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hostitelska buiika transfekovana timto
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vazajici osteoprotegerin, zpisob detekce
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Izolovana nukleova kyselina, polypeptid kédovany touto nukleovou kyselinou, expresni
vektor obsahujici tuto nukleovou kyselinu, hostitelski buiika transfekovana timto
expresnim vektorem, izolovany protein vazajici osteoprotegerin, protilidtka vazajici protein
vazajici osteoprotegerin, zpisob detekce pfitomnosti proteinu vazajiciho osteoprotegerin,
zpusob vyhodnoceni schopnosti testované sloudeniny a pouZiti této sloudeniny jako
modulitoru

Oblast techniky

Vynélez se tyka izolované nukleové kyseliny, polypeptidu kédovaného touto nukleovou kyseli-
nou, expresniho vektoru obsahujiciho tuto nukleovou kyselinu, hostitelské buriky transfekované
timto expresnim vektorem, izolovaného proteinu vazajiciho osteoprotegerin, protilatky vazajici
protein vizajici osteoprotegerin, zpisobu detekce pfitomnosti proteinu vazajictho osteoprotege-
rin, zpisobu vyhodnoceni schopnostt testované slouceniny a pouZiti této sloueniny jako modula-
toru.

Dosavadni stav techniky

Ziva kostni tkah projevuje dynamickou rovnovahu mezi depozici a resorpei kosti. Tyto procesy
jsou zprostiedkovavany dvéma typy bunék: osteoblasty, které vylu€uji molekuly vytvarejici orga-
nickou hmotu kosti, a osteoklasty, které podporuji rozpousténi kostni hmoty a solubilizaci kost-
nich soli. U mladych jedinci s rostoucimi kostmi rychlost kostni depozice je vy$si neZ rychlost
resorpce kosti, zatimco u starSich jedincd je rychlost resorpce vy$8i neZ rychlost depozice.
V tomto druhém piipadé zvySeny rozklad kosti vede ke sniZeni hmotnosti kosti a jejich pevnosti,
zvyduje riziko fraktur a v pfipadé fraktury zpomaluje nebo znemoziuje obnovu kosti.

Osteoklasty jsou velké fygocytujici mnohojaderné buriky, které se tvoii z prekurzoril hemato-
poetické fady v kostni dieni. Ackoliv riist a tvorba zralych funkénich osteoklasti nejsou dosud
dostate¢né prozkoumdiny, ma se za to, Ze osteoklasty dozravaji spolecné s bunéénou fadou mono-
cyty/makrofagy pod vlivem Fady faktorh podporujicich riist, VEfi se, Ze Sasny vyvoj prekurzoro-
vych bunék kostni dfené na proosteoklasty je zprostiedkovin rozpustnymi faktory jako jsou
nadorovy nekroticky faktor o (TNF—«), nadorovy nekroticky faktor B (TNF—f3), interleukin 1
(IL-1), interleukin 4 (IL—4), interleukin 6 (1L—6) a leukemicky inhibiéni faktor (LIF). V bunééné
kultufe se prostecklasty vytvaieji v pfitomnosti pfidaného faktoru stimulujiciho kolonie makro-
fagh (M-CSF). Tyto faktory jsou primarné icinné v ranych fazich vyvoje osteoklastr. V odborné
literatufe neni{ mnoho udajii o polypeptidovych faktorech v termindlnich stadiich v{voje osteo-
klasta. Bylo viak publikovano, Ze parathormon stimuluje tvorbu a aktivitu osteoklastd a Ze kalci-
tonin ma protichidny Gcinek, aviak v mensim rozsahu.

Nedivno byl popsan novy polypeptidovy faktor nazvany osteoprotegerin (OPQ), ktery negativné
reguluje tvorbu osteoklasti in vitro a in vivo (viz patentova pfihlaska US 08/577 788 podana
22. prosince 1995, US 08/706 945 podana 3. zafi 1996 a US 08/771 777 podana 20. prosince
1996, dosud v fizeni, a publikace PCT pithlasky W096/26271). OPG dramaticky zvy$uje hustotu
kosti u transgennich my#i exprimujicich polypeptid OPG a sniZuje ztrity kostni hmoty, pokud se
podava krysam po ovariektomii. Analyza aktivity OPG pfi tvorbé osteoklasth in vitro ukazala, Ze
OPG nijak nepiisobi na riist a diferenciaci prekurzorni monocytl/makrofagl, ale spie blokuje
diferenciaci osteoklastl z prekurzort monocyti/makrofigi. TakZe OPG zfejmé specificky regu-
luje rozsah tvorby ostecklastii.

OPG obsahuje dvé polypeptidové domény, které maji odlidné strukturni a funk&ni vlastnosti.
Aminokoncovid doména obsahujici piiblizmé& aminokyselinové zbytky 22 aZ 194 zcelkového
polypeptidu (N-koncovy methionin je oznafen 1) vykazuje homologii s jinymi ¢leny rodiny
receptorii nadorového nekrotického faktoru (TNFR), zejména TNFR-2, zejména v konzervativni
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vlastnosti domén bohatych na cystein, coz je charakteristické pro ¢leny rodiny TNFR, Doména
karboxylového konce zaujimajici aminokyselinové zbytky 194 az 401 neprojevuje vyznamnou
homologii s Zidnou znamou sekvenci. Narozdil od mnoha dalsich ¢leni rodiny TNFR se zd4, ze
OPG je vyluéné secernovany protein a neni ziejmé syntetizovan ve formé asociované s membra-
nou,

Na zakladé jeho aktivity jako negativniho regulatoru tvorby osteoklastit se predpoklada, ze OPG
vaze polypeptidovy faktor ucastnici s¢ diferenciace osteoklastd, a tim blokuje jeden nebo nékolik
terminalnich kroki, které vedou k tvorbé zralych osteoklasti.

Bylo proto cilem ptedkladaného vynalezu identiftkovat polypeptidy, které interaguji s OPG.

Uvedené polypeptidy mohou hrat vyznamnou roli pii zrani osteoklasth a mohou byt uziteéné pii
léceni nemoci kosti.

Podstata vynalezu

Piedmétem vynalezu je izolovana nukleova kyselina zvolena ze souboru zahrnujiciho:

a) nukleovou kyselinu obsahujici nukleotidovou sekvenci polypeptid—kodujici oblasti podle
obr. 1 (sekvence i.¢. 1) nebo obr. 4 (sekvence i.¢, 3);

b} nukleovou kyselinu kédujici protein vazajict osteoprotegerin podle obr. 1 (sekvence i€, 2)
nebo obr. 4 (sekvence 1.6, 4); a

¢} nukleovou kyselinu kodujici fragment proteinu vazajiciho osteoprotegerin podle obr. 1 {sek-
venee 1.8, 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4), ktery vaZe osteoprotegerin.

Vyhodné je nukleovou kyselinou cDNA, genomova DNA, syntetickd DNA nebo RNA,
Pfedmétem vynalezu je rovnéz polypeptid, ktery je kddovan uvedenou nukleovou kyselinou.

Vyhodné nukleova kyselina zahrnuje jeden nebo vice kodoni vyhodnych pro expresi v Escheri-
chia coli.

Vyhodné ma nukleova kyselina na sebe navazanou detekovatelnou znacku.

Vyhodné nukleovd kyselina koduje polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci zbytkd
1-316 nebo zbytkil 70-316 podle obr. | (sekvence i.€. 2).

Vyhodné nukleova kyselina koduje polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci zbytkd
1-317 nebo zbytkd 69-317 podle obr. 4 (sekvence i.. 4).

Vyhodna je nukleova kyselina, ve které fragment obsahuje rozpustnou nebo zkracenou formu
proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

Vyhodné nukleova kyselina kdduje polypeptid obsahujici zbytky 69-317 podle obr. 4 (sekvence
i.¢. 4) a jeho zkricené verze, které vaZou osteoprotegerin.

Predmétemn vynalezu je rovnéz expresni vektor obsahujici uvedenou nukleovou kyselinu.

Vyhodny je expresni vektor, ve kterém nukleova kyselina obsahuje oblast kédujici polypeptid
podle obr. | (sekvence i.€. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.€. 4).

Piedmétem vynalezu je rovnéz hostitelska buika transfekovana uvedenym expresnim vektorem.
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Vyhodné je hostitelskou buitkou eukaryoticka nebo prokaryoticka buiika.
Vyhodné je hostitelskou buitkou Escherichia coli.

Ptedmétem vynalezu je rovnéz zpiisob vyroby proteinu vazajiciho osteoprotegerin, jehoz podsta-
ta spociva v tom, Ze zahrnuje:

kultivaci za vhodnych nutri¢nich podminek hostitelskych bunék transformovanych nebo trans-
formovanych uvedenou nukleovou kyselinou; a izolaci polypeptidového produktu exprese
nukleové kyseliny.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZ izolovany protein vazajici osteoprotegerin obsahujici aminokyse-
linovou sekvenci podle obr. | (sekvence i.¢. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4) nebo jeho fragment,
ktery vaZe osteoprotegerin.

Vyhodné protein obsahuje aminokyselinovou sekvenci podle obr. 4 (sekvence i.¢. 4).

Vyhodné je proteinem rozpustny protein vazajici osteoprotegerin.

Vyhodné je protein kovalentné modifikovan polymerem rozpustnym ve vodé.

Vyhodné je polymerem polyethylenglykol.

Vyhodné protein obsahuje aminokyselinovou sekvenci ze zbytki 70-316 vietné podle obr. |
{sekvence i.¢. 2) nebo jeji fragment, ktery vaZe osteoprotegerin.

Vyhodné protein obsahuje aminokyselinovou sekvenci ze zbytki 69-317 véetné podle obr. 4
(sekvence i.¢. 4) nebo jeji fragment, ktera vaze osteoprotegerin.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz protilatka nebo jeji fragment, ktera specificky vaze protein vaza-
jici uvedeny osteoprotegerin.

Vyhodné je protilatkou monoklonilni protilatka.

Vyhodné je protilatkou rekombinantni protilatka.

Vyhodné je protilatkou chimericka nebo CDR-roubovana protilatka.
Vyhodné je protilatkou lidska protilatka.

Vyhodné je protilatkou antagonista proteinu vazajiciho osteoprotegerin, ktery snizuje tvorbu
osteoklasti.

Vyhodné se protilatka vaze k extracelularni doméné proteinu vazajiciho osteoprotegerin sekvence
i.&. 4 nebo k fragmentu extracelularni domény proteinu vazajiciho osteoprotegerin sekvence

i.é. 4.

Pfedmétem vynalezu je zplsob detekce ptitomnosti proteinu vazajiciho osteoprotegerin v biolo-
gickém vzorku, jehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze zahrnuje:

— inkubaci vzorku s uvedenou protilatkou in vitro za podminek, které umoziiuji vazani proti-
latky k proteinu vazajiciho osteoprotegerin; a

—  detekei vazané protilatky.
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Pfcdmétem vynilezu je rovnéZ zpiisob detekce pfitomnosti osteoprotegerinu v biologickém
vzorku, jehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze zahrnuje:

- inkubaci vzorku s proteinem vazajicim osteoprotegerin obsahujicim aminokyselinovou sek-
venei podle obr. 1 (sekvence i.C. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.&. 4) nebo jeji fragment vazajici
osteoprotegerin in vitro za podminek, které umoziuji vazani proteinu k osteoprotegerinu; a

— méfeni vazby proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz zpilisob vyhodnoceni schopnosti testované slouceniny vizat se na
protein vazajici osteoprotegerin, jehoz podstata spoliva v tom, ze zahrnuje:

— inkubaci proteinu vazajiciho osteoprotegerin obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci podle
obr. 1 (sekvence i.¢. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4) nebo jeji fragment, ktery vaze osteoprotege-
rin, s testovanou slouceninou in vitro za podminek, které umoziuji uvedenou vazbu; a

—  méfeni vazané slouéeniny.
Vyhodné je slouCeninou agonista nebo antagonista proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz pouziti nukleové kyseliny komplementarni k nukleové kyseliné
podle obr. 1 (sekvence i.¢. 1) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 3) pro pfipravu 1é¢iva pro regulaci expre-
se proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

Vyhodné protein obsahuje aminokyselinovou sekvenci ze zbytkii 158-317 podle obr. 4 (sekvence
i.¢. 4).

Vyhodné uvedeny protein obsahuje aminokyselinovou sekvenci ze zbytkii 140317 podle obr. 4
(sckvence i.¢. 4).

Ptedmétem vynalezu je rovnéz zpisob vyhodnoceni schopnosti testované sloudeniny zvySovat
nebo sniZovat miru vazby proteinu vézajiciho osteoprotegerin k osteoklastovému diferenciaéni-
mu a aktivaénimu receptoru, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze zahrnuje:

~  inkubaci proteinu vazajiciho osteoprotegerin obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci podle
obr. 1 (sekvence i.€. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.8. 4) nebo jeji fragment, analog nebo derivat,
osteoklastového diferenciaéniho a aktivaéniho receptoru obsahujiciho aminokyselinovou sekven-
ci podle obr. 10 (sekvence i.€. 43) nebo jeji lidsky homolog nebo fragment, analog nebo derivar
a pripadné testovan¢ slouCeniny za podminek umoziiujicich vazbu proteinu vazajiciho osteopro-
tegerin k osteoklastovému diferenciaénimu a aktivainimu receptoru; a

-~ méfeni vazby proteinu vazajiciho osteoprotegerin k osteoklastovému diferenciaénimu a akti-
vaénimu receptoru v nepfitomnosti nebo pfitomnosti testované slouceniny.

Piedmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloudeniny jako modulatoru proteinu vazajicitho osteo-
protegerin pro pfipravu léciva pro prevenci nebo ié¢eni nemoci kosti, pfi kterém je slouéeninou
protildtka nebo jeji fragment, ktery vaZze OPGbp podle obr. 4 (sekvence i.¢. 4) a je antagonistou
OPGbp.

Vyhodné je protildtkou monoklondini protilatka nebo jeji fragment.

Vyhodné je protildtkou rekombinantni protilatka nebo jeji fragment.

Vyhodné¢ je protilatkou chimericka protilatka nebo CDR-roubovana protilatka.
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Vyhodné je protilatkou lidska protilatka nebo jeji fragment.

Vyhodné se protilatka nebo jeji fragment véZe k extracelulamni doméné OPGbp nebo se vaze
k fragmentu extracelularni domény OPGbp.

Vyhodné se protilitka nebo jeji fragment vaze na s membranou sdruZenou formu OPGbp.
Vyhodné se protilatka nebo jeji fragment vaze k rozpustné formeé OPGbp.

Vyhodné je uvedena sloudenina pouZita v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym fedidlem, nosi-
gem, solubilizadnim &inidlem, emulgaénim &inidlem, konzervaénim &inidlem a/nebo adjuvantem.

Vyhodné pouziti dsle zahmuje podani jednoho nebo vice kostniho morfogenniho faktoru, zvole-
ného ze souboru zahmujiciho BMP-1 az BMP-12, transformagniho riistového faktoru beta, ¢lenu
skupiny transformagniho rilstového faktoru beta, fibroblastového riistového faktoru zvoleného ze
souboru zahrnujiciho FGF-1 az FGF-10, inhibitoru interieukinu-1, inhibitoru TNF alfa, parathy-
roidalniho hormonu, prostagiandinu fady E, bifosfonatu nebo minerdlu zlep3ujiciho stav kosti.

Vyhodné je nemoc kosti zvolena ze souboru zahmujiciho osteoporozu, osteomyelitidu, hyper-
kalcemii, osteopenii sdruzenou s chirurgickym zakrokem, Pagetovu nemoc, osteonekrozu, abytek
kostni hmoty v dasledku revmatoidni artritidy, periodontaini ubytek kostni hmoty, prostetické
uvoliiovani a osteolytickou metastazu.

Byl identifikovan novy &len z rodiny nadorového nekrotického faktoru, a sice zcDNA knihovny
exprimované v buitkich COS screeningem s rekombinantnim fiznim proteinem OPG-Fc jakozto
afinitni sondou. Novy protein je transmembranovy protein vazajici OPG, kiery je dle predikce
dlouhy 316 aminokyselin a mé aminokoncovou cytoplazmatickou deménu, transmembranovou
doménu a extracelularni doménu na karboxylovém konci. Protein vazajici OPG podle vynalezu je
bud'to protein asociovany s membranou, hebo rozpustny protein.

Predkladany vynalez poskytuje nukleovou kyselinu, ktera koduje protein vazajici OPG, vektory
a hostitelské buiiky exprimujici polypeptid, a také zplsob pipravy rekombinantniho proteinu
vazajiciho OPG. Také poskytuje protilatky nebo jejich fragmenty, které se specificky vazi na pro-
tein vazajici OPG.

Protein vazajici OPG lze uzit v testech ke kvantifikaci hladiny OPG v biologickych vzorcich,
k identifikaci bunék a tkani, které maji protein vazajici OPG, a také k identifikaci novych lenil
rodiny proteinii OPG a proteint vazajicich OPG. Vyndlez také poskytuje zpiisoby identifikace
slougenin, které interaguji s proteinem vazajicim OPG. K takovym slou¢eninim patfi nukleove
kyseliny, peptidy, proteiny, sacharidy, lipidy nebo organickeé molekuly s malou molekulovou
hmotnosti, které mohou piisobit bud'to jako agonisté, nebo antagonisté aktivity proteinG vazaji-
cich OPG.

Proteiny vazajici OPG se Geastni diferenciace osteoklastii a mira aktivity osteoklasti zase modu-
luje resorpei kosti. Agonisté a antagonisté proteinu vazajiciho OPG tedy modulujici tvorbu osteo-
klastii a resorpci kosti a mohou se tedy uZit k lé&eni nemoci kosti se zménami resorpce kosti jako
je napf. osteopordza, hyperkalcémie, ztrita kosti diky artritickym metastazam, imobilizace nebo
nemoci periostu, Pagetova nemoc, osteopetrdza, ziraty zpiisobené protézou a pod. Farmaceutické
piipravky obsahujici proteiny vazajici OPG a agonisty a antagonisty proteinit vazajicich OPG
jsou také pfedmétem vynalezu.

Receptory pro proteiny vazajici OPG byly také identifikovany z mys$i cDNA knihovny zkonst-
ruované z bunék kostni dfené, které se vazaly na fluorescencné oznatené proteiny vazajici OPG.
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Receptory se mohou uzit k identifikaci agonistd a antagonistd interakce proteind vazajicich OPG
s jejich receptory, coz mize byt vyuzito k 1é&eni nemoci kosti.

Pichled obrazkid na vykresech

Obr. 1. Struktura a sekvence inzertu 32D-F3 kodujiciho protein vézajici OPG. Podtrieny jsou
predikovana transmembranova doména a mista pro sacharidové fetézce vazané na asparagin.

Obr. 2 Exprese proteinu vazajiciho OPG v buitkach COS-7 transfekovanych pcDNA/32D~F3.
Buriky byly transfekovany pcDNA/32D-F3 za pomoci lipofektinu a pak podrobeny testu na
vazbu s kozi antihuminni IgGl konjugovanou s alkalickou fosfatazou (sekundarni samotna),
humanni OPG (22-201)-Fc a sekundarmi (OPG-Fc) nebo chimérickym fliznim proteinem extra-
celularni doména ATAR-Fc (SATAR-Fc). ATAR je novy &len superrodiny TNFR a fuzni
protein SATAR-Rc slouzil jako kontrola jak pro vazbu humanni domény 1gG1-Fc, tak pro vazbu
generického proteinu pfibuzného TNFR k molekule bunééného povrchu 32D,

Obr. 3. Exprese proteinu vazajictho OPG v lidskych tkanich. Analyza mRNA lidskych tkani
(Clontech) northernovym prenosem pomoci radioaktivné znacené hybridizaéni sondy 32D-F3.
Relativni molekulova hmotnost je uvedena vlevo v tisicich pard bazi (kb). Sipka na pravé strané
ukazuje migraci transkriptu o velikosti asi 2,5 kb detekovaného v mRNA z lymfatickych uzlin.
Také ve fetalnich jatrech byl detekovan velmi slaby pas stejné velikosti.

Obr. 4: Struktura a sekvence inzertu pcDNA/HhuOPGbp 1.1 kédujiciho humanni protein vazajici
OPG. Podtrzeny jsou predikovana transmembranova doména a mista pro sacharidové fetézce
vazané na asparagin

Obr. 5 Stimulace vyvoje osteoklasti in vitro ze spoleénych kultur makrofigh kostni diené
a bunék ST2 oSetfenych rekombinantnim mysim proteinem vazajicim OPG (158-3176). Kultury
byly oSetfeny rekombinantnim my§im proteinem vazajicim OPG v riznych koncentracich od 1,6
do 5600 ng/l. Po 8 az 10 dnech byly kultury lyzovany a byla méfena aktivita TRAP. Kromé toho
byly nékteré kultury simultinné oetfeny 1, 10, 100, 500 a 1000 ng/l rekombinantniho proteinu
mysi OPG (22401)-Fc. My3i protein vazajici OPG indukoval stimulaci tvorby osteoklasti
zavislou na davce, zatimco OPG (22—401)-F¢ inhiboval tvorbu osteoklastii.

Obr. 6. Stimulace in vitro vyvoje osteoklastd z prekurzorii v kostni dieni v pritomnosti M—CSF
a mysiho proteinu vézajiciho OPG (158-316). Kostni dfefi mysi byla odebrana a kultivovéina
v pfitomnosti 250, 500, 1000 a 2000 U/ml M—CSF. Ke stejnym kulturam byl pfidan protein
vazajici OPG v rhznych koncentracich, od 1.6 do 500 ng/ml. Vyvoj osteokiastit byl méfen pomo-
ci testu TRAP.

Obr. 7. Osteoklasty odvozené z bunék kostni dfeng v piitomnosti jak M—CSF tak proteinu vazaji-
ciho OPG(158-316) resorbuji kost in vitro. Buiiky kostni dfené o3etfené bud'to M—CSF, nebo
proteinem vazajicim OPG nebo obéma faktory soudasné, byly vysety na platky kosti v jamkéach
kultivagnich destidek a byly ponechany, aby se vyvinuly ve zralé osteoklasty. Vysledné kultury
byly obarveny toluidinovou modfi (levy sloupec) nebo histochemickym barvenim pro detekci
enzymové aktivity TRAP (pravy sloupec). V kultufe oSetfené obéma faktory se tvoiily zralé
osteoklasty, které byly schopny erodovat kost, jak 1ze soudit podle modie zbarvenych jamek na
povrchu kosti. To korelovalo s piitomnosti znaéného poétu velkych mnohojadernych bunék pozi-
tivnich na TRAP.

Obr. 8. Graf ukazuje hladinu ionizovaného kalcia (iCa) v krvi u my$i injikovanych proteinem
vazajicim OPG, a sice 51 hodin po prvni injekci, a mysi, kterym se také podaval konkurenéni
OPG. Protein vazajici OPG vyznamné zvysil hladinu iCa zplsobem zavislym na davce. OPG
(1 mg/kg/den) zcela blokoval zvySeni iCA v davce proteinu vazajiciho OPG 5 pg/den, a &astedns
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blokoval zvyseni v davce OPG 25 pg/den (*) rozdil ve srovnani s kontrolou lé€enou jen vehi-
kulem (p<0,05), (#) hladina iCA po poddvani OPG se priikazn€ li3i od hladiny v mys3i, které
dostavaly jen samotnou davku proteinu vazajiciho OPG (p<0,05).

Obr. 9. Radiografie levého femuru a tibie mysi, kterym byl podavan protein vézajici OPG
v davkach 0, 5, 25 nebo 100 pg/den po 3,5 dne. Je patrné snizeni hustoty kosti zavislé na davce,
viditelné nejzfetelngji v proximélni metafyze tibie a zcela pronikavé pfi davee 100 pg/den.

Obr. 10. Sekvence ODAR ¢DNA mysi a pfisluina proteinova sekvence. Je zde ukazana sekvence
c¢DNA klonu velikosti asi 2,1 kb a translace otevieného &teciho ramce 625 aminokyselinovych
zbytk. Hydrofobni signélni peptid je podtrzen a hydrofobni transmembranova sekvence (zbytky
214 az 234) jsou uvedeny tuéné, Cysteinové zbytky obsaZené v opakovanych motivech bohatych
na cystein v extracelularni doméné jsou take tucné.

Obr. 11 Imunofluorescenéni znadeni vazby ODAR—Fc na buiiky transfekované proteinem vazaji-
cim OPG. Buiiky COS~7 transfekované expresnim plazmidem proteinu vazajictho OPG byly
inkubovany s lidskym 1gG F¢ (horni panel), ODAR-Fc (stiedni panel) nebo OPG-Fc (spodni
panel). Jako sekundarni protilatka byla uzita kozi anti-humanni IgGFc zna¢na FITC. Pozitivné
navazané buiiky byly vysetfeny konfokalnim mikroskopem.

Obr. 12. U¢inek ODAr—Fc na tvorbu osteoklastli v kostni dieni my3i in virro. Kultury z mysi
kostni dfené byly zaloZeny jak bylo popsano v piikladu 8 a exponovany proteinu vazajicimu
OPG (5 mg/ng/mi) a CSF-1 (30 ng/ml). Byly pfidany rizné koncentrace ODAR-Fc od 1500 do
65 ng/ml. Tvorba osteoklastli byla vyhodnocena cytochemickym stanovenim TRAP a testem
TRAP po 5 dnech v kuitufe.

Obr. 13. Denzita kostniho mineralu u my3i po 4 dennim podéavani ODAR-Fc v riiznych davkach.
Mysi dostavaly ODAR-Fc denn& v subkutanni injekci ve vehikulu s fosfatem pufrovanym
fyziologickym roztokem. Mineralni denzita byla stanovena z kosti fixovanych v 70% ethanolu
v irovni proximalini tibialni metatyzy pomoci kvantitativni pocitacové tomografie (pQCT) zafi-
zenim XCT—960M (Norland Medical Systems, F. Atkinson, WI). Dva 0,5mm pti¢né fezy kosti,
1,5 a 2,0 mm od proximalniho konce tibie byly analyzovany (XMICE 5,2, Stratec, Germany) ke
stanoveni celkové denzity kostniho mineraiu v metafyze. Pro definici hranice metafyzy kosti byl
uzit prah separace mékké tkané 1500. ODAR-Fc¢ ved| k vyznamnému zvyseni denzity kostniho
mineralu v proximalni tibialni metafyze zplisobem zavisiym na ddvce. Skupina obsahovala
4 objekty (n=4).

Detailni popis vvnilezu

Vynalez poskytuje polypeptid oznacovany jako protein vazajici OPG, ktery specificky vaze OPG
a Gcastni se diferenciace osteoklasti. Klon cDNA koédujici mysi formu polypeptidu byl identifi-
kovan v knihovné piipravené z linie my$ich myelomonocytii 32-D a byl transfekovan do bunék
COS. Butiky po transfekei (transfektanty) byly podrobeny screeningu na schopnost vazat fazni
polypeptid OPG (22-201)-Fc (Ptiklad 1). Sekvence nukleové kyseliny odhalila, Ze protein
vazajici OPG je novy &len rodiny TNF a je nejblize ptibuzny AGP-1, coZ je polypeptid popsany
v patentové piihlasce US 08/660 562 podané 7. ervna 1995, ktera je v fizeni (Polypeptid iden-
ticky s AGP—1 byl také popsan jako TRAIL ve Wiley et al., Immunity 3: 673-682, 1995).
Piedpoklada se, e protein vazajici OPG je transmembréanovy protein typu I, ktery ma cyto-
plazmatickou doménu na svém aminokonci, transmembranovou doménu a extracelulami doménu
na karboxylovém konci (Obr. T). Aminokoncova cytoplazmatickda doména obsahuje aminokyse-
linové zbytky 1— 48, transmembranovd doména zbytky 49 ~ 69 a extracelulirni doména zbytky
70 - 316 jak je ukazano na obr. 1 (sekvence identifikacniho Cisla 1). Protein asociovany s mem-
branou specificky vaze OPG (obr. 2). Takze OPG a protein vazajici OPG maji mnoho typickych
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vlastnosti paru receptor-ligand, ackoliv je moné, 7e existuji i jiné pkirozené se vyskytujici recep-
tory pro protein vazajici OPG.

Klon kodujici lidsky protein vazajici OPG byl izolovan z ¢cDNA knihovny lymfatickych uzlin.
Lidska sekvence (Obr. 4) je homologni k my3i sekvenci. Purifikovany my3i protein vazajici OPG
stimuloval tvorbu osteoklastl in vitro a indukoval hyperkalcemii a resorpci kosti in vivo,

Protein vazajici OPG oznacuje polypeptid, ktery ma aminokyselinovou sekvenci savéiho proteinu
vazajiciho OPG, nebo jeho fragment nebo jeho analog nebo derivat, majici alespofi vazebnou
aktivitu k OPG. Ve vyhodném provedeni vynalezu je protein vazajici OPG mysi nebo lidsky
protein. V jiném provedeni vynalezu je protein vézajici OPG rozpustny protein majici v jedné
formé izolovanou extracelulirni doménu oddélenou od cytoplazmatické a transmembrénové
domeny. Protein vazajici OPG se ldastni diferenciace osteoklastt a ovliviiuje rychlost a rozsah
resorpce kosti, a bylo také zjisténo, Ze stimuluje tvorbu osteoklastti a resorpci kosti.

Nukleove kyseliny

Piedkladany vynalez poskytuje izolované nukleové kyseliny kédujici proteiny vazajici OPG.
Termin ,,nukleové kyseliny* v textu pfihlasky zahrnuje ¢cDNA, genomovou DNA, pIné nebo
CasteCné syntetickou DNA a také RNA. Nukleové kyseliny podle predkladaného vynalezu jsou
vybrany ze skupiny obsahujici:

a) nukleovou kyselinu uvedenou na obr. | (sekvence i. & 1) a na obr. 4 (sekvence i. & 2),

b} nukleovou kyselinu, ktera hybridizuje s polypeptid kodujicim Gsekem nukleovych kyselin
uvedenych na obr. 1 (sekvence i. &. 1) a na obr. 4 (sekvence i. &. 2), a zistava hybridizovana
k nukleovym kyselinam i ve vysoce stringentnich (pfisnych) podminkach, a

¢} nukleové kyseliny degenerované vzhledem k nukleovym kyselindm v a) nebo b).

Hybridizace nukleovych kyselin typicky zahrnuje mnohakrokovy proces, ktery obsahuje prvni
hybridizaéni krok, kdy se vytvofi duplex nukleové kyseliny z jednoduchych fetézcii, a poté nasle-
duje druhy hybridizaéni krok, provadény za ptisn&jiich (vice stringentnich) podminek, aby se
selektivng udrzely jen ty duplexy DNA, které maji pozadovanou homologii. Podminky prvniho
hybridiza¢niho kroku obecné nejsou rozhodujici, za ptedpokladu, Ze se prvni hybridizace nepro-
vadi v pfisn€jSich podminkich nez druhy hybridizace. Obecné se druha hybridizace provadi
v piisn&jsich podminkach, tj. s vysokou stringenci, pfi¢em2 termin ,.vysoka stringence® znamena
takové podminky teploty a koncentrace soli, které jsou asi 12 a% 20 °C pod teplotou tani (Tm)
perfektivniho hybridu ¢asti nebo celého komplementarniho fetézce odpovidajiciho sekvenci na
obr. 1 (sekvence i. ¢&. 1) a na obr. 4 (sekvence i. &. 2). V jednom provedeni ,.vysoké stringence®
znamend podminky teploty 65 °C a ne vy$si koncentraci nez 1M Nat. Odbornikovi je ziejmé, ze
koncentrace soli, teplota a/nebo délka inkubace se mohou ménit v prvni nebo druhé hybridizaci
tak, aby se ziskaly hybridizujici nukleové kyseliny podle vynalezu. Podminky hybridizaci
a vypocet. Tm jsou popsany v Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989).

Nukleove kyseliny podle vyndlezu hybridizuji s celym nebo &asti kédujiciho aseku sekvence pro-
teinu vézajiciho OPG uvedeného na obr. 1 (sekvence i. &. 1) a na obr. 4 (sekvence i. & 2), a tudiz
mohou existovat zkracené verze nebo naopak prodlouzené verze uvedenych sekvenci nukleovych
kyselin. Zkracené nebo naopak prodlouzené nukleové kyseliny jsou také predmétem predklada-
ného vynalezu, za ptedpokladu, Ze si uchovavaji alespon vlastnost vazat OPG. V jednom prove-
deni vynalezu nukleova kyselina koduje polypeptid obsahujici alespoii 10 aminokyselin. V jiném
provedeni vynalezu nukleova kyselina koduje polypeptid obsahujici alespoii 20 aminokyselin.
V jesté dal$im provedeni vynalezu nukleova kyselina koduje polypeptid obsahujici alespon
50 aminokyselin. Hybridizujici sekvence nukleové kyseliny miize také obsahovat nekddujici
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sekvence lokalizované na 3'— a/nebo 5'~konci 0seku kédujiciho protein vazajici OPG. Nekodu-
jici sekvence obsahuji reguladni dseky Ucastnici se exprese proteinu vazajiciho OPG, jako jsou
promotory, zesilovaci useky (enhancery), mista politku translace, mista terminace translace
a pod.

Ve vyhodném provedeni vynalezu nukleové kyseliny koduji my3i nebo lidsky protein vézajici
OPG. Nukleové kyseliny kéduji budto formu proteinu vézajiciho OPG vazanou na membranu,
nebo rozpustnou formu, kterd postrada funkéni transmembranovou oblast. Predikovany trans-
membranovy Gsek mysiho proteinu véazajiciho OPG zahmuje aminokyselinové zbytky 4969
vietné, jak je ukazéno na obr. | (sekvence i. &. 1). Predikovany transmembranovy fsek lidskeho
proteinu vazajiciho OPG zahruje aminokyselinové zbytky 4969 véetng, jak je ukazano na obr.
4 (sekvence i. &. 2). Lze predpokiadat, Ze substituce, které vedou k nahrad¢ hydrofobniho amino-
kyselinového zbytku v tomto Gseku neutralnim nebo hydrofobnim aminokyselinovym zbytkem,
zrudi asociaci s membranou a povedou ke vzniku rozpustného proteinu véazajiciho OPG. Kromé
toho lze také predpokladat, ze delece asti nebo celého transmembrédnového seku povedou také
ke vzniku aminokyselinové zbytky 70-316 podle obr. 1 (sekvence i. &. 1), nebo jejich fragmenty
&i analogy, pfedstavuji rozpustné proteiny vazajici OPG.

Nukleové kyseliny kodujici zkracené formy lidského rozpustného proteinu vazajiciho OPG jsou
také predmétem vynalezu. Rozpustné formy obsahuji aminokyselinove zbytky 69 — 317 sckvence
uvedené na obr. 4 (sekvence i. &. 2) a jeji zkracené formy. V jednom provedeni zkraceni na N--
konci vede ke vzniku polypeptidii obsahujicich aminokyselinové zbytky 70 - 317, 71 - 317, 72 -
317 atd. V jiném provedeni vynalezu nukleové kyseliny kéduji rozpustny protein vazajici OPG
obsahujici aminokyselinové zbytky 69 — 317 a jeho verzi zkricenou na N-konci obsahujici
aminokyselinové zbytky 158 — 317 nebo alternativné 166 —317.

Plazmid phuOPGbp 1.1. kédujici lidsky protein vazajici OPG v E.coli kmene DHI10 byl ulozen
v Americké sbirce mikroorganismii (American Type Culture Collection, Rockville, MD) dne
13 Cervna 1997.

Nukleové kyseliny podle vynalezu se mohou uzit k detekei sekvenci kédujicich protein vazajici
OPG v biologickych vzorcich. Zv1a§té se sekvence mohou uzit k vyhledavani sekvenci pfibuz-
nych proteinu vézajicimu OPG v knihovnach ¢cDNA a genomové DNA, zejména z jinych biolo-
gickych druhd. Nukleové kyseliny podle vynalezu jsou také vhodné k modulovani hladiny protei-
nu vazajiciho OPG pomoci tzv. ,antisense technologie nebo genové exprese in vivo. Vyvoj
transgennich zvitat exprimujicich protein vézajici OPG je uZite€ny pro pfipravu polypeptidu
a také pro zkoumani biologické aktivity tohoto polypeptidu in vivo.

Vektory a hostitelské buiiky

Nukleové kyseliny podle vynalezu jsou spojeny s jinymi sekvencemi DNA tak, aby exprimovaly
biologicky aktivni protein vazajici OPG. Sekvence potfebné pro expresi jsou v oboru znamy
apatéi k nim promotory a enhancery pro iniciaci syntézy RNA, mista terminace translace,
vazebna mista ribosomil pro iniciaci translace a tzv. vedouci sekvence, které umoziiuji sekreci.
Sekvence Fidici expresi a sekreci proteinu vazajiciho OPG mohou byt homologni, tj. sekvence
identické nebo podobné sekvencim v genomu vedoucim k expresi a sekreci proteinu vazajici
OPG, nebo jsou to sekvence heterologni. Pro expresi proteinu vazajiciho OPG je k dispozici cela
fada plazmidovych vektori (viz napf. Methods in Enzymology, vol. 185, Goeddel, D. V. {(ed.),
Academic Press, 1990). Pro expresi v savei hostitelské buiice je vyhodné provedeni plazmid
pDSRa popsany v pihlasce PCT 90/14363. Vyhodné provedeni pro expresi v bakterialni hosti-
telské buiice obsahuje plazmidy nesouci promotor lux (viz patentova piihlaska US 08/577 778,
podana 22, prosince 1995, nyni v fizeni).

Vynilez také poskytuje prokaryotické nebo cukaryotické hostitelské buriky, které exprimuji pro-
tein véazajici OPG. K hostitelskym bufikam patii bakteridlni, kvasinkové, rostlinné, hmyzi nebo
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savei bufiky. Protein vazajici OPG mize byt také produkovan v transgennich zvifatech jako jsou
my3i nebo kozy. Plazmidy a vektory obsahujici nukleové kyseliny podle vynalezu se viozi do
vhodnych hostitelskych bunék pomoci transfekce nebo transformace zpiisobem, ktery je odbor-
nikovi znam. Hostitelské buiiky obsahuji sekvence DNA kédujici protein vazajici OPG podle
obr. 1 nebo jeho &ast, jako je napf. extracelularni doména nebo cytoplazmaticka doména. Nuklco-
vé kyseliny podle vynalezu se mohou modifitkovat zaménou kodond, které umozni optimalni
expresi v daném hostiteli. Alespoii néjaky z téchto kodoni je tzv. preferenéni kodon, ktery nemé-
ni aminokyselinovou sekvenci a naléza se ¢asto v genech, které jsou silné exprimovany. Avsak je
zfejmé, Ze tyto alterace kodonil pro optimalizaci exprese nejsou omezeny na vloZeni preferend-
nich kodoni. K pfikladim vyhodnych savéich hostitelskych bunék pro expresi proteinu vézaji-
ciho OPG patfi bufiky COS, CHOd—, 293 a 3T3, pfigemz tento vydet neni omezujici. Vyhodné
bakterialni hostitelské buiiky jsou E. coli.

Polypeptidy

Predklidany vynalez poskytuje protein véazajici OPG jako produkt prokaryotické nebo eukaryo-
tické exprese exogenni sekvence DNA, tzn. protein vazajici OPG je rekombinantni protein vaza-
Jici OPG. K exogennim sekvencim patfi sekvence cDNA, genomové DNA a syntetické DNA.
Protein vazajici OPG miZe byt produkt exprese v bakterialni, kvasinkové, rostlinné, hmyzi nebo
sav¢i bufice nebo se miZe produkovat v bezbun&nych translagnich systémech. Protein vazajici
OPG produkovany v bakteriich ma N—koncovy methioninovy zbytek.

Vynalez dale poskytuje zpiisob pfipravy proteinu vazajiciho OPG, ktery obsahuje kroky, kdy se
kultivuji prokaryotické nebo eukaryotické hostitelské bufiky transformované nebo transfekované
nukleovymi kyselinami kédujicimi protein vazajici OPG a izoluje se polypeptidovy expresni pro-
dukt téchto nukleovych kyselin.

Polypeptidy, které jsou sav€imi proteiny vézajicimi OPG nebo jejich fragmenty, analogy nebo
derivaty jsou také pfedmétem predkladaného vynilezu. Ve vyhodném provedeni je protein vaza-
jici OPG lidsky protein vizajici OPG. Fragment proteinu vazajiciho OPG znamena polypeptid,
ktery ma deleci jedné nebo nékolika aminokyselin takové, Ze vysledny polypeptid ma alespoii
viastnost, 7¢ vize OPG. Uvedené fragmenty maji delece za¢inajici z aminokonce, z karboxylové-
ho konce nebo jsou deletovany vnitinimi iiseky polypeptidu. Fragmenty proteinu vazajiciho OPG
Jjsou dlouhé pfinejmensim 10 aminokyselin, vyhodn& pfinejmensim 20 aminokyselin a jeté
vyhodngji pfinejmen3im 50 aminokyselin. Ve vyhodném provedeni vynalezu protein vazajici
OPG ma deleci jedné nebo nékolika aminokyselin z transmembranového fiseku (aminokyselinové
zbytky 49 - 69 podle obr. 1), nebo alternativné jednu nebo nékolik aminokyselin z aminokonco-
veho Useku aZ po transmembrianovy (sek a/nebo véetné tohoto transmembranového aseku
(aminokyselinové zbytky 1 — 49 podle obr. 1). V jiném provedeni vynalezu je protein vézajici
OPG rozpustny protein obsahujici napf. aminokyselinové zbytky 69 — 316 nebo 70 — 316 nebo
N-koncové nebo C—koncové zkricené formy, které si uchovavaji vazebnou aktivitu pro OPG.
Protein vazagici OPG je také lidsky rozpustny protein uvedeny na obr. 4 obsahujici aminokyseli-
noveé zbytky 69 — 317, a jeho N—koncové zkracené formy napt. 70 — 517, 71 — 517, 71 = 517, 72
— 517 atd. Ve vyhodném provedeni rozpustny lidsky protein vazajici OPG obsahuje aminokyse-
linové zbytky 69 — 317 a N-koncovou zkracenou formu proteinu vazajiciho OPG (158 — 317)
nebo alternativné (166-317),

Analog proteinu vazajiciho OPG znamen4 polypeptid, ktery ma substituci nebo adici jedné nebo
né¢kolika aminokyselin takové, 7e vysledny polypeptid ma alespoii tu vlastnost, ze vaze OPG.
Uvedené analogy maji adici nebo substituci v libovolném misté polypeptidu. K vyhodnym analo-
gum patfi ty, které pfedstavuji rozpustné proteiny vazajici OPG. Fragmenty nebo analogy mohou
byt pfirozené se vyskytujici, jako jsou napf. polypeptidové produkty alelickych variant, nebo
mohou byt zkonstruovany pomoci technik pro manipulace a syntézu nukleovych kyselin, které
jsou odbornikovi znamy. Polypeptidy mohou, ale nemuseji, mit aminokoncovy methioninovy
zhytek.

- 10 -
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Vynalez také zahrnuje derivaty proteind vazajicich OPG, které jsou polypeptidy, které prosly
posttranslaénimi modifikacemi (napf. adice N-vazaného nebo O-vazaného fetézce cukru, opra-
covani N-konce nebo C-konce), pfipojeni chemickych zbytkG k aminokyselinové kostfe,
chemické modifikace N-vazaného nebo O—véazaného fetézce cukru a adice N-koncového methio-
ninového zbytku jakozto vysledek exprese v prokaryotické hostitelské bufice. Zvlasté lze uvazo-
vat o takovych chemicky modifikovanych derivatech proteinii vazajicich OPG, které poskytuji
dalgi vyhodnou vlastnost, jako je zvySena stabilita, delsi doba cirkulace, nebo sniZena imuno-
geniénost. Zvla$té uZiteéné jsou modifikace s vodou rozpustnymi polymery jako je polyetylén-
glykol a jeho derivaty (viz napf. Patent US 4 179 337). Chemické skupiny pro derivatizaci se
mohou vybrat z ve vodé rozpustnych polymer jako je polyetylénglykol, kopolymery etylén-
glykol/propylénglykol, karboxymetylceluléza, dextran, polyvinylalkohol a pod. Polypeptidy se
mohou modifikovat v nahodnych pozicich uvnitf molekuly nebo na pfedem uréenych mistech
molekuly a mohou obsahovat jednu, dvé nebo vice pfipojenych chemickych zbytkd. Polypeptidy
se mohou také modifikovat na predem uréeném misté polypeptidu jako je napf. aminokonec,
nebo na vybraném argininovém nebo lysinovém zbytku polypeptidu. K jinym chemickym modi-
fikacim patii dale detekovatelné znatky, jako jsou enzymatické, fluorescendni, isotopové nebo
afinitni znalky, které slouzi k detekci nebo izolaci proteinu.

Vynilez také zahrnuje chimérické proteiny vazajici OPG, které obsahuji &ast nebo cclou amino-
kyselinovou sekvenci proteinu vazajicino OPG flzovanou s heterologni aminokyselinovou sek-
venci. Heterologni sekvence je jakakoliv sekvence, ktera dovoluje, aby si vysledny protein ucho-
val alespoil vazebnou aktivitu pro OPG. Ve vyhodném provedeni vynalezu extracelularni doména
karboxylového konce proteinu vézajictho OPG je fazovina s heterologni sekvenci. Takové
sekvence zahrnuji heterologni cytoplazmatické domény, které dovoluji alternativni intracelularni
signalni udalost, sekvence, které podporuji oligomerizaci jako usek Fc z 1gG, enzymové sekven-
ce, které poskytuji znadku polypeptidu, a sekvence, které poskytuji afinitni sodu, jako je napf.
specificka vazba antigen—protilatka.

Polypeptidy podle predkladaného vynalezu se izoluji a purifikuji z tkani a buné&nych linii, ktere
exprimuji protein vazajici OPG, budto extrakci z lyzatli, nebo upravenych kultivaénich médii
anebo ztransformovanych hostitelskych bunZk exprimujicich protein vazajici OPG. Protein
vazajici OPG se miZe ziskat z my$i myelomonocytové linie 32-D (ATCC ¢&. CRL-11346).
Lidsky protein vazajici OPG nebo nukleova kyselina kodujici tento protein mohou byt izolovany
z lidskych lymfatickych uzlin nebo z tkané fetalnich jater. Izolovany protein vazajici OPG neni
asociovan s jinymi lidskymi proteiny ani jinymi slozkami buriky.

Predmétem vynilezu je také zpisob purifikace proteinu vazajiciho OPG z ptirozenych zdroji
(napf. tkani a buné¢nych linii, které normélng exprimuji protein vazajici OPG) a z transfekova-
nych hostitelskych bunék. Pro ziskani purifikovaného proteinu je mozné vyuZit jeden nebo néko-
lik standardnich krokd purifikace v odpovidajicim potadi. K chromatografickym krokim patfi
jontova vyména, gelova filtrace, hydrofobni interakce, chromatografie s reverzni fazi, chromato-
fokusin, afinitni chromatografie uZivajici protilatku typu anti-protein vazajici OPG nebo afinitai
komplex streptavidin—biotin a pod.

Protilatky

Predkladany vynalez zahmuje také protilatky véazajici specificky polypeptidy podle vyndlezu,
Protilatky lze ziskat imunizaci celym proteinem vazajicim OPG, nebo rozpustnou formou protei-
nu véazajiciho OPG nebo jejich fragmentem. Protilatky podle vynalezu jsou polyklonélni nebo
monoklonalni protilatky, nebo jsou to rekombinantni protilatky, jako jsou napt. chimérické proti-
latky, kde mysi konstantni iiseky t&zkych a lehkych fetézcii jsou nahrazeny lidskymi sekvencemi,
nebo tzv. CDR—roubované protilatky, kde pouze komplementaritu uréujici Gseky jsou mysiho
pavodu. Protilatky podle vynalezu mohou byt také lidské protilatky pFipravené napf. imunizaci
transgennich zvitat schopnych produkovat lidské protilatky (viz napf. patentova piihlaska PCT
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W093/12227). Protilitky jsou uZitetné pro detekci proteinu vézajiciho OPG v biologickych
vzorcich, coZ umoziuje identifikaci bungk nebo tkani, které produkuji tento protein. Navic proti-
latky, které se vaZi na protein vazajici OPG a blokuji tak interakei s jinymi vazebnymi slouge-
ninami mohou mit terapeutické vyuziti v modulaci diferenciace osteoklastii a resorpce kosti.

Protilatky proti proteinu véazajicimu OPG jsou uzitedné k lé¢eni nemoci kosti jako je osteopordza
nebo Pagetova nemoc. Protilatky s¢ mohou testovat na vazbu k proteinu vazajicimn OPG
v pfitomnosti nebo nepfitomnosti OPG a tak se mlze vysetfovat jejich schopnost inhibovat
ligandem (tj. proteinem vazajicim OPG) zprostiedkovanou tvorbu osteoklasti a/nebo resorpei
kosti. Lze také ¢ekat, Ze peptidy mohou pisobit jako antagonisté interakce ligand:receptor a inhi-
bovat ligandem zprostiedkovanou tvorbu osteoklastil, a pro tentyz Géel lze uzit i proteiny vazajici
OPG.

Ptipravky

Pedkladany vynélez poskytuje také farmaceutické pfipravky, které obsahuji terapeuticky G¢inné
mnozstvi proteinu vazajiciho OPG podle vynalezu spoleng s farmaceuticky piijatelnym fedid-
lem, povrchové aktivni latku, nosiGem, emulgatorem, konzervantem a/nebo adjuvans. Vynalez
také poskytuje farmaceuticky ptipravek, ktery obsahuje terapeuticky G&inné mnoZstvi agonisty
nebo antagonisty proteinu vazajiciho OPG. Termin ,terapeuticky 0éinné mnozstvi® znamena
mnozstvi, které vede k terapeutickému G¢inku za specifickych podminek a zpisobu podavani.
Ptipravek podle vynilezu miize byt ve formé kapalné nebo lyofilizované a obsahuje rozpoustédla
(Tris, acetatovy nebo fosfitovy pufr) majict riizné hodnoty pH a iontové sily, smacedla, jako je
Tween nebo Polysorbate, nosice, jako je lidsky sérovy albumin nebo Zelatina, konzervanty, jako
thimerosal nebo benzylalkohol, a antioxidanty, jako je kyselina askorbova nebo disifi¢itan sodny.
Vybér konkrétniho sloZeni zavisi na fadé faktori jako je stav, ktery se ma léit, zpiisob pod4véani
a pozadované farmakokinetické parametry. Podrobn&jsi piehled vhodnych slozek pro farmaceu-
tické pfipravky Ize nalézt v pfirudce Remington’s Pharmaceutical Sciences (18 th ed.,
A, R. Genaro, ed., Mack, Easton, PA 1980).

Vyhodné provedeni vynalezu poskytuje pfipravky, které obsahuji rozpustné proteiny vézajici
OPG. Vynalez zahmuje také piipravky, které obsahuji rozpustné proteiny vazajici OPG modifi-
kované vodou rozpustnymi polymery pro zvyZeni rozpustnosti, plazmatického pologasu a biolo-
gické dostupnosti. Pripravky mohou také obsahovat rozpustné proteiny vazajici OPG vlozené do
liposomi, mikroemulzi, micel nebo vesikul pro fizené podavéni s dlouhodobym Gginkem. Roz-
pustné proteiny vazajici OPG mohou byt také formulovany do mikrogastic vhodnych k pulmo-
narnimu podavani.

Pripravek podle vynialezu se miize podavat injekei, a sice subkutanni, intravenézni nebo intra-
muskularni, nebo cestou perorélni, nasalni, pulmonarni nebo rektalni. Vybrany zpisob podavéni
nakonec zavisi na fadé faktord a odbornik ho snadno uréi.

Predkladany vynilez dile poskytuje farmaceuticky pfipravek, ktery obsahuje terapeuticky G&inné
mnoZstvi nukleovych kyselin podle vyndlezu spole¢né s farmaceuticky prijatelnym adjuvans.
Piipravky nukleovych kyselin jsou vhodné k podavani bud'to &asti, nebo celé kodujici oblasti
proteinu vazajiciho OPG a/nebo pfilehlych asekit do bunék a tkani jakozto souéast ,antisence®
lé¢ebného rezimu.

Zpiisoby pouZiti

Protein vézajici OPG se miZe pouzit v fadé riiznych testd pro detekci OPG a charakterizaci inter-
akei s OPG. Obecné testy spocivaji v tom, Z¢ se inkubuje protein vazajici OPG s biologickym
vzorkem obsahujicim OPG v podminkach, které dovoluji navazani OPG na protein vazajici OPG,
a pak se méfi rozsah vazby. OPG miize byt bud’ v purifikované formé, nebo piitomen ve smési
Jako je tomu v t€lnich tekutinach nebo v kultivadnim médiu. Testy mohou byt bud'to kvalitativni,
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nebo kvantitativni, pficem2 kvantitativni testy jsou uZitené pro stanoveni parametri (afinitni
konstanta a kinetika) vazby OPG a proteinu vazajici OPG a pro kvantifikaci hladiny biotogicky
aktivniho OPG ve smési. Testy se také mohou uzit k hodnoceni vazby OPG k fragmentim, ana-
logiim a derivatdm proteinu vazajiciho OPG a k identifikaci novych Clend rodiny QPG a proteinil
vazajicich OPG.

Navizani OPG na protein vazajici OPG lze provadét v riznych formach test, napt. jako bunétny
vazebny test, membranovy vazebny test, test v roztoku nebo imunotest. Obecné shrnuto, stopoveé
mno¥stvi znateného OPG se inkubuje se vzorky proteinu vazajiciho OPG po uréitou dobu, a pak
se m&fH mnozstvi navazaného OPG pomoci filtrace, elektrochemiluminiscence (ECL, systém
ORIGEN firmy IGEN), bunéénym testem nebo imunotestem. Lze také uzit homogenni radio-
aktivni test (SPA, Amersham) nebo &asové rozlifenou fluorescenci (HTRF, Packard). Vazba je
detekovana pomoci znadeni OPG nebo protilatky anti-OPG radioaktivnim izotopem (*¥1, S,
*H), fluorescenénim barvivem (fluorescein), chelaty lathanidu (Eu’™) nebo kryptaty, komplexy
orbipyridylrutenia (Ru*). Je jasné, 2e vybér druhu znadeni je zavisly na pouZitém detekénim
systému. Alternativné miize byt OPG modifikovan epitopovou znackou (nap. biotin, peptidy,
Hiss, myc) a navazin na protein jako je napf. streptavidin, antipeptidova nebo antiproteinova
protilatka, ktery nese znatku, jak byly popsany vyse.

V alternativnim zpGsobu miize byt protein vazajici OPG testovan pfimo v imunotestech pouZitim
polyklonélnich nebo monoklonalnich protilitek k proteiniim vézajicim OPG. Dal3i formy pro-
teinii vazajicich OPG obsahujici epitopové znatky, které byly zminény vyse, se mohou uZit
v testech v roztoku a imunotestech.

Zpusoby k identifikaci slou€enin, které interaguji s proteiny vézajicimi OPG, jsou také piedmé-
tem vynalezu. Zptisob podle vynalezu obsahuje inkubaci proteinu vazajiciho OPG se slouceninou
v podminkéch, které dovoluji navazani slou¢eniny na protein vazajici OPG, a pak méfeni rozsah
vazby. Slou¢enina miize byt bud’ v purifikované formé, nebo pfitomna v surové smési. Vazajici
se slougeniny mohou byt nukleové kyseliny, proteiny, peptidy, cukry, lipidy nebo organicke slou-
eniny s malou molekulovou hmotnosti. Slougeniny lze dale charakterizovat podie jejich schop-
nosti zvy$ovai nebo sniZovat aktivitu proteinu vazajiciho OPG, aby bylo mozné stanovit, zda
pusobi jako agonisté nebo antagoniste.

Proteiny vazajici OPG jsou dale uZitedné k identifikaci intracelulamich proteind, které interaguji
s cytoplazmatickou doménou, a sice v testu s kvasinkovym dvojitym hybridem. Napf. hybridni
konstrukty obsahujici DNA kédujici 50 aminokyselin N—konec proteinu véazajiciho OPG fuzova-
né s DNA—vazebnou doménu genu GAL4 kvasinky se mohou uzit jako dvouhybridovy plazmid.
Pozitivni klony ziskané takovym screeningem se dale charakterizuji, aby se identifikoval intera-
guji protein. Takové informace jsou pak uZite€né k uréeni intracelularniho signalniho mechanis-
mu spojeného s proteinem vazajicim OPG a poskytuji intracelulami cile pro nova lé¢iva, ktera
moduluji resorpci kosti.

Proteiny vézajici OPG se mohou uZit k 168eni nemoci, které jsou charakterizovany nadmérnou
hustotou kosti. Nejobvyklejsi takovou nemoci je osteopordza, coZ je nemoc, pfi ktery geneticka
porucha vede ke zvysené hustoté kosti, ktera je obvykle fatalni v nékolika prvnich letech Zivota.
Osteopordzu je mozné vyhodné 1&&it podavanim rozpustné formy proteinu vazajiciho OPG.

Predkladany vynélez také poskytuje modulatory (agonisty a antagonisty) proteinu vazajiciho
OPG a zplisoby jejich pripravy. Modulator proteinu vazajiciho OPG budto zvysuje, nebo snizuje
alespofi jednu aktivitu spojenou s proteinem vazajicim OPG, napf. schopnost vazat OPG nebo
jinou interagujici molekulu nebo regulovat zrani osteoklasti. Typicky agonistou nebo antagonis-
tou miize byt kofaktor, jako je napf. protein, peptid, cukr, lipid nebo organicka sloudenina
s malou molekulovou hmotnosti, ktery interaguje s proteinem vézajicim OPG, a tim reguluje jeho
aktivitu. K potenciilnim polypeptidovym antagonistim patfi protilatky, které reaguji bud'to s roz-
pustnou, nebo na membranu vazanou formu proteinu vaziciho OPG a rozpusiné formy proteinu
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vaziciho OPG, které obsahuji celou nebo aspofi ¢ast extracelularni domény proteinu vaziciho
OPG. K molekulam, které reguluji expresi proteinu vaziciho OPG typicky patfi nukleove
kyseliny, které jsou komplementarni k nukleovym kyselindm kédujicim protein vazici OPG
a které pGsobi jako ,anti-sense™ regulatory exprese.

Protein vazici OPG se podili na Fizeni tvorby zralych osteoklastd, primarniho bunééného typu
podilejiciho se na resorpci kosti. Zvy3eni rychlosti resorpce (nad rychlost tvorby kosti) miize vést
k riznym poruchiam a nemocem Kkosti, které isou souhmné nazyvany osteopenie a patfi k nim
osteopordza, osteomyelitida, hyperkalcémie, osteopenie zplsobena chirurgickym zakrokem nebo
podavanim steroidii, Pagetova nemoc, osteonekroza, ztrata kostni hmoty v diisledku revmatoidni
artritidy, periodontalni ztrita Kkosti, imobilizace, ztraty zplsobené protézami a osteolytické
metastazy. Naopak, snizeni rychlosti resorpce kosti miiZze vést k osteopetroze, coz je stavu vyzna-
¢ujici se zvySenou entitou kosti. Agonisté a antagonisté proteinu vaziciho OPG modulyji tvorbu
osteoklasti a mohou se podavat pacientiim trpicim nemocemi kosti. Agonisté a antagonisté pro-
teinu vaziciho OPG pro pouziti k lé¢eni osteopenii se mohou podavat samostatné nebo v kombi-
naci s terapeuticky Géinnym mnoZstvim &inidla podporujiciho rist kosti, napf. v&etné morfogen-
nich faktori kosti zvanych BMP-1 az BMP—12, transformujiciho ristového faktoru (3 a dalgich
tlenil rodiny TGV, fibroblastového ristového faktoru FGF—1 a FGF-10, inhibitord interleuki-
nu—1, inhibitort TNFa, parathyroidilniho hormonu, prostaglandini fady E. bisfosfonatt a mine-
rali podporujicich kosti jako jsou fluorid a kalcium. Antagonisté proteinu vaziciho OPG jsou
zv1asté vhodni k 1é8eni osteopenie.

Receptory pro proteiny vaZici osteoprotegerin

Predkladany vynalez dile poskytuje receptory, které reaguji s proteiny vazicimi OPG. Vynélez
zvlasté poskytuje osteoklastovy diferenciani a aktivaéni receptor, ODAR. ODAR je trans-
membranovy polypeptid, ktery vykazuje nejvy$si miru homologie s CD40, ¢lenem rodiny recep-
tord TNF. Sekvence nukleové kyseliny mysiho ODAR a kédovany polypeptid jsou uvedeny na
obr. 10. Lidsky homolog k my$imu ODAR lze snadno izolovat hybridiza¢nim screeningem lidské
¢DNA knihovny nebo genomové knihovny pomoci sekvence nukleové kyseliny uvedené na
obr. 10. Postup pro klonovani lidského ODAR je v podstaté shodny s postupem popsanym v pfi-
kladu 5 pro klonovani lidského proteinu vaziciho OPG. Lidsky homolog polypeptid ukazaného
na obr. 10 byl publikovan v Anderson et al. (Nature 390: 175-179, 1997) a byl nazvin RANK.
RANK byl charakterizovan jako transmembranovy protein typu I, ktery ma homologii se ¢leny
rodiny receptorii TNFa podili se na funkci dendritickych bunék.

Diikazy potvrzujici interakci mezi ODAR a proteinem vazicim OPG jsou uvedeny v ptikladu 13.
Rozpustna forma ODAR (fiizni protein ODAR-F¢) zabrafiuje dozravani osteoklasth in vitro
(obr. 12} a zvySuje denzitu kosti u normalnich mysi po podani subkutanni injekci (Obr. 13).
Vysledky jsou ve shodé€ s tim, Ze protein vazici OPG reaguje s ODAR a aktivuje ho, &imZz pod-
peruje dozravani osteoklasti.

Vyvoj osteoklasti a rychlost a rozsah resorpce kosti jsou regulovany interakei mezi proteinem
vazicim OPG a ODAR. Slouceniny, které snizuji nebo blokuji interakci proteinu vaziciho OPG
a ODAR jsou potencidlnimi antagonisty aktivity proteinu vaziciho OPG a mohou narusit vyvoj
osteoklastl vedouci ke sniZeni resorpci kosti. Alternativné sloudeniny, které zvySuji interakci
proteinu vézictho OPG a ODAR jsou potencidlnimi agonisty aktivity proteinu vaziciho OPG
a podporuji vyvoj osteoklasti a zvysuji resorpei kosti.

K méfeni interakce proteinu vaziciho OPG s ODAR lze uzit celou fadu testl in vitro s vyuZitim
purifikovanych proteind, Tyto testy se mohou pouZit ke screeningu slouéenin na jejich schopnost
zvySovat nebo snizovat rychlost nebo rozsah vazby ODAR k proteinu vazicimu OPG. V jednom
typu takovych testli se protein ODAR imobilizuje navazanim na dno jamek mikrotitraéni
destiCky. Protein vazici OPG radioaktivné oznaCeny (napf. radioaktivnim jodem) a testovana
slouceniny se piidaji postupné (v jakémkoliv pofadi) a nebo scuéasné do jamek. Po inkubaci se
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jamky oplachnou a pomoci scintiladniho poditace se stanovi radioaktivita, podle niZ se uréi mira
vazby ODAR a proteinu vaziciho OPG v pfitomnosti testované slou¢eniny. Typicky se slou-
¢enina testuje v celém rozsahu koncentraci a pro vyhodnoceni pfesnosti naméfenych vysledki se
poutije série kontrolnich jamek, kde chybi vidy jeden nebo n€kolik prvki z testované reakce.
K alternativni metodé& patii obracené pozice proteini, tzn. na mikrodesticku se imobilizuje pro-
tein vazici OPG, inkubuje se s testovanou slouteninou a radioaktivné znatenym ODAR a pak se
obdobné stanovi rozsah navazani (viz nap. kapitola 18 v Current Protocols in Molecular Biolo-
gy, Asubel etal., eds., John Wiley and Sons, New York, NY, 1995).

Jako alternativu k radicaktivnimu znadeni lze uZit postup, kdy se protein vazici OPG nebo
ODAR konjuguje s biotinem a pfitomnost biotinylovaného proteinu se pak detekuje pomoci
streptavidinu navdzaného na enzym, jako je napf. kfenova peroxidaza (HRP) nebo alkalicka
fosfataza (AP), ktery lze detekovat kolorimetricky nebo fluorescenénim oznadenim streptavidinu.
Také lze vyuZit protilatky proti proteinu vazicimu OPG nebo ODAR konjugované s biotinem,
ktery lze detekovat po inkubaci se streptavidinem navazanym na enzym jako AP nebo HRP.

Protein vazici OPG nebo ODAR mohou byt také imobilizovany navizinim na agardzové per-
licky, akrylatové perlitky nebo i jiné, uZité jako neutrdlni substrit. Tento substrat—proteinovy
komplex se pak prenese do roztoku obsahujiciho komplementarni protein a testovanou slouceni-
nu. Po inkubaci se perlitky precipituji centrifugaci a vazba mezi proteinem vazicim OPG
a ODAR se kvantifikuje zpisobern popsanym vySe. Alternativné se substrat—proteinovy komplex
imobilizuje v kolong a testované molekuly a komplementarni protein prochazeji kolonou. Vytva-

feni komplexi mezi proteinem vézicim OPG a ODAR lze pak vyhodnotit jednim ze zpisobi,
které byly popsany vy3e, napf. radioaktivnim znaenim, navazanim protilatky apod.

Jinym typem testu in vitro, ktery je uziteény k identifikaci slouCenin, které zvy3uji nebo snizuji
tvorbu komplexii mezi ODAR a proteinem vazicim OPG je detektorovy systém pro povrchovou
plazmonovou rezonanci jako je napf. méFici systém Biacore formy Pharmacia (Pharmacia, Pica-
taway, NJ). Systém Biacore lze uZit podle navodu vyrobce. Test v podstaté spociva v tom, Ze se
kovalentné navaze bud'to protein vazici OPG, nebo ODAR na senzorovy Cip potaZeny dextra-
nem, ktery je umistén v detektoru. Testovana sloudenina a dalsi komplementamni protein se pak
injikuji do komory obsahujici senzorovy &ip bud'to simultinné, nebo postupné a mnozstvi kom-
plementamiho proteinu, ktery se navaZe, se urti na zakladé zmén molekulové hmotnosti, kiera je
fyzikalné asociovana s dextranem pokrytou stranou senzorového ¢ipu, zména molekulové hmot-
nosti je méfena detektorovym systémem.

V nékterych piipadech miZe byt Zidouci vyhodnotit dvé nebo vice testovanych sloucenin
spoleéné, zda jsou uZitedné ke zvySovani nebo sniZovéni vazby komplexii ODAR/protein vazici
OPG. V takovém ptipadé testy popsané vySe mohou byt snadno modifikovany tim, Ze se pridaji
dal$i testované slougeniny bud'to simultinng, nebo postupné po prvni slouceniné. Zbyvajici kroky
testd jsou opét stejné, jak byly popsany vyse.

Testy in vitro popsané vyse se mohou uZit vyhodné k rychlému screeningu velkého poctu slou-
denin na to, zda ovliviiuji tvorbu komplexti ODAR s proteinem vazicim OPG. Testy mohou byt
automatizovany pro screening sloudenin vytvafenych rekombinantné piipravenych metodou
.phage display*, syntetickych peptidl a chemickych syntetickych knihoven.

Slougeniny, které zvy$uji nebo snizuji tvorbu komplexid ODAR s proteinem vazicim OPG mohou
byt také testovany v buné&nych kulturdch pomoci bunék nebo bunéénych linii nesoucich ODAR.
Buriky a bun&éné linie lze ziskat z jakéhokoliv savce, vyhodné Elovéka nebo jiného primata, psa
nebo hlodavce. Buiiky obsahujici ODAR jako napf. osteoklasty mohou byt oddéleny od ostatnich
bunék afinitni chromatografii postupem, ktery je odbornikovi znam. Navazani proteinu vaziciho
OPG na buriky nesouci ODAR se hodnoti v pfitomnosti nebo nepfitomnosti testovanych slouce-
nin a lze ho kvantifikovat napf. pritokovou cytometrii pomoci biotinylované protilatky k protei-
nu vazicimu OPG. Alternativné kultura mysich nebo lidskych osteoklasti miize byt zaloZena jak
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bylo popsano v piikladu 8 a testované slouceniny se pak testuji podle schopnosti blokovat zrani
osteoklastil stimulované pfidavkem CSF-1 a proteinu vaZiciho OPG. Testy na bunéénych kultu-
rach lze uzit vyhodné k dalsimu hodnoceni slougenin, které prosly s pozitivnim vysledkem
vazebnym testemn popsanym vyse.

Slouceniny, které zvysuji nebo snizuji interakei proteinu vaziciho OPG s ODAR lze také hodnotit
z hlediska in vivo aktivity tim, Ze se slouéenina poddva mysim a pak se méki denzita kosti pomoci
skenovaci denzitometric nebo radiografie. Postupy méfeni denzity kosti byly popsiny v PCT
prihlasce WO97/23614 a také v piikladu 3.

Vynalez poskytuje slouCeniny, které snizuji nebo blokuji interakci proteinu véaziciho OPG
s ODAR a jsou antagonisty tvorby osteoklastii. Takové slougeniny obecné spadaji do dvou sku-
pin. K jedné skupiné patfi takové slouceniny, které jsou odvozeny z proteinu vaziciho OPG nebo
které interaguji s proteinem vazicim OPG. Takové slouceniny byly popsany v predchozim textu.
Drubha skupina obsahuje takové slouceniny, které jsou odvozeny z ODAR nebo které interaguiji
s ODAR. K pfikladiim slou¢enin, které jsou antagonisty ODAR, patii nukleové kyseliny, pro-
teiny, peptidy, sacharidy, lipidy nebo organické slougeniny s malou molekulovou hmotnosti.

Antagonisté ODAR jsou slouceniny, které se vazi piimo a nebo v sousedstvi jednoho nebo
nékolika vazebnych mist pro protein vazici OPG v extracelulami doméné ODAR a snizuji tak
nebo (plné blokuji vytvareni komplexii. Ty useky ODAR, které se podileji na tvorbé komplex
s proteinem vazicim OPG, je moZné identifikovat na zaklad¢ analogie se strukturou homologniho
komplexu TNFB/TNF-R53, ktery popsali Banner et al. (Cell 73: 431 az 445, 1993). Napt. struk-
tura komplexu TNFB/TNF-R55 muze byt vyuzita k identifikaci dsekii proteinu vaziciho OPG
a ODAR, které se Gcastni vytvareni komplexu. Pak je mozné navrhnout slougeniny, které se
prednostné vazi na seky Glastnici se tvorby komplexu, a plisobi jako antagonisté. Jeden z tako-
vych ptistupi je uveden v pfikladu 11, kdy byly navrZeny a peptidové antigeny pro pouZiti k pfi-
praveé protilatek proti proteinu vazicimu OPG, které pisobi jako antagonisté. Oc¢ekava se, Ze tyto
protilitky se budou vazat na protein vazici OPG a tim blokovat vytvofeni komplexu s ODAR.
Podobnym zplisobem lze pouZit peptidové antigeny zalozené na struktute ODAR k pFipravé
protilatek anti“ODAR, které piisobi jako antagonisté.

Antagonisté ODAR se mohou vazat na ODAR také v mistech odlignych od vazebnych mist pro
protein vazici OPG a indukovat konforma&ni zmény v polypeptidu ODAR, které vedou bud’to ke
snizeni tvorby komplexi, nebo k tvorbé neproduktivnich komplexii s proteinem vazicim OPG.

V jednom provedeni vynalezu je antagonistou rozpustna forma ODAR postradajici funk&ni trans-
membrénovou doménu. Rozpustné formy ODAR maji deleci jedné nebo nékolika aminokyselin
v transmembranové doméné (aminokyselin 214 az 234, jak je uvedeno na obr. 10). Rozpustné
polypeptidy ODRA mohou mit bud'to celou, nebo ast extracelulami domény a jsou schopny
vézat se na protein vazici OPG. Piipadné rozpustny ODAR mtiZe byt &asti chimérického protei-
nu, kde ¢ast nebo celd extracelularni doména ODAR je fuzovana s heterologni aminokyselinovou

sekvenci. V jednom provedeni vynalezu je heterologni aminokyselinovou sekvenci usek Fc z lid-
skeho IgG.

Moduldtory (agonisté a antagonisté) ODAR se mohou uZit k prevenci nebo lééeni osteopenie,
véetneé nemoci jako je osteoporéza osteomyelitida, hyperkalcémie pii malignité, osteopenie
vyvolana chirurgickym vykonem nebo poddvanim steroidii, Pagetova nemoc, osteonekréza, tiby-
tek kosti pfi revmatoidni artritidé, periodontalni ubytek kosti, imobilizace, Gbytek pHi protézich
a osteolytickych metastazach. Agonisté a antagonisté ODAR pouzitelné pro éSbu osteopenii
mohou byt podavany samotné nebo v kombinaci s terapeuticky Gginnym mnoZstvim agens pod-
porujiciho rist kosti véetné morfogennich faktordi oznaenych BMP—1 az BMP-12, transfor-
mujiciho ristového faktoru—f3 a &leni rodiny TGF-3, fibroblastovych riistovych faktorii FGF—1
az FGF-10, inhibitord interleukinu—1, inhibitord TNFa, parathormonu, prostaglandini fady E,
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bisfosfonati, estrogen(i, SERM a minerali podporujicich kost, jako je fluorid a kalcium. Antago-
nisté ODAR jsou zejména uZite€ni v 1¢Cb€ osteopenie.

Nasledujici ptiklady jsou nabizeny pro ucelen&jsi ilustraci vynélezu, ale nemaji byt chapany jako
limitujici jeho rozsah.

Piiklady provedeni vyndlezu

Ptiklad 1
Identifikace zdrojové bunéné linie pro protein vazajici OPG

Osteoprotegerin (OPG) negativné reguluje osteoklastogenezi in vitro a in vivo. Protoze OPG je
protein majici vztah k TNFR, pravd&podobné pfi zprostfedkovani svého Géinku interaguje s Cle-
nem rodiny piibuzné k TNF. S jednou vyjimkou jsou viichni znimi &lenové rodiny TNF trans-
membranové proteiny typu Il exprimované na bunééném povrchu. Aby se rozpoznal zdroj pro-
teinu vazajici OPG, byly pouzity rekombinantni fizni proteiny OPG-Fc jako imunologické son-
dy pro testovani na proteiny véazajici OPG lokalizované na povrchu riiznych bun&nych linii
a primamich hemopoetickych bunék.

Bunétné line, které rostly jako adherentni kultury in virro byly oSetieny za pouZiti nasledujicich
metod: buiiky byly vysety na 24 jamkové desticky pro tkaiové kultury (Falcon), a poté se
ponechaly rast dokud nebyly pfiblizné z 80 % konfluentni. Kultivaéni média se pak odstranila
a adherentni kultury se promyly fyziologickym roztokem pufrovanym fosforetnany (PBS)
(Gibco) obsahujicim 1% fetalni teleci sérum (FCS). Rekombinantni fizni proteiny mysi OPG
[22-194]-Fc a lidsky OPG [22-201]-Fc (viz US patentova pfihlaska pofadové ¢. 08/706 945,
podana 3. zaii 1996) byly jednotlivé nafedény na 5 pg/ml v PBS obsahujicim 1% FCS, pak pfida-
ny ke kulturAm a ponechany inkubovat 45 minut v 0 °C. Roztok fizniho proteinu OPG-Fc¢ se
odstranil a buiiky se promyly v roztoku PBS—FCS, jak je popsano vyie. Kultury se poté vystavily
plisobeni sekundami protildtky — kozimu F(ab") proti-lidskému IgG s konjugovanym fykoerytri-
nem (Southern Biotechnology Associates &. 2043-09), fedéné PBS-FCS. Po 30 az 45 minutich
inkubace v 0 °C se roztok odstranil a kultury se promyly, jak je popsano vy3e. Buiiky se pak ana-
lyzovaly imunofluorescenénim mikroskopem a detekovaly se bun&tné linie, které exprimovaly
protein vézajici OPG na bunéném povrchu.

Suspenzni bun&éné kultury se analyzovaly podobnym zpisobem s nasledujicimi modifikacemi:
tedidlo a promyvaci pufr sestavaly z fyziologického roztoku pufrovaného fosforecnany obsahuji-
ciho 1% FCS bez kalcia a magnézia. Buiiky se sklidily z exponencidlné se mnoZicich kultur
v ristovém médiu, stodenim se vytvoiily pelety a pak se resuspendovalo 1 x 10" bunék/ml na
96jamkové mikrotitraéni destice pro tkafiové kultury (Falcon). Buiiky pak byly vystaveny
rekombinantnim faznim proteinim OPG-Fc, pak sekundimi protilatce, jak je popsano vy3e,
a byly promyty a stofeny mezi kazdym krokem. Pak se buiiky analyzovaly pomoci fluorescenc-
niho tfidéni bunék (FACS) za pouZiti pfistroje Becton Dickinson FACscan.

Pouzitim tohoto postupu bylo zjiténo, ze mysi myelomonocytari bunééna linie 32D (ATCC
& CRL-11346) exprimuje povrchovou molekulu, ktera byla detekovana obéma fiznimi proteiny,
my&im OPG[22-194]-Fc a také lidskym OPG[22~-201]-Fc. Samotna sekundarni protilatka se
navézala na povrch bunék 32D, ani nepurifikovala lidsky IgG1 Fc, coz naznatuje, Ze vazba fiz-
nich proteinii OPG-Fc je zpisobena skupinou OPG. Tato vazba mize byt v kompetici zpiisobem
zavislym na davce pfi pfidani rekombinantniho mysiho nebo lidského OPG[22-401] proteinu.
Usek OPG nezbytny pro biologickou aktivitu OPG je tedy schopny specifické vazby na povrcho-
vou molekulu odvozenou z 32D.
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Ptiklad 2
Expresni klonovani mysiho proteinu vazajiciho OPG

Z 32D mRNA byla piipravena knihovna cDNA a ligovana do savéiho expresniho vektoru
pcDNA3.1(+) (Invitrogen, San Diego, CA). Sklidily se exponencialné rostouci buiiky 32D udrzo-
vané za pfitomnosti rekombinantniho interleukinu-3 a celkova bunééna RNA byla purifikovana
kyselou guanidiumthiokyanat—fenol-chloroformovou extrakci (Chromczynski a Sacchi, Annal.
Biochem., 162, 156159, 1987). Poly{A+) mRNA frakce se z preparatu celkové RNA ziskala
adsorpci na perlicky s navazanym oligo(dT)25 (Dynabeads, Dynal Corp) a naslednou eluci za
pouZiti postupu doporuteného vyrobcem. Smérova, pomoci primerit oligo—dT syntetizovana
¢DNA knihovna byla pfipravena za pouziti Superscript Plasmid System (Gibco BRL., Gaithers-
burg, MD) dle postupu doporugeného vyrobcem. Vysledna cDNA byla plné naitépena restriké-
nimi endonukleazami Sall a Notl, a poté rozdélena do frakei podle velikosti rozdélovaci gelovou
chromatografii. Byly vybrany frakce s nejvétsi molekulovou hmotnosti a ligovany do polylinkeru
(mnohotetného klonovaciho mista) plazmidového vektoru pcDNA3.1(+) (Invitrogen, San Diego,
CA). Tento vektor obsahuje promotor CMV v protisméru od mnoho&etného klonovaciho mista
a fidi expresi vysokého stupné v eukaryotickych buiikach. Knihovna byla poté vnesena elektro-
poraci do kompetentnich bunék E. coli (ElectroMAX DH10B, Gibco, NY) a vyseta na LB agar
obsahujici 100 pg/ml ampicilinu. Knihovna pak byla uspotadana do izolovanych skupin obsahu-
Jicich pfiblizné 1000 klonii na skupinu a 1,0 ml kultury z kazdé skupiny se pastoval 16 az 20 ho-
din ve 37 °C. Plazmidovd DNA z kazdé kultury se izolovala za pouziti soupravy Qiagen Qiawell
96 Ultra Plasmid Kit (katalogové ¢. 16191) podle postupu doporugeného vyrobcem.

Usporadané skupiny 32D cDNA expresni knihovny byly jednotlivé vneseny pomoci lipofektinu
do kultur bungk COS-7 a pak testovany na to, zda nebyly buné&ny povrchovy protein vazajici
OPG. Aby se tak stalo, byly buiiky COS—7 vysety v hustot& 1 x 10° na ml na 6jamkové destitky
pro tkafiové kultur (Costar) a pak péstovany pfes noc v DMEM (Gibeo) obsahujicim 10% FCS.
Pfiblizné 2 ug plazmidové DNA z kazdé skupiny byly fedény do 0,5 mi DMEM bez séra, a pak
sterilizovany stoCenim ptes kolonu 0,2 pm Spin—X (Costar). Soucasné bylo pfiddno 10 pl Lipo-
fektaminu (Life Technologies katalog. ¢. 18324-012) do samostatné zkumavky obsahujici 0,5 m|
DMEM bez séra. Roztoky DNA a Lipofektaminu se smisily a ponechaly inkubovat 30 minut pfi
teploté mistnosti. Bunétné kultury COS—7 byly pak promyty s DMEM bez séra a komplexy
DNA-lipofektamin byly vystaveny kulturam po dobu 2 az 5 hodin v 37 °C. Po tomto obdobi byla
média odstranéna a nahrazena DMEM obsahujicim 10% FCS. Buiiky pak byly péstovany
48 hodin ve 37 °C.

Aby se detekovaly kultury, které exprimuji protein vazajici OPG, byla riistova média odstranéna
a buriky byly promyty v roztoku PBS-FCS. Do kazdé jamky se ptidal 1,0 ml PBS—FCS obsahu-
jici 5 pg/ml fazniho proteinu lidského OPG[22-201]-Fc¢ a inkuboval se 1 hodinu pii teploté mist-
nosti. Burky byly tfikrat promyty roztokem PBS-FCS a pak 5 minut fixovany v PBS obsahu-
Jicim 2% paraformaldehyd a 0,2% glutaraldehyd pii teploté mistnosti. Kultury se jednou promyty
PBS-FCS a pak inkubovaly 1 hodinu v 65 °C ponofeny do roztoku PBS—FCS. Ponechaly se
zchladnout a roztok PBS—FCS se odsdl. Pak se kultury inkubovaly s kozi proti-lidskou 1gG (Fc
specifickou) protilitkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou (SIGMA produkt &. A-9544) 30
minut pii teploté mistnosti, tiikrat se promyly s 20 mM Tris—CI (pH 7,6) a 137 mM NaCl. [muno-
komplexy, které se vytvorily behem téchto krokd, byly detekoviny testovanim aktivity alkalické
fosfatazy s pouzitim soupravy Fast Red TR/AS-MX Substrate Kit (Pierce, katalog. &. 34034)
podle postupu doporu¢eného vyrobcem.

Pouzitim tohoto piistupu bylo testovino cetkem pfiblizng 300 000 nezavislych 32D ¢cDNA klonii
predstavovanych 300 transfekovanymi skupinami s 1000 klony. Byla identifikovéna jedna jamka
obsahujici buiiky, které specificky ziskaly fizni protein OPG—Fc. Tato skupina byla déle délena
postupnym opakovanim koly pfibuzenské selekce a vysledkem byl samostatny plazmidovy klon
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32D-F3 {obrazek }). DNA plazmidu 32D-F3 pak byla transfekovana do bunék COS-7, které
byly imunologicky znageny bud’ samotnou sekundarni protilatkou kozim proti-lidskym IgG kon-
jugovanym s FITC, faznim proteinem lidskym OPG[22-201]-Fc a sekundami protilatkou, nebo
fiznim proteinem ATAR-Fc (ATAR je také znam jako HVEM, Montgomery et al., Cell, 87,
427-436, 1996) (obrazek 2). Samotnd sekundarni protilitka ani fizni protein ATAR-Fc se
nevazaly k buikam COS-7/32D-F3. K buitkim COS-7/32D-F3 se vazal pouze fazni protein
OPG-Fc, coz je dakazem, Ze na povrchu exprimujicich bun&k se projevil protein vazajici OPG
koédovany 32D-F3.

Piiklad 3
Sekvence proteinu vazajiciho OPG

Klon 32D-F3, jehoZ izolace byla popsina vyse, obsahoval inzert o velikosti pfiblizné 2,3 kb
cDNA (obrizek 1), ktery byl sekvencovan v obou smérech na pfistroji pro automatizované
sekvencovani DNA 373A od firmy Applied Biosystems metodou terminace reakci fizenych
primery s pouzitim Taq polymerazy a fluorescenéni znalky (,,primer—driven Taq dye—terminator
reactions”, Applied Biosystems) podle postupu doporuceného vyrobcem. Vysiedna ziskana
nukleotidova sekvence byla srovnana s databazi sekvenci DNA s pouzitim programu FASTA
(GCG, University of Wisconsin) a analyzovana na pfitomnost dlouhych otevfenych ctecich
rameh (LORF) pfi pouziti aplikace ,,Six—way open reading frame®* (Framws) (GCG, University
of Wisconsin). By! detekovén ptisluiné orientovany LORF z 316 aminokyselinovych (aa) zbytkil
zadinajici methioninem, kterému piedchazela 5° netranslatovana oblast velikosti pfiblizné 150 bp.
5’ netranslatovana oblast obsahovala v ramci stop—kodon v protisméru od predpovédéného start—
kodonu. To ukazuje, %e struktura plazmidu 32D-F3 odpovida jeho schopnosti vyuZivat oblast
promotoru CMV k fizeni exprese genového produktu velikosti 316 aa v sav&ich burikach.

Pfedpovédéna sekvence proteinu vazajiciho OPG pak byla srovnéna s existujici databazi zna-
mych proteinovych sekvenci za pouziti modifikované verze programu FASTA (Pearson, Meth.
Enzymol., 183, 63-98, 1990). Aminokyselinova sekvence se také analyzovala na pfitomnost
specifickych motivi, které jsou zachovany u viech znamych Elend rodiny tumorového nekrotic-
kého faktoru (TNF) s pouZitim metody sekvena¢niho profilu (Gribskov et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, 4355 az 4359, 1987) modifikovano dle Liiethy et al. (Protein Sci., 3, 139 aZ 146,
1994). V celém proteinu vézajicim OPG vysla najevo vyznamnd homologie s nékolika &leny
rodiny TNF. NejbliZe ptibuzny my3im a lidskym homologim ligandi TRAIL a CDA40 se ukazuje
my3i protein vazajici OPG. Dal3i analyza sekvence proteinu vazajictho OPG ukazala silnou sho-
du s rodinou TNF, s vysoce vyznamnym Z skérem rovnajicim se 19,46.

Aminokyselinova sekvence proteinu vazajiciho OPG obsahuje pravdépodobnou hydrofobni
transmembranovou doménu, kterd zalind v M49 a prostira se do L69. Na této konfiguraci
vztazené k methioninovému start-kodonu je zalozen predpoklad, ze protein vazajici OPG je
transmembranovy protein typu Il s kratkou N-koncovou intracelularni doménou a del3i C—kon-
covou extracelularni doménou (obrazek 4). To by bylo podobné viem zniamym ¢lendm rodiny
TNF, s vyjimkou lymfotoxinu alfa (Nagata a Golstein, Science, 267, 1449 az 1456, 1995).

Piiklad 4

Exprese mRNA lidského proteinu vazajiciho OPG

Membrany s hromadnym pfenosem RNA (northern-bloty) z lidské tkané (Clontech, Palo Alto,
CA) byly analyzovany a testovany restrikénim fragmentem 32D-¥3 znadeném 2p_dCTP, aby se

zjistila velikost lidského transkriptu a uréil vzorec exprese. Northern—bioty byly prehybridizova-
ny v 5x SSPE, 50% formamidu, 5x Denhardtové roztoku, 0,5% SDS a 100 pg/m! denaturované
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DNA lososiho spermatu po dobu 2 az 4 hodin ve 42 °C. Bloty se pak hybridizovaly v 5x SSPE,
50% formamidu, 2x Denhardtové roztoku, 0,1% SDS a 100 pg/ml denaturované DNA lososiho
spermatu a 5 ng/ml znacené sondy po dobu 18 az 24 hodin ve 42 °C, pak se bloty odmyly v 2x
SSC 10 minut pit teploté mistnosti, I1x SSC 10 minut v 50 °C a v 0,5xSSC 10 az 15 minut.

Za pouziti sondy pochazejici z my3i cDONA a hybridizace za stringentnich podminek byl v lym-
fatickych uzlinach objeven prevladajici druh mRNA s relativni molekulovou hmotnosti piiblizné
2,5 kb (obratek 3). Slaby signal o stejné relativni molekulové hmotnosti byl také detekovan
u mRNA z fetalnich jater. V daliich vysetfovanych tkanich nebyl zjistén Zadny transkript pro-
teinu vazajiciho OPG. Data nasvédéuji, Ze exprese mRNA proteinu vazajiciho OPG je v lidskych
tkanich velice omezena. Data také ukazuji, Zze izolovany cDNA klon ma velmi blizko k velikosti
pfirodniho transkriptu, coZ svédéi pro to, Ze 32D-F3 je klon plné délky.

Priklad 5
Molekularni klonovani lidského proteinu vazajiciho OPG

Lidsky homolog proteinu vézajiciho OPG je exprimovan jako mRNA o velikosti piiblizné 2,5 kb
v lidskych perifernich lymfatickych uzlinach a je detekovan hybridizaci se sondou z mysi cDNA
za stringentnich hybridizaénich podminek. DNA kédujici lidsky protein vazajici OPG byla ziska-
na testovanim cDNA knihovny lidskych lymfatickych uzlin hybridizaénimi metodami s pouzitim
bud® rekombinantnich bakteriofagovych plakd, nebo transformovanych bakteridinich kolonii
(Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New
York, 19889). Fagova nebo plazmidova cDNA knihovna se testovala za pouziti radioaktivné
znacenych sond pochdzejicich z klonu 32D-F3 mysiho proteinu vazajiciho OPG. Sondy byly
pouZity K testovani nitrocelulézovych membran, na které byla pienesena knihovna otiskem
misky. Tyto membriny jsou prehybridizovany a pak hybridizovany za pouZiti podminek specifi-
kovanych v piikladu 4, coZz nakonec poskytlo purifikované klony lidské cDNA proteinu vazaji-
ciho OPG. Inzerty ziskané z kazdého klonu lidského proteinu vazajiciho OPG byly sekvencovany
a analyzovany, jak je popsano v p¥ikladu 3.

Poly A+ RNA z lidské lymfatické uzliny (Clontech, Inc., Palo Alto, CA) se analyzovala na
pfitomnost transkripti OPG-bp jak bylo jiz dfive popsano v patentové piihlasce US 08/577 788,
podan¢ 22. prosince 1995. Northern-blot tohoto vzorku RNA zkoumany za stringentnich podmi-
nek sondou mysiho OPG-bp znateného P ukazal pfitomnost transkriptd lidského OPG—bp.
Z mRNA lymfatické uzliny pak byla syntetizovana cDNA knihovna pomoci primerd olig(dT)
s pouzitim soupravy SuperScript kit (Gibco Life Technologies, Gaithersberg, MD), jak je popsa-
no v piikladu 2. Vysledna cDNA byla rozdélena podle velikosti a frakce o vysoké molekulové
hmotnosti byly ligovany do plazmidového vektoru pcDNA3.1(+)Invitrogen, San Diego, CA).
Transformovaly se elektrokompetentni E. coli PHIO (Gibco Life Technologies, Gaithersberg,
MD) a | x 10° transformant rezistentnich na ampicilin se testovalo hybridizaci kolonii s my$im
proteinem vazajicim OPG znadenym P jako sondou.

Byl izolovén plazmidovy klon s pfedpokiadanou cDNA lidského proteinu vazajiciho OPG, phu-
OPGbp-1.1, obsahujici inzert o velikosti 2,3 kb. Vysledna nukleotidova sekvence inzertu phu-
OPGbp-I.1 byla ptiblizné z 80 az 85 % homologni se sekvenci cDNA mysiho proteinu vazajici-
ho OPG. Translace vlioZené sekvence DNA ukazovala na pFitomnost dlouhého otevieného ¢teci-
ho ramce, o kterém se predpovidalo, Ze koduje 317 aa polypeptid (obrazek 4). Srovnani mysiho
a lidského OPG-bp polypeptidu ukazuje, Ze jsou identické z ~87 %, coZ naznacuje, Ze tento pro-
tein je béhem evoluce velmi konzervativni. Sekvence DNA lidského proteinu vazajiciho QPG
a jeho proteinova sekvence nebyly nalezeny v databazi Genbank, a nebyly zde ani Zidni homo-
logni EST sekvence. Lidsky protein vazajici OPG vykazuje stejné€ jako mys$i homolog vyraznou
podobnost sekvenci se viemi &leny rodiny cytokini TNFa.
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Ptiklad 6
Klonovani a bakterialni exprese proteinu vézajiciho OPG

Pro tvoieni riznych forem mysich proteind vazajicich OPG je pouzita amplifikace pomoci meto-
dy PCR (polymerazova fetézova reakce) pouzivajici pary primeri a templaty popsané niZe. Jeden
primer zkazdého paru vnasi TAA stop-kodon a jedineéné misto Xhol nebo Sacll, které
nasleduje po karboxylovém konci genu. Dalsi primer z kazdého paru vnasi jedineéné misto Ndel,
N-koncovy methionin a optimalizuje s pouZitim standardni metody rekombinantni DNA. PCR
produkty se purifikuji, na&tépi restrikénimi enzymy a vloZi do jedine¢nych mist Ndel a Xhol
nebo Sacll vektoru pAMG21 (ATCC &. 98113) a transformuje do prototrofnich E. coli 393 nebo
2596. Dali obecné pouzivané expresni vektory E. coli a hostitelské buiiky jsou také vhodné pro
expresi. Po transformaci se selektuji klony, izoluje se plazmidov4d DNA a potvrzuje se sekvence
inzertu proteinu vazajiciho OPG.

pAMG21-mySi protein vazajici OPG [75-316]

Tento konstrukt byl navrZen tak, aby byl dlouhy 242 aminokyselin a pfitom méi nasledujici N—
koncové a C—koncové zbytky, NH,—Met(75)-Asp—Pro—Asn—Arg-------- Gin—Asp-lle-Asp{316)-
COOH. Templat pro pouZiti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primerii pro PCR a klonovani
tohoto genového konstruktu byly oligonukleotidy €. 158172 a €. 1581-76.

1581-72:
5’-GTTCTCCTCATATGGATCCAAACCGTATTTCTGAAGACAGCACTCACTGCTT'3'

1581-76:
§¢ - PACGCACTCCECGGTTAGTCTATGTCCTGARCTTTGA -3

pAMG21-mysi protein vazajici OPG [95-316]

Tento konstrukt byl navrZen tak, aby byl dlouhy 223 aminokyselin a mé&l nasledujici N—koncove
a C-koncové zbytky, NH,-Met(95-Glu—Asn—Ala-Gly-------- Gln-Asp-lle—Asp(316)-COOH.
Templat pouzity pro PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primeri pro PCR a klonovani tohoto
genového konstruktu byly oligonukleotidy &. 1591-90 a &. 1591-95.

1591-90:
5 - ATTTGATTCTAGARGGAGGAATAACATATGCATGAAAACGCAGSTCTGCAG- 3’

1591-95:
54 - TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAR -3

pAMG2 1-my3i protein vazajici OPG [107-316]

Tento konstrukt byl navrzen tak, aby byl dlouhy 211 aminokyselin a mél nasledujici N—koncové
a C-koncové zbytky, NH,—Met(107}-Glu—Asp-Thr-Leu-------- Glin—-Asp-lle--Asp(316)-COOH.
Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D—F3 a par primeri pro PCR a klonovani tohoto
genového konstruktu byly oligonukleotidy &. 1591-93 a & 1591-95.

1591-93:
§¢ - ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGTCTGARAGACACTCTGCCGGACTCC - 37

1591-95:
5/ - TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA - 3/
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pAMG21-mysi protein vazajici OPG [118-316]

Tento konstrukt byl navrZen tak, aby byl dlouhy 199 aminokyselin a mél nasledujici N-koncové
a C-koncové zbytky, NH>-Met(118)-Lys—Gin—-Ala—Phe-Gln-—--—-- Gln—Asp-lle-Asp(316)-
COOH. Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primerd pro PCR a klonovéni
tohoto genového konstruktu byly oligonukleotidy &. 159194 a &. 1591-95.

1591-94-
5 -ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGAAACAAGCTTTTCAGGGG- 3

1591 -95:
57 - TATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAAR-3 !

pAMG21—-mysi protein vazajici OPG [128-316]

Tento konstrukt byl navrzen tak, aby byl dlouhy 190 aminokyselin a mél nasledujici N—koncové
a C—koncové zbytky, NH,—Met(128)Glu—Leu—GlIn-His-------- Gin—Asp-lle-Asp(316)}-COOH.
Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primerli pro PCR a klonovani tohoto
genového konstruktu byly oligonukleotidy &, 1591-91 a &. 1391-95,
1591-91:
5¢ -ATDTTPGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGAAAGAACTGCAGCACATTIGTG-3

1591-95:
St - PATCCGCGGATCCTCGAGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGAA -3’

pAMG2 1 —mysSi protein vazajici OPG [137-316]

Tento konstrukt byl navrZen tak, aby byl diouhy 181 aminokyselin a mé&l nasledujici N—koncové
a C—koncové zbytky, NH,Met—GIn{137)-Arg—Phe—Ser-Gly----—-- Gln—Asp-lle~Asp(316)-
COOH. Templét pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primerh pro PCR a klonovani
tohoto genového konstruktu byly oligonukleotidy €. 1591-92 a €. 1591-95.

1591-92;:
57 - ATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGCAGCGTITCTCTGGTGCTCCA-3"

1591-95:
5 - TATCCOCGGATCCTCGAGTTAGTC TATGTCCTGAACTTTGAA -3

pAMG21-my3i protein vazajici OPG [146-316]

Tento konstrukt byl navrzen tak, aby byl dlouhy 171 aminokyselin a mél nasledujici N—koncové
a C-koncové zbytky, NH-Met(146)-Glu-Gly—Ser-Trp--------Gln—-Asp-Ile—Asp(316)-COOH.
Templat pro pouziti v PCR byl pAMG21-my$i protein vazajici OPG [75-316} popsany vy3e
a par primer pro PCR a klonovani tohoto genového konstruktu byly oligonukleotidy &. 160098
ac¢. 1581-76.

1600-98:

5/ - GITCTCCTCATATGGAAGCTTCTTGGTTGGATGTGGCCCA -3

1581-76:
5¢ - TACGCACTCCGCGETTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA -3

-22 -
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pAMG21-mys3i protein vazajici OPG [156-316]

Tento konstrukt byl navrien tak, aby byl diouhy 162 aminokyselin a mél nasledujici N-koncové
a C—koncové zbytky, NHr-Met-Arg(156)Gly-Lys—Pro-----—- Gln—Asp-1le-Asp(316)-COOH.
Templat pro pouziti v PCR byl pAMG21-myS$i protein vazajici OPG {158-316] niZe a par prime-
ri pro PCR a klonovani tohoto genového konstruktu byly oligonukleotidy &. 161986 a ¢. 1581~
76.
1619-86:
¢ - GTTCTCCTCATATGCGTGGTAAACCTGARGCTCAACCATTTGCA-3

1581-76:
5¢ - TACGCACTCCCCGETTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA -3

pAMG2i—mysi protein vazajici OPG [158-316]

Tento konstrukt byl navrZen tak, aby byl dlouhy 160 aminokyselin a mél nasledujici N—koncoveé
a C-koncové zbytky, NH,-Met-Lys(158)-Pro-Glu—-Ala--------Gln—-Asp-Ile-Asp(316}-COCH.
Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primeri pro PCR a klonovani tohoto
genového konstruktu byly oligonukleotidy €. 1581-73 a ¢. 1581-76.
1581-73:
5 - GTTCTCCTCATATGAAACCTGAAGCTCAACCATTTGCACACCTCACCATCAAT -3

1581-76:
5 - TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA - 3!

pAMG21-mysi protein vazajici OPG [166-316]

Tento konstrukt byl navrzen tak, aby byl dlouhy 152 aminokyselin a mél nasledujici N-koncové
a C-koncové zbytky, NH,-Met—His(166)»Leu~Thr-lIle-------- Gln—Asp-lle-Asp(316)-COOH.
Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a pér primeri pro PCR a klonovani tohoto geno-
vého konstruktu byly oligonukleotidy &. 1581-75 a &. 1581-76.

1581-75:

51 -GTTCTCCTCATATCCATTTAACTATTAACGCTGCATCTATCCCAT

CGGGTTCCCATARAGTCACT -3
i581-76:
5 - TACGCACTCCOGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA~ 3!

pAMG2 1-mysi protein vazajici OPG [168-316]
Tento konstrukt byl navrzen tak, aby byl dlouhy 150 aminokyselin a mél nasledujici N—koncové
a C—koncové zbytky, NHr-Met-Thr(168)-Ile-Asn-Ala-------- GIn—-Asp-lle-Asp(316)}-COOH.

Templat pro pouziti v PCR byl pcDNA/32D-F3 a par primeril pro PCR a klonovani tohoto geno-
vého konstruktu byly oligonukleotidy €. 1581-74 a €. 1581-76.

1581-74:
5 -GTTCTCCTCATATGACTATTAACGCTGCATCTATCCCATCGGGTTCCCATARAGTCACT -3

1581-76:
5’ - TACGCACTCCGCGGTTAGTCTATGTCCTGAACTTTGA-3

Rozumi se, ze vy3e uvedené konstrukty jsou pouze piiklady a odbornik muze snadno ziskat dalsi
formy proteinu vazajiciho OPG pouzitim obecné znamych metod zde citovanych.

23
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Rekombinantni bakterialni konstrukty pAMG21-my$iho proteinu vazajici OPG [75-316], [95—
316}, [107-316], [118-316], [128-316], [137-316] a [158-316] byly klonovany, byla ovérena
sekvence DNA a byly prozkoumany hladiny exprese rekombinantniho genového produktu po
indukci. Rekombinantni genovy produkt se ve viech konstruktech tvofil v takovém mnoistvi, Ze
byl snadno viditelny po elektroforéze hrubych lyzatd v SDS—polyakrylamidovém gelu a po obar-
veni Coomasicho modii. Péstovani transformovanych E. coli 393 nebo 2596, indukce exprese
proteinu vazajiciho OPG a izolace inkluznich télisek obsahujicich protein vazajici OPG se prova-
déla podle postupli popsanych v PCT W097/23614. Purifikace proteinti vazajicich OPG z inkluz-
nich télisek vyZaduje solubilizaci a renaturaci proteinu vazajiciho OPG za pouZiti postupii odbor-
nikovi dostupnych. Zjistilo se, ze rekombinantni mysi protein vazajici OPG [158-316] je produ-
kovan vétiinou v nerozpustné formé, ale piiblizné 40 % bylo nalezeno v rozpustné frakci.
Rekombinantni protein byl purifikovan z rozpustné frakce jak je popsano nize a byla prozkou-
mdna jeho biologicka aktivita.

Piiklad 7
Purifikace rekombinantniho mysiho proteinu vazajiciho OPG [158-316]

Zmrazené bakterialni bufiky obsahujici exprimovany my3i protein vazajici OPG [158-316] byly
rozmrazeny a resuspendovany ve 20 mM Tris—HCI pH 7,0. 10 mM EDTA. Buné&éna suspenze
(20% hmotnost/objem) pak byla homogenizovéana tiemi prichody skrze mikrofluidizér. Suspenze
lyzovanych bunék se centrifugovala v rotoru JA14 pti 10 000 rpm po dobu 45 minut. Analyza
SDS-PAGE ukazala pas pfiblizné molekulové hmotnosti pfitomny jak v inkluznich téliskach, tak
v supernatantu. Rozpustna frakce pak byla nanesena na kolonu Pharmacia SP Sepharose 4FF
ekvilibrovanou 10 mM MES pH 6,0. Protein vézajici OPG se eluoval v gradientu 0—0,4 M NaCl
v MES pH 6,0 objemem 20x vé&t$im neZz objem kolony. Frakce obsahujici protein vazajici OPG
pak byly naneseny na kolonu ABX Bakerbond ekvilibrovanou 20 mM MES pH 6,0. Protein
vazajici OPG se eluoval v gradientu 0-0,5 M NaCl v MES pH 6,0 objemem 15x vét$im nez
objem kolony (15CV). Koneény produkt byl pii SDS-PAGE shledan homogennim z vice nez
95 %. N-koncové peptidové sekvencovani poskytlo nasledujici sekvenci. Met-Lys—Pro—Glu—
Ala—Gln—Pro—Phe—-Ala—His, ktera byl ztotoZnéna s predikovanou sekvenci pro polypeptid zaéina-

.....

proteinu stanovena pomoci SDS-PAGE se pii redukujicich podminkach nezménila.

Piiklad 8
Biologicka aktivita rekombinantniho rozpustného proteinu vazajiciho OPG in vitro

Drive bylo prokazano, ze rekombinantni protein OPG blokuje tvorbu ostecklastl zavislou na
vitaminu D3 z kostni dfené a prekurzori sleziny v testu tvorby osteoklasti, jak byio popsano
v patentové piihlasce US ¢. 08/577 788. Protoze se protein vazajici OPG vaze na OPG a je
novym ¢lenem rodiny TNF ligandi, je to potencialni cil biologické aktivity OPG. Rekombinantni
rozpustny protein vazajici OPG [158-316], pfedstavujici minimalni doménu podobnou jadru
TNFa, se testoval na svou schopnost modulovat diferenciaci osteoklasti z prekurzorfi osteo-
klastii. Bufiky kostni dien¢ se izolovaly z femurd dospélych mysi a osetfily se M—CSF. Neadhe-
rentni frakce se péstovala spole¢né s buiikami ST2 v pfitomnosti ¢i chybéni vitaminu D3 a dexa-
metazonu. Jak bylo ukazano dfive, osteoklasty se vyvijeji pouze ve spoleénych kulturach obsahu-
Jicich buiiky stromatu (ST2), vitamin D3 a dexametazon. Pfidaval se rekombinantni rozpustny
protein vazajici OPG v riiznych koncentracich kolisajicich od 0,16 do 500 ng/ml a zrani osteo-
klastd se urCovalo testem s roztokem TRAP a vizualnim hodnocenim. Protein vizajici OPG
vyrazn€ stimuloval diferenciaci a zrani osteoklasti v zavislosti na davce, poloviny maximalniho
ucinku bylo dosazeno v rozmezi 1 az 2 ng/ml, coZ sv&déi pro to, Ze se protein chova jako silny
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induktor osteoklastogeneze in vitro (obrazek 3). Uginek proteinu vazajiciho OPG je blokovan
rekombinantnim OPG (obrazek 6).

Aby se otestovalo, zda protein vazajici OPG mize nahradit vliv stromatu a pridavek steroidi,
zalozily se tkafiové kultury s pouZitim riznych koncentraci M—CSF pro podporu ristu osteo-
klastickych prekurzorli a pridavala se také rizna mmoZstvi proteinu vazajictho OPG. Jak je
ukazano na obrazku 6, protein vazajici OPG stimuloval v zavislosti na davce aktivitu TRAP,
a rozsah stimulace zavisel na stupni pfidaného M—CSF, coZ svéd¢i pro to, Ze pro vyvoj osteoklas-
tii jsou kli¢ové tyto dva faktory dohromady. Aby se potvrdila biologicka relevance tohoto posled-
niho pozorovani, zalozily se tkafové kultury na kortikalnich fezech z hovézi kosti 2 testoval se
adinek M-CSF a proteinu véazajiciho OPG bud’ samotnych, nebo dohromady. Jak je ukdzano na
obrazku 7, protein vazajici OPG stimuloval v pFitomnosti M—CSF tvorbu velkych osteoklastl
TRAP pozitivnich, které erodovaly povrch kosti, coz mélo za nasledek vznik direk. Protein vaza-
jici OPG tedy tSinkuje jako osteoklastogenezi stimulujici faktor (diferenciacni faktor). To nazna-
Euje, ze OPG blokuje vyvoj osteoklastit tim, e maskuje protein vazajici OPG.

Ptiklad 9
Aktivita rekombinantniho rozpustného proteinu vazajiciho OPG in vivo

Na zakladé studii in vitro lze soudit, e rekombinantni my$i protein vazajici OPG [158-316]
tvofeny v E. coli je silny induktor vyvoje osteoklasti z myeloidnich prekurzori. Aby se uréil jeho
aginek in vive, dostavali samci my$i BDF1 ve véku 4 aZ 5 tydnii (Charles River Laboratories)
subkuténni injekce proteinu vazajiciho OPG [158-316] dvakrit denné tfi dny a rano Ctvrtého dne
(dny 0, 1, 2, a 3). P&t skupin mysi (n=4) dostalo samotny nosi¢, nebo 1, 5, 25 nebo 100 jg protei-
nu vazajiciho OPG [158-316] denng. Dalsich 5 skupin my3i (n=4) dostalo vyse uvedené davky
nosiée nebo proteinu vazajiciho OPG [158-316] a navic dostalo lidsky Fe-OPG {22-194] v dav-
ce | mg/kg/den (piiblizné 20 pg/den) jednou subkutanni injekei denné. Pfed osetfenim se uréilo
ionizované kalcium plné krve v den 0 a 3 aZ 4 hodiny po prvni denni injekci proteinu vazajiciho
OPG [158-316] vden I, 2 a 3. Cty#i hodiny po posledni injekci v den 3 byly mysi usmrceny
a odebraly se vzorky pro radiogramy.

Rekombinantni protein vazajici OPG [158-316] vyvolal po dvou dnech 1é¢eni v davce 5 pg/den
a vy3§i vyznamné zvyseni ionizovaného kalcia v krvi (obrazek 8). Zavaznost hyperkalcémie uka-
zuje silnou indukci osteoklastické aktivity, coZ ma za nasledek zvysenou resorpei kosti. Soucasné
podavani OPG omezilo hyperkalcémii pfi davce proteinu vazajiciho OPG [158-316]
5 a 25 pg/den, ale ne pii davce 100 pg/den. U stejnych zvifat se analyzovaly radiogramy, aby se
urtilo, zda protein m&l vliv na hustotu mineralii kosti viditelny na rentgenovém snimku (obra-
zek 9). Rekombinantni protein vazajici OPG [158-316] podavany v injekcich tfi dny sniZoval
hustotu osti v proximalni tibii mysi v zavislosti na davce. Redukce hustoty kosti byla zejména
zietelna z my3i dostavajicich 100 pg/den, coz potvrdilo, Ze tézka hyperkalcémie u techto zvifat
byla vyvolana zvysenou kostni resorpci a nasledného uvolnéni kalcia ze skeletu. Tato data jasné
sv&d&i pro to, ze protein vazajici OPG [158-316] podporuje resorpei kosti in vivo, coZ vede
k systémové hyperkalcémii, a rekombinantni OPG tento vliv rusi.

Piiklad 10

Klonovani a exprese rozpustného proteinu vézajiciho OPG v saveich buiikach

Kompletni kilon mysiho a lidského proteinu vazajictho OPG mize byt exprimovan v sav&ich busi-
kach jak bylo dfive popsino v ptikladu 2. Alternativné mohou byt cDNA klony modifikované

tak, aby kodovaly secernované formy proteinu pii jeho expresi v savéich buiikach. Aby se tak
stalo, méize byt prirozeny 5° konec cDNA kédujici iniciatni kodon a zahrnujici priblizné prvnich

-25.
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69 aminokyselin proteinu, véetné transmembranové oblasti, nahrazen vedouci sekvenci signalni-
ho peptidu. Napriklad sekvence DNA kédujici iniciaéni kodon a signalni peptid znamého genu
mohou byt pfipojeny k cDNA sekvenci proteinu vazajiciho OPG se zagitkem kdekoliv po oblasti
kodujici aminokyselinovy zbytek 68. O vyslednych rekombinantnich klonech lze pfedpokladat,
Ze budou tvofit secernované formy proteinu vazajiciho OPG v sav&ich burikach, a mohou pod-
stoupit posttransla¢ni modifikace, které se normalné vyskytuji v C—koncové extracelularni domé-
né proteinu vazajiciho OPG, jako je glykosylace. S pouZitim této strategie byla vytvofena secer-
novana forma proteinu vazajiciho OPG, ktera ma na svém 5° konci signalni peptid my$iho OPG,
a na svém 3” konci Fc doménu lidského 1gGl. Plazmidovy vektor pCEP4/muQPG [22—401]-Fc,
jak je popsdn v patentové pfihlasce US &. 08/577 788, podané 22. prosince 1995, byl §t&pen Notl,
aby se nastépil mezi 3" koncem OPG a genem Fc. Linearizovana DNA pak byla ¢astedng §tépena
s Xmnl, aby se nastépila jenom mezi zbytky 23 a 24 OPG se slepym koncem. Restrikéni frag-
menty pak byly defosforylovany s CIP a vektorova ¢ast tohoto fragmentu (véetné zbytkia 1-23
OPG a Fc) pak byla purifikovana na gelu.

Oblast cDNA mysiho proteinu vazajiciho OPG kédujici aminokyselinové zbytky 69-316 byla
amplifikovana pomoci PCR pfi pouziti polymerazy Pfu (Stratagene, San Diego, CA) z plazmido-
vého templatu s pouzitim nasledujicich oligonukleotidi jako primeri:

1602-61: CCT CTA GGC CTG TAC TTT CGA GCG CAG ATG

1602-59: CCT CTG CGG CCG CAGT CTA TGT CCT GAACTT TG

Oligonukleotid 1602—61 amplifikuje 5" konec genu a obsahuje arteficidlni misto Stul. Primer
1602-59 amplifikuje 3” konec genu a obsahuje arteficialni misto Notl. Vysledny ziskany produkt
PCR byl 5tépen s Notl a Stul, a pak purifikovan na gelu. Purifikovany produkt PCR byl ligovéan
s vektorem a pak pouZit k transformaci elektrokompetentnich bunék E. coli DHIOB. Vysledny
klon byl sekvencovan pro potvrzeni integrity amplifikované sekvence a spojeni restrikénich mist.
Tento plazmid pak byl pouZit k transfekci lidskych fibroblastii 293 a fuzni protein vazajici OPG—
Fc se pak odebiral zkultivalnich médii jak bylo dfive popsino v patentové pfihlasce
US ¢&. 08/577 788, podané 22. prosince 1995,

S pouzitim podobné¢ strategie byl navrZen expresni vektor, ktery je schopny exprese na N—konci
zkracené formy fuzované s Fc doménou lidského IgGl. Tento konstrukt se sklada ze signalniho
peptidu my$iho OPG (aa zbytky 1-21), fizovaného v ramci ke zbytkiim 158-316 mysiho pro-
teinu vézajiciho OPG, nisledovano fizi v ramci k F¢ doméné lidského IgGl. Kvili tomu byl
plazmidovy vektor pCEP4/my3i OPG [22—401] (viz US 08/577 788 ze 22. prosince 1995) §tépen
s HindlH a Notl, aby se odstranil cely OPG &teci ramec. Zbytky mysiho proteinu vazajiciho OPG
158-316 byly amplifikovany pomoci PCR s pouzitim templatu z plazmidu ¢DNA/32D-F3 a nas-
ledujicich primerg:

1616-44: CCT CTC TCG AGT GGA CAA CCC AGA AGC CTG AGG CCC
AGC CATTTG C

1602-59: CCT CTG CGG CCG CGT CTA TGT CCT GAA CTT TG

1616-44 amplifikuje protein vazajici OPG zadinajici zbytkem 158, a také obsahujici zbytky 16—
21 signélniho peptidu muOPG s arteficidlnim mistem Xhol. {602-59 amplifikuje 3° konec genu
a pfidava misto Notl do ramce. Produkt PCR by! §tépen s Notl a Xhol a pak purifikovan na gelu.

Nasledujici komplementarni primery byly pFipojeny k sob& navzajem, ¢imz vznikl adaptér kédu-
jici signélni peptid mysiho OPG a Kozakovu sekvenci obklopujici iniciaéni misto translace:
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1616-41: AGC TTC CAC CAT GAA CAA GTG GCT GTG CTG CGC ACT CCT
GGT GCT CCT GGA CAT CA

1616-42: TCG ATG ATG TCC AGG AGC ACC AGG AGT GCG CAG CAC
AGC CAC TTG TTC ATG GTG GA

Tyto primery byly piipojeny za vzniku 5" ptesahujicich konc kompatibilnich s Hindll na 5
konci a Xhol na 3" konci. Nastépeny vektor ziskany vySe, ptipojené oligonukleotidy a nadtépeny
PCR fragment byly ligovany dohromady a vneseny elektroporaci do bunék DH10B. Vysledny
klon byl sekvencovan pro potvrzeni autentické rekonstrukce spojeni mezi signalnim peptidem,
fragmentem proteinu vazajiciho OPG kédujiciho zbytky 158-316 a Fc doménou IgG1l. Rekom-
binantni plazmid by! purifikovén, transfekovan do lidskych fibroblastli 293 a produkt byl expri-
movan v médiu, jak bylo popsano vySe.

Kompletni my§i a lidska cDNA byly klonovany v expresnim vektoru pCEP4 (Invitrogen, San
Diego, CA), a pak transfekovany do kultur lidskych fibroblasti 293, jak je popsano v piikladu 1.
Selekce bunéinych kultur se provadéla hygromycinem, jak je popsano vysde, a byla pfipravena
upravena média bez séra. Upravena média byla nanesena na kolonu s imobilizovanym rekombi-
nantnim OPG a oddélené formy mysiho a lidského rekombinantni proteinu vazajiciho OPG se
afinitné purifikovaly. Sekvenéni analyza N-konce purifikovanych rozpustaych protein vazajicich
OPG ukazuje, Ze my$i protein se pfednostn¢ 3tépi pred fenylalaninem 139 a lidsky protein se
prednostné §tépi pfed homolognim zbytkem izoleucinem 140. Kromé toho se lidsky protein take
prednostné 5t&pi pfed glycinem 145. To svéd¢i pro to, Ze pfirozené se vyskytujici rozpustné for-
my lidského proteinu vazajiciho OPG maji aminokoncové zbytky bud’ izoleucin v pozici 140,
nebo glycin v pozici 145.

Priklad 11

Peptidy proteinu vazajiciho OPG a pfiprava polyklonalnich a monokionalnich protilatek k protei-
nu

Protilatky ke specifickym oblastem proteinu vazajictho OPG mohou byt ziskany imunizaci pepti-
dy z proteinu vazajiciho OPG. Tyto peptidy mohou byt pouzity samotné nebo mohou byt pro
imunizaci pouZity konjugované formy peptidu.

Krystalick4 struktura maturovaného TNFa byla popsana v praci E. Y. Jones, D.I. Stuart a N.P.C.
Walker (J. Cell Sci. Suppl. 13, 11 az 18, 1990) a monomer tvoii sendvi¢ovou strukturu anti-
paralelnich B—skladaného listu s topologii ,svinuté palagdinky™. V této krystalické struktufe se
vyskytuje deset antiparalelnich B—pasa a tvofi P-sendvi¢ s jednim P-listem, ktery se sklada
z pasi B'BIDG, a druhym listem z pasit C'CHEF (viz E. Y. Jones et al., vy3e). Ze studia muta-
geneze se odvozuje, ze dvé smycky maturovaného TNFa tvofi kontakty s receptorem, a Ze to
jsou smy¢ky tvofené mezi beta piasem B a B’ a smyka mezi beta pasy E a F (C. R. Gobh,
C-S. Loh a A. G. Porter, Protein Engineering, 4, 785 az 791, 1991), Byla rozie$ena krystalicka
struktura komplexu tvofeného mezi TNFP a extracelularni doménou 55 kD receptoru TNF
(TNF-R55) a byly popsany kontakty receptor-ligand (D. W. Banner, A. D’Arcy, W. Janes,
R. Gentz, H. J. Schoenfeld, C. Broger, H. Loetscher a W. Lesslauer, Cell. 73, 431 az 443, 1993).
V souladu se studiemi mutageneze popsanymi vySe (C. R. Goh et al., vy3e) se shledalo, Ze
odpovidajici smy&ky BB” a EF ligandu TNF P tvofi vétSinu kontaktd s receptorem v odhalené
krystalické struktufe komplexu TNFb:TNF-R55. Aminokyselinova sekvence mysiho proteinu
vazajictho OPG byla srovnana s aminokyselinovou sekvenci TNFo a TNF . Na zaklad¢ tohoto
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srovnani byly ptedpovédény oblasti my3iho proteinu vézajiciho OPG odpovidajici smyckam BB’
a EF a byly navrzeny peptidy, které jsou popsany nize.

Antigen(y):

Rekombinantni my$i protein vazajici OPG [158-316] byl pouzit jako antigen (ag) pro imunizaci
zvifat, jak je popsano nize, a bylo vySetfeno sérum s pouZitim piistupli popsanych nize. Byly
syntetizoviny peptidy k predpokladanym smyckam BB™ a EF mysiho proteinu véazajiciho OPG
a byly pouzity pro imunizaci, tyto peptidy jsou:

Peptid BB' smycky: NH2--NAASIPSGSHKVTLSSWYHDRGWAKIS—COOH

Cys-peptid BB’ smyéky: NH2--NAASIPSGSHKVTLSSWYHDRGWAKISC—
—COOH

Peptid EF smycky: NH2—VYVVKTSIKIPSSHNLM--COOH

Cys-pepud EF smycky: NH2—VYVVKTSIKIPSSHNLMC—COOH

Peptidy s cysteinovym zbytkem na karboxylovém konci byly pouZity pro konjugaci s pouzitim
metod popsanych v &asti B niZe a byly pouZity pro imunizaci.

B. Konjugace s hemocyaninem z piilipky Fissurella sp. nebo s albuminem bovinniho séra:

Vybrané peptidy nebo proteinové fragmenty mohou byt konjugovéiny s hemocyaninem z ptilipky
Fissurella sp. (KLH, keyhole limpet hemocyanin), aby se zvysila jejich schopnost imunizovat
zvifata. V protokolu EIA mohou byt pouZity také peptidy nebo proteinové fragmenty konjugo-
vané s albuminem bovinniho séra (BSA). Maleimidem aktivovany KLH nebo BSA (Pierce
Chemical Company, Rockford, IL) se rekonstituuje v dH,O na koneénou koncentraci 10 mg/ml.
Peptid nebo proteinové fragmenty se rozpusti ve fosforeCnanovém pufru a pak se smisi s ekvi-
valentni hmotnosti (g/g) KLH nebo BSA. Konjuga¢ni smés se ponecha reagovat 2 hodiny pfi
teploté mistnosti za jemného michani. Roztok se pak necha projit odsolovaci kolonou nebo se
dialyzuje proti PBS pies noc. Peptidovy konjugat se uloZi v —20 °C dokud se nepouzije pro
imunizaci nebo v EIA.

Imunizace;

Mysim Balb/c (Charles River Laboratories, Wilmington, MA), krysam Lou nebo kralikiim
(Novozélandsky bily) byl subkutanng injekéné (SQI) podan ag (50, 150 a 100 g, v uvedeném
pofadi), emulgovan v kompletnim Freundové adjuvans (CFA, 50% objem/objem, Difco Labora-
toires, Detroit, MI). Krélici pak dostavali dvakrat nebo tiikrat ve dvoutydennich intervalech
zestlovaci antigenu piipraveného podobnym zpiisobem v nekompletnim Freundové adjuvans
(ICFA, Difco Laboratoires, Detroit, MI). Mysi a krysy dostdvaly zesilovaci davku pfiblizné
kazdé 4 tydny. Sedm dnii po druhé injekei se odebiraly zkusebni vzorky krve a urdovaly se titry
protilatek v séru. Kdyz se objevily titry u kralikil, odebiralo se 6 nasledujicich tydnii 50 ml krve
tydné. Mysi a krysy se vybiraly na zakladé sérové hladiny titru pro tvorbu hybridomu, byla
pouZita zvifata s poloviénim maximalnim titrem véigim nez 5000. Odbornik miiZze provést Gpravy
imunizacniho protokolu, naptiklad nyni jsou dostupné riizné typy imunomodulatorii, které mohou
byt do tohoto protokolu zahrnuty.

-8 -
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D. Tests enzymem vazanym na imunosorbent (EIA, Enzyme-linked immunosorbent assay):

EIA se miZe provadét pro uréeni titr sérovych protilatek (ab) u jednotlivych zvifat a pozdéji pro
screening potencidlnich hybridomi. 96 jamkové mikrotitratni EIA/RIA desti¢ky s plochym dnem
a vysokou schopnosti (Costar Corporation, Cambridge, MA) byly povle¢eny purifikovanym
rekombinantnim nebo proteinovymi fragmenty (antigen, ag) v mnoZstvi 5 pg per ml v uhli¢itan—
hydrogenuhli¢itanovém pufru, pH 9,2 (0,015 M Na,COs, 0,035 M NaHCO;). Proteinové frag-
menty mohou byt konjugovany s albuminem bovinniho séra (BSA), je-li to nutné. 50 pl ag se
ptidalo do kazdé jamky. Destitky pak byly pokryty acetitovym filmem (ICN Biomedicals, Inc.,
Costa Mesa, CA) a inkubovaly se pfi teploté mistnosti na kyvacim stole¢ku 2 hodiny nebo pies
noc ve 4 °C. Desti¢ky se blokovaly 30 minut pfi teploté mistnosti (rt} 250 pl) na jamku 5% rozto-
ku BSA pripraveného smisenim 1 &asti fedidla BSA/koncentritu blokovaciho roztoku (Kirke-
gaard a Perry Laboratories, Inc., Gaithesburg, MD) s 1 &asti deionizované vody (dH,0). Bloko-
vaci roztok byl odstranén, do kazdé jamky se pridalo 50 pl dvojkového redéni séra (1:100 az 1:12
800) nebo supernatantu tkafové kultury hybridomu. Sérum je fedéno 1% BSA (10% BSA
tedidlo/koncentrat blokovaciho roztoku fedéno 1:10 Dulbeccovym fyziologickym roztokem
pufrovanym fosforegnany, D-PBS, Gibco BRL, Grand Island, NY), zatimco supematanty hybri-
domu se testovaly nefedéné. V piipadé screeningu hybridomi je jedna jamka udrZovana jako
kontrola konjugatu a druha jamka jako pozitivni ab kontrola. Desti¢ky se opét inkubuji pfi teploté
mistnosti, kyvaji 1 hodinu a pak se 4 x promyji 1x fedénim 20x koncentrovaného promyvaciho
roztoku (Kirkegaard a Perry Laboratoires, Inc., Gaithesburg, MD) v dH,0. Sekundarni ab konju-
govana s k¥enovou peroxidazou (Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN) fedéna
v 1% BSA se pak v kazdé jamce inkubuje 30 minut. Destitky se promyji jako pfedtim, odsaji do
sucha, a pfid4 se jednosloZkovy substrit ABTS peroxidiza (Kirkegaard a Perry Laboratoires,
Inc., Gaithesburg, MD). Pro kazdou jamku se odeéte absorbance ve 405 nm za pouZiti odecitaci-
ho p¥istroje Microplate EL310 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Poloviéni maximalni
titr sérové protilatky se vypodetl vynesenim log,o sérového fedéni proti optické denzité pii 405
nm, a pak extrapolaci 50% bodu maximalni optické denzity ziskané pro toto sérum. Hybridomy
se vybiraly jako pozitivni, jestlize hodnota optické denzity je vétdi neZ pétinasobek pozadi.
Mohou se provést Gpravy tohoto protokolu, napfiklad mize byt vybrina konjugovana sekundarni
protilatka pro svou specifiénost nebo proto, Ze neprojevuje zkfiZenou reaktivitu.

Flze bunék:

Zviteti vybranému pro vytvofeni hybridomu se intravenézné injikuje 50 az 100 pg ag v PBS.
Ctyti dny pozdéji se zvife usmrti oxidem uhligitym a za sterilnich podminek se mu odebere
slezina do 35 ml Dulbeccova modifikovaného Eagleho média obsahujiciho 200 U/ml penicili-
nu G, 200 pg/ml streptomycinsulfatu a 4 mM glutamin (2x P/S/G DMEM). Slezina je o¢i$téna od
prebyte&né tukové tkang, a pak proplachnuta ve &tyfech miskach s ¢istym 2x P/S/G DMEM. Pote
je prenesena do sterilniho vacku Stomacher (Tekmar, Cincinnati, OH) obsahujiciho 10 ml 2x
P/S/G DMEM a rozrusena na suspenzi jednotlivych bunék pomoci zafizeni Stomacher Lab
Blender 80 (Seward Laboratory, UAC House, London, England). Kdyz jsou buiiky uvolnény
z pouzdra sleziny do média, odstrani se z valku a pfenesou do sterilni 50 ml kénické centrifu-
gaéni zkumavky (Becton Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ). Do vacku se pfida Cerstvé
médium a v postupu se pokratuje, dokud neni uvolnén veskery bunécny obsah sleziny. Splenocy-
ty se 3x promyji pomoci centrifugace v 225 x g 10 minut. Sou¢asné se podobnym zpiisobem
promyji kultury myelomovych bunék v log fizi, Sp2/0-Agl4 nebo Y3-Agl.2.3 pro mysi nebo
krysi splenocytové fiize (American Type Culture Collection, Rockville, MD) péstované v kom-
pletnim médiu (DMEM, 10% inaktivované fetalni bovinni sérum, 2 mM glutamin, 0,! mM
neesencialni aminokyseliny, 1 mM pyruvit sodny a 10 mM hepes pufr, Gibco Laboratories,
Grand Island, NY). Splenocyty se spoji s myelomovymi buiikami a znovu se peletuji. Z bunééné-
ho peletu se odsalo médium a buiiky se jemné smisily béhem 1 minuty se 2 ml polyethylenglyko-
lu 1500 (PEG 1500, Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN). Pak se pomalu
pFidal stejny objem 2x P//S/G DMEM. Buiiky se ponechaly fazovat 2 minuty pfi 37 °C, a pak se
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pfidalo dalgich 6 m! 2x P/S/G DMEM. Buiiky se opét nechaly ve 37 °C 3 minuty. Nakonec se
k bun&ctné suspenzi piidalo 35 ml 2x P/S/G DMEM a buiiky se peletovaly stocenim. Z peletu se
odsalo médium a buriky se jemné resuspendovaly v kompletnim médiu. Bunky se rozptylily na
96 jamkové desti¢ky pro tkanové kultury s plochym dnem (Becton Dickinson Labware, Lincoin
Park, NJ) jednou kapkou z 5ml pipety. Desti¢ky se inkubovaly pfes noc ve zvihéovaném vzduchu
s 5% CO, pfi 37 °C. PFisti den se do kaZzdé jamky pridal stejny objem selekéniho média. Selekéni
médium sestavalo z 0,1 mM hypoxanthinu, 4 x 10~ mM aminopterinu a 1,6 x 10 * mM thymidi-
nu v kompletnim médiu. Fuzni desti¢ky se inkubovaly 7 dnli, pak béhem dal3ich tfi dnil se
dvakrat vyménilo médium, po kazdé vyméné se pouzilo HAT selekéni médium. Supernatanty
tkafiovych kultur se odebiraly 3 az 4 dny po posledni vyméné tekutin z kazdé jamky obsahujici
hybrid a testovaly se pomoci EIA na specifickou protilatkovou reaktivitu. Tento protokol byl
modifikovan podle protokolu v praci Hudsona a Haye (Practical Imunology, druhé vydani,
Blackwell Scientific Publications).

Piiklad 12

Klonovani receptoru proteinu vazajiciho OPG exprimovaného v hemopoetickych prekurzorovych
buiikach

Biologicky aktivni rekombinantni mysi protein vazajici OPG [158-316] se konjugoval s fluores-
cein—izothiokyanatem (FITC) za vzniku fluorescenéni sondy. Fluorescenéni znadeni se provadélo
inkubaci rekombinantniho my3iho proteinu vazajiciho OPG [158-316] se sukcimydylesterem 6—
fluorescein—5—(a 6)karboxyamidohexanové kyseliny (Molecular Probes, Eugene, OR)
v molamim poméru 1:6 12 hodin ve 4 °C. Protein vazajici OPG [158-316] znadeny FITC se dale
purifikoval gelovou filtraéni chromatografii. Buiiky kostni dfené mysi se izolovaly a inkubovaly
v kultufe za pfitomnosti CSF-1 a proteinu vazajiciho OPG [158-316], jak je popsano v pfikladu
10. Buiiky kostni dfené mys$i se péstovaly pies noc v CSF-1 (30 ng/ml) a proteinu vazajiciho
OPG [158-316] (20 ng/ml). Nejdiive se odstranily neadherujici buiiky a uloZily na ledu a zbyva-
jici adherentni bufiky se odstranily inkubacf s pufrem pro disociaci bungk (Sigma Chemicals, St.
Louis, MO), spojily se neadherujici populaci a oznaé€ily s FITC—proteinem vazajicim OPG, jak je
popsano vySe. Po promyti a resuspendovani v PBS 50,5% BSA se buiiky vystavily FITC—pro-
teinu vazajicimu OPG, promyly a tfidily pomoci FACS. Populace bunék, které byly pozitivni na
znaceni FITC—proteinem vazajicim OPG se soustfedila a izolovala se mRNA, jak je popsano
v piikladu 2. Tento preparat mRNA se pouZil pro pfipravu cDNA knihovny nasledujici postupy
popsané v pfikladu 2.

c¢DNA knihovna tvofena z tohoto zdroje byla pouZita pro ndhodnou EST sekvenaéni analyzu, jak
bylo dfive popsano v PCT piihlasce &. W(097/23614 a v praci Simoneta et al. (Cell, 89, 309-319,
1997). S pouzitim této metody byla objevena cDNA o velikosti ~2,1 kb, ktera koduje novy
protein pfibuzny TNFR. Dlouhy otevieny &teci ramec ¢cDNA mysiho ODAR kéduje protein
0 625 aminokyselinovych zbytcich a obsahuje charakteristické znaky proteind piibuznych
s TNFR: hydrofobni signélni peptid na N—konei, &tyfi sekvence tandemové repetice bohaté na
cystein, hydrofobni transmembranovou doménu a cytoplazmatickou signalni doménu. Homologie
tohoto proteinu s jinymi Eleny rodiny receptoru TNF a jeho exprese v bunikach kostni dfené, které
vazou protein vazajici OPG znadeny FITC, svéd¢i pro to, Ze je to potencialni receptor pro protein
vazajici OPG, ktery je ptibuzny s TNF. Tento protein je oznaéen ODAR neboli osteoklastovy
diferenciaéni a aktivaéni receptor. Sekvence nukleové kyseliny a predikovana aminokyselinova
sekvence mysiho ODAR je ukazana na obrazku 10.

Nedavna analyza sekvenci z vefejné dostupnych databazi naznacuje, Ze tento protein je mysi

homolog lidského proteinu pfibuzného s TNFR zndmého jako RANK (Anderson et al., Nature,
390, 175-179, 1997).

=30 -
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Priklad 13
Piiprava rekombinantniho proteinu ODAR v savéich burikach

Rozpustnd extracelularni doména ODAR fiizovana k oblasti F¢ lidského IgGl se pfipravila
s pouZitim postupli pro konstrukci a expresi Fc fiznich proteini, jak bylo d¥ive popsano v doku-
mentu W097/23614 a v praci Simoneta et al., vy$e. Aby se v sav&ich burikich tvofil rozpustny
protein ODAR, byla pomoci PCR amplifikovana cDNA kédujici extracelularmi doménu mysiho
ODAR (aminokyseliny 27-211) s nésledujici sadou oligonukieotidovych primeru:

5'-TCT CCA AGC TTG TGA CTC TCC AGG TCA CTC C-3'

S'-TCT CCG CGG CCG CGT AAG CCT GGG CCT CAT TGG GTG-3'

Reakce PCR se provadély v objemu 50 ul s | jednotkou DNA polymerazy Vent (New England
Biolabs) ve 20 mM Tris—HC], pH 8,8, 10 mM KCl, 10 mM (NH;)»S0,, 0,1% Triton~X100,
10 uM kazdého dNTP, 1 uM kazdého primeru a 10 ng cDNA templitu ODAR. Reakce se
provad€ly v 94 °C 30 s, 55 °C 30 s a 72 °C | minutu, celkem 16 cyklii. Fragment PCR se izoloval
elektroforézou. Fragment PCR tvofil restrikéni misto HindIIl na 5° konci a restrikéni misto Notl
na 3" konci. PCR fragment $tépeny HindIlI a Notl byl pak subklonovan do ramce do modifikova-
ného vektoru pCEP4-F¢ pfed sekvenci téZkého Fetézce lidského [gG-v1, jak bylo diive popsano
ve WO97/23614 a v praci Simoneta et al., vyse. Byla vnesena spojka, ktera koduje dvé irele-
vantni aminokyseliny vytvafejici spojeni mezi extracelularni doménou ODAR a Fc oblasti IgG.

Konstrukt pak byl 3t¢pen s Nhel a HindIII do ramce byl vloZen nasledujici spojeny oligonukleo-
tidovy par kodujici signalni peptid OPG (aminokyseliny 1-21):

5 -CTA GCA CCA TGA ACA AGT GGC TGT GCT GCG CAC TCC TGG TGC
TCC TGG ACA TCA TTG AAT GGA CAA CCC AGA-3°

5-AGC TTC TGG GTT GTC CAT TCA ATG ATG TCC AGG AGC ACC AGG
AGT GCG CAG CAC AGC CAC TTG TTC ATG GTG-3°

Spojka, ktera koduje dvé irelevantni aminokyseliny byla vnesena mezi sekvence signilniho pepti-
du OPG a ODAR. Konecny sestrojeny konstrukt (ODAR-Fc/pCEP4) kdduje fuzni protein, ktery
obsahuje od aminokonce ke karboxylovému konci: signilni peptid OPG (aminokyseliny 1-21)-
spojka (lysLeu)}-ODAR (aminokyseliny 27-211)-spojka (AlaAla)-lidsky IgG Fc.

Konstrukt byl transfekovan do bunék 293-EBNA-1 kalciumfosforeénanovou metodou, jak je
popsana (Ausubel et al., Curr. Prot. Mol. Biol. 1, 9.1.1-9.1.3, 1994). Transfekované busiky pak
byly selektovany v 200 pg/ml hygromycinu (Gibco BRL) a vysledné kultury rezistentni na Iék
byly spojeny a péstovany az doséhly konfluence. Buiiky byly promyty jednou v PBS a pak pésto-
vany v médiu bez séra 72 hodin. Upravend média se odebrala. Fiizni protein ODAR-Fc v médiu
se detekoval analyzou westernova pfenosu a proti—lidskou protilatkou IgG Fc.

Fazni protein Fc se purifikoval pomoci chromatografie na koloné s proteinem—A (Pierce)
s pouZitim postupu doporuéen¢ho vyrobcem. 50 pmol purifikovaného proteinu pak podstoupilo
analyzu N—koncové sekvence automatizovanou Edmanovou degradaci, jak byla pivodné popsana
autorem Matsudaira et al. (J. Biol. Chem., 262, 10-35, 1987). Po 10 cyklech byla ode¢tena nasle-
dujici aminokyselinova sekvence:
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NH-KLVTLQVTP-CO:zH.

Vazebnd aktivita ODAR—Fc s proteinem vazajicim OPG se vysetfovala imunofluorescenénim
znaenim kultur transfekovanych bunék COS-7, jak je popséno v piikladu 2. Do bunék COS-7
byl pomoci lipofektinu vnesen 1 pg expresniho vektoru obsahujiciho DNA kédujici mysi protein
vazajici OPG. Po 48 hodinach inkubace se pak bufiky inkubovaly 1 hodinu pii 4 °C v roztoku
PBS—FBS obsahujicim 10 pg/mi lidského proteinu IgG Fc, ODAR-Fc nebo OPG-Fc. Pak byly
buriky dvakrat promyty PBS a inkubovaly se dal$i hodinu v roztoku PBS-FBS obsahujicim
20 pg/ml koziho proti-lidského IgG znaceného FITC (Southern Biotech Associates). Po promyti
PBS se builky vysetfovaly konfokalnim mikroskopem {ACAS, Ultima, Insight Biomedical Ima-
ging, Inc., Okemos, MI). Oba, ODAR-Fc a OPG-Fc¢ se vazou na OPGL transfekované buiiky
COS-7 (obrazek 11),

Priklad 14
Biologicka aktivita rekombinantniho rozpustného ODAR in vitro

Schopnost ODAR inhibovat stimulaci tvorby osteoklastii prostfednictvim proteinu vézajiciho
OPG se urCovala v kultufe kostni dfené mysi za pFitomnosti CSF—1 (30 ng/ml) a proteinu vazaji-
ciho OPG (5 ng/m!). Postupy, jak pouZit kultury kostni dfené mysi pro studium maturace osteo-
klastti, jsou popsany v dokumentu WO 97/23614 a v pfikladu 8. Fazni protein ODAR-Fc¢, vytvo-
feny jak je popsano v piikladu 12, se piidaval v koncentracich od 65 do 1500 ng/ml. Tvorba
osteoklast se urCovala cytochemickym postupem s alkalickou fosfatazou rezistentni na tartrat
(TRAP) a testem roztoku TRAP po 5 dnech kultury.

Jak pfi cytochemickém postupu, tak pfi stanoveni aktivity TRAP se pozorovala inhibice tvorby
osteoklastil fazi ODAR—Fc zavisla na davce (obrazek 12). Fuzni protein ODAR-Fc inhiboval
tvorbu osteoklastii s EDs, pifiblizné 10 az 50 ng/ml.

Piiklad 15
Biologicka aktivita rekombinantniho rozpustného ODAR in vive

Mladi rychle rostouci samci my$i BDF1 stafi 3 az 4 tydny dostavali rizné davky fuzniho proteinu
ODAR-Fc v nosii (PBS/0,1% BSA) 4 dny jednou denni subkutanni injekci. Mysi se v den
5 rentgenovaly. PouZité davky flizniho proteinu ODAR-Fc byly 0,5, 1,5 a 5 mg/kg/den. Pro
kazde osetfeni byly mysi téze skupiny a kontrolni skupiny, které dostaly PBS/0,1% BSA, rentge-
novany na jeden film. Mezi pary kontrolnich a oSetfenych tibii se porovnavala metafyzalni oblast
proximélni tibie a ohodnocovala se jako ,.+%, jestli méla ofetfena tibie vy38i denzitu pii vizualnim
hodnoceni nez kontrola davajici 8 bodi ukazanych nize. Pro ,,pozitivni* vysledek se vyzadovalo
arbitrarni skore 5/8. (Davka je v mg/kg/den). (n=4),

Po usmrceni zvifat byla kazdému zvifeti odstranéna prava tibie a métila se hustota kosti v pro-
ximalni tibialni metafyze periferni kvantitativni poé¢itatovou tomografii (pQCT) (Stratec, Némec-
ko). Dva pfi¢né fezy kosti o velikosti 0,5, 1,5 a 2,0 mm z proximalniho konce tibie se analyzova-
ly (XMICE 5.2, Stratec, Némecko), aby se urdila celkova hustota mineralii kosti v metafyze. Pro
uréeni hranice metafyzalni kosti od mékké tkané byl pouZit separacni prah 1500.

Podavani ODAR-Fc inhibovalo u mladych rostoucich mysi resorpci kosti v ristové destiéce
proximdlni tibie za tvorby oblasti zvy3ené denzity kosti, kterd byla okem viditelna na radiogra-
mech. Radiografické zmény byly patrné pfi davee 1,5 mg/kg/den a vy3e ve dvou pokusech
(tabulka 1). Méfeni hustoty kosti pomoci pQCT u vzorkd z druhého pokusu v podobné oblasti
tibie potvrdilo u téchto my3i zvyseni hustoty kosti zavislé na davce (obrazek 13).
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Tabulka 1: Inhibice resorpce kosti fiizznim proteinem ODAR-Fc

Pokus ¢. 1

Faktor Davka | 1 | 2 {131 45| 6 j 7 | 8 | Vysledek
ODAR-Fc |5,0 + + |+ + + + : + | + {Pozitivni 8/8
ODAR-Fc [1,5 O ’ + i + |Pozitivni 6/8
ODAR-Fc |0,5 ~ - -1 - - -+ - { - 1Negativni 0/8
I_ODAR-FC 0,15 I R IV I -] - iNegativni 0/8
Pokus &. 2

Faktor |Davka | 1 ]| 2131 45 ] 6 |7 18 | Vysledek !
ODAR-Fc 15,0 # |+ 0+l + |+ [+ 1+ b+ [Pozitivni 8/8
ODAR-Fc |1,5 T T T T+ [+ % T+ [Pomuvni 8/8
ODAR-Fe [0,5 NN ‘ - | - iNegativni 1/8

Zatimco byl piredkladany vynalez popsén pomoci vyhodnych provedeni, rozumi se, Ze odborni-
kovi jsou zjevné variace a modifikace. Pfedkladany vynalez, definovany pfipojenymi patentovy-
mi naroky, tudiz pokryva vSechny takové variace, které spadaji do rozsahu vynilezu, jak je
popsan v patentové piihlasce.

PATENTOVE NAROKY

1. lzolovana nukieova kyselina zvolena ze souboru zahrnujiciho:

a) nukleovou kyselinu obsahujici nukleotidovou sekvenci polypeptid—kodujici oblasti podle
obr. 1 (sekvence i.¢. 1) nebo obr. 4 (sekvence i.&. 3);

b) nukleovou Kkyselinu kédujici protein vazajici osteoprotegerin podle obr. 1 (sekvence i.¢. 2)
nebo obr. 4 (sekvence ié. 4); a

¢) nukleovou kyselinu kodujici fragment proteinu vazajiciho osteoprotegerin podle obr. 1 (sek-
vence i.¢. 2) nebo obr. 4 (sekvence 1.¢. 4), ktery vaZe osteoprotegerin.

2. Nukleova kyselina podle naroku 1, kterou je cDNA, genomova DNA, syntetickd DNA nebo
RNA.

3. Polypeptid, ktery je koédovan nukleovou kyselinou podle naroku 1.

4, Nukleova kyselina podle naroku 1 zahrnujici jeden nebo vice kodonil vyhodnych pro expresi
v Escherichia coli.

5. Nukleova kyselina podle naroku 1, kterd ma na sebe navazanou detekovatelnou znaCku.
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6. Nukleova kyselina kddujici polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci zbytki 1-316
nebo zbytkil 70-316 podle obr. 1 (sekvence i.g. 2).

7. Nukleova kyselina kodujici polypeptid obsahujict aminokyselinovou sekvenci zbytkd 1-317
nebo zbytkil 69-317 podle obr. 4 (sekvence i.c. 4).

8. Nukleova kyselina podle naroku |, ve které fragment obsahuje rozpustnou nebo zkracenou
formu proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

9. Nukleovd kyselina podle naroku 8 kodujici polypeptid obsahujici zbytky 69-317 podle
obr. 4 (sekvence i.C. 4) a jeho zkracené verze, které vaZou osteoprotegerin.

10. Expresni vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku 1.

I1. Expresni vektor podle naroku 10, ve kterém nukleova kyselina obsahuje oblast kodujici
polypeptid podle obr. 1 (sekvence i.€. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.€. 4).

12. Hostitelska buiika transfekovana expresnim vektorem podle naroku 10.

13. Hostitelska buiika podle naroku 12, kterou je eukaryoticka nebo prokaryoticka buiika,

I4. Hostitelska buiika podle naroku 13, kterou je Escherichia coli.

15. Zpisob vyroby proteinu véazajiciho osteoprotegerin, vyznadeny tim, Ze zahrnuje:
kultivaci za vhodnych nutri¢nich podminek hostitelskych bunék transformovanych nebo trans-
fekovanych nukleovou kyselinou podle naroku 1; a izolaci polypeptidového produktu exprese
nukleové kyseliny.

16. Izolovany protein vazajici osteoprotegerin obsahujici aminokyselinovou sekvenci podle
obr. | (sekvence i.¢. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4) nebo jeho fragment, ktery vaze osteoprotege-

T,

17. Protein podle naroku 16 obsahujici aminokyselinovou sekvenci podle obr. 4 (sekvence
i.¢. 4).

18. Protein podle naroku 16, kterym je rozpustny protein vazajici osteoprotegerin.
19. Protein podle naroku 16, ktery je kovalentné modifikovan polymerem rozpustnym ve vodé.
20. Protein podle naroku 19, kde polymerem je polyethylenglykol.

21. Protein podle narokn 16, obsahujici aminokyselinovou sekvenci ze zbytkG 70-316 vietné
podle obr. 1 {(sekvence i.€. 2) nebo jeji fragment, ktery vaZe osteoprotegerin.

22. Protein podle naroku 16 obsahujici aminokyselinovou sekvenci ze zbytki 69-317 vietné
podle obr. 4 (sekvence 1.¢. 4) nebo jeji fragment, ktery vaze osteoprotegerin.

23. Protilatka nebo jeji fragment, ktera specificky vaze protein vazajici osteoprotegerin podle
naroku 16.

24. Protilatka podle niroku 23, kterou je monoklonalni protilatka.

25. Protilatka podle naroku 23, kterou je rekombinantni protilatka.
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26. Protilatka podle naroku 23, kterou je chimerick nebo CDR—roubovana protilatka.
27. Protilatka podie naroku 23, kterou je lidska protilatka.

28. Protilatka podle naroku 23, kde protilatkou je antagonista proteinu vazajiciho osteoprote-
gerin, ktery sniZuje tvorbu osteoklasti.

29, Protilatka podle naroku 23, kde se protilatka vaze k extracelulirni doméné proteinu vazaji-
ciho osteoprotegerin sekvence i.8. 4 nebo k fragmentu extracelularni domény proteinu vazajiciho
osteoprotegerin sekvence i.€. 4.

30. Zpiasob detekce pFitomnosti proteinu vazajictho osteoprotegerin v biologickém vzorku,
vyznadeny tim, Zezahrnuje:

—  inkubaci vzorku s protilatkou podle naroku 23 in vitro za podminek, které umoziiuji vazani
protilatky k proteinu vazajiciho osteoprotegerin; a

—  detekei vAzané protilatky.

31. Zpisob detekce piitomnosti osteoprotegerinu v biologickém vzorku, vyznaéeny
tim, Ze zahrnuje:

—~  inkubaci vzorku s proteinem vizajicim osteoprotegerin obsahujicim aminokyselinovou
sekvenci podle obr. 1 (sekvence i.¢. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4) nebo jeji fragment vazajici
osteoprotegerin in vitro za podminek, které umoZiiuji vazani proteinu k osteoprotegerinu; a

—  méfeni vazby proteinu vazajiciho osteoprotegerin.

32. Zpisob vyhodnoceni schopnosti testované slouteniny vizat se na protein vazajici osteopro-
tegerin, vyznadeny tim, Ze zahrmuje:

—  inkubaci proteinu vazajictho osteoprotegerin a obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci
podle obr. 1 (sekvence i.&. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.{. 4) nebo jeji fragment, ktery vaze osteo-
protegerin, s testovanou slouéeninou in vitro za podminek, které umoziiuji uvedenou vazbu; a

—  méfeni vazané sloudeniny.

33. Zpisob podle naroku 32, vyznaéeny tim, Ze sloueninou je agonista nebo antago-
nista proteinu véazajiciho osteoprotegerin.

34. Pouziti nukleové kyseliny komplementdrni k nukleové kyseliné podle obr. 1 (sekvence
i.&. 1) nebo obr. 4 (sekvence i.&. 3) pro pfipravu lé¢iva pro regulaci exprese proteinu vazajiciho
osteoprotegerin.

35. Protein podle naroku 16 obsahujici aminokyselinovou sekvenci ze zbytkd 158-317 podle
obr. 4 {sekvence i.¢. 4).

36. Protein podle naroku 16 obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci ze zbytkid 140-317 podie
obr, 4 (sekvence i.¢. 4).

37. Zptisob vyhodnoceni schopnosti testované sloudeniny zvySovat nebo snizovat miru vazby

proteinu vazajiciho osteoprotegerin k osteoklastovému diferenciaénimu a aktivanimu receptoru,
vyznadeny tim, Ze zahmuje:
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— inkubaci proteinu vazajictho osteoprotegerin obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci podle
obr. 1 (sekvence i.c. 2) nebo obr. 4 (sekvence i.¢. 4) nebo jeji fragment, analog nebo derivat,
osteoklastového diferenciagniho a aktivaéniho receptoru obsahujiciho aminokyselinovou sekven-
ci podle obr. 10 (sekvence i.¢. 43) nebo jeji lidsky homolog nebo fragment, analog nebo derivat
a pripadné testované slouceniny za podminek umoZziujicich vazbu proteinu vazajiciho osteopro-
tegerin k osteoklastovému diferenciaénimu a aktivaénimu receptoru; a

—  méfeni vazby proteinu vazajiciho osteoprotegerin k osteoklastovému diferenciaénimu a akti-
vanimu receptoru v nepiitomnosti nebo pfitomnosti testované slouéeniny.

38. Pouziti slouceniny jako modulatoru proteinu vazajiciho osteoprotegerin pro piipravu lé€iva
pro prevenci nebo léceni nemoci kosti, pfi kterém je slouceninou protilatka nebo jeji fragment,
ktery vaze OPGbp podle obr. 4 (sekvence i.¢. 4) a je antagonistou OPGbp.

39. Pouziti podle naroku 38, pfi kterém protilatkou je monoklonalni protilatka nebo jeji frag-
ment,

40. Pouziti podle naroku 38, pii kterém protilitkou je rekombinantni protilatka nebo jeji frag-
ment.

41. Pouziti podle naroku 38, pfi kterém protilatkou je chimericka protilatka nebo CDR—rou-
bovana protilatka.

42. Pouziti podle naroku 38, pii kterém protilatkou je lidska protilatka nebo jeji fragment.

43. Pouziti podle naroku 38, pri kterém se protilatka nebo jeji fragment vaze k extracelularni
doméné OPGbp nebo se vaze k fragmentu extracelularni domény OPGbp.

44. Pouziti podle naroku 38, pii kterém se protilatka nebo jeji fragment vaze na s membranou
sdruzenou formu OPGbp.

45. Pouziti podle naroku 38, pti kterém se protilatka nebo jeji fragment vaZe k rozpustné formé
OPGbp.

46. Pouziti podie naroku 38, pfi kterém je slouenina pouZita v kombinaci s farmaceuticky pfija-
telnym fedidlem, nositem, solubilizaénim &inidlem, emulga¢nim ¢inidlem, konzervaénim ¢&inid-
lem a/nebo adjuvantem.

47. Pouziti podle naroku 38, pii kterém je dale zahrnuto podani jednoho nebo vice kostniho
morfogenniho faktoru, zvoleného ze souboru zahrnujiciho BMP-1 az BMP-12, transformaéniho
ristového faktoru beta, ¢lenu skupiny transformaéniho rastového faktoru beta, fibroblastového
ristoveho faktoru zvoleného ze souboru zahmujiciho FGF-1 az FGF-10, inhibitoru interleukinu—
I, inhibitoru TNF alfa, parathyroidalniho hormonu, prostaglandinu fady E, bifosfonatu nebo
mineralu zlepsujiciho stav kosti.

48. Pouziti podle naroku 38, pii kterém je nemoc kosti zvolena ze souboru zahrnujiciho osteo-
porozu, osteomyelitidu, hyperkalcemii, osteopenii sdruZenou s chirurgickym zakrokem, Pagetovu
nemoc, osteonekrozu, Obytek kostni hmoty v disledku revmatoidni artritidy, periodontalni
abytek kostni hmoty, prostetické uvolfiovani a osteolytickou metastazu.

13 sekvenci
+

30 vykresi
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Seznam sekvenci

<210> 1

<211> 2245

«<212>» DNA

<213> Mus musculus

220>
<221 DS
222> {158),. {1105}

<400> 1
gagcteggat ¢cactactcg acgcacgcgt ccggccagga cctctgtygaa coggtcgggyg
60

cgggggccge ctyggccggga gtetgctegg cggtgggtgy cegaggaagg gagagaacga
120

tcgoggagoa gggogoccga actcocgggeg cogcgoe atg cgc cgg ¢goc agce cga
175
Met Arg Arg Ala Ser Arg
1 5

gac tac ggc aag tae¢ ctg cgc agc tcg gag gag atg ggc agc gdc ccc

223

Asp Tyr Gly Lys Tyr Leu Arg Ser Ser Glu Glu Met Gly Ser Gly Pro
10 15 29

ggc gtc cca cac gag ggt cog ctg cac ccc geg oct tot gca ccg gct

271

Gly Val Pro His Glu Gly Pro Leu His Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala
25 30 33

Cccg geg ¢eg cca cCcc goc goo tec cge tee atg tte ctg gec cte ctg

319

Prc Ala Pro Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser Met Phe Leu Ala Leu Leu
40 45 50

ggg ctg gga ctg ggc cag gtg gtc tge age atc goct ctg ttc ctg tac
387
Gly Leu Gly Leu Gly Gln Val Val Cys Ser Ile Ala Leu FPhe Leu Tyr

55 60 65 0

ttt cga gcg cag atg gat cct aa¢ aga ata tca gaa gac age act cac

415

Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Ser Thr His
75 BO 85

tge ttt tat aga ate ctg aga ctc cat gaa aac ¢gca ¢ggt Lty cag gac
463

Cys Phe Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Gly Leu Gln Asp
a0 95 100

toeg act ctg gag agt gaa gac aca cta <ct gac tcec tge agg agg atg
511

Ser Thr Leu Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro Asp Ser Cys Arg Aryg Met
105 110 115

aaa caa gcc ttt cag ggg gcc gtg caq aag gaa ctg caa cac att gtg
559

Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gln His Ile Val
120 125 130
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ggg cca cag cg¢ ttc tcoca gga gct cca gect atg atg gaa ¢ggc tca tgg
aQ7

Gly Pro Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala Met Met Glu Gly Ser Trp
135 140 145 150

ttg gat gty gcc cag cga ggc aag cct gayg gce cayg cca ttt gea cac

655

Leu Asp Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu Ala Gln Pro Phe Ala His
155 160 165

ctc acc atc aat gcot geg¢ age ate cea tcg ¢ggt tcc cat aaa gte act

703

Leu Thr Ile Asn Ala Ala Ser Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Thr
170 175 180

ctg tcc tet tgg tac cac gat cga ggc tgg goc aag atc tct aac atg

751

Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met
185 180 A3

acg tta agc aac gga aaa cta agg gtt aac caa gat ggce tte tat tac

799

Thr Leu Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn Gln Asp Gly FPhe Tyr Tyr
200 205 210

ctg tac gcc aac att tge ttt cgg cat cat gaa aca tcg gga agc gta
847

Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Giu Thr Ser Gly Ser val
215 220 225 230

cct aca gac tat ctt cag ctg atg gtg tat gtce gtt aaa acc age atc

895

Pro Thr Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Val Lys Thr Ser Ile
‘ 235 240 245

aaa atc cca agt tct cat aac ctg atg aaa gga ggg agc acg aaa aac

943

Lys Ile Pro Ser Ser His Asn Leu Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Asn
250 255 260

£gg tcg ggc aat tct gaa ttc cac ttt tat tcc ata aat gtt ggg gga
991

Trp Sexr Gly Asn Ser Glu Phe His Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly
265 270 275

Ett tte aag ctc cga gct ggt gaa gaa att agc att cag gtg tce aac

1039

Phe Phe Lys Leu Arg Ala Gly Glu Glu Ile Ser Ile Gin Val Ser Asn
280 285 290

cct tec cty ctg gat cocg gat caa gat gecg acg tac ttt ggg gct ttc
1087

Fro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe
235 300 305 310

aaa gtt cag gac ata gac tgagactcat ttcgtggaac attageatgg
1135
Lys Val Gln Asp Ile Asp

315

atgtcctaga tgtttggaaa cttcettaaaa aatggatgat gtctatacat gtgtaagacet
1195




actaagagac
1255

gttgtgtata
1315

acaattttgt
1375

gaaaaactta
1435

tgtgccactg
1495

tgaagggtta
1555

tttctaatga
1615

gtgtaatgtt
1675

aatatttaaa
1735

actggtgcac
17895

ctggtgacca
1855

gtcaaaacta
1915

taggatgttg
1575

atagccaaaa
2035

tgaacaggtg
2095

atagaaaatyqg
2155

ttattttatt
2215

aaataaattt
2275

tagagggccco
2295

atggcccacy

tgtaaagtcce

aatgatttec

cacgtgagct

agaaccttga

agttcttttg

ggagagaaaa

ttctgtgcaa

aatgtectcac

tttgtaattc

catgtagttt

tgcaagcaaa

gtcaccaggt

aggatacata

tettttttta

tactatagtt

atactgtaca

gtacgaaaac

tattctatag

CZ 302262 B6

gtgtatgaaa

ataggtgatg

tagaattgaa

atggaagggg

aattaagagg

aattygttaca

atatatgtat

agttttgtaa

tgttgacata

ccgtgaaggt

atttctttat

ataaataaat

gcctttcaaa

ataggctact

caagagctac

tatcagccaa

ataaaagcat

ctgaaaaaaa

ctcacagccece

ttagattcat

ccagattggg

gtcacagtct

atgccatgtc

ttgcgctggg

ttttatataa

attatatttg

tttaatgttt

actcgtagcet

tctttrtaac

aaaaataaaa

tttagaagct

gaaatctgtc

aaattgtaaa

aaaacaatcc

tgtctctgaa

adaaaaaaaa
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tctctettga

ggtgattaca

agaggtattc

ctgggtctaa

attgcaaaga

acctgcaaat

tgtctaaagt

tgctatagta

taaatgtaca

aagggggcaqg

ttaatagagt

tgastacctt

aattgacttt

aggagtatrt

tcttgteotct

actttttaat

tgttaatttt

aaaaaaaagg

gectgtacag

caacggtttt

cgatgcttat

cccctggaca

aatgatagtg

aagttetttt

tatatttcag

tttgattcaa

gatgtattta

aatactgttt

cttcagactt

gaataataag

aggagctgac

atgcaattat

tttttttecee

ttagtgaaag

ttggtacaaa

gcggcegetc




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

<400>

2
316
PRT

Mus musculus

i

Met Arg Arg

Ala

Met

Ile

65

Ser

Asn

Asp

Glu

Met

145

Ala

Gly

Ala

Gln

Glu
225

Met

Pro

Phe

50

Ala

Glu

Ala

Ser

Leu

130

Met

Gln

Ser

Lys

Asp

210

Thr

Gly

Ser

35

Leu

Leu

Asp

Gly

Cys

115

Gln

Glu

Pro

His

Ile
195

Gly

Ser

Ala

Ser

20

Ala

Ala

Phe

Ser

Leu

100

Arg

His

Gly

Phe

Lys

180

Ser

Phe

Gly

Ser

Gly

Pro

Leu

Leu

Thr

85

Gln

Arg

Ile

Ser

Ala
165

Val

Asn

Tyr

Ser

Arg

Pro

Ala

Leu

Tyr

70

H;s

Asp

Met

Val

Trp

150

His

Tht

Met

Tyr

Val
230

C7Z 302262 B6

Asp

Gly

Pro

Gly

Fhe

Cys

Ser

Lys

Gly

135

Leu

Leu

Leu

Thr

Leu

215

Pro

Tyr Gly

Val Pro
25

Ala Pro
40

Leu Gly

Arqg Ala

Phe Tyr

Thr Leu
105

Gin Ala
1290

Pro Gln

Asp Val

Thr Ile

Ser Ser
185

Leu Ser
200

Tyr Ala

Thr Asp

-40 -

Lys

10

His

Pro

Leu

Gln

Arg

Glu

Phe

Axrg

Ala

Asn
170

Trp

Asn

Asn

Tyr

Tyr

Glu

Pro

Gly

Met

15

Ile

Ser

Gln

Phe

Gln

155

Ala

Tyr

Gly

Ile

Leu
235

Leu

Gly

Ala

Gln

€0

Asp

Leu

Glu

Gly

Ser

140

Arg

Ala

His

Lys

Cys
220

Gln

Arg

Pro

Ala

45

Val

Pro

Arg

Asp

Ala

125

Gly

Gly

Ser

Asp

Leu

205

Phe

Leu

Ser

Leu

30

Ser

Val

Asn

Leu

Thr

110

Val

Ala

Lys

Ile

Arg

190

Arg

Arg

Met

Ser

15

His

Arg

Cys

Arg

His

95

Leu

Gln

Pro

Pro

Pro
175

Gly

Val

His

val

Glu

Pro

Ser

5er

Ile

80

Glu

Pro

Lys

Glu
160

Ser

Trp

Asn

His

Tyx
240




Val

Gly

Ser

Ser

Thr
305

val

Gly

Ile

Ile

290

Tyr

Lys

Ser

Asn

275

Gln

Phe

Thr

Thr

260

Val

Val

Gly

Ser
245

Lys

Gly

Ser

Ala

Ile

Asn

Gly

Asn

Phe
310
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Lys

Trp

Phe

Pro

295

Lys

Ile

Ser

Phe

280

Ser

Val

Pro

Gly

265

Lys

Leu

Gln

-4] -

Ser

250

Asn

Leu

Leu

Asp

Ser

Ser

Arg

Asp

Ile
315

His Asn

Glu Phe

Ala Gly
285

Pro Asp
300

Asp

Leu Met
253

His Phe
270

Glu Glu

Gln Asp

Lys

Tyr

Ile

Ala
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<210> 3
<23il> 2271
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDs
<222> (185)..(113%)

<400> 3

aagcttggta ccgagctegg atcecactact cgacccacgc gtococgogoge cccaggagec
60

aaagccgggc tccaagtcgg cgccccacgt cgaggctcocg ccgcagocote cggagttgge
120

cgcagacaag aaggggaggg agcgggagag ggaggagage tecgaagoga gagggecgag
180

©gcc atg cgc ¢gc gcoo agce aga gac tac acc aag tac ctg cgt gge teg
229
Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Thr Lys Tyr Leu Arg Gly Ser
1 5 10 15

gag gag atg ggc¢ gge gygc ccc gga gcc ccg cac gag ¢ggc ccc ctg cac

277
Glu Glu Met Gly Gly Gly Pro Gly Ala Pro His Glu Gly Pro Leu His
20 2% 30

gcc ceg ¢cg €cg cct geg ceg cac cag ccc ccc gec goc tcoc ¢ge tec

325

Ala Pro Pro Pro Pro ARla Pro His Gln Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser
35 40 45

atg ttc gtg gce cte ¢ty gg9g ctg ggg ctg ggc cag gtt gtc tgc agc
373

Met Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln Val Val Cys Ser
50 55 60

gtc gcc ctg ttc ttc tat ttc aga gcocg cag atg gat cct aat aga ata
421

val Ala Leu Phe Phe Tyr Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile
65 70 75

tca gaa gat ggc act cac tge att tat aga att ttg aga cte cat gaa
469

Ser Glu Asp Gly Thr His Cys Ile Tyr Ary Ile Leu Arg Leu His Glu
5O 85 90 95

aat gca gat ttt caa gac aca act ctg gag agt caa gat aca aaa tta
517

Asn Ala Asp Phe Gln Asp Thr Thr Leu Glu Ser Gln Asp Thr Lys Leu
100 165 110

ata ect gat tca tgt agg aga att aaa cag gcc ttt caa gga gct gtyg
565

Ile Pro Asp Ser Cys Arg Arg Ile Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val
115 120 125

caa aag gaa tta caa cat atc gtt gga tca cag cac atc aga gca gag
613

Gln Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu
130 135 140

-42 -
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aza gcg atg gtg gat gge tca tgg tta gat ctg gcc aag agg agc aag

661

Lys Ala Met Val Asp Gly Ser Trp Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys
145 150 155

ctt gaa gct cag cct ttt gct cat ctc act att aat gcc acc gac atc
709

Leu Glu Ala Gln Pre Phe Ala His Leu Thr Ile Asn Ala Thr Asp Ile
160 165 170 175

cca tct ggt tee cat aaa gtg agt ctg tec tet tgg tac cat gat cgg

157

Prc Ser Gly Ser His Lys Val Ser Leu Ser Ser Trp Tyr Kis Asp Arg
180 i85 150

ggt tgg gcc aag atc tec aac atg act ttt age aat gga aaa cta ata

B80S

Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile
135 200 205

gtt aat cag gat gge ttt tat tac ctg tat gcc aac att tge ttt cga

853

Val Asn Gln Asp Gly Fhe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg
210 215 220

cat cat gaa act tca gga gac cta gct aca gag tat ctt caa cta atg

301

His His Glu Thr Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met
225 230 235

gty tac gtc act aaa acc agc atc aaa atc cca agt tet cat acc ¢ty
249

val Tyr val Thr Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Thr Leu
240 245 250 255

atg aaa gga gga agc acc aag tat tgg tca ggg aat tct gaa ttc cat

997

Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His
260 265 270

ttt tat tcc ata aac gtt ggt gga ttt ttt aag tta cgg tct gga gag

104%

Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu
275 280 283

gaa atc agec atc gag gte tec aac ccc toe tta ctg gat ccg gat cag

1083

Glu Jle Ser Ile Glu Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln
290 295 300

gat gca aca tac ttt ggg gct ttt aaa gtt cga gat ata gat
1135 '

Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val Arg Asp Ile Asp
305 310 31s

tgagceocrag tttttggagt gttatgtatt tectggatgt ttggaaacat trtttaaaac
1195

aagccaagaa agatgtatat aggtgtgtga gactactaag aggcatggce ccaacggtac
1255

acgactcagt atccatgecte ttgaccttgt agagaacacg cgtatttaca gecagtygga
1315

gatgttagac tcatggtgtg ttacacaatg ghlttttaaat tttgtaatga attcctagaa
1375

-43-




ttaaaccaga
1435

aggggttggt
1495

gcaattgaag
1555

tgcaaaaaat
1615

agttatactt
1675

gtatttgatt
1735

acagacatat
1795

gggaaaaaaa
1855

aatagatttt
1815

ataagcagga
1975

gectgacattyg
2015

aattgttgaa
2095

aatagaaaag
2155

atcttatact
2215

atttatatga
2271

ttggagcaat

cocectggteat

gatcacctga

actttttcta

cagatgtaat

caaaatattt

ttaactggty

tgttgtttcc

ttcagacttg

tgttggccac

ccaaaaagga

caggtgtrttt

ttattagtgy

gtacaataaa

aaaaaadaaaa
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tacgggttga

gtgcccctte

aggggcaaat

atgaggagag

gttttettty

aaaaatgtct

cactttgtaa

taatatcaaa

tcaagcctgt

caggtgeett

tacataatgg

tccacaagtg

tttatcagca

aacattgcct

aaaagggcgy

ccttatgaga

gecagctgaag

tcttttgaat

aaaatatatqg

caaagtattg

tgctgttgac

attccctggg

tgcagtatat

gcaaaaaaat

tcaaatttag

gcecactgaaa

ccgcaaattg

aaaaagtcca

ttgaatgtta

ccgctectaga
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aactgecatgt

tggagagggt

tgttacatca

tatttttata

taaattatat

atatttaatg

gaaaacttgc

ttcttegtte

taaaatggat

aaactaattg

tetgtcaaga

tacctttttt

attttaattt

attcectggt

gggccctatt

gggctatggyg

gtcatctagc

tgctggaacc

taatatctaa

ttgtgctata

ttttaaatgt

agctaaggag

tttttaagtt

gccttgaata

actttagaaa

gtagttatat

ctrtttttcaa

agtaaatgtt

acaaaaataa

ctatag




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

<400>

4
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Homo

Met Axg Arg

1

Glu

Pro

Phe

Ala

65

Glu

Ala

Pro

Lys

Ala

145

Glu

Ser

Trp

Asn

Met

Pro

val

50

Leu

Asp

Asp

Asp

Glu

130

Met

Ala

Gly

Ala

Gln
210

Gly

Pro

35

Ala

Phe

Gly

Phe

Ser

115

Leu

val

Gln

Ser

Lys

185

Asp

sapiens

Ala

Gly

20

Fro

Leu

Phe

Thr

Gln

100

Cys

Gln

Pro

His

180

Ile

Gly

Ser

Gly

Ala

Leu

Tyr

His

85

Asp

Arg

His

Arg

Pro

Fro

iy

Phe

70

Cys

Thr

Arg

Ile

Gly Ser

Phe
165

Lys

Ser

Phe Tyr

150

Ala

Val

Asn
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Asp

Gly

His

Leu

55

Arg

Ile

Thr

Ile

Val
135

Trp

His

Ser

Met

Tyr
215

Tyr

Ala

Gln

40

Gly

Ala

Tyr

Leu

Lys

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Thr
200

Leu

Thr

Pro

25

Pre

Leu

Gln

Arxrg

Glu

105

Gln

Ser

Asp

Thr

Ser

185

Phe

Tyr
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Lys

10

His

Pre

Gly

Met

Ile

90

Ser

Ala

Gln

Leu

Ile

170

Ser

Ser

Ala

Tyr

Glu

Ala

Gln

Asp

75

Leu

Gln

rhe

His

Ala

15%

Asn

Trp

Asn

Asn

Leu

Gly

Ala

Val

&0

Pro

Arg

Asp

Gln

Ile
140

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ile
220

Arg

Pro

Ser

45

Val

Asn

Leu

Thr

Gly

125

Arg

Arg

Thr

His

Lys

205

Cys

Gly

Leu

30

Arg

Ccys

Arg

His

Lys

119

Ala

Ala

Ser

Asp

Asp

120

Leu

Phe

Ser

15

His

Ser

Ser

Ile

Glu

95

Leu

Val

Glu

Lys

Ile

175

Arg

Ile

Arg

Glu

Ala

Met

val

Ser

g0

Asn

Ile

Gln

Lys

Leu

160

Pro

Gly

Val

His




His

225

Tyr

Lys

Tyr

Ile

Ala
305

Glu

Val

Gly

Ser

Ser

290

Thr

Thr

Thr

Gly

Ile

275

Ile

Tyr

Ser

Lys

Ser

260

Asn

Glu

Phe

Gly

Thr

245

Thr

Val

val

Gly

Asp

2390

Ser

Lys

Gly

Ser

Ala
310
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Leu

Ile

Tyr

Gly

Asn

295

Phe

Ala Thr

Lys Ile

Trp Ser

265

Phe Phe
280

Pro Ser

Lys Val
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Glu

Pro

250

Gly

Lys

Leu

Arg

Tyx

235

Ser

Asn

Leu

Leu

Asp
315

Leu

Ser

Ser

Arg

Asp

300

Ile

Gln

His

Glu

Ser

285

Pro

Asp

Leu

Thr

Fhe

270

Gly

Asp

Met

Leu

255

His

Glu

Gln

Val

240

Met

Fhe

Glu

Asp




<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Asp
1

Ala Leu

Pro Pro

Ser Arg

Ser Asp
65

43
625
PRT

Mus musculus

43

Fro

Cys

Cys

35

Cys

Ser

Trp Asn Glu

Lys Ala

Cys Ala

Arqg Arg

130

Gln Leu

14%

Ser Asp

Thr Leu

Val val

Leu

Cys

115

Asn

Asn

val

Leu

Cys
195

Arg

Val

20

Thr

Glu

Val

Glu

Val

100

Thr

Thr

Lys

Phe

Gly
180

Ser

Leu

Gln

Pro

Cys

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

Ser
165

Lys

Ser

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

70

Lys

Val

Gly

Cys

Thr

150

Ser

Leu

Ser
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Arg

Val

Arg

Lys

55

Pro

Cys

Asp

Tyr

Ala

135

val

Thr

Glu

Met

Arg

Pro

His

40

Tyr

Cys

Leu

Pro

His

120

BPro

Cys

Asp

Ala

Thx
200

Arg

Leu

25

Tyr

Leu

Gly

Leu

Gly

105

Trp

Gly

Thr

Lys

His

185

Leu

-47 -

Gln

10

Gln

Glu

Ser

Pro

His

Asn

Asn

Phe

Pro

Cys

170

Glin

Arg

Leu

Val

His

Ser

Asp

75

Lys

His

Ser

Gly

Cys

155

Lys

Gly

Arg

Pro

Thr

Leu

Lys

&0

Glu

Val

Thr

Asp

Ala

14¢

Leu

Pro

Thr

Pro

Ala

Leu

Gly

45

Cys

Ty

Cys

Ala

Cys

125

Gln

Ley

Trp

Thr

Pro
205

Pro

Gln

30

Arg

Thr

Leu

Asp

Pro

110

Glu

His

Gly

Thx

Glu
190

Lys

Leu

15

Val

Cys

Pro

Asp

Ala

95

Arg

Cys

Pro

Phe

Asn
175

Ser

Glu

Leu

Thx

Cys

Thr

Thr

80O

Gly

Cys

Leu

Phe

160

Cys

Asp

Ala




Gln

Val

22%

Lys

Ser

His

Met

Gly

305

Arg

Arg

3er

Pro

Cys

385

Thr

His

Ser

Glu

Ala

210

Val

Ala

Leu

Ser

Thr

290

Pro

Thr

Lys

Thr

Phe

370

Phe

Glu

Leu

Ser

Asp
450

TyYr

Val

Leu

Ser

Ala

273

Aryg

Val

Phe

Ile

Gly

355

Gln

Thr

Pro

The

Asn
435

His

Leu

Ala

Thr

Gly

260

Thr

Glu

Cys

Thr

Pro

340

Ser

Glu

Gly

Pro

Lys

420

Ser

Glu

Pro

Ala

Ala

245

Asn

Ser

Glu

Ala

Leu

325

Thr

Leu

Pro

Thr

Ser

405

Glu

Thr

Pro

Ser

1le

230

Asn

Lys

Ser

Lys

Ala

310

Val

Glu

Leu

Leu

Glu

390

Arg

Ile

Asp

Phe
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Leu

215

Ile

Leu

Gly

Gln

Met

295

Gly

Ser

Asp

Leu

Glu

375

Ser

Thr

Glu

Gly

Pro
455

Ile

Phe

Trp

Sar

Gln

280

Val

Gly

Glu

Glu

Ile

360

Val

Thr

Asp

Gly

Tyr

440

Gly

Val

Gly

Asn

Ser

265

Glu

Pro

Pro

Val

Tyr

345

Gln

Gly

Val

Ser

Asp

425

Thr

Ser
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Leu

Val

Trp

250

Gly

Val

Glu

Trp

Glu

330

Thr

Gln

Glu

Asp

Mat

410

Ser

Gly

Ley

Leu

TyI

235

Val

Asp

Cys

Asp

Ala

315

Thx

Asp

Gly

Asn

Ser

395

Proc

Cys

Ser

Lys

Leu

220

Tyr

Asn

Arg

Glu

Gly

300

Glu

Glin

Arg

Ser

Asp

380

Glu

Val

Leu

Gly

Cys
480

Phe

Arg

Asp

Cys

Gly

285

Ala

Val

Gly

Pro

Lys

365

Ser

Gly

Ser

Pto

Asn
445

Gly

Ile

Lys

Ala

Ala

270

Ile

Gly

Arg

Asp

Ser

350

Ser

Leu

Cys

Pro

Trp

430

Thr

Pro

Ser

Gly

Cys

235

Gly

Leu

Val

Leu

335

Gln

Ile

Ser

Asp

Glu

415

val

Pro

Leu

Val

Gly

240

Ser

Ser

Leu

Cys

Ser

320

Ser

Pro

Pro

Gln

fhe

400

Lys

val .

Gly

Pro




Gln
465

Ala

Ser

Val

Asn

Glu

545

Val

Pro

Gly

Gly

Glu
625

Cys

Glu

Gly

Thr

Phe

530

Gly

Gln

Arg

Ala

Gly
610

Ala

Ala

Ser

Gly

515

Lys

Pro

Glu

Phe

Pro

595

Ala

Tyr

Gly

Gly

500

Asn

Gly

Gly

Glu

Pro

580

Arg

Gln

Ser

Val

485

Serx

Ser

Asp

Ser

Thr

565

Asp

Gln

Thr

Met

470

Arg

Serx

Asn

Ile

Ala

550

Leu

Val

Lys

Ser

CZ 302262 Bo

Gly

Pro

Pro

Ser

Ile

535

Glu

Ala

Cys

Asp

Leu
615

Phe

Gln

Ser

Thr

520

Val

Pro

His

Ala

Gly

600

His

Pro

Asp

Asp

505

Phe

Val

Glu

Arg

Thr

585

Thr

Thr

- 49 -

Ser

Arg

490

Gln

Ile

Tyr

Ser

Asp

570

Gly

Ser

Gln

Glu

475

Ala

Pro

Ser

Val,

Glu

555

Ser

Ala

Arg

Gly

Ala

Asp

Pro

Ser

Ser

540

Pro

Phe

Gly

Pro

Ser
620

Ala

Glu

Ala

Gly

525

Gln

Val

Ala

Leu

Val

605

Gly

Ala

Arg

Ser

510

Gln

Thr

Gly

Gly

Gln

590

Gin

Gln

Ser

Gly

495

Gly

Val

Ser

Arg

Thr

575

Glu

Glu

Cys

Met

480

Ala

Asn

Met

Gln

Pro

560

Ala

Gln

Gln

Ala
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Obr. 7A

barveni toluidin. modfi

kg

M-CSF~i |
Obr. 7B

— ——— . e m e e m e R

x. o o A b

Bunky kostni dfené +

barveni toluidin. mod¥i

Buiiky kostni d¥ené + protein vazajici OPG

Obr. 7C

A, -

barveni toluidin. modfi

Buiiky kostni dfené + M-CSF-1 + protein vazajici OPG
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iCa (mmol/l)
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2
hez OPG
1 oPG 1 mg/kg/den
1 * 8 -
1.6+
1 .4 = .'_t
s
e B . b
S s P R
1 . 2 ‘ ----- 4 ..... ' [/ . 1 )
PBS 1 5

davka proteinu vazajiciho OPG (ug/den)}

Obr. 8
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protein vazajici OPG

PBS

S ng/den

Obr. 9A Obr. 9B
protein vazajici OPG protein vazajici OPG
25 ug/den 100 ug/den

Obr. 9C Obr. 9D
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