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Monoklonalni protilétky, fragmenty protilatek, jejich smési
nebo derivaty, které se vaZi na ankrod a inhibuji jeho aktivitu,
maji vazebni aktivitu v oblasti 1 x 107 az1x 10 Ma
zlepSeny neutraliza¢ni G¢inek oproti polyklonalnim
protilétkdam z koz o minimalné 100 %a Jsou tvoteny
protildtkou typu IgG, vyhodné protilatkou MAK 1-2, MAK 2-
29/3 nebo MAK. 3-27 nebo jejich smeésemi. Buriky, které
experimuji monoklonalni protilatek, fragmenty protilatek,
jejich smési nebo derivéty jsou pfednostné tvoreny
hybridomovymi burikami, zejména burtkami DSM ACC2317,
DSM ACC2318 a DSM ACC2319. PouZiti téchto protilatek
k lé¢eni poruch sréZlivosti krve.
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Monoklonalni protilatky, fragmenty protilatek, jejich smési

nebo derivaty a jejich pouZiti a bufky pro jejich exprimaci

Oblast techniky

Yynalez se tykad monoklonadlnich protilatek, fragmentd
protilatek, jejich smési nebo derivatd a jejich pouziti ve
farmaceutickych ©pfipravcich nebo v diagnostice a rovnéz
farmaceutickych pripravkd, které obsahuji tyto protilatky,

fragmenty protildtky, jejich smési nebo derivaty.

Dadle se vynalez tyka bunék, které tyto protilatky,

fragmenty protilatek, jejich smési nebo derivaty exprimuji.

Dosavadni stav technikwy

Ankrod (obchodni oznaleni ArwinR, ArvinR) je enzym
z jedu malajske zmije (agkistrodon rhodostoma). Je vysoke
glykolizovanou serinovou proteazou se stFedni MW 38000, které

mé antikoagularni wvlastnosti a rovnéZ schopnost k rozpousténi

krevnich sraZenin.

Bé&¥n& krevni srafenina nastava viivem thrombinu tim,
3e thrombin 3tdpi z fibrinogenovych molekul fibrinopeptidy A a
B a tak vede ke vzniku fibrinu (EP-B-0 556 908), hlavni sloice
thrombenu vedle napriklad ¢&ervenych krevnich télisek nebo
destidek. Ankrod stépi v protikladu k thrombinu jen
arginin-glycinové vazby v a-{"A")~-Fetezci fibrinogenni molekuly
a uvolhuje pritom fibrinopeptidy A, AP a AY (Cole a kolektiv,
J. Vascular. Surgery, svazek 17, 1983, str. 288 az 292).
B-(B)-Fetézec fibrinogenni molekuly neni ankrodem nabadén a tim
se nerozpadd. Ulomky (des-"A"-fibrinové monomery) vznikajici po
$tédpeni fibrinopeptidd, zpGsobeném ankrodem, mohou naslednd
polymerizovat na tenké filamenty. VYznikajici atypicky,

rozpustny fibrin se lyseruje pomoci t&lesného plasminu a/nebo
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se odddli pomoci retikuloendothelialniho systému (=RES). Dalsi
Stépeni des-"A"-fibrinogenni molekuly thrombinem na pfirodni

fibrin nenastava, pondvadi wvznikajici molekula neni substréat

thrombinu.

Ankrod snifuje v zavislosti na davkovani koncentraci
fibrinogenu Vv krvi. Therapeuticky indukovanou a Fizenou
hypofibrinogenemii se zmen3uje plasmovad viskozita a agregalni
sklony erythrocytenu tak, Ze se zlep3uje tekutost krve. Tim se

vytvori predpoklad pro silné&jsi prokrveni zdZenych cév.

Ankrodem se v soudasnosti 16&i napFiklad chronicka
periferni arteridlni poskozeni prokrveni a rovnéi se provadi

studie klinické faze I1I u zéchvatu mrtvice.

Ankrod se vyhodnd subkutdnn& injektuje. Léleni se mQzZe
provadét staciondrn& nebo, jestliZe je zajidténa pravidelna
kontrola kencentrace fibrinogenu, potfebna ke kontrole
therapie, také ambulantné. Intravenozni davka ankrodu je moinéa,

méte vSak nastat jen wve vyjimeénych pripadech za stacionarniho

odetrovani.

Ankrod se zasadnd davkuje individudlné&. Rozhodujici je
pomér koncentrace fibrinogenu Vv zadvislosti na déavce ankrodu. Je
snitena pomalu na 70 az 100 mg/100 ml plasmy (= terapeuticky
rozsah). Béhem celé doby 1ééeni je koncentrace fibrinogenG
nastavena na hodnotu uvnit? tohoto rozsahu. Tekutost krve je za
téchto podminek dostatecné dobréd. Doba therapie ¢ini zpravidia
3 a¥ 4 tydny, mGZe se v3ak, pokud je to potFfeba, prodlouZit

pres tento interval.

P¥i subkutannim pouZiti se poddvd v prvnich 4 dnech
denné 70 1.E. (=mezinadrodni jednotky, 1 ml) a od patého dne se
‘podle poméru koncentrace fibrinogenu podava 70 aZ 140 I.E.

Jestli%e le%i{ koncentrace fibrinogenu v therapeutickém rozsahu,




pobe

vst¥ikuje se najednou 2 a% 3 krat tydnd 210 a%¥? 280 I1.E.

Intravenosnéd se zpolatku wvstrikuji 2 a% 3 I.E./kg
t&lesné hmotnosti béhem 8 hodin. Nasledn& se ankrod dodatelné
davkuje v zavidlosti na dociliené koncentraci fibrinogenu.
Zpravidla dostaluje pomalu vst¥iknout kaZdych 12 hbdin dalsi

1 1.E./kg télesné hmotnosti.

Podate&ni polo&as rozpadu ankrodu pfi cirkulaci gini 3
a¥ 5 hodin, zpomaluje se ale s klesajici koncentraci, takZe po
4 dnech se béhem této doby eliminuje zpravidla 30 %

vst¥iknutého ankrodu, polo&as rozpadu se prodlouZi na 9 ai 12

dni .

JelikoZ se s ankrodem v protikladu napfiklad
k heparinu a warfarinu objevi malé problémy s nespecifickymi
krvédcenimi béhem oSetFovani (viz Z.S. Latallo, "Retrospective
Study on Complications and Asverse Effect of Treatment with
Thrombin-Like Enzymes - A Multicenter Trial"”, Thromb.
‘Haemostasis, 50, str. 604 aZ 609, 1883), je potFfebné a Zadouci

cilené o3et¥ovani takovychto krvéaceni.

Kontraindikace pFri lédeni ankrodem jsou napriklad
hemoragickéd diathese, nebezpeli krvédceni pfFi zranénich, po
operacich a porodech, pr i ulcerosnich intestinadinich
onemocnénich, neoplasmy, $patné nastavitelny wvysoky tlak,
akutni infarkt mozku a aktivni tuberkulosa plic, funkéni
porudeni RES, poruchy vstrebdvani sraZenin, napriklad pPi
staveeh s vysokymi horedkami, tézka onemocnéni jater, pri

z jevnych nebo hrozicich 3okovych stavech nebo téhotenstvi.

Jak je shora popséno, je riziko krvaceni s ankrodem
relativné malé, kdyZz koncentrace fibrinogenu pomalu klesa
a v prabshu therapie se nastavi na 70 aZ 100 mg/100 ml.

Pacienti, u nichZ existuji latentni sklony ke Kkrvaceni,
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napriklad pfi ledvinovych kamenech nebo nedostatednosti ledvin,

se musi zvl1astd pedélivé kontrolovat. Je treba zamezit tepennym
punkcim a intramuskuldrnim injekcim jinyeh 1é&iv. Je treba
vyvarovat se soulasného podavani RES blokujicich a rovnéi
ulcerosnich 1éciv, antikoagulantd, antifibrinolytika,
thrombolytika a medikamentd, které inhibuji agregaci destidek
a rqvnéi intramuskularniho podavani ankrodu. Resorpce
ze svalu nastava zpravidla velmi rychle, takZe odchadzi mnoho

monomer& des-"A"'-fibrinu a existuje nebezpeci thromboembolic-

kych komplikaci.

Ve studii se 429 pacienty (Crit. Rev. Oncol. Hematol.
15 (1993), 22-23), kterym byl bez predchozi thrombolytické
therapie aplikovédn ankrod, se krvaceni projevuje u 9,8 % (4,2 %

interni krvaceni, 5,6 % externi krvéaceni).

V soulasné dobd se pouziva k neutralizaci enzymatickeé
aktivity ankrodu antidot, Rtery je zalo¥en na imunoglobulinovém
pripravku 2z koziho séra (firemni materiadl Knoll AG, Cerven
1983, oznaéeni ArwinR). Tento z polyklonalnich latek
sestavajici antidod se pouZiva pFi téikych krvacivych
komplikacich nebo zvy3eném nebezpeli krvaceni, napFiklad p#fi
porandnich tdrazem nebo =z dlvodu nahlé indikace k operaci. V
névaznosti na neutralizaci ankrodu se musi podat 4 af 5 g
huménnich fibrinogenG. JestliZe se humédnni fibrinogen, plasma
nebo krev aplikuji bez pfedchozi neutralizace ankrodu

antidotem, existuje nebezpedi akutniho rozsifeného srazeni .

Stocker a kolektiv (Thrombosis Research, svazek 6,
1975 189~194) prozkoumali tvorbu thrombenu v pFfitomnosti
samotného ArwinuR a v pFitomnosti polyklondlniho antidotu a

mohou dolo%it plsobeni antidotu.

Vedle tohoto pouZiti polyklondlnich protildtek =z koz
jsou popsany v EP-B-0 395 375, EP-B-0 E56 8906 a Burkhardtem a
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kolektivem (FEBS, svazek 297, ¢. 3, 1892, str. 297 az 301)
monoklonalni nebo polyklonalni protilatky k detekci exprese
ankrodovych gen@, k prikazu fibrinogend v krvi pomoci ankrodu a

ankrodovych protilatek nebo &¢isténi ankrodu pomoci protilatek.

Nevyhodou u jako acrodovy antidot pouZzitych
polyvklonalnich protilatek z koz napriklad je, Ze sestévaji ze
smési protilatek, =z nichi mnoho nema Zaddny Géinek z hlediska
neutralizace ankrodu. Toto wvelké mnoZstvi rtiznych protilatek
mite vést k rychlé imunitni reakci a kromé toho vede k
relativné nizké kapacitd neutralizace ankrodu. Vedle toho jsou
v antidotu obsafeny protilédtky s raznou afinitou vzhledem k
ankrodu. Polyklonalni protilatky lze, protoZe se ziskavaji ze
zvitat, jen té&%ko standardisovat, to znamena existuji vykyvy v

r3znych vyrobnich SarZzich.

Podstata vvnalezu

Ukolem predloZeného vynalezu je vyvinout antidot proti

ankrodu, kterd nema shora uvedené nevvhody a lze ho jednodusde

technicky produkovat.

Tento 1dkol je vyFesen monoklondlnimi protilatkami
podle wvynélezu, fragmenty protilatek, jejich smésemi nebo
derivaty, které wvaiou ankrod a inhibuji jeho aktivitu, pricemZ
vazebni afinita le¥i v oblasti 1 x 1077 az 1 x 10-12 M =&
neutralizaéni G&inek ve srovnani s polyklonédlnimi protilatkami

7 koz se zlepdi o alespoi 100 %.

Protilatky pouité podle vyndlezu jako ahtidot ankrodu
se s vyhodou wvyznaduji Ftadou zlep3enych viastnoesti. Tvori
napriklad homogenni, dobFe charakterizovatelny produkt =z
protilatky nebo subtFidy protilétky, ktery neméd Zadné vykyvy
avnit® rdznych produkénich 3arii. Jsou vyrobitelné v libovolném

mno%¥stvi a pri jejich produkci, ponévadi se nepripravuji wve
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zviteti, nexistuje riziko virovych nebo bakteridlinich
kontaminaci. Protilatky podle vynalezu, fragmenty protilatek,

jejich smdsi nebo derivaty jsou specifické epitopem a maji
vysokou vazebni a neutralizaéni aktivitu. Mohou se proto ©pri
|é¢eni podédvat v malych mnoZstvich. Homogenita produktu spolu s
malymi pouZitymi mnoZstvimi vedou vlivem vysoké vazebni a
neutralizaéni aktivity k tomu, %e se zretelné redukuje riziko
imunitni reakce v pacientech. Ve wvazebni a neutralizaéni
aktivitd se nevyskytuji wuvnit? rdznych protilatek, fragment
protilatek nebo derivadtd vykyvy jako u polyklondlinich
protilatek. Smichéanim rGznych monoklondlnich protilatek,
fragment® protiladtek nebo derivdtl s wvazebni aktivitou proti

rznym epitopdm ankrodu, ho lze velmi efektivnd neutralizovat.

Protilatky podie wvynélezu, fragmenty protilatky,
jejich smdsi nebo derivaty maji vyhodné wvazebni{ afinitu
vzhledem k ankrodu v rozsahu 1 x 10-7 a% 1 x 10-12 M,

prednostnd 1 x 108 a% 1 x 1011, zvl4sté prednostn& 1 x 1077

az 5 x 10-19 M.

Antidot podle wvynélezu mé& oproti polyklonalnim
protilatkam =z koz o minimédlnd 100 % =zlepSenou dG¢innost
neutralizace ankrodu, pPednostnd o 250 %, zvlia3té o 500 %
zlepdenou AG&innost. Také in witro vykazuji monoklonédlni

protilatky znaéné lepsi G&inek ne¥ polyklonalni protiléatky.

Pod monoklonalnimi lé{kami nebo jejich fragmenty se v
principu rozumi vdechny imoglobulinové t¥idy jako IgM, 1g6,
lgD, 1IgE, IgA nebo jejich subt¥idy jake subtridy Ig6 nebo
jejich smési. Prednostni jsou Ig6 a jeho subtfidy jako
napriklad Ig61, IgGz, 1IgGza, IgGzb, Ig6s nebo Ig6m. Zvlaste
prednostni jsou Ig6 subtypy I1g6G1/x nebo IagGzbs/k . Jako fragmenty
se uvaddi vSechny zkrécené nebo =zménéné fragmenty protilatky
s jednim nebo dvéma vazebnimi misty komplementarnimi

s antigenem, které maji vysokou wvazebni a neutralizaéni
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aktivitu vzhledem k ankrodu, jako &&sti protilatky s vazebnimi
misty tvorenymi podle protiladtek lehkym a té&Zkym retézcem jako
Fv-, Fab~ nebo F(ab ' )z2. Tyto fragmenty se mohou =ziskat
napfiklad enzymatickou cestou od3tépenim Fec &édsti protiléatky
enzymem jako papain nebo pepsin, chemickou oxidaci nebo genovou
manipulaci s geny protilatky. Ughodné se mohou pouZit také

genovd manipulované nezkracené fragmenty.

Protilédtky nebo fragmenty se mohou pouZit samostatné

nebe wve smésich.

Geny protilédtky lze pro genové manipulace izolovat pro
odbornika znamym zphGsobem napPiklad z hybridomovych bundk.
K tomu se odeberou buiky produkované protilatkou a mRNA se
7z bundk izoluje znédmym zpbsobem pri dostatecné optické tloustce
bunék pomoci bunédéné analyzy thiokyanatanem guanidinu,
okyselenim octanem sodnym, . extrakeci fenolem,
chloroform/iscamylalkoholem, vysraZenim isopropanclem a pranim
ethanolem. Néslednd se pomoci reversni transkripce syntetizuje
2 mRNA ¢DNA. Syntetizovanad cDNA se miZe primo nebo po genetické
manipulaci, napFiklad pomoci "site directed matagenesis”,
zavedenim inzerce, inverze, deletace nebo vyménou bazi
inzerovat na vhodné zviFeci, houbové, bakteridini nebo virové
vektory a exprimovat na prislusné organismy. Prednostni jsou ke
kionovani gend bakteriadlni nebo kvasinkové vektory jako
pBR322, pUC18/19, pACYCi84, lambda nebo kvasinkové mu-vektory
a exprese na bakteriich jako e. coli, respektive na kvasinkach

jako saccharomyces cerevisiae.

Dalsim predmétem podle wvyndlezu jsou buliky, které
syntetizuji protildtky podle vynadlezu. T&mi mohou byt po
transformaci, jak je shora uvedeno, zvireci, houbové a
bakterialni builky nebo bufiky kvasinek. Vyhodné se jedna o
hybridomové bufiky nebo triomové bufiky, prednostné se jedna o

hybridomové buhky. Tyto hybridomové buiky lze pripravit
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napriklad znadmou cestou ze zvirFat imunizovanych ankrodem a
izolaci jejich B-bunék produkujicich protilatku, selekci téchto
bundk na ankrod vazajici protiladtku a naslednou syntézou téchto
bunék s napfiklad lidskymi nebo zviFecimi, naprikiad mysimi
myelomovymi buhkami, humannimi lymfoblastoidovymi bufikami nebo
heterohybridomovymi bufikami (Koehler a kolektiv, Nature 256,
1975, 496) nebo infekci té&chto bunék prisludnymi wviry na
nesmrteliné bufky. Pfednostni jsou hybridomové buhky
pripravené syntézou, zvlasté prednostni jsou my3i hybridomové
buiky, zcela prednostni jsou hybridomové bufiky, které sezeruji
protilatky MAK 1-2, MAK 2-29/3 nebo MAK 3-27 a byly uleZeny u
DSMZ (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen v
Braunschweigu) pod &isly DSM ACC2317, DSM ACC2318 s DSM

ACC2319.

Shora uvedené hybridomové buhky sezéruji zviasté
prednostné protildtky IgG typu. U vwvytwvorenych protilatek MAK
1-2, MAK 2-29/3 a MAK 3-27 se jednd o nasledujici Ig6 subtypy
1g61/k, IgGab/k a IgBisk. Tyto prednostni protilatky se vaZi na
rdznych epitopech molekuly ankrodu, jaké ukazuje test na
kompetitivni vazbu protitatek. Vazba zvlasté prednostni
protilatky MAK 1-2 na jeji epitop vede k silndjsdi neutralizaci
molekuly ankrodu, tim jsou pro neutralizaci enzymatického
Ga&inku potFfebnd mensi mno¥stvi protilatky. Monoklonalni
protilédtka vykazuje zFetelné wvy3si neutralizadni Gdinek nei
obvykly pri oSetfovani Kkrvéaceni pouzity antidot na Dbazi
polyklondlnich protilatek, které se ziskaly z koz a jsou jako

antidot prodavany firmou Knoll AG (Ludwigshafen).

Jako derivaty monoklonélnich protilatek podle vynalezu
se uvadi peptidy, peptidomimetika, kterad se odeberou z oblasti
protilatek, wvazajicich antigen, na :pevnych nebo tekutych
nosidich jako polyethylenglykol, sklo, syntetické polymery jako
polyakrylamid, polystyren, polypropylen, polyethylen nebo

ptirodni polymery jako celuloza, separoza nebo agaroza vazajicl
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protilatku, fragmenty nebo peptidy nebo kojagulaty s enzymy,
toxiny nebo radioaktivnimi nebo neradioaktivnimi oznalenimi
jake 3H, 1231, 1251, 1311, 32P, 358, 14C, 51Cr, 36Cl, 57Co,
55Fe, 59Fe, 90Y, 93mTc, 758e, fluorescenénimi/chemiluminis~
cenénimi oznaéenimi jako rhodamin, fluorescein,
isothiokyanatan, fykoerythrin, fykokyanin, fluoreskamin, kovové‘

cheléty, avidin, streptavidin nebo biotin kovalentné vazajici

protiléatku, fragmenty, nebo peptidy.

Protilatky podle vynalezu, fragmenty protildtky,.
jejich smési a derivadty se mohou pou%fit primo, po suSeni,
napfiklad su$enim vymrazovanim, po vazbé& na shora uvedend
noside nebo po formulovani jinymi farmaceutickymi G¢innymi a
pomocnymi l4tkami k vyrobd farmaceutickych pFipravkl. Jako
G&inné a pomocné latky se wuvadi napriklad dals{ protiléatky,
antimikrobiologicky d&inné latky, které pdlsobi mikrobiocidné
nebo mikrobiostaticky, jako antibiotika obecné nebo
sulfonamidy, antitumorové prost¥edky, voda, pufr, solanka,
alkoholy, tuky, vosky, inertni nosiée nebo obdobné parenterainé
obvyklé latky jako aminokyseliny, zahuéfovade nebo cukr. Tyto
farmaceutické pripravky se pouZiwvaji pri 1é¢eni nemoci, zejména
pri lé8eni poruch srézlivosti, vyhodné poruch periferniho

krevniho systému nebo pri mrtvici.

Protilatky podle wvynédlezu, fragmenty protiléatky,

jejich smési nebo derivaty se mohou pou¥it pFfimo nebo po vazbé

na pevnych nebo tekutych nosicich, enzymech, toxinech,
radiocaktivnich nebo neradioaktivnich cznaéenich nebo na
fluorescenénich/chemiluminiscenénich oznacenich, které jsou

popsany shora, v diagnostice. Pritom ankrod se miie prokazat
v nejrdzndjdich télesnych tekutinach z nejrGznéjdich organd jak
Elovdka nebo zvirete nebo v nejr@Gznéjsich tekutinadch naprikiad

kulturnich médiich kvasinek, bakterii, hub nebo humannich nebo

svifecich bunéényech kultur.
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Priklady provedeni vynalezn

1. Vyroba hybridomovycﬁ bunék

Imunizace, synthéza, selekce a charakterizace byly
provedeny technikami popsanymi v literatulfe (napriklad J.H.
Peters, Monoklondlni protilatky, vyroba a charakterizace,
Springer Verlag, A.M. Campbelil, Monoclonal Antibody and

Immunosensor Technology, Verlag Elsevier, kapitola 2 at 7 a 8,

1991).

My3{ samidi balb/c byl intraperitonediné imunizovén
i

~

100 um ankrodu, ktery byl pr
hlediska enzymatické aktivity, ve 2 a%Z 3 tydennim rytmu podle

Enym zesifovanim inaktivovéan =z
nasledujiciho schématu:

1. ve 100 pl PBS + 100 pl kompletniho Freundschova adjuvans,

2. we 100 ul PBS + 100 ui nekompletniho Freundschova adjuvans,

3.-5. ve 200 ul PBS.

Tri dny po posledni aplikaci antigenu byla odebréana
slezina, butky byly prany a provedena synthéza lymfocytd s
myelomovymi bufikami SPA/0-Agl4 (= ATCC CRL 1581). K tomu byly
smichany v poméru 5:1, inkubovédny 1 min pti 37 ©C 1,5 ml
roztokem PEG (polyethylenglykolu), =z¥edéno PBS ( fosforednanem
pufrovana solanka), 1 ml béhem 30 s, 3 ml béhem 30 s, 16 ml
bdhem 60 s. Po prani byly bufiky pri 37 ©C/7,5 % COz
kultivovavény v selekénim médiu (DMEM (= dulbecco s modified
sagle medium), 10 % FCS (= teleci sérum), 10 % condimed HI
{Boehringer Mannheim), HAT pridavek (= hypoxanthin,
aminopterin, pPfidavek thymidinu), ITS pfidavek (= insulin,
transferrin, pfidavek selenitu), pyruvat, glutamin, strepto-

mycin/penicilin).




LEJ] eese .o [ o0 s
L4 - L4 . e 0@ . .«e .
[} . L] 14 * . L] [ 2N ] .
. s » e ¢ L4 . L LK ] .
L] . o . . [ » [ 2K ] L]

(X ] L se see L X e

Identifikace hybridomenu, ktery sezernuje specifické

antiankrodové protildtky, nastéava v mikrotitraéni desce

nasledné:

— mikrotitradni desky se prevrstvi 0,1 ml/well ankrodu,
pripadné referendnich proteinl ke stanoveni specifity (1

mg/ml 0,05 M NaHCOs pH 9,2) b&hem 16 h/4 ©C,

- nasyceni 0,3 ml/well 1 % BSA/PBS bé&hem 0,5 aZ 1 h/23 @¢
{h = hodina),

~ 3x prani pomoci PBS/0,05 % TweenR® 20,

-~ inkubace prebytkem bundénych kultur (50 nl z¥edéno 50 uli
PBS/Q,1 % BSA (= albumin howvéziho séra)/ 0,05 % TweenR 20)

béhem 2 a% 4 h/23 °C,
- prani jako shora,

~ inkubace pomoci 0,7 ml/well Dbiotinylicke antimysi 1g6G

protilatky v 0,1 % BSA/PBS b&hem 2 aZ 4 h/23 ¢°cC,

- prani jako shora,

—~ inkubace pomoci 0,1 ml/well streptavidin-peroxidasoveého

komplexu v 0,1 % BSA/PBS béhem 2 aZ 4 h/23 ©C,
~ prani jako shora,
- 0,1 mi/well peroxidasového substratu,
-~ reakce se zastavi 0,1 ml/well 2 M Hz2504,

-~ méren{ absorpce pri 450 nm.
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Peroxidasovy substrat: smichd se 0,1 ml roztoku TMB
(42 mM tetramethylbenzidinu v DMSO) a 10 ml substrédtového pufru
(0,1 M octanu sodného, pH 4,9), potom pridavek 14,7 ul Ho O .

Hybridomy s positivni reakci protildtky byly izolovany
subklonovanim a jednotliveé klony byly znovu testovény.
Protilatky s nejvy$si reaktivitou byly pouZity v neutralizaéni
zkoudce. Touto cestou mGZe byt izolovédno mnoistvi positivnich

hybridom, to znamenad bufiky tvofi protildtky proti ankrodu.
2. Produkce a charakterizace monoklondinich protilatek

Cistdni monoklondlnich protilatek se provadélo =z
bezsérovych prebytk@® bundéné kultury. Proto byly postupné
prevadény z DMEM/HAT/10 % FCS pfes DMEM/HT/10 % FCS a DMEM/10
% FCS na bezsérové médium bundéné kultury (HT = hypoxanthin,
aminopterin), jako napriklad SF-3 {Cytogen), PFHM~II (6ibco),
HL-1 (Bio Whittaker), Ultra Doma PF (Bio Whittaker) nebo
podobnsd. Pro nasledné didténi prostfednictvim afinitni

chromatografie byly pouZity protein A-sepharosy, respektive

protein G-sepharosy.

Po naneseni prebytkd bunédéné kultury na
chromatograficky sloupec byly nespecificky vazané proteiny
prany 3 M NaCl/1,5 glycinu, pH 8,3, aktivita anitiankrodové
protilatky byla eluovana 500 mM NaC1/0,59 % kyseliny octové.

Stanoveni subtypu protilatky bylo provedeno
analogicky, jak je popsano shora v postupu ELISA, pricemz vsak
na misto biotinylické protildtky proti my3i IgM byl pouZit
nasledujici biotinylicky subtyp - specificka pkotifétka: I ghy
proti mysi, IgM proti mysi, Ig6za proti mysi, k- proti mySi,

Ig6zb proti mysi, lambda proti my$i, Ig6s proti mysi.

Typy a supertypy protilatek izolovanych hybridomovych
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bundk MAK 1-2, MAK 2-29/3 a MAK 3-27 (viz pfiklad 1y byly

stanoveny laB1,k, IgGibsk a IgGi/k -

Konstanty afinity monoklonainich protildtek byly

zjistény rGznymi z literatury znamymi technikami, jako
napriklad rovnovainou dialyzou, imunitni precipitaci nebo
postupem ELISA (napriklad J.H. Peters, Monoklonale Antikorper,
Herstellung und Charakterisierung, Springer Verlag, A.M.

Cambell, Monoclonal Antobody and Immunosensor Technologie,

Verlag Elsevier, kapitola 11, 193913.

Podle postupu ELISA (J. Immunol. Methods 77 (1985) 305

a¥ 319) se obdrii néasledujici afinity vzhledem k prirodnimu

ankrodu {(tabulka I):

Tabulka I: Afinity monoklonalnich protilédtek vzhledem k ankrodu

hybridom/protiléatka ko
MAK 1-2 1,7 * 10°°9
MAK 2-29/3 3,1 *10-%
MAK 3-27 4.4 * 1010

3. Neutralizace ankrodu monoklonalni protildtkou (=MAK) -

prebytek buné&né kultury

Neutraliza&éni kapacita protilatky byla kvantifikovana
pomoci ankrodem indikovanym fibrinovym zakalem. K tomu byly v
mikrotitradnich detidkéch nasycenych BSA inkubovany prFi 37 9C
réizné koncentraéni poméry ankrodu k protilatce a nédsledné byl
pridan humanni fibrinogen (1,5 mg). Po inkubaci pri 37 9C byl

pri 340 nm kvantifikovan vznikajici fibrin (optickd hustota

oD).

8 narQstajicim mnoZstwvim neutralizujicich protilatek
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se mifZe neutralizovat aktivita ankrodu. Toto se ukdazalo na

sniZujicich se optickych hustotach.

pGsobila protildtka MAK 1-2, ktera

vedla k

2v1asté efektivné

také pri vysSich koncentracich ankrodu dplné

neutralizaci. Praznéd hodnota v tabulce II obsahovala vSechny

optické hustoty byly
12,5 ng/ml

hodnoty
25 a

Ne juyssi
ankrodu (50,

bez pridavku rQznych monoklonadlinich protilédtek (tabulka II).

soucasti kromé ankrodu.

zmdreny s rGznymi davkami ankrodu)

MAK 2-29 a 3-27 maji podobné dobrou nebo lep3i afinitu
MAK 1-2 {(tabulka I},

enzymatickeé

vazba protilatky antigen

k ankrodu jako

viak wvedla k

vysdich davkach protiladtky vztaZeno na mnoZstvi

neutralizaci aktivity teprve pri

ankrodu.

Tabuika II: Neutralizace ankrodu prebytkem bunééné kultury MAK

vsdzka optibké hustota

prazdnad hodnota 0,268
ankrod 50 ng/ml 1,45

ankrod 50 ng/ml + MAK 1-2 0,254
ankrod 50 ng/ml + MAK 2-29 1,354
ankrod 50 ng/ml + MAK 3-27 1,133
ankrod 25 ng/ml 0,939
ankrod 25 ng/m! + MAK 1-2 0,238
ankrod 25 ng/ml + MAK 2-29 0,333
ankrod 25 ng/ml + MAK 3-27 0,422
ankrod 12,5 ng/ml 0,67

ankrod 12,5 ng/ml! + MAK 1-2 0,229
ankrod 12,5 ng/ml + MAK 2-29 0,281
ankrod 12,5 ng/ml + MAK 3-27 0,261
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4. Neutralizace ankrodu pomoci vyéidténych monoklondlnich
protilatek in vitro

Vyhodnoceni efektivity neutralizace vylisténych

monoklonédlnich protilatek in vitro bylo provedeno porovnanim 50

% ni hodnoty neutralizace ve zkousSce fibrinovym zadkalem.

50 %ni neutralizaéni hodnota se obdrZi nésledné:

OD negativni kontroly + (OD positivni kontroly - OD negativni

kontroly)/2

Negativni kontrola: f7adny pridavek ankrodu (Z4dny wvznik
fibrinu)

Positivni kontrola: ankrod + fibrinogen {(maximdlni wznik
fibrinu)

Vliivem raznych pomérd protildtka/ankrod se obdrii
variujiei OD hodnoty, pPidemf 50 %ni neutralizace byla pri

nasledujicich koncentracich protilatky:

MAK 1-2 polyklonalini pomér polyklon.
protilatka protilatka/MAK
1 h prfedinkubace
1,25 ng ankrodu 310 ng 625 ng 2,0
2,5 ng ankrodu 350 ng 800 ng 2,3
2 h predinkubace
YJ,ZS ng ankrodu 80 ng 310 ng 3,9
2,5 ng ankrodu 150 ng 650 ng 4,3
Z pomérd mnoiZstvi protilatky potfebné k 50 %

neutralizaci bylo mo%iné odvodit, Ze =za zvolenych in vitro
podminek byla monoklondlni protilédtka MAK 1-2 pFi 1 hodiné

predinkubace alespoi o faktor 2, p¥i 2 hodinadch predinkubace
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alespohh o faktor 4 lep3i neZ antidot na bazi polyklonadlnich

protilatek z koz.

5. Kvantifikace ankrodu pomoci postupu "sandwich-ELISA"

Stanoveni ankrodu ve zkoudkdch k diagnostickym acellm,
napriklad rdznych tekutosti, bylo provedno kombinaci dvou

protilatek pomoci postupu sandwich-ELISA podle nasledujiciho

schématu:

1

pFfevrstveni mikrotitrad&nich desek 5 pg/mi  MAK 1-2, p¥ipadné
MAK 3-27 wve 100 pl/well, =zrfedéno v 0,05 M NaHCOz, pH 9,2,

pres noc/4 °C,

~ prani mikrotitradnich desek pomoci PBS/0,05 % TweenR 20, 200

ul/well,

- nasyceni 300 ul/well 1 % BSA/PBS, 0,5 h/23 ©C,

~ prani jako shora,

~ 11 standardnich zredéni wve dvou krocich ankrodem, vysréZeno
50 ng/ml v PBS/0,1 % BSA/0,05 % TweenR 20, 100 ul/well,
zkoudky se provadély soubdiné s tim v rdznych zfedénich,

inkubace 2 h/23 °C,
- prani jako shora,

- inkubace pomoci MAK 2-28, 1 ug/ml  ztedéno v PBS/0,1 %
BSA/0,05 % Tween® 20, 100 Ml/well, 2 h/23 ©¢C,

~ prani jako shora,

- inkubace pomoci biotinylické antimysi IgGzbk, zFedéno 1:10000

v PBS/0,1 % BSA/0,05 % TweenR 20, 100 ul/well, 2 h/23 ©C,
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-~ prani jako shora,

—~ inkubace pomoci streptavidin-peroxidasového komplexu, zredéno
1:10000 v PRBS/0,1 % BSA/0,05 % TweenR 20, 100 pl/well, 0,5
h/23 9C,

- prani jako shora,

~ pridavek 100 ul/well peroxidasového substratu: (10 ml
substréatového pufru (0,1 M octanu sodného pH 4,9) smichéno se

100 pl roztoku TMB (42 mM tetramethylbenzidinu v DHMSO) a
pridavek 14,7 pl Hz02 3%),

~ reakce se zastavi 100 pl/well 2 H H2804,

- mdreni absorpce pri 450 nm.

Pro obé& monoklondlni protildtky MAK 1-2, respektive
MAK 3-27 a pou%ité kombinace se ukazuje, Ze ankrod lze
kvantifikovat a prokazat v rozsahu koncentraci 3000 aZz 100
pg/ml. Absolutni prokazatelnd hranice leZi jedt& pod témito’

kvantifikovatelnymi hodnotami {obr. 1).

6. Kompetitivni ELISA

K charakterizaci relativni polohy epitopu MAK

vazajiciho se na ankrod byla provedena kompetitivni ELISA:

- prevrstveni mikrotitraénich desek 1 pg/ml ankrodu 100

ul/well, zredéno v 0,05 M NaHCOz, pH 9,2, prfes noc/4 °cC,

~ prani mikrotitradnich desek pomoci PBS/0,05 % TweenR 20, 200

ul/well,

- nasyceni 300 ul/well 1 % BSA/PBS, 0,5 h/23 ©C,
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- prani jako shora,

—~ Na takto pripravené mikrotitraéni desky byly dany rGzné
vsé;ky 10 ng/ml moncklondlnich biotinylickych protilatek MHAK
1-2-biotin, MAK 2-29/3-biotin a MAK 3-27-bioton a vazZANny na
ankrod, naslednd byly k wvsédzkédm pridény podle poufityveh
protilatek variabilni koncentrace (1 ug/ml - 1 ng/ml) kaidé =z
daldich protildtek (MAK 1-2. MAK 2-29/3 nebo MAK 3-27), takie
byly testovany vsechny moiné kombinace protiltétek ve wztahu k
jejich mofnym prekryvajicim se vazebnim mistdm. Vsazky s
rdznymi kombinacemi protilatek byly inkubovany v PBS/0,1 %
BSA/0,05 % TweenR 20 dvé hodiny pFi 23 ©9C a nasledné byly

odet¥eny, jak je dale uvedeno:

- prani jako shora,

~ pridavek 100 pul/well peroxidasového substratu: (10 ml
substrétového pufru (0,1 M octanu sodného pH 4,8) smichéno se

100 pl roztoku THMB,

(42 mM ‘tetramethylbenzidinu v DMS0) a pridavek 14,7 pl HaO2
3%),

-~ reakce se zastavi 100 ul/well 2 M Hz2S04,

~ méreni absorpce pri 450 nm.

V Zadné z pouZzitych kombinaci protilatek nebyl
pozorovan ubytek OD, to znamena rizné monoklondlni protildtky
se nevytladuji pPi vazbé na ankrod. Yazi se na rdzné epitopy
molekuly ankrodu. MGZe proto s ankrodem plisobit soudasné vice
protilatek Pro rychlou optimédini neutralizaci ud¢inku ankrodu se
proto mohou rizné monoklonalni protilatky pouZit, jestliZe je

to potrebné a Zadouci, v kombinaci.
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4. Neutralizace ankrodu in vivo

Ankrod byl aplikovan anestetizovanym krysam po 30
minut jako infuze 10 IU/kg télesné hmotnosti do ocasni Zily. 10
minut po zahajeni infuze ankrodu byvly aplikovany rQdzné
testované substance -~ monoklonadlni, polyklondlni protilatky
nebo placebo ~ jako intravenozni bolus v mnoZstvi 1 ml/kg
tédlesnéd hmotnosti. Krevni zkousky (8 objemovych dild krev + 2
objemové dily 0,11 M citranu) byly z kréni tepny pred, pripadné
30 a 60 minut po zahdjeni infuze ankrodu. Odstredénim byla
ziskéha plasma a podle Claussgerinnungowva postupu byl stanoven
obsah fibrinogenu (kalibraéni krivka pfidavkem definovanych

mnofstvi krysich fibrinogend k defibrinogenované plasmé krys).

Ve skupiné pro testovaci substanci bylo poufito 6 krys

(tabulka III).

Tabulka I1II: PouZita mnoistvi testovaci substance

MAK 1-2 {1,435 mg/kg télesné hmotnosti)
polyklonélni (8,6 mg/kg télesné hmotnosti, Sar¥e antidotu
protilatka A009)

polyklonaini (1,5 mg/kg télesné hmotnosti, Sarfe antidotu
protilatka A009)

Tabulka I1V: MEFeni koncentrace fibrinogenu pfi r@Gzngeh proti-

latkach
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&as (min) koncentrace fibrinogenu (mg/dl)
ankrod + ankrod + ankrod + ankrod +
kontrola MAK 1-2 polykl. AK polykl. AK
8,6 mg/kg 1,5 mg/kg
0 289,7 263, 4 292.,4 281,8
30 63,8 155,9 129,0 91,5
60 32,1 152,7 164,0 55,8

Ukazuje se, Ze MAK 1-2 byl v pou%ité koncentraci
1,435 mg/kg té&lesné hmotnosti schopen 30 min po zahajeni infuze
ankrodu zastavit dalsi sniZeni htadiny fibrinogenu.
Polyklonadlni protilatky z koz vytaduji pro stejny efekt 8,8
mg/kg t&lesné hmotnosti. V koncentraci 1,5 mg/kg télesné
hmotnosti, tedy koncentraci srovnatelné s koncentraci MAK 1-2
nevykazuje antidot na bazi polyklonélnf.protilétky zadny efekt

(viz kontrola tabulka 1v).

Na =zakladé koncentrace fibrinogenu, vysledné po 60
minutédch, bylo moZiné odvodit, Yo in vivo MAK 1-2 za podminek
testu neutralizuje lépe o faktor 6, ne¥ polyklonalni antidot.

Jak se zda, je neutralizaéni ac¢inek MAK 1-2 je3té zretelns

vyssi .
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PATEUNTOVE NAROKY

Monoklonalni protilétky, fragmenty protilatek, jejich smési
nebo derivaty, které se vadZi na ankrod a inhibuji jeho
aktivitu, pridemZ vazebni aktivita leZi v oblasti 1 x_10’7
a2 1 x 1012 M a je zlepéény neutralizaéni G¢inek oproti

polyklondlnim protilédtkém z koz o minimadind 100 %.

Monoklonalni protildtky, fragmenty protildtek, jejich smési
nebo derivaty podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze jsou

tvoreny protildtkou typu IgG.

Monoklondlini protilatky, fragmenty protildtek, jejich smési
nebo derivaty podle naroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze

jsou tvofeny protilatkou MAK 1-2, MAK 2-29/3 nebo MAK 3-27

nebo jejich smésemi.

Bunky, které exprimuj{ monoklondini protildtek, fragmenty
protilatky, jejich smési nebo derivadty podle jednoho =z

narokd 1 az 3.

Buiky podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze jsou tvoreny

hybridomovymi bubkami.

Bufky podle naroku 4 nebo 5, vyznalujici se tim, Ze jsou

tvofeny hybridomovymi bufikami DSM ACC2317, DSM ACC2318 a
DSM ACC2319.

Farmaceutické pFipravky, obsahujici monoklonalini
protilatky, fragmenty protilatek, jejich smési nebo

derivaty podle nérokd 1 az 3.

Pouziti monoklonalini protilatky, fragmentu protildtky,
jejich =smési nebo derivatd podle nédrok® 1 az 3 vwve

farmaceutickych pripravcich.




oe [ XXX ] e . LX) L X J
M- e e
) [ I ¢ o . L] o v .9
L] [ ] » L) L L - * 0
(X ] L] "o ate .e [ X 3
- 22 -
9. Pouziti monoklonalni protilatky, fragmentu protildtky,

jejich smdsi nebo derivatd podle narokl 1 aZ 3 k vyrobé

prostredkd k lééeni poruch sraZlivosti.

10. PouXiti monoklonalni protilatky, fragmentu protilatky,

jejich smési nebo derivatd podle néarokd 1 ai 3 w

diagnostice.

PETI KALENSKY
ATTORNEY AT LA&,
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