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Oblast techniky

Piedmétny vynalez se vztahuje k terapeutickému &inidlu na hyperkalcinemickou krizi
souvisejici s malignim nadorem, které obsahuje jako aktivni piisadu latku, schopnou inhibovat
vazbu proteinu piibuzného parathyroidnimu hormonu (PTHrP) na sviij receptor.

Dosavadni stav techniky

Hyperkalcinémie souvisejici s malignim nidorem je vaZzna komplikace, ktera se
vyskytuje u 5 az 20 % zcelkového podtu pacientii s malignim nadorem a pokud zstava
neléCena, je téméf jist€ smrtelna. Z tohoto divodu byla hyperkalcinémie povaZovana za koneény
symptom maligniho nidoru. Regulace hyperkalcinémie znatné ovliviiuje terapeutické prognézy
a QOL (Quality of Live, kvalitu Zivota) pacienta a z klinického hlediska tedy hraje dileZitou roli.

Obecné lze hyperkalcinémii zjisténou u pacientli s malignim nadorem rozdélit na dva
typy: humoralni hyperkalcinémii zhoubného bujeni (HHM), ktera je zpiisobena nadorem
produkovanym humoralnim faktorem, ktery se vyskytuje v kostech a lokalni osteolytickou
hyperkalcinémii (LOH), ktera je zplisobena topikalni innosti tumoru, ktery metastazuje nebo se
infiltruje do kosti. V pfipadé HHM se pfedpoklidi, Ze vyludovani vapniku je v disledku
zrychleni kostni resorpce nebo destrukce zvySeno a vysledkem je vznik hyperkalcinémie
doprovazené poklesem renalni exkre¢ni kapacity vapniku (viz Seiki Wada a Naokazu Nagata,
Naika 69, 644 az 648).

Za hyperkalcinémii je povaZovéan stav, kdy hladina vapniku v séru piesdhne 12 mg/dl a
ktery u pacientli s malignim nadorem v jeho raném stadiu nespecificky vyvolava $patné pocity
pii pohledu nebo pomysleni na jidlo, nevolnost a zvraceni. Jestlize dojde ke zhorSeni
hyperkalcinémie, miize se vzhledem ke zniZené schopmosti koncentrovat tekutiny, coz je
zplisobeno onemocnénim distalniho renalniho tubulu, vyskytnout polyurie a dehydratace, kter4
miize souviset s nedostateSnym piijmem vody v diisledku nevolnosti nebo zvraceni. Také se
miize vyskytnout kalcifikace ledvin, kiiZe, krevnich cév, plic, srdce a Zaludku. Jestlize dojde
jesté k dalSimu zhorSeni hyperkalcinémie, vyskytne se zhorSené védomi jako je napi. obecna
neteCnost a zmateni, coZ miiZe eventuelng vést az ke komatu a zistavé srdce (viz Harrison's Text
for Internal Medicine, 3427, Internal Medicine, 1081 aZ 1084, Asakura Shoten).

Jako humoralni faktor, ktery zptisobuje HHM (jeden typ hyperkalcinémie souvisejici se
zhoubnym bujenim), objevil Moseley J. M. a kol. (Proc Natl. Acad. Sci. USA. (1987) 84, 5048




az 5052) peptid pfibuzny parathyroidnimu hormonu (dile pro zjednoduSeni uvadén jako
,PTHIP®), coz je latka podobna parathyroidnimu hormonu (PTH).

Poté byl izolovan gen kodujici PTHIP (Suva, L. J. a kol., Science (1987) 237, 893).
Analyza genu prozradila, Ze existuji tii typy lidského PTHIP, které v zavislosti na zptisobu
selektivniho sestfihu genu obsahuji 139, 141 a 173 aminokyselinovych zbytki a Ze v krvi jsou
piitomny riizné fragmenty, produkované limitovanym Stépenim celého PTHrP (1 az 139) (Baba,
H., Clinical Calcium (1995) 5, 229 az 223). U PTHrP se piedpoklada, ze 8 aminokyselin vng 13
N-koncovych aminokyselin 1 aZz 13 je identickych s aminokyselinami PTH, Ze sekvence
obsahujici aminokyseliny 14 aZ 34 ma trojrozmémou strukturu podobnou struktuie PTH a Ze se
N-koncovd oblast PTHIP muZe véazat na PTH/PTHrP receptory, které jsou sdileny PTH
(Jueppner, H. a kol., Science (1991), 254, 1024 az 1026; Abou-Samra, A-B, a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1992) 89, 2732 az 2736).

PTH/PTHIP receptory jsou pfitomny zejména v kostech a ledvinach (Chohei Sigeno,
Clinical Calcium (1995) 5, 355 aZz 359) a je zmamo, Ze fada intracelularnich signalnich
trandukénich systémii miize byt aktivovana prostfednictvim vazby PTHrP na své receptory.
Jednim z intracelulirnich signalnich trandukénich systémii je adenylcyklaza a dalsi je fosfolipaza
C. Adenylcyklaza, je-li aktivovana, zpusobuje zvySeni intracelularni koncentrace cAMP, ¢imy
dojde k indukci aktivace proteinkinizy A. Fosfolipaza C $t&pi fosfatidylinositol 4,5-bisfosfonat
za vzniku inositol 1,4,5-trifosfonatu a diacylglycerolu. Téchto signalnich transdukénich systémi
se zidastituje G protein (Coleman, D. T. a kol, Biochemical mechanisms of parathyroid
hormone action. v: ,,The parathyroids“ (Bilezikian, J. P. a kol), Raven press, New York (1994)
str. 239). PTHrP miize zpisobovat hyperkalcinémii, hypofosfitonémii, snizeni renalni kapacity
resorpce fosforu, zvySeni renilni exkrece cCAMP a dalsi stavy, které byly u HHM zjistény.

Jak je uvedeno vySe, PTHIP se nevztahuje pouze k hyperkalcinémii souvisejici
s malignim nadorem, ale také zpiisobuje hyperkalcinemickou krizi véetn zhorSeni védomi (napf.
obecnd neteCnost a zmateni) a koma, k nimZ dochazi v disledku rychlého zvyseni hladiny
vapniku vkrvi. Vpfipadd, Ze je zjisténa hyperkalcinemickd krize souvisejici s malignim
nadorem, jsou podavany kalcitonin, steroid, bisfosfonat, fosfitovy pufr, fyziologicky roztok,
furosemid nebo podobné latky. Cilem je zlepsit hyperkalcinémii a celkovy stav. Tyto 1éky vsak
maji své nevyhody a to, Ze pii podavani mohou byt snizeny terapeutické wcinky, mohou byt
zpiisobeny t&7ké negativni vedlej$i G&inky a vyvoj farmakologickych wdinki miZe byt zdrzen.
Proto se tedy piedpoklada pouZiti takovych 1ékii, které maji vys§i terapeutické udinky a nizsi
vedlejsi ucinky.




Konkrétn€ u pacientii s hyperkalcinemickou krizi, u nich miize nékdy vést velké zvygeni
hladiny vapniku v krvi az ke smrti, je tfeba sniZit hladinu vapniku v krvi na nejniz§i mo¥nou
hladinu. Do soucasné doby viak neni znam Zadny 1ék, ktery by byl uspokojivy jakoZto bezpetné,
okamZité terapeutické ¢inidlo na hyperkalcinemickou krizi.

Jako novy piistup k 1é¢bé hyperkalcinémie souvisejici s malignim nidorem byl autorem
Kukreja, S. C. a kol. uveden postup, kdy bylo athymické mysi, které byly za (delem vyvolani
hyparkalcinémie transplantovany buiiky lidského plicniho karcinomu nebo buiiky faryngalniho
karcinomu, podéino neutralizaéni antisérum proti PTHrP. Vysledkem bylo sniZeni hladiny
vapniku v krvi a hladiny cAMP v moti (J. Clin. Invest. (1988) 82, 1798 a% 1802). Autoii Kanji
Sato a kol. také uvedli, Ze jestlize byla podina nahé mysi, které byl transplantovan lidsky nador
produkujici PTHrP, protilitka proti PTHiP (1 aZ 34), byla hyperkalcinémie zlepSena a doba
pfeziti mySi byla podstatn€ prodlouZena (J. bone & Mine. Res. (1993) 8, 849 a% 860). Japonska
patentova pfihlaSka ¢. 4-228089 odhaluje mysi/lidskou chimerickou protilatku proti lidskému
PTHIP (1 az 34).

Jak je uvedeno vyse, u polidsténych protilatek se pfedpoklada, Ze je bude mo¥no vyuZit
v naléhavé 1é¢bé hyperkalcinemické krize souvisejici s malignim nadorem. Poliditén protiltka
proti PTHIP viak dosud znima neni a vySe zminéné dokumenty tyto polidsténé protilatky
nepiedpoklidaji. Kromé toho také neexistuje Zadny zpiisob piipravy polid§ténych protilatek,
ktery by byl obecné aplikovatelny na libovolnou protildtku. Pfi vyrobé polidsténych protilatek
s uspokojivou schopnosti vazat se na specificky antigen a tim jej neutralizovat jsou tedy potiebné
rizné modifikace nebo vynalezy (viz napiiklad Sato, K. a kol. Cancer Res., 53, 851 az 856,
1993).

Podstata vynalezu

Pfedmétem pfedmétného vynilezu je poskytnout terapeutické &inidlo na
hyparkalcinemickou krizi, obsahujici jako aktivni slozku, Iatku, schopnou inhibovat vazbu mezi
proteinem piibuznym parathyroidnimu hormonu (PTHrP) a jeho receptorem.

Autofi pfedmétného vynalezu provedli rozsahlé a intenzivni studie tykajici se vyvoje
tohoto terapeutického Cinidla. Vysledkem bylo zjisténi autordi, Ze k dosaZeni pfedmétu vynalezu
miiZe vést pouziti latky, schopné inhibovat vazbu PTHrP na receptor .

To znamena, Ze se piedmétny vynalez vztahuje k terapeutickémun &inidlu na
hyperkalcinemickou krizi, které obsahuje jako aktivni slozku litku, schopnou inhibovat vazbu
mezi PTHrP a receptorem. Litka zahrnuje antagonistu proti PTHrP receptoru a protilatku proti




PTHrP. Touto latkou miZze byt jakykoliv fragment protilatky proti PTHIP a/nebo jakikoliv
modifikovand forma fragmentu. Protilitkou (v&etn& monoklonalni) miize byt polidsténa nebo
chimericka forma (jako napf. v piipadé polidsténé protilatky polidsténa protilatka #23-57-137-1).

Pfedmétny vyndlez se rovnéz vztahuje k terapeutickému &inidlu na hyperkalcinemickou
krizi souvisejici s malignim nadorem, které obsahuje jako aktivni slozku latku, schopnou
inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem.

Dale bude vynalez popsan podrobné&ji.

Piedmétny vynalez se tyka terapeutického Ginidla na hyperkalcinemickou krizi, které
obsahuje jako aktivni slozku litku, schopnou inhibovat vazbu mezi proteinem piibuznym
parathyroidnimu hormonu (dale oznadovan jako ,PTHrP) a jeho receptorem.

Zde pouZzivany termin ,latka schopna inhibovat vazbu mezi PTHIP a jeho receptorem™ se
vztahuje k libovolné latce, ktera se miiZe vizat na PTHrP tak, aby inhibovala vazbu PTHP na
PTHIP receptor nebo k libovolné latce, kterd se miize vizat na PTHIP receptor tak, aby
inhibovala vazbu PTHrP na PTHIP receptor. Specifickym piikladem latky, uvedené jako prvni,
je protilitka proti PTHrP a specifickym piikladem litky, uvedené na druhém mists, je
antagonista proti PTHrP receptoru (ktery je také oznadovén jako ,antagonista PTHrP“).

Antagonista PTHrP zahmuje polypeptid a nizkomolekuldrni latku. Mezi PTHrP
antagonisty jsou zahrnuty napiiklad latky, které se mohou vazat ma PTHrP receptor
antagonisticky proti PTHrP, jako jsou polypeptidy, popsané v japonské patentové piihlasce &. 7-
165790, Peptides (United States), 1995, 16(6), 1031 aZ 1037, Biochemistry (United States) 28.
dubna 1992, 31(16) 4026 az 4033 a v japonské narodni pfihlasce & 5-509098. Tyto polypeptidy
mohou byt chemicky syntetizovany podle obecnych postupi.

Antagonisty PTHrP jsou sice schopny soutdZit s pfirozené se vyskytujicim PTHrP
peptidem o vazbu na PTHrP receptor, ale inhibuji signilni transdukci, ktera se vyskytuje jako
nasledek vazby, ¢imZ zabraiiuji zvySeni hladiny vapniku.

Polypeptidy mohou obsahovat mutaci (napf. deleci, nahrazeni, adici nebo inzerci) alespoii
jednoho aminokyselinového zbytku a to do té miry, dokud mohou vykazovat ekvivalentni
antagonistické aktivity, které jsou také zahrnuty v PTHrP antagonistech podle piedmétného
vynalezu.

Vyhodn&ji miize terapeutické ¢inidlo na hyperkalcinemickou krizi podle pfedmétného
vynilezu sniZovat hladinu vapniku rychle po podéni &inidla pacientovi v davce vyhodng 0,1 aZ
10 000 mg/jedince, vyhodngji 0,5 az 1 000 mg/jedince, jesté vyhodndji 1 aZz 100 mg/jedince.
Dile milZe zabraiiovat opétovnému zvySeni hladiny vapniku po del§i dasovou periodu nebo

milize vykazovat vyrazné del§i trvini G&inku. Specificky je &inidlem pouZivanym jako




terapeutické Cinidlo podle piedmétného vynilezu jedno ztéch &inidel, které mohou sniZovat
upravenou hladinu vipniku v séru o 1 mg/dl nebo vice nebo mohou normalizovat upravenou
hladinu vépniku v séru (upravena hladina vapniku v séru: 10,4 mg/dl nebo niZ$i) nebo mohou
sniZovat upravenou hladinu vapniku v séru o 2 mg/dl nebo vice, v priibdhu 24 h, vyhodnéji
v priibéhu 6 h, jesté vyhodn&ji v priibéhu 4 h po podéni Cinidla. Jestd vyhodn&ji miZe &inidlo
udrZovat takovy stav, kdy se upravenid hladina vapniku v séru op&tovné nezvy$ nebo miize
udrzovat takovy stav, kdy je upraveni hladina vapniku v séru ve srovnani shladinou pied
podanim Cinidla sniZena o 2 mg/dl nebo vice nebo miZe normalizovat upravenou hladinu
vapniku v séru do 24 h, vyhodngji 3 dud, jesté vyhodngji 5 dnii, jesté vice vyhodngji 7 dnti a
nejvyhodnéji 10 dnii po podani Sinidla.

»Upravena hladina vépniku v séru, ktera je zde pouZivina, miZe byt spolitina podle
obecnych rovnic, zavisejicich na hladiné albuminu v séru:

(1)  hladina sérového albuminu niZ¥i nez 4 g/dl:

upravena hladina vapniku v séru (mg/dl) =
= méfena hladina vapniku v séru (mg/dl) + [4,0 — hladina sérového albuminu (g/d)]

(2)  hladina sérového albuminu 4 g/dl nebo vyssi:
upravena hladina vapniku v séru (mg/dl) = méfena hladina vapniku v séru (mg/dl)
Nejlepsi zptisob provedeni vynalezu

Piedmétny vynalez bude podrobn&ji popsin niZe, zejména pouZitim protilitky proti
PTHIP jakozto ,latky schopné inhibovat vazbu mezi PTHrP a PTHIP receptorem®.

Protilitka proti PTHrP zahmuje napitklad znamé protilitky jako jsou polidsténa
protilatka, lidska protilitka (WO 96/33735) a chimericka protilitka (japonska patentova
pfihlaska &. 4-228089), rovnés také protilatka odhalena v pfedmétném vynalezu (protilatka # 23-
57-137-1). Protilatka miize byt polyklonalniho typu, ale vyhodné&ji je monoklonalniho typu.

Protilatka proti PTHrP
Protilatka proti PTHrP, pouZivana v pfedmétném vynalezu, miize byt jakakoliv protilatka,

kterd miize vykazovat terapeuticky u¢inek na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim

nadorem, bez ohledu na jeji zdroj, typ (monoklonélni nebo polyklonélni) a konfiguraci.




Protilatka proti PTHiP, pouZivana v piedmétném vynalezu, miZe byt produkovana
zndmym zpiisobem a to ve formé polyklonilni nebo monoklonalni protilatky. Vyhodngji je
protilitka proti PTHrP monoklonalni protilitka savéiho pivodu. Monoklonalni protilitka
sav¢iho plivodu zahmuje takové protilitky, které jsou produkoviny z hybridomm a takové
protilitky, které jsou produkoviny pomoci genového inZenyrstvi zhostitele, ktery je
transformovan rekombinantnim expresnim vektorem, ktery nese gen pro protilatku. Protilatka
pouzita v piedmétném vynalezu se miZe vizat na PTHrP s cilem inhibovat vazbu PTHIP na
PTH/PTHIP receptor, ¢imZ dochazi k blokovani signalni transdukce PTHrP a nasledkem toho
k inhibici biologické aktivity PTHrP.

PiesnéjSim pfikladem protilatky je protilatka #23-57-137-1, ktera miize byt produkovana
z hybridomového klonu #23-57-137-1.

Hybridomovy klon #23-57-137-1 byl oznaden jako ,;mySi-my$i hybridom #23-57-137-1¢
a byl 15. srpna 1996 uloZen za podminek Budapeit'ské dohody v National Institute of Bioscience
and Human-technology, Agency of Industrial Science and Technology, Japonsko (1 a% 3,
Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko) pod pfistupovym &islem FERM BP-5631.

Hybridom produkujici protilatky

Hybridom produkujici monoklonalni protilitku miize byt v podstaté produkovan pomoci
znidmych technik. To znamena, ze PTHIP je v souladu s b&Zznym imuniza&nim postupem pouit
jako antigen pro imunizaci. Vysledné imunocyty jsou pomoci b&mych metod bunéné fize
fizovany do znimych rodiCovskych bundk a z fizovanych bunék jsou pomoci b&zné
pouZzivanych testovacich postupii testovany a vybirany ty buiiky, které produkuji monoklonalni
protilatky.

Buiiky produkujici monoklonalni protilatky mohou byt piesngji piipraveny nasledujicim
zpusobem.

Nejdfive je piipraven lidsky PTHIP, ktery je pouZt jako citlivy antigen pro pifpravu
protilatky. K piipravé je pouzita exprese aminokyselinové sekvence PTHrP genu, odhaleni
v publikaci Suva L. J. a kol., Science (1987) 237, 893. To znamen4, Ze nukleotidova sekvence
kédujici PTHrP je inzertovana do jakéhokoliv znaimého expresniho vektoru a timto vektorem je
transformovana vhodna hostitelsk4 buiika. PTHrP protein je poté jakymkoliv znimym postupem
z transformované hostitelské buiiky nebo ze supemnatantu kultury transformované hostitelské

buiiky izolovan a pfecistén.




PreciStény PTHIP protein je poté pouZit jako citlivy antigen. PfileZitostng miiZe byt jako
citlivy antigen pouZit peptid o 34 aminokyselinich (sekvence s identifikaénim &islem 75, SEQ
ID No: 75) z N-koncové oblasti PTHIP, ktery miiZe byt syntetizovan chemicky.

Savec, ktery miize byt citlivym antigenem imunizovan, neni konkétné vymezen. Vyhodng
je vSak savec vybirin s ohledem na sluditelnost s rodiSovskou buiikou, ktera bude pouzita pro
fuzi bun€k. Obecné mohou byt zvoleni hlodavci (napf. mys, potkan nebo kietek), kralik nebo
opice.

Imunizace savce citlivym antigenem miZe byt uskutednéna v souladu s libovolnym
znimym postupem, napiiklad aplikaci citlivého antigenu savci injekéné a to intraperitonaln
nebo podkozné. Jesté pfesndji je citlivy antigen suspendovan v pufrovaném fyziologickém
roztoku (PBS) nebo fyziologickém roztoku a vznikla suspenze je poté smichana s odpovidajicim
mnoZstvim adjuvants (napi. Freundovo kompletni adjuvants) za vzniku emulse. Emulse je
aplikovana injek&né savci nékolikrat v intervalech 4 a7 21 dni. Pfi imunizaci mZe byt antigen
ukotven na vhodny nosi¢.

Po imunizaci je sledovana hladina protilitek v séru. Jestlize je zjisténo, Ze hladina
protilitek v séru dosahla Zidouci hodnoty, jsou imunocyty ze savce izolovany a poté jsou
podrobeny buné¢né firzi. Vyhodnéjsim imunocytem je slezinna buiika.

RodiCovskou  builkou pouZitou pro fizi bundk (tzn. protéjSek bundéné fiize
s imunocytem) je myelomova builka pochézejici ze savce. Myelomova builka je z jakékoliv
nimé bunééné linie napf. P3 (P3x63Ag8.653) (J. Immunol. (1979) 123, 1548 a% 1550),
P3x63Ag8U.1 (Current Topics in Microbiology and Immunology (1978) 81, 1 a% 7), NS-1
(Kohler, G. a Milstein, C. Eur. J. Immunol. (1976) 6, 511 az 519), MPC-11 (Margulies, D. H. a
kol., Cell (1976) 8, 405 az 415), SP2/0 (Shulman, M. a kol., Nature (1978) 276, 269 a% 270), FO
(de St. Groth, S. F. a kol., J. Immunol. Methods (1980) 35, 1 a 21), S194 (Trowbridge, L. S., J.
Exp. Med. (1978) 148, 313 az 323) nebo R210 (Galfre, G. a kol., Nature (1979) 277, 131 a¥
133).

Bunééna fize imunocytu do myelomové buitky je uskutenéna v souladu se znimym
postupem jako je napf. postup podle Milsteina a kol. (Kohler, G. a Milstein, C., Methods
Enzymol. (1981) 73, 3 aZz 46), ktery je moZno vyhodngji pouzit.

Jesté presnéji je fiaze bunék uskutednéna napiiklad v b&Zném nutriénim kultivaénim
médiu v piftomnosti promotoru. Touto latkou miiZe byt napiiklad polyethylenglykol (PEG) nebo
virus Sendai (japonsky hemaglutinaéni virus, HIV). V piipadé potieby miize byt pro udely

zvySeni (innosti fize pouZita také piisada jako je dimethylsulfoxid.




Pomér mezi imunocyty a myelomovymi buiikami pro fizi buné¢k miZe byt libovolny.
Napiiklad imunocyty jsou pouzivany v mnozstvi 1 az 10 krat vy$§im neZz myelomové buiiky.
Médium pouZité pro fizi bunék miize byt napiiklad RPMI 1640 nebo MEM, které jsou vhodné
pro rist linie myelomovych bungk nebo jiné médium, b&mé& pouzivané pro kultivaci t&chto
bunék. V piipadé potieby miize byt do kultivaéniho média pfidan sérovy doplnék jako je
zarodecné teleci sérum (FCS).

Bunééna fize je provadéna tak, ze v kultivaénim médiu jsou smichiny imunocyty a
myelomové buiiky v danym mmnoZstvich, poté je piidan roztok PEG (napi. minéni molekulova
hmotnost: asi 1000 az 6000) (ktery byl pfedem zahi4t na teplotu asi 37 °C) obvykle do
koncentrace 30 aZ 60 % a poté je vysledny roztok michan, §imz dochazi ke vzniku fiznich bungk
(hybridomi1). Nasledné je do roztoku kultury pfidano odpovidajici kultivaéni médium a roztok je
odstfedén, aby byl odstranén supernatant. Tento postup je opakovan nékolikrat, aby byla
odstranéna litka, podporujici bunéénou fizi a podobné litky, které nejsou Zzadouci pro riist
hybridomdi.

Ziskané hybridomy mohou byt selektovany kultivaci ve vhodném selektivnim médiu jako
je napi. hypoxanthin-aminopterin-thymidinové médium (HAT). Hybridomova kultura v HAT
médiu je ponechana po dobu, dostateénou pro smrt jinych bunék nez jsou zidouci hybridomové
(tzn. buiiky, které nefizuji), obvykle po dobu n&kolika dnii a% tydnd. Poté je pouZit postup
limitovaného fedéni s cilem otestovat, vybrat a klonovat hybridomy, které vyluduji pozadovanou
protilatku.

PrileZitostn€ muize byt lidska protilatka majici vazebnou aktivitu viiéi PTHrP piipravena
in vitro senzitivizaci lidského lymfocytu s PTHIP a poté podrobenim senzitivizovaného
lymfocytu bunééné fiizi s myelomovou butikou lidského plivodu, schopnou nekoneéného ristu
(Japonska patentova piihlaska &. 1-59878). PfileZitostng miiZe byt lidska protilitka proti PTHrP
piipravena injektovanim PTHrP jakoZto antigenu do transgenniho zvifete, které ma cely soubor
genll lidské protilatky, za vzniku buiiky produkujici protilatku proti PTHIP a udinénim bungk
nesmrtelnymi, ¢imz miZze byt lidskd protilitka produkovina nesmrtelnymi buiikami
(mezinarodni piihlasky ¢. WO 94/25585, WO 93/12227, WO 92/03918 a WO 94/02602).

Hybridom produkujici monoklonalni protilatky, piipraveny vySe uvedenym postupem
miiZe byt pasazovan v béZném kultivaénim médiu a skladovin pod kapalnym dusikem velmi
dlouho.

Pro piipravu monoklonalni protilatky zhybridomu miZe byt pouZit zpiisob, zahmujici
kultivaci hybridonm v souladu s b&znym zpiisobem a shromazdéni monoklonalni protilatky ze

supernatantu kultury nebo muZe byt pouZit zpisob, zahmujici injektovani hybridomm savci




kompatibilnimu s hybridomem s cilem dosihnout riistu hybridomu v téle savce a shromazdéni
hybridomu z ascitu savce. Zpiisob, uvedeny jako prvni, je vhodny pro pfipravu vysoce piedisténé

protilatky, zatimco druhy uvedeny zpiisob je vhodny pro piipravu protilatek ve v&t$im mno¥stvi.

Rekombinantni protilatka

V pfedmétném vynalezu miize byt pouZita také monoklonalni protilatka rekombinantniho
typu, kterd miZe byt piipravena klonovanim genu protilatky zhybridomu, za¢lenénim genu
protilitky do vhodného vektoru, zadlenénim vektoru do hostitele a produkci protilatek
hostitelem. K tomu se pouZiji béZné genetické rekombinantni techniky (viz nap¥. Vandamme, A.
M. a kol., Eur. J. Biochem. (1990) 192, 767 a% 775).

Jeste piesnéji, je mRNA kodujici variabilni (V) oblast protilatky proti PTHrP izolovéina
z hybridomu, ktery produkuje protilitku proti PTHrP. Izolace mRNA muiZe byt uskutetnéna tak,
Ze je libovolnym zndmym postupem jako je ultracentrifigace v piitomnosti guanidinia
(Chirgwin, J. M. a kol., Biochemistry (1979) 18, 5294 az 5299) a AGPC postup (Chomczynski,
P. a kol., Anal. Biochem (1987) 162, 156 aZ 159) pfipravena celkova RNA a poté je z celkové
RNA pfipravena pozadovani mRNA a to pomoci soupravy mRNA Purification Kit (Pharmacia)
apod. PiileZitostné miZze byt mRNA piipravena také piimo pomoci soupravy QuickPrep mRNA
Purification Kit (Pharmacia).

Dile je z mRNA syntetizovana pomoci reverzni transkriptizy ¢DNA pro V-oblast
protilatky. Syntéza ¢cDNA je uskute¢néna pomoci soupravy AMV Reverse Transkriptase First-
strand cDNA Synthesis Kit (Seikagaku Corporation) nebo ji podobnych. cDNA miize byt také
syntetizovana nebo amplifikovana pomoci 5'-RACE postupu (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1988) 85, 8998 az 9002; Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. (1989) 17,
2919 aZ 2932) s vyuZzitim soupravy 5-Ampli FINDER RACE Kit (Clonetech) v kombinaci
s PCR apod.

DNA fragment, ktery je pfedmétem zijmu, je z vysledného produktu PCR izolovin a
pieCistén a poté je ligovin do DNA vektoru s cilem ziskat rekombinantni vektor. Rekombinantni
vektor je zaClenén do hostitele jako je E. coli a kolonie, obsahujici #4douci rekombinantni
vektor, je vyselektovana. Nukleotidové sekvence poZzadované DNA v rekombinantnim vektoru je
potvrzena napi. pomoci postupu dideoxynukleotidové terminace fetézce.

Jakmile je ziskina DNA kédujici V-oblast protilatky proti PTHP, je integrovana do
expresniho vektoru, obsahujiciho DNA, ktera koduje konstantni (C) oblast protilatky.
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Pii pfipravé protilitky proti PTHIP, pouZivané v pfedmétném vynalezu, je gen pro
protilatku integrovéan do expresniho vektoru tak, Ze gen pro protilitku miiZe byt exprimovan pod
kontrolou expresnich kontrolnich oblasti (napf. zesilova, promotor). Hostitelska buiika je
transformovana expresnim vektorem s cilem exprimovat protilatku.

Pii expresi genu pro protilitku mohou byt DNA kédujici t&zky (H) fetézec a DNA
kodujici lehky (L) fetézec protilitky integrovany do riznych expresnich vektori. Poté bude
hostitelskd builka transformovina ob&ma vyslednymi rekombinantnimi expresnimi vektory.
PiileZitostn mohou byt integrovény jak DNA kédujici H-fetézec tak i DNA kédujici L-fetézec
protilitky spole¢né do jediného expresniho vektoru a potom bude hostitelski buiika
transformovana vyslednym rekombinantnim expresnim vektorem (WO 94/11523).

Pii piipravé rekombinantni protilitky miZe byt jako hostitel pouZito namisto vySe
uvedenych hostitelskych bun&k transgenni zvife. Napiiklad, gen pro protilatku je inzertovan do
piedem urfeného mista genu, kodujiciho protein, ktery je produkovan v mléce zvifete (napf.
kozli B-kasein), &imZz je produkovin fizni gen. DNA fragment obsahujici fiizni gen se
zaClenénym genem pro protilitku je injektovan do embrya kozy a embryo je poté pievedeno do
samice. Koza nesouci embryo miize rodit transgenni kozu. Sledovana protilatka je vyluCovana
v mléce transgenni kozy nebo jejich potomki. Za tdelem zvySeni mnoZstvi mléka obsahujiciho
protilitkn miZe byt transgenni koze podivin vhodny hormon (Ebert, K. M. a kol,
Bio/Technology (1994) 12, 699 az 702).

Modifikovana protilatka

V pfedmétném vynalezu miize byt za (iSelem sniZeni heterogenity viidi lidskému t&h
apod. pouZita uméle modifikovani rekombinantni protilitka jako je chimerické protilatka a
polidsténa protilitka. Tyto modifikované protilitky mohou byt piipraveny jakymkoliv zndmym
postupem.

Chimericka protiltka, kterou lze pouZit v pfedmétném vynilezu, mize byt piipravena
ligaci DNA kodujici V-oblast protilatky, piipravené vySe uvedenym postupem, do DNA kédujici
C-oblast lidské protilatky, integrovanim produktu ligace do expresniho vektoru a zadlenénim
vzniklého rekombinantniho expresniho vektoru do hostitele, &imz dojde k produkci chimerické
protilatky.

Polidsténa protilatka je také oznaSovana jako ,, strukturovana lidska protilitka“, ve které

jsou oblasti (CDR) protilitky savce jiného nez &lovék (mapi. mysi), které urcuji
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komplementaritu, roubovany na stejné oblasti lidské protilitky. Obecny postup genetické
rekombinace pro piipravu této polidsténé protilatky je rovnéz znam (EP 125023; WO 96/02576).

Pfesndji, je navrzena DNA sekvence, ve které jsou ligovany CDR oblasti mysi protilatky
do oblasti zdkladni struktury (FR), je syntetizovina pomoci PCR spouZitim nékolika
oligonukleotidii jakoZto primerii, které byly navrzeny tak, aby mély oblasti piekryvajici se
s terminalnimi oblastmi CDR a FR. Vysledni DNA je ligovana do DNA koédujici C-oblast lidské
protilitky a produkt ligace je integrovan do expresniho vektoru. Vysledny rekombinantni
expresni vektor je zalenén do hostitele, ¢imz dojde k produkci polidsténé protilatky (EP
239044, WO 96/02576).

FR oblasti ligované do CDR jsou vybrany tak, Ze CDR mohou tvoiit vhodné misto pro
vazbu antigenu. V piipadé potieby miZe byt aminokyselina(y) vFR oblastech V-oblasti
protilatky nahrazena tak, ze CDR strukturované lidské protilatky mohou tvofit odpovidajici
vazebné misto pro antigen (Sato, K. a kol., Cancer Res. (1993) 53, 851 a¥ 856).

C-oblast chimerické nebo poliditéné protilatky miize byt C-oblast libovolné lidské
protilatky jako napf. Cyl, Cy2, Cy3 nebo Cy4 pro H-fetézec a Ck nebo CA pro L-fetdzec. C-
oblast lidské protilatky miize byt za wdelem zlepSeni stability protilitky nebo pro zajisténi
stabilni produkce protilitky modifikovana.

Chimericka protilatka je sloZena z V-oblasti, pochazejicich ze savéi aviak jiné ne¥ lidské
protilatky a z C-oblasti, pochazejicich z lidské protilatky. Polidsténa protilatka je sloZena z CDR,
odvozenych ze sav¢i avak jiné nez lidské protilatky a zFR a C-oblasti, pochazejicich z lidské
protilatky. PolidSténa protilitka je uZiteSna zejména jako aktivni piisada terapeutického &inidla
pfedmétného vynalezu, protoZe antigenicita protilatky proti lidskému t&lu je sniZena.

Specifickym piikladem polid§téné protilatky, uZitetné pro piedmétny vynilez, je
polidsténa protilatka #23-57-137-1, ve které jsou CDR pochézejici z mysi protilatky #23-57-137-
1; L-fetézec je slozen z CDR ligovanych pies tii FR (FR1, FR2 a FR3) pochazejicich z lidské
protilitky HSU 03868 (Gen-Bank, Deftos, M. a kol., Scand. J. Immunol., 39, 95 a% 103, 1994) a
FR (FR4), pochazejici zlidské protilatky S25755 (NBRF-PDB); H-fetézec je slozen z CDR
ligovanych pies FR, pochazejicich z lidské protilitky S31679 (NBRF-PDB, Cuisinier, A., M. a
kol., Eur. J. Immunol. 23, 110 aZ 118, 1993), ve které je &ast aminokyselinovych zbytkii v FR
nahrazena tak, Ze strukturovani polidsténa protilatka miZe vykazovat vazebnou aktivitu vidi
antigenu.

Kmeny E. coli obsahujici plasmidy, které maji DNA kédujici H-fetézec a L-fetézec
polidsténé  protilitky  #23-57-137-1, jsou ozmaleny Escherichia coli  JM109
(bMBC1HCDNA/pUC19) (pro H-fetdzec) a Escherichia coli IM109 (hMBC1LqA/pUC19) (pro
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L-fetézec). Tyto kmeny byly uloZeny za podminek Budapestské dohody 15. srpna 1996
v National Institute of Bioscience and Human-technology, Agency of Industﬁal Science and
Technology, Japonsko (1 az 3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko) pod
piistupovym &islem FERM BP-5629 pro Escherichia coli IM109 (hMBC1HcDNA/pUCI19) a
pod piistupovym &islem FERM BP-5630 pro Escherichia coli IM109 ((MBC1LgA/pUC19).

Varianty protilatky

Protilatkou, pouZitou v pfedmétném vynilezu, miZe byt jakykoliv jeji fragment nebo
modifikovany produkt fragmentu a to do té miry, dokud se mi¥e vazat na PTHrP a inhibovat
aktivitu PTHrP. Fragment protilitky zahrnuje napiiklad Fab, F(ab'),, Fv nebo jeden fetézec Fv
(scFv) sloZzeny z Fv fragmentu H-fetézce nebo Fv fragmentu L-fetdzce spojenych
prostfednictvim vhodného spojovace. Piesn&ji mohou byt tyto fragmenty protilatek piipravovany
Stépenim protilatky enzymem (napf. papain, pepsin) na fragmenty nebo sestrojenim genu, ktery
koduje fragment protilitky, zaflenénim tohoto genu do expresniho vektoru a zadlenénim
vysledného rekombianantniho expresniho vektoru do vhodné hostitelské buiiky, $imz je
exprimovan fragment protilatky (viz napiiklad Co, M. S., @ kol., J. Immunol. (1994), 152, 2968
az 2976; Better, M. & Horwitz, A. H., Methods in Enzymology (1989), 178, 476 az 496,
Academic Press, Inc,; Plueckthun, A. & Skerra, A., Methods in Enzymology (1989) 178, 476 az
496, Academic Press, Inc; Lamoyi, E., Methods in Enzymology (1989) 121, 652 a% 663;
Rousseaux, J. a kol., Methods in Enzymology (1989) 121, 663 az 669; Bird, R. E. a kol,,
TIBTECH (1991) 9, 132 a 137).

Fragment scFv miize byt pfipraven ligaci V-oblasti H-fetézce do V-oblasti L-fet&zce pies
spojovac, vyhodné peptidovy spojovad (Huston, J. S. @ kol, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988)
85, 5879 az 5883). V-oblast H-fetézce a V-oblast L-fetézce v scFv mohou pochazet z kterékoliv
zde dfive popsané protilitky. Peptidovy spojoval, ktery vaZe V-oblasti, mize byt jakykoliv
jednofetézcovy peptid napfiklad o 12 a% 19 aminokyselinach.

DNA kédujici scFv mize byt pfipravena nejdiive oddélenou amplifikaci DNA koédujici
V-oblast H-fetézce a DNA kodujici V-oblast L-fetézce protilitky. Jako templaty jsou pouZity
DNA fragment kédujici celou oblast H-fetézce nebo jeji dast, kterd zahrnuje V-oblast a DNA
fragment kodujici celou oblast L-fetézce nebo jeji €ast, ktera obsahuje V-oblast. Dale jsou
pouZity pary primerdi, které definuji terminalni konce DNA fragmentii. Poté je amplifikovana
DNA kodujici peptidovy spojoval, a to s pouzitim DNA fragmentu kédujiciho peptidovy

spojovad jakoZzto matrice a primerového paru, ktery definuje termindlni konce DNA fragmentu
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tak, ze terminalni konce peptidového spojovade jsou ligovany do V-oblasti H-fetdzce a V-oblasti
L-fetézce.

Jakmile je pfipravena DNA, kodujici scFv, mize byt piipraven expresni vektor nesouci
DNA a timto expresnim vektorem muiZe byt transformovan hostitel. K tomuto Ize pouZit b&mé
postupy. Fragment scFv miZe byt ztransformovaného hostitele ziskéan libovolnym obecnym
postupem.

Fragmenty protilatky, pouZivané v pfedmétném vynalezu, mohou byt ziskany piipravou
gentii pro tyto fragmenty a naslednou expresi téchto genii ve vhodnych hostitelich, co% je popsano
vySe. Tyto fragmenty protilitek jsou rovnéz obsazeny v ,protilitce” podle predmétného
vynalezu.

Jako modifikovana forma vySe zminénych protilatek miZe byt pouZita také napiiklad
protilitka proti PTHIP, konjugovani na urditou molekulu (nap¥. polyethylenglykol). Tato
modifikovan protilitka je také zahrnuta v ,protilitce“ podle piedmétného vynalezu.
Modifikované protilitky mohou byt pfipraveny chemickymi modifikacemi protilatek. Techniky
chemické modifikace vhodné pro tento tidel byly jiZ uvedeny v kapitole dosavadni stav techniky.

Exprese a piiprava rekombinantni protilatky nebo modifikované protilatky

Gen pro protilatku, zkonstruovany vySe uvedenym postupem, miZe byt exprimovan a
ziskan znidmymi postupy. Pro expresi v savéi buiice jsou operativné spojeny obecnd uziteény
promotor, gen pro protilatku, ktery ma byt exprimovéan a poly(A) signal (umistény proti sméru
transkripce (downstream) k 3 konci genu pro protilitku). Jako uZiteny systém
promotor/zesilova¢ miize byt pouzZit napiiklad systém lidského cytomegaloviru rané fize.

Pro expresi protilitky v pfedmétném vynilezu mohou byt pouZity rovnds jiné systémy
promotor/zesiloval napf. takové, které pochizeji z vird (napf. retroviru, polyomového viru,
adenoviru a opitiho viru 40 (SV40)) a takové, které pochazeji ze sav&ich bundk (napi. lidsky
elongalni faktor 1 o (HEF1a)).

V piipadé, Ze je pouZit systém promotor/zesilovad z SV40, mii¥e byt exprese genu
provedena velice snadno podle postupu Mulligana a kol. (Nature (1979) 277, 108). Jestlize je
pouZit systém promotor/zesiloval z HEF1a, miize byt exprese genu provedena velice jednoduse
postupem podle Mizashima a kol. (Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322).

Pro expresi v E. coli mohou byt operativné spojeny b&zné& uZitedny promotor, signalni
sekvence pro sekreci sledované protilatky a gen pro protilatku. Jako promotor miiZe byt pouZit

lacZ promotor nebo araB promotor. JestliZe je pouZit lacZ, miZe byt exprese genu provedena
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postupem podle Warda a kol. (Nature (1998) 341, 544 az 546; FASEB J. (1992) 6, 2422 az
2427), zatimco jestliZe je pouZit araB promotor, pak je moZno expresi genu uskuteénit postupem
podle Bettera a kol. (Better a kol., Science (1988) 240, 1041 aZ 1043).

Z pohledu signalni sekvence pro sekreci protilatky, pedpoklada-li se, e je sledovana
protilatka vylu€ovana do periplasmatického prostoru E. coli, miiZe byt pouZita signilni sekvence
pelB (Lei, S. P. a kol., J. Bacteriol (1987) 169, 4379). Protilitka, vyluovanis do
periplasmatického prostoru, je izolovina a poté je opétovné sbalena tak, e se nachizi
v odpovidajici konfiguraci.

Je mozno pouzit replikaéni podatek, pochazejici z vird (napt. SV40, polyomového viru,
adenoviru, hovéziho papilomového viru (BPV)) apod. Aby byl zvySen podet kopii genu
v hostitelském bunééném systému, miZe expresni vektor dile obsahovat selektivni znatkovy
gen, jako je gen pro aminoglykosidfosfotransferizu (APH), gen thymidinkinazy (TK), gen
xanthinguaninfosforibosyltransferazy z E. coli (Ecogpt) a gen dihydrofolatreduktazy (dhfr).

Pro piipravu protilatky pouZivané v pfedmétném vynilezu miize byt pouit jakykoliv
expresni systém v&etné eukaryotickych a prokaryotickych bun&dnych systémii. Mezi
eukaryotické buiiky patii uréené linie bunék Zivo&ichi (napf. savch, hmyzu, hub a plisni,
kvasinek). Prokaryotické buiiky zahrnuji bakterialni buiiky jako jsou buiiky E. coli.

Je vyhodné, aby byla protilitka uZite¢nd v pfedmétném vynilezu exprimovana v savéi
buiice jako jsou buiiky CHO, COS, myelomové, BHK, Vero a HeLa.

Transformovana hostitelska buiika je dale kultivovana in vitro nebo in vivo s cilem
produkovat poZadovanou protilitku. Kultivace hostitelské buiiky muze byt uskutedndna
jakymkoliv znimym zpisobem. Kultivadni médium, které Ize pouZit v pfedmtném vynalezu,
miize byt DMEM, MEM, RPMI 1640 nebo IMDM. Kultivaéni médium mii¥e obsahovat sérové
dopliiky jako je FCS.

Izolace a precisténi protilatky

Protilatka, exprimovana a produkovani vySe uvedenym postupem, miZe byt zbundk
nebo hostitelského zvifete izolovana a pfetisténa do homogenity. Izolace a pietisténi protilatky
pouzivané v piedmétném vynalezu miZe byt provedeno na afinitni kolong. Piikladem kolony
s proteinem A jsou Hyper D, POROS a Sepharose F.F. (Pharmacia). Rovn&z mohou byt pouZity
jiné metody bézn€ pouzivané pro izolaci a piedisténi protilitek; zpiisob tedy’ neni konkrétné
vymezen. Napiiklad mohu byt pouZity chromatografy s riznymi kolonami véetnd vyse zminéné

afinitni chromatografie, filtrace, ultrafiltrace, odsoleni a dialyza. Metody mohou byt pouZity
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samostatné nebo v kombinaci s cilem izolovat a pregistit poZzadovanou protilitku (Antibodies A

Laboratory Manual. Ed. Harlow, David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, | 1988).
Stanoveni aktivit protilatky

Stanoveni vazebné aktivity pro antigen (Antibodies A Laboratory Manual. Ed. Harlow,
David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988) nebo inhibiéni aktivity vii&i receptoru pro
ligand (Harada, A. a kol., International Immunology (1993) 5, 681 az 690) u protilatky
pouzivané v pfedmétném vynalezu miZe byt provedeno jakymkoliv znamym postupem.

Jako zpiisob stanoveni vazebné aktivity pro antigen u protilatky proti PTHrP, pouZivané
vpfedmétném  vynilezu, miZe byt pouZita napfiklad ELISA  (heterogenni
enzymoimunoanalyza), EIA (enzymoimunoanalyza), RIA (radicimunoanalyza) nebo technika
s vyuzitim fluorescenéné znadené protilatky. Napiiklad, je-li pouZita enzymoimunoanalyza, je do
destiky pfedem potazené PTHIP (1 aZ 34) pfidan roztok vzorku, obsahujici protilatku proti
PTHIP (napf. supernatant kultury bun&k produkujicich protilatku proti PTHrP nebo protilatka
proti PTHIP per se v pietisténé formg). Poté je do destitky piidana sekundarni protilatka
oznafena enzymem (napf. alkalicka fosfataza). Destitka je inkubovana a promyta. Poté je pridan
substrit pro enzym (napi. p-nitrofenylfosforetna kyselina) a je méfena absorbance roztoku
v destiCce, ¢imz je stanovena vazebna aktivita antigen-protilatka.

Pro potvrzeni aktivity protilitky pouZivané v pfedmétném vynilezu byla stanovena

neutralizalni aktivita protilatky (napf. protilatky proti PTHrP).
Zpisoby podavani a farmaceutické preparaty

Terapeutické Cinidlo podle pfedmétného vynilezu miZe byt pouZito pro 168bu nebo
zlepSeni hyperkalcinemické krize souvisejici s malignim nadorem.

Utinna jednotlivé davka mize byt zvolena v rozsahu od 0,001 do 1,000 mg/kg hmotnosti.
Pfilezitostné miize byt divka pro pacienta vybrana zrozsahu od 0,01 do 100,00 mg/kg
hmotnosti, vyhodné 0,1 aZ 10,0 mg/kg, vyhodn&ji 0,5 az 1,0 mg/kg, jestd vyhodn&ji 1 az 100
mg/kg. Déavka terapeutického &inidla obsahujiciho protilatku proti PTHIP podle pfedmétného
vynalezu vSak neni konkrétng na vyse uvedené rozsahy omezena.

Terapeutické ¢inidlo miiZe byt podavano pacientovi v jakémkoliv stadiu véetnd pied nebo
po vzniku hyperkalcinemické krize souvisejici s malignim nadorem. PfileZitostnd mie byt

terapeutické Cinidlo podavano ve stadiu, kdy je u pacienta zjisténa ztrata hmotnosti.
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Terapeutické Cinidlo obsahujici protilatku proti PTHIP jakoZto aktivni slozku podle
pfedmétného vynilezu miize byt formulovano libovolnym znamym postupem (Remington’s
Pharmaceutical Science, posledni vydani, Mark Publishing Company, Easton, USA). Formulace
miiZze dale zahrnovat farmaceuticky piijatelné noside a aditiva.

Mezi piiklady téchto nositi a aditiv je moZno zafadit vodu, farmaceuticky pfijatelna
organickd rozpoustédla, kolagen, polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidon, karboxyvinylovy
polymer, karboxymethylcelulézu sodnou, poly(akrylat sodny), arginat sodny, ve vod& rozpustny
dextran, karboxymethylSkrob sodny, pektin, methylcelulozu, ethylcelul6zu, xanthanovou gumu,
arabskou gumu, kasein, agar, polyethylenglykol, diglycerin, glycerin, propylenglykol, vazelinu,
parafin, stearylalkohol, kyselinu stearovou, lidsky sérovy albumin (HSA), manitol, sorbitol,
lakt6zu a povrchové aktivni &inidla piijatelna jako farmaceuticka aditiva.

V praxi je aditivum vybirano z vySe uvedenych latek, které se pouZivaji bud’ jednotlivs
nebo v kombinaci podle formy aplikované davky, ale vybér neni vySe zmindnymi latkami
limitovan. Napiiklad miiZe byt pouZita forma injekce, ktera je pfipravena rozpusténim protilatky
proti PTHIP v pfeCisténé form& v rozpoustédle (napf. fyziologicky roztok, pufr, roztok
hroznového cukru) a poté je do roztoku piidano &inidlo, zabraiiujici adsorpci (napi. Tween 80,
Tween 20, Zelatina, lidsky sérovy albumin). Terapeutické ¢inidlo podle pfedmétného vynalezu
miZze byt také v rekonstitutivni formg, lyofilizované formé, ktera je pred pouZzitim rozpusténa.
Pro pifpravu lyofilizované formy davky mohou byt piidiny pomocné latky jako je cukerny
alkohol (napf. manitol, gluk6za) a cukr.

Piehled obrazki ve vvkresech

Obr. 1 je grafické znizoméni terapeutického wdinku (pokud jde o zménu hladiny
ionizovaného vépniku vkrvi) mySi protilatky proti PTHrP na hyperkalcinemickou krizi
souvisejici s malignim nidorem.

Obr. 2 je grafické znazoméni terapeutického uinku (pokud jde o zménu tSlesné
hmotnosti) my8i protilitky proti PTHiP na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim
nadorem.

Obr. 3 je grafické znizornéni terapeutického u&inku (pokud jde o zm&nu hladiny
ionizovaného vapniku v krvi) polidsténé protilatky proti PTHIP na hyperkalcinemickou krizi

souvisejici s malignim nadorem.
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Obr. 4 je grafické znazoméni terapeutického uSinku (pokud jde o zménu t&lesné
hmotnosti) polidsténé protilatky proti PTHrP na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim
nadorem.

Obr. 5 je grafické mazoméni terapeutického ucinku (pokud jde o zménu hladiny
ionizovaného vépniku v krvi) poliditéné protilatky proti PTHrP na hyperkalcinemickou krizi
souvisejici s malignim nadorem.

Obr. 6 je grafické znizoméni terapeutického w¢inku (pokud jde o zménu tdlesné
hmotnosti) polidSténé protilatky proti PTHrP na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim

nadorem.

Piiklady provedeni vynalezu

Predmétny vynalez bude dale detailngji popsan s odkazem na nasledujici piiklady, které
by vSak nemély byt sestaveny tak, aby omezovaly technicky rozsah vynalezu.

Piiklad 1 Farmakologicky test na modelovém zvifeti s hyperkalcinemickou krizi souvisejici

s malignim nadorem

Pomoci modelového zvifete s hyperkalcinémii (naha mys s transplantovanym lidskym
nadorem) byl testovan terapeuticky u¢inek mys$i monoklonilni protilatky proti PTHiP a
polidsténé monoklonalni protilatky proti PTHrP na hyperkalcinemickou krizi.

Jako modelova zvifata byly pouZity nahé mysi nebo potkani, kterym byl transplantovin
lidsky pankreaticky karcinom kmen FA-6 (poskytnut profesorem Kanji Satoh, Tokyo Women's
Medical University) nebo lidsky plicni nidor kmen LC-6-JCK (ziskén z Central Institute for
Experimental Animals). Je znimo, e nahé mysi nebo potkani s témito transplantovanymi kmeny
lidskych karcinomi vykazuji s rostoucim ristem nadoru rychlé zvyseni hladiny vapniku v krvi a
vysledkem je vznik tzv. ,hyperkalcinemické krize“, doprovizené rychlou ztritou tslesné
hmotnosti a zhorSenim obecného stavu, co? v nékterych piipadech kondi smrti. V tomto testu
bylo pezorovéno, ze mysi monoklonalni protilatky a polidténé monoklonalni protilatky zlepSuji

tyto stavy. Jako méfitko zlepSeni byla pouZita t&lesnd hmotnost a hladina vapniku v krvi.
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PasaZovani a uchovavani kmene lidského karcinomu a pifprava modelovych zvitat

Pasizovani lidského pankreatického karcinomm kmen FA-6 a lidského plicniho
karcinomu kmen LC-6 bylo provedeno in vivo pomoci BALB/c-nu/nu nahé mysi (CLEA Japan,
Inc.). Pro urCeni farmakologického idinku na my$ byli zakoupeni 5 tydnd stafi samci BALB/c-
nu/nu nahé mysi (BALB/cAJcl-nu; CLEA Japan, Inc.), ktefi byli aklimatizovéni 1 tyden, &im¥
byly ziskany 6 tydni staré mysi, urdené pro pouZiti. Pro uréeni farmakologického wisinku na
potkany, byli zakoupeni 5 tydni staii samci nahych potkant (F344/NJcl-mu; CLEA Japan, Inc.),
kteii byli aklimatizovani po dobu 1 tydne, &imz byli stejnym zplisobem jako tomu bylo u mysi
ziskani 6 tydni staii potkani, ktefi byly poskytnuti pro stanoveni.

Piipravena hyperkalcinemicki modelova zvifata byla rozdélena do skupin nasledujicim
zplsobem. PasiZovany nador byl odstranén a poté byl roziezan na kostky o velikosti strany 3
mm. Vysledné ctvercové bloky karcinomu byly podkoZné transplantoviny do lateralni oblasti
kazdého zvifete, jeden kousek na jedno zvife. V okamZiku, kdy bylo u kazdého zvifete
potvrzeno, ze objem nadoru je dostate¢n€ velky a hladina ionizovaného vapniku je zvySena, byla
zvifata rozdélena do skupin a to tak, ze v jednotlivych skupinach zvifat, které byly poskytnuty
jako hyperkalcinemickd modelové zvifata, byly zprimé&rovany hladiny vapniku v krvi a t&lesné
hmotnosti. Mysi a potkani byli rozd&leni do 3 skupin; testovaci skupiny, které byla podavana
stanovovana protilatka; testovaci skupiny, které bylo podavano kontrolni &inidlo a kontrolni
skupiny, které bylo podavano rozpoustédlo (vtomto testu fyziologicky roztok pufrovany
fosfatem (PBS)).

Stanoveni hladiny vapniku v krvi

Hladina vépniku vkrvi kazdého zvifete byla stanovena 2, 4 a 24 h (v piipads
farmakologického testu u mysi) nebo 1, 2, 4 a 24 h (v piipadé farmakologického testu u potkana)
po podani kazd¢ protilatky. Cilem bylo urdit farmakologicky Gdinek protilitek. Hladina vépniku
v krvi byla stanovena jako celkové hladina ionizovaného vipniku v krvi tak, e kazdému zvifeti
byla pomoci hematokritické zkumavky odebrina zoénice (u mysi) nebo z ocasni Zly (u
potkana) krev, ktera byla aplikovina do automatického analyzitoru 643 Automatic Ca/pH
Analyzer (CIBA-CORNING). Télesnd hmotnost kazdého zvifete byla zjisténa pied a 24 h po
podani protilatky.
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Stanoveni objemu nadoru

Objem nadoru byl stanoven prostiednictvim méfeni nejdelsi osy (a mm) a nejkratsi osy (b

mm) nadoru a vynesenim obou zméfenych hodnot do Galantovy rovnice (ab%/2).

Stanoveni terapeutického wdinku na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim

nadorem bylo provedeno nisledujicim zptisobem.
(1)  Farmakologicky test na mysi monoklonalni protilatku (#23-57-137-1)

Pii farmakologickém testu na my$i monoklonalni protilatku bylo rozpusténo 100 ug
protilitky v 0,1 ml PBS. Roztok byl aplikovin modelové mysi z testovaci skupiny (ktera byla
pfipravena a zafazena do skupin, coZ bylo popsino vyse) prostfednictvim ocasni Zily v davce
100 ug/0,1 ml PBS/mys. Jako kontrolni &inidlo byl aplikovan preparat Kkalcitoninu
(CALCITORAN“ z Teikoku Hormone Mfg. Co., Ltd), ktery se pouXivd pii 16&bs
hyperkalcinemické krize. Kalcitonin byl aplikovin mys$i zdruhé testovaci skupiny také
prostiednictvim ocasni Zily v davce 100 U’kg. Jako kontrola byl mysi z kontrolni skupiny
aplikovan pies ocasni Zilu PBS v davce 0,1 ml/mys. Toto vyjadiuji obr. 1 a obr. 2.

(2)  Farmakologicky test na poliditénou protilstku (hMBC(q))
1. Farmakologicky test na hyperkalcinemické modelové mysi

Pii farmakologickém testu na poliditénou protilitku byla protilatka aplikovéna
hyperkalcinemické modelové mysi z testovaci skupiny a to pies ocasni Zilu v davee 30 pg/0,1 ml
PBS/my$. Jako kontrolni ¢inidlo byl mysi zdruhé testovaci skupiny aplikovan preparat
kalcitoninu (,Elcitonin“ z Asahi Chemical Industry Co., Ltd.) a to prostfedﬁictvﬁn ocasni Zly
vdavee 100 U/kg. Jako kontrola byl mysi z kontrolni skupiny aplikovan ocasni Zilou PBS
v davce 0,1 ml/my8. Vse je na obr. 3 a obr. 4.

2. Farmakologicky test na hyperkalcinemickych modelovych potkanech

Pii farmakologickém testu na polidSténou protilatku byla protilitka aplikovana ocasni
zilou hyperkalcinemickym modelovym potkaniim z testovaci skupiny v davce 0,5 mg/1 ml
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PBS/kg. Jako kontrolni ¢inidlo byl potkanim z druhé testovaci skupiny aplikovin preparat
kalcitoninu (,,Elcitonin“ z Asahi Chemical Industry Co., Ltd.) a to prostfednictvim ocasni zily
v davee 1 U/kg. Jako kontrola byl potkaniim z kontrolni skupiny aplikovén ocasni ¥ilou PBS

v davce 1 ml/mys. Toto je na obr. 5 a obr. 6.

Jak je patmé zvysledkii, mySi monoklondlni protilitka a polidsténa protilatka rychle
snizovaly hladiny ionizovaného vapniku v krvi hyperkalcinemickych modelovych zvifat (obr. 1,
3 a 5). Protilaitky vykazovaly rychly nastup udinku a dlouhé trvani ainku, adkoliv udinek
preparatu kalcitoninu byl doasny. U skupin, kterym byla podavana protilitka, byla navratnost
télesné hmotnosti pozorovana 24 h po podani, coZ nebylo pozorovano u skupiny, které byl
podavan preparat kalcitoninu (obr. 2, 4 a 6). Tyto vysledky jasné ukazuji, ze mysi monoklonalni
protilatka nebo polidsténa protilatka, které vykazuji neutralizadni aktivitu proti PTHtP, jsou
uZziteéné jakoZto terapeutické d&inidlo na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim

nadorem, kterd musi byt neodkladng 1éZena.

Priklad 2 Piiprava hybridomi, které produkuji mysi monoklonalni protilatku proti PTHrP
(1 az 34)

Hybridomy, které jsou schopny produkovat monoklonilni protilatku proti lidskému
PTHIP (1 aZ 34) # 23-57-154 a # 23-57-137-1, byly pfipraveny nasledujicim zpiisobem (Sato, K.
a kol., J. Bone Miner. Res. 8, 849 az 860, 1993). Aminokyselinovéa sekvence lidského PTHrP je
uvedena v SEQ ID NO:75.

Jako imunogen byl pouZit PTHtP (1 aZ 34) (Peninsula), na ktery byl konjugovan pies
karbodiimid (Dojinn) nosiovy protein thyroglobulin. Konjugat thyroglobulin-PTHrP (1 az 34)
byl dialyzovan s cilem ziskat roztok, ktery bude obsahovat proteiny v koncentraci 2 ug/ml,
Vysledny roztok byl smichan s Freundovym adjuvants (Difco) v poméru 1:1 a vznikla emulze.
Tato emulze byla injekéné aplikovana 16 samicim BALB/C mysi a to 11x podkozné do hibetu
nebo intraperitondln€ v jednotlivé davce 100 pug/mys. Timto zplisobem byla my§ imunizovéna.
Pro prvni imunizaci bylo pouZito Freundovo kompletni adjuvants, zatimco pro dalsi imunizace
Freundovo nekompletni adjuvants.

U kazdé imunizované mysi byl nasledujicim zptisobem stanoven titr protilatek v séru.
Kazda myS byla pfes ocasni Zilu vykrvena a bylo oddleno antisérum od krve. Antisérum bylo
nafedéno RIA pufrem a smichino s PTHIP (1 a% 34), znadenym '*’L. Cilem bylo stanovit

vazebnou aktivitu. Mysim, u nichZ byl zjistén dostateéné zvySeny titr, byl injekei aplikovén
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intraperitonalné PTHrP (1 az 34) bez nosiového proteinu v divce 50 pg/mys. Toto bylo
povazovano za posledni imunizaci.

Tfi dny po posledni imunizaci byla myS§ usmrcena a byla ji odebrana slezina. Buiiky
sleziny byly podrobeny bunééné fizi s mysimi myelomovymi buiikami P3x63Ag8U. 1, coZ bylo
provedeno znimym postupem s pouzitim 50% polyethylenglykolu 4000. Takto piipravené
fzované buiiky byly umistény v koncentraci 2x10*/jamku do kazdé z 85 jamek destiCky s 96
jamkami. Hybridomy byly testovany v médiu HAT nésledujicim postupem.

Testovani hybridomii bylo provedeno prostiednictvim stanoveni piitomnosti protilatek
rozpoznavajicich PTHrP v supernatantu kultury v jamkich, ve kterych byl vHAT médiu
pozorovan rist bunék. Stanoveni bylo provedeno heterogenni RIA. Byly vybrany hybridomy
ztéch jamek, ve kterych byla potvrzena vazebnd schopnost pro protilatky, rozpoznavajici
PTHrP. Takto ziskané hybridomy byly suspendoviny do média RPMI-1640, které obsahovalo
15% FCS doplnény OPI (Sigma). Poté nasledovala unifikace hybridomii limitovanym fedénim.
Takto byly ziskany 2 typy hybridomovych klond, #23-57-154 a #23-57-137-1, piiSem? oba
vykazovaly vysokou vazebnou afinitu k PTHrP (1 aZ 34).

Hybridomovy klon #23-57-137-1 byl oznaden ,;my$-my§ hybridom #23-57-137-1¢ a byl
15. srpna 1996 uloZzen v souladu s Budape$t'skou dohodou v National Institute of Bioscience and
Human-technology, Agency of Industrial Science and Technology, Japonsko (1 a% 3, Higashi 1-
chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko) pod pfistupovym &islem FERM BP-5631.

Priklad 3 Klonovani DNA kodujici V-oblast my$i monoklonalni protilatky proti lidskému
PTHrP (1 az 34)

Klonovani DNA kédujici V-oblast mySi monoklonalni protilatky proti lidskému PTHrP
(1 az 34) #23-57-137-1 bylo provedeno nasledujicim zpisobem.

(1)  Piiprava mRNA

mRNA byla z hybridomu #23-57-137-1 pfipravena pomoci soupravy Quick Prep mRNA
Purification Kit (Pharmacia Biotech). To znamena, e buiiky hybridomm #23-57-137-1 byly
zcela homogenizovany v extrakénim pufru a byla izolovina mRNA, ktera byla dale v souladu
s pokyny, které jsou soucasti soupravy, pfetisténa na kolong oligo(dT)-Cellulose Spun Column.
Vysledny roztok byl podroben ethanolovému sraZent s cilem ziskat mRNA ve form& precipitatu.
SraZenina mRNA byla rozpusténa v eluénim pufiu.
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(2)  Produkce a amplifikace cDNA pro gen kodujici V-oblast mysiho H-fetézce

@) Klonovani cDNA pro V-oblast H-fetézce protilatky #23-57-137-1

Gen kodujici V-oblast H-fetézce mysi monoklonalni protilatky proti lidskému PTH:P, byl
klonovan 5'-RACE postupem (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8998 a¥
9002, 1988; Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17, 2919 aZ 2932, 1989). Tento postup byl
proveden pomoci soupravy 5°-Ampli FINDER RACE Kit (CLONETECH) a to v souladu
s pokyny, které jsou soufasti soupravy. V tomto postupu byl primerem, pouzitym pro syntézu
cDNA, MHC2 primer (SEQ ID NO:1), ktery je schopen hybridizovat s C-oblasti mysiho H-
fetézce. VySe pfipravend mRNA (asi 2 pg), ktera slouZila jako matrice pro syntézu cDNA, byla
smichana s MHC2 primerem (10 pmol). Vyslednd smés byla podrobena reakci sreverzni
transkriptizou. Aby byl zvySen inek reverzni transkripce mRNA do ¢cDNA, probihala reakce
pfi teploté 52 °C po dobu 30 min.

Do vysledného reakéniho roztoku byl pfidin 6 N NaOH, aby byla zhydrolyzovana
veskera zbyvajici RNA (pfi 65 °C po dobu 30 min.). Roztok byl poté podroben ethanolovému
srazeni, jehoZ cilem bylo izolovat a pielistit cDNA ve form§ precipititu. Purifikovania cDNA
byla ligovéana k primeru Ampli FINDER Anchor (SEQ ID NQ:42) na 5" konci a to tak, %e reakce
s T4 RNA ligazou byla provedena pii teplot& 37 °C 6 h a dale 16 h pii laboratomi teplots. Jako
primery pro amplifikaci cDNA pomoci PCR byly pouZity primer Anchor (SEQ ID NO:2) a
primer MHC-G1 (SEQ ID NO:3) (S.T. Jones, a kol., Biotechnology 9, 88, 1991).

Roztok pro PCR obsahoval (na 50 pl) 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCL, 0,25 mM
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1,5 mM MgCl,, 2,5 jednotek TaKaRa Taq (Takara Shuzo
Co., Itd.), 10 pmol primeru Anchor a 1 pl reakéni smési cDNA, do které byly ligovany primer
MHC-G1 a primer Ampli FINDER Anchor. Toto vSe bylo pfevrstveno minerilnim olejem (50
ul). PCR bylo provadéno v zafizeni Thermal Cycler Model 480J (Perkin Elmer) ve 30 cyklech za
téchto podminek: 94 °C po dobu 45 s; 60 °C po dobu 45 s a 72 °C po dobu 2 min.

(i)  Klonovini cDNA pro V-oblast L-fetézce protilatky #23-57-137-1

Gen kodujici V-oblast L-fetézce mysi monoklonalni protilstky proti lidskému PTHrP byl
klonovan postupem 5°'-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8998 a
9002, 1988; Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17, 2919 az 2932, 1989). Tento postup byl
proveden pomoci soupravy 5'-Ampli Finder RACE Kit (Clonetech) v souladu s pokyny, které
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jsou soudasti soupravy. V tomto postupu byl jako primer pro syntézu ¢cDNA pouit oligo-dT
primer. Vyse pfipravenda mRNA (asi 2 pg), ktera slouzila jako matrice pro syntézu cDNA, byla
smichana s oligo-dT primerem. Vyslednd smé&s byla podrobena reakci s reverzni transkriptizou
pii teploté 52 °C po dobu 30 min., za uSelem zvySeni Wisinku reverzni transkripce mRNA do
¢DNA. Do vysledného reakéniho roztoku byl piidin 6 N NaOH, aby byla zhydrolyzovéina
veSkerd zbyvajici RNA (pfi 65 °C po dobu 30 min.). Vysledny roztok byl podroben
ethanolovému sriZeni, jehoZ cilem bylo izolovat a pielistit cDNA ve form& precipitatu. Takto
syntetizovani cDNA byla ligovana k Ampli FINDER Anchor na 5° konci a to tak, Ze reakce s T4
RNA ligazou byla provedena pii teplot& 37 °C 6 h a dale 16 h pii laboratomi teplots.

Primer pro PCR MLC (SEQ ID NO:4) byl navrzen na ziklad$ konzervativni sekvence
C-oblasti A fetézce mysiho L-fetézce a poté byl syntetizovin v zafizeni 394 DNA/RNA
Synthetizer (ABI). Roztok pro PCR obsahoval (na 100 pl) 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCl, 0,25 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1,5 mM MgCl,, 2,5 jednotek AmpliTaq
(Perkin Elmer), 50 pmol primeru Anchor (SEQ ID NO:2) a 1 pl reakéni smési cDNA, do které
byly ligovany MLC (SEQ ID NO:4) a Ampli FINDER Anchor. Toto ve bylo pfevrstveno
mineralnim olejem (50 pl). PCR bylo provadéno v zafizeni Thermal Cycler Model 4807 (Perkin
Elmer) ve 35 cyklech za téchto podminek: 94 °C po dobu 45 s; 60 °C po dobu 45 s a 72 °C po

dobu 2 min.
(3)  Pielisténi a fragmentace produkti PCR

Kazdy zDNA fragmenti, amplifikovanych PCR (popsino vyse), byl separovin
elektroforézou v agarézovém gelu v 3% Nu Sieve GTG agaréze (FMC Bio. Products). Pro
kazdou V-oblast H-feté€zce a V-oblast L-fetézce byl vyfiznut prouzek agarézového gelu, ktery
obsahoval fragment DNA o velikosti asi 550 bp. Kazdy z téchto kouski gelu, ktery obsahoval
sledovany fragment DNA, byl podroben piedisténi pomoci soupravy GENECLEAN II Kit
(Bio101) v souladu spokyny, které jsou soulasti soupravy. Pieli§ténas DNA byla sriZena
ethanolem a srazenina DNA byla rozpusténa ve 20 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH
7,4) a 1 mM EDTA. Cést (1 pl) roztoku DNA byla nastépena restrikénim enzymem Xmal (New
England Biolabs) pfi teploté 37 °C po dobu 1 h a dale restrikénim enzymem EcoRI (Takara
Shuzo Co., Ltd.) pfi 37 °C 1 h. Roztok po $t&peni byl extrahovan fenolem a chloroformem, poté
byl sraZen ethanolem a jako vysledek byla ziskana DNA.
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Timto zpiisobem byly ziskany dva fragmenty DNA, které obsahovaly gen kédujici V-
oblast mysiho H-fetézce a gen kodujici V-oblast mystho L-fetzce. Oba fragmenty mély
sekvenci pro rozpoznani EcoRI na 5’ konci a sekvenci pro rozpoznani Xmal na 3” konci.

Fragmenty DNA ziskané St€penim EcoRI a Xmal, které obsahovaly gen kodujici V-
oblast mysiho H-fetézce a gen kédujici V-oblast mysiho L-fetdzce, byly jednotlivé zaligovany do
vektoru pUC19, ktery byl pomoci soupravy DNA Ligation Kit ver. 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.)
v souladu s pokyny, které jsou soudasti soupravy, nastépen pii teploté 16 °C 1 h enzymy EcoRI a
Xmal. Cést (10 pl) liga¢ni smési byla pfidana ke 100 pl roztoku, ktery obsahoval kompetentni
buiiky E. coli IM 109 (Nippon Gene Co., Ltd.). Smés bun&k byla ponechana stat 15 min. v ledu,
1 min. pfi teplot€ 42 °C a 1 min. v ledu. Vyslednid smés bunék byla p¥idana ke 300 pl SOC
média (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook, a kol., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989) a poté byla inkubovana 30 min. pfi 37 °C. Vysledny roztok bunsk byl
rozetien na LB agar nebo na 2xYT agar (Molecular Cloning: A Laboratory Manual Sambrook, a
kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) obsahujici bud’ 100 nebo 50 pg/ml ampicilinu,
0,1 mM IPTG a 20 pg/ml X-gal a poté byl inkubovan pii 37 °C pies noc. Timto zpiisobem byly
pfipraveny transformanty E. coli.

Transformanty byly kultivovany pies noc pii teploté 37 °C ve 2 ml LB média nebo 2xYT
média obsahujiciho bud’ 100 nebo 50 pg/ml ampicilinu. Bun&éna frakce byla aplikovina do
zafizeni Plasmid Extracter PI-100X (Kurabo Industries, 1td.) nebo byla pouZita souprava
QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN). Vysledkem byla plasmidova DNA. Takto ziskani
plasmidova DNA byla sekvenovana.

(4)  Sekvenovani genu kodujiciho V-oblast mysi protilatky

Nukleotidova sekvence ¢DNA kédujici oblast, kterou nese plasmid, byla stanovena
v zafizeni DNA Sequencer 373A (ABI, Perkin-Elmer) pomoci Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin-Elmer). Pfi sekvenovéani byly pouZity primery M13 Primer M4 (Takara
Shuzo Co., Ltd.) (SEQ ID NO:5) a M13 Primer RV (Takara Shuzo Co., Ltd.) (SEQ ID NO:6).
Nukleotidova sekvence byla potvrzena v obou smérech.

Plasmid obsahujici gen kodujici V-oblast mystho H-fetézce, ktery pochazi z hybridomu
#23-57-137-1, byl oznacen ,MBC1H04“ a plasmid obsahujici gen kodujici V-oblast mysiho L-
fetézce, ktery pochazi zhybridomu #23-57-137-1, byl oznaden ,MBC1L24“ Nukleotidové
sekvence (vCetné odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci) DNA kodujici V-oblast H-
fetézce pochazejictho z protilatky #23-57-137-1 v plasmidu MBC1HO04 a gen kédujici V-oblast
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L-fetézce odvozeného od mysi protilatky #23-57-137-1 v plasmidu MBC1H24 jsou ukazany
v SEQ ID NO:57 a 65. Aminokyselinové sekvence polypeptidii pro V-oblast H-fetézce a V-
oblast L-fetézce jsou ukaziny v SEQ ID NO:46 a 45.

Kmen E. coli obsahujici plasmid MBC1H04 a kmen E. coli obsahujici plasmid
MBC1L24 byly oznaCeny , Escherichia coli IM109 (MBC1HO04“ a ,, Escherichia coli IM109
(MBC1L24)“. Tyto kmeny E. coli byly uloZeny 15. srpna 1996 za podminek Budapest'ské
dohody v National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, Japonsko (1 az 3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko) pod
piistupovym &islem FERM BP-5628 v pfipadé Escherichia coli IM109 (MBC1HO04) a FERM
BP-5627 v piipadé Escherichia coli IM109 (MBC1L24).

(5) Stanoveni CDR mysi monoklonéalni protilitky #23-57-137-1 proti lidskému PTHrP

V-oblast H-fet€zce a V-oblast L-fetézce maji obecng podobné struktury, v nichZ jsou
obsazeny 4 oblasti zikladni struktury (FR) spojené pies 3 hypervariabilni oblasti (tj. oblasti
uréujici komplementaritu; CDR). Aminokyselinové sekvence FR oblasti jsou relativng velmi
konzervativni, zatimco aminokyselinové sekvence CDR oblasti maji extrémng vysokou
variabilitu (Kabat, E.A. a kol., ,Sequence of Proteins of Immunological Interest, US Dept.
Health and Human Services, 1983).

S ohledem na tato fakta byla s odkazem na databizi aminokyselinovych sekvenci pro
protilatky, kterd byla vytvofena Kabatem a kol., stanovena homologie aminokyselin mezi V-
oblastmi mySi monoklonalni protilatky proti lidskému PTHrP. CDR oblasti V-oblasti byly tedy
ureny a jsou ukazany v tab. 1.

Aminokyselinové sekvence pro CDR oblasti 1 aZ 3 ve V-oblasti L-fetézce jsou ukazané
v SEQ ID NO:59 az 61 a aminokyselinové sekvence CDR 1 a% 3 ve V-oblasti H-fetézce jsou
ukazany v SEQ ID NO:62 az 64.

Tabulka 1
V-oblast SEQ ID NO: CDR1 CDR2 CDR3
V-oblast H-fetézce 57 31-35 50— 66 99 - 107

V-oblast L-fetézce 65 23 -34 50 —- 60 93 - 105
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Priklad 3 Konstrukce chimerické protilatky
(1)  Konstrukce H-fetézce chimerické protilatky
@) Konstrukce V-oblasti H-fetézce

Aby byla klonovana DNA kodujici V-oblast mysiho H-fetézce ligovana do
expresniho vektoru nesouciho genomickou DNA C-oblasti Cy1 lidského H-fetdzce, byla pomoci
PCR modifikovana. Protismémy primer MBC1-S1 (SEQ ID NO:7) byl navrien tak, aby
hybridizoval s DNA sekvenci kodujici 5° oblast vedouci sekvence pro V-oblast a aby mél
Kozakovu sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol, 196, 947 az 950, 1987) i misto pro
rozpoznani Hind III. Primer MBC1-a , sméfujici po sméru, (SEQ ID NO:8) byl navrzen tak, aby
hybridizoval s DNA sekvenci kédujici 3 oblast J-oblasti a aby mél sekvenci sestiihu donoru i
sekvenci pro rozpoznini BamHI. PCR bylo provedeno pomoci TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo
Co., Ltd.) a pufru. Roztok pro PCR obsahoval (na 50 pl) 0,07 ug plasmidu MBC1HO04 jakoZto
matricové DNA, 50 pmol MBC1-a a 50 pmol MBC1-S1 jakoZto primert, 2,5 U TaKaRa Ex Taq
a 0,25 mM dNTP v pufiu. Pfes toto bylo pievrstveno 50 pl mineralniho oleje. PCR probihalo ve
30 cyklech za téchto podminek: 94 °C po dobu 1 min.; 55 °C po dobu 1 min. a 72 °C po dobu 2
min. Takto pomoci PCR amplifikované DNA fragmenty byly separovany elektroforézou
v agar6zovém gelu v 3% Nu Sieve GTG Agarose (FMC Bio. Products).

Kousek agarézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA o velikosti 437 bp, byl
vyiiznut a fragment DNA byl poté piedistén pomoci GENECLEAN II Kit (BIO 101) v souladu
s pokyny, které jsou soucasti soupravy. Piedisténa DNA shromazdéna pomoci ethanolového
sriZeni byla rozpusténa ve 20 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA.
Cast (1 ul) vysledného roztoku DNA byla nastépena restrikénimi enzymy BamHI a HindIII
(Takara Shuzo Co., Ltd.) pii teploté 37 °C a po dobu 1 h. Roztok po §tépeni byl extrahovan
fenolem a chloroformem a poté byla sledovand DNA vysraZena ethanolem.

Ziskany DNA fragment po $tépeni HindIIl a BamHI, ktery obsahoval gen kédujici V-
oblast mysiho H-fetézce, byl subklonovan do vektoru pUC19, ktery byl rovnéz nastépen HindIII
a BamHI. Vysledny plasmid byl sekvenovin na zafizeni DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer)
pomoci primerd M13 Primer M4 a M13 Primer RV a soupravy Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin-Elmer). Byl ziskin plasmid nesouci gen o spravné nukleotidové
sekvenci kodujici V-oblast mySiho H-fetézce, ktery pochazi z hybridomu #23-57-137-1 a ktery
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ma sekvenci pro rozpoznini HindII a Kozakovu sekvenci na svém 5 konci a misto pro

rozpoznini BamHI na svém 3" konci. Tento plasmid byl oznaden ->MBCIH/pUC19%

(i)  Konstrukce V-oblasti H-fetézce pro cDNA typu mygiho-lidského chimerického H-fetézce

Aby byla DNA kédujici V-oblast mysiho H-fetézce, ktera byla konstruovina
postupem, ktery je uveden vySe, ligovina k ¢DNA C-oblasti Cyl lidského H-fet¥zce, byla
pomoci PCR modifikovana. Protisméry primer MBC1HVS2 (SEQ ID NO:9) pro V-oblast H-
fetézce byl navrzen tak, aby dollo k nahrazeni druhé aminokyseliny (asparagin) sekvence
kodujici pfedni Sist vedouci sekvence pro V-oblast H-fetézce glycinem a aby mél Kozakovu
sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol., 196, 947 a% 950, 1987) i misto pro rozpoznani Hind I
a misto pro rozpoznani EcoRI. Primer MBC1HVR2, sméfujici po sméru, (SEQ ID NO:10) pro
V-oblast H-fet€zce byl navrZen tak, aby hybridizoval se sekvenci DNA kédujici 3 oblast J-
oblasti, aby kddoval 5 ‘oblast C-oblasti a aby m&l sekvence pro rozpoznani Apal a Smal.

PCR bylo provedeno pomoci TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a pufiu. Roztok
pro PCR obsahoval (na 50 ul) 0,6 pg plasmidu MBC1H/pUC19 jako matricovou DNA, 50 pmol
MBCIHVS2 a 50 pmol MBC1HVR?2 jakoZto primery, 2,5 U TaKaRa Ex Taq a 0,25 mM dNTP
v pufiu. Pfes toto bylo pievrstveno 50 pl mineralniho oleje. PCR probihalo ve 30 cyklech za
téchto podminek: 94 °C po dobu 1 min.; 55 °C po dobu 1 min. a 72 °C po dobu 1 min. DNA
fragmenty amplifikované pomoci PCR byly separovany elektroforézou v agarézovém gelu na
1% Sea Kem GTG Agarose (FMC Bio. Products). Poté byl kousek agarézového gelu, ktery
obsahoval fragment DNA o velikosti 456 bp, vyfiznut a tento fragment DNA byl predistén
pomoci GENECLEAN II Kit (BIO101) v souladu spokyny, které jsou soudasti soupravy.
PieCiSténa DNA byla sraZena ethanolem a poté byla rozpusténa ve 20 ul roztoku obsahujiciho 10
mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Vysledny roztok DNA (1 pug) byl nastépen restrikénimi enzymy EcoRI a Smal (Takara
Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C a po dobu 1 h. Roztok po Stépeni byl extrahovén fenolem a
chloroformem a poté byla sledovana DNA vysraZena ethanolem. Ziskany DNA fragment po
Stépeni EcoRI a Smal, ktery obsahoval gen kddujici V-oblast mysiho H-fetézce, byl subklonovan
do vektoru pUC19, ktery byl nastépen enzymy EcoRI a Smal. Vysledny plasmid byl sekvenovan
na zafizeni DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer) pomoci primer M13 Primer M4 a M13
Primer RV a soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer). Byl ziskin
plasmid, ktery obsahoval gen kédujici V-oblast mysiho H-fetdzce pochazejici z hybridomu #23-

57-137-1, ktery mél sprivnou nukleotidovou sekvenci, sekvence pro rozpoznini EcoRI a
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HindIlI a Kozakovu sekvenci na svém 5 konci a sekvence pro rozpoznani Apal a Smal na svém

3" konci. Tento plasmid byl oznaden ,MBC1Hv/pUC19*,

(ili) Konstrukce expresniho vektoru pro H-fetézec chimerické protilatky

cDNA obsahujici DNA pro C-oblast Cyl H-fetézce lidské protilitky byla p¥ipravena
nasledujicim postupem. Z CHO buiiky, do které byly vlozeny expresni vektor DHFR-AE-RVh-
PM-1-f (viz WO 92/19759) koédujici genomické DNA V-oblasti H-fetézce polidsténé protilatky
PM1 a C-oblasti H-fetézce IgG1 lidské protilatky (N. Takahashi a kol., Cell 29, 671 a% 679,
1982) a expresni vektor RV1-PM1a (viz WO 92/19759) kédujici genomické DNA V-oblasti L-
fetézce polidténé protilitky PM1 a C-oblasti x fetézce L-fetézce lidské protilitky, byla
piipravena mRNA. Pouzitim mRNA, byla metodou RT-PCR klonovina cDNA obsahujici V-
oblast H-fet€zce polidSténé protilitky PM1 a C-oblast Cyl lidské protilitky a poté byla
subklonovana do plasmidu pUC19 do mista HindIII-BamHI. Po sekvenovini byl ziskan plasmid,
ktery mél spravnou nukleotidovou sekvenci a ktery byl oznaden ,pRVh-PM1£f-cDNA*

Pro konstruovani expresniho vektoru pro cDNA obsahujici gen pro V-oblast H-fetézce
polidsténé protilitky PM1 a gen pro C-oblast Cy1 lidské protilatky byl piipraven expresni vektor
DHFR-AE-RVh-PM-1-f, ve kterém byly deletovany HindIIl misto mezi SV40 promotorem a
DHFR genem i EcoRI misto mezi EF-la. promotorem a genem pro V-oblast H-fetdzce
polidsténé protilatky PM1.

Ziskany plasmid (pRVh-PMI1f-cDNA) byl nastépen BamHI, konce byly ztupeny
Klenowovym fragmentem a dale byl nast&pen HindIIl, &imz byl ziskan fragment HindIII-BamHI
s tupymi konci. Tento fragment byl ligovan do vySe zmingného expresniho vektoru DHFR-AE-
RVh-PM1-f s deletovanym HindIlI mistem a EcoRI mistem, ktery byl nastépen HindIII a
BamHI. Tim byl zkonstruovan expresni vektor RVh-PM1f-cDNA, ktery obsahoval cDNA
kodujici V-oblast H-fet€zce polidsténé protilatky PM1 a C-oblast Cy1 lidské protilatky.

Expresni vektor RVh-PM1f:cDNA obsahujici ¢DNA kodujici V-oblast H-fetdzce
polidsténé protilitky PM1 a C-oblast Cy1 lidské protilatky byl nastépen Apal a BamHI. Z né&j byl
ziskan DNA fragment obsahujici C-oblast H-fetézce. Vysledny DNA fragment byl zadlenén do
vySe uvedeného plasmidu MBC1Hv/pUC19, ktery byl natépen Apal a BamHI. Takto
piipraveny plasmid byl oznafen ,MBCIHcDNA/pUC19“ Tento plasmid obsahoval cDNA
kodujici V-oblast H-fetézce mysi protilatky a C-oblast Cy1 lidské protilatky a m&l sekvence pro
rozpoznani HindIIl a EcoRI na svém 5 konci a sekvence pro rozpoznini BamHI na svém 3’

konci.
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Plasmid MBC1HcDNA/pUC19 byl nastépen EcoRI a BamHI za vzniku DNA fragmentu,
ktery obsahoval nukleotidovou sekvenci kodujici H-fetdzec chimerické protilatky. Vysledny
DNA fragment byl za¢lenén do expresniho vektoru pCOS1, ktery byl nast&pen EcoRI a BamHI.
Timto byl ziskdn expresni vektor pro chimerickou protilatku, ktery byl oznalen
~>MBC1HcDNA/pCOS1“. Expresni vektor pCOS1 byl zde konstruovan pomoci HEF-PMh-gy1
(viz WO 92/19759) vystépenim genii pro protilatku prostfednictvim $t&peni EcoRI a Smal a poté
jeho zaligovanim do EcoRI-NotI-BamHI Adaptor (Takara Shuzo Co., Ltd.).

Pro piipravu plasmidu pro expresi v CHO buiice byl plasmid MBCI1HcDNA/pUC19
nastépen EcoRI a BamHI, &imz byl ziskin DNA fragment obsahujici gen pro H-fetézec
chimerické protilatky. DNA fragment byl poté za&lenén do expresniho plasmidu pCHO1, ktery
byl nastépen EcoRI a BamHI. Vysledkem byl expresni plasmid pro chimerickou protilatku, ktery
byl oznaden ,MBC1HcDNA/pCHO1“ Expresni vektor pCHO1 byl zde konstruovan pomoci
DHFR-AE-rvH-PM1-f (viz WO 92/19759) vystépenim genu pro protilatku pomoci EcoRI a Smal
a poté zaligovanim do EcoRI-Notl-BamHI Adaptor (Takara Shuzo, Co., 1td.).

(2)  Konstrukce C-oblasti lidského L-fetézce

(i) Piiprava klonovaciho vektoru

Pro konstrukci vektoru pUC19 obsahujiciho gen pro C-oblast lidského L-fetézce, byl
pfipraven vektor pUC19 s deletovanym HindIII mistem. Vektor pUC19 (2 pg) byl nastdpen ve
20 pl reakéniho roztoku obsahujiciho 20 mM Tris-HC1 (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT,
100 mM KCL 8 U HindIII (Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teplot& 37 °C po dobu 1 h. Vysledny
roztok byl extrahovan fenolem a chloroformem a poté byl podroben ethanolovému sraZeni
s cilem ziskat poZadovanou DNA.

Ziskand DNA byla podrobena reakci v 50 ul reakéniho roztoku obsahujictho 50 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgClL, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 0,5 mM dNTP a 6 U Klenowova
fragmentu (Gibco BRL). Reakce probihala pii laboratorni teplotd po dobu 20 min. Timto
zplisobem byly ztupeny terminilni konce DNA. Tato reakéni smés byla extrahovéna fenolem a
chloroformem a poté byla podrobena ethanolovému srazeni, jeho¥ cilem bylo ziskat vektorovou
DNA.

Takto ziskana vektorova DNA byla podrobena reakci v reakénim roztoku o objemu 10 i,
ktery obsahoval 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5 obj.%
polyethylenglykol-8000 a 0,5 U T4 DNA ligizy (Gibco BRL). Reakce probihala pii teplots
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16 °C po dobu 2 h. Cilem byla samoligace vektorové DNA. Reakéni roztok (5ul) byl pridan ke
100 pl roztoku, ktery obsahoval kompetentni buitky E. coli, IM109 (Nippon Gene Co., Itd.) a
vysledny roztok byl ponechan stat 30 min. v ledu, 1 min. pfi teploté 42 °C a opét 1 min. v ledu.
Kreakénimu roztoku bylo pfidino kultivaéni médium SOC (500 pl) a byla provedena 1 h
inkubace pfi teploté 37 °C. Vysledny roztok byl rozetien na agarové médium 2xYT (obsahujici
50 pg/ml ampicilinu), na jehoZ povrch byly aplikoviny X-gal a IPTG (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook, a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Misky byly
kultivovany pfi teplot& 37 °C pies noc, &im¥ byl ziskén transformant.

Transformant byl kultivovéin v médiu 2xYT (20 ml) obsahujicim ampicilin (50 pg/ml) pii
37 °C pfes noc. Zbungk kultivaniho média byla izolovéna plasmidova DNA, ktera byla
pieCiSténa pomoci soupravy Plasmid Mini Kit (QIAGEN) v souladu s pokyny, které byly
soucasti soupravy. Pielistény plasmid byl natépen HindIIl. Plasmid, u kterého bylo potvrzeno,
Ze mé deletované HindIII misto, byl oznagen jako ,pUC19AHind T

(i)  Konstrukce DNA kédujici C-oblast A fetSzce lidského L-fetszce

U C-oblasti A fetézce L-fetdzce lidské protilatky je znimo, ¥e ma alespoii 4 izotypy
véetng Mcg'Ke'0z’, McgKe' 0z, McgKe'Oz" a McgKe Oz (P. Dariavach, a kol., Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 84, 9074 az 9078, 1987). V databizi EMBL byl proveden vybér C-oblasti A
fetézce L-fetézce lidské protilatky, ktera je homologni s C-oblasti A fetézce L-fetdzce mysi
protilatky #23-57-137-1. Vysledkem bylo zjisténi, e nejvyssi stupei homologie s C-oblasti A-
fetézce L-fet€zce mysi #23-57-137-1 vykazoval Mcg'Ke'Oz izotyp A-fetdzce L-fetézce lidské
protilatky (piistupové &islo X57819) (P. Dariavach, a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 9074
az 9078, 1987) a to 64,4% homologii aminokyselinové sekvence a 73,4% homologii
nukleotidové sekvence.

Gen kodujici C-oblast A fetézce L-fetézce lidské protilatky byl konstruovan pomoci PCR.
Primer pro PCR byl syntetizovin pomoci zafizeni 394 DNA/RNA Synthesizer (ABI).
Syntetizované primery byly néasledujici: HLAMB1 (SEQ ID NO:11) a HLAMB3 (SEQ ID
NO:13), pficemz oba mély templitovou DNA sekvenci a HLAMB2 (SEQ ID NO:12) a
HLAMB4 (SEQ ID NO:14), pfiSemZ oba mély netemplitovou DNA sekvenci; kazdy primer
obsahoval na obou terminalnich koncich komplementamni sekvenci 20 az 23 bp.

Vnéji primery HLAMBS (SEQ ID NO:15) a HLAMBR (SEQ ID NO: 16) mély sekvence
homologni s primery HLAMB1 a HLAMB4. HLAMBS obsahoval sekvence pro rozpoznani
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EcoRI, HindIII a Blnl a HLAMBR obsahoval sekvenci pro rozpoznini EcoRL. V prvnim PCR
byly provedeny reakce mezi HLAMB1 a HLAMB?2 a mezi HLAMB3 a HLAMB4. Po ukondeni
reakci byly oba vysledné produkty PCR smichany v ekvivalentnich mno¥stvich a poté byly
kompletovany v nasledujicim druhém PCR. K reakénimu roztoku byly pfidany vnéj$i primery
HLAMBS a HLAMBR. Tato reakéni sm&s byla podrobena tfetimu PCR, jehoz cilem bylo
amplifikovat DNA o celé délce.

Kazdé PCR bylo provedeno pomoci TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Itd.) v souladu
s pokyny, které jsou soutasti soupravy. V prvnim PCR bylo pouZito 100 pl reakéniho roztoku
obsahujiciho 5 pmol HLAMBI, 0,5 pmol HLAMB2 a 5 U TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) nebo reakéniho roztoku obsahujictho 5 pmol HLAMBS3, 5 pmol HLAMB4 a 5 U TaKaRa
Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Toto vie bylo pfevrstveno 50 pl mineralniho oleje. PCR
probihalo v 5 cyklech za t&chto podminek: 94 °C 1 min., 60 °C 1 min. a 72 °C 1 min.

V druhém PCR byla pouZita sm&s obou reakénich roztoki (50 pl kazdého), ktera byla
pievistvena 50 ul minerilniho oleje. Prob&hly 3 cykly PCR za t&chto podminek: 94 °C 1 min.,
60 °C 1 min. a 72 °C 1 min.

Ve tietim PCR byl pouzit reakéni roztok, do kterého byly ptidany vngjsi primery
HLAMBS a HLAMBR (50 pmol kazdého). PCR probéhlo ve 30 cyklech za nasledujicich
podminek: 94 °C 1 min., 60 °C 1 min. a 72 °C 1 min.

Fragment DNA ziskany tfetim PCR byl podroben elektroforéze v 3% agardzovém gelu
(NuSieve GTG Agarose, FMC) a poté byl z gelu separovan a pie&istén pomoci GENECLEAN II
Kit (BIO101) v souladu s pokyny, které jsou soudasti soupravy.

Ziskany DNA fragment byl nastpen v reakénim roztoku (20 pl), ktery obsahoval 50 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, a 8 U EcoRI (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1 h. Tento reakdni roztok byl extrahovin fenolem a
chloroformem a DNA z n&j byla ziskéna ethanolovym sraZenim. DNA byla rozpusténa v roztoku
(8 ul) obsahujicim 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Plasmid pUC19AHindIII (0,8 ug), ktery byl pfipraven vyse uvedenym postupem, byl
na$tépen stejnym postupem, jako je uvedeno vyse, enzymem EcoRI Roztok po Stépeni byl
podroben extrakei fenolem/chloroformem a poté bylo provedeno ethanolové sriZeni, Simz byl
ziskan naStépeny plasmid pUC19AHindIIl. Nastépeny plasmid byl podroben reakci v roztoku
(50 ul), ktery obsahoval 50 mM Tris-HCI (pH 9,0), 1 mM MgCl, a alkalickou fosfatizu (E. coli
C75; Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pfi teplot& 37 °C po dobu 30 min.. Cilem tohoto
kroku bylo defosforylovat (tzn. ofetfit BAP) plasmid. Reakéni roztok byl podroben extrakci
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fenolem/chloroformem a DNA z n&j byla ziskana ethanolovym sraenim. Takto ziskani DNA
byla rozpusténa v roztoku (10 pl) obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Plasmid pUC19AHindIII (1 pl), oetieny BAP, byl ligovin do vyse zmin&nych PCR
produktii (4 ul) pomoci soupravy DNA Ligation Kit Ver. 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledny
plasmid byl zaClenén do kompetentni buiiky E. coli, IM109 a vysledkem byl transformant.
Transformant byl kultivovan pies noc v médiu 2xYT (2 ml) obsahujicim ampicilin o koncentraci
50 pl/ml. Plasmid byl z bunééné frakce izolovan pomoci QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

U ziskaného plasmidu byla sekvenovana klonovani &ast DNA. Sekvenovani bylo
uskutednéno v sekvenatoru 373A DNA Sequencer (ABI) pomoci M13 Primer M4 a M13 Primer
RV (Takara Shuzo Co., Ltd.) Vysledkem bylo zjisténi, 7e klonovana DNA obsahovala deleci o
velikosti 12 bp. Plasmid byl oznaden ,,CAA/pUC19“. Poté byly pro vytvoieni deletované &asti
nové syntetizovany primery HCLMS (SEQ ID NO:17) a HCLMR (SEQ ID NO:18) a pomoci
téchto primerd byla PCR postupem rekonstruovana spravna DNA.

V prvnim PCR byl jako matrice pouZit plasmid CAA/pUC19 s DNA deleci a reakce byla
provedena s kazdou sadou primerd HLAMBS a HCLMS a HCLMS a HLAMBA4. Produkty PCR
byly piecistény oddélené. Ve druhém PCR byly produkty sestaveny dohromady. Ve tfetim PCR
byly k reakénimu produktu druhého PCR piidiny vnéj$i primery HLAMBS a HLAMB4 a
produkt byl amplifikovan s cilem ziskat celou DNA.

V prvnim PCR byl pouZit reakéni roztok (100 pl) obsahujici 0,1 ug CAA/UC19 jako
matrici, bud’ 50 pmol kazdého primeru HLAMBS a HCLMR nebo 50 pmol kazdého primeru
HCLMS a HLAMB4 a 5 U TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Toto bylo pievrstveno 50
pul mineralniho oleje. PCR probihalo ve 30 cyklech za téchto podminek: 94 °C 1 min., 60 °C 1
min. a 72 °C 1 min.

Produkty prvniho PCR, HLAMBS-HCLMR (236 bp) a HCLMS-HLAMB4 (147 bp),
byly jednotlivé podrobeny elektroforéze v 3% agarézovém gelu scilem izolovat DNA
fragmenty. DNA fragmenty byly shroméazdény a z gelu byly predistény pomoci GENECLEAN Il
Kit (BIO101). Ve druhém PCR bylo pouZito 20 pl reakéniho roztoku obsahujiciho 40 ng
kaZdého pietisténého DNA fragmentu a 1 U TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Pies toto
bylo pfevrstveno 25 pl mineralniho oleje. Probshlo 5 cykli PCR za téchto podminek: 94 °C 1
min., 60 °C 1 min. a 72 °C 1 min.

Ve tietim PCR byl pouZit reakéni roztok o objemu 100 pl obsahujici 2 pl reakéniho
roztoku ziskaného ve druhém PCR, 50 pmol kazdého vn&jsiho primeru HLAMBS a HLAMB4 a
5 U TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Pies toto bylo pfevrstveno 50 pl mineralniho
oleje. PCR probéhlo ve 30 cyklech za nasledujicich podminek: 94 °C 1 min., 60 °C 1 min. a
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72 °C 1 min. Timto byl ziskan DNA fragment o velikosti 357 bp (produkt tfetiho PCR). DNA
fragment byl podroben elektroforéze v 3% agar6zovém gelu, aby mohl byt izolovin DNA
fragment. Vysledny DNA fragment byl ziskan a pfegistén pomoci soupravy GENECLEAN Kit
(B1I0O101).

Cast (0,1 ug) takto ziskaného DNA fragmentu byla nast&pena EcoRI a poté subklonovéna
do plasmidu pUC19AHindIIl, ktery byl ofetien BAP. Vysledny plasmid byl zadlenén do
kompetentni buiiky E. coli IM109 za vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan pres
noc v médiu 2xYT (2 ml) obsahujicim ampicilin o koncentraci 50 ul/ml. Plasmid byl z bun&éné
frakce izolovan a pfe¢istén pomoci soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

PieCistény plasmid byl sekvenovan v sekvenatoru 373A DNA Sequencer (ABI) pomoci
M13 Primer M4 a M13 Primer RV (Takara Shuzo Co., Ltd.). Plasmid, u kterého byla potvrzena
spravna nukleotidova sekvence bez jakékoliv delece, byl oznaden jako ", CA/pUC19<.

(i)  Konstrukce genu kodujiciho C-oblast « fetézce lidského L-fetdzce

DNA fragment kédujici C-oblast x fetézce L-fetézce byl klonovan zplasmidu HEF-
PM1k-gk (WO 92/19759) pomoci PCR. Primer HKAPS, sméfujici po sméru, (SEQ ID NO:19)
byl navr¥en tak, aby obsahoval EcoRI, HindIIl a Blnl rozpoznivaci sekvence a zpétny primer
HKAPA (SEQ ID NO:20) byl navrZen tak, aby obsahoval rozpoznavaci sekvenci pro EcoRL

PCR bylo provedeno pomoci 100 ul reakéniho roztoku obsahujiciho 0,1 pg plasmidu
HEF-PM1k-gk jako matrici, 50 pmol kazdého primeru HKAPS a HKAPA a 5 U TaKaRa Ex Taq
(Takara Shuzo Co., Ltd.). Pfes toto bylo pfevrstveno 50 pl mineralniho oleje. PCR probéhlo ve
30 cyklech za nasledujicich podminek: 94 °C 1 min., 60 °C 1 min. a 72 °C 1 min. Tim byl ziskan
produkt PCR o velikosti 360 bp. DNA fragment byl izolovan a pieitén elektroforézou v 3%
agarozovém gelu a poté byl shromazdén a pfedistén pomoci soupravy GENECLEANII Kit
(BIO101).

Takto ziskany DNA fragment byl nastépen EcoRI a poté byl klonovan do plasmidu
pUCI9AHindIIL, ktery byl oSetfen BAP. Vysledny plasmid byl zaélenén do kompetentni buiiky
E. coli IM109 za vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan ptes noc v médiu 2xYT (2
ml) obsahujicim ampicilin o koncentraci 50 pl/ml Plasmid byl zbun&tné frakce piedistén
pomoci QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Predistény plasmid byl sekvenovan v sekvenitoru 373A DNA Sequencer (ABI) pomoci
M13 Primer M4 a M13 Primer RV (Takara Shuzo Co., Ltd.). Plasmid, u kterého byla potvrzena
spravna nukleotidova sekvence, byl oznaden ", Cx/pUC19*.
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(3)  Konstrukce expresniho vektoru pro L-fetézec chimerické protilatky

Byl sestrojen expresni vektor pro L-fetézec chimerické protilatky #23-57-137-1. Gen
kodujici V-oblast L-fetézce protilatky #23-57-137-1 byl ligovin do mista HindIII-Blnl
(umisténého bezprostiedng pied C-oblasti lidské protilatky) plasmidu CA/pUC19 a Cx/pUC19.
Timto byly ziskdny vektory pUC19, které obsahuji DNA kédujici V-oblast L-fetézce chimerické
protilatky #23-57-137-1 a bud’ C-oblast A fetdzce L-fetdzce nebo C-oblast x oblasti I-fetézce.
Kazdy ze vzniklych plasmidi byl poté nastépen EcoRI s cilem separovat gen pro L-ietézec
chimerické protilitky. Gen byl subklonovan do HEF expresniho vektoru.

To znamena, ze zplasmidu MBC1L24 byl pomoci PCR klonovian DNA fragment
kédujici V-oblast L-fetézce protilitky #23-57-137-1. Primery, pouzité v PCR, byly jednotlivé
syntetizovany pomoci 394 DNA/RNA Synthetizer (ABI). Protismémy primer MBCCHL1 (SEQ
ID NO:21) byl navrZen tak, aby obsahoval sekvenci rozpoznavajici HindIII a Kozakovu sekvenci
(Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196, 947 a% 950, 1987) a primer, sméfujici po sméru,
MBCCHL3 (SEQ ID NO:22) byl navrzen tak, aby obsahoval sekvenci pro rozpoznani BgllIl a
RcoRI

PCR bylo provedeno ve 100 pl reakéniho roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH
8,3), 50 mM KCL, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,1 ug MBC11.24, 50 pmol ka¥dého primeru
MBCCHL1 a MBCCHLS3 a 1 pl AmpliTaq (Perkin-Elmer). Pfes toto bylo pievrstveno 50 pl
mineralniho oleje. PCR probshlo ve 30 cyklech za nasledujicich podminek: 94 °C 45 s, 60 °C 45
sa 72 °C 2 min.

Produkt PCR o velikosti 444 bp byl podroben elektroforéze v 3% agarézovém gelu, poté
byl shromazdén a piedistén pouzitim GENECLEAN II Kit (BIO101). Pfedistény produkt PCR
byl rozpustén ve 20 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA. Produkt
PCR (1 pl) byl nastépen ve 20 pl reakéniho roztoku obsahujictho 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10
mM MgCh, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 8 U HindIII (Takara Shuzo Co., Itd.) a 8 U EcoRI
(Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pii teplots 37 °C po dobu 1 h. Roztok po Stépeni byl
podroben extrakci fenol/chloroformem a poZadovani DNA byla ztohoto roztoku zskana
ethanolovym srazenim. DNA byla rozpuiténa v 8 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH
7,4) a 1 mM EDTA.

Stejnym postupem byl plasmid pUC19 (1 pg) nastépen enzymy HindIII a EcoRI. Rovngs
byl podroben extrakci fenol/chloroformem a poté ethanolovému sriZeni. Ziskany naStépeny
plasmid byl oSetfen alkalickou fosfatazou (BAP) (E. coli C75; Takara Shuzo Co., Ltd.).
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Vysledny reakéni roztok byl extrahovan fenol/chloroformem a DNA byla ziskana ethanolovym
staZzenim. DNA byla rozpusténa v 10 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (PH7,4)a 1 mM
EDTA.

Plasmid pUC19 (1 pl), oSetieny BAP, byl ligovan do vy$e ziskaného produktu PCR 4
ul) pomoci soupravy DNA Ligation Kit Ver. 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledny plasmid byl
zaClenén do kompetentni buiiky E. coli JIM109 (Nippon Gene Co., Ltd.) stejnym zpuisobem jako
je uvedeno vySe. Vysledkem byl transformant, ktery byl rozetien na agarové médium 2xYT,
obsahujici 50 pg/ml ampicilinu a byl kultivovan pii teploté 37 °C pies noc. Vysledny
transformant byl poté kultivovan pii teploté 37 °C ve 2 ml média 2xYT, které obsahovalo 50
pg/ml ampicilinu. Z bunétné frakce byl plasmid predistén pomoci soupravy QIAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN). Poté, co byla stanovena nukleotidova sekvence, byl plasmid, u kterého
byla potvrzena spravna nukleotidovéa sekvence, oznaden jako " ,CHL/pUC19%

Plasmidy CA/pUC19 a Ck/pUC19 (1 ug kazdého) byly nastépeny v reakénim roztoku o
objemu 20 p1 obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM KCI,
8 U HindIII (Takara Shuzo Co., Ltd.) a 2 U Blnl (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pii
teploté 37 °C po dobu 1 h. Roztok po $t&peni byl podroben extrakci fenol/chloroformem a DNA
byla z tohoto roztoku ziskana ethanolovym sraZenim. DNA byla ofetiena BAP pfi teploté 37 °C
po dobu 30 min. Reakéni roztok byl extrahovén fenol/chloroformem a DNA z n&j byla ziskana
ethanolovym sraZzenim. DNA byla rozpusténa v 10 ul roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCl (pH
7,4) a1 mM EDTA.

Plasmid CHL/pUC19, ktery obsahoval DNA kédujici V-oblast L-fet8zce #23-57-137-1
(8 pg), byl stejnym zpiisobem jako je uvedeno vySe nastépen enzymy HindIIl a BlnL. Tim byl
ziskin DNA fragment o velikosti 409 bp. DNA fragment byl podroben elektorforéze v 3%
agarézovém gelu, poté byl shroméazdén a piedistén zgeln pomoci GENECLEAN I Kit
(BIO101). DNA byla rozpusténa v 10 ul roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM
EDTA.

DNA pro V-oblast L-fetézce (4 pl) byla subklonovana do 1 pl plasmidi CA/pUC19 a
Cx/pUC19, oletfenych BAP, a poté byla zalenéna do kompetentni buiiky E. coli IM109 za
vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan pies moc ve 3 ml média 2xYT, které
obsahovalo 50 pg/ml ampicilinu. Z bun&&né frakce byl plasmid izolovan a pieistén pomoci
QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN). Takto pfipravené plasmidy byly oznadeny
»MBC1L(A)/pUC19*“ a ,MBC1L(x)/pUC19*.
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Oba plasmidy MBC1L(A)/pUC19 i MBC1L(x)/pUC19 byly nastépeny EcoRI a poté byly
podrobeny elektroforéze v 3% agardzovém gelu. DNA fragment o velikosti 743 bp byl zgelu
izolovan a pfedistén pomoci soupravy GENECLEAN II Kit (BIO101) a poté byl rozpustén v 10
ul roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Expresni vektor (plasmid HEF-PM1k-gk) (2,7 ug) byl nastdpen EcoRI a poté byl
extrahovéan fenol/chloroformem. DNA z ngj byla ziskana ethanolovym sra¥enim. DNA fragment
byl oSetfen BAP a poté byl podroben elektorforéze v 1% agarézovém gelu. DNA fragment o
velikosti 6561 bp byl zgelu izolovan a piedistén pomoci GENECLEAN II Kit (BIO101).
Precistény DNA fragment byl rozpustén v 10 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4)
a 1 mM EDTA.

HEF vektor (2 pl), oSetfeny BAP, byl ligovin do EcoRI fragmentu (3 ub) kazdého
plasmidu MBCIL(A)/pUC19 a MBC1L(x)/pUC19. Produkt ligace byl zadlengn do kompetentni
buiiky E. coli JM109 za vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan ve 2 ml média
2xYT, které obsahovalo 50 pug/ml ampicilinu. Z bun&&né frakce byl plasmid pieCistén pomoci
soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

PietiStény plasmid byl nastSpen v reakénim roztoku o objemu 20 pl obsahujicim 20 mM
Tris-HC1 (pH 8,5), 10 mM MgCl;, 1 mM DTT, 100 mM KCl, 8 U HindIII (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) a 2 U Pvul (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pii teplots 37 °C po dobu 1 h.
Touto reakei byly ziskédny fragmenty o velikosti 5104/2195 bp a to v piipads, %e fragment byl
inzertovan ve sprivné orientaci nebo byly ziskiny fragmenty o velikosti 4378/2926 bp a to
tehdy, pokud byl fragment inzertovan v opaéné orientaci. Plasmid, u n&ho¥ bylo potvrzeno, Ze
ma fragment ve spravné orientaci, byl oznaden jako ,MBC 1L(A)/neo*“ pro plasmid
MBCIL(A)/pUC19 nebo jako ,MBCIL(x)/neo pro plasmid MBC1L(x)/pUC19.

(4)  Transfekce buitky COS-7

Pro zjiSténi vazebné aktivity pro antigen a neutralizadni aktivity chimerickych protilatek,
byly expresni plasmidy piipravené vyse uvedenym postupem, jednotlivg pfechodns exprimovany
v butice COS-7.

Piechodna exprese chimerickych protilitek byla provedena pomoci kadé z kombinaci
plasmidi MBC1HcDNA/pCOS1 a MBCIL(A)neo a plasmidé MBClHéDNA/pCOSl a
MBCIL(x)/neo spole¢nou transfekci buiiky COS-7 plasmidy. Za timto ddelem byla pouzita
elektroporace v zafizeni Gene Pulser (Bio Rad). To znamens, Ze k suspenzi COS-7 bundk (0,8

ml; 1x107 bungk/ml) v PBS(-) byly pfidany plasmidy (10 pg kazdého). Do vysledného roztoku
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byly aplikovany pulsy o elektrostatické kapacit& 1 500 V a 2 pF s cilem uskutecnit elektroporaci.
Po 10 min. pii laboratomi teploté byly buiiky po elektroporaci suspendovany v médiu DMEM
(GIBCO) obsahujicim 2% FCS Ultra Low IgG (GIBCO). Poté byly kultivovany v kultivacnich
miskich o priméru 10 cm v CO, inkubdtoru. Po 72 h kultivace byl supematant kultury
shrom4?dén a aby byly odstrandny bunétné zbytky, byl odstiedén. Tim byl ziskin vzorek pro
naslednou ELISA. Vtomto postupu bylo piedisténi chimerické protilatky ze supernatantu
kultury COS-7 bungk provedeno pomoci soupravy AffiGel Protein A MAPSII Kit (Bio Rad)

v souladu s pokyny, které jsou soucasti soupravy.
(5) ELISA
(i) Stanoveni koncentrace protilatek

Mikrotitraéni destidka pro ELISA pro stanoveni koncentrace protilitek byla pfipravena
nasledujicim zpisobem. Kazda jamka mikrotitraéni desti¢ky pro ELISA o 96 jamkach
(Maxisorp, NUNC) byla potazena 100 pl pufru pouzivaného pro potahovani (0,1 M NaHCO;,
0,02% NaN3) obohaceného o kozli protilatku proti lidskym IgG (TAGO) o koncentraci 1 pg/ml
Poté byla destitka blokovana 200 pl fedictho pufu (50 mM Tris-HC], 1 mM MgClL, 0,1 M
NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaNs, 1% hovézi sérovy albumin (BSA); pH 7,2). Do kazdé
jamky desti¢ky byla pfidina jednotliva postupna fedéni supernatantu kultury COS-7 bungk, ve
kterych byla exprimovana kazda z chimerickych protilitek, nebo byla piidana jednotliva
postupna fedéni kazdé chimerické protilatky per se v pietisténé formé. Mikrotitradni desti¢ka
byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 1 h a poté byla promyta roztokem PBS-Tween
20. Do ka¥dé jamky mikrotitraéni desticky bylo pfidano 100 pl roztoku alkalické fosfatazy
konjugované kozlimi protilatkami proti lidskym IgG (TAGO). Poté co byla desticka inkubovana
pii laboratorni teploté 1 h a byla promyta roztokem PBS-Tween 20, byl do kazdé jamky pfidan
roztok substratu (,,Sigma 104 p-nitrofenylfosforecna kyselina, SIGMA) o koncentraci 1 mg/ml.
Byla méfena absorbance roztoku pii 405 nm na zafizeni Microplate Reader (Bio Rad), jehoZ
cilem bylo stanovit koncentraci protilatek. Jako standard byla pii tomto stanoveni pouzita

piedisténd Hu IgGIA.
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(i)  Stanoveni schopnosti vazat antigen

Desti¢ka pro ELISA pro stanoveni schopnosti vazat antigen byla pfipravena nasledujicim
zpusobem. Kazda jamka mikrotitra¢ni destiky pro ELISA o 96 jamkach byla potaZena 100 pl
pufiu pouZivaného pro potahovani obohaceného o lidsky PTHrP (1 az 34) (Peptide Research
Institute) v koncentraci 1 pg/ml. Desti¢ka byla poté blokovana 200 pl fediciho pufru. Do kaZdé
jamky desti¢ky byla pfidana jednotliva postupna fedéni supernatantu kultury COS-7 bungk, ve
kterych byla exprimovina kazda zchimerickych protilitek, nebo byla pfidana jednotliva
postupna fedéni kazdé chimerické protilatky per se v piedisténé form&. Poté co byla destitka
inkubovana pii laboratorni teploté a byla promyta roztokem PBS-Tween 20, bylo do kazdé
jamky mikrotitrani desticky pfidano 100 ul roztoku alkalické fosfatazy konjugované kozlimi
protilatkami proti lidskym IgG (TAGO). Destika byla inkubovana pfi laboratorni teploté, byla
promyta roztokem PBS-Tween 20 a poté byl do kazdé jamky piidan roztok substratu (,,Sigma
104%, p-nitrofenylfosforeéna kyselina, SIGMA) o koncentraci 1 mg/ml. Byla méfena absorbance
roztoku pii 405 nm na zafizeni Microplate Reader (Bio Rad).

Vysledkem bylo zji§téni, ze chimerické protilatky vykazovaly schopnost vazat se na
lidsky PTHrP (1 az 34) a klonované V-oblasti mySich protilitek mély spravné struktury. Rovngz
bylo zjisténo, ze mezi chimerickou protilitkou s C-oblasti A fetdzce L-fetézce a chimerickou
protilatkou s C-oblasti k fetézce L-fetézce neexistuje ve schopnosti vazat se na PTHrP (1 aZ 34)
Zadny rozdil. C-oblast L-fetézce polidsténé protilatky byla tudiz konstruovina pomoci A fetézce
L-fetézce polidsténé protilatky.

(6)  Prokazani linie CHO buné&k, schopnych stabiln& produkovat chimerické protilatky

K uréeni bunécné linie schopné stabilné produkovat chimerické protilatky byly expresni
plasmidy pfipravené vySe popsanym zpiisobem zadlenény do CHO bungk (DXB11).

K urCeni bunééné linie schopné stabilné produkovat chimerické protilitky byla pro CHO
builky pouZita nasledujici kombinace expresnich plasmidi: MBCI1HcDNA/pCHO1 a
MBC1L(A)neo a MBC1HcDNA/pCHO1 a MBCI1L(x)/neo. CHO buiika byla transfekovana
plasmidy elektroporaci v Gene Pulser (Bio Rad) a to nasledovng: Jednotlivé expresni vektory
byly nastépeny restrik¢nim enzymem Pvul, aby byly ziskany lineirni DNA. Vysledné DNA byly
extrahovany fenolem a chloroformem a shromaZdény byly ethanolovym sriZenim. Takto
pfipravené plasmidové DNA byly podrobeny elektroporaci. To znamena, ze kazda plasmidova

DNA (10 pg kazdé) byla pfidana k 0,8 ml suspenze CHO bunék v PBS(-) (1x107 bunék/ml). Do
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vysledného roztoku byly aplikovany pulsy o elektrostatické kapacité 1 500 V a 25 uF. Po 10
min. pfi laboratorni teplot& byly buiiky po elektroporaci suspendovany v médiu MEM-q
(GIBCO) obsahujicim 10% FCS (GIBCO). Vysledna suspenze byla kultivovina ve 3
mikrotitradnich desti¢kich o 96 jamkich (Falcon) v CO, inkubitoru. Jeden den po zahajeni
kultivace bylo médium nahrazeno selektivnim médiem (MEM-o, médium bez obsahu
ribonukleosidi nebo deoxyribonukleosidii (GIBCO) obsahujici 10% FCS (GIBCO) a 500 mg/ml
latky GENETICIN (G418Sulfate; GIBCO)). Z kultivaéniho média byly vyselektovany ty buiiky,
do nichZ byl zaClenén gen pro protilitku. Selektivni médium bylo nahrazeno Serstvym médiem.
Asi po 2 tydnech od vymény média byly builky mikroskopoviny. Jestlize byl pozorovan rist
poZadovanych bun€k, bylo u bunék stanoveno mmoZstvi produkovanych protilatek pomoci
ELISA, coZ je popsino vySe. Buiiky, které produkovaly vy$$i mnoZzstvi protilatek, byly
testovany a vybrany.

Poté byla vybrani bunétna linie, kterd je schopna stabiln& produkovat protilatky,
nakultivovana v rotaéni tfepadce v MEM médiu bez ribonukleosidu nebo deoxyribonukleosidu,
obsahujicim 2% FCS Ultra Low IgG. Tieti a &tvity den kultivace byl supernatant kultury
shromézdén a aby byly odstranény bun&éné zbytky, byl zfiltrovan pies filtr (0,2 um, Millipore).

Pecisténi chimerickych protilatek ze supernatantu kultury CHO bunék bylo provedeno
na kolon€ POROS Protein A (PerSeptive Biosystems) na ConSep LC100 (Millipore) v souladu
s pokyny, které jsou soudasti soupravy. Pfedisténé chimerické protilatky byly poskytnuty jako
vzorky pro stanoveni neutralizatni aktivity a pro zkouSeni terapeutické wlinnosti na
hyperkalcinemickd modelova zvifata. Koncentrace a vazebna aktivita pro antigen piedisténych

chimerickych protilatek byly stanoveny pomoci stejného systému pro ELISA, jako byl uveden
vySe.

Piiklad 4 Konstrukce polidsténé protilatky

(1)  Konstrukce H-f'etézce polidsténé protilatky

(i) Konstrukce V-oblasti polidsténého H-fetézce

H-fetézec polidsténé protilatky #23-57-137-1 byl piipraven technikou CDR-roubovani
pomoci PCR. Pro pfipravu H-fetézce polid$téné protilatky #23-57-137-1 (verze ,a*), ktery
obsahuje FR oblasti pochazejici z lidské protilitky S31679 (NBRF-PDB; Cuisinier, A. M. a kol.,
Eur. J. Immunol,, 23, 110 az 118, 1993), bylo pro PCR pouZito nisledujicich 6 primeri: CDR-
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roubujici primery: MBC1HGP1 (SEQ ID NO:23) a MBCIHGP3 (SEQ ID NO:24) (oba obsahuji
templatovou DNA sekvenci) a MBCIHGP2 (SEQ ID NO:25) a MBC1HGP4 (SEQ ID NO:26)
(oba obsahuji netemplitovou DNA sekvenci), pfiSemZ vSechny obsahuji na obou koncich
komplementarni sekvenci o velikosti 15 aZ 21 bp; a vn&j§i primery: MBCIHVS1 (SEQ ID
NO:27) a MBCIHVRI1 (SEQ ID NO:28) vykazujici homologii s CDR-roubujicimi primery
MBC1HGP1 a MBC1HGP4.

Primery MBCIHGP1, MBC1HGP2, MBCIHGP3 a MBCIHGP4 byly separoviny
v polyakrylamidovém gelu, denaturovaném modovinou (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) a z n&j pak byly znamou
metodou rozmélnéni a promyti extrahovany ((Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) a to nasledovné.

Kazdy z CDR-roubujicich primerd (1 nmeol) byl separovan v 6% denaturovaném
polyakrylamidovém gelu s cilem ziskat DNA fragmenty. Z vyslednych DNA fragmentii, byl ten,
ktery mél Zadouci délku, identifikovan na tenké vrstvé silikagelu pomoci ozafovani UV paprsky
a poté byl z gelu ziskan metodou rozmélnéni a promyti. Vysledna DNA byla rozpusténa ve 20 pl
roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA. PCR bylo provedeno pomoci
TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Roztok pro PCR (100 ul) obsahoval 1 ul kazdého
z vySe uvedenych primeri MBC1HGP1, MBCIHGP2, MBCIHGP3 a MBC1HGP4, 0,25 mM
dNTP a 2,5 U TaKaRa Ex Taq v pufru. PCR probihalo v 5 cyklech za téchto podminek: 94 °C
po dobu 1 min.; 55 °C po dobu 1 min. a 72 °C po dobu 1 min. Do vysledného reakéniho roztoku
byly pfidany vnéjsi primery MBC1HVS1 a MBCI1HVRI1 (50 pmol kazdého). S pouZitim této
reak¢ni smési probihalo PCR za stejnych podminek dalSich 30 cykld. Takto amplifikovany DNA
fragment byl separovan elektorforézou v agar6zovém gelu v 4% Nu Sieve GTG Agarose (FMC
Bio. Products).

Ten kousek agarézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA o velikosti 421 bp, byl
vyfiznut a byl z gelu piedistén pomoci soupravy GENECLEAN II Kit (BIO 101) v souladu
s pokyny, které jsou soudasti soupravy. Pie¢istény DNA fragment byl vysraZen ethanolem a poté
byl rozpustén ve 20 ul roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA. Vysledna
reak¢ni smés po PCR byla pouZita pro subklonovani DNA fragmentu do plasmidu pUC19, ktery
byl nastépen restrikénimi enzymy BamHI a HindIII. Poté byla stanovena nukleotidova sekvence
vysledného plasmidu. Plasmid, ktery mél spravnou nukleotidovou sekvenci,‘ byl oznacen jako

,hAMBCHv/pUC19



se seve oa sese .o .

L LR J * * [ ] L ] L oo

* e eee o o . e 0 .

. L 4 e o o . ® e o L d [ 4

41 . . ¢ s 0 . e .
e one LY R L L

(i)  Konstrukce V-oblasti H-fetézce pro cDNA polidsténého H-fetézce

Aby byla DNA pro V-oblast polidsténého H-fetdzce konstruovani postupem,
ktery je uveden vySe, ligovina do ¢DNA C-oblasti Cyl polidgténého H-fetézce, byla
modifikovina pomoci PCR. Pro PCR byl protismémy primer MBC1HVS2 navrien tak, aby
hybridizoval se sekvenci kodujici 5oblast vedouci sekvence pro V-oblast a aby mél Kozakovu
sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol., 196, 947 a% 950, 1987) i misto pro rozpoznani Hind IIT
a EcoRI. Primer MBCIHVR2 sméfujici po sméru byl navrzen tak, aby hybridizoval se sekvenci
DNA kédujici 3’oblast J-oblasti i sDNA sekvenci kédujici 5'oblast C-oblasti a aby mél
sekvence pro rozpoznani Apal a Smal.

PCR bylo provedeno pomoci TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a pfipojeného
pufiu. Roztok pro PCR obsahoval 0,4 pg hMBCHv/pUC19 jako matricovou DNA, 50 pmol
kazdého MBC1HVS2 a MBC1HVR2 jako primerd, 2,5 U TaKaRa Ex Taq a 0,25 mM dNTP
v pufru. PCR probihalo ve 30 cyklech za téchto podminek: 94 °C po dobu 1 min., 55 °C po dobu
1 min. a 72 °C po dobu 1 min. Takto amplifikovany DNA fragment byl separovan elektroforézou
v agar6zovém gelu na 3% Nu Sieve GTG Agarose (FMC Bio. Products).

Ten kousek agardézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA o velikosti 456 bp, byl
vyfiznut a fragment DNA byl z gelu piedistén pomoci GENECLEAN I Kit (BIO 101) v souladu
s pokyny, které jsou soucasti soupravy. Takto predistény DNA fragment byl vysréZen ethanolem
a poté byl rozpustén ve 20 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA.
Takto ziskany reakéni roztok po PCR byl pouzit pro subklonovani DNA fragmentu do plasmidu
pUCIY, ktery byl nastépen EcoRI a Smal. Vysledny plasmid byl sekvenovan, Jako vysledek byl
ziskin plasmid, ktery obsahoval DNA koédujici V-oblast mysiho H-fetdzce pochazejici
zhybridomu #23-57-137-1 a ktery také obsahoval sekvence pro rozpoznani EcoRI a HindIII a
Kozakovu sekvenci na 5'konci a mista pro rozpoznani Apal a Smal na svém 3’konci. Tento
plasmid byl oznaden ,hMBC1Hv/pUC19“.

(2)  Konstrukce expresniho vektoru pro H-fetézec polidsténé protilitky

Plasmid RVh-PM1f-cDNA nesouci cDNA sekvenci pro H-fetézec protilatky
hPM1 byl nastépen Apal a BamHI za vzniku fragmentu obsahujiciho DNA. fragment, ktery
obsahoval DNA koédujici C-oblast H-fetézce. DNA fragment byl zadlen$n do plasmidu
hMBC1Hv/pUC19, ktery byl natépen Apal a BamHI. Ziskany plasmid byl oznaSen jako
»AMBC1HcDNA/pUC19“. Tento plasmid obsahoval jak DNA kédujici V-oblast H-fetdzce
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polidsténé protilatky #23-57-137-1 tak i DNA kédujici C-oblast Cy1 lidského H-¥etézce a rovnés
mé] sekvence pro rozpoznini EcoRI a HindIIl na 5’konci a misto pro rozpoznini BamHI na
svém 3 'konci. Nukleotidova sekvence a odpovidajici aminokyselinova sekvence pro verzi A
polidsténého H-fetézce, kterou nese plasmid hMBC1HcDNA/pUCI9 jsou ukazany v SEQ ID
NO:58 a SEQ ID NO:56.

Plasmid hMBCIHcDNA/pUC19 byl nastépen EcoRI a BamHI za vzniku DNA
fragmentu, ktery obsahoval DNA kédujici H-fetézec. DNA fragment byl zadlenén do expresniho
plasmidu pCOS1, ktery byl nastépen EcoRI a BamHI. Tim byl ziskin expresni plasmid pro
polidsténou protilatku, ktery byl oznaden ,sMBC1HcDNA/pCOS1<.

Pii pfiprav€ plasmidu uZitetného pro expresi v CHO buiice byl plasmid
hMBCIHcDNA/pUC19 nastépen EcoRI a BamHI, &imZ byl ziskin DNA fragment, ktery
obsahoval DNA kédujici H-fetézec. DNA fragment byl za¢lenén do expresniho vektoru pCHO1,
ktery byl nastépen EcoRI a BamHI. Vysledkem byl zisk expresniho plasmidu pro poliditénou
protilatku, ktery byl oznaden ,hiMBC1HcDNA/pCHO1“.

(3)  Konstrukce hybridni V-oblasti L-fetézce
@A) Piiprava hybridni FR1,2/FR3,4 protilatky

Byl pfipraven gen pro L-fetézec FR hybridu, ktery ma FR oblasti jak zpoliditéné
protilitky tak i z mysi (chimerické) protilitky a u kazdé oblasti bylo ur&eno polidsténi. V tomto
kroku byla pfipravena hybridni protilatka, ktera m&la FR1 a FR2, které obé& pochazely zlidské
protilatky a FR3 a FR4, ob& z mysi protilatky. K piipravé bylo pouito restrikéni misto AfIII,
umisténé na CDR2.

Plasmidy MBCIL()A)/neo a hMBC1L()A)/neo (10 ug kazdého) byly jednotlivé nastépeny
ve 100 pl reakéniho roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM MgCl, 1 mM
DTT, 50 mM NaCl, 0,01% BSA a 10 U AfIII (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pfi
teploté 37 °C po dobu 1 h. Vysledné roztoky byly podrobeny elektroforéze v 2% agar0zovém
gelu, ¢imz byly zplasmidu MBC1L(A)/neo ziskiny DNA fragmenty o velikosti 6282 bp
(oznadené jako ,,c1%) a 1022 bp (oznadené jako ,,c2%) nebo z plasmidu hMBC1L(A)/neo DNA
fragmenty o velikosti 6282 bp (oznadené jako ,.h1) a 1022 bp (oznadené jako ,h2%). Tyto DNA
fragmenty byly zgeld shromiZdény a pieliStény pomoci soupravy GENECLEANII Kit
(BIO101).
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Kazdy cl a hl fragment (1 pg) byl oSetfen BAP. DNA fragment byl extrahovan fenolem
a chloroformem, shromaZdén ethanolovym sraZenim a rozpustén v 10 pl roztoku obsahujiciho 10
mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

DNA fragmenty c1 a hl (1 pl kazdého) oSetfené BAP byly ligovany do DNA fragmenti
h2 a ¢2 (4 ul kazdého) (pfi teplotd 4 °C pies noc). KaZzdy ligaéni produkt byl zadlenén do
kompetentni buiiky E. coli IM109 za vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan ve 2 ml
média 2xYT obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu. Plasmid byl z bun&éné frakce pfecistén pomoci
soupravy QIAprep Spin Plasmid kit (QLAGEN).

PreCiStény plasmid byl nastépen ve 20 ul reakéniho roztoku obsahujictho 10 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT a bud’ 2 U ApaLI (Takara Shuzo Co., Ltd.) nebo 8 U
BamHI (Takara Shuzo Co., Itd.) a HindIIl (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pfi
teploté 37 °C po dobu 1 h. V piipads, ze byl cl-h2 zaligovan spravng, vznikly v této $t&pné
reakci fragmenty o velikosti 5560/1246/498 bp (po $tpeni Apal) nebo fragmenty o velikosti
7134/269 bp (po Stépeni BamHI/HindIII). Na ziklad® tohoto pfedpokladu byly identifikovany
zadouci plasmidy.

Expresni vektor kédujici L-fetézec hybridni lidské FR1,2/my§i FR3 4 protilatky byl
oznaden ,,h/mMBCI1L()A)/neo*. Na druhé strang klon pro hl-cl nebyl ziskan. U vektoru pUC
byla tedy uskuteénéna rekombinace a vysledny rekombinantni produkt byl klonovan do vektoru
HEF. Pii tomto postupu byly jako matrice pouzity plasmid hMBC1LaA/pUC19, ktery obsahoval
DNA kodujici V-oblast L-fetézce polidsténé protilatky bez nahrazeni jakékoliv aminokyseliny a
plasmid hMBCILdA/pUC19, ktery obsahoval DNA kédujici V-oblast L-fetézce polidsténé
protilatky bez nahrazeni aminokyseliny tyrosinu v FR3 v pozici 91 (tzn. podle Kabatova
predpisu 87 aminokyselina) isoleucinem.

Plasmidy MBCIL(A)/pUC19, tMBC1LaA/pUC19 a AMBC1LdA/pUC19 (10 pg kazdého)
byly jednotlivé nastépeny ve 30 pl reakéniho roztoku obsahujictho 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10
mM MgCl,, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 0,01% BSA, 16 U HindIII a 4 U AfIII. Reakce probihala
pfi teploté 37 °C po dobu 1 h. Reakéni roztoky byly jednotlivé podrobeny elektroforéze v 2%
agaroézovém gelu, ¢imz byl z plasmidu MBC1L(A)/pUC19 ziskan DNA fragment o velikosti 215
bp (oznadeny jako ,,c2) a z plasmidd hMBC1LaA/pUCI19 a hMBCI1LdA/pUC19 DNA fragment
o velikosti 3218 bp (oznadeny jako ,hal “ a hdl"“). Tyto DNA fragmenty byly shromiZzdény a
pietistény pomoci soupravy GENECLEANII Kit (BIO101).

Fragmenty hal” a hdl’ byly ligoviny k fragmentu c¢2’ a poté byly zadlenény do
kompetentni buiiky E. coli IM109 za vzniku transformantu. Transformant byl kultivovan ve 2 ml
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média 2xYT obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu. Plasmid byl z bun&éné frakce piedistén pomoci
soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN). Takto pfipravené plasmidy byly oznadeny
,»m/AMBC1La)A/pUC19¢ u plasmidu s fragmentem hal” a -mhMBCILdA/pUC19“ u plasmidu s
fragmentem hd1’. |

Plasmidy m/hMBC1LaA/pUC19 a m/hMBC1LdA/pUC19 byly naStépeny EcoRI. DNA
fragment o velikosti 743 bp byl podroben elektroforéze v 2% agarézovém gelu a poté byl z gelu
ziskan a pieCidtén pomoci soupravy GENECLEANII Kit (BIO101). Ziskany DNA fragment byl
rozpustén ve 20 ul roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Kazdy z DNA fragmenti (4 pl kazdého) byl ligovin do vyse uvedeného vektoru HEF,
oSetieného BAP (1 ul). Ligadni produkt byl zadlenén do kompetentni builky E. coli IM109 za
vzniku transformantu. Transformant byl kultivovéan ve 2 ml média 2xYT obsahujiciho 50 pg/ml
ampicilinu. Plasmid byl z bun&¢né frakce predistén pomoci soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN).

Kazdy pfecistény plasmid byl natépen ve 20 pl reakéniho roztoku obsahujiciho 20 mM
Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM KCl, 8 U HindIII (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) a 2 U Pvul (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pfi teploté 37 °C po dobu 1 h.
Plasmid byl poté identifikovan na zikladg predpokladu, %e: byl-li DNA fragment inzertovan do
plasmidu ve sprivné orientaci, pak by toto $§t&peni mélo poskytnout fragment o velikosti
5104/2195 bp, zatimco, byl-li DNA fragment inzertovan do plasmidu v opacné orientaci, pak by
toto Stépeni mélo poskytnout fragment o velikosti 4378/2926 bp. Takto ziskané plasmidy byly
expresnimi vektory kédujicimi L-fetézec hybridni my$i FR1,2/lidskéFR3 protilatky. Expresni
vektory byly oznadeny ,,m/hMBC1La)\/neo a m/hMBC1Ld)\/neo™.

(i)  Piiprava hybridni FR1/FR2 protilatky

FR1/FR2 hybridni protiltka byla piipravena stejnym zpiisobem jako je uveden vyse, ale
s vyuzitim restrikéniho mista SnaBI umisténého na CDR1.

Plasmidy MBC1L(A)/neo a WYMBC1L(A)/neo (10 ug kazdého) byly jednotlivs nadtEpeny
ve 20 pl reakeniho roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT,
30 mM NaCl, 0,01% BSA a 6 U SnaBI (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pii teplots
37 °C po dobu 1 h. Vysledné reakéni roztoky byly dile nastdpeny v 50 pl réakéniho roztoku
obsahujictho 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM KCl, 0,01% BSA
a 6 U Pvul. Reakce probihala pfi teploté 37 °C po dobu 1 h.
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Vysledné reakéni roztoky byly jednotlivé podrobeny elektroforéze v 1,5% agarézovém
gelu, &imZ byly z plasmidu MBC1L()A)/neo ziskiny DNA fragmenty o velikosti 4955 bp (ml) a
2349 bp (m2) a z plasmidu /mMBC1L(A)/neo DNA fragmenty o velikosti 4955 bp (hml) a
2349 bp (hm2). Tyto DNA fragmenty byly z geli shromazdény a pfeCistény pomoci soupravy
GENECLEANII Kit (BIO101). Kazdy ziskany DNA fragment byl rozpustén ve 40 pul roztoku
obsahujiciho 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Fragmenty m1 a hml (1 ul kaZdého) byly ligoviny do fragmenti hm2 a m2 (4 ul
kazdého). Kazdy ze vzniklych ligadnich produkti byl zaSlenén do kompetentni buiiky E. coli
JM109 za vzniku transformantu. Ziskany transformant byl kultivovan ve 2 ml média 2xYT
obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu. Plasmid byl z bun&éné frakce preciStén pomoci soupravy
QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Kazdy pfecistény plasmid byl nadt&pen ve 20 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho
10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl, 1 mM DTT a bud’ 8 U Apal (Takara Shuzo Co., Ltd.)
nebo 2 U ApaLlI (Takara Shuzo Co., Ltd.). Reakce probihala pii teplot§ 37 °C po dobu 1 h.

Vpiipadé, Ze byly fragmenty zaligovany spravng, mélo by toto sté€peni poskytnout
fragment o velikosti 7304 bp (po #t&peni Apal) nebo fragmenty 5560/1246/498 bp (po $t&peni
Apall) v piipadé ml-hm2 a fragmenty o velikosti 6538/766 bp (po Stépeni Apal) nebo
fragmenty 3535/2025/1246/498 bp (po $t&peni ApaLl) v piipad$ hm1-m2. Na ziklad& tohoto
piedpokladu byly plasmidy identifikovany. Jako vysledek byly ziskany expresni vektor kodujici
L-fetézec hybridni lidsk4 FR1/my3i FR2,3,4 protiltky (oznaceny jako ,hmmMBCI1L())/neo*) a
expresni vektor koédujici L-fetézec hybridni mysi FR1/lidska FR2/mysi FR,3,4 protilitky
(oznadeny jako ,, mhmMBC1L(A)/neo).

(4) Konstrukce L-fetézce polidsténé protilatky

L-fetézec polidsténé protilatky #23-57-137-1 byl p¥ipraven technikou CDR-roubovani
pomoci PCR. Pii piipravé L-fetézce polidsténé protilitky #23-57-137-1 (verze ,2%), ktery
obsahuje FR1, FR2 a FR3 oblasti pochazejici z lidské protilitky HSU03868 (GEN-BANK,
Deftos M. a kol., Scand. J. Immunol., 39, 95 a% 103, 1994) a FR4 pochazejici z lidské protilatky
$25755 (NBRF-PDB) bylo pro PCR pouZito 6 primeri.

Téchto 6 primerd bylo nasledujicich: Primery MBCILGP1 (SEQ ID NO:29) a
MBCILGP3 (SEQ ID NO:30), které oba obsahuji templatovou DNA sekvenci, primery
MBCILGP2 (SEQ ID NO:31) a MBCILGP4 (SEQ ID NO:32), které oba obsahuji

netemplatovou DNA sekvenci a vSechny obsahuji na obou koncich komplementarni sekvenci o
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velikosti 15 aZz 21 bp; a vn&j8i primery MBC1LVS1 (SEQ ID NO:33) a MBCILVRI (SEQ ID
NO:34), vykazujici homologii s primery MBC1LGP1 a MBC1LGP4.

Primery MBCILGP1, MBCILGP2, MBCILGP3 a MBCILGP4 byly separovany
v polyakrylamidovém gelu, denaturovaném mo&ovinou (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Z gelu pak byl metodou
rozmélngni a promyti extrahovan piislusny kousek ((Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

Kazdy primer roubujici CDR (1 nmol) byl separovin v 6% denaturovaném
polyakrylamidovém gelu. Identifikace DNA fragmentu, ktery m&l Zidouci délku, byla
provedena na tenké vistvé silikagelu pomoci ozafovani UV paprsky. Zadouci fragment byl
z gelu ziskin metodou rozméInéni a promyti. Ziskany DNA fragment byl rozpustén ve 20 ul
roztoku, obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

PCR bylo provedeno pomoci TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a pufiu. Roztok
pro PCR obsahoval (na 100 pl) 1 pl ka?dého CDR-roubujiciho primeru MBCILGPI,
MBC1LGP2, MBCILGP3 a MBCI1LGP4, 0,25 mM dNTP a 2,5 U TaKaRa Ex Taq v puftu.
PCR probihalo v 5 cyklech za t&chto podminek: 94 °C po dobu 1 min.; 55 °C po dobu 1 min. a
72 °C po dobu 1 min. Do vysledné reakéni smési bylo ptidano 50 pmol kazdého vnéjsiho
primeru MBCILVS1 a MBCILVRI. S pouZitim této reakéni smési probihalo PCR za stejnych
podminek dalSich 30 cykli. Takto amplifikovany DNA fragment byl separovan elektroforézou
v agar6zovém gelu v 3% Nu Sieve GTG Agarose (FMC Bio. Products).

Kousek agarézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA o velikosti 421 bp, byl
vyfiznut a pfislusny fragment byl z gelu piedistén pomoci soupravy GENECLEAN TI Kit (BIO
101) v souladu s pokyny, které jsou soudasti soupravy. Takto ziskana reakéni smés po PCR byla
pouZita pro subklonovini DNA fragmentu do plasmidu pUC19, ktery byl nastdpen restrikénimi
enzymy BamHI a HindIIl. Vysledny plasmid byl sekvenovan. Takto piipraveny plasmid byl
oznalen jako ,hMBCL/pUC19“ V tomto plasmidu vSak byla aminokyselina v pozici 104
(odpovidajici 96 aminokyseliné podle Kabatova pfedpisu) v CDR4 nahrazena argininem. Pro
opravu aminokyseliny na tyrosin byl navrzen a syntetizovan spravny primer MBC1LGP10R
(SEQ ID NO:35). PCR bylo provedeno pomoci soupravy TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) a k ni pfipojenému pufiu. Reakéni roztok pro PCR obsahoval (na 100 pl) 0,6 pg plasmidu
hMBCL/pUC19 jako matricové DNA, 50 pmol kazdého primeru MBC1LVS1 a MBC1LGP10R,
2,5 U TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a 0,25 mM dNTP v pufiu. Toto vie bylo
pievistveno mineralnim olejem (50 pl). PCR probihalo ve 30 cyklech za tchto podmiriek: 94 °C
po dobu 1 min.; 55 °C po dobu 1 min. a 72 °C po dobu 1 min. Takto amplifikovany DNA
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fragment byl separovan elektroforézou v 3% agarézovém gelu (Nu Sieve GTG Agarose; FMC
Bio. Products).

Kousek agarézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA o velikosti 421 bp, byl
vyliznut a pfislusny fragment byl z gelu piedistén pomoci soupravy GENECLEAN II Kit (BIO
101) v souladu s pokyny, které jsou soudasti soupravy. Takto ziskana reakéni smés po PCR byla
pouZita pro subklonovani DNA fragmentu do plasmidu pUC19, ktery byl nastépen restrikénimi
enzymy BamHI a HindIII.

Plasmid byl sekvenovin pouZitim M13 Primer M4 a M13 Primer RV. Zavérem bylo
potvzeno, Ze plasmid mél sprivnou sekvenci. Poté byl plasmid nastépen HindIIl a Blnl a DNA
fragment o velikosti 416 bp byl separovan elektroforézou v 1% agarézovém gelu. DNA fragment
byl piecistén pomoci soupravy GENECLEAN II Kit (BIO 101) v souladu s pokyny, které jsou
soucasti soupravy a poté byl zadlenén do plasmidu CA/pUC19, ktery byl nastépen restrikénimi
enzymy HindIII a Blnl. Vysledny plasmid byl oznaden -AMBC1LaA/pUC19“ Tento plasmid byl
nastépen EcoRI za vzniku DNA fragmentu kédujiciho polidstény I~fetézec. DNA fragment byl
sméru transkripce (,,downstream*) k EFlo. promotoru. Takto ziskany plasmid byl oznaden
-AMBC1LaA/pCOS1“. DNA sekvence (véetnd odpovidajici aminokyselinové sekvence)
polidsténého L-fetézce verze ,,a“ je ukizana v SEQ ID NO:66. Aminokyselinova sekvence verze
»2% je ukazana v SEQ ID NO:47.

Polidstény L-fetézec verze ,b“ byl pfipraven pomoci mutageneze technikou PCR.
Verze ,b“ byla navrzena tak, 7e ve verzi ,a“ byla aminokyselina glycin v pozici 43 (podle
Kabatova pfedpisu odpovidajici 43 aminokyselin€) nahrazena prolinem a aminokyselina lysin
v pozici 49 (podle Kabatova piedpisu odpovidajici 49 aminokyselin€) kyselinou asparagovou.
PCR bylo provedeno pomoci plasmidu hMBC1LaA/pUC19 jakoZto matrice, s mutagennim
primerem MBCILGP5R (SEQ ID NO:36) a primerem MBCILVSI. Ziskany DNA fragment byl
nastépen BamHI a HindIIl a fragment po $t&peni byl subklonovin do BamHI-HindIII mista
plasmidu pUC19. Po sekvenovani byl plasmid nast&pen HindIII a AfIII a vysledny fragment byl
ligovén do plasmidu hMBC1La)A/pUC19, ktery byl nastépen enzymy HindIII a AfITI.
Takto ziskany plasmid byl oznaden ,hMBC1LbA/pUC19% Tento plasmid byl nastépen
EcoRI za vzniku DNA fragmentu, ktery obsahoval DNA koédujici polidstény L-fetézec. DNA
fragment byl zaclenén do plasmidu pCOS1 tak, aby byl iniciaéni kodén pro polidstény L-fetdzec
umistén downstream k EFla,  promotoru. Takto ziskany plasmid byl oznaen

,hMBCI1LbA/pCOS1«
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Polidstény L-fetézec verze ,c“ byl pfipraven pomoci mutageneze technikou PCR. Verze
»¢“ byla navrZena tak, 7e aminokyselina serin v pozici 84 (podle Kabatova predpisu odpovidajici
80 aminokyselin¢) byla nahrazena prolinem. PCR bylo provedeno pomoci plasmidu
hMBC1La)A/pUC19 jakoZto matrice, s mutagennim primerem MBC1LGP6S (SEQ ID NO:37) a
primerem M13 Primer RV. Ziskany DNA fragment byl nastépen BamHI a HindIII a poté byl
subklonovin do pUC19, ktery byl nastépen BamHI a HindIIL

Po sekvenovani byl plasmid nastépen BstPI a AorSIHI a vysledny DNA fragment byl
ligovan do plasmidu hMBC1La)A/pUC19, ktery byl nastépen enzymy BstPI a AorSIHI. Takto
ziskany plasmid byl oznalen ,hAMBCILcA/pUC19“ Tento plasmid byl nast€pen EcoRI za
vzniku DNA fragmentu, ktery obsahuje DNA kédujici polidStény L-fetézec. Fragment byl
zaClenén do EcoRI mista plasmidu pCOS1 tak, aby byl iniciaéni kodén pro polidstény L-fetézec
umistén downstream k EFlo, promotoru. Takto ziskany plasmid byl oznaden
,AMBCI1LcA/pCOS1«

Polidstény L-fetézec verze ,d*, ,e“ a ,f byl piipraven pomoci mutageneze technikou
PCR. Verze ,d% ,e“ a ,f“ byly navrzeny tak, %¢ aminokyselina tyrosin v pozici 91 (podle
Kabatova pfedpisu odpovidajici 87 aminokyselin) byla ve verzich ,a“ ,b*“ a ,c“ nahrazena
isoleucinem. Pro verze ,,d*, ,.e*a £ bylo PCR provedeno pomoci plasmidi h(MBC1LaA/pCOS1
(pro verzi ,,d*), (MBCILbA/pCOS1 (pro verzi »¢“) a h(MBC1LcA/pCOS1 (pro verzi , f*) jako¥to
matrice, mutageniho primeru MBCILGP11R (SEQ ID NO:38) a primeru M-S1 (SEQ ID
NO:44). Takto ziskany DNA fragment byl nastépen BamHI a HindIII a poté byl subklonovan do
pUCIY, ktery byl nastépen BamHI a HindIIl. Po sekvenovéni byl plasmid nastépen HindIII a
Binl a vysledny fragment byl ligovan do plasmidu CA/pUC19, ktery byl nastépen enzymy
HindIII a Blnl.

Takto ziskané plasmidy byl ozmaeny SAMBCILdAUC19“ (pro verzi ,d%),
-AMBC1LeA/pUC19“ (pro verzi ,e“) a AMBCILfA/pUC19¢ (pro verzi ,f). Kaidy z t&chto
plasmidi byl na$tépen EcoRI za vzniku DNA fragmentu, ktery obsahuje DNA kédujici
polidstény L-fetézec. DNA fragment byl zaélenén do EcoRI mista plasmidu pCOS1 tak, aby byl
Takto ziskané plasmidy byly oznafeny ,hMBC ILdA/pCOS1“  (pro verzi ,d%),
-AMBC1LeA/pCOS1“ (pro verzi &%), ,/AMBCILfA/pCOS1« (pro verzi ,.f). ‘

Polidstény L-fetézec verze ,g“ a ,h* byl rovné p¥ipraven pomoci mutageneze technikou
PCR. Verze ,,g“ a ,h“ byly navrZeny tak, 7e aminokyselina histidin v pozici 36 (podle Kabatova

piedpisu odpovidajici 36 aminokyselin&) byla nahrazena ve verzich ,a“ a 4 tyrosinem. PCR
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bylo provedeno pomoci mutageniho primeru MBC1LGP9R (SEQ ID NO:39), primeru M-13
Primer RV a plasmidu hMBC1LaA/pUC19 jakoZto matrice. Dalsi PCR bylo provedeno pomoci
ziskaného produktu PCR, primeru M13 Primer M4 a plasmidu hMBC1LaA/pUC19 jako matrice.
Takto ziskany DNA fragment byl nastépen HindIII a BlnI a poté byl subklonovan do CA/pUC19,
ktery byl nastépen HindIII a Blnl. Pomoci tohoto plasmidu jakoZto matrice bylo provedeno PCR
s primery MBCILGP13R (SEQ ID NO:40) a MBC1LVS1. Takto ziskany fragment byl nastépen
Apal a Hindlll a poté byl zaSlenén bud do plasmidd hMBC1LaApUC19 nebo do
hMBCI1LdA/pUC19, které byly naitdpeny enzymy Apal a HindIIL Ziskané plasmidy byly
sekvenovany. Plasmidy, u nichz byla potvrzena spravnd sekvence, byly oznadeny
,AMBC1LgA/pUC19“ (pro verzi ,g*) a -NAMBCI1LhA/pUC19“ (pro verzi ,h*). Kazdy z téchto
plasmidi byl nastépen EcoRI za vzniku DNA fragmentu, ktery obsahoval DNA kédujici
polidstény L-fetézec. DNA fragment byl zatlendn do EcoRI mista plasmidu pCOS1 tak, aby byl
inicia¢ni kodon pro polid§tény L-fetézec umistén downstream k EFlo. promotoru. Takto ziskané
plasmidy byly oznadeny ,hMBCILgA/pCOS1“ (pro verzi ,g“) a ,AMBCILhA/pCOS1“ (pro
verzi ,.h*).

Polidstény L-fetézec verze ,i ,j* ,k* ,JI% ,m“ ,.n“a 0 byl rovnéz piipraven pomoci
mutageneze technikou PCR. PCR bylo provedeno s plasmidem hMBC1LaA/pUC19 jako matrici,
mutagenim primerem MBCI1LGP14S (SEQ ID NO:41) a primerem VIRV (A) (SEQ ID NO:43).
Vysledny DNA fragment byl nadtépen Apal a Blnl a poté byl subklonovin do plasmidu
hMBC1Lg)A/pUC19, ktery byl nastépen Apal a Blnl. Takto ziskany plasmid byl sekvenovan a
byl vybran klon, do kterého byla zadlen¥na mutace kazdé verze. Takto ziskany plasmid byl
oznacen ,hMBCILxA/pUC19 (x=1i, j, k, |, m, n nebo 0). Tento plasmid byl nastépen EcoRI za
vzniku DNA fragmentu, ktery obsahuje DNA kédujici polidstény L-fetézec. DNA fragment byl
zallenén do EcoRI mista plasmidu pCOS]1 tak, aby byl iniciaéni kodén pro polidstény L-ietézec
umistén downstream k EFla promotoru. Takto zskany plasmid byl oznacen
»AMBCILxA/pCOSI“ (x =i, j, k, 1, m, n nebo o). DNA sekvence (vCetné odpovidajicich
aminokyselinovych sekvenci) verzi ,j*, 1 ,m“a o“ jsou ukazany v SEQ ID NO:67, 68, 69 a
70. Aminokyselinové sekvence téchto verzi jsou ukazany v SEQ ID NO: 48, 49, 50 a 51.

Verze ,p*, ,q% .1 ,8“a ,t“ polidsténého L-fetézce byly navrZeny tak, Ze aminokyselina
(tyrosin) v pozici 87 byla ve verzich , i ,j* ,m* ,]“a 0" nahrazena isoleucinem. Tyto verze
byly pfipraveny vyuZitim restrikéniho mista AorSIMI v FR3 a nahrazenim tohoto mista ve verzi
A 5 »m J¢ nebo ,,0¢ stejnym mistem verze ,h<. To znamens, e z expresnjho plasmidu

hMBCILxA/pCOS1 (x =1, j, m, 1 nebo o) byly odstranény restrikéni fragment Aor51HI (514 bp)
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obsahujici CDR3, Cast FR3 a celd FR4. Do odstranéného mista byl ligovan restrikéni fragment
Aor5IHI (514 bp) v expresnim plasmidu hMBC1LhA/pCOS, ktery obsahuje CDR3, &4st FR3 a
celou FR4. Ligace probéhla tak, Ze aminokyselina tyrosin v pozici 91 (podle Kabatova piedpisu
odpovidajici 87 aminokyselin€) byla nahrazena isoleucinem. Vysledny plasmid byl sekvenovan.
Byl vybran ten klon kazdé verze ,i“ ,j“, ,m* J“a 0% ve kterém byla aminokyselina tyrosin
v pozici 91 (podle Kabatova piedpisu odpovidajici 87 aminokyseliné) nahrazena isoleucinem.
Tyto modifikované verze odpovidajici verzim i, j*, ,m* I“a o0“ byly oznaleny jako verze
D 05 8% 1 a ,t“ Takto ziskany plasmid byl oznaden >hAMBCILxA/pCOS1“(x =p, q, s, 1
nebo t). DNA sekvence (v&etn& odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci) verzi ,,q“ , 1% ,s¢
a ,t“ jsou ukaziny v SEQ ID NO:71, 72, 73 a 74. Aminokyselinové sekvence t&chto verzi jsou
ukazany v SEQ ID NO: 52, 53, 54 a 55.

Plasmid hMBC1LqA/pCOS1 byl nastdpen HindIIl a EcoRI a poté byl subklonovan do
plasmidu pUC19, ktery byl nastépen HindIIl a EcoRI Takto ziskany plasmid byl oznaéen
,AMBC1LqA/pUC19%,

Pozice nahrazenych aminokyselin v jednotlivych verzich polid§téného L-fetézce jsou
ukazany v tab. 2.

Tabulka2  Pozice nahrazenych aminokyselin v seznamu sekvenci

(Cislovani aminokyselin je v souladu s pfedpisem podle Kabata)

Verze 36 43 45 47 49 80 87
a

b P D

c P

d I
e P D I
f P |
g Y

h Y I
1 Y K

j Y K D

k Y K \"
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tab. 2 - pokradovani

Verze 36 43 45 47 49 80 87
1 Y K \" D

m Y D

n Y \"

0 Y A" D

p Y K I
q Y K D |

I Y D I

S Y K \" D I

t Y A" D I

V tab. 2 velka pismena reprezentuji nasledujici aminokyseliny: Y: tyrosin; P: prolin; K: lysin; V: valin; D: kyselina

asparagova; a I isoleucin.

Kmeny E. coli, které obsahuji plasmidy hMBC1HcDNA/pUC19 a hMBC1LgA/pUC19
byly oznaleny ,Escherichia coli JM109 (hMBC1HcDNA/pUC19)* a , Escherichia coli IM109
(hbMBC1LqA/pUC19)“ a byly v souladu s podminkami Budapest'ské dohody uloZeny 15. srpna
1996 pod pfistupovym islem FERM BP-5629 pro Escherichia coli JM109
(htMBC1HcDNA/pUC19) a FERM BP-5630 pro Escherichia coli IM109 (hMBC1LgA/pUC19)
v National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, Japonsko, (1 aZ 3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko).

(5)  Transfekce do buitky COS-7

Pro zisténi vazebné aktivity pro antigen a neutralizadni aktivity hybridnich protilatek a
polidténych protilitek #23-57-137-1, byly expresni plasmidy pfipravené vySe uvedenym
postupem piechodné exprimovany v buiikkich COS-7. Pro pfechodnou expresi L-fetézce
hybridnich protilatek byly elektorporaci pomoci Gene Pulser (Bio Rad) transfekovany do buiiky
COS-7 nasledujici kombinace plasmidd: hMBC1HcDNA/pCOS! a /mMBCI1L(A)/neo;
hMBC1HcDNA/COS1 a m/hMBC1LaA/neo; hMBC1HcDNA/pCOSI a m/AMBC1LdMneo;
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hMBC1HcDNA/pCOS1 a  hmmMBCIL(A)/neo; a  hMBCI1HcDNA/pCOS1 a
mhmMBC1L(A)/neo. To znamend, Ze k suspenzi COS-7 bungk (0,8 ml) vPBS(-) (1x10’
bun€k/ml) byly piidiny jednotlivé kombinace plasmidovych DNA (10 pg kazdé). Do vysledného
roztoku byly aplikovany pulsy o elektrostatické kapacit¥ 1 500 V a 25 pFE. Po 10 min. pfi
laboratorni teploté byly buiiky po elektroporaci suspendovany v médiu DMEM obsahujicim 2%
FCS Ultra Low IgG (GIBCO) a poté byly kultivovany v kultivadnich miskach o priméru 10 cm
v CO; inkubétoru. Po 72 h kultivace byl supernatant kultury shromazdén a poté odstfedén, aby
byly odstranény bun€tné zbytky. Takto ziskané roztoky byly poskytnuty pro ELISA.

Pro pfechodnou expresi poliditénych protilatek #23-57-137-1 byly elektroporaci pomoci
Gene Pulser (Bio Rad) transfekoviny do builky COS-7 kombinace plasmidi
hMBCI1HcDNA/pCOS1 a hMBCILxA/pCOS1 (x = a a t). Transfekce probéhla stejnym
zpisobem jako je popsino vyse pro hybridni protilitky. Pfipravené supematanty kultury byly
poskytnuty pro pouZiti pii ELISA.

PieciSténi hybridnich protilatek a polid§t&nych protilatek ze supernatantu kultury COS-7
bunék bylo provedeno pomoci soupravy AffiGel Protein A MAPSII Kit (Bio Rad) v souladu
s pokyny, které jsou soudasti soupravy.

(6) ELISA
(i) Stanoveni koncentrace protilatek

Mikrotitraéni desti¢ka pro ELISA pro stanoveni koncentrace protilatek byla pfipravena
nasledujicim zpisobem. Kazda jamka mikrotitra¥ni desticky pro ELISA o 96 jamkach
(Maxisorp, NUNC) byla potazena 100 pl pufiu pouivaného pro potahovani (0,1 M NaHCOs;,
0,02% NaN3) obsahujiciho kozli protilatku proti lidskym IgG (TAGO) v koncentraci 1 pg/ml.
Desticka byla blokovana 200 pl fedictho pufru (50 mM Tris-HCL 1 mM MgCl,, 0,1 M NaCl,
0,05% Tween 20, 0,02% NaN3, 1% hovézi sérovy albumin (BSA); pH 7,2). Do kazdé jamky
destiCky byla pfidina jednotliva postupna fedéni supernatantu kultury COS bunk, ve kterych
byla exprimovana kazda hybridni a polidsténa protilatka nebo byla pfidana jednotliva postupna
fedéni kazdé hybridni a polid§téné protilatky per se v piedisténé forms. Mikrotitradni destitka
byla inkubovéna pii laboratorni teploté po dobu 1 h a poté byla promyta roztokem PBS-Tween .
20. Do kazdé¢ jamky mikrotitradni - destitky bylo pfiddno 100 ul roztoku alkalické fosfatizy
konjugované kozlimi protilatkami proti lidskym IgG (TAGO). Desticka byla inkubovana pfi
laboratomi teploté 1 h a poté byla promyta roztokem PBS-Tween 20. Dile byl do kazdé jamky
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pfidan roztok substratu (,,Sigma 104, p-nitrofenylfosforetna kyselina, SIGMA) o koncentraci 1
mg/ml. V kazdé jamce byla na zafizeni Microplate Reader (Bio Rad) odetitana absorbance
roztoku pfi 405 nm. Cilem bylo stanovit koncentraci protilitek. Jako standard byla pii tomto
stanoveni pouZita piecisténa Hu IgG1A (The Binding Site).

(i)  Stanoveni schopnosti vazat antigen

Desticka pro ELISA na stanoveni schopnosti vazat antigen byla piipravena néasledujicim
zpisobem. Kazda jamka mikrotitraéni destitky pro ELISA o 96 jamkach (Maxisorp, NUNC)
byla potazena 100 ul pufru pouZivaného pro potahovani, ktery obsahoval lidskou PTHrP (1 az
34) v koncentraci 1 pg/ml. Poté byla destitka blokovéna 200 ul fediciho pufru. Do kazdé jamky
destiCky byla pfidina jednotliva postupna fed&ni supernatantu kultury COS-7 buné&k, ve kterych
byla exprimovana kazd4 hybridni a polidsténa protilatka nebo byla piidana jednotliva postupna
fedéni kazdé hybridni a polidt&né protilitky per se vpietisténé formé. Destitka byla
inkubovina pfi laboratorni teploté a poté byla promyta roztokem PBS-Tween 20. Do kazdé
Jjamky mikrotitra¢ni destiSky bylo pfidano 100 pl roztoku alkalické fosfatazy konjugované
kozlimi protilatkami proti lidskym IgG (TAGO). Desticka byla inkubovana pii laboratorni
teploté a poté byla promyta roztokem PBS-Tween 20. Do kazdé jamky byl pifidan roztok
substratu (,,Sigma 104, p-nitrofenylfosforeéna kyselina, SIGMA) o koncentraci 1 mg/ml. Byla

méfena absorbance roztoku pii 405 nm na zafizeni Microplate Reader (Bio Rad).

(7)  Potvrzeni aktivit

(i) Stanoveni polid§téného H-fetézce

Bylo zjiténo, Ze protilitka, ktera ma poliditény H-fetSzec verze »a" a chimericky L-
fetézec, vykazovala stejnou schopnost vézat se na PTHrP jako chimericka protilatka. Tento
vysledek naznaCuje, Ze verze ,a“ dosahuje polidsténi V-oblasti H-fetézce a to stupné, ktery je
dostatedny pro zhodnoceni poliditéni. Polidstény H-fetézec verze ,a byl tudiz poskytnut pro

pouZiti v nasledujicich experimentech jakozto H-fetézec polidsténé protilatky.
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(i)  Aktivita hybridnich protilatek
(ii-a) FR1,2/FR3,4 hybridni protilatka

V pfipadg, ze L-fetézec byl /mMBCI1L(A), nebyla zjisténa %4dna vazebn aktivita pro
antigen. Naopak, jestlize L-fetézec byl bud’ m/hMBCI1La) nebo m/hMBC1LdA, byla zjisténa
stejna vazebnd aktivita pro antigen jako v piipad¥ chimerické protilatky #23-57-137-1. Tyto
vysledky naznacuji, Ze problém neni v FR3 a FR4, ale Ye existuji aminokyselinové zbytky, které
musi byt pfi piipravé polidsténé protilatky nahrazeny v FR1 a FR2.

(i-b) FRI1/FR2 hybridni protilitka

V pfipadg, Ze L-fetézec byl mhmMBCI1L()), nebyla zjidténa 74dna vazebna aktivita pro
antigen. Naopak, jestlize L-fetézec byl hmmMBC1L(L), byla zjisténa stejna vazebna aktivita pro
antigen jako v piipadé chimerické protilatky #23-57-137-1. Tyto vysledky nazna&uji, Ze problém
neni v FR1, ale Ze zde existuji aminokyselinové zbytky, které musi byt pii pfipravé polidsténé
protilatky nahrazeny v FR2.

(i)  Aktivita polid§t&nych protilatek

U polidsténych protilatek, z nich ka%da mi L-fetézec verze »a“ az t“, byla stanovena
vazebna aktivita pro antigen. Vysledkem bylo zjisténi, Ze poliditéné protilatky s L-fetézci verze
s Al M 0% 50 L1 8¢ a 1 vykazovaly stejnou vazebnou aktivitu pro PTHrP jako
chimericka protilatka.

(8)  Prokazéni linie CHO bung&k, schopnych stabilng produkovat protilatku

Kurleni bunééné linie, schopné stabilng produkovat poliditéné protilatky, byly
zaclenény expresni plasmidy, které byly pfipraveny vySe popsanym zpisobem, do CHO buiiky
(DXB11). |

To znamena, Ze urdeni bunééné linie, schopné stabilng produkovat poliditénou protilatku,
bylo provedeno pomoci nésledujicich kombinaci plasmidii jako¥to expresnich vektori pro CHO

buiiky: hMBCIHcDNA/pCHO1 a hMBCILmMpCOS1; hMBCI1HcDNA/pCHO! a
hMBC1LgA/pCOS1; a hMBCIHcDNA/pCHO1 a hMBCILrA/pCOS1. Tyto plasmidy byly
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transfekovany do CHO buiiky elektorporaci v Gene Pulser (Bio Rad). Expresni vektory byly
dale samostatné naStépeny restrikénim enzymem Pvul a byly ziskany linedrni DNA fragmenty.
Vysledné DNA fragmenty byly extrahovany fenolem a chloroformem a poté byly vysrazeny
ethanolem. Takto pfipravené DNA fragmenty byly pouzity k elektroporaci. To znamena, %e
plasmidové DNA fragmenty (10 pg kazdého) byly piidany k 0,8 ml suspenze CHO bundk
vPBS(-) (1x10” bundk/ml). Do vysledného roztoku byly aplikovany pulsy o elektrostatické
kapacit€ 1 500 Va 25 pF. Po 10 min. pfi laboratorni teplot§ byly takto ofetfené buiky
suspendovany v médiu MEM-a. (GIBCO) obsahujicim 10% FCS (GIBCO) a poté byly
kultivovany v mikrotitratni destice o 96 jamkach (Falcon) v CO, inkubéitoru. Jeden den po
zahdjeni kultivace bylo médium nahrazeno selektivnim médiem MEM-o bez ribonukleosidt
nebo deoxyribonukleosidii obsahujicim 10% FCS (GIBCO) a 500 mg/ml litky GENETICIN
(G418Sulfate; GIBCO). Z kultivatniho média byly vyselektovany ty buiky, do nich% byl
zaClenén gen pro protilitku. Kultivadni médium bylo nahrazeno &erstvym médiem. Asi po 2
tydnech od vymény média byly buiky mikroskopovany. Jestlize byl pozorovén réist
pozadovanych bunék, bylo u téchto bunék stanoveno mnoZstvi produkovanych protilatek pomoci
metody ELISA pouZzivané pro stanoveni koncentrace protilatek, coZ je popsino vySe. Buiiky,
které produkovaly vyssi mnoZstvi protilatek, byly testovany.

Kultura vybrané bunééné linie, ktera je schopna stabilné produkovat protilitky, byla
zmnoZena v rotatni tfepatce v MEM-o médiu bez ribonukleosidu nebo deoxyribonukleosidu,
které obsahovalo 2% FCS Ultra Low IgG. Tieti a &tvrty den kultivace byl supernatant kultury
shromazdén a aby byly odstranény bun&tné zbytky, byl zfiltrovan pies filtr (0,2 pm, Millipore).
Pietisténi polidSténych protilatek ze supernatantu kultury CHO bungk bylo provedeno na koloné
POROS Protein A Column (PerSeptive Biosystems) pomoci ConSep L.C100 (Millipore)
vsouladu spfilozenymi pokyny. Polidténé protilitky byly poskytnuty pro stanoveni
neutralizaCni aktivity a pro testovani farmakologické u&innosti u hyperkalcinemickych
modelovych zvifat. Koncentrace a vazebna aktivita pro antigen byly u predisténych polidsténych

protilatek stanoveny pomoci stejného systémm pro ELISA, jako byl uveden vyse.
Priklad 5 Stanoveni neutralizaéni aktivity

Stanoveni neutraliza¢ni aktivity mySich protilatek, chimerickych protilatek a polidténych
protilatek bylo provedeno pomoci myelomové bun&¥né linie bunk potkana ROS17/2.8-5.
Buiky ROS17/2.8-5 byly kultivoviany v CO, inkubatoru v médiu Ham’'S F-12 (GIBCO)
obsahujicim 10% FCS (GIBCO). Buiiky ROS17/2.8-5 byly diny do kazdé z 96 jamek
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mikrotitraéni destitky v koncentraci 10* bun&k/100ul/jamku a byly kultivovany 1 den. Po
ukonCeni kultivace bylo kultivaéni médium nahrazeno médiem Ham’S F-12 (GIBCO)
obsahujicim 4 mM hydrokortison a 10% FCS. Po 3 aZz 4 dnech kultivace byly buiiky promyty
260 pl média Ham'S F-12 (GIBCO) a bylo piidano 80 pl média Ham'S F-12 obsahujiciho 1 mM
isobutyl-1-methylxanthin (IMBX, SIGMA), 10% FCS a 10 mM HEPES. Vysledna smés byla
inkubovana 30 min pfi teplotg& 37 °C.

Kultivaéni média mysich protilatek, chimerickych protiltek a poliditénych protilatek, u
nichZ byla testovana neutralizatni aktivita, byla pfedem postupnd nafeddna v nasledujicich
skupinach:(10 pg/ml, 3,3 pg/ml, 1,1 pg/ml a 0,37 pg/ml), (10 pug/ml, 2 pg/ml, 0,5 pg/ml a 0,01
ug/ml) a (10 ug/ml, 5 pg/ml, 1,25 pg/ml a 0,63 pg/ml a 0,31 pg/mi). Kazdy zfedény roztok
vzorku protilatek byl smichan s ekvivalentnim mnoZstvim PTHrP (1 a% 34) o koncentraci 4
ng/ml. Vysledny roztok (80 ul) byl pfidan do kazdé jamky. V kazdé jamce byla konecna
koncentrace kazdé protilitky rovma jedné &vrting vySe uvedené koncentrace protilatky a
koncentrace PTHiP (1 az 34) byla 1 ng/ml. Po 10 min, pii laboratorni teploté byl supernatant
kultury odstranén a zbytek byl 3 krat promyt PBS. cAMP v buiikach bylo extrahovano 100 pl
roztoku 0,3% HCI-95% ethanol a poté byl roztok odpaten. Cilem tohoto kroku bylo odstranit
zbyvajici HCl-ethanol. Zbytek byl rozpustén ve 120 pl EIA pufru, ktery je soucasti soupravy
cAMP EIA Kit (CAYMAN CHEMICAL'S), s cilem extrahovat cAMP. cAMP bylo stanoveno
pomoci soupravy cAMP EIA Kit (CAYMAN CHEMICAL’S) v souladu s pfilozenymi pokyny.
Vysledkem bylo zjisténi, Ze mezi poliditénymi protilatkami, které maji stejnou vazebnou aktivitu
pro antigen jako chimerickd protilitka, vykazuji nejpodobn&j§i neutralizatni aktivitu jako
chimerickd protilitka ty, které maji L-fetdzec verze ,q“ ,r* ,s“ a £ (v nichZ byl tyrosin
vpozici 91 nahrazen isoleucinem). Ty, které maji L-fetdzec verze ,q“ vykazuji nejvyssi
neutralizacni aktivitu,

Predmétnd specifikace zahrnuje obsah popsany ve specifikaci a obrazky japonské
patentové pfihlasky €. 10-180143, coZ je prioritni dokument pfedmdtné pfihlasky.

VSechny publikace, patenty a patentové piihlasky, které jsou zde citovany, jsou zde

zaclenény jako odkaz.

Prumyslova vyuZitelnost

Pfedmétny vynalez poskytuje terapeutické &inidlo na hyperkalcinemickou krizi
souvisejici s malignim nidorem, které obsahuje jako aktivni slozku latku, ktera je schopna

inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem.
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Ve srovnani se skupinou, jiz je podavana kontrolni litka a se skupinou, jiz je podavano
rozpoustédlo (tzn. kontrolni skupina) vykazuje latka rychlejsi nastup a deldi trvani Gdinku. Latka
je také uZziteéna jako terapeutické &inidlo na hyperkalcinemickou krizi souvisejici s malignim
nadorem, kterd musi byt neodkladn& 1éena.
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Terapeutické &inidlo na hyperkalcinemickou krizi, které jako aktivni slozku obsahuje
latku, schopnou inhibovat vazbu mezi proteinem pfibuznym parathyroidnimu hormonu
(PTHIP) a jeho receptorem.

Terapeutické &inidlo na hyperkalcinemickou krizi podle niroku 1, pfitemy litkou je

antagonista k receptoru pro PTHrP.

Terapeutické €inidlo na hyperkalcinemickou krizi podle néroku 1, pfiCemz latkou je
protilatka proti PTHrP.

Terapeutické Cinidlo na hyperkalcinemickou krizi podle naroku 1, pfifemz latkou je

fragment protilatky proti PTHrP a/nebo modifikovana forma fragmentu.

Terapeutické Cinidlo na hyperkalcinemickou krizi podle niroku 3 nebo 4, piiCemz

protilatkou je polidsténa nebo chimerick4 protilatka.

Terapeutické €inidlo na hyperkalcinemickou krizi podle naroku 5, piicemz polidsténou

protilatkou je polidsténa protilatka #23-57-137-1.

Terapeutické Cinidlo na hyperkalcinemickou krizi podle niroku 3 nebo 4, pifiCemz

protilitkou je protilitka monoklonalniho typu.

Terapeutické &inidlo na hyperkalcinemickou krizi podle jakéhokoliv niroku 1 az 7,
piiemZ hyperkalcinemickou krizi je hyperkalcinemicka krize souvisejici s malignim

nadorem.
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Obr. 3

hMBC(q) 30 pg/my3
Elcitonin 100 U/kg
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Obr. 4
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Obr. 5
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Obr. 6
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