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Monoklonalni protilatka a hybridom ji produkujici

Oblast techniky

Vynalez se tyka nové monoklonalni protilatky inhibujici vestavéni krvetvornych kmenovych
bunék arozpoznavajici povrchovy antigen slezinnych stromélnich bunék, majici schopnost
podporovat vestavéni krvetvornych kmenovych bunék ahybridomu, ktery produkuje tuto
monoklonalni protilatku.

Jelikoz monoklonalni protilatky podle vynalezu rozpoznavaji latky dalezité pro vestavéni bunék
kostni dfené do krvetvorné tkané jakozto antigenu a maji charakteristiky inhibice vestavéni
krvetvornych kmenovych bunék, jsou uzite¢né jako lécivo s funkci podporovat phsobeni
protirakovinovych ¢inidel, napfiklad zlepSovanim uGé¢innosti protirakovinovych &inidel pro
leukemii uvoliovanim akutnich myeloidnich leukemickych bunék z kostni diené podle shora
uvedenych charakteristik.

Dosavadni stav techniky

Faktory, stimulujici granulocytovou kolonii, napfiklad stimulaéni faktory rekombinantni
granulocytové kolonie (rG-CSF = recombinant granulocyte colony-stimulating factor) jsou
predeviim znamé jakozto humoralni faktory ke stimulaci diferenciace a proliferace
granulocytovych bun€k a bylo popsano pfi zkouskach na mySich in vivo, Ze podavani rG-CSF
podporuje krvetvorbu kostni diené a kromé toho zpisobuje vyraznou extramedularni krvetvorbu
ve sleziné k proliferaci krvetvornych kmenovych bunék avsech krvetvornych prekursorovych
bun¢k ve slezing. Existovala domnénka, Ze extramedularni krvetvorny mechanismus ve slezing,
kde krvetvorba probiha, v disledku modifikace slezinného krvetvorného mikroprostfedi, nastava
vlivem stimulace rG-CSF podpora krvetvorného potencialu.

Proto se zaméfilo asili na slezinné stromalni buriky po podani rG-CSF k objasnéni krvetvorného
potencialu ve sleziné a na ustaveni krvetvorné slezinné stromalni bunééné linie (CF-1 bunék)
zmysi sleziny po podani rG-CSF se zfetelem na dosaZzeni analyzy podpory krvetvorného
potencidlu stromalnimi builkami s rG-CSF a zkouseni potencialniho vlivu na krvetvorbu za
pouziti krvetvornych stromélnich bunék a jako vysledek byla seznana stimulani aktivita kolonie
in vitro a podpiirna potence krvetvornych kmenovych bunék in vivo (Blood, 80, str. 1914, 1992).

JelikoZ podpiirna potence krvetvornych kmenovych bunék in vivo se projevi po transplantaci CF-
1 buriky spolu s burikami kostni dfené pfi transplantaci kostni dfené, byla domnénka, ze shora
uvedené krvetvorné stromalni buné&na linie (CF-1 buiiky) expresuji funkci jako faktor bunééné
adhese umoznujici vestavéni krvetvornych kmenovych bunék do krvetvorné tkané.

Avsak jakkoliv nékteré slezinné stromalni buiiky, majici podpirnou potenci k vestavéni
krvetvornych kmenovych bunék, se povazuji za bunéénou linii (CF-1 buiiky) a byly pfezkouseny
jejich cytologické charakteristiky, nebyla pfipravena zadna specifickd protilatka rozpoznévajici
jejich povrchové antigeny a jsou dosud znamy jen jeji sporé charakteristiky.

Vynélez se proto zaméfuje na vyvoj specifické protilatky schopné rozpoznat slezinné stromalni
buriky majici podplrnou potenci vestavéni krvetvornych kmenovych bunék na zaklad€ shora
uvedené informace o slezinnych stromalnich buiikach. Vynélez se také zaméfuje na ustaveni
slezinné stromalni bunky majici podpirmou potenci pro vestavéni krvetvornych kmenovych
bunék a zaroveii na ptiprava monoklonalni protilatky pouzivajici linie slezinové stromalni buriky
jakozto antigenu pro imunizaci. Vynalez se zaméfuje také na ziskani nové monoklonalni
protilatky.
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S piekvapenim se zjistilo, Ze ziskana monoklonélni protilatka rozpoznava povrchovy antigen
slezinné stromalni buiiky majici podpirnou potenci vestavéni krvetvornych kmenovych bunék
a inhibuje vestavéni krvetvornych kmenovych bunék, coz bylo cilem vynélezu.

Podstata vvnalezu

Podstatou vynalezu je monoklonélni protilatka, ktera se specificky vaze na povrchovy antigen
slezinnych stromalnich bunék a inhibuje vestavéni krvetvornych kmenovych bunék, pricemz
slezinné stromalni bufiky napoméhaji vestavéni krvetvornych kmenovych bunék, ziskana ze
zvifat oSetfenych rG-CSF. Podstatou vyndlezu je také hybridom produkujici takovou
monoklonalni protilatku.

Monoklonalni protilatkou podle vynélezu je nova monoklonalni protilatka k povrchovému
antigenu slezinnych stromalnich bun&k, majici podpirnou potenci vestavéni krvetvornych
kmenovych bunék a ktera je protilatkou rozpoznavajici slezinné stromalni buiiky podporujici
krvetvorny potencial sleziny aje mimofadné uzitend jakoZzto latka inhibujici vestavéni
krvetvornych kmenovych bungk. Vestavénim krvetvornych kmenovych bun€k se zde mini, Ze
pfilinani krvetvornych kmenovych bunék je zplisobovano stromalnimi bufikami krvetvorné tkané
a buniky diferencuji a proliferuji jakozto CFU-S kolonie.

Monoklonalni protilatka podle vynélezu se v zasadé mize pfipravit jak nize uvedeno.

Zv1asté se monoklonalni protilatka podle vynalezu miZe pfipravit napfiklad pouzitim slezinnych
stromalnich bunék Zivogichl, kterym byl podan rG-CSF, napfiklad buiiky CF-1 (slezinné
stromalni buiiky) podle vynélezu jakozto bun&na linie, jakoZto antigen, jeji imunizaci o sobé
znamymi imunizaénimi zpisoby, fizi imunizovanych bun€k osobé znidmym zpisobem
a klonovéanim fuzovanych bunék o sob& znamym zpisobem klonovani.

Jako#to zpisob pripravy monoklonalni protilatky podle vynalezu se piikladné uvadi zpiisob, pfi
kterém se pouziva shora uvedenych CF-1 bungk, jakozto kulturni bunécna linie podle vynalezu
jakoZto antigen (Blood, 80, str. 1914, 1992), fizuji se plasmové buiiky (imunocyty) savci
imunizovanych antigenem s myelomovymi buiikami savcit napiiklad mysi, klonuji se ziskané
fazované buiky (hybridomy), vybiraji se klony produkujici protilitku podle vynélezu
rozpoznavajici shora uvedenou buné&&nou linii a kultivuji se k ziskani protilatek podle vynélezu.
Toto je viak toliko piikladny zpisob a v tomto pfipadé napiiklad nejen shora uvedené CF-1
buiiky ale také jiné stromalni buriky krvetvorné tkané ziskané jako CF-1 buiiky av3ak také jiné
stromalni buriky krvetvorné tkang z lidskych slezinnych stromalnich bunék se méze vhodné uzit
pro pEipravu protilatek podle vynélezu stejnym zplisobem jako v piipad€ CF-1 bunék.

Pii zplsobu pfipravy takovych monoklonélnich protilatek se miize pro imunizaci pouZit
jakychkoliv savci. Jeding je vyhodné posuzovat vhodnost myelomovych bunék, pouzivanych pro
buné&&nou fuzi, pfi¢emz se s vyhodou pouziva mysi, krys a kecka.

Imunizace se provadi o sobé zndmym zpisobem, napiiklad zavadénim slezinnych stromalnich
bunék stejné jako shora uvedenych CF-1 bunék do bfisni dutiny savch vstfikovanim. Zv1asté je
vyhodné podéavani ve zfed&né form& v PBS nebo jako suspenze ve vhodném mnozstvi PBS nebo
v izotonickém roztoku chloridu sodného Zivo&ichim nékolikrat kazdy mésic. Je vyhodné
pouzivat slezinnych bunék odejmutych po poslednim podani shora uvedenych bunék jako
imunocyti.

Jako myelomové sav&i bufiky stejné jako jinych matefskych bunék fiizovanych se shora
uvedenymi imunocyty se miZe s vyhodou pouzivat raznych bunék ze souboru zahrnujiciho
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P3(P3X63Ag8.653 (J. Immunol., 123, str. 1548, 1978), p3-Ul (Current Topics in Microbiology
and Immunology, 81, str. 1 az 7, 1978), NS-1 (Eur. J. Immunol.. 6, str. 511 az 519, 1976), MPC-
11 (Cell, 8, str. 405 az 415, 1976), Sp2/0O-Agl4 (Nature, 276, str. 269 az 270, 1978), FO
(J. Immunol. Met., 35, str. 1 az 21, 1980), S194 (J. Exp. Med., 148, str. 313 az 323, 1978)
a R210 (Nature, 277, str. 131 az 133, 1979).

Faze bunék shora uvedeného imunocytu a myelomovych bunék se mize provadét v zasadé
o sobé zndmym zplsobem napfiiklad zpisobem, ktery popsali Milstein a kol. (Methods Enzymol.,
73, str. 3 az 46, 1981).

Zv1aste se takova fuze muize provadét naptiklad v obvyklém Zzivném prostiedi v pfitomnosti
¢inidla urychlujiciho fuzi. Jakozto ¢inidla urychlujictho fizi se miZe pouzivat
polyethylenglykolu (PEG) a virus Sendai (HVJ) a dale pomocna ¢inidla, jako dimethylsulfoxid,
se mohou vhodné pridavat k podpofe fize. S vyhodou se pouziva 1 az 10 krat vice imunocytd
nez myelomovych bunék. Jakozto ptiklady Zivného prostredi pro takovou fizi bunék se uvadi
prosttedi RPMI-1640 a MEM vhodna pro proliferaci shora uvedenych myelomovych bunék
a dalsi prostiedi bézné pouzivana pro kultivaci tohoto druhu bunék a kromé toho se soucasné
miize pouzit dopliikové sérum naptiklad hovézi zdrode¢né sérum (FBS).

Faze bunék se provadi smisenim pfedepsaného mnozZstvi shora uvedenych imunocytl
a myelomovych bunék ve shora uvedeném prostredi, pfidanim roztoku PEG, predehfatého na
teplotu 37 C, napiiklad PEG o stfedni molekulové hmotnosti fadu 1000 az 6000, do prostfedi,
zpravidla v koncentraci pfiblizné¢ 30 az 60 % (hmotnost/objem), a promichanim. Nasledné
opakovéanim operace pfidani vhodnych prostiedi, jednoho po druhém, odstfedénim reakEni smési
a odstranénim supernatantli se mohou vytvorit pfedmétné hybridomy.

Tyto hybridomy se selektuji kultivaci v bézném selektivnim prostredi, naptiklad v prostfedi HAT
(prostiedi doplnéné hypoxanthinem, aminopterinem a thymidinem). Kultivace v prostredi HAT
pokracuje po dostate¢nou dobu pro buiiky jiné nez pfedmétného hybridomu (nefGizované buiiky)
k jejich zaniku, zpravidla po dobu nékolika dni nebo tydni. Nasledné se provede skrining
a monoklonovani hybridomi, produkujicich pfedmétné protilatky, béznym zphGsobem fedéni.

Vytvofeny hybridom, produkujici monoklonélni protilatky podle vynalezu, se mize
subkultivovat v béZném prostfedi a ukladat v kapalném dusiku po dlouhou dobu.

Za ucelem shromazdéni monoklonalnich protilatek podle vynalezu z hybridomi se mize pouzit
zpusobu zahrnujiciho kultivaci hybridomi o sobé zndmym zplsobem a jejich ziskani ze
supernatantu, nebo zplsobu podavani hybridomu vhodnému savci za Géelem proliferace a jejich
ziskani z ascitu. Prvni zplsob je vhodny pro ziskani protilatek o vysoké Cistoté, druhy zpiisob je
vhodny pro hromadnou produkei protilatek.

Protilatky, ziskané uvedenym zpliisobem, se mohou &istit na vysoky stupeii za pouziti o sobé
znamych zplisobi &i$téni, napfiklad zpasobu vysolovani, gelové filtrace a afinitni chromatografie

Jelikoz protilatky podle vynalezu maji schopnost inhibice vestavéni krvetvornych kmenovych
bunék, mize se jich pouzit jako lé¢iva pfi klinickém osetfovani leukemie. Naptiklad vyuZzitim
této funkce se mohou uvoliiovat akutni myeloidni leukemické buriky z kostni diené ke zlepSeni
u¢inku protirakovinovych €inidel k oSetfovani leukemie.

Monoklonélnich protilatek podle vynalezu se kromé léceni leukemie miZze pouZzivat jakoZto
1é€iva pro zlepseni G¢inku protirakovinovych ¢inidel pro leukemii.

Vynalez blize objasiiuji bez zdméru na jakémkoliv omezeni srovndvaci priklad a pfiklad
a pripojené obrazky.
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Piehled obrazki na vykresech

Na obr. 1 je analyza (kontrola v neptitomnosti protilatky, bun¢k CF-1) imunofluorescenci.

Na obr. 2 je analyza charakteristik vazani GSPST-1 protilatky na bufiky CF-1 podle imuno-
fluorescence.

Na obr. 3 je analyza charakteristik vazani HMS-1 protilatky na buitky CF-1 podle imuno-
fluorescence.

Na obr. 4 je analyza (kontrola prosta protilatky, buiiky kostni dfen€) imunofluorescenci.

Na obr. 5 je analyza charakteristik vazani GSPST-1 protilatky na buiky kostni dfené podle
imunofluorescence.

Na obr. 6 je analyza charakteristik vazani HMS-1 protilatky na buiiky kostni dfen€ podle imuno-
fluorescence.

Na obr.7 je zkouska na monoklonalni protilatky (GSPST-1) podle vynalezu k inhibici

transplantace kostni dfené. Na ose x je monoklonalni protilatka, na ose y poCet slezinnych
kolonii (12 dni).

Na obr.8 je zkouska na monoklonalni protilatky (HMS-1) podle vynalezu k inhibici
transplantace kostni dfen&. Na ose x je monoklonalni protilatka, na ose y pocet slezinnych
kolonii (8 dni).

Piikladv provedeni vynalezu

Priklad srovnavaci
Slezinné stromalni buiiky a jejich charakteristiky
1) Slezinné stromalni bunky

Slezinna stromalni buné¢na linie majici podpirnou potenci krvetvornych kmenovych bunék se
ziska z primarni kultury slezinnych bunék my3i C57BL/6 J, kterym se podaval rG-CSF v davce
100 pg/kg po dobu péti dni.

Slezina se odstrani po podani rG-CSF za podminek prostych choroboplodnych zarodki, kultivuje
se v plastové baiice (Corning Co.) 25cm’ po dobu Sesti tydndi avIsocovové prostredi
modifikovaném Dulbeccovym prostfedim (IMDM) (Boehringer-Mannheim Co.) s 10 % teplem
inaktivovaného hovéziho zarode¢ného séra (FBS) (Sanko Junyaku. Tokyo), 100 J/ml penicilinu
a 100 pg/ml streptomycinu v inkubétoru za teploty 37 °C a v pfitomnosti 5 % oxidu uhli¢itého
a prostredi se vyméiiuje za erstvé ristové prostiedi dvakrat tydné.

Prilnuté populace bun&k (stromalni buiiky) se sklidi z baiiky za pouziti 0,05 % trypsinu a 0,02 %
EDTA (Sigma CHemical Co.) v PBS prostém vépniku a hof¢iku a pfevedou se do novych bang&k.
Tyto pasaze se opakuji pfiblizné jednou nebo dvakrat tydné. V kazdé pasazi (v prvni az desaté
pasazi) je pomér Stépeni bunék 1/4 az 1/8 a nasledné je tento pomér 1/16 az 1/32. Stromélni
buiiky se stanou homogennimi a fibroblastoidnimi po pfiblizné deseti pasazich.
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Pfi dvacaté pasazi se stromalni buiky sklidi shora popsanym zpiisobem a prevedou se do
klonovani bunék pouzitim limitujiciho zptisobu fedéni. Klonovani bunék se opakuje dvakrat
k ziskani stromalni bunééné linie (linie bunék CF-1).

Nasledné se tyto buiiky udrzuji v 5 ml IMDM doplnéném 10 % tepelné inaktivovaného hovéziho
zarodeéného séra (FBS) v baiice (Corning Co.) 25 cm” a subkultivuji se kazdych 5 dni za poméru
St€peni 1/32. Linie slezinnych stromalnich bunék se miaze pfipravit z jinych zvifat nez z mysi.
Napriklad se mize pripravit linie slezinnych lidskych stromélnich bungk stejnym zpiisobem, jako
je shora popséno, transformovanim bunék SV-40 adenovirovym vektorem (J. Cell. Physiol., 148,
str. 245, 1991).

2) Charakteristiky CF-1 bunék

Buriky CF-1, ziskané jako bunééna linie shora popsanym zpiisobem, se zkouseji na alkalickou
fosfatazu, kyselou fosfatazu, B-glukuronidazu, a-naftylacetatesterdzu a olejovou ¢erveii 0 o sobé
znamymi cytochemickymi zpisoby. Buiiky CF-1 se také charakterizuji imunoenzymatickou
histochemii za pouziti nasledujicich monoklonalnich a polyklonalnich protilatek, mac I (Sero
Tec.); antigen pfibuzny faktoru VIII (Dakopatts), a kolagen typu I, kolagen typu III a fibronectin
(Chemicon International Inc.). Fagocytosa se zkousi latexovymi absorpénimi kuli¢kami (pramér
&astic 1,09 um Sigma) a potence CF-1 bunék prevadét na adipocyty se zkousi vystavenim 107
mol/l hydrokortisonfosfatu (Sigma) v 25 cm’ baiice po 4 tydny po kultivaci.

Buiiky CF-1 jsou negativni na alkalickou fosfatazu, na antigen odvozeny od faktoru VIII, na mac
I a na fagocytosu a jsou pozitivni na kolagen typ 1, kolagen typ III a fibronectin. Buriky CF-1 se
nepfevadéji na adipocyty v prib&hu &tyr tydnd v kultufe s 10® mol/l hydrokortisonu, jakkoliv
bunky CF-1 vykazuji pouze stopy lipidu. Proto buriky CF-1 nemaji charakteristiky preadipocytu,
makrofagli a endothelialnich bunék, a proto je ziejmé, Ze jsou odvozeny od stromalnich bunék od
nich odlisnych.

3) Udrzovani krvetvornych kmenovych bunék burikami CF-1

K vyzkouSeni, zdali jsou nebo nejsou udrzovany krvetvorné kmenové buriky butikami CF-1, se
provadi zkouska CFU-S (Spleen colonies-forming cells = zkouska slezinnych bunék
vytvatejicich kolonie) zpisobem, ktery popsal Till a McCulloch. Deset my3i na skupinu se ozafi
900 cGy (MBR-1520R, Hitachi. Tokyo) a intravendzné se jim vstfikuji mononuklearni buiiky
kostni diené (BM buiiky) (1,0 x 10%hlava, 5,0 x 10*/hlava nebo 2, 5 x 10*hlava) a CF-1 buiiky
(1 x 10°/hlava) a pocitaji se kolonie ve sleziné 12. den, jakozto CFU-S kolonie (slezinné
kolonie).

Jestlize mononuklearni buiiky kostni dfené (BM buriky) a CF-1 burtiky se transplantuji ozafenym
mysim, pocet slezinnych kolonii kazdé skupiny BM bunék vyrazné vzroste (1,4 az 1,8 krat) ve
srovnani s mySmi bez transplantovanych CF-1 bunék a dvanacty den po transplantaci je pocet
pfezivsich mysi s translantovanymi buitkami BM a CF-1 vy3$i nez mySi pouze s buitkami BM,

burikami CF-1.
Priklad popisujici nejlepsi provedeni vynalezu

Monoklonalni protilatky

1) Protilatky a imunizace
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Imunizace se provadi za pouziti bunék CF-1 ziskanych podle srovnavaciho prikladu jakoZzto
protilatky. Buiiky se subkultivuji v inkubatoru v pfitomnosti 5 % oxidu uhliCitého za teploty
37°C za pouziti Isocovova prosttedi modifikovaného Dulbeccovym prostiedim (IMDM)

(Boehringer-Mannheim Co.) dopln&ného 10 % hovéziho zirode¢ného séra (FBS) (Sanko
Junyaku. Tokyo).

Buiiky se zpracovéavaji 1ImM EDTA/PBS a pipetovanim se vyjmou z kultiva¢ni banky. Buiky se
suspenduji do 1mM EDTA/PBS za poctu bunék pfiblizné 1 x 10"/ml a podaji se kryse Wistar
Imamich (7 tydni staré samiGce. Animal Breeding Research Laboratory). Jeden mi kapaliny
s pribliznym mnozstvim bundk 1 x 107/ml se vstrikuje do bfisni dutiny krysy pfi pogatedni
imunizaci a 1 ml kapaliny s pfibliznym mnozstvim bunék 1 x 10"/ml se poda pridavné za jeden
mésic. Dale se podava pfidavné 1 ml kapaliny s mnozstvim bunék Ix 10"/ml nékolikrét
v intervalu mésice a pozoruje se reaktivita mezi protilatkou imunizovanych krys a CF-1 buiikami,
1 ml kapaliny s mnozstvim bunék 1 x 10%/ml se podava jako kone¢na imunizace. TFi dny po
kone¢né imunizaci se krysy usmrti k odebrani sleziny.

2) Fuze bunék

Po odejmuti krysam se slezina rozkraji, izolované slezinné buiiky se odstfedi, suspenduji se
v prostiedi IMDM (BoehringerMannheim Co.) a intenzivné se promyji. Buiiky, ziskané kultivaci
mysi linie myelomovych bunék Sp2/O-Agld (Nature, 276, str. 249 az 270, 1978) v prostiedi
IMDM (Boehringer-Mannheim Co.) doplnéném 10 % hovéziho zarode¢ného séra (FBS, Sanko
Junyaku), se promyji shora uvedenym prostfedim IMDM stejnym zpisobem a 1 x 10*a2x 10
shora uvedenych slezinnych bungk se vnese do odstfedivkové zkumavky a misi se k dosazeni
fize bunék s polyethylenglykolem 4000 (Nakarai Kagaku) o sobé zndmym zpisobem (Exp.
Immunol., 42, str. 458 az 462, 1980).

Nasledné se fuzované buriky vnesou na 96 diilkovou desticku s prostiedim IMDM doplnénym
20 % hovéziho zarode&ného séra a kultivuji se v inkubatoru v pfitomnosti 5 % oxidu uhli¢itého
a pfi teploté 37 °C. Piemisti se do HAT selektivniho prostfedi postupné od nasledujiciho dne
a pokracuje se v kultivaci.

Po zagitku kultivace se supernatanty pfemistuji do nového HAT prostiedi dvakrat tydné
k pokracovani kultivace a k udrzovani proliferace.

Potom se ziskané buiiky klonuji o sob& zndmym zpdsobem za pouziti limitujiciho zfed'ovaciho
zpisobu. O sobé znamym zplsobem se klonuji pouze klony vykazujici silné charakteristiky
vazani na antigeny za pouziti limitujici zfed’ovaci analyzy za zkouseni jejich charakteristik
véazani na antigeny za pouziti protilatek v supernatantech shora uvedenych fuzovanych bunék.

3) Skrining

Skrining fuzovanych bunék (hybridom®) se provadi nepfimym fluorescentnim protilatkovym
zpusobem za pouziti pritokové cytometrie.

Skrining klonti, produkujicich protilatky podle vynalezu, se provadi za pouziti CF-1 bunék
jakozto cilovych bunék. Buiiky se suspenduji vreakénim pufru (PBS doplnéné 2% FBS
a 0,02 % nitridu sodného), odstfedi se a ziskané pelety se suspenduji ve 100 ul supernatanti
kultury hybridomu (pfiblizné 1 x 10%/100 pl) a nechavaji se reagovat po dobu jedné hodiny. Po
jednom promyti shora uvedenym pufrem FITX se pfida znalend kozi proti krysi IgG (FC)
protilatka (Chemicon) a inkubuje se po dobu jedné hodiny. Opét se promyje a analyzuje se
pritokovou cytometrii (FACScan. Becton Dickinson).
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4)  Cisténi protilatek

Fuzované buriky, skrinované zpisobem podle odstavce 3), se kultivuji o sobé znamym zpiisobem
a produkované protilatky v supernatantech se oddéli o sob& znamym zplisobem a &isti se.

Hybridomy se ziskaji zdilkd o vysokém titru protilitky k antigeniim, rozprostfou se na
tkatiovych plastovych miskach (Corning. Co.), kultivuji se v ptitomnosti 5 % oxidu uhligitého pfi
teploté 37° C, proliferuji a ¢isti se 0 sob& zndmym zplsobem k ziskani monoklonalnich protilatek
GSPST-1 a HMS-1.

V tomto pfipadé se zfetelem na HMS-1 protilatku a GSPST-1 protilatku se ziskané buiiky
vstiikuji do bfisni dutiny BALB/ aAJcl-nu holé mysi ("nude mouse”) (ve véku osmi tydni,
sameCek. Nippon Kurea) apo 10 az 14 dnech se od nich ziska ascit, vysoli se 33 % siranu
amonného a dialyzuje se s PBS.

V tomto pfikladu se popisuje zpisob, podle kterého se pouziva CF-1 bunék jakoZto antigent pro
imunizaci. Je vdak mozné ziskat monoklonalni protilatku stejnym zptisobem také pouzitim jinych
slezinnych stromalnich bunék véetné stromalnich bunéénych linii krvetvorné tkané odvozené od
lidskych slezinnych stromaélnich bunék avynilez se tedy neomezuje na shora uvedené
monoklonalni protilatky, nybrz zahrnuje v3echny monoklonalni protilitky majici stejné
charakteristiky a pfipravené stejnym zplisobem a viechny hybridomy, produkujici takové
monoklonalni protilatky.

Hybridom, produkujici monoklonalni protilatku HMS-1 podle vynélezu, je nové fizovana burika,
pfipravena za pouziti slezinnych bun&k krysy Wistar Imamich a linie my$ich myelomovych
bunék SP2/0-Agl4 jakozto mateiskych bunék, a byl ulozen 9. srpna 1993 pod oznatenim HMS-
1 (krysi mysi hybridom) pod priristkovym &islem FERM BP-4383 v Gstavu National Institute of
Bioscience and Human Technology. Agency of Industrial Science and Technology. Japonsko
(adresa:1-3, Higashi 1-chome. Tsukuba-shi. Ibaraki 305, Japan) podle Mezinarodni budapest'ské
dohody tykajici se ulozeni mikroorganismi pro igely vynalezu.

5) Vlastnosti protilatek
(i) Reaktivita protilatek (reaktivita na CF-1 buiiky)

Vysledky zkousek reaktivity ziskanych monoklonalnich protilatek GSPST-1 a HMS-1 k burikdm
CF-1 podle imunofluorescenéni analyzy jsou na obr. 1 az 3. Na obr. 1 jsou vysledky analyzy
kontroly v neptitomnosti protilatky, na obr. 2 jsou vysledky analyzy schopnosti vazani GSPST-1
na buiiky CF-1 a na obr. 3 jsou vysledky analyzy schopnosti vazani HMS-1 na buiiky CF-1. Na
svislé ose je vzdy relativni pocet bunék a na vodorovné ose je fluorescenéni intenzita. Z obr. 1 az
3 je ziejmé, ze monoklondlni protilatky GSPST-1 a HMS-1 vykazuji schopnosti vazani na burky
CF-1 arozpoznavaji povrchové antigeny bunék CF-1.

(Reaktivita na buriky kostni dfené)

Vysledky zkousek reaktivity ziskanych monoklonalnich protilatek GSPST-1 a HMS-1 na
normalni buriky kostni dfené podle pritokové cytometrie (FACScan. Becton Dickinson) jsou na
obr. 4 az 6. Na obr. 4 jsou vysledky analyzy kontroly v nepfitomnosti protilatky, na obr. 5 jsou
vysledky analyzy schopnosti vazani GSPST-1 na buiiky kostni dfené a na obr. 6 jsou vysledky
analyzy schopnosti vazani HMS-1 na buriky kostni dfené. Na svislé ose je vzdy relativni pocet
bunék a na vodorovné ose je fluorescenéni intenzita. Z obr. 4 az 6 je ziejmé, Ze monoklondlni
protilatka GSPST-1 nevykazuje viibec schopnost vazani na buiiky kostni dfenég, ptficemz HMS-1
vykazuje schopnost vazani na nékteré buriky kostni dfeng.
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(i1) Typizace protilatek

Na zékladé typizace podtiidy IgG ziskanych monoklonalnich protilatek (za pouziti krysy Mono
Ab-ID-Sp Zymed) je ziejmé, ze GSPST-1 je [gG2a a HMS-1 je IgG2b.

(iii) Inhibiéni potence transplantace kostni drené

Provadi se zkouska inhibice transplantace kostni dfené za pouziti protilatek ke zjisténi jejich
charakteristik. Vysledky jsou na obr. 7 a 8. Z obr. 7 a 8. je ziejmé, ze zatimco HMS-1 inhibuje
transplantaci kostni dfené, nebylo zjisténo pisobeni GSPST-1. Tyto vysledky se ziskaly pfi
podéani ocasni zilou 1, 0 x 10°/hlavu bunék kostni dfené a monoklonalnich protilatek C57BL/ 6J
my3i, ozafené osudnou davkou zateni (900 cGy) a pozorovanim vytvateni slezinnych kolonii.
Vyrazem "neo3etiené" se na obr. 8 mini pripad, kdy nebyly podany buiiky kostni dfen€. Jako
vysledek zkousky mozno konstatovat, Z¢ monoklonalni protilitka HMS-1 podle vynalezu
vykazuje inhibici transplantace kostni dfené aje zfejmé, Ze tato protilitka také vestavuje
krvotvorné kmenové buriky a vytvatri CFU-S kolonie.

Pracovnikim v oboru je ziejmé, Ze pasobeni monoklonalni protilatky k inhibici transplantace
kostni dfené odpovida aktivité inhibici vestavéni krvotvornych kmenovych bunék a vytvafeni
CFU-S kolonii. Naptiklad v pfipadé monoklonalni protilatky (ACK-2 protilatka. C-soubor
protilatky), za pouziti Zirné buiiky jako antigenu, se uvadi, ze ma funkci inhibice transplantace
kostni dfené u my3i podobné jako monoklonalni protilatky (Blood, 78, str. 1706, 1991), podle
vysledkii zkoudek inhibice transplantace kostni dfené se uvadi, ze protilatka inhibuje vestavéni
krvetvornych kmenovych bunék a vytvareni CFU-S kolonii.

Shora zminéna protilatka ACK-2 se pfipravuje pouZitim zirné buiiky jakoZzto antigenu a Zima
buiika je diferenciovana a proliferovand krvetvorna bufika zkrvotvorné kmenové buiky.
Stromalni buiika krvetvorné tkané, pouzitd podle vynalezu, neni krvetvornou buikou nybrz
burikou podporujici diferenciaci a proliferaci krvotvorné buiiky, a proto jsou obé tyto burky
vyrazné odlisné.

Kdyz se zavadi hybridom produkujici HMS-1 do bfidni dutiny holé my3i, neumird mys
z nahromadéni ascitu. Proto je domné&nka, 7e (i¢inek HMS-1 inhibice transplantace kostni dfené
neni jev v disledku apoptozy (oznatovany jako spontanni destrukce bungk, jev, Ze nuklearni
chromatinova DNA se §tépi v nukleosomové jednotce [tak zvana "ladder formation"], pfiCemz
dochézi k amrti bunék) nybrz jev vazani monoklonaini protilitky na molekulu pro vestavéni
krvetvornych bun&k do krvetvorné tkané. Proto je zfejmé, Ze antigen, rozpoznavany HMS-1, je
dilezitou latkou pro vestavéni krvetvornych kmenovych bunék do krvetvorné tkang.

Ze shora popsané zkoudky je zfejmé, Ze monoklonalni protilitka HMS-1 podle vynalezu
rozpoznava povrchovy antigen slezinné stromalni buitky majici podpirnou potenci vestavéni
krvetvornych kmenovych bunék a vykazuje charakteristiky inhibice vestavéni krvetvornych
kmenovych bunék.

Proto HMS-1 ma4 potenci inhibovat vestavéni bunék kostni dfené do krvetvorné tkané. Uvadi se,
7e leukemické buiiky se uvoliiuji z kostni dfené podle poklesu exprese VLA4 a VLAS adhese
molekul krvetvornych bunék jiz popsanych (VLA molekulovd exprese miize byt zahrnuta
v uvoliiovani akutnich myeloidnich leukemickych bunék zkostni dfen€ (Leuk. Res., 16 (5),
str. 469 az 474, 1992) a je domnénka, Ze monoklonalni protilatka k VLA4 a VLAS zlepSuje vliv
1é¢iv pro leukemii uvoliiovanim leukemickych bunék z kostni diené. Proto shora popsand HMS-1
se mize pouzivat podobné pred oetfenim leukemie k dosaZeni urcitého vysledku.

Monoklonalni protilatky podle vynalezu jsou popsany specificky na pfipadé shora uvedeného
piikladu. Monoklonalni protilatky podle vynélezu zahrnuji tuto piikladnou protilatku, pfi¢emz
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v3ak vynalez neni na ni omezen, nybrz zahrnuje viechny monoklonalni protilatky, které maji
stejné charakteristiky a stejnou funkcei a jsou ptipraveny stejnym zpisobem.

Pramvslova vyuzitelnost

Monoklonaini protilatky rozpoznavajici latku dilezitou pro vestavéni bunék kostni dfené do
krvetvorné tkan¢ jakoZto antigen as charakteristikami inhibice vestavéni krvetvornych
kmenovych bunék vhodné pro vyrobu 1é¢iv s funkci podpory pisobeni protirakovinovych [é&iv,
napiiklad protirakovinovych lé¢iv leukemie uvoliiovanim akutnich myeloidnich leukemickych
bunék z kostni dfené.

PATENTOVE NAROKY

1. Monoklonalni protilatka, ktera se specificky vaze na povrchovy antigen slezinnych
stromalnich bunék ainhibuje vestavéni krvetvornych kmenovych bunék, pfiCemz slezinné
stromalni buriky napomahaji vestavéni krvetvornych kmenovych bunék a jsou ziskané ze zvifat
osetfenych rG-CSF.

2. Hybridom produkujici monoklonalni protilatku podle naroku 1.

3. Hybridom podle naroku 2 ulozeny pod ¢islem FERM-4383 v organizaci National Institute
of Bioscience and Human Technology.

4. Monoklonélni protilatka podle naroku 1, kterou je protilitka HMS-1, produkovana
hybridomem ulozenym pod &islem FERM-4383.

5 vykresti
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