс-
тить моноклональне антитіло, Fab- або F(ab')2-
фрагмент імуноглобуліну, рекомбінантно одержа-
не антитіло, рекомбінантно одержане химерне або

гуманізоване антитіло, біфункцюнальне антитіло
або одноланцюгове похідне антитіла (scFv)
4 Засіб за одним з пп 1-3, який відрізняється
тим, що він містить антитіло або молекулу антиті-
ла, яке (яка) зв'язується з радіоактивним ізотопом,
сполукою, що фотоактивується, радіоактивною
сполукою, ферментом, флуоресцентним барвни-
ком, молекулою біотину, токсином, цитостатиком,
проліками, молекулою антитіла з іншою специфіч-
ністю, цитокіном або іншим імуномодулюючим
поліпептидом

5 Спосіб лікування плоскоклітинного раку, що ба-
зується на зв'язуванні молекули антитіла на епіто-
пі, який кодується варіабельним екзоном v6 гена
CD44, який відрізняється тим, що використову-
ють антитіло або молекулу антитіла, що впізнає
амінокислотну ПОСЛІДОВНІСТЬ WFGNRWHEGYR

6 Спосіб за п 5, який відрізняється тим, що як
антитіло або молекулу антитіла використовують
моноклональне антитіло BIWA-1 (VFF-18), яке
одержують від лінії клітин пбридоми, що депоно-
вана під №DSM ACC2174, або похідне цього анти-
тіла
7 Спосіб за одним з пп 5 або 6, який відрізня-
ється тим, що як антитіло або молекулу антитіла
використовують моноклональне антитіло, Fab- та
Р(аЬ')2-фрагмент імуноглобуліну, рекомбінантно
одержане антитіло, рекомбінантно одержане хи-
мерне або гуманізоване антитіло, біфункцюнальне
антитіло або одноланцюгове похідне антитіла
(scFv)
8 Спосіб за одним з пп 5-7, який відрізняється
тим, що використовують антитіло або молекулу
антитіла, яке (яку) сполучають з радіоактивним
ізотопом, сполукою, що фотоактивується, радіоак-
тивною сполукою, ферментом, флуоресцентним
барвником, молекулою біотину, токсином, цитос-
татиком, проліками, молекулою антитіла з іншою
специфічністю, цитокіном або іншим імуномоду-
люючим поліпептидом
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Винахід стосується способу діагностики і ліку-
вання плоскоклітинного раку, що базується на екс-
преси варіабельного екзона v6 гена CD44, засобу
для здійснення такого способу, а також його за-
стосування

Недавно було показано, що експресія варіан-
тів глікопротешу поверхні CD44 необхідна і доста-
тня для того, щоб викликати так звану спонтанну
метастатичну поведінку не тільки в неметастазую-
чій лінії клітин аденокарциноми підшлункової за-
лози щура, але також у неметастазуючій лінії клі-
тин фібросаркоми щура (Gunthert і ш , 1991) Утой
час, як найменша ізоформа CD44, стандартна фо-
рма CD44 s, повсюдно експресується в ряду різних
тканин, у тому числі епітеліальних клітин, певні
варіанти сплайсингу CD44 (CD44v) експресуються
тільки на підгрупі епітеліальних клітин Ізоформи
CD44 так виробляються через альтернативний
сплайсинг, що ПОСЛІДОВНОСТІ 10 екзонів (v1-v10) у
CD44s цілком вирізаються, однак, при великих
варіантах можуть існувати в різних комбінаціях (
Screaton І ш , 1992, Heider і ін , 1993, Hofmann і ін ,
1991) Варіанти розрізняються тим, що у певне
положення позаклітинної частини білка вбудову-
ються різні амінокислоти] ПОСЛІДОВНОСТІ

Такі варіанти можна було виявити в різних пу-
хлинних клітинах людини й у тканині пухлини лю-
дини Так, недавно була досліджена експресія
варіантів CD44 у ході колоноректального канцеро-
генезу (Heider і ш 1993) Експресія варіантів CD44
недостатня в нормальному епітелії товстої кишки
людини, і лише слабка експресія виявляється в
проліферуючих клітинах крипт На ПІЗНІХ стадіях
прогресування пухлини, наприклад, у випадку
аденокарциноми, експресуються всі ЗЛОЯКІСНІ пе-
рероджені варіанти CD44 Далі, недавно була по-
казана експресія сплайсингових варіантів CD44 в
активованих лімфоцитах, а також у випадку нехо-
джкінських лімфом (Koopman і ш , 1993)

ВІДОМІ різні підходи, що придатні для здійс-
нення диференціальної експресії варіантного ек-
зона гена CD44 у пухлинах і нормальних тканинах
для способів діагностики і лікування (міжнародні
заявки на патенти 94/02633, 94/12631, 95/00658,
95/00851, європейський патент 0531300)

Також досліджена експресія варіантних моле-
кул CD44 при плоскоклітинному раку Saimi і ш
(1993) виявили за допомогою специфічного до v6
антитіла Var3 1 ослаблення експресії v6 у пухлин-
них клітинах у порівнянні з нормальними клітина-
ми Brooks і ін (1995) одержали за допомогою
специфічного до v6 антитіла 119 гетерогенне за-
барвлення при раку носоглотки Тільки в 2 із 12
випадків було досягнуте сильне забарвлення, у
той час, як у більшості випадків імунопстолопчно
змогли виявити тільки слабку фокальну експре-
сію v6

Завдання поданого винаходу полягало в роз-
витку нових способів діагностики і лікування плос-
коклітинного раку, а також у розробці засобів для
здійснення таких способів

Це завдання могло бути вирішене за допомо-
гою поданого винаходу Воно стосується способів
діагностики і лікування плоскоклітинного раку, що
ґрунтуються на експресії варіантного екзона v6

гена CD44 як молекулярного маркера або мішені
Зокрема, поданий винахід стосується способів, що
ґрунтуються на сильній і гомогенній експресії v6
при плоскоклітинному раку, яку несподівано змог-
ли твердо встановити, всупереч теорії, ВІДОМІЙ при
існуючому рівні техніки Молекули антитіл із ВІДПО-
ВІДНОЮ специфічністю придатні, зокрема, як лікар-
ська основа, щоб селективно добратися in vivo до
плоскоклітинного раку

При цьому перевага віддається способам, які
відрізняються тим, що при цьому застосовується
молекула антитіла, яка впізнає амінокислотну ПО-
СЛІДОВНІСТЬ -QWFGNRWHEGYRQT, особливо пе-
реважно амінокислотну ПОСЛІДОВНІСТЬ
WFGNRWHEGYR Особливо перевага при цьому
віддається моноклональному антитілу BIWA-I
(клон VFF-18), що утворюється від лінії клітин пб-
ридоми, депонованої 7 61994 під № DSM
АСС2174 у Німецькій Колекції мікроорганізмів і
клітинних культур (DSM) ГмбХ, Машеродер Вег 1Ь,
D-38124 Брауншвейг, Німеччина (міжнародна за-
явка на патент 95/33771), або похідному цього
антитіла

Інші аспекти поданого винаходу стосуються
застосування таких молекул антитіл, за допомогою
яких здійснюють спосіб згідно винаходу, а також
засоби для здійснення цього способу

Відома нуклеотидна й амінокислотна ПОСЛІДО-
ВНІСТЬ варіантного екзона v6 гена CD44 (Screaton і
ш , 1992, Tolg і ш , 1993) Існування дегенерованих
або алельних варіантів не має значення для здій-
снення винаходу, тому подібні варіанти безумовно
включаються

ПОСЛІДОВНІСТЬ екзона v6 людського гена CD44
являє собою

ТІ CAS ССА ACT ССТ ї£Т 1GT АСА АСС- GAA ЗАД \СА GC SCC CAG

f г С '« ? G к а « ь г г, і a Q

А*« GAA САС- ГСС ТГТ 5GC AAC AGA TGG CAT 5?G CfSS. 1'JC C1C CA6

АСА CCC RSA GA? GAC ?CC <J^7 TCG АСА AC? C-GG Ч.СХ GCT G

Винахід може бути здійснений з політональ-
ними або моноклональними антитілами, специфі-
чними до епітопу, що кодується екзоном v6, зок-
рема, до епітопу всередині амінокислотної ПОСЛІ-
ДОВНОСТІ QWFGNRWHEGYRQT, особливо перева-
жно всередині амінокислотної ПОСЛІДОВНОСТІ
WFGNRWHEGYR Одержання антитіл проти відо-
мих амінокислотних послідовностей можна здійс-
нити відомими способами (Catty, 1989), Напри-
клад, пептид з такою ПОСЛІДОВНІСТЮ можна одер-
жати синтетично і ввести як антиген до протоколу
імунізації Інший шлях включає одержання складо-
вого білка, що містить бажану амінокислотну ПО-
СЛІДОВНІСТЬ, таким шляхом, що нуклеїнова кислота
(синтетична або, наприклад, та, яка може бути
отримана в результаті полімеразної ланцюгової
реакції /ПЛР/ із відповідної проби), що кодує цю
ПОСЛІДОВНІСТЬ, інтегрується в експресуючий вектор,
і складовий білок, що утворюється при злитті, екс-
пресується в організмі-господарі При необхідності
очищений складовий білок може потім бути встав-
лений як антиген до протоколу імунізації, і специ-
фічні до вставки антитіла або, у випадку монокло-
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нальних антитіл, гібридами, що експресують спе-
цифічні до вставки антитіла, відбираються ВІДПОВІ-
ДНИМ способом Такі способи обумовлюються рів-
нем техніки Heider і ш (1993, 1996а) і Коортап і ш
(1993) описують одержання антитіл проти варіант-
них епітопів CD44

Для способу ВІДПОВІДНО до винаходу можуть,
однак, застосовуватись також молекули антитіл,
що є похідними полі- або моноклональних антитіл,
наприклад, Fab- або Р(аЬ')2-фрагменти імуногло-
булінів, рекомбінантно отримане одноланцюгове
похідне антитіла (scFv), химерне або гуманізоване
антитіло, а також ІНШІ молекули, специфічно зв'я-
зані на епітопі, які кодуються екзоном v6 3 повно-
го імуноглобуліну антитіла BIWA-I (VFF-18) або
іншого антитіла можуть, наприклад, бути отримані
Fab- або F(ab')2- фрагменти або ІНШІ фрагменти
(Kreitman і ш , 1993) Фахівець, крім того, здатний
одержати рекомбінантні специфічні до v6 молеку-
ли антитіл Зокрема, він може ВІДПОВІДНО ДО аналі-
зу амінокислотної ПОСЛІДОВНОСТІ антитіла BIWA-I
(VFF-18) і/або при застосуванні лінії клітин пбри-
доми, яка продукує це антитіло, особливо по гене-
тичній інформації, що міститься в ній, одержати
рекомбінантні молекули антитіл однакового ідіо-
типу, як, наприклад, BIWA-I (VFF-18), тобто, моле-
кули антитіл, які в області положення зв'язування
антигену (ділянки, ЩО визначають комплементар-
ність, КВД) мають таку ж амінокислотну ПОСЛІДОВ-
НІСТЬ, що й антитіло BIWA-I (VFF-18) ВІДПОВІДНІ
способи обумовлюються рівнем техніки Такі ре-
комбінантні молекули антитіл можуть, наприклад,
бути гуманізованими антитілами (Shin і ш , 1989,
Gussow і Seemann, 1991), біспецифічними або
біфункцюнальними антитілами (Werner і ш , 1993,
Goodwin, 1989, Featherstone, 1996), одноланцюго-
вим похідним антитіла (scFv, Johnson і Bird, 1991),
повними або фрагментарними імуноглобулінами
(Coloma і ш , 1992, Nesbit і ш , 1992, Barbas і ін ,
1992) або отриманими шляхом перемішування
ланцюгів антитілами (Winter і ш , 1994)

Гуманізовані антитіла можуть, наприклад, бути
отримані шляхом трансплантації КВД (європейсь-
кий патент 0239409) Також можуть бути модифі-
ковані каркасні ділянки (європейський патент
0519596, міжнародна заявка на патент 9007861)
Для гуманізування антитіл тепер можна застосо-
вувати такі способи, як ПЛР (див , наприклад, єв-
ропейський патент 0368684, європейський патент
0438310, міжнародну заявку на патент 9207075),
або комп'ютерне моделювання (див , наприклад,
міжнародну заявку на патент 9222653) Можуть
також бути отримані і застосовані складові білки,
наприклад, складовий білок з одноланцюгового
похідного антитіла і токсину (Chaudhary і ш , 1990,
Friedman і ш , 1993) Під широке поняття "антитіло"
або "молекули антитіл" повинні підпадати, крім
політональних і моноклональних антитіл, всі об-
говорювані в цьому розділі сполуки, а також ІНШІ
сполуки, що структурно походять від імуноглобулі-
нів і одержуються відомими для цього способами

У можливостях середнього фахівця знахо-
диться одержання відомостей про епітоп (див
фіг 1, фіг 4) еквівалентного BIWA-I (VFF-18) анти-
тіла з такою ж специфічністю до зв'язування Поді-
бні антитіла тому також включені у винахід

Для способу діагностування молекули антитіл,
переважно молекули антитіла BIWA-I, їхні фраг-
менти або рекомбінантні молекули антитіл із поді-
бним ІДІОТИПОМ, можуть з'єднуватися, наприклад із
радіоактивними ізотопами, як, наприклад, 1 2 5 І , 1 1 І ,

1 1 іп, 9 9 г пТс, або з радіоактивними сполуками (Lar-
son і ін , 1991, Thomas і ш , 1989, Snvastava, 1989),
із ферментами, наприклад, пероксидазою або лу-
жною фосфатазою (Catty і Raykundaha, 1989), із
флуоресцентними барвниками (Johnson, 1989) або
з молекулами бютина (Guesdon і ш , 1979) Для
терапевтичного застосування специфічні до v6
молекули антитіл, переважно молекули антитіла
BIWA-I (VFF-18) або молекули похідного від VFF-
18 антитіла, наприклад, його фрагменти або реко-
мбінантні молекули антитіла з подібним ІДІОТИПОМ,
можуть зв'язуватися з радіоактивними ізотопами,

наприклад, Y,9(1, 131, 1 Re, 1 8 8Re, 1 5 3 Sm, 6 7 Cu, 'Bi,
2 1 3 Bi, 1 7 7Lu (Quadn і ш , 1993, Lenhard і JH , 1985,
Vnesendorp і IH , 1991, Wilbur і ш , 1989, Maraveyas
і IH , 1995a, Jurcic до Schemberg, 1994), із токсина-
ми (Viretta і IH , 1991, Viretta і Thorpe, 1991,
Kreitman і IH , 1993, Theuer і IH , 1993), із цитостати-
ками (Schrappe і IH , 1992), із проліками (Wang і IH ,
1992, Senter і IH , 1989), із речовинами, що фотоак-
тивуються (Hemming і ін , 1993), із молекулою ан-
титіла з іншою специфічністю або з радіоактивни-
ми сполуками Молекула антитіла може далі з'єд-
нуватися з цитокіном або іншим імуномодулюючим
поліпептидом, наприклад, із фактором некрозу
пухлини, лімфотоксином (Reisfeld і ш , 1996) або
штерлейкІном-2 (Becker і ш , 1996) Молекули ан-
титіл для вставки в систему переднацілювання
можуть бути також модифіковані, наприклад, за
допомогою стрептавідину або біотину (Goodwin,
1995)

Корисно, щоб можна було у ВІДПОВІДНОСТІ ЗІ
способом діагностики ВІДПОВІДНО ДО винаходу до-
сліджувати взяті у хворих проби, наприклад, із
біопсій, по яких установлюють наявність достатніх
даних для діагностування плоскоклітинного раку
або вже ставиться діагноз, щоб досить докладно
охарактеризувати пухлину Виявлення варіантних
молекул CD44, що містять амінокислотну ПОСЛІДО-
ВНІСТЬ, яка кодується варіабельним екзоном v6,
можна здійснити на поверхні білка за допомогою
антитіл або на поверхні нуклеїнової кислоти за
допомогою специфічних зондів нуклеїнових кислот
або затравок для полімеразної ланцюгової реакції
(ПЛР) Винахід стосується, отже, молекул антитіл і
нуклеїнових кислот, придатних як, зонди або за-
травки для таких способів, і застосування таких
антитіл і нуклеїнових кислот для діагностики й
аналізу плоскоклітинного раку Наприклад, зрізи
тканин можуть бути досліджувані імунопстохімічно
за допомогою антитіл відомими для цього спосо-
бами Отримані з проб тканин екстракти або ріди-
ни, що містяться в організмі, можуть далі бути до-
сліджувані іншими імунологічними способами з
використанням антитіл, наприклад, Вестерн-
блотингом, за допомогою ферментних імуносор-
бентних аналізів (ELISA-тест, Catty і Raykundaha,
1989), радюімунних аналізів (RIA, Catty і Murphy,
1989) або застосовуваних імунних аналізів Дослі-
дження можуть проводитись якісно, напівкількісно
або КІЛЬКІСНО
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Поряд із діагностикою in vitro молекули антитіл

зі специфічністю ВІДПОВІДНО до винаходу придатні
також для in vivo діагностики плоскоклітинного
раку Якщо молекула антитіла має детектовану
мітку, можна здійснити визначення мітки для діаг-
ностичних цілей, наприклад, для візуального ви-
явлення пухлини in vivo (одержання зображення)
або, наприклад, для радюспрямованої хірурги Для
застосування кон'югованих із радіоактивними ізо-
топами антитіл для імунної сцинтиграфм (одер-
жання зображення) є, наприклад, ряд протоколів,
на підставі яких фахівець може здійснити вина-
хід(8іссагаі і ш , 1989, Кеепап і ш , 1987, Perkins і
Pimm, 1992, Colcher і ш , 1987, Thompson і ін ,
1984)

Дані, отримані шляхом виявлення і/або кількі-
сної оцінки експресії варіантного епітопа v6 CD44,
можуть, таким чином, використовуватися для по-
становки діагнозу і прогнозу При цьому може бути
корисна комбінація з іншими прогностичними па-
раметрами, наприклад, із ступенем розвитку пух-
лини

Молекули антитіл із специфічністю згідно ви-
находу і, при необхідності зв'язані з цитотоксичним
агентом можуть із користю застосовуватися для
лікування плоскоклітинного раку При цьому засто-
сування може бути здійснене системно або топіч-
но, наприклад, шляхом внутрішньовенної (болюс-
не або тривале вливання), внутрішньоочеревин-
ноі, внутрішньом'язової, подшкірної або іншої ш'є-
кцм/вливання Протоколи введення кон'югованих
або некон'югованих антитіл (таких, як повні імуно-
глобуліни, фрагменти, рекомбінантні гуманізовані
молекули або ІНШІ) складають основу техніки (Mul-
shine і ш , 1991, Larson і ш , 1991, Vitetta і Thorpe,
1991, Vitetta і ін , 1991, Breitz і ін , 1992,1995, Press
і ш , 1989 Weiner і ш , 1989, Chatal і ін , 1989, Sears
і ш , 1982) Терапевтичне застосування можна,
наприклад, здійснити аналогічно застосуванню
антитіла 1 1ASML (Seiter і ш , 1993) Немодифіко-
вані моноклональні антитіла можуть бути вставле-
ні безпосередньо при лікуванні, коли вони вияв-
ляють відповідну для цитотоксичної дії внутрішню
ефекторну функцію, наприклад, для індукованої
комплементом або індукованої антитілом клітинної
цитотоксичності (Riethmuller і ш , 1994) ВІДПОВІД-
НИМИ моноклональними антитілами для такого
застосування є мишине антитіло ізотипу lgG2a або
антитіло людського типу IgGI Немодифіковані ан-
титіла можуть далі використовуватися для індукції
протипухлинної реакції, властивої хворому, по
анти-ідютипічному механізми (Baum і ш , 1993,
Khazaeh і ш , 1994)

Кращий варіант здійснення винаходу з погляду
використання для лікування полягає в тому, щоб
гуманізований специфічний до v6 імуноглобулін
або його Р(аЬ')2-фрагмент зв'язати з °Y(Quadn і
ш , 1993, Vnesendorp і ш , 1995), 131l(Maraveyas і
ш , 1995а, 1995b, Juweid і ш , 1995, Press і ш ,
1995, Thomas і ш , у збірнику Catty 1985, crop 230-
239), 186Re(Breitz і ін , 1992, 1995) або з іншим ВІД-
ПОВІДНИМ радіоактивним ізотопом і ввести для ра-
дюімунотерапм плоскоклітинного раку Наприклад,
антитіло BIWA-I або гуманізована версія BIWA-I,
або Р(аЬ')-фрагмент BIWA-I або гуманізованого
антитіла може зв'язуватися з 90Y при застосуванні

хел ато утворюючого лінкера, як ізотюціанатбензил-
диетилентриамшпентаацетат (ІТЦБ-ДТПА), при-
чому повинна бути досягнута питома активність у
5-20мКі/мг, переважно 10мКі/мг Цей агент може
потім вводитися хворому з позитивною до антиге-
ну пухлиною в дозуванні від 0,1 до 1 мКі/кг маси
тіла, переважно від 0,3 до 0,5мКі/кг маси тіла Як-
що молекула антитіла зв'язана з 1 3 1 І , при питомій
активності 2мКі/мг можлива відповідна схема до-
зувань, наприклад, 2х150мКі протягом періоду в 6
тижнів Фахівець за допомогою відомих способів
може встановити максимально можливі дозування
(Maraveyas і ш , 1995а, 1995Ь) При загальній КІЛЬ-
КОСТІ призначеного для введення білка від 2 до 5мг
введення може здійснюватися у вигляді швидкої
внутрішньовенної болюсної ін'єкції При великих
кількостях білка вливання може здійснюватись в
зручній для введення формі У випадку монокло-
нальних антитіл може бути необхідним, щоб агент
перед уведенням змішували з надлишком (напри-
клад, із 10-кратним молярним надлишком) нераді-
оактивного антитіла, у цьому випадку краще здійс-
нювати введення у вигляді внутрішньовенного
вливання, наприклад, понад 15 хвилин Введення
може бути повторено Лікування можна поєднати з
зовнішньою променевою терапією Далі лікування
може бути підкріплено пересадкою кісткового моз-
ку це особливо необхідно тоді, коли при лікуванні
доза більш, ніж 1 6 грей, надходить в кістковий
мозок

Молекули антитіл ВІДПОВІДНО ДО винаходу мо-
жуть також застосовуватися ex vivo для очищення
від позитивних до CD34 препаратів клітинних ЛІНІЙ
І препаратів клітин попередників (імунне очищен-
ня) Променева терапія або хіміотерапія плоскок-
літинного раку можуть бути підкріплені аутолопч-
ною пересадкою кісткового мозку Використовува-
ний при цьому препарат кровотворних ЛІНІЙ КЛІТИН
І клітин-попередників не повинен містити пухлин-
них клітин Це може бути досягнуте шляхом інкуб-
вання з молекулами антитіл ВІДПОВІДНО ДО винахо-
ду, наприклад, кон'югатів антитіло-токсин
(Myklebust і ш , 1994, патент Німеччини 196 48
209 7)

Молекули антитіл ВІДПОВІДНО ДО винаходу мо-
жуть далі вводитися у вигляді рекомбінантної
конструкції в Т-клітинний рецептор Т-лімфоцитів
Такі репрограмовані Т-лімфоцити зв'язуються се-
лективно на пухлинних клітинах, що експресують
антиген, і виявляють цитотоксичну дію, таким чи-
ном, вони можуть застосовуватися для лікування
плоскоклітинного раку (РСТ/ЕР9604631,
Altenschmidt і ш , 1996)

Фіг 1 Визначення специфічності до епітопу ан-
титіла BIWA-I шляхом зв'язування на синтетичних
пептидах, що походять від ПОСЛІДОВНОСТІ ЛЮДСЬКО-
ГО CD44v6

ВІДПОВІДНИЙ пептид CD44v6 щурів випробува-
ли з антитілом 1 1ASML Зв'язування визначали за
допомогою ELISA-тесту, причому пептиди були
іммобілізовані на планшетах для титрування (для
порівняння, Heider і ш , 1996Ь, фіг 2) - немає зв'я-
зування, +/- слабке зв'язування, + сильне зв'язу-
вання

Фіг 2 Імунопстохімічні аналізи плоскоклітинно-
го раку гортані (а) і метастазу в печінку раку стра-
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воходу (б) за допомогою специфічного до CD44v6
моноклонального антитіла BIWA-I

В обох випадках можна спостерігати реактив-
ність антитіла по відношенню до мембрани пух-
линних клітин Початкове збільшення 40х, додат-
кове забарвлення гематоксиліном

Фіг 3 Порівняння зв'язування антигену різних
специфічних до CD44v6 моноклональних антитіл

Зв'язування чотирьох різних специфічних до
CD44v6 моноклональних антитіл на людських клі-
тинах А-431 плоскоклітинного раку вимірювали за
допомогою ELISA-тесту Моноклональне антитіло
BIWA-I, демонструє більш високу спорідненість до
пухлинних клітин, ніж ІНШІ моноклональні антитіла

Фіг 4 Рафіноване картування епітопа монок-
лонального антитіла BIWA-I

Зв'язування BIWA-I на різних синтетичних пеп-
тидах, що перекриваються, які охоплюють аміно-
кислоти 18-32 кодованої CD44v6 ділянки, вимірю-
вали в конкурентному ELISA-TECTI Підкреслена
мінімальна ПОСЛІДОВНІСТЬ зв'язування (пептид
v6 (19-29))

125
Фіг 5 Бюрозподіл міченого І BIWA-I у безво-

лосих мишей, підданих ксеногенній трансплантації
А-431 Акумулювання антитіла встановлюється як
% ін'єкованої дози ІД/г (середнє значення ± стан-
дартна помилка вимірювання) через 4, 24, 48, 120 і
168 годин після ін'єкції

Приклад 1, Експресія CD44v6 при плоскоклі-
тинному раку

Тканина
Загалом в 126 випадках аналізували імунопс-

ТОХІМІЧНО запарафіновані пухлинні проби за допо-
могою моноклонального антитіла BIWA-I (клон
VFF-18) на експресію CD44v6 У 31 випадку проби
включали первинний плоскоклітинний рак (у 15
випадках гортані, у 16 випадках шкіри), у 91 випад-
ку включали метастази в лімфатичні вузли (гор-
тань, п=38, легеня, п=27, стравохід, п=11, порож-
нина роту, п=11, мигдалики, п=4) і в 4 випадках
включали метастази в печінку (стравохід)

Антитіло
Загальна варіантна ділянка НРКІІ-типа

CD44v(Hofmann і ін , 1991) була ампліфікована
шляхом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) із
кДНК людських кератиноцитів Обидві затравки
ПЛР 5'-CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATG-3',
положення 25-52, і 5'-
TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTTGGA-3',
положення 1013-984 варіантної ділянки LCLC97,
як описано Hofmann і ш , містили сайт впізнавання
рестриктазою EcoRI, який використовувався, щоб
безпосередньо клонувати продукт ПЛР у вектор
pGEX-2T (Smith і ш , 1988) Конструкція , що утво-
рюється в результаті, (pGEX CD44v HPKIf, v3-v10)
кодує складовий білок із молекулярною масою
біля 70кДа, що складається з глутатюн-8-
трансферази Schistosoma japomcum і екзонів v5-
vIO людського CD44 (фіг 1, Heider і ш , 1993)
Складовий білок експресували в Е сом і потім під-
давали очищенню за допомогою афінної хромато-
графії на глутатюн-агарозі (Smith і ш , 1988)

Самок мишей Balb/c імунізували внутрішньо-
черевинно очищеним афінною хроматографією
складовим білком за такою схемою

1 імунізація 90мкг складового білка в повному

ад'юванті Фрейнда
2 і 3 імунізації 50мкг складового білка в пов-

ному ад'юванті Фрейнда Імунізації здійснювали з
інтервалом у 4 тижні Через 14 днів після остан-
ньої імунізації тварин ще раз імунізували протягом
трьох наступних днів щораз Юмкг складового біл-
ка в забуференому фосфатом фізіологічному роз-
чині (ЗФР) На наступний після цього день клітини
селезінки однієї тварини з високим титром антитіл
піддавали злиттю з мишиними мієломними кліти-
нами РЗ Х63-Ад8 653 за допомогою поліетиленглі-
коля 4000 Клітини пбридоми потім піддавали се-
лекції на планшетах для титрування в середовищі,
що містить гіпоксантин, аміноптерин і тимідин (се-
редовище ГАТ) (Kohler і Milstem, 1975 Kearney і
ін , 1979)

Визначення титру антитіл у сироватці або
скрнінг гібридом проводили за допомогою ELISA-
тесту У такому тесті планшети для титрування
спочатку покривали складовим білком (глутатюн-5-
трансфераза- CD44v3-10) або тільки глутатюн-S-
трансферазою Потім шкубували із серійними роз-
веденнями сироваткових проб або гібридом і ви-
значали специфічні антитіла за допомогою кон'ю-
гованих із пероксидазою антитіл проти мишиного
імуноглобуліну Гібридоми, що реагували тільки з
глутатюн-З-трансферазою, відкидалися Антитіла,
що залишилися, спочатку характеризували в
ELISA-тесті за допомогою специфічних до домену
складових білків (екзон v3, екзон v5 + v6, екзон
v6+v7, екзон v8-vlO) (Koopman і ш , 1993) їхню іму-
нопстохімічну реактивність випробовували на зрі-
зах шкіри людини

BIWA-I (VFF-18, про одержання і властивості
див також у міжнародній заявці на патент
95/33771) зв'язувалося тільки на складових білках,
що містили домен, який кодувався екзоном v6
Щоб далі встановити между епітопа антитіла, у
ELISA-тесті були використані різні синтетичні пеп-
тиди, що являють собою частини домена v6
(фиг 1) Пептид із 14 амінокислот, v6D, продемонс-
трував найсильніше зв'язування Отже, епітоп
BIWA-I лежить цілком або частково усередині ПО-
СЛІДОВНОСТІ QWFGNRWHEGYRQT домена, що
кодується екзоном v6 Ця ПОСЛІДОВНІСТЬ гомологіч-
на епітопу зв'язування антитіла 1 1ASML, що було
застосовано, в терапевтичній щурячій моделі і
котре специфічне до щурячого CD44v6 (фіг 1)

Імунопстохімія
Перед інкубуванням із первинним антитілом

парафінові зрізи (4мкм) депарафінували в оберто-
вому пристосуванні для ГІСТОЛОГІЧНИХ досліджень
(фірма Рот, Німеччина) три рази, кожного разу по
10 хвилин, і потім репдрували у вищих спиртах
Зрізи швидко промивали дистильованою водою і
потім кип'ятили в мікрохвильовій печі (модель
Шарп R-6270) тричі по 10 хвилин при 600Вт у
0 01М буфері, що містить лимонну кислоту - цит-
рат натрію Після КОЖНОГО інкубування в мікрохви-
льовій печі зрізи охолоджували 20 хвилин Після
останнього охолодження носій промивали в ЗФР і
передшкубували з нормальною козячою сироват-
кою (10% у ЗФР) Після трьох промивань у ЗФР
зрізи шкубували протягом години з первинним ан-
титілом (BIWA-I 5мкг/мл, мишачий IgG (ВІДПОВІД-
НИЙ ізотипу негативний контроль) 5мкг/мл в
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ЗФР/1%, бичому сироватковому альбуміні (БСА))
Як позитивний контроль для кольорової реакції
використовували нормальні людські зрізи шкіри,
оскільки кератиноцити експресують ізоформу
CD44, що містить v3-v10 Ендогенні пероксидази,
блоковані 0,3% перекисом водню в ЗФР, і зрізи
шкубували протягом ЗО хвилин із бютинільованим
вторинним антитілом (протимишиний lgG-F(ab')2,
корпорація ДАКО) Для розвитку забарвлення зрізи
шкубували ЗО хвилин із пероксидазою хрону, що
зв'язувалася на біотині в комплекс стрептавідин-
бютин-пероксидаза (корпорація ДАКО) Потім зрізи
шкубували 5-10 хвилин у 3,3-діамшо-9-
етилкарбазольному субстраті (фірма Сигма Імму-
нокемікалс), реакцію зупиняли додаванням води і
зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном
Оцінку забарвлення проводили за допомогою аксі-
оскопічного світлового мікроскопа Цейсса, інтен-
сивність забарвлення КІЛЬКІСНО оцінювали в такий
спосіб +++, сильна експресія, ++, помірна експре-
сія, +, слабка експресія, -, не детектована одно-
значно експресія або відсутність детектованої екс-
преси Тільки пухлинні клітки з чітким забарвлен-
ням мембрани оцінювалися як позитивні Відсоток
позитивних пухлинних клітин приблизно оцінювали
в кожному зрізі і були сформовані дві групи фока-
льно позитивні пухлини (менше 10% пухлинних
клітин реагували з антитілом) і позитивні пухлини
(10 або більш % пухлинних клітин позитивні) Коли
менше 80% пухлинних клітин у позитивних кліти-
нах реагували з антитілом, одержували відповідне
значення у відсотках

За допомогою специфічного до CD44v6 моно-

12

тонального антитіла BIWA-I аналізували 126 ви-
падків плоскоклітинного раку різного походження
Е к с п р е с і я C D 4 4 V 6 - B M I C H H X і з о ф о р м с п о с т е р і г а л а с я

в усіх, крім однієї, пухлинних пробах Більша час-
тина проб показала експресію антигену на 80-
100% пухлинних клітин, забарвлення обмежувало-
ся мембраною пухлинних клітин Ніякої реакції не
спостерігали у випадку стромальної тканини, лім-
фоцитів, м'язових клітин або ендотелію

Для кількісної оцінки експресії молекул
CD44v6 на цих пухлинних клітинах забарвлювали
зрізи нормальної шкіри людини паралельно зі зрі-
зами пухлин Нормальні кератиноцити шкіри екс-
пресують високий рівень ізоформ CD44 і вважа-
ються такими, що найсильніше експресують
CD44v6 серед нормальних клітин, описаних на
СЬОГОДНІШНІЙ день Тому забарвлення кератиноци-
тів було прийнято за еталон і класифіковане як
"сильне" (+++) у застосованій системі оцінки У
більшості досліджуваних пухлинних проб забарв-
лення пухлинних клітин було таким же, або навіть
сильнішим, ніж забарвлення кератиноцитів шкіри,
тільки в деяких випадках спостерігалося слабке
забарвлення пухлини (3 випадки метастазів у лі-
мфатичні вузли) або помірне (2 первинних раки,
10 метастазів) Реакція забарвлення була абсолю-
тно гомогенною усередині певного пухлинного
зрізу, причому більшість пухлинних клітин зрізу
мали однакову інтенсивність забарвлення У екс-
пресійному зразку CD44v6 не спостерігали ніяких
істотних відмінностей між первинними пухлинами і
метастазами Докладні підсумовані результати
наведені в таблиці 1, приклади подані на фіг 2

Таблиця 1

Експресія CD44v6 при плоскоклітинному раку

Проба
1

46937
4687
8372

17427
27298
46908
51334
51402
60414
61733
12280
23140
31792
32214
10209
2366
2574
9916

86
90
90
90
90
90
90
91
91
91
92
92
92
92
95
86
86
86

Тип пухлини
2

первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна

гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
шкіри
шкіри
шкіри

РеактивністьВІ\Л/А-І
3

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++/+++
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Продовження таблиці 1

1

2696
8906
8191
8354

11963
5590
530

2583
11337
10901
11557
11744
11917
4688
4688
8374

17428
27300
36942
46909
51336
41108
51398
60416
61734
1318
1318
1318
1318
2863
2863
5745
5745
8969
8969
8969
8969
8969
8969
8969
8969
9366
9509
9566

12283
14046
31787
49228
29228
29829
29804
15293
1667
2757
2757
2757
2757
4790

87
87
88
88
88
90
92
94
94
95
95
95
95
90
90
90
90
90
90
90
90
91
91
91
91
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
93
93
95
91
92
92
92
92
92
92

І
II

І
II

III
IV
І
II

І
II

І
II

III
IV
2/І
2/ІІ
2/ІІІ
2/IV

І
II

III
IV

2

первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна
первинна

Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол

шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри
шкіри

гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
гортані
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені

3
+++
+++
+++

++50%
++

++/+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++/+++
-

+++
+++
+++
+++
++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
++

+++
+++
+++
++

+/++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+++50%
+++
++

++/+++
+25%
+20%

+++
+++
+++
+++
+++
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Продовження таблиці 1

1
6168
6168
6168
6168
7206
7531
7531
7531
7531

10324
10519
10519
10958
11425
11425
13055
13055
13055
15663
16713
14980
14980
16641
16641
16641
1059
1710
1710
1710

11502
11502

202
6030
7335
7335

15324
16164
16164
16412
16836
16836
16836
6228
6228
6618

11840
14172
14172
4131
8438

92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
91
91
91
91
91
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
91
91
94
94

І
II
III
IV

І
II
III
IV

II
RMSII

І
II

II
III

І
II
І
II
III

І
II
III
І
II

І
II
II
І
II
І
І
II
III
І
II

4
5
І

2
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол
Метастаз у лімфатичний вузол

Метастаз у печінку
Метастаз у печінку
Метастаз у печінку
Метастаз у печінку

легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені
легені

стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу

порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту
порожнини роту

мигдалика
мигдалика
мигдалика
мигдалика
стравоходу
стравоходу
стравоходу
стравоходу

3
++50%

+++
+++
+++
+++
+++
+++

++/+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++/+++
Фокальна+++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+
+++
+++
+++
+++
++

++60%
+/++/+++25%

+++
+++

+++70%
+++

+++50%
++/+++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
++

+++
+++
+/++

фокальна++/+++

Позитивно реагували з BIWA-I 80-100% пух-
линних клітин У випадках, коли менша КІЛЬКІСТЬ
пухлинних клітин реагувала з антитілом, зазначе-
не відповідне число ВІДСОТКІВ

Приклад 2 Експресія CD44v6 при раку нирки,
раку простати і метастазах у печінку при раку тов-
стого кишечника/

Тканина
Аналізували 19 випадків раку нирки (12 випад-

ків світлоклітинного раку, 5 випадків хромофільно-
го, 1 випадок хромофобного, 1 онкоцитома), 16
випадків первинної аденокарциноми простати і 19
випадків метастазів у лімфатичні вузли при раку
товстого кишечника
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Антитіло
BIWA-I (див приклад 1)
Імунопстохімія
Для проведення дослідження див приклад 1
На відміну від плоскоклітинного раку в більшо-

сті вивчених випадків раку нирки і простати не мо-
гла бути виявлена яка-небудь експресія або вияв-
ляли тільки фокальну експресію ізоформ CD44v6
У випадку експреси, більшої, ніж фокальна, при
раку простати забарвлення було переважно дифу-

6 1 0 6 5 18

зним цитоплазматичним і слабким або гетероген-
ним у порівнянні з забарвленням нормального
епітелію простати У 50% досліджених метастазів
у печінку при раку товстого кишечника виявлялася
більша, ніж фокальна, експресія ізоформ CD44v6
Забарвлення в більшості випадків було від слабко-
го до середнього, причому в більшості випадків
менше 100% пухлинних клітин проби продемонст-
рували забарвлення з BIWA-I Результати підсу-
мовані в таблиці 2

Таблиця 2

Експресія CD44v6 при аденокарциномі простати, ра нирки і метастазах у печінку при раку товстої і прямої
кишки

Тип пухлини

Аденокарцинома простати

Аденокарцинома простати

Рак нирки
Рак товстої і прямої кишки

первинна
метастази в лімфатичні

вузли
первинна

метастази в печінку

п

16

19

19
ЗО

Реактивність BIWA-I

негативна

8

15

17
7

фокально по-
зитивна

3

2

0
8

позитивна

5

2

2
15

Приклад 3 Характеристика специфічних до
CD44v6 антитіл

ЛІНІЯ КЛІТИН

ЛІНІЯ КЛІТИН А-431 ПЛОСКОКЛІТИННОГО раку лю-
дини (спонтанний епідермоідний рак вульви) була
отримана в Американській Колекції типових куль-
тур (Rockwell MD) і культивувалася ВІДПОВІДНО ДО
вказівок виготовлювача Поверхневу експресію
ізоформ, що містять CD44v6, визначали при аналі-
зі за допомогою установки для сортування Клітин
зі збудженням флуоресценції (FACS-аналіз), при-
чому використовували моноклональне антитіло
BIWA-I, з'єднане з флуоресцеїнізотюціанатом
(ФІТЦ)

Аналіз кінетичних констант
Визначення спорідненості і кінетики взаємодії

моноклонального антитіла і CD44v6 було прове-
дене за допомогою поверхневого плазменного
резонансу (ППР), причому була використана сис-
тема ВІАсоге 2000 (фірма Фармація Байесенсор)
Складовий білок, що включає глутатюн-$-
трансферазу і CD44, який містив ділянку, кодовану
екзонами v3-v10 (глутатюн-3-трансфераза/С044
v3-v10), був іммобілізований на сенсорному ЧІПІ
СМ5, причому був використаний спосіб поєднання
з аміном ВІДПОВІДНО до вказівок виробника

Антитіло В різних концентраціях (8-132нм) в
буфері HBS (ЮмМ 'г\І-(2-пдрокси)етилпіперазин-
І\Г-2-етансульфонова кислота рн7 4, 150мМ хло-
рид натрію, 3 4мМ етилендіамштетраоцтова кис-

лота /ЕДТК/, 0 05% поверхнево-активна речовина
Р20 ВІАсоге) ін'єкували через специфічну до анти-
гену поверхню при швидкості потоку 5мкл/хв Вза-
ємодію розраховували по ЗМІНІ сигналу ППР Ди-
соціацію антитіла спостерігали протягом 5 хвилин
у потоці буфера (HBS) Поверхню чіпа регенеру-
вали за допомогою окремого імпульсу в 15мкл
ЗОмМ соляної кислоти Аналіз даних і розрахунок
кінетичних констант проводили за допомогою про-
грамного забезпечення для оцінки ВІА (фірма Фа-
рмація Байесенсор), версія 2 1

Таким способом порівнювали спорідненість до
антигену моноклонального антитіла BIWA-I і інших
специфічних до CD44v6 моноклональних антитіл
(VFF4, VFF7, BBA-13(igG1, системи R&D, Абіндон,
Англія)) Кінетичні константи і константи спорідне-
ності різних антитіл визначали в кожному випадку
в двох незалежних експериментах У таблиці З
наведені значення швидкостей асоціації (ка),
швидкостей дисоціації (kd) і констант дисоціації
(Ксі) для чотирьох моноклональних антитіл Всі
моноклональні антитіла мали подібні ка і kd, за
винятком ВВА-13, яке мало в 3 рази меншу ка і
VFF7, що показало значно вищу швидкість дисоці-
ації (фактор 5) у порівнянні з іншими моноклона-
льними антитілами Це приводить у результаті до
зниженої спорідненості до зв'язування для VFF7 і
ВВА-13 у порівнянні з VFF4 і BIWA-I Антитіло
BIWA-I має найнижчу Kd із усіх досліджуваних ан-
титіл
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Таблиця З

Кінетичні константи і константи спорідненості різних специфічних до CD44v6 моноклональних антитіл

Антитіло
VFF4
VFF7

BIWA-I
ВВА-13

ка(М 'с ')
1 1x10D

1 1x10D

1 3x10D

3 7хЮ4

kd(c ')
2 6x10 D

1 2x10 4

2 2x10 D

2 3x10 D

Kd(M)
2 4x1 0 IU

1 1x10y

1 7x10 IU

6 2x10 IU

Аналіз взаємодії антитіло-білок за допомогою
ELISA-тесту

Клітини А-431, ЩО експресують CD44v6, куль-
тивували в 96-лункових планшетах (фірма Фалкон
Мікротест III, Бектон ДІКІНСОН, Лінкольн Парк, Нью-
Джерсі) по 5x104 клітин в лунці в середовищі RPMI
1640 із 10% навколоплідною сироваткою теляти
(НСТ) протягом ночі при 37°С Після промивання
ЗФР/0,05% твіном 20 клітини фіксували охолодже-
ним до 0°С етиловим спиртом протягом 1 хвилини,
після чого промивали Інкубування з первинними
антитілами (VFF4, VFF7, BIWA-I, ВВА-13, 1нг/мл-
600нг/мл, у кожному випадку в буфері для випро-
бування ЗФР/ 0,5% БСА/ 0,05% твін 20) проводи-
ли протягом 1 години при кімнатній температурі і
потім тричі промивали Як вторинне антитіло вико-
ристовували кроляче кон'юговане з пероксидазою
хрону антитіло проти мишиного Ід (корпорація ДА-
КО, Копенгаген, Данія, розведення 1 6000 у буфері
для випробування) (1 година/ при кімнатній тем-

пературі) Після трьох промивань забарвлювали
за допомогою розчину тимолового синього ( фірма
Кіркегаард + Перрі, Гайтерсбург, США) Екстинкцію
вимірювали з допомогою зчитувального пристрою
фірми Хьюлет-Паккард, використовуваного в
ELISA-тесті

На фіг 3 показано, що відносна спорідненість
антитіл, як це було визначено шляхом ВІАсоге-
аналізу, відображається в їхній взаємодії з пух-
линними клітинами, причому BIWA-I чітко демон-
струє найвищу спорідненість до зв'язування

Домен білка, що кодується екзоном v6 гена
CD44, складається з 45 амінокислот (фіг 4) Щоб
точно визначити епітоп, що впізнається BIWA-I, у
ELISA-випробуваннях використовували серію син-
тетичних пептидів Попередні експерименти свід-
чать про зв'язування на розташованому в центрі
14-мері (амінокислотні залишки 18-31, фіг 4, по-
рівн також фіг 1), а не на пептиді поза цією ділян-
кою Тому була синтезована друга серія пептидів і
досліджена в конкурентних ELISA-тестах (фіг 4)
Результати показують, що пептид 19-29
(WFGNRWHEGYR) являє собою мінімальну струк-
туру, що вимагається для високоафінного зв'язу-
вання Елімінування С-кінцевого арпнінового за-
лишку приводить до ослабленого більш, ніж у 100
разів, зв'язування

Приклад 4 Бюрозподіл міченого радіоактив-
ним йодом антитіла до CD44v6 у безволосих ми-
шей із ксенотрансплантатом

Модель ксенотрансплантата А-431
Восьмитижневим самкам безволосих мишей

BALB/c nu/nu ( фірма В & К Юніверсал, Рентой,
Західна Африка) ін'єкували підшкірне в лівосто-
ронню середню ЛІНІЮ 5x106 культивованих клітин

А-431 (людський епідермоідний рак вульви) Тва-
рин після ксенотрансплантації, які мали пухлини А-
431, використовували протягом двох тижнів в екс-
периментах з бюрозподілу (маса пухлини 40-
50 м г)

Введення радіоактивного йоду в BIWA-I
Білок G - очищене моноклональне тіло BIWA-I

(мишачий lgG1) зв'язували на стрептавідині, при-
чому використовували гетеробіфункцюнальний
поперечний зшивач, сукцинімідильний ефір 4-(N-
малеімідометил)циклогексан-1 -карбонової кисло-
ти ЛІЗИЛЬНІ залишки стрептавідину зв'язували на
відновлених цистешільних залишках антитіла, що
утворювалися при попередній обробці антитіла
дитютреїтом Отримані кон'югати (1 1) (>90%) далі
очищали за допомогою іонообмінної хроматогра-
фії Для експериментів з бюрозподілу BIWA-I стре-
птавідин мітили 125І по первинній аміногрупі лізину,
причому для введення мітки використовували п-
йодфенільний реагент (ПЙФ, фірма НЕН Дюпон,
ВІЛМІНГТОН, Німеччина), згідно способу Willbur і ш
(1989) Марнування BIWA-I стрептавідином або 125І
не змінювало імунореактивності або фармакокіне-
тики антитіла в мишей

Експерименти з бюрозподілу
Безволосих мишей, що піддалися ксенотранс-

плантації людськими пухлинами А-431, ін'єкували
внутрішньовенне через латеральну хвостову вену
5-7мкКі 125І на 50мкг моноклонального антитіла
BIWA-I (питома активність 0 1-0 14мКі/мг) Вивчен-
ня бюрозподілу в залежності від часу проводили в
групах із 3 тварин (п=3) через 4, 24, 48, 120 і 168
годин після ін'єкції В обрані часові моменти ми-
шей присипляли, знекровлювали через ретроорбі-
тальне сплетення й умертвляли шляхом декапіта-
цм Збирали дев'ять органів і тканин і подрібнюва-
ли, до них відносяться кров, хвіст, легеня, печінка,
селезінка, шлунок, нирки, кишечник і пухлина Ра-
діоактивність у тканинах розраховували в порів-
нянні зі стандартом ін'єкованого препарату антиті-
ла в гаммасцинтиляційному лічильнику (фірма
Паккард Інстремент Компані, Меріден, Коннекти-
кут), причому енергетичне віконце лічильника
встановлювалося на 25-80кеВ для 1 5І Розрахову-
вали відсоток ін'єкованої дози/г тканини (% ІД/ г)

Попередні експерименти показали, що BIWA-I
не реагує перехресне з мишиним антигеном
CD44v6 У таблиці 4 і на фіг 5 показане поглинан-
ня радіоактивності в пухлинах і нормальній ткани-
ні У випадку йодованого BIWA-I спостерігалося
швидке поглинання пухлиною (7 6% ІД/г на 4 годи-
ну після ін'єкції), ЩО збільшувалося до більш ніж
18% ІД/г на 48 годину і потім залишалося постій-
ним до 120 годин Через 7 днів після ін'єкції (168
годин) пухлина містила ще 15 3% ІД/г тканини
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Пропорції пухлинатканина були обчислені на
окремі моменти часу і наведені в таблиці 4 Через
24 години після ін'єкції пропорція пухлинажров
складала 0 48 і піднялася до 3 16 на сьомий день
Поглинання в нормальній тканині було низьким І
швидше за усе викликалося фоновим значенням
кров'яного пулу в бюпсійній тканині При селектив-

6 1 0 6 5 22

ному націлюванні in vivo ксенотрансплантатів пло-
скоклітинного раку людини безволосим мишам
показано за допомогою міченого 125І BIWA-I, що
моноклональне антитіло має високий потенціал як
націлюючий носій для діагностичного і терапевти-
чного застосування у хворих плоскоклітинним ра-
ком

Таблиця 4

Пропорції I-BIWA-I пухлинатканина у безволосих мишей із пухлиною А-431 до різних моментів часу після
ін'єкції

Відношення пухлини до
крові

хвоста
легені
печінки

селезінки
шлунку
нирки

кишечника

4 години
0 22а

1 18
0 40
0 94
1 40
3 89
0 82
3 54

24 години
0 48
2 62
1 03
1 18
1 84
7 37
1 31
6 24

48 годин
1 31
7 70
2 65
2 28
4 00

19 40
2 72

11 94

120 годин
2 60

12 28
7 04
3 57
4 86

25 56
2 79

19 24

168 годин
3 1 6

13 06
4 82
3 24
4 42

33 96
2 53

27 78

Середні значення (п=3), стандартні відхилення < 7%

Приклад 5 Різна експресія CD44v6 для вели-
кої КІЛЬКОСТІ пухлин людини В іншому дослідженні
вивчали імунопстохімічно в цілому 544 пухлинні
проби за допомогою моноклонального антитіла
BIWA-I (клон VFF-18) на експресію CD44v6 Проби
або парафінували, або зразу після хірургічного
взяття заморожували в рідкому азоті і берегли до
використання при -70°С Аналізували наступні пу-
хлини базаліоми (п=16), аденокарциноми (АК)
молочної залози (п=55), АК товстої кишки (п=83),
плоскоклітинний рак (ПКР) голови і шиї (п=125),

рак легені (п=120), АК простати (п=34), рак нирки
(п=27) ПКР шкіри (п=15) і АК шлунка (п=69) Тка-
нини одержували шляхом звичайного хірургічного
втручання або шляхом взяття біопсій, одержання
нормальної тканини супроводжувало одержання
пухлинних проб Імунопстохімічне дослідження
проводили, яку прикладі 1

У таблиці 5 поданий огляд, що стосується іму-
НОПСТОХІМІЧНОГО аналізу 397 різних пухлинних проб
за допомогою моноклонального антитіла BIWA-I

Таблиця 5

Експресія CD44v6 у людських пухлинах

Тип

Базаліома

АК молочної залози

АК товстої кишки

ПКР гортані
АК легені
ПКР легені
ПКР стравоходу

А К простати

Рак нирки
ДКРЛ

АК шлунка

первинна пухлина
первинна пухлина

метастази в лімфатичні вузли
метастази в печінку

метастази в лімфатичні вузли
метастази в печінку

метастази в головний мозок
метастази в лімфатичні вузли

первинна пухлина
первинна пухлина
первинна пухлина
первинна пухлина

метастази в лімфатичні вузли
первинна пухлина
первинна пухлина
первинна пухлина

метастази в лімфатичні вузли
метастази в печінку

Усього п

Усього п

16
17
34
4

51
26
6

18
35
9

20
16
18
27
31
22
43
4

397

Позитиви
п

10
15
31
4

21
13
6

18
15
9

20
5
0
5
7

15
16
4

випадки

62
88
91

100
41
50

100
100
43

100
100
31
0

18
23
68
37

100

* > 10% пухлинних клітин позитивні
ДКРЛ дрібноклітинний рак легені
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При дрібноклітинному раку легені, раку нирки
й АК простати не спостерігали або спостерігали
тільки незначну реактивність Всі ІНШІ досліджува-
ні, типи пухлин експресували CD44V6-BMICHI ІЗО-
форми в різних кількостях БІЛЬШІСТЬ досліджува-
них АК молочних залоз показало реактивність із
BIWA-1, а досліджувані типи ПКР (гортані, легені і
стравоходу) експресували CD44v6 у 100% випад-
ків

Усього було досліджено 185 випадків ПКР різ-

них типів і різної класифікації на реактивність із
BIWA-I Це були 67 випадків первинного ПКР (гор-
тані, п=15, порожнини рота, п=16, ротоглотки, п=3,
шкіри, п=15), 77 проб метастазів у лімфатичні вуз-
ли (гортань, п=12, легеня, п=27, стравохід, п=11,
порожнина рота, п=6, ротоглотка, п=7, гортаногло-
тка, п=10, мигдалик, п=4) і 3 проби з метастазів у
печінку (стравохід) У таблиці 6 наводяться ре-
зультати імунопстохімічного аналізу всіх досліджу-
ваних проб ПКР

Таблиця 6

Експресія CD44v6 при плоскоклітинному раку

Тип

Гортано глотка

Ротоглотка

Гортань

Легеня

Стравохід

Порожнина роту

Шкіра
Мигдалик

МЛВ
ПП

МЛВ
ПП

МЛВ
ПП

МЛВ
ПП

МЛВ
МП
ПП
МП
ПП

МЛВ
Усього п

Усього п

10
3
7

15
ЗО
18
27
20
11
3

16
6

15
4

185

Негативна
п
0
0
0
0
1
2
0
0
0
0
0
0
0
0

%
0
0
0
0
3

11
0
0
0
0
0
0
0
0

Фокальна поз
п
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0

%
0
0
0
0
0
0
4
5
0
0
0
0
0
0

Позитивна
п

10
3
7

15
29
16
26
19
11
3

16
6

15
4

%
100
100
100
100
97
89
96
95

100
100
100
100
100
100

Фокальна поз < 10% пухлинних клітин пози-
тивні, МЛВ метастази в лімфатичні вузли, ПО
первинна пухлина, МП метастази в печінку

Експресія, що містять С044у6-вмісних ізо-
форм, була виявлена в усіх, крім трьох, пухлинних
пробах (один випадок гортань, 2 випадки легеня)
БІЛЬШІСТЬ проб показало експресію антигену на 80-
100% пухлинних клітин усередині одного окремого
зрізу, причому забарвлення переважно концентру-
валося на мембрані пухлинних клітин Найсильні-
ше забарвлений однорідний зразок спостерігали у
випадку раку гортані, стравоходу і гортаноглотки,
причому більшість пухлинних клітин зрізу мали
однакову інтенсивність забарвлення
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(B) ВИД амінокислота
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(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(и) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 8

Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 9
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 10 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка '
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ13N0 9

Gil. Glu Thr Ala Thr Gin Lys Glu Gin Trp

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 10
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 11 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ - лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 10

Thr Ala Thr Gin Lys Glu Gin Trp Phe Gly Asn

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 11
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 14 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45-

472 3і

(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996

61065 34

(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 11

С і Trp Phe Sly Asa Arg Trp his Glu Gly Tyr Arg Gin Tnr

І 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 12
(і) SEQUENZ KENNZEICHEN
(A) ДОВЖИНА 11 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) STRANGEORM окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17-A-PR-1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 12

Asn Arg Trp His Glu Gly T/r Arg Gin Thr Pro

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 13
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 11 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 13

Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro Arg Glu Asp Ser

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 14
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 10 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(1) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 14

'Thr ?rc Arg Glu Asp Ser His Ззг Thr Gly

1 5 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ ID NO 15
(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 42 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
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(и) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 15

тгр в і з ДЕЗ p c c ftsn S e r т ^ г ?hr Glu G.u Аха %іг Thr Cln Lys Giu

1 5 10 15

Lys Тнз Phe ClU 4sn Gil! I r p Gil Gly LV3 As-\ P-o pro Тт" pro 3s

20 25 30

Ser His Val Glu Gij Thr Thr

6 1 0 6 5 3 6

(і) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛІДОВНОСТІ
(A) ДОВЖИНА 14 амінокислот
(B) ВИД амінокислота
(C) ФОРМА окрема нитка
(D) ТОПОЛОГІЯ лінійна
(м) ВИД МОЛЕКУЛИ пептид
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 195 45

472 3
(І) ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 06 грудня 1995
(х) ДАНІ ПРО ПУБЛІКАЦІЮ
(Н) РЕЄСТРАЦІЙНИЙ НОМЕР DE 196 15

074 4
(І) -ДАТА ПОДАЧІ ЗАЯВКИ 17 квітня 1996
(хі) ОПИС ПОСЛІДОВНОСТІ SEQIDNO 16

Lys Trp Pha C-J ' 'з- 1 Glu T r p Gin C i y Lys A S T ? r o P r o Tbr

1 э 10

(2) ДАНІ ДО ПОСЛІДОВНОСТІ SEQ I D N0 16

Пептид Послідовність Зв'язування

Людина

v6

v6A

v6B

v6C

v6E

v6G

BrWA-1

SSTTEETATQK

ESTATQKEQW

HRWHEG?RQTP

EGTRQTPREDS

TPEEDSHSTG

Пацюк
v6 mDPNSTTEEAATQKEKWFEHEWQGKHPPTPSEBSHVTBGT T

KWFEKEWQGKNPPT

ФІГ, 1

1.1ASML
4-
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