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‘ Terapeutické ¢inidlio pro hyperkalcinémii

Loy
Oblast techniky

PredloZzeny vynalez se tyka terapeutického Einidla pro hyperkalcinémii, ktera je
odolna k Iékam, které jako svou aktivni slozku obsahuje latku schopnou inhibovat

vazbu mezi proteinem podobnym hormonu pfistitnych télisek (PTHrP) a receptorem.

Dosavadni stav techniky

Pfi |ékové terapii (tj. farmakoterapii) humoralni hyperkalcinémie zhoubného
bujeni (HHM), je podavana doplitkova infuze mocopudného cCinidla nebo Ccinidia
potladujiciho vstfebavani kostni tkéané (napfiklad bifosfonat nebo kalcitonin).
Soudasnym trendem v lékové terapii je podavani kaicitoninu nebo bifosfonatu
samotnych nebo kombinace kalcitoninu s bifosfonatem.

Podani kalcitoninu -m& velmi- rychly nastup ptisobeni a terapeuticky ucinek trva
nékolik hodin po podéni. Kalcitonin je primarné ucinny kvili svému inhibicnimu
plisobeni na vstiebavani kostni tkané. Pii aplikovani mdze byt kalcitonin pacientovi
podavan injekéné nitrosvalové nebo nitrozilné dvakrat denné (rano a veder), pficemz
davka obsahuje 40 az 80 jednotek.

Bifosfonat je sloudenina, ktera je téinna pro své velmi silné inhibiéni pisobeni
na vstfebavani kostni tkané. Ma pomaly nastup plsobeni, ktery vyzaduje tfi az &tyfi
dny, nez je terapeuticky Ucinek piné vyjadien. Potom je také pouzivana kombinacni
terapie, sestavajici z kalcitoninu a bifosfonétu (ktery nepusobi rychle, ale velmi silné
inhibiéné pusobi na vstiebavani kostni tkane).

Bohuzel bifosfonat a kalcitonin mohou mit pii pouzivani nasledujici omezeni.

(1)  Bifosfonat:

o Tiebaze mize inhibovat vstfebavani kostni tkané, nemlze zlep$it vylu€ovani
vapniku ledvinami.

e Ma pomaly néstup pUsobeni, ktery vyZaduje tfi az &tyfi dny, nez je
terapeuticky ucinek vyjadren.

e Je nedostateéné Géinny u pacientd s vysokymi krevnimi hladinami PTHrP (12

pmol/l nebo vy$si) a ma kratsi dobu pisobeni.




e Jeho plisobeni se oslabuje, kdyz je podavan opakované. Pii opakovaném
podavani je pak pozadovano, aby byl podévan v intervalech alespon jednoho tydne,
aby doslo k udrZeni odpovédi, indukované pocatecnim podanim.

e MUZe nékdy zpUsobit hypokalcinémii.

(2) Kalcitonin:

Jeho uginek na snizeni hladin vapniku dosahuje maximum v rozmezi mezi 12 az
24 hodinami po podani. Kdyz je poté provedeno opakované podani, mize vSak ucinek
vykazat opétny vzestup v rozmezi mezi 4 az 5 dny po podani, coz je znamo jako tzv.
,unikovy efekt".

Z vyse vylozenych diivodu jsou tyto 1éky ve svém klinickém plUsobeni omezeny
kvali snizené udinnosti, zplisobené opakovanym podavanim nebo vyvojem odolnosti
k 16kaim. Navic tyto 1éky nejsou uspokojivé pro zlepseni stavu pacientld QOL a pacientl
HHM.

Podstata vynalezu

Pfedmétem predlozeného vyndlezu je poskytnout Ié¢ebné Ccinidlo pro
hyperkalcinémii, ktera je odolna k Iéku, které jako svou aktivni slozku obsahuje latku
schopnou inhibovat vazbu mezi proteinem podobnym hormonu pfistitnych telisek
(PTHrP) a jeho receptorem.

Autofi prediozeného vynalezu provedli extenzivni a intenzivni studie jak
prekonat vy$e uvedené nedostatky. Vysledkem bylo Zjidténi, Ze latka schopna inhibovat
vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem mize zlepsit hyperkalcinémii, ktera je odolna
k existujicimu terapeutickému &inidlu pro hyperkalcinémii, jako jsou ¢inidla inhibujici
vstfebavani kostni tkané. Toto zji$téni vedio k provedeni vynalezu. ‘

Proto predlozeny vyndlez poskytuje terapeutickeé Cinidlo pro hyperkalcinémii,
ktera je odolna k lékum, které jako svou aktivni slozku obsahuje latku schopnou
inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem. V tomto ohledu hyperkalcinémie, ktera
je odolna k Iékam, mize byt odoina k terapeutickému &inidlu pro hyperkalcinémii
jinému, nez je slougenina schopné inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem.
Latka mize byt antagonista PTHrP receptoru, protilatka proti PTHrP, ktera muze byt
monoklonalnino nebo polyklonainiho typu, svyhodou typu monoklonalniho.

Monoklondlni protilatka mize byt zuslechténa protilatka, chimerni protilatka, nebo




fragment protilatky a/nebo modifikovana forma fragmentu. Zuslechténou protilatkou
- maze byt zuslechténa protitatka #93.57-137-1. Hyperkalcinémie, ktera je odolna K
lékaim, mize byt zplisobena rakovinou.

Termin ,lék* v pfipadé _hyperkalcinémie, ktera je odolna k 1ékim* zde oznacuje
jakykoli 1€k nebo ginidlo, pokud je terapeuticky aéinny na hyperkalcinémi, jako je
&inidlo inhibujici vstiebavani kostni tkané, cinidlo podporujici vylugovani vapniku,
&inidlo inhibujici gastrointestinaini vstfebavani vapniku a mocopudné ginidio.

Termin ,hyperkalcinémie, ktera je odolna klékim* zde oznaduje tfidu
hyperkalcinémie, ktera vykazuje odolnost k 16ku, ktery ma terapeuticky ucinek na
hyperkalcinémii, kdyz je 1ék podavan opakované, jako je napf. hyperkalcinémie, ktera je
odolna k éinidlu inhibujicimu vstrebavani kostni tkané, Cinidlu podporujicimu vylucovani
vapniku, ¢€inidlu inhibujicimu gastrointestinalni vstfebavani vapniku a mogopudnému
ginidlu, nejlépe &inidiu inhibujicimu vstrebavani kostni tkane.

Ginidlo inhibujici vstiebavani kostni tkané muze obsahovat bifosfonat, kalcitonin

atd.
Bifosfonat mize zahrnovat napfikiad alendronat, pamidronat a-incadronat.
Kalcitonin mze zahrnovat naptiklad kalcitonin, elcatonin a lososi katcitonin.
Cinidlo podporujici vylugovéani vapniku miize obsahovat kalcitonin a mocéopudné
¢inidlo.

Cinidlo inhibujici -gastrointestinalni ystrebavani vapniku muze obsahovat
glukokortikoid a anorganicky fosfat.

Motopudné &inidlo mize obsahovat furosemid.

Ginidlo inhibujici osteoklast muze obsahovat protirakovinné  &inidla, jako je
aktinomycin D, cisplatin a mithramycin.

V dalim bude pfediozeny vynalez popséan podrobné.

Tento popis zahrnuje Casti nebo celé obsahy, které jsou popsany v popisu
a/nebo obrazcich japonské patentové pihlasky & 11-192 270, coz je dokument, ktery
ma vzhledem k piedkladané prihlasce prednostni pravo.

Piedlozeny vyndlez se tyka terapeutického ¢inidia pro hyperkalcinémii, ktera je
odolné k léku, ktery jako svou aktivni slozku obsahuje latku schopnou inhibovat vazbu
mezi proteinem, podobajicim se hormonu pFistitnych télisek (zde je oznaCovan jako

_PTHrP*) a jeho receptorem (zde je oznaCovan jako ,PTHrP receptor®).
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Termin ,PTHrP receptor* zde oznacuje jakykoli receptor, ktery se miize vézat
kK PTHrP (jako jsou ty, které jsou popsany v publikaci & 6-506 598, piedlozené pro
japonskou narodni fazi prfezkoumani), bez ohledu na to, zda PTHrP receptor je nebo
neni na cilovém orgénu piitomen (napfiklad kost, ledvina).

Termin ,latka schopna inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho receptorem (PTHrP
receptor), zde oznaduje jakoukoli latku, ktera se mGze vazat na PTHrP a zabranit tak
vazbé PTHrP na PTHrP receptor, jako je protilatka proti PTHrP; jakoukoli latku, ktera
se mlze vazat na PTHrP receptor a zabranit tak vazbé PTHrP receptoru k PTHrP, jako
je antagonista k PTHrP receptoru (PTHrP antagonista), specificky peptid, ktery
obsahuje zaménu nebo deleci alespoil jednoho aminokyselinového zbytku v PTHrP
peptidu nebo obsahuje ¢astetnou sekvenci PTHrP peptidu; nebo jejich kombinace.

Protilatka proti PTHrP zahrnuje protilatky jakychkoli znamych typl, jako jsou
zuslechténé protilatky, lidska protildtka (WO 96/33 735) nebo chimerni protilatka
(japonska patentova pfihladka ¢. 4-228 089), a protilatku produkovanou hybridomem
#23-57-137-1 (fj. protilatka 23-57-137-1). Protilatka mi2e byt polyklonalniho typu nebo
monoklonalniho typu, vyhodny je ale typ monokiondlni. Antagonista PTHrP zahrnuje
mimo jiné polypeptid nebo latku o nizké molekulové hmotnosti. Piikladem antagonisty
PTHrP je latka, ktera se vaze na PTHrP receptor antagonistickym zplsobem proti
PTHrP, jako je PTHrP (7-34), PTHrP (8-34), PTHrP (9-34), PTHrP (10-34), nebo jeho
mutace, ktera obsahuje zdménu, deleci nebo adici alespor jednoho aminokyselinového
zbytku. Jejich dalsi pfiklady zahrnuji polypeptidy, které maji antagonistickou aktivitu
proti PTHrP, jak je popséano v japonské patentové pfihlasce &. 7-165 790; v publikaci &.
5-509 098, predlozené pro japonskou narodni fazi pfezkoumani; Peptides (Spojené
staty), 1995, 16(6) 1031-1037; a Biochemistry (Spojené staty), duben 281 992, 31(16)
1026-4033. Tyto polypeptidy mohou mit deleci, zdménu, adici nebo inzerci alespor
jednoho aminokyselinového zbytku, pokud mohou mit ekvivalentni Groveri PTHrP
antagonistické aktivity, tyto jsou také zahrnuty mezi PTHrP antagonisty, které jsou
predmétem tohoto vynalezu.

V predlozeném vynalezu bude déle jako piiklad ,latky schopné inhibovat vazbu
mezi PTHrP a PTHrP receptorem* popséna protilatka proti PTHrP.

1. Protilatka proti PTHrP
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Protilatka proti PTHrP, pouzitd v predlozeném vyndlezu, mize byt jakakoli
protilatka, kterd muze vykazat terapeuticky U¢inek na hyperkalcinémii, ktera je odolna
k 16kim, bez ohledu na jeji zdroj, typ (monoklonaini nebo polyklonélini) a konfiguraci.

Protilatka proti PTHrP, pouzité v predlozeném vynalezu, mGze byt produkovana
pomoci jakéhokoli znamého postupu jako polyklonalni protilatka nebo monoklonaini
protilatka. Je vyhodné, kdyz protilatka proti PTHrP je monoklonéini protilatka,
odvozena ze savce. Ze savct odvozené monoklonalni protilatky zahrnuji protilatky
vytvaiené v hybridomech a protilatky, vytvafené pomoci geneticko-inzenyrskych
postupl v hostiteli, transformovaném pomoci rekombinantniho expresniho vektoru,
ktery nese gen- pro protilatku. Protilatka se mGze vézat na PTHrP a zabrarfovat vazbeé
PTHrP na PTH/PTHrP receptor, ¢&imz dochazi k blokovani pfenosu signalu PTHrP a
néasledkem toho k potlaceni biologické aktivity PTHrP.

Specifickym prikladem takové protilatky je protilatka #23-57-137-1, kterd mize:
byt vytvéiena hybridomovym klonem #23-57-137-1.

Hybridomovy klon #23-57-137-1 byl oznacen ,hybridom my$-my$ #23-57-137-1"
a ulozen za podminek budapestské smiouvy 15. srpna 1996 v Narodnim ustavu
biologickych véd a lidské technologie, Agentura primyslové védy a technologie,
Japonsko (1-3, Higashi 1-chrome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko), pod pfistupovym
¢islem FERM BP-5631.

2. Hybridom produkuijici protilatku

Hybridom produkujici monoklonaini protilatku maZe byt vytvoren nasledujicim
zplsobem. PTHrP je pouzit jako antigen pro imunizaci podle bézného imunizaéniho
postupu. Vysledné imunocyty jsou flizovany se znamymi rodicovskymi burikami pomoci
béznych postupll pro fuzi bunék, a buriky produkujici monoklonalni protilatku jsou
z fizovanych bunék vytiidény pomoci bézné tfidici metody.

Za prvé, lidsky PTHrP, ktery je pouzit jako senzibilizujici antigen pro vytvareni
protilatky, je pfipraven pomoci exprimovani PTHrP genu/aminokyselinové sekvence
popsané v Suva, L. J. a kol., Science (1987)237, 893. Nukleotidova sekvence koéduijici
PTHrP je viozena do zndmého expresniho vektoru, a s timto expresnim vektorem je
transformovana vhodna hostitelska butika. PTHrP protein je potom z transformované
hostitelské bufiky nebo ze supernatantu bunééné kultury izolovan a purifikovan pomoci

jakékoli znamé metody.
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Potom je purifikovany PTHrP protein pouzit jako senzibilizujici antigen. Jinou
moznosti je, Zze jako senzibilizujici antigen mize byt pouZit chemicky syntetizovany
peptid, skladajici se z 34 aminokyselin, ktery tvofi N-koncovou oblast PTHrP.

Druh savce, ktery bude imunizovan senzibilizujicim antigenem, neni zviasté
omezen. Av$ak tento savec je svyhodou vybiran se zfetelem na slucitelnost
s buntkami, které jsou pouzité pro bunécnou fizi. Obecné mize byt pouzit hlodavec
(napfiklad mys, krysa, kie€ek), kralik nebo opice.

Imunizace savce senzibilizujicim antigenem muze byt provedena podie
jakéhokoli znamého postupu, napiiklad injekénim podanim senzibilizujiciho antigenu
savci intraperitonediné nebo podkozné. Podrobnéji feCeno, senzibilizujici antigen je
vhodné roziedén nebo suspendovan do fyziologického roztoku pufrovaneho
fosforeénanem (PBS) nebo do fyziologického roztoku, vysiedné fedéni nebo suspenze
je smichana s vhodnym mnozstvim bézného adjuvans (napfiklad Freudovo kompletni
adjuvans), aby bylo dosaZzeno emulze. Emulze je savci podéana injekné nékolikrat
v intervalech 4 az 21 dn(. Pro imunizaci miZe byt senzibilizujici antigen pfipojen ke
vhodnému nosici.

Po imunizaci je kontrolovana hladina protilatky v séru. Kdyz je potvrzeno, Ze
hladina protilatky v séru dosahla pozadované Urovné, jsou ze savce izolovany
imunocyty a je s nimi provedena bunééna flize. Vyhodnym imunocytem je slezinna
bunka.

Rodigovska burika pouZita pro bunéénou fuzi (tj. burika slouzici jako protéjSek pri
bun&éné fuzi s imunocytem) je myelomova buiika odvozena ze savce. Myelomova
burika je z jakékoli zndmé bunééné linie, napfiklad P3 (P3x63Ag8.653) (J. Immunol.
(1979) 123, 1548-1550), P3x63Ag8U.1 (Current Topics in Microbiology and
Immunology (1978) 81, 1-7), NS-1 (Kohler, G. a Milstein, C., Eur. J. Immunol. (1976) 6,
511-519), MPC-11 (Margulies, D. H. a kol., Cell (1976) 8, 405-415), SP2/0 (Shuiman,
M. a kol., Nature (1978) 276, 269-270), FO (de St. Groth, S. F. a kol., J. immunol.
Methods (1980) 35, 1-21), S194 (Trowbridge, I. S., J. Exp. Med. (1978) 148, 313-323)
nebo R210 (Galfre, G, a kol., Nature (1979) 277, 131-133).

Bunédna fuze imunocytu s myelomovou burikou je v podstaté provedena podie
jakékoli znamé metody, jako je napfiklad metoda podle Milstein a kol., (Kohler, G. a
Milstein, C., Methods Enzymol. (1981) 73, 3-46).
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Presngji fe¢eno, bunééna fuze je provedena napiiklad ve vhodném Zivném
mediu pro bunééné kultury, v pritomnosti &inidla podporujiciho bunéénou fuzi. Cinidlo
podpofujici bunénou fuzi mize byt polyethylenglykol (PEG) nebo virus Sendai
(hemaglutinujici japonsky virus; HVJ). Pokud je to Zadouci, za Utelem vylepgeni
ucinnosti fize mlze byt pouZito pFisad, jako je dimethylsulfoxid.

Pomér mezi imunocyty a myelomovymi bunkami pfi bunééné fuzi mize byt
jakykoli. Napfiklad imunocyty jsou pouzity v mnoZstvi 1 a3 10krat vetsim nez bunky
myelomove. Médium pro bunééné kultury, pouzité pro bunécnou fuzi, je napfiklad
médium RPMI 1640 nebo médium MEM, vhodné pro rust vyse uvedenych
myelomovych bunéénych linii, nebo jiné médium, bézné pouzivané pro kultivaci
takovych bunéénych linii. Pokud je to zadouci, mQze byt do kultivaéniho média pfidan
doplnék séra, jako je napfiklad fetalni teleci sérum (FCS).

Bunééna fluze je provedena dokonalym promichanim danych mnozstvi
imunocyt( a myelomovych bunék v kultivaénim médiu, ke smési je pfidan roztok PEG
(napfiklad s primérnou molekulovou hmotnosti 1000 a3 6000) (ktery byl pfedem ohrat
na asi 37 °C) obvykle do 30 az 60% koncentrace (hmotnost/objem), a potom michanim
vysledného roztoku, &imz vznikaji pozadované fazni bunky (tj. hybridomy). Poté je
postupné ke kultivaénimu roztoku pfidano vhodné kultivaéni médium a je provedena
centrifugace, aby byl odstranén supernatant. Tento postup je nekolikrat opakovan, aby
bylo z kultivaéniho média odstranéno &inidlo podporujici bunéénou fizi nebo jiné latky,
které nejsou pro rast hybridom¢ zadouci.

Ziskané hybridomy mohou byt selektovany péstovanim v bézném selekénim
médiu, jako je médium hypoxanthin-aminopterin-thymidin (HAT). Kultivovani hybridom(
v HAT médiu se provadi po dasové obdobi postacujici k tomu, aby zahynuly v8echny
burky kromé pozadovanych hybridomt (tj. buriky které neflzovaly), bézné se jedna o
nékolik dni az nékolik tydnd. Poté je provedena b&zna metoda koncového fedéni, aby
byly vybrany jednotlivé klony hybridomi, které vylu€uji pozadovanou protilatku.

Jako jinou metodu, nez je vy$e popsana metoda pfipravy hybridom& pomoci
imunizace savce, jiného nez &lovéka, antigenem, je ta, kdy lidské lymfocyty mohou byt
senzitizovany PTHrP in vitro a potom je s témito senzitizovanymi lymfocyty provedena
bunécna fuze s lidskymi myelomovymi burikami, které jsou schopny nekoneéného
rastu, a tak je produkovana lidska protilatka s vazebnou schopnosti k PTHrP (japonsky
patent 1-598 878). Jinym zplsobem mlize byt lidska protilatka proti PTHrP pfipravena




pomoci injekéniho podani PTHrP jako antigenu transgennimu zvireti, které ma upliny
repertodr lidskych protilatkovych gend, aby vytvofilo bunky produkujici protilatku proti
PTHrP, poté je provedena imortalizace téchto bunék, ¢imz je dosazeno produkovani
lidské protilatky v imortalizovanych bunkéch (mezinérodni patenty WO 94/25 585, WO
93/12 227, WO 92/03 918 a WO 94/02 602).

Hybridomy produkujici monoklondlni protilatku, pfipravené jak bylo popsano
vy$e, mohou byt péstovany v bézném kultivatnim médiu a ulozeny v tekutém dusiku po
diouhé ¢asové obdobi.

Pro produkci monoklonalni protilatky z hybridomu muze byt pouzita metoda,
ktera sestava z kultivovani hybridomu pomoci bézné techniky a odebirani monoklonalni
protilatky ze supernatantu bunééné kultury, nebo metoda, které sestava z injekéniho
podéni hybridomu savci, ktery je s hybridomem sluditelny, aby doslo k rtstu hybridomu
v savci a monoklondlni protilatka je odebirana z ascitd tohoto savce. Prvni metoda je
vhodna pro produkci protilatky o vysoké Cistoté, zatimco druhé metoda je vhodné pro
produkci protilatky ve vysokém mnozstvi.

3. Rekombinantni protilatka

V prediozeném vynalezu mdze byt pouzit rekombinantni typ protilatky, ktery
mize byt vytvofen pomoci klonovani protilatkového genu z hybridomu, viozenim
protilatkového genu do vhodného vektoru, vnesenim vektoru do hostitele a potom
produkovanim protildtky z hostitele, vse pomoci b&zné rekombinaéni genetické
techniky (viz napiiklad Vandamme, A. M. a kol., Eur. J. Biochem. (1990) 192, 767-775).

Piesngji fe¢eno, mRNA kédujici variabilni (V) oblast protilatky proti PTHrP je
izolovana z hybridomu produkujiciho protilatku proti PTHrP. Izolace mRNA je
provedena tak, Ze je pomoci jakékoli znamé metody, jako je napfikiad ultracentrifugacni
metoda s guanidinem (Chirgwin, J. M. a kol,, Biochemistry (1979) 18, 5294-5299) a
AGPC metoda (Chomczynski, P. a kol, Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159)
pfipravena celkova RNA, a poté je ztéto celkové RNA ziskana pozadovand mRNA
pomoci soupravy pro purifikaci mRNA (Pharmacia), nebo jiné podobné. Jinou moznosti
je to, ze mMRNA mUZe byt také pfipravena pfimo za pouziti soupravy QuickPrep mRNA
Purification Kit (Pharmacia).

Dale je z mMRNA pomoci reverzni transkriptazy syntetizovana cDNA pro V oblast
protilatky. Syntéza je provadena pomoci soupravy AMV Reverse Transcriptase First-
strand cDNA Synthesis Kit (Seikagaku Corporation) nebo pomoci jiné. cDNA muze byt
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také syntetizovana a amplifikovana pomoci metody 5-RACE (Frohman, M. A. a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 8998-9002; Belyavski, A. a kol., Nucleic Acids
Res. (1989) 17, 2919-2932) pomoci soupravy 5-Ampli FINDER RACE Kit
(CLONETECH) v kombinaci s metodou PCR, nebo podobné.

Fragment DNA, o ktery se jednd, je izolovan a purifikovan z vysledného PCR
produktu a poté je ligovan do DNA vektoru, ¢imz je ziskan rekombinantni vektor.
Rekombinantni vektor je vnesen do hostitele jako je E. coli a je vybréana kolonie
obsahujici pozadovany rekombinantni vektor. Nukleotidova sekvence DNA, o kterou se
v rekombinantnim vektoru jedna, je potvrzena pomoci napiiklad metodou ukond&eni
fetézce pomoci dideoxynukleotid(. '

Jakmile je jednou DNA kédujici V oblast protilatky proti PTHrP ziskana, DNA je
zabudovana do expresniho vektoru, ktery obsahuje DNA kéduijici konstantni (C) oblast
pozadované protilatky.

Pro produkovani protilatky proti PTHrP, pouzivané v prediozeném vynalezu, je
protilatkovy gen zabudovan do expresniho vektoru tak, ze protilatkovy gen mize byt
exprimovan pod kontrolou oblasti kontrolujicich expresi (napiiklad zesilovaé
transkripce, promotor). Hostitelska burika je expresnim vektorem transformovana, aby
exprimovala protilatky.

Pri exprimovani protilatkového genu mohou byt DNA kédujici tézky (H) fetézec a
DNA koédujici lehky (L) fetézec protilatky zabudovany do oddélenych expresnich
vektorh, a potom je hostitelskd bunka transformovana soudasné vyslednymi
rekombinantnimi expresnimi vektory. Jinou moznosti je, Ze obé& DNA, DNA kédujici H-
retézec a DNA kédujici L-fetézec protilatky, mohou byt sjednoceny spoleéné do
jednoho expresniho vektoru, a potom muze byt hostitelska burika transformovana
vyslednym rekombinantnim expresnim vektorem (WO 94/11 523).

Pro produkci rekombinantni protilatky mlze byt vedle vySe zminénych
hostitelskych bunék pouzito jako hostitel transgenni zvife. Napriklad protilatkovy gen je
vloZzen do piedem uréeného mista v genu, ktery kéduje protein pfirozené produkovany
v mléce zvifete (napf. kozi B-kasein), a je ziskan flzni gen. Fragment DNA obsahujici
fuzni gen s protilatkovym genem je injekéné podavan kozimu embryu a toto je vneseno
do kozi samice. Tyto kozi samice potom nosi transgenni kozu. Protilatka o kterou se
jedna, je potom vylu¢ovana v mléce transgenni kozy nebo jejich potomku. Za tcelem

zvySeni produkce mléka u transgenni kozy, které obsahuje protilatku, mGze byt této
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transgenni koze podan vhodny hormon (Ebert, K. M. a kol., Bio/Technology (1994) 12,
699-702).
4. Modifikovana protilatka

Za Gdelem sniZzeni reaktivity proti slozkam lidského téla, mlze byt v
predlozeném vyndlezu pouzita uméle modifikovana rekombinantni protilatka, jako je
chimerni protilatka nebo zu$lechténa protilatka. Modifikované protilatky mohou byt
pripraveny pomoci nasledujicich znamych postupt.

Chimerni protilatka, ktera je pouzitelnd v predloZzeném vynalezu, miZe byt
pfipravena ligaci DNA kodujici V oblast protilatky, pfipravenou jak bylo popsano vyse,
s DNA kédujici C oblast lidské protilatky, zabudovanim produktu ligace do expresniho
vektoru a vnesenim vysledného rekombinantniho expresniho vektoru do hostitele, aby
produkoval chimerni protilatku.

Zuslechténa protilatka je také oznacovana jako ,pfetvorena lidska protilatka®,
v niz jsou oblasti protilatky uréujici komplementaritu (CDR) z protilatky savce jiného nez
&lovék (napfiklad mysi) pfeneseny na misto CDR lidské protilatky. Jsou také znamy
obecné genetické rekombinantni postupy pro pfipravu takovych zusSlechténych
protilatek (EP 125 023; WO 96/02 576).

Presngji fe¢eno, DNA sekvence do které jsou CDR z my$i protilatky ligovany
prostfednictvim podplirnych oblasti (FR) lidské protilatky, je amplifikovana PCR
metodou za pomoci nékolika oligonukleotid jako primerd, které byly navrzeny tak, aby
mély oblasti piekryvajici se s koncovymi oblastmi CDR a FR. Ziskana DNA je ligovana
do DNA kédujici C oblast lidské protilatky a vysledny produkt ligace je zabudovan do
expresniho vektoru. Ziskany rekombinantni expresni vektor je vnesen do hostitele,
ktery pak produkuje zuslechténou protilatku (EP 239 044, WO 96/02 576).

Oblasti FR lidské protilatky, ligované prostrednictvim CDR, jsou vybrany tak, ze
CDR mohou vytvofit vazebné misto pro vhodny antigen. Pokud je to nezbytne,
aminokyselina (aminokyseliny) ve FR oblastech V oblasti protilatky mohou byt
zaménény tak, ze CDR pretvorené lidské protilatky mohou vytvofit vazebné misto pro
vhodny antigen (Sato, K. a kol., Cancer Res. (1993) 53, 851-856).

C obtast chimerni nebo zuslechténé protilatky muze byt jakakoli lidské C oblast,
jako jsou Cy1, Cy2, Cy3, nebo Cy4, pro H fetézec a Ck nebo CA pro L fetézec. C oblast
lidské protilatky mdze byt modifikovana za Gcelem zabezpeceni stabilni produkce

protilatky.
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| Chimerni protilatka je slozena zV oblasti odvozenych z protilatky savce, jiného
nez je Slovék, a z C oblasti odvozenych z lidské protilatky. Zuslechténa protilatka je
vhodna jako aktivni slozka terapeutického Cinidla, které je predmétem tohoto vynalezu,
protoZe antigenicita protilatky proti lidskému télu je snizena.

Specifickym pfikladem zuslechténé protilatky, vhodné pro prediozeny vynalez, je
sudlechténa protilatka #23-57-137-1; v niz jsou CDR odvozeny z my$i protilatky #23-
_57-137-1: L fetézec je slozen z CDR ligovanych prostfednictvim tfi FR (FR1, FR2 a
FR3), odyvozenych z lidskeé protildtky HSU 03 368 (GEN-BANK, Deftos, M. a kol,
Scand. J. Immunol., 39, 95-103, 1994) a FR (FR4), odvozené z lidské protilatky S 25
755 (NBRF-PDB); a H fetézec je slozen z CDR ligovanych prostfednictvim FR,
odvozenych z lidské protilatky S 31 679 (NBRF-PDB, Cuisinier, A. a kol., Eur. J.
immunol. 23, 119-118, 1993), v niZ je &4st aminokyselinovych zbytkl ve FR zaménéna
tak, ze pretvorena zudlechténa protilatka maze vykazovat vazebnou aktivitu pro
antigen.

Kmeny E. coli obsahujici plazmidy, které maji DNA kédujici H fetézec popfipadé
L fetézec zusSlechténé protilatky #23-57-137-1, jsou oznaceny Escherichia coli JM109
(hMBC1HcDNA/pUC19) (pro H fetézec), popfipadé Escherichia coli JM109
(hMBC1LgNpUC19) (pro L fetézec). Tyto kmeny byly ulozeny za podminek
budapestské smlouvy 15. srpna 1996 v Narodnim Gstavu biologickych véd a lidské
technologie, Agentura pramyslové veédy a technologie, Japonsko (1-3, Higashi 1-
chrome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko), pod pFistupovym Cislem FERM BP-5629 pro
Escherichia coli JM109 (hMBC1HcDNA/pUC19) a pod pfistupovym Cislem FERM BP-
5630 pro Escherichia coli JM1 09 (hMBC1LgNpUC19).

5. Varianty protilatek

Protitatka pouzita v prediozeném vynalezu mize byt fragment protilatky nebo
modifikovana forma fragmentu, pokud je schopen se vazat K PTHrP a inhibovat aktivitu
PTHrP. Napfiklad fragment protilatky zahrnuje Fab, F(ab"),, Fv nebo jednoretézcovy Fv
(scFv), skladajici se z Fv fragmentu H fetézce a Fv fragmentu L fetézce, spojenych
dohromady vhodnym spojovnikem. Presngji fedeno, takové fragmenty protiladtek mohou
byt vytvoreny $tépenim protilatky pomoci enzymu (napiiklad papain, pepsin) na
protilatkové fragmenty, nebo zkonstruovanim genu kadujiciho fragment protilatky,
vlozenim genu do expresniho vektoru a vnesenim vysledného expresniho vektoru do

vhodného hostitele, ktery pak fragment protilatky exprimuje (viz napfiklad Co, M. S. a
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kol., J. Immunol. (1994), 152, 2068-2976; Better, M. & Horwitz, A. H., Methods in
Enzylmology (1989), 178, 476-496, Academic Press, Inc.; Plueckthun, A. & Skerra, A,
Methods in Enzymology (1989), 178, 476-496, Academic Press, Inc.; Lamoyi, E.,
Methods in Enzymology (1989), 121, 652-663; Rousseaux, J. a kol, Methods in
Enzymology (1989), 121, 663-669; a Bird, R. E. a kol., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

scFv miZe byt vytvofen spojenim V oblasti H fetézce s V oblasti L fetézce -
prostfednictvim spojovniku, s vyhodou pomoci peptidového spojovniku (Huston, J. S. a
kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 5879-5883). V oblast H fetézce a V oblast L
fetézce v scFv mize byt odvozena z jakékoli zde popsané protilatky. Peptidovy
spojovnik, ktery vaze V oblasti, mize byt jakykoli jednofetézcovy peptid, diouhy
napfiklad 12 az 19 aminokyselinovych zbytkl.

DNA kodujici scFv mlze byt pripravena napred amplifikaci DNA - kodujici
V oblast H fetézce a DNA kédujici V oblast L fetézce protilatky tak, Ze jsou jako matrice
oddéleng pouzity DNA fragment kodujici celou oblast nebo &ast H fetézce, ktery
obsahuje V oblast a DNA fragment kéduijici celou oblast nebo Cast L fetézce, ktery
obsahuje V oblast, a pary primer(i, které definuji konce DNA fragmentl; a poté
amplifikaci DNA kodujici peptidovy spojovnik, pomoci DNA fragmentu kédujicino
peptidovy spojovnik jako matrice a paru primert, které definuji konce DNA fragmentu
tak, e kazdy konec peptidového spojovniku je pfipojen k V oblasti H fetézce,
popfipadé k V oblasti L fetézce.

Jakmile je jednou DNA kédujici scFv pfipravena, muze byt ‘pomoci béznych
postupl pfipraven expresni- vektor nesouci tuto- DNA a hostitel transformovany timto
expresnim vektorem. scFv miize byt produkovan transformovanym hostitelem pomoci
béznych postupd.

Fragmenty protilatky mohou byt vytvofeny tak, Ze jsou pfipraveny geny pro tyto
fragmenty a geny jsou exprimovany ve vhodnych hostitelich, jak bylo popséano vyse.
Fragmenty protilatky jsou také zahrnuty mezi ,protilatky” predlozeného vynalezu.

Jako modifikované formy vyse uvedenych protilatek mlze také byt pouzita
napiiklad protilatka proti PTHrP, konjugovana k néjaké molekule (napiiklad
polyethylenglykolu). Takové modifikované protilatky jsou také zahrnuty mezi ,protilatky”
predlozeného vynalezu. Modifikované protilatky mohou byt pfipraveny pomoci
chemickych modifikaci protilatek. Postupy chemické modifikace, vhodné pro tento ucel,

byly jiz v oboru zavedeny.




13 e

6. Exprese a produkce rekombinantni protilatky nebo modifikované protilatky

" Gen pro protilatku, zkonstruovany jak bylo popsano vyse, mlze byt vytvofen a
exprimovan pomoci znamych postupt. Pro- exprimovani v savéi burice jsou operativné
spojeny bézny vhodny promotor, gen protilatky, ktery ma byt exprimovan a signal pro
poly(A) (umistény po sméru za 3" koncem genu pro protilatku). Napfiklad jako vhodny
systém promotor/zesilovaé¢ transkripce muze byt pouzit systém zlidského
cytomegaloviru bezprostiedné ¢asny promotor/zesilovac¢ transkripce.

Jiné systémy promotor/zesilovac transkripce, vhodné pro expresi protilatky a
pouzité v prediozeném vyndlezu; zahrnuji ty systémy, které jsou odvozeny z vir(
(napfiklad retroviru, polyomaviru, adenoviru a opi¢iho viru 40 (SV40)) a ty systémy,
které jsou odvozeny ze savéich bunék (napfiklad lidsky elongaéni fragment 1a
(HEF1a).

Kdyz je pouzit systém SV40 promotor/zesilova¢ transkripce, exprese genu mize
byt provedena snadno pomoci postupu od Mulligan a kol., (Nature (1979) 277, 108).
Kdyz je pouzit systém HEF1a promotor/zesilovaé transkripce, exprese genu maze byt
provedena snadno pomoci postupu od Mizushima a kol., (Nucleic Acids Res. (1990)
18, 5322).

Pro expresi v E. coli mohou byt operativné spojeny bézny vhodny promotor,
signaini sekvence pro vyluovani protilatky o kterou se jednda, a gen protilatky. Jako
promotor miZe byt pouzity promotor lacZ nebo araB. KdyZ je pouzit promotor lacZ,
exprese genu muize byt provedena pomoci postupu od Ward a kol., (Nature- (1098)
341, 544-546; FASEB J. (1992) 6, 2422-2427). Kdyz je pouzit promotor araB, exprese
genumttée byt provedena pomoci postupu od Better a kol., Science (1988) 240, 1041-
1043).

Pokud se tyka signalni sekvence pro vylucovani protilatky, kdyz ma byt protilatka
o kterou se jedna, vylu¢ovana do periplazmatického prostoru E. coli, muZe byt pouzita
signéini sekvence pe1B (Lei, S. P. a kol., J. Bacteriol. (1987) 169, 4379). Protilatka
vylutovana do periplazmatického prostoru je izolovdna a poté znovu prostorové
usporadana tak, ze protilatka ziské konfiguraci vhodnou pro pouZiti.

Pokud se tyka podatku replikace, mohou byt pouzity pocatky replikace odvozené
z vird (napfiklad SV40, polyomaviru, adenoviru, hovéziho papilomaviru (BPV)) nebo
podobné. Aby se zvysil podet kopii genu v hostitelském bunééném systému, miZe dale

expresni vektor obsahovat selektovatelny znacici gen, jako je napfiklad gen pro
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aminoglykosidfosforibosyltransferazu (APH), gen pro thymidinkinazu (TK), gen pro
xaﬁthin-guanidinfosforibosyltransferézu E. coli (Ecogpt) a gen pro dihydrofolat-
reduktazu (dhfr).

Pro produkci protilatky pouzité v predlozeném vynélezu,mlze byt pouzit jakykoli
expresni systém, jako jsou eukaryotické a prokaryotické expresni systémy.
Eukaryotické buriky zahrnuji zavedené Zivocisné bunééné linie (napfiklad ze savcd,
hmyzu, plisni a hub, kvasinek). Prokaryotické bunky zahrnuji bakterialni buriky, jako
jsou burky E. coli.

Je vyhodné, kdyZ je protilatka pouzivana v pfedlozeném vynalezu exprimovana
v savéi burice, jako je buika CHO, COS, myeloma, BHK, Vero nebo Hela.

Dale je transformovana hostitelska burika kultivovana in vitro nebo in vivo, aby
produkovala protilatky, o které se jednd. Kultivace hostitelskych- bunék mize byt
provedena pomoci jakéhokoli zndmého postupu. Zde muZe byt pouZiteiné kultivaéni
médium DMEM, MEM, RPMI 1640 nebo IMDM. Kultivaéni médium mdze obsahovat
doplInék séra, jako je fetalni teleci sérum (FCS).

- 7. Izolace a purifikace protilatky

Protilatka exprimovana a produkovana tak, jak bylo popsano vySe, mize byt
izolovana z bunék nebo ztéla hostitelského Zivodicha, a vycisténa do homogenity.
Izolace a purifikace protilatky, pouzivané v predlozeném vynalezu, mize byt provedena
na afinitnim sloupci. Pfiklady sloupcii s proteinem A zahrnuji sloupce Hyper D, POROS
a Sepharose F.F. (Pharmacia). Postup neni z&dnym zviastnim zpUsobem omezen a
mohou byt pouzity i jiné postupy, které jsou bézné pouzivany pro izolaci a purifikaci
protilatky. Napiiklad mohou byt pouzity rozmanité chromatografické postupy, které
pouzivaji jiné sloupce nez jsou vySe zminéné afinitni sloupce, pouzivaji filtraci,
ultrafiltraci, vysolovani a dialyzu, bud samotné nebo v kombinaci, pro izolaci a vycisténi
protilatky, o kterou se jedna (Protilatky: Laboratorni pfirucka. vyd. Harlow, David Lane,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

8. Ur¢ovani aktivit protilatky

Uréovani vazebné aktivity k antigenu (Protilatky: Laboratorni pfirucka. vyd.
Harlow, David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988) nebo inhibiéni aktivity proti
ligandu receptoru (Harada, A. a kol., International Immunology (1993) 5, 681-690) u
protilatky pouzivané v predlozeném vynalezu, muze byt provedeno pomoci jakychkoli

znamych postupll. Postupy pro uréeni vazebné aktivity k antigenu protilatky proti
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PTHrP, pouzivané v prediozeném vynalezu, mohou byt test ELISA (imunoabsorbéni
tesf s vazanym enzymem), EIA (enzymovy imunologicky test), RIA (radioimunotest)
nebo fluorescenéni protilatka. Napiiklad kdyz je provadén enzymovy imunologicky test,
roztok vzorku, obsahuijici protilatku proti PTHrP (napfiklad supernatant z kultury bunék
produkujicich protilatku proti PTHrP nebo protilatku proti PTHrP v Cisténé forme), je
pfidan na destiku, ktera byla pfedem potazena PTHrP (1-34). Déle je na destiCku
pridana sekundarni protilatka, oznatena enzymem (napiiklad alkalickou fosfatazou).
Destika je inkubovéna a promyta. K desti¢ce je pfidan substrat pro enzym (napfikiad
kyselina p-nitrofenylfosfore¢nd) a je méfena absorbance roztoku, aby byla zhodnocena
vazebna aktivita protilatky k antigenu.

Pro potvrzeni aktivity protilatky pouzité v predlozeném vynalezu, mlze byt
stanovena neutralizaéni aktivita protilatky (napfikiad u protilatky proti PTHrP).

9. Zpusoby podavani a farmaceutické pfipravky

Terapeutické &inidlo prediozeného vynalezu mhze byt pouzito pro IéCeni nebo
zlep$eni hyperkalcinémie, ktera je odolnd k Iékim. Hyperkalcinémie, ktera je odolna
k 1&kaim, méze byt typ indukovany rakovinou nebo typ jiny. Piikladem hyperkalcinémie
indukované rakovinou je hyperkalcinémie indukovana zhoubnym bujenim.

Piiklady hyperkalcinémie, které nejsou indukované rakovinou, zahrnuji
perinatéini hyperkalcinémii u gravidnich a kojicich Zen a novorozeneckou
hyperkalcinémii.

Terapeutické &inidlo, obsahuijici jako svou aktivni slozku protilatku proti PTHrP,
‘ktera je predmétem predlozeného vyndlezu, mlze byt podévéno oralné nebo
parenter&ing, svyhodou parenterainé. Terapeutické ¢inidlo muze byt vjakékoli -
davkové formé, jako je &inidlo podavané plicemi (napfiklad ¢inidlo podévané s pomoci
takového zafizeni jako je rozprasovag), nazogastrické Cinidlo, koZni Cinidlo (mast,
krém) nebo injekce. PFiklady injekci zahmuji nitrozilni injekci (napfiklad kapky),
nitrosvaloyou injekci, intraperitonedlni injekci a podkozni injekci pro systémové nebo
mistni podavani. Zplsob podévani miZe byt vhodné vybrén v zavislosti na véku
pacienta a stavu .choroby. Uginna jednotlivd davka mlze byt vybréna v rozsahu od
0,001 do 1 000 mg na kg télesné hmotnosti, s vyhodou 0,1 az 50 mg na kg télesné
hmotnosti, jesté vyhodngji 0,5 a2 10 mg na kg télesné hmotnosti. Jina moznost je, ze
davka pro pacienta mlze byt vybrana vrozsahu od 0,01 do 100 000 mg/osobu,

s vyhodou 1 az 5000 mg/osobu, jedté vyhodnéji 10 az 500 mg/osobu. Avsak davka
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terapeutického cinidla, obsahujici protilatku proti PTHrP, ktera je pfedmétem tohoto
vynalezu, neni piili§ na tyto rozsahy omezena.

Terapeutické Cinidlo mizZe byt podano pacientovi v jakémkoli stavu, véetné pred
‘nebo-po vyvoji hyperkalcinémie, odolné proti Iékdm. Terapeutické éinidlo miize byt také
podano ve stavu, kdy je u pacienta pfedpovidana ztrata télesné hmotnosti.

Terapeutické Cinidlo obsahujici jako svou aktivni sloZku protilatku proti PTHrP
mGze byt sestaveno jakymkoli béZznym postupem (Remington’s Pharmaceutical
Science, posledni vydani, Mark Publishing Company, Easton, USA). Pfipravek miize
dale obsahovat farmaceuticky pfijatelné nosi¢e a prisady.

Pfiklady takovych nosiél a pfisad zahrnuji vodu, farmaceuticky pfijatelna
organicka rozpoustédla, kolagen, polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon, karboxyvinylovy
polymer, sodnou sll karboxymethylcelulézy, polymer akrylatu sodného, sodnou- sl
kyseliny arginové, ve vodé rozpustny dextran, sodnou stl karboxymethylového derivatu:
$krobu, pektin, methylcelulézu, ethylcelulézu, xanthanovou gumu, arabskou gumu,
kasein, agar, polyethylenglykol, diglycerin, glycerin, propylenglykol, vazelinu, parafin,
stearylalkohol, kyselinu stearova, lidsky sérumalbumin (HSA), manit, sorbit, laktézu a
povrchové aktivni €inidla, pfijatelna jako farmaceutické pfisady.

Pri-praktickém pouziti je pfisada vhodné vybréna z vy$e uvedenych &lend bud
samostatné nebo v kombinaci, kterd zavisi na (bez omezeni) pouzité davkové formé.
Napriklad pro pouziti ve formé poddvané pomoci injekce, je protilatka proti PTHrP
v Cisté formé rozpusténa v rozpoustédle (napfiklad fyziologicky roztok, pufr, roztok
hroznového cukru) a potom je k tomu pfidano €inidlo zabranujici adsorbci (napfiklad
Tween 80, Tween 20, Zelatina, lidsky sérumalbumin). Terapeutické &inidlo, které je
predmétem tohoto vynédlezu, mize také byt vlyofilizované formé, kterd se pred
pouzitim rozpusti. Pro pfipravu lyofilizované dévkové formy mohou byt pouzity

excipienty, jako je cukerny alkohol (napfiklad manit, hroznovy cukr).

Piehled obrazkl na vykresech

Obrazek 1 je graf znazorfujici vysledky farmakologické studie na zvifecim
modelu hyperkalcinémie, ktera je odolna k bifosfonatu.
Obrazek 2 je graf znazoriujici vysledky farmakologické studie na zvifecim

modelu hyperkalcinémie, ktera je odoina k bifosfonatu.
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Obrazek 3 je graf znazoriujici vysledky farmakologické studie na zvifecim
modelu hyperkalcinémie, ktera je odolna k kalcitoninu.
Obrazek 4 je graf znazomiujici vysledky farmakologické studie na zvifecim

modelu hyperkalcinémie, ktera je odoina K kalcitoninu.

Priklady provedeni vynalezu

Déle zde bude pfedloZzeny vynalez popsan do vétsich detaill s odkazem na
nasleduijici referenéni pfiklady a piiklady, které by nemély byt chapany jako omezujici

pro technicky rozsah vynalezu.

Priklad 1: Farmakologicka studie na zvifecim modelu hyperkalcinémie odolne k
bifosfonatu
(1) Cil studie

Viytvorit zvifeci model hyperkalcinémie odolné k bifosfonatu pomoci zvifeciho
modelu hyperkalcinémie (naha krysa s implantovanym lidskym nadorem) a vyzkouset
terapeuticky Uéinek zuslechténé monoklonalni protilatky proti PTHrP na uroven
vapniku v krvi u modelového zvifete.
(2) Metody |

Jako zvifeci model byla pouZita naha krysa s implantovanym lidskym plicnim
karcinomem velkych bunék LC-6 [zakoupena v Centralnim Ustavu pro pokusna zvirata].
Je znamo, Zze naha krysa s implantovanym lidskym plicnim karcinomem velkych bunék
LC-6 vykazuje soutasné se zvétsujicim se objemem nadoru zvy$enou hladinu vapniku
vkrvi a nastava u ni ztrata tdlesné hmotnosti atd. Poté, co byla hyperkalcinémie
potvrzena, byl zvifecimu modelu opakované podavan alendronat, coz je druh
bifosfonatu, dokud nedo$lo ktomu, Ze vkrvi nebylo pozorovano Zadné vylepseni
hladiny vapniku v krvi, jinymi slovy, dokud zvifeci model neziskal rezistenci
k bifosfonatu. Timto zpGsobem byl vytvofen zvifeci model hyperkalcinémie odolné
k bifosfonatu. Lidsky plicni karcinom velkych bunék LC-6 byl kultivovéan in vivo na
nahych mysich BALB/c-nu/nu (CLEA Japonsko, Inc.).

Pfiznivy G&inek zuSlechténé monoklondini protilatky u krysiho modelu
hyperkalcinémie, kterd je odolnd k bifosfonatu byl hodnocen s ohledem na télesnou

hmotnost a urovné krevniho vapniku v krvi krys.
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Pro zhodnoceni farmakologickych Géinkd zuslechténé monoklonalni protitatky
’ bylylzakou_peni 5 tydn( stari samci nahych krys F344/N Jcl-rnu (CLEA Japan, Inc.) a
aklimatizovani jeden tyden. Poté byl témto 6 tydnu starym krysam implantovan nador, a
krysy se zvySenou hladinou vapniku v krvi a se snizenou télesnou hmotnosti byly
pouzity jako =zvifeci model hyperkalcinémie. Byly pfipraveny zvifeci modely
“hyperkalcinémie odolné k bifosfonatu a nasledujicim zplsobem byly rozdéleny do
skupin. Kultivovany lidsky plicni karcinom velkych bunék LC-6 byl odebran z nahé mysi
a potom jemné nafezan na kosticky o hrané 3 mm. Ziskané nadorové blocky byly
implantovany kazdé kryse pod kuzi na bocich v poméru 1 blogek na mys. Asijeden a
pul mésice po implantaci byly krysy se zvySenymi hladinami vapniku vkrvi a se
snizenou télesnou hmotnosti (tj. zvifeci model hyperkalcinémie) rozdéleny do skupin
tak, Ze hladiny vépniku v krvi a télesné hmotnosti krys v jednotlivych skupinach byly
zprumeérovany.

Alendronat ve formé znamého farmaceutického preparatu pro hyperkalcinémii
(injekce sodné soli hydratu alendronatu, ,Teiroc Injection® od Teijin Limited) byl
podavan kazdé skupiné zvifecich- modell hyperkalcinémie ocasni Zilou dvakrat tydné
v davkach 2,5 mg/kg. Jako kontrola byl podavan fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(PBS) kazdému zvifeti v jiné skupiné zvifecich modell hyperkalcinémie ocasni Zilou
dvakrat tydné. Ve skupiné zvifecich modell, kterym byl podavan alendronat, byta ta
zvifata, u kterych se neprojevilo zadné zlepSeni krevni hladiny vapniku po péti
podéanich alendronatu (tj. podan ve dnech 0, 3, 7, 10 a 14), rozpoznéna jako zvifeci
modely hyperkalcinémie, odolné k bifosfonatu. V 17. den byla takto rozpoznana
modelova zvifata rozdélena do skupin tak, ze hladiny vapniku v krvi a télesné
~hmotnosti krys v jednotlivych skupinéach byly zpriimérovany.

Zkouseni terapeutického Ucinku na hyperkalcinémii, odolnou k bifosfonatu, bylo
provedeno nasledujicim zpUsobem. Vtestované skupiné zvifecich modell
hyperkalcinémie, odoiné k bifosfonatu (které byly vytvofeny a rozdéleny do skupin jak
bylo uvedeno vyse), bylo podavano kazdému zvifecimu modelu do ocasni Zily bud 3
mg/kg zuslechténé monoklonalni protilatky proti PTHrP nebo 2,5 mg/kg alendronatu.
V kontrolni skupiné byl kazdému zvifecimu modelu podavan do ocasni Zily PBS.

Urdovéani hladin vapniku v krvi a télesné hmotnosti bylo provadéno 3., 7., 10,
14. a 17. den po podéni bud alendronatu nebo PBS. Modelova zvifata ze skupiny,

které byl podavan alendronat, byla 17. den rozdélena do skupin tak, Ze hladiny vapniku
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v krw a télesné hmotnosti krys v jednotlivych skupinach byly zprimérovany. V kazdé z
testovanych skupin byla podavana bud zuslechténa monoklonaini protilatka nebo
alendronat. V_kontrolni skupiné byl padavan PBS. Cturty a sedmy den po. podani
suélechténé monoklonalni protilatky nebo alendronatu, byla u kazdého zvifete merena
hladina véapniku v krvi a télesna hmotnost, aby byla uréena farmakologicka ucinnost.

Hladina vapniku v krvi byla urovana jako celkové mnozZstvi jonizovaného
vapniku v krvi tak, ze kazdému zviteti byla z ocasni Zily odebréna krev pomoci
hematokritové zkumavky a k méfeni byl pouzit automaticky analyzator Cal/pH, model
643 (CIBA-CORNING).
(3) Vysledky

Zviteci modely hyperkalcinémie odolné k bifosfonatu byly uspésné vytvoreny
tim, ze byl bifosfondt podavan opakované celkem pétkrat, pficemz intervaly byly
dvakrat tydné. Zuslechténa monoklonalni protilatka, ktera je pfedmétem tohoto
-vynatezu, mize zlepsit hladinu vapniku v krvi u zviteciho modelu hyperkaicinémie
odolné k bifosfonatu (Obr. 1). U skupiny zvitat, kterym byla podavana protilatka bylo
také pozorovano obnoveni télesné hmotnosti (Obr. 2). Z téchto vysledki bylo
uzavieno, ze zu$lechténa monoklonalni protilatka proti PTHrP je uzitena jako
terapeutické €inidlo pro hyperkalcinémii zplsobenou zhoubnym bujenim, které ziskala

odolnost k bifosfonatu.

Priklad 2: Farmakologicky test na zvifecim modelu hyperkalcinémie odolné ke
kalcitoninu
(1) Cil studie

Vytvofit zvifeci model hyperkalcinémie odolné ke kalcitoninu pomoci zvifeciho
modelu hyperkalcinémie (naha krysa s implantovanym lidskym nadorem) a vyzkouset
terapeuticky ucinek zudlechténé monoklonaini protilatky proti PTHrP na uroven
vépniku v krvi u modelového zvifete.
(2) Metody

Jako zvifeci model byla pouZita naha krysa s implantovanym lidskym plicnim
karcinomem velkych bunék LC-6 [zakoupena Vv Centralnim Ustavu pro pokusna zvifatal.
Je znamo, Ze naha krysa s implantovanym lidskym plicnim karcinomem velkych bunék
LC-6 vykazuje souCasné se zvétsujicim se objemem nadoru zvy$enou hladinu vapniku

vkrvi @ nastava u ni ztrata télesné hmotnosti atd. Poté, co byla hyperkalcinémie
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potvrzena, byl zvifecimu modelu opakované podavan elcatonin, coz je druh kalcitoninu,
dokud nedoslo k tomu, Ze v krvi nebylo pozorovéno Zadné vylepseni hladiny vapniku
vkrvi, jinymi slovy, dokud zvifeci model neziskal rezistenci ke kalcitoninu. Timto
zplsobem byl vytvoien zvifeci model hyperkalcinémie odoiné ke kalcitoninu. Lidsky
plicni karcinom velkych bunék LC-6 byl kultivovan in vivo na nahych mysich BALB/c-
nu/nu (CLEA Japonsko, Inc.).

Pfiznivy Uginek zuslechténé monoklonalni protilatky u krysiho modelu
hyperkalcinémie, ktera je odolna ke kalcitoninu, byl hodnocen s ohledem na t&lesnou
hmotnost a uroven krevniho vépniku v krvi krys.

Pro zhodnoceni farmakologickych Ggink(l zuslechténé monokionalni protilatky
byly zakoupeni 5 tydn( stafi samci nahych krys F344/N Jcl-rnu (CLEA Japan, Inc.) a
aklimatizovani jeden tyden. Poté byl témto 6 tydn( starym krysém implantovan nador, a
krysy se zvySenou hladinou vapniku vkrvi a se snizenou télesnou hmotnosti byly
pouzity jako zvifeci model hyperkalcinémie. Byly pfipraveny zvifeci modely
hyperkalcinémie odoiné ke kalcitoninu a nésledujicim zpGsobem byly rozdéleny do
skupin. Kultivovany lidsky plicni karcinom velkych bunék LC-6 byl odebran z nahé mysi
a potom jemné nafezan na kosticky o hrané 3 mm. Ziskané nadorové blo¢ky byly
implantovény kazdé kryse pod kd2i na bocich v poméru 1 bloek na my$. Asi jeden a
pul mésice po implantaci byly krysy se zvySenymi hladinami vapniku v krvi a se
snizenou télesnou hmotnosti (tj. zvifeci model hyperkalcinémie) rozdéleny do skupin
tak, Ze hladiny véapniku v krvi a télesné hmotnosti krys v jednotlivych skupinach byly
zprimeérovany.

Elcatonin (,Elcitonin Injection* od Asahi Chemical Industry Co., Ltd.) byl podavan
kazdé skupiné zvifecich modell hyperkalcinémie ocasni Zilou dvakrat denné v davce
10 j/kg (v intervalech 12 hodin). Jako kontrola byl podavan PBS kazdému zvifeti v jiné
skupiné zvifecich modell hyperkalcinémie ocasni Zilou dvakrat tydné. Ve skupiné
zvifecich modell, kterym byl podavan elcatonin, byla ta zvifata, u kterych se
neprojevilo Zadné zlepSeni krevni hladiny vépniku po dvanéacti podénich elcatoninu (4.
podani ve dnech 0, 1, 2, 3, 4 a 5 dvakrat denne), rozpoznana jako zvifeci modely
hyperkalcinémie, odoiné k elcatoninu. Tato rozpoznana modelova zvifata byla
rozdélena do skupin tak, Ze hladiny vapniku vkrvi a télesné hmotnosti krys

v jednotlivych skupinéch byly zprimérovany.
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‘Zkouseni terapeutického Gcinku na hyperkalcinémii, odolnou k elcatoninu, bylo
provedeno  nasledujicim zptisobem. V testované skupingé zvifecich modell
hyperkalcinémie, odolné k elcatoninu (které byly vytvofeny a rozdéleny do skupin jak
bylo uvedeno vy3e), byla podavana kazdému zvifecimu modelu do ocasni zily bud
suslechténa monoklonalni protilatka proti PTHrP (3 mg/kg) nebo PBS. V kontrolni
skupiné byl kazdému zvifecimu modelu podavan do ocasni zily PBS.

Urdovani hladin vapniku v krvi bylo provadéno ve dnech 0,5, 1,2, 3,4 5a6po
podani bud elcatoninu nebo PBS. Zjistovani télesné hmotnosti bylo provadéno ve
dnech 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5 5,5 a 6 po podani bud elcatoninu nebo PBS.
Modelova zvitata ze skupiny, které byl podavan elcatonin, byla 6. den rozdélena do
skupin tak, Ze hladiny vapniku v krvi a télesné hmotnosti krys v jednotlivych skupinach
byly zprimérovany. V kazdé z testovanych skupin byla podéavéana bud zu$lechténa
monoklondini protilatka nebo PBS. V kontrolni skupiné byl podavan PBS. Prvni a treti
den po podani zudlechténé monoklonalni protilatky nebo PBS, byla u kazdého zvifete
mérena hladina vapniku v krvi a télesna hmotnost, aby byla urCena farmakologicka
Géinnost.

Hladina vapniku v krvi byla urovana jako celkové mnoZstvi jonizovaného
vapniku v krvi tak, ze kazdému zvifeti byla z ocasni Zily odebréna krev pomoci
hematokritové zkumavky a k méfeni byl pouZzit automaticky analyzator Ca/pH, model
643 (CIBA-CORNING).

(3) Vysledky

Zviteci modely hyperkalcinémie odoiné ke kalcitoninu byly Uspésné vytvoreny
tim, Ze by) kalcitoninu podavan opakované celkem dvanactkrat v intervalech dvakrat za
den. Zuslechténa monoklonaini protilatka Uspésné zlepsila hladinu vapniku v krvi u
svitecino modelu hyperkalcinémie odolné ke kalcitoninu (Obr. 3). U skupiny zvifat,
kterym byla podavéna protilatka bylo také pozorovano obnoveni t&lesné hmotnosti
(Obr.-4). Z téchto vysledkl bylo uzavieno, ze zuslechténa monoklonalni protilatka proti
PTHrP je uzite¢na jako terapeutické €inidlo pro hyperkalcinémii zplisobenou Zzhoubnym

bujenim, ktera ziskala odolnost ke kalcitoninu.

Referenéni ptiklad 1: Pfiprava hybridomt produkujicich mysi monoklonalni protitatku
(1-34) proti PTHrP.
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Hybridomy schopné produkovat monokionaini protilatku proti lidskému PTHrP
(1-34) (SEQ ID NO: 75), #23-57-154 a #23-57-137-1 byly pfipraveny nasledujicim
zpGsobem (viz SATO, K. a kol., J. Bone Miner. Res. 8, 849-860, 1993).
Aminokyselinova sekvence lidského PTHrP (1-34) je uvedena v SEQ ID NO: 75.

Pro pouZiti jako imunogen byl PTHrP (1-34) (Peninsula) pomoci karbodiimidu
(Dojinn)  konjugovén s proteinem thyroglobulinem jako nosi¢em. PTHrP (1-34)
konjugovany s thyroglobulinem byl dialyzovan, aby byl ziskan roztok s koncentraci
proteinu 2 pg/ml. Vysledny roztok byl smichan s Freudovym adjuvans (Difco) v poméru
1:1 aby byla ziskana emulze. Tato emulze byla injekéné jedenactkrat podana podkozné
16 samicim mysiho kmene BALB/C, na zadech nebo intraperitonediné, v davce 100
Hg/mys v kaZdé injekci, &imz byly mys$i imunizovény. Pro zapodeti imunizace bylo
pouzito kompletni Freudovo adjuvans: zatimco pro posilovaci imunizaci bylo pouzito
nekompletni Freudovo adjuvans.

U kazdé imunizované mysi byl zjistovan jeji titr protilatek v séru nasledujicim
zplsobem. Kazdé mysi byla odebrana krev z ocasni zily a od krve bylo oddéleno
antisérum. Antisérum bylo zifedéno RIA pufrem a pro uréeni vazebné aktivity bylo
smichano s PTHrP (1-34) znagenym ™. Mysim, u kterych bylo potvrzeno ze maji
dostatetné zvyseny titr, byl pro zavéreénou imunizaci podan injekéné intraperitoneéiné
PTHrP (1-34) bez proteinového nosice, v davce 50 ug/mys.

T dny po zévéreéné imunizaci byly my$i usmrceny a byla z nich odebrana
slezina. Se slezinnymi burkami byla provedena bunééna faze s mys$i myelomovou
bunécnou linii P3x63Ag8U.1 podie obecné znamého postupu za pouziti 50%
polyethylenglykolu 4000. Takto pipravené fizované buriky byly vysety do destidek
s 96 jamkami v hustoté 2x10*jjamku. Hybridomy byly tfidény v médiu HAT nasledujicim
zpUsobem.

Tridéni hybridom0 bylo provedeno pomoci testu RIA na pevné fazi, zjistovanim
pritomnosti  protilatek rozpoznavajicich PTHrP v supernatantu bunéénych kultur
v jamkach, ve kterych byl pozorovan riist bunék v médiu HAT. Hybridomy byly sbirény
z jamek, ve kterych byla potvrzena vazebnd schopnost protilatek rozpoznavajicich
PTHrP. Takto ziskané hybridomy byly suspendovany v médiu RPMI-1640 obsahujicim
15 % FCS dopInéné doplitkem OPI (Sigma), a nasledovala unifikace hybridoma pomoci
metody koncového fedéni. Tak byly ziskany dva typy hybridomovych klonQ, #23-57-
154 a #23-57-137-1, kdy oba vykazuiji vysokou schopnost vazby k PTHrP (1-34).




23 e : ' .

Hypridomovy klon #23-57-137-1 byl oznacen (hybridom my$-mys$ #23-57-137-1)
a ulozen za podminek budapestské smlouvy 15. srpna 1996 v Nérodnim ustavu
biologickych véd a lidské technologie, Agentura primyslové védy a technologie,
Japonsko (1-3, Higashi 1-chrome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko), pod pfistupovym
¢islem FERM BP-5631.

Referenéni priklad 2: Klonovani DNA kédujicich V oblasti mysi monoklonalni protilatky
proti lidskému PTHrP (1-34).

Klonovani DNA koduijicich V oblasti mysi monoklonalni protilatky proti lidskému
PTHrP (1-34), #23-57-137-1, bylo provedeno nasledujicim zptsobem.

(1) Pfiprava mRNA

mRNA z hybridomu #23-57-137-1 byla pfipravena pomoci soupravy Quick Prep
mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech). Tedy buriky hybridomu #23-57-137-1 byly
zcela homogenizovény s extrakénim pufrem a mRNA byla z ného izolovana a vycisténa
na centrifugaénich sloupcich s oligo-dT celulézou podie navodu pribaleného
k soupravé. U vysledného roztoku bylo provedeno srazeni alkoholem, aby byla mRNA
ziskana ve formé srazeniny. Srazenina mRNA byla rozpusténa v eluénim pufru.

(2) Ptiprava a amplifikace cDNA genu kédujiciho V oblast mysiho H fetézce
(i) Klonovéni cDNA pro V oblast H Fetézce protilatky #23-57-137-1

Gen kodujici V oblast H Fetézce my$i monoklondlni protilatky proti lidskému
PTHrP byl klonovan pomoci metody 5°-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85, 8998-9002, 1988, Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17, 2919-
2932, 1989). Metoda 5-RACE byla provedena pomoci soupravy 5-Ampli FINDER
RACE Kit (CLONTECH), podle navodu pribaleného k soupravé. Pri tomto postupu byl
jako primer pro syntézu cDNA pouzit primer MHC2 (SEQ ID NO: 1), ktery je schopen
hybridizovat k C oblasti mys$iho H fetézce. mRNA pfipravend jak bylo popséno vyse,
(asi 2 pg), ktera byla matrici pro syntézu cDNA, byla smichana s primerem MHC2 (10
pmol). Vysledna smes reagovala s reverzni transkriptazou pfi teploté 52 °C po dobu 30
minut, aby se uskutecnila reverzni transkripce mRNA na cDNA.

K vyslednému reakénimu roztoku byl pfidan 6 N NaOH, aby byla hydrolyzovana
veskera v ném zbyvajici RNA (65 °C po dobu 30 minut) a potom bylo provedeno
srazeni alkoholem, aby byla cDNA izolovana a vycisténa ve formé srazeniny. Vycisténa
cDNA byla na 5’konci ligovana k Ampli FINDER Anchor (SEQ ID NO: 42) reakci s T4
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RNA ligazou pii teploté 37 °C po dobu 6 hodin a dale pfi teploté mistnosti po dobu 16
hoain. Jako primery pro amplifikaci cDNA metodou PCR byly pouzity Anchor primer
(SEQ ID NO: 2) a primer MHC-G1 (SEQ ID NO: 3) (S. T. Jones, a kol., Biotechnology,
9, 88, 1991).

Roztok PCR obsahoval (na 50 pl) 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 0,25
mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1,5 mM MgCl,, 2,5 jednotky TaKaRa Tagq
(Takara Shuzo Co., Ltd.), 10 pmol Anchor primeru a 1 pl reakéni smési cDNA, k niz
byly ligovany MHC-G1 primer a Ampli FINDER Anchor primer, a pfes to byl navrstven
mineralni olej (50 pl). PCR byla provedena na termocykleru model 480J (Perkin Elmer)
v 30 cyklech za podminek: 94 °C po dobu 45 sekund; 60 °C dobu 45 sekund; a 72 °C
po dobu 2 minut.

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

Gen kédujici V oblast L fetézce mysi monoklonaini protilatky proti lidskému
PTHrP byl klonovén pomoci metody 5-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85, 8998-9002, 1988; Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17, 2919-
2932, 1989). Metoda 5°-RACE byla provedena pomoci soupravy 5°-Ampli FINDER
RACE Kit (CLONTECH) podle navodu pfibaleného k soupravé. Pii tomto postupu byl
jako primer pro syntézu cDNA pouZit primer oligo-dT. mRNA pripravena jak bylo
popséano vyse, (asi 2 ug), ktera byla matrici pro syntézu cDNA, byla smichana s oligo-
dT primerem. Vysledn& smés reagovala s reverzni transkriptazou pfi teploté 52 °C po
dobu 30 minut, aby se uskutecnila reverzni transkripce mMRNA na cDNA. K vyslednému
reakEénimu roztoku byl pfidan 6 N NaOH, aby byla hydrolyzovana vekera v ném
zbyvajici RNA (65 °C po dobu 30 minut). Vysledny roztok byl srazen alkoholem, aby
byla cDNA izolovéana a vycisténa ve formé srazeniny. Takto syntetizovana cDNA byla
na 5’konci ligovana k Ampli FINDER Anchor reakci s T4 RNA ligazou pfi teploté 37 °C
po dobu 6 hodin a déle pfi teploté mistnosti po dobu 16 hodin.

PCR primer MLC (SEQ ID NO: 4) byl navrzen na zakladé konzervované
sekvence C oblasti mySiho L fetézce A a potom syntetizovan pomoci DNA/RNA
syntezatoru model 394 (ABI). Roztok 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
jednotky AmpliTaq (PERKIN ELMER), 50 pmol Anchor primeru (SEQ ID NO: 2) a 1 ul
reakéni smési cDNA, k niz byly ligovany MLC (SEQ ID NO: 4) a Ampli FINDER Anchor,
a pfes to byl navrstven mineralni olej (50 ul). PCR byla provedena na termocykleru
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model 480J (Perkin Elmer) v 35 cyklech za podminek: 94 °C po dobu 45 sekund; 60 °C
po dobu 45 sekund; a 72 °C po dobu 2 minut.
(iii) Citéni a fragmentace produkti PCR

Kazdy z DNA fragment amplifikovanych metodou PCR, jak bylo popsano vyse,
byl oddélen pomoci agarézové gelové elektroforézy na gelu 3% Nu Sieve GTG
agarésy (FMC Bio. Products). Jak pro V oblast H fetézce tak pro V oblast L fetézce byl
z gelu vyfiznut segment agar6zového gelu, ktery obsahoval fragment DNA dlouhy asi
550 part bazi. U kazdého segmentu gelu byla provedena purifikace fragmentu DNA, o
ktery se jedna, pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101) podle navodu
pribaleného k soupravé. Vygisténa DNA byla srazena ethanolem a srazenina DNA byla
rozpusténa v 20 pl roztoku, ktery obsahoval 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a1 mM EDTA.
Vzorek (1pl) roztoku DNA byl $tépen restrikénim enzymem Xmal (New England
Biolabs) pii teploté 37 °C po dobu 1 hodiny a déle $tépen restrikénim enzymem EcoRI
(Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépeny roztok byl
extrahovan fenolem a chloroformem a poté srazen ethanolem, aby byla DNA ziskana.

Timto zplsobem byly ziskany dva fragmenty DNA obsahuijici gen kédujici
V oblast mysiho H Fetézce, respektive V oblast mysiho L Fetézce, pficemz oba mély
rozpoznévaci sekvenci pro EcoRI na 5 konci a rozpoznavaci sekvenci pro Xmal na 3’
konci.

EcoRI-Xmal DNA fragmenty obsahujici gen kodujici V oblast mysiho H fetézce,
respektive gen kodujici V oblast mysiho L fetézce, byly oddélené ligovany do vektoru
pUC19, ktery byl §tépen EcoRl a Xmal pfi teploté 16 °C po dobu 1 hodiny, za pouziti
DNA ligaéni soupravy verse 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.) podle navodu pribaleného
k soupravé. Cast (10 pl) ligaéni smési byla pfidana ke 100 ul roztoku obsahujiciho
kompetentni buriky E. coli JM 109 (Nippon Gene Co., Ltd.). Bunécna smés byla
ponechana stét na ledu po dobu 15 minut, potom pfi teploté 42 °C 1 minutu a déle 1
minutu na ledu. K vysledné bunééné smési bylo pfidéano 300 pl média SOC (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989) a potom byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Vysledny roztok
bunék byl vyset na agarové médium LB nebo na 2xYT agarové médium (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989), obsahuijici bud 100 nebo 50 pg/mi ampicilinu, 0,1 mM IPTG a 20 pg/mi X-gal, a
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potom inkubovany pfi teploté 37 °C noc. Timto zplsobem byly pfipraveny
transformované buriky E. coli.

Transformované buriky byly kultivovany pfi teploté 37 °C noc ve 2 ml média LB
nebo 2xYT, které obsahovalo bud 100 nebo 50 pg/ml ampicilinu. Frakce bunék byla
zpracovana v extraktoru plazmidd PI-100 (Kurabo Idustries, Ltd.) nebo pomoci QlAprep
Spin Plasmid Kit (QIAGEN), aby byla ziskédna plazmidové DNA. Plazmidova DNA byla
sekvenovana-nasledujicim zplisobem.

(4) Sekvenovani genl kéduijicich V- oblasti mysi protilatky

Nukleotidova sekvence cDNA koduijici oblasti nesené na plazmidu byla uréena
na DNA sekvenatoru 373A (ABI; Perkin-Elmer) pomoci sekvenéc’:ni soupravy Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer). Jako primery pro sekvenovani byly
pouzity M13 primer M4 (Takara Shuzo Co., Ltd.) (SEQ ID NO: 5) a M13 primer RV
(Takara Shuzo Co., Ltd.) (SEQ ID NO: 6), a nukleotidova sekvence byla potvrzena
v obou smérech.

Plazmid obsahujici gen kodujici V oblast mys$iho H retézce, odvozeny
z hybridomu #23-57-137-1 byl ozna¢en ,MBC1H04* a plazmid obsahujici gen kédujici
Voblast mysiho L rfetézce, odvozeny =z hybridomu #23-57-137-1 byl oznacen
~MBC1L24". Nukleotidové sekvence (véetné odpovidajicich aminokyselinovych
sekvenci) genu kédujiciho V oblast H fetézce, odvozenou z mysi protilatky #23-57-137-
-1 v plazmidu MBC1HO04 a genu kédujiciho V oblast L fetézce, odvozenou z mysi
protilatky #23-57-137-1 v plazmidu MBC1H24 byly uvedeny v SEQ ID NO: 57,
respektive SEQ ID NO: 65. Aminokyselinové sekvence polypeptid( pro V oblast H
fetézce a V oblast L fetézce byly uvedeny v SEQ ID NO: 46, respektive SEQ ID NO:
45,

Kmen E. coli obsahujici plazmid MBC1H04 a kmen E. coli obsahujici plazmid
MBC1L24 byly oznacéeny ,Escherichia coli JM109 (MBC1HO4)", respektive ,Escherichia
coli JM109 (MBC1L24)". Tyto kmeny E. coli byly ulozeny za podminek budapest'ské
smlouvy v Nérodnim Ustavu biologickych véd a lidské technologie, Agentura
primyslové védy a technologie;, Japonsko (1-3, Higashi 1-chrome, Tsukuba-shi,
Ibaraki, Japonsko) 15. srpna 1996 pod pristupovym &islem FERM BP-5628 pro
Escherichja coli JM109 (MBC1HO04), respektive FERM BP-5627 pro Escherichia coli
JM109 (MBC1L24).

(5) Stanoveni CDR mysi monoklonalini protilatky
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. #23-57-137-1 proti lidskému PTHrP

V oblast H fetézce a Voblast L fetézce byly vzajemné podobné obecné
struktury, z nichz kazda mé Ctyfi podpiirné oblasti (FR) spojené tremi hypervariabilnimi
oblastmi (tj. oblastmi uréujicimi komplementaritu; CDR). Aminokyselinové sekvence FR
jsou relativné dosti konzervované, zatimco aminokyselinové sekvence CDR maji
extrémné vysokou variabilitu (Kabat, E. A. a kol., ,Sekvence imunologicky zajimavych
proteinl’, US Dept. Health and Human Services, 1983).

Ve svétle téchto udaju byla homologie aminokyselin mezi V obtastmi mysSi
monoklonaini protilatky proti lidskému PTHrP uréena s odvolanim na databazi
aminokyselinovych sekvenci zavedenou Kabatem a kol. Tedy CDR V oblasti byly
stanoveny jak je ukazano v tabulce 1.

Aminokyselinové sekvence CDR 1 az 3 ve V oblasti L Fetézce jsou ukazany v
SEQ ID NO: 59 az SEQ ID NO: 61; a aminokyselinové sekvence CDR 1 az 3 ve
V oblasti H fetézce jsou ukazany v SEQ ID NO: 62 az SEQ ID NO: 64.

Tabulka 1
V oblast ISEQIDNO: |CBR1 CDR2 CDR3
V obtast H fetézce 57 31 az35 50 az 66 99-az 107
'V oblast L fetézce - 65 23 az 34 50 az 60 93 az 105

Referenéni piiklad 3: Konstrukce chimerni protilatky
(i) Konstrukce V oblasti H fetézce

Pro ligovani do expresniho vektoru, nesouciho genomovou DNA C oblasti Cy1
lidského H Fetézce, byla klonovand DNA kodujici V oblast my$iho H fetézce
pozménéna pomoci PCR metody. Zpétny primer MBC1-S1 (SEQ ID NO: 7) byl navrzen
tak, aby hybridizoval s DNA sekvenci kodujici 5 oblast vedouci sekvence V oblasti a
aby obsahoval jak Kozakovu konvenéni sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196,
947-950, 1987), tak rozpoznavaci sekvenci pro Hindlll. Piimy primer MBC1-a (SEQ ID
NO: 8) byl navrzen tak, aby hybridizoval s DNA sekvenci kodujici 3oblast J oblasti a
aby obsahoval jak donorovou sestfihovou sekvenci, tak rozpoznavaci sekvenci pro
BamHl.

PCR reakce byla provedena za pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co,, Ltd.)
a pfipojeného pufru. Roztok PCR obsahoval (na 50 pl) 0,07 ug plazmidu MBC1HO4
jako DNA matrici, 50 pmol primeru MBC1-a a 50 pmol primeru MBC1-S1, 2,5 jednotky
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TaKaRa Ex Taq a 0,25 mM dNTP v pufru, pfes coz bylo navrstveno 50 pl mineralniho
oleje. PCR probihala 30 cykli za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 55 °C po dobu 1
minuty; 72 °C po dobu 2 minut. Tyto PCR metodou amplifikované DNA fragmenty byly
oddéleny pomoci agarové gelové elektroforézy na gelu 3% Nu Sieve GTG agardsy
(FMC Bio. Products).

Potom byl segment agarézového gelu, ktery obsahoval fragment DNA dlouhy
437 paru bazi vyriznut a DNA fragment byl zného vycistén pomoci soupravy
GENECLEAN II Kit (BIO101) podie navodu pfibaleného k soupravé. Vycisténa DNA
byla odebrana pomoci srazeni ethanolem a potom byla rozpusténa v 20 ul roztoku,
ktery obsahoval 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA. Vzorek (1pl) vysledného
roztoku DNA byl §tépen restrikénimi enzymy BamHI a Hindlll (Takara Shuzo Co., Ltd.)
pii teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépeny roztok byl extrahovén fenolem a
chloroformem a poté srazen ethanolem, aby byla ziskdna DNA, o kterou se jedna.

Ziskany DNA fragment Hindlll-BamHI, ktery obsahuje gen kédujici V oblast
mysiho H fetézce, byl klonovan do vektoru pUC19, ktery byl $tépen Hindlll a BamHI.
Vysledny plazmid byl sekvenovan na DNA sekvenatoru 373A (Perkin-Eimer) pomoci
primer M13-M4 a M13-RV a sekvenaéni soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Perkin-Elmer). Jako vysledek byl ziskan plazmid, ktery nesl gen se spravnou
nukleotidovou sekvenci, kter4 kdéduje V oblast mysiho H fetézce odvozeného
z hybridomu #23-57-137-1 a mél rozpoznavaci sekvenci pro Hindlll a Kozakovu
sekvenci ve své 5°oblasti a rozpoznavaci sekvenci pro BamHI ve své 3’oblasti, ktery
byl ozna¢en ,MBC1H/pUC19".
(ii) Konstrukce V oblasti H fetézce pro pfipravu cDNA chimerniho H fetézce typu mys-
¢lovék

Pro ligovani s cDNA lidské C oblasti Cy1 H fetézce, byla DNA kodujici V oblast
mysiho H Fetézce, konstruovana tak jak bylo popsano vyse, pozménéna pomoci PCR
metody. Zpétny primer MBC1HVS2 (SEQ ID NO: 9) pro V oblast byl navrzen tak, aby
zplisobil zd&ménu druhé aminokyseliny (asparaginu) v sekvenci kédujici predni Cast
vedouci sekvence V oblasti H fetézce za glycin a aby obsahoval Kozakovu konven¢ni
sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196, 947-950, 1987) a rozpoznavaci sekvence
pro Hindlil a BamHI. Pfimy primer MBC1HVR2 (SEQ ID NO: 10) pro V oblast H fetézce
byl navrzen tak, aby hybridizoval s DNA sekvenci kédujici 3 oblast J oblasti, 5 oblast C

oblasti a aby obsahoval rozpoznavaci sekvence pro Apal a Smal.
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PCR reakce byla provedena za pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.)
a bﬁpojeného pufru. Roztok PCR obsahoval (na 50 ul) 0,6 pg plazmidu MBC1H/pUC19
jako DNA matrici, 50 pmol primeru MBC1HVS2 a 50 pmol primeru MBC1HVR2, 2,5
jednotky TaKaRa Ex Taq a 0,25 mM dNTP v pufru, pfes coz bylo navrstveno 50
mineralniho oleje. PCR probihala 30 cyklt za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 55 °C
po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 1 minuty. DNA fragmenty amplifikované PCR
metodou byly oddéleny pomoci agarové gelové elektroforézy na gelu 1% Sea Kem
GTG agar6ésy (FMC Bio. Products). Potom byl segment agar6zového gelu, ktery
obsahoval fragment DNA dlouhy 456 pard bazi vyfiznut a DNA fragment byl z ného
vyCistén pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101) podle navodu pfibaleného
k souprave. Vycisténa DNA byla vysrazena ethanolem a potom byla rozpusténa v 20 pi
roztoku, ktery obsahoval 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Vysledny DNA roztok (1pl) byl Stépen restrikénimi enzymy EcoRI a Smal (Takara
Shuzo Co., Ltd.) pii teplot&é 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépeny roztok byl extrahovan
fenolem a chloroformem a poté srazen ethanolem, aby byla ziskana DNA. Ziskany
DNA fragment EcoRI-Smal, ktery obsahuje gen kéduijici V oblast mysiho H fetézce, byl
klonovan do vektoru pUC19, ktery byl stépen EcoRl a Smal. Vysledny plazmid byl
sekvenovan na DNA sekvenatoru 373A (Perkin-Elmer) pomoci primer( M13-M4 a M13-
RV a sekvenacni soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer). Jako
vysledek byl ziskan plazmid, ktery nesl gen se spravnou nukleotidovou sekvenci, ktera
kdéduje V oblast mysSiho H fetézce odvozeného zhybridomu #23-57-137-1 a mél
rozpoznavaci sekvence pro EcoRI a Hindlll a Kozakovu sekvenci ve své 5’oblasti a
rozpoznavaci sekvence pro Apal a Smal ve své 3'oblasti, ktery byl oznacen
,MBC1Hv/pUC19".

(iif) Konstrukce expresniho vektoru pro H fetézec chimerni protilatky

cDNA obsahuijici DNA pro C oblast Cy1 H tetézce lidské protilatky byl pfipraven
nasledujicim zplsobem. mRNA byla pfipravena bunék CHO, do nichZ byly vneseny jak
expresni vektor DHFR-AE-RVh-PM-1-f (viz WO 92/19 759) kddujici genomové DNA
Voblast H fetézce zuslechténé protilatky PM1 a C oblast IgG1 H fetézce lidské
protilatky (N. Takahashi a kol., Cell 29, 671-679, 1982), tak expresni vektor RV1-PM1a
(viz WO 92/19 759) kodujici genomové DNA V oblasti L fetézce zuslechténé protilatky
PM1 a C oblast L fetézce « lidské protilatky. Za pouziti mRNA byla pomoci RT-PCR

metody klonovana cDNA obsahujici V oblast H fetézce zuslechténé protilatky PM1 a C
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, Oblast Cy1 lidské protilatky, poté byla vnesena do plazmidu pUC19 na misté Hindlll-
BamHI. Po sekvenovani byl plazmid, ktery meél spravnou nukieotidovou sekvenci
oznaden ,pRVh-PM1f-cDNA".

Expresni vektor DHFR-AE-RVh-PM-1-f, v némz jak misto Hindlll, umisténé mezi
SV40 promotorem a DHFR genem, tak EcoRI misto, umisténé mezi EF-1a promotorem
a genem pro Voblast H fetézce zu$lechténé protilatky PM1 byly odstranény, byl
pripraven pro konstrukci expresniho vektoru pro cDNA, obsahuijici gen pro V oblast H
fetézce zuslechténé protilatky PM1 a gen pro C oblast Cy1 lidské protilatky.

Ziskany plazmid (pRVh-PM1{-cDNA) byl $tépen BamHI, konce byly zarovhany
pomoci Klenowova fragmentu a dale $tépen Hindlil, &imz byl ziskan Hindlil-BamHI
fragment se zarovnanymi konci. Tento HindIll-BamHI fragment se zarovnanymi konci
byl ligovdn do vySe zminéného  expresniho  vektoru DHFR-AE- RVh-PM-1-f
s odstranénymi misty Hindlil a EcoRl, ktery byl §tépen Hindlll a BamHL. Tak byl
konstruovan expresni vektor RVh-PM1f-cDNA, ktery obsahoval cDNA kddujici V oblast
H retézce zuslechténé protilatky PM1 a C oblast Cy1 lidské protilatky.

Expresni vektor RVh-PM1f-cDNA obsahuijici cDNA kédujici V oblast H fetézce
zuslechténé protilatky PM1 a C oblast Cy1 lidské protilatky byl Stépen Apal a BamHl, a
byl zné&ho vybran DNA fragment obsahujici C oblast H fetézce. Vysledny DNA
fragment byl vnesen do plazmidu MBC1 Hv/pUC19, ktery byl stépen Apal a BamHL.
Takto pfipraveny plazmid Dbyl oznaten ,MBC1HcDNA/pUC19*. Tento plazmid
obsahoval cDNA kodujici V oblast H Fetézce my$i protildtky a C oblast Cy1 lidské
protilatky, a mel ve své 5'oblasti rozpoznavaci mista pro EcoRI a Hindlll, a ve své
3°oblasti rozpoznavaci misto pro BamHl.

Plazmid MBC1HcDNA/pUC19 byl stépen EcoR! a BamHI a poskytl fragment
obsahuijici nukleotidovou sekvenci kodujici H fetézec chimerni protilatky. Vysledny
DNA fragment byl vnesen do expresniho vektoru pCOS1, ktery byl §tépen EcoRI a
BamHI, &mz byl ziskan expresni vektor pro chimerni protilatku, ktery byl oznaCen
_MBC1HcDNA/pCOS1“. Zde byl expresni vektor pCOS1 konstruovan za pouziti HEF-
PMh-g y1 (viz WO 92/19 759) tim, Ze z ného byly $tépenim EcoRIl a Smal odstranény
geny pro protilatky a poté byl ligovan k adaptéru EcoRI-Noti-BamH| (Takara Shuzo
Co., Ltd.).

Pro pfipravu plazmidu pro expresi v bunkach CHO byl plazmid
MBC1HcDNA/pUC19 $tépen EcoRl a BamHI a byl ziskan fragment obsahujici gen pro
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H retézec chimerni protilatky. DNA fragment byl potom vnesen do expresniho plazmidu
pCHO, ktery byly stépen EcoRI a BamHI, ¢imz byl ziskan expresni vektor pro chimerni
protilatku, ktery byl oznacen ,MBC1HcDNA/pCHO1“. Zde byl expresni vektor pCHO1
konstruovan za pouziti DHFR-AE-rvH-PM1-f (viz WO 92/19 759) tim, Ze z ného byly
Stépenim EcoRI a Smal odstranény geny pro protilatky a poté byl ligovan k adaptéru
EcoRI-Notl-BamHI (Takara Shuzo Co., Ltd.).

(2) Konstrukce C oblasti lidského L fetézce

(i) Priprava klonovaciho vektoru

Pro konstrukci pUC19 vektoru obsahujiciho gen pro lidskou C oblast L fetézce
byl pfipraven pUC19 vektor s odstranénym Hindill mistem. Vektor pUC19 (2 ug) byl
stépen v 20 ul reakénim roztoku, obsahujicim 20 mM Tris-HC! (pH 8,5), 10 mM MgCl,,
1 mM DTT, 100 mM KCI, 8 jednotek Hindlll (Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C
po dobu 1 hodiny. Vysledny $tépeny roztok byl extrahovan fenolem a chloroformem a
poté srazen ethanolem, aby byla ziskana DNA o kterou se jedna.

Ziskana DNA byla ponechana reagovat v 50 pl reakénim roztoku, obsahujicim
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 0,5 mM dNTP a 6
jednotek Kienowova fragmentu (GIBCO BRL) pfi teploté mistnosti po dobu 20 minut,
¢imz byly konce DNA zarovnany. Tato reakéni smés byla extrahovana fenolem a
chloroformem a poté srazen ethanolem, aby byla ziskana DNA vektoru.

Takto ziskana DNA vektoru byla ponechana reagovat v 10 ul reakénim roztoku,
obsahujicim 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM MgCl;, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5%
polyethylenglykol-8000 (objem) a 0,5 jednotky T4 DNA ligazy (GIBCO BRL) pri teploté
16 °C po dobu 2 hodin, aby doSlo k ligaci vektorové DNA. Reakeni roztok (5 pl) byl
piidan ke 100 pl roztoku obsahujiciho kompetentni buriky E. coli JM109 (Nippon Gene
Co., Ltd.) a vysledny roztok byl ponechan stat na ledu po dobu 30 minut, pfi teploté 42
°C po dobu 1 minuty a déle na ledu po dobu 1 minuty. K reakénimu roztoku bylo
pfidano kultivaéni médium SOC (500 ul) a poté bylo inkubovano pii teploté 37 °C po
dobu 1 hodiny. Vysledny roztok byl vyset na 2xYT agarové médium (obsahujici 50
ug/ml ampicilinu), na které byly aplikovany X-gal a IPTG (Molecuiar Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Press, 1989), a potom
kultivovany pii teploté 37 °C pies noc, &imz byl ziskan transformant.

Transformant byl kultivovan pfi teploté 37 °C pies noc v médiu 2xYT (20 ml),
obsahujicim 50 pg/mi ampicilinu. Z buné¢né frakce kultivatniho meédia byla izolovana
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plazmidova DNA a ¢isténa pomoci soupravy Plasmid Mini Kit (QIAGEN) podie navodu
pﬁbaleného k souprave. Vycistény plazmid byl $tépen Hindlll. Plazmid u kterého bylo
potvrzeno, Ze mé odstranéné misto Hindlll, byl ozna¢en ,pUC19 AHindlll“.

(ii) Konstrukce DNA koéduijici C oblast lidského L fetézce A

Je znamo, Ze C oblast lidského L fetézce A ma alespori étyii isotypy a to
Mcg'Ke'0z, McgKe Oz, McgKe'Oz* a McgKe'Oz (P. Dariavach, a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 84, 9074-9078, 1987). V EMBL databazi bylo provedeno vyhledavani
C oblasti lidského L fetézce A, homologniho s C oblasti mysiho L fetézce A protilatky
#23-57-137-1. Vysledkem bylo zjisténi, Ze isotyp Mcg'Ke'Oz L fetézce A lidské
protilatky (pfistupové €. X 57 819) (P. Dariavach, a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84,
9074-9078, 1987) vykazoval nejvyssi stupen homologie s C oblasti mysiho L fetézce A
protilatky #23-57-137-1, a to 64,4% homologii, pokud se jedna o sekvenci aminokyselin
a 73,4% homologii, pokud se jedna o sekvenci nukleotidu.

Potom byl pomoci metody PCR konstruovan gen koédujici C oblast L fetézce A
lidské protilatky. Primery pro PCR byly syntetizovany pomoci 394 DNA/RNA
syntetizatoru (ABI). Syntetizované primery byly nasledujici: HLAMB1 (SEQ ID NO: 11)
a HLAMB3 (SEQ ID NO: 13), které oba maji pozitivni DNA sekvenci; a HLAMB2 (SEQ
ID NO: 12) a HLAMB4 (SEQ ID NO: 14), které oba maji negativhi DNA sekvenci:
pficemz kazdy primer obsahuje komplementarni sekvence 20 az 23 paru bazi na obou
koncich.

Vnéjsi primery HLAMBS (SEQ ID NO: 15) a HLAMBR (SEQ ID NO: 16) mély
sekvence homologické k primeru HLAMB1, respektive k primeru HLAMB4. HLAMBS
obsahoval rozpoznavaci sekvence pro EcoRl, Hindlll a Binl a HLAMBR obsahoval
rozpoznavaci sekvenci pro EcoRI. V prvni PCR reakci byly provedeny reakce mezi
HLAMB1 a HLAMB2 a mezi HLAMB3 a HLAMB4. Poté co byly reakce ukonceny, byly
oba vysledné PCR produkty smichany v ekvivalentnich mnozstvich a v druhé PCR
reakci sestaveny. K reakéni smeési byly pfidany vnéjsi primery HLAMBS a HLAMBR. S
touto reakéni smési byla provedena tieti PCR reakce, aby byla amplifikovana DNA
v celé délce.

Kazda PCR reakce byla provedena za pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo
Co., Ltd.) podle navodu pfiibaleného k soupravé. V prvni PCR reakci bylo pouzito 100
ul kazdého reakéniho roztoku, obsahujiciho 5 pmol HLAMB1, 0,5 pmol HLAMB2 a 5
jednotek TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) nebo reakéniho roztoku,
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obsahujiciho 0,5 pmol HLAMB3, 5 pmol HLAMB4 a 5 jednotek TaKaRa Ex Taq (Takara
Shu'zo Co,, Ltd.), a pies to bylo prevrstveno 50 ul mineralniho oleje.

Ve druhé PCR reakci byla pouzita smés obou reakénich roztokd (kazdého 50 pl)
a pres to bylo prevrstveno 50 pl mineralniho oleje. PCR reakce byla ponechana
probéhnout 3 cykly za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu 1 minuty; a
72 °C po dobu 1 minuty.

Ve treti PCR reakci byl pouzit reakénich roztok, ke kterému byly pfidany vnéjsi
primery HLAMBS a HLAMBR (kazdého 50 pmol). PCR reakce byla ponechana
probéhnout 30 cykll za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu 1 minuty; a
72 °C po dobu 1 minuty.

S fragmentem DNA ziskanym ve tfeti PCR reakci byla provedena elektroforéza
ve 3% agarézovém gelu s nizkou teplotou tani (NuSieve GTG Agarose, FMC) a byl
oddélen a vycéistén z gelu pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101) podle navodu
piibaleného k souprave.

Ziskany DNA fragment byl $tépen v reakénim roztoku (20 pl) obsahujicim 50 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM NaCl! a 8 jednotek EcoRI (Takara
Shuzo Co., Ltd.) pii teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Reakéni roztok byl extrahovan
fenolem a chloroformem a DNA byla ziskana pomaoci srazeni ethanolem. DNA byla
rozpusténa v roztoku (8 pl) obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Plazmid pUC19 AHindlll (0,8 pg), pfipraveny jak bylo popsano vyse, byl stépen
EcoRI stejnym zpusobem, jak bylo popsano vyse. Stépici roztok byl extrahovan smési
fenol/chloroform a poté srazen ethanolem, ¢imz byl ziskan Stépeny plazmid pUC19
AHindlll. Stépeny plazmid byl ponechan reagovat vreakénim roztoku (50 ul)
obsahujicim 50 mM Tris-HCI (pH 9,0), 1 mM MgCl. a alkalickou fosfatazu (E. coli C75;
Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut aby do$lo k defosforylaci (tj.
plsobeni BAP) plazmidu. Reakéni roztok byl extrahovan smési fenol/chloroform a DNA
byla ziskana pomoci srazeni ethanolem. Takto ziskana DNA byla rozpusténa v roztoku
(10 pl) obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a1 mM EDTA.

Plazmid pUC19 AHindlll (1 pl) byl po pasobeni alkalické fosfatazy ligovan k vyse
ziskanému produktu PCR (4 ul) pomoci ligaéni soupravy DNA Ligation Kit Ver.2
(Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledny plazmid byl vnesen do kompetentnich bunék E. coli

JM109 a byl ziskan transformant. Transformant byl kultivovén pies noc v médiu 2xYT
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(2 ml), obsahujiciho 50 pg/mi ampicilinu. Z bunééné frakce byl izolovan plazmid pomoci
soubravy QIlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

U ziskaného plazmidu byla sekvenovana &ast obsahujici klonovanou DNA.
Sekvenovani bylo provedeno na DNA sekvenatoru 373A (ABI) pomoci primeri M13-M4
a M13-RV (Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledkem bylo zjisténi, Ze klonovana DNA tam
mé deleci 12 par( bazi. Plazmid byl oznacen ,C A A/pUC19“. Potom byly kvili ndhradé
deletované &asti znovu syntetizovany primery HCMLS (SEQ ID NO: 17) a HCLMR
(SEQ ID NO: 18) a za pouziti téchto primer( byla pomoci metody PCR zrekonstruovana
DNA se spravnou sekvenci.

V prvni PCR reakci byl pouZit jako matrice plazmid CAA/pUC19, ktery ma deleci
DNA, a reakce byla provedena s kazdou soupravou primerd, jak s HLAMBS a HCLMS
tak s HCLMS a HLAMB4. Produkty PCR byly vycistény oddélené. Ve druhé PCR reakci
byly produkty PCR sestaveny dohromady. Ve tfeti PCR reakci byly k produktu druhé
PCR reakce pfidany vnéj$i primery HLAMBS a HLAMB4, aby byla amplifikovana DNA
v celé délce.

V prvni PCR reakci byl pouZit reakéni roztok (100 pl) obsahujici 0,1 pg plazmidu
CAA/pUC19 jako matrice, bud 50 pmol kazdého primeru HLAMBS a HCLMR nebo 50
pmol kazdého primeru HCLMS a HLAMB4, a 5 jednotek TaKaRa Ex Taq (Takara
Shuzo Co., Ltd.), a pies to bylo pievrstveno 50 pl minerainiho oleje. PCR reakce byla
ponechana probéhnout 30 cyklt za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu
1 minuty; a 72 °C po dobu 1 minuty.

S produkty PCR prvni PCR reakce, HLAMBS-HCLMR (236 part bazi) a HCLMS-
HLAMB4 (147 par( béazi), byla oddélené provedena elektroforéza ve 3% agarézovém
gelu s nizkou teplotou tani, aby byly DNA fragmenty izolovany. DNA fragmenty byly
odebrany a vyéistény z gelll pomoci soupravy GENECLEAN I Kit (BIO101). Ve druhé
PCR reakci bylo pouzito 20 ul reakéniho roztoku obsahujiciho 40 ng kazdého
z vy&isténych fragmenttl a 1 jednotka TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.), a pfes
to bylo pievrstveno 25 pl mineréiniho oleje. PCR reakce byla ponechana probéhnout 5
cyklti za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu 1 minuty; a 72 °C po dobu
1 minuty. Ve tieti PCR reakci bylo pouzito 100 pi reakéniho roztoku obsahujiciho 2 pi

reakéniho roztoku ziskaného ve druhé PCR reakci, 50 pmol kazdého vnéjsiho primeru

HLAMBS a HLAMBA4, a 5 jednotek TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.), a pfes to -

bylo pievrstveno 50 ul mineralniho oleje. PCR reakce byla ponechana probéhnout 30
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cykll za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu 1 minuty; a 72 °C po dobu
1 rﬁinuty, ¢imz byl ziskan DNA fragment dlouhy 357 par( bazi (tfeti PCR produkt). S
DNA fragmentem byla provedena elekiroforéza ve 3% agarézovém gelu s nizkou
teplotou tani, aby byl DNA fragment izolovan. Vysledny DNA fragment byl odebran a
vycistén z gelu pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101).

Vzorek takto ziskaného DNA fragmentu (0,1 ug) byl $tépen EcoRI a potom
klonovan do plazmidu pUC19AHindlll, na ktery bylo predtim plsobeno alkalickou
fosfatazou. Vysledny plazmid byl vnesen do kompetentnich bunék E. coli JM109 a byl
ziskan transformant. Transformant byl kultivovan pfes noc ve 2 ml média 2xYT,
obsahujiciho 50 ug/ml ampicilinu. Z bunééné frakce byl izolovan plazmid pomoci
soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Vycistény plazmid byl sekvenovan na DNA sekvenatoru 373A (ABI) pomoci
primerd M13-M4 a M13-RV (Takara Shuzo Co., Ltd.). Plazmid u kterého bylo
potvrzeno, Zze obsahuje spravnou nukleotidovou sekvenci bez jakékoli delece, byl
oznacen ,CAMpUC19".

(iii) Konstrukce genu kédujiciho C oblast lidského L fetézce k

Fragment DNA kédujici C oblast lidského L fetézce k byl klonovan z plazmidu
HEF-PM1k-gk (WO 92/19 759) pomoci metody PCR. Piimy primer HKAPS (SEQ ID
NO: 19) byl navrzen tak, aby obsahoval rozpoznavaci sekvence pro EcoRI, Hindlll a
Binl, a zpétny primer HKAPA (SEQ ID NO: 20) byl navrzen tak, aby obsahoval
rozpoznavaci sekvenci pro EcoRI. Tyto primery byly syntetizovany na 394 DNA/RNA
syntetizatoru (ABI).

PCR reakce byla provedena za pouziti 100 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho
0,1 ug plazmidu HEF-PM1k-gk jako matrici, 50 pmol kazdého z primerl HKAPS a
HKAPA, a a 5 jednotek TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.), a pfes to bylo
prevrstveno 50 ul minerainiho oleje. PCR reakce byla ponechana probé&hnout 30 cykld
za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 60 °C po dobu 1 minuty; a 72 °C po dobu 1
minuty, ¢imz vznikl PCR produkt dlouhy 360 para bézi. DNA fragment byl izolovan a
vygidtén pomoci elekiroforézy ve 3% agarézovém gelu s nizkou teplotou tani a potom
odebran a vycistén pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101).

Takto ziskany DNA fragment byl §tépen EcoRI a potom klonovan do plazmidu
pUC19(Hindlll, na ktery bylo pfedtim pUsobeno alkalickou fosfatdzou. Vysledny
plazmid byl vnesen do kompetentnich bunék E. coli JM108 a byl zl'skép- sransformant.
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Transformant byl kultivovén pfes noc ve 2 ml média 2xYT, obsahujiciho 50 pg/mi
arhpicilfnu. Z bunécné frakce byl izolovan plazmid pomoci soupravy QlAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN).

Vycisteny plazmid byl sekvenovan na DNA sekvenatoru 373A (ABI) pomoci
primerl M13-M4 a M13-RV (Takara Shuzo Co. Ltd.). Plazmid u kterého bylo
potvrzeno, Ze obsahuje spravnou nukleotidovou sekvenci, byl oznaden ,Ck/pUC19*.

(3) Konstrukce expresniho plazmidu pro L fetézec chimerni protilatky

Byl konstruovan expresni plazmidu pro L fetézec chimerni protilatky #23-57-137-
-1. Gen kodujici V oblast L fetézce chimerni protilatky #23-57-137-1 byl ligovan do
HindllI-Binl mista (umisténého na samém pocatku C oblasti lidské protilatky) kazdaho
z plazmid CMpUC19 a Cx/pUC19, &imZ byly ziskany pUC19 vektory obsahuijici DNA,
které koduji V oblast L fetézce protilatky #23-57-137-1 a bud C oblast L fetézce A
respektive C oblast L fetézce k. Kazdy z vyslednych vektord potom byl $tépen EcoRI,
aby byl oddélen gen pro L Fetézec chimerni protilatky. Gen byl klonovan do HEF
expresniho vektoru.

Tedy DNA fragment kodujici V oblast L fetézce protilatky #23-57-137-1 byl
z plazmidu MBC1L24 klonovan pomoci PCR metody. Primery pouZité vtéto PCR
metodé byly oddélené syntetizovanu pomoci DNA/RNA syntezatoru model 394 (ABI).
Zpétny primer MBCCHL1 (SEQ ID NO: 21) byl navrzen tak, aby obsahoval
rozpoznavaci sekvenci Hindlll a Kozakovu sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196,
947-950, 1987) a pfimy primer MBCCHL3 (SEQ ID NO: 22) byl navrzen tak, aby
obsahoval rozpoznavaci sekvence pro Bglll a EcoRl.

PCR reakce byla provedena za pouZiti 100 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho
10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,1 ug MBC1L24,
50 pmol kazdého z primerd MBCCHL1 a MBCCHL3 a 1 pl AmpliTaq (PERKIN ELMER),
a pfes to bylo navrstveno 50 pl minerainiho oleje. PCR reakce byla ponechana
probéhnout 30 cykll za podminek: 94 °C po dobu 45 sekund; 60 °C dobu 45 sekund: a
72 °C po dobu 2 minut.

S PCR produktem dlouhym 444 par(i bazi byla provedena elektroforéza ve 3%
agarézovém gelu s nizkou teplotou tani, a byl oddélen a vy&istén z gelu pomoci
soupravy GENECLEAN |1 Kit (BIO101). Vy&istény PCR produkt byl rozpustén ve 20 pl
roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA. PCR produkt (1 i) byl
stépen ve 20 pl roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM
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DTT, 50 mM NaCl, 8 jednotek Hindlil (Takara Shuzo Co., Ltd.) a 8 jednotek EcoRI
(Takara Shuzo Co., Ltd.) pii teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici roztok byl
extrahovan smési fenol/chloroform a DNA o kterou se jedna z ného byla ziskana
srazeni ethanolem. DNA byla rozpusténa v 8 pl roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI
(pH 7,4) a1 mM EDTA.

Stejnym zplsobem byl plazmid pUC19 (1 ug) $tépen Hindlll a EcoRl, extrahovan
smési fenol/chloroform a poté srazen ethanolem. Ziskany Stépeny plazmid byl
opracovén alkalickou fosfatazou (E. coli C75; Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledny
reakéni roztok byl extrahovan smési fenol/chloroform a DNA z ného byla ziskana
srézenim ethanolem. DNA byla rozpusténa v 10 pul roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HClI
(pH7,4) a1 mM EDTA.

Plazmid pUC19, na ktery bylo plsobeno alkalickou fosfatazou (1 pl), byl ligovan
s vy3e ziskanym PCR produktem (4 pl) pomoci ligaéni soupravy DNA Ligation Kit Ver.
2 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Vysledny plazmid byl vnesen do kompetentnich bunék E.
coli JM109 (Nippon Gene Co., Ltd.) stejnym zplisobem jak bylo popsano vyse, a byl
ziskan transformant. Transformant byl vyset na agar s médiem 2xYT, obsahujicim 50
pg/ml ampicilinu a kultivovan pfi teploté 37 °C pfes noc. Vysledny transformant byl
potom kultivovan pfi teploté 37 °C pies noc ve 2 ml média 2xYT, obsahujiciho 50 pg/ml
ampicilinu. Z bunééné frakce byl izolovan plazmid pomoci soupravy QlAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN). Po uréeni nukleotidové sekvence byl plazmid, u kterého bylo
potvrzeno Zze ma spravnou sekvenci nukleotidd, oznacen ,CHL/pUC19".

Kazdy z plazmidd CMpUC19 a Ck/pUC19 (1 pg kazdého) byl Stépen v 20 pl
reaké&nim roztoku, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT,
100 mM KClI, 8 jednotek EcoRl (Takara Shuzo Co., Ltd.) a 2 jednotky BInl (Takara
Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici roztok byl extrahovan
fenolem a chloroformem a DNA z ného byla ziskdna pomoci srédzeni ethanolem. Na
DNA bylo ptsobeno alkalickou fosfatazou pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Reakéni
roztok byl extrahovan fenolem a chloroformem a DNA byla ziskana pomoci srazeni
ethanolem. DNA byla rozpusténa v 10 pl roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
a1 mMEDTA.

Plazmid CHL/pUC19 (8 ph), ktery obsahoval DNA koédujici V oblast L fetézce
protilatky #23-57-137-1 byl $tépen Hindlll a Binl stejnym zpusobem, jak bylo popsano
vy$e a vznikl tak DNA fragment dlouhy 409 pard bazi. S fragmentem DNA byla
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provedena elektroforéza ve 3% agarézovém gelu s nizkou teplotou tani a potom byl
oddélen a vyistén z gelu pomoci soupravy GENECLEAN Il Kit (B1O101). DNA byla
rozpusténa v 10 ul roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)a1mMEDTA.

DNA pro V oblast L Fetézce (4 pl) byla klonovana do 1 ul kazdého z plazmidl
CMpUC19 a Ck/pUC19, na které bylo pred tim plsobeno alkalickou fosfatazou, a
potom vneseny do kompetentnich bunék E. coli JM109, aby byl ziskan transformant.
Transformant byl kultivovan pies noc ve 3 ml média 2xYT, obsahuijiciho 50 pg/ml
ampicilinu. Z buné¢né frakce byl izolovan plazmid pomoci soupravy QlAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN). Takto pfipravené dva plazmidy byly oznaceny
'MBC1L(\)/pUC19“ respektive ,MBC1L(x)/pUC19.

Kazdy z plazmidi MBC1L(A)pUC19 a MBC1L(k)/pUC19 byl stépen EcoRI a
potom byla provedena elektroforéza ve 3% agarézovém gelu s nizkou teplotou tani.
DNA fragment dlouhy 743 péarl bazi byl oddélen a vycistén z gelu pomoci soupravy
GENECLEAN I Kit (BIO101), a potom byl rozpustén v 10 pl roztoku obsahujicim 10
mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Expresni vektor (plazmid HEF-PM°k-gk) (2,7 L) byl stépen EcoRl a potom
extrahovan fenolem a chloroformem a DNA zného byla ziskana pomoci srazeni
ethanolem. Na DNA fragment bylo plsobeno alkalickou fosfatazou a potom byla
provedena elektroforéza ve 3% agarézovém gelu s nizkou teplotou tani. DNA fragment
diouhy 6561 par(i bazi byl z gelu izolovan a vycistén pomoci soupravy GENECLEAN I
Kit (BIO101). Vy&istény DNA fragment byla rozpustén v 10 pl roztoku obsahujicim 10
mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

HEF vektor opracovany alkalickou fosfatdzou (2 M) byl ligovan s EcoRI
fragmentem (3 pl) kazdého z plazmidd MBC1L(A\)/pUC19 a MBC1L(k)/pUC19. Produkt
ligace byl vnesen do kompetentnich bunék E. coli JM109 a byl ziskan transformant.
Transformant byl kultivovan ve 2 ml média 2xYT, obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu.
7 bunééné frakce byl izolovan plazmid pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN).

Vygistény plazmid byl $tépen v 20 pl reakénim roztoku obsahujicim 20 mM Tris-
HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl, 1 mM DTT, 100 mM KCl, 8 jednotek EcoRI (Takara Shuzo
Co., Ltd.) a 2 jednotky Pvul (Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1
hodiny. Tato reakce davala $tépené fragmenty dlouhé 5104/2195 pért bazi v pfipade,

e fragment byl vioZen ve spravné orientaci, popfipadé fragmenty dlouhé 4378/2926
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pard bazi v pfipadé, Ze fragment byl vloZen v orientaci opacné. Plazmid, u kterého bylo
potv'rzeno e ma fragment ve spravné orientaci, byl oznacen ,MBC1L(A)/neo” pro
plazmidMBC1L(A)/pUC19 nebo ,MBC1L(x)/nec” pro plazmidMBC1L(k)/pUC19.

(4) Transfekce buiiky COS-7

Aby byla zhodnocena vazebna aktivita k antigenu a neutralizatni aktivita
chimernich protilatek, byly vy$e pfipravené expresni plazmidy pfechodné exprimovany
v burice COS-7.

Prechodna exprese chimernich protilatek byla provedena za pouziti vSech
kombinaci plazmidd MBC1HcDNA/pCOS1 a MBC1L(A)/neo a plazmidd MBC1HCDNA/
pCOS1 a MBC1L(k)/neo tak, ze byla buiika COS-7 soucasné transfekovana plazmidy
elektroporézovanim pomoci zafizeni Gene Pulser (Bio Rad). Tedy, plazmidy (10 ug
kazdého) byly pfidany k suspenzi bunék COS-7 (0,8 ml; 1x1 0’ bunék/mi) v PBS(-). Na
vysledny roztok bylo plisobeno pulsy s elektrostatickou kapacitou 1500 V a 2 uF, které
zpUsobily elektroporaci. Po 10 minutovém zotavovacim obdobi pfi teploté mistnosti byly
elektroporézované buriky suspendovany v médiu DMEM (GIBCO), obsahujicim 2%
fetalni teleci sérum s ultranizkym obsahem IgG (GIBCO), a potom kultivovany v 10 cm
kultivacnich miskach v CO, inkubatoru. Po kultivaci 72 hodin byl z kultur odebran
supernatant, cetrifugovan aby byly odstranény buné&éné zbytky, a pouzit jako vzorek
pro nasledujici test ELISA. Pfi tomto postupu bylo gidténi chimerni protilatky ze
supernatantu kultur bunék COS-7 provedeno pomoci soupravy AffiGel Protein A
MAPSII Kit (Bio Rad) podle névodu pfibaleného k souprave.

(5) ELISA
(i) Ur¢ovani koncentrace protilatky

Destitka testu ELISA pro uréeni koncentrace protilatky byla pfipravena
nasledujicim zplsobem. Kazda z 96 jamek destiCky testu ELISA (Maxisorp, NUNC)
byla potazena 100 pl potahovaciho pufru (0,1 M NaHCOs;, 0,02% NaNs;), dopinéného 1
ug/ml kozi protilatky proti lidskému 19G (TAGO) a potom blokovana 200 ul fediciho
pufru [50 mM Tris-HCI, 1 mM MgClz, 0,1 M NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaNs, 1%
hovézi sérumalbumin (BSA); pH 7,2]. Ke kazdé jamce desticky byl pridan vzorek
sériového fedéni supernatantu z kultur bunék COS-7, v nichz byla kazda chimerni
protilatka exprimovana, nebo byl k jamce destiCky pfidan vzorek sériového fedeni
chimerni protilatky jako takové, ve vycisténé formé. Destitka byla inkubovéna pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a potom promyta PBS-Tween 20. Ke kazde jamce
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- desticky bylo pfidano 100 pl roztoku kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované a
alkalickou fosfatazou (TAGO). Potom co byla desti¢ka inkubovana pfi tepioté mistnosti
po dobu 1 hodiny a promyta PBS-Tween 20, byl ke kazdé jamce desti¢ky pfidan roztok
1 mg/ml substratu (,Sigma 104, kyselina p-nitrofenylfosfore¢na, SIGMA). U roztoku
byla méfena jeho absorbance pii 405 nm pomoci odeditaciho zafizeni pro desticky
Microplate Reader (Bio Rad), aby byla zji$téna koncentrace protilatky. Pi tomto meéfeni
by! jako standardni latka pouZit Cistény Hu IgG1 A (The Binding Site).

(ii) Uréovani schopnosti vazat antigen

Destika testu ELISA pro urdeni schopnosti protilatky vazat antigen, byla
piipravena nésledujicim zplsobem. Kazda z96 jamek desticky testu ELISA byla
potazena 100 ul potahovaciho pufru dopinéného 1 pg/ml lidského PTHrP (1-34) (Ustav
pro vyzkum peptidil) a potom blokovana 200 ul fediciho pufru. Ke kazdé jamce desticky
byl pfidan vzorek sériového fedéni supernatantu z kultur bunék COS-7, v nichz byla
kazda chimerni protilatka exprimovéna, nebo byl k jamce destiCky pridan vzorek
sériového Fedéni chimerni protilatky jako takové, ve vycisténé formé. Potom co byla
desticka inkubovana pfi teploté mistnosti a promyta PBS-Tween 20, bylo ke kazdé
jamce desticky pfidano 100 ul roztoku kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované a
alkalickou fosfatazou (TAGO). Potom co byla desticka inkubovana pii teploté mistnosti
po dobu 1 hodiny a promyta PBS-Tween 20, byl ke kazdé jamce desticky pfidan roztok
1 mg/ml substrétu (,Sigma 104“, kyselina p-nitrofenylfosforecna, SIGMA). U roztoku
byla méfena jeho absorbance pfi 405 nm pomoci odeéitaciho zafizeni pro desticky
Microplate Reader (Bio Rad).

Vysledkem bylo zjisténi, ze chimerni protilatky maji schopnost vazat se na lidsky
PTHrP (1-34) a klonovana V oblast mysi protilatky ma spravnou strukturu (Obr. 5). Bylo
také zjiéténo, ze nebyl rozdil ve schopnosti vazat se na PTHrP (1-34) mezi C oblasti L
Fetézce A chimerni protilatky a C oblasti L Fetézce Kk chimerni protilatky. Proto byl L
retézce A zuslechténé protilatky pouzit pro konstrukci C oblasti L fetézce zuslechténé
protilatky.

(6) Ziskani bunééné linie CHO schopné stabilni produkce chimernich protilatek

Aby byla ziskéna bunéénd linie schopna produkovat chimerni protilatky stabilne,
byly vy$e pfipravené expresni plazmidy vneseny do bunék CHO (DXB11).

Pro ziskani bunééné linie schopné produkovat chimerni protilatky stabilné, byla

v buitkach CHO pouzita kazda z nasledujicich kombinaci expresnich plazmidl:
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MBC1HcDNA/pCHO1 a MBC1L(A)/neo; a MBC1HcDNA/pCHO1 a MBC1L(x)/ineo.
Buiky CHO byly soucasné transfekovany plazmidy elektroporézovanim pomoci
zafizeni Gene Pulser (Bio Rad) nasledujicim zplsobem. Expresni plazmidy byly
oddélené stépeny restrikénim enzymem Pvul, aby byly ziskany linearni DNA. Vysledné
DNA byly extrahovany fenolem a chloroformem a ziskany srazenim ethanolem. Takto
pfipravena plazmidova DNA byla pouzita pro elektroporaci. Tedy, kazdy z plazmidt (10
Mg kazdého) byl pridan k 0,8 ml suspenzi bunék CHO v PBS(-) (1x10” bunék/ml). Na
vysledny roztok bylo pusobeno pulsy s elektrostatickou kapacitou 1500 V a 25 pF. Po
10 minutovém zotavovacim obdobi pfi teploté mistnosti byly elektroporézované buriky
suspendovany v médiu MEM-a (GIBCO), obsahujicim 10% fetaini teleci sérum
(GIBCO). Vysledna suspenze byla kultivovana ve tfech desti¢kach s 96 jamkami
(Falcon) v CO, inkubatoru. Jeden den po tom, co byla kultivace zapocata, bylo médium
zaménéno za médium selekéni [médium MEM-a bez ribonukleozidd nebo deoxyribo-
nukleozidd (GIBCO), obsahujici 10% fetélni teleci sérum (GIBCO) a 500 mg/ml
Geneticinu (siran G418; GIBCO)). Z kultivaéniho média byly vybirdny burky, do kterych
byl vnesen gen protilatky. Selekéni médium je zaménéno za Cerstvé. Dva tydny po
vyméné média byly buiky pozorovany pod mikroskopem. KdyZz byl pozorovén
uspokojivy rGist bunék, bylo uréovano mnozstvi produkovanych protilatek ELISA testem,
ktery byl popsan vy$e. Z bunék byly vybrany ty, které produkovaly velké mnozstvi
protilatek.

Potom byl rozsah kultivace ziskané bunééné linie, schopné stabilni produkce
protilatek, zvétsen pouzitim lahvi v roleru, za pouZiti média MEM bez ribonukleozid(
nebo deoxyribonukleozidd, obsahujiciho 2% fetalni teleci sérum s ultranizkym
obsahem IgG. Treti a &tvrty den kultivace byl supernatant z kultur odebran a filtrovan
na 0,2 pm filtru (Miliipore), aby z ného byly odstranény zbytky bunék.

Cisténi chimernich protilatek ze supernatantu kultur bunék CHO bylo provedeno
pomoci sloupce POROS s proteinem A (PerSeptive Biosystems) na zafizeni ConSep
LC100 (Millipore), podle navodu pfibaleného k soupravé. Vycisténé chimerni protilatky
byly pouzity jako vzorky pro uréovani neutralizaéni aktivity a pro testovani terapeutické
aginnosti na zvifecich modelech hyperkalcinémie. Koncentrace a vazebna aktivita
k antigenu byla u &i§ténych chimernich protilatek ur€ovana pomoci stejného ELISA

systému, ktery byl popsan vyse.
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Referenéni priklad 4: Konstrukce zu$lechténé protilatky
(15 Konstrukce H fetézce zuslechténé protilatky
(i) Konstrukce V oblasti zuslechténého H fetézce

H Tetéezec zuSlechténé protilatky #23-57-137-1 byl pfipraven technikou
pfipojovani CDR oblasti pomoci metody PCR. Pro plipravu H Fetézce zuslechténé
protilatky #23-57-137-1 (verze ,a“), ktera mé FR odvozené z lidské protilatky S31 679
(NFRB-PDB; Cuisinier, A. M. a kol., Eur. J. Immunol., 23, 110-118, 1993), bylo pouzito
Sest nasledujicich primerd: primery pro pfipojeni CDR: MBC1HGP1 (SEQ ID NO: 23) a
MBC1HGP3 (SEQ ID NO: 24) (oba obsahuji pozitivni DNA sekvenci) a MBC1HGP2
(SEQ ID NO: 25) a MBC1HGP4 (SEQ ID NO: 26) (oba obsahuji negativni DNA
sekvenci), pfiemz vSechny obsahuji na obou svych koncich komplementarni sekvenci
dlouhou 15 az 21 parG bazi; a vnéjsi primery: MBC1HVS1 (SEQ ID NO: 27) a
MBC1HVR1 (SEQ ID NO: 28), které maji homologii k primer(m pro pfipojeni CDR
MBC1HGP1, respektive MBC1HGP4.

Primery pro pfipojeni CDR MBC1HGPH1, MBC1HGP2, MBC1HGP3 a
MBC1HGP4 byly oddéleny na denaturaénim polyakrylamidovém gelu s mog&ovinou
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989), a extrahovany znéj pomoci rozdrceni a nasaknuti
rozpoustédlem (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989) néasledujicim zplsobem.

Kazdy z primerG pro pfipojeni CDR (1 nmol) byl rozdélen na 6% denaturaénim
polyakrylamidovém gelu, aby byly ziskany DNA fragmenty. Mezi vyslednymi DNA
fragmenty byl DNA fragment pozadované delky detekovan pomoci ozareni paprsky UV
na tenké vrstvé gelu kysliéniku kfemiéitého a potom z ného izolovan metodou rozdrceni
a nasaknuti rozpoustédiem. Vysledna DNA byla rozpusténa v 20 pl roztoku, ktery
obsahoval 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA. Reakce PCR byla provedena za
pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). PCR reakéni roztok (100 pl)
obsahoval vpufru 1 pl kazdého zvyse uvedenych primer( pro pfipojeni CDR
MBC1HVS1, MBC1HGP2, MBC1HGP3 a MBC1HGP4, 0,25 mM dNTP a 2,5 jednotky
TaKaRa Ex Taq. PCR byla ponechana probéhnout 5 cykld za podminek: 94 °C po dobu
1 minuty; 55 °C po dobu 1 minuty; a 72 °C po dobu 1 minuty. K vyslednému reakénimu
roztoku byly pfidany vnéjsi primery MBC1HVS1 a MBC1HVR1 (50 pmol kazdého).
S touto reakéni smési byla PCR reakce ponechéna probéhnout dal$ich 30 cykll za
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stejnych podminek. § takto amplifikovanym fragmentem DNA byla provedena
elektroforéza na gelu 4% Nu Sieve GTG agardzy (FMC Bio. Products).

Segment agarézy obsahujici DNA fragment dlouhy 421 parti bazi byl vyfiznut a
DNA zného byla vycisténa pomoci soupravy GENECLEANII Kit (BIO101) podle
navodu pfibaleného k soupravé. Takto vydistény byl vysrazen ethanolem a potom
rozpustén v 20 pl roztoku obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.
Vysledna PCR reakéni smés byla pouzita pro klonovani DNA fragmentu do plazmidu
pUC19, ktery byl Stépen BamHI a Hindill, a potom byla uréena nukleotidova sekvence
vysledného plazmidu. Plazmid, ktery mé! spravnou nukleotidovou sekvenci, byl
oznacen ,hMBCHv/pUC19".
(i) Konstrukce cDNA V oblasti zuslechténého H fetézce

Pro ligovani k cDNA C oblasti Cy1 zuslechténého H fetézce, byla DNA V oblasti
zuslechténého H retézce, konstruovana ve vyse popsaném kroku, pozménéna pomoci
PCR metody. Pro PCR metodu byl navrzen zpétny primer MBC1HVS2 tak, aby
hybridizoval s DNA sekvenci kddujici 5°oblast vedouci sekvence V oblasti a aby
obsahoval Kozakovu konvenéni sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196, 947-950,
1987) a rozpoznavaci sekvence pro Hindlll a EcoRl; a pfimy primer MBC1HVR2 byl
navrzen tak, aby hybridizoval jak s DNA sekvenci kodujici 3 oblast J oblasti, tak s DNA
sekvenci kodujici 5’oblast C oblasti a aby obsahoval rozpoznavaci sekvence pro Apal
a Smal.

PCR reakce byla provedena za pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.)
a pripojeného pufru. Roztok PCR obsahoval 0,4 pg plazmidu hMBC1Hv/pUC19 jako
DNA matrici, 50 pmol kaZdého z primerl MBC1HVS2 a MBC1HVR2, 2,5 jednotky
TaKaRa Ex Taq a 0,25 mM dNTP v pufru. PCR probihala 30 cyki za podminek: 94 °C
po dobu 1 minuty; 55 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 1 minuty. Takto
amplifikované DNA fragmenty byly oddéleny pomoci agarové gelové elektroforézy na
gelu 3% Nu Sieve GTG agarose (FMC Bio. Products).

Segment agar6zového gelu, ktery obsahoval fragment DNA dlouhy 456 pard
bazi byl vyiiznut a DNA fragment byl z ného vycistén pomoci soupravy GENECLEAN I
Kit (BIO101) podle navodu pfibaleného k soupravé. Takto vygistény DNA fragment byl
vysrazen ethanolem a potom byl rozpustén v 20 pl roztoku, ktery obsahoval 10 mM
Tris-HC! (pH 7,4) a 1 mM EDTA. Takto ziskany PCR reakéni roztok byl pouZit pro
klonovani DNA fragmentu do plazmidu pUC19, ktery byl $tépen restrikénimi enzymy
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EcoRl a Smal, a potom byl vysledny plazmid sekvenovan. Jako vysledek byl ziskan
plazmid, ktery obsahoval DNA kédujici V oblast mysiho H fetézce odvozenou
z hybridomu #23-57-137-1, déle obsahoval rozpoznavaci sekvence pro EcoRI a Hindlll
a Kozakovu sekvenci v 5°oblasti, a rozpoznavaci sekvence pro Apal a Smal v 3"oblasti,
byl ozna¢en ,hMBC1Hv/pUC19“.

(2) Konstrukce expresniho vektoru pro H fetézec zuslechténé protilatky

Plazmid RVh-PM1f-cDNA, obsahujici cDNA sekvenci pro H fetézec protilatky
hPM1, byl §tépen Apal a BamHlI, aby byl ziskan DNA fragment obsahujici DNA, ktera
koéduje C oblast H fetézce. DNA fragment byl vnesen do plazmidu hMBC1Hv/pUC18,
ktery byl $tépen Apal a BamHI. Ziskany plazmid byl oznacen ,AMBC1HcDNA/pUC19".
Tento plazmid obsahoval jak DNA kédujici V oblast H fetézce zu$lechténé protilatky
#23-57-137-1, tak DNA kodujici C oblast Cy1 lidského H fetézce, a mél rozpoznavaci
sekvence pro Hindlll a EcoRI ve své 5°oblasti a rozpoznévaci sekvenci pro BamH| ve
své 3'oblasti. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova sekvence
zuSlechténého H fetézce verze ,a“, nesena na plazmidu hMBC1HcDNA/pUC19, jsou
ukazany v SEQ ID NO: 58, respektive SEQ ID NO: 56.

Plazmid hMBC1HcDNA/pUC19 byl §tépen EcoRI a BamHI, €¢imz byl ziskan DNA
fragment obsahujici DNA, kterd kéduje H fetézec. DNA fragment byl vnesen do
expresniho plazmidu pCOS1, ktery $tépen EcoRI a BamHI. Jako vysledek byl ziskan
expresni  plazmid pro  zulechténou  protilatku, ktery byl oznaen
,hMBC1HcDNA/pCOS1*.

Aby byl pfipraven plazmid pouZivany k exprimovani v bunkach CHO, byl plazmid
hMBC1HCcDNA/PUC19 ktery $tépen EcoRl a BamHI, ¢imz byl ziskan DNA fragment,
ktery obsahuje DNA kodujici H fetézec. DNA fragment byl vnesen do expresniho
plazmidu pCOS1, ktery $tépen EcoRl a BamHI. Jako vysledek byl ziskan expresni
plazmid pro zulechténou protilatku, ktery byl oznacen ,AMBC1HcDNA/pCOS1*.

(3) Konstrukce V oblasti hybridniho L fetézce
(i) Piprava hybridni protilatky FR1,2/FR3,4

Byl konstruovan gen pro FR hybridniho L fetézce, ktery ma jak FR oblasti ze
zuslechténé protilatky tak FR z mysi (chimerni) protilatky, a kazda oblast byla
2 hlediska zuslechténi zhodnocena. V tomto kroku byla za vyuziti restrikéniho mista pro
Aflll, umisténého v CDR2, pfipravena hybridni protilatka, ktera méa obé FR1 a FR2
odvozené z lidské protilatky a ob& FR3 a FR4 méa odvozené z mysi protilatky.




45 ot

Plazmidy MBC1L(A)neo a hMBC1L(A)/neo (10 ug kazdého) byly oddélené
&tépeny v 100 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 0,01% (hmotnost/objem) BSA a 10 jednotek Aflll
(Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. U reakéniho roztoku byla
provedena elektroforéza ve 2% agar6zovém gelu s nizkou teplotou tani, ¢imz byly
z plazmidu MBC1L(A)/neo ziskany DNA fragmenty dlouhé 6282 pari bazi (oznacen
jako ,c1*) a 1022 pard bazi (oznacen jako ,c2“) nebo DNA fragmenty diouhé 6282 parQ
bazi (oznaden jako ,h1*) a 1022 péra bazi (oznacen jako ,h2Y) z plazmidu
hMBC1L(A)/neo. Tyto DNA fragmenty byly oddéleny a vycistény z gelu pomoci
soupravy GENECLEAN Il Kit (BIO101).

Kazdy z fragmentd ¢1 a h1 (1 ug kazdého) byl opracovan alkalickou fosfatazou.
DNA fragment byl extrahovan fenolem a chloroformem, ziskan srazenim ethanolem a
potom rozpustén v 10 pl roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HC! (pH 7,4) a1 mM EDTA.

DNA fragmenty ¢1 a h1 opracované alkalickou fosfatazou (1 pi kazdého) byly
ligovany s h2 DNA fragmentem, respektive c2 DNA fragmentem (4 pl kazdého), (pfi
teploté 4 °C pies noc). Kazdy z ligaCnich produktl byl vnesen do kompetentni bunky E.
coli JM109, aby vznikl transformant. Transformant byl kultivovan ve 2 ml média 2xYT,
obsahujicim 50 pg/ml ampicilinu. Z bunétné frakce kultivacniho média byl plazmid
vy&istén pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Vydistény plazmid byl $tépen ve 20 pl reakénim roztoku, obsahujicim 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl;, 1 mM DTT, a bud 2 jednotky Apall (Takara Shuzo
Co., Ltd.) nebo 8 jednotek BamHI (Takara Shuzo Co., Ltd.), pfi teploté 37 °C po dobu 1
hodiny. Bylo ogekavano, ze pokud budou c1-h2 spravné spojeny, touto $tépici reakci
by vznikly fragmenty dlouhé 5560, 1246 a 598 parll bazi (v pripadé $tépeni pomoci
ApalLl) nebo fragmenty dlouhé 7134 a 269 parl bazi (v pfipadé $tépeni pomoci
BamHI/Hindlll). Na zakladé tohoto o&ekavani byly uréovany pozadované plazmidy.

Expresni vektor kodujici L fetézec hybridni protilatky lidské FR1,2/mysi FR3,4
byl oznaden ,h/mMBC1L(A)/nec”. Na druhé stran&, protoze nemohl byt ziskan klon pro
hi-c1, byla provedena rekombinace do pUC vektoru a potom byl vysledny
rekombinantni produkt klonovan do HEF vektoru. Pfi tomto postupu byly jako matrice
pouzity plazmidy hMBC1LaNpUC19, ktery obsahoval DNA kéduijici V oblast L fetézce
zudlechténé protilatky bez jakychkoli aminokyselinovych zamén, a plazmid hMBC1LdN-
pUC19, obsahoval DNA kodujici Voblast L fetézce zu$lechténé protilatky s
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aminokyselinovou zameénou v pozici 91. aminokyseliny, kde byl tyrozin v FR3 (tj. 87.
aminokyselina podle Kabatova pravidla) zaménén za izoleucin.

Plazmidy MBC1L(A)/pUC19, hMBC1LaMpUC19 a hMBC1LdMpUC19 (10 ul
kazdého) byly oddélené Stépeny v 30 ul reakénim roztoku, obsahujicim 10 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 10 mM MgCl;, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 0,01% (hmotnost/objem) BSA, 16
jednotek Hindlll a 4 jednotky Aflll, pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. S reakénimi
roztoky byly oddélené provedeny elekiroforézy ve 2% agarézovém gelu s nizkou
teplotou tani, ¢imz byl z plazmidu MBC1L(A)/pUC19 ziskan DNA fragment dlouhy 215
pard bézi (oznateny jako ,c2‘) a zobou plazmidd hMBC1LaApUC19 a
hMBC1LdAMpUC19 byl ziskdn DNA fragment dlouhy 3218 parl bazi (oznatené jako
.hal®, respektive ,hd1“). Tyto DNA fragmenty byly odebrany a vydistény pomoci
soupravy GENECLEAN 11 Kit (BIO101).

Kazdy z ha” a hd” fragmentUu byl ligovan s c2” fragmentem a potom vnesen do
komplementarnich bunék E. coli JM109, a pfipraven tak transformant. Transformant byl
kultivovan ve 2 ml média 2xYT, obsahujictho 50 ug/ml ampicilinu. Z bunééné frakce
kultivaéniho média byl izolovan plazmid pomoci soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN)Plasmid Mini Kit (QIAGEN). Takto pfipravené plazmidy byly oznaéeny
,mM/hMBC1LaNMpUC19“ pro plazmid obsahujici fragment ha1”, a ,m/hMBC1LdNpUC19*
pro plazmid obsahuijici fragment hd1".

Kazdy zplazmidd m/hMBC1LaNMpUC19 a m/hMBC1LdApUC19 byl Stépen
EcoRI. S DNA fragmentem dlouhym 743 para bazi byla provedena elektroforéza ve 2%
agarézovém gelu s nizkou teplotou tani, a byl oddélen a vycistén z gelu pomoci
soupravy GENECLEAN II Kit (BIO101). Vysledny DNA fragment byl rozpustén ve 20 pl
roztoku obsahujicim 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Kazdy z DNA fragmentl (4 pl kazdého) byl ligovan do vektoru HEF (1 pl),
opracovaného alkalickou fosfatazou, jehoz pfiprava byla popsana vy$e. Ligaéni
produkt byl vnesen do kompetentnich bunék E. coli JM109, aby vznikl transformant.
Transformant byl kultivovan ve 2 mi média 2xYT, obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu.
Z bunééné frakce kultivatniho média byl plazmid vycistén pomoci soupravy QlAprep
Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Kazdy zvycisténych plazmidl byl Stépen v 20 pul reakénim roztoku, ktery
obsahoval 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 mM KClI, 8 jednotek
Hindlll (Takara Shuzo Co., Ltd.) a 2 jednotky Pvul (Takara §huzo Co., Ltd.) pfi teploté
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37 °C po dobu 1 hodiny. Bylo oéekavano, ze pokud bude DNA fragment vioZzen do
plazmidu ve spravné orientaci, touto $tépici reakci by vznikly fragmenty dlouhé 5104 a
2195 pérh bazi, zatimco pokud bude DNA fragment vioZzen do plazmidu v orientaci
opacné, touto $tépici reakci by vznikly fragmenty dlouhé 4378 a 2926 parti bazi. Na
zakladé tohoto oCekavani byla DNA plazmidu uréovana. Takto ziskané plazmidy byly
expresni vektory kédujici L fetézec hybridni protilatky mysi FR1,2/lidské FR3,4, které
byly oznaceny jako expresni vektory ,m/hMBC1LaAneo“, respektive ,m/-
hMBC1LdAMneo".

(ii) PFiprava hybridni protilatky FR1/FR2

Hybridni protilatka FR1/FR2 byla pfipravena stejnym zplisobem, jak bylo
vylozeno vyse, za pouziti restrikéniho mista SnaBl, nachazejiciho se v CDR1.

Plazmidy MBC1L(A)/neo a h/mMBC1L(A)/neo (10 pg kazdého) byly oddélené
stépeny v 20 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), 10 mM
MgClz, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 0,01% (hmotnost/objem) BSA a 6 jednotek SnaBl|
(Takara Shuzo Co., Ltd.) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Vysledny reakéni roztok
byl dale $tépen v 50 pl reakéniho roztoku, obsahujiciho 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10
mM MgClz, 1 mM DTT, 100 mM KClI, 0,01% (hmotnost/objem) BSA a 6 jednotek Pvull
pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.

U vyslednych reakénich roztoki byla provedena elektroforéza v 1,5%
agarbézovém gelu s nizkou teplotou tani, ¢imz byly z plazmidu MBC1L(A\)/neo ziskany
DNA fragmenty dlouhé 4955 para bazi (m1) a 2349 par( bazi (m2) a DNA fragmenty
dlouhé 4955 part bazi (hm1) a 2349 pard bazi (hm2) z plazmidu h/mMBC1L(A)/neo.
Tyto DNA fragmenty byly oddéleny a vyciStény z gelu pomoci soupravy GENECLEAN I
Kit (BIO101). Kazdy z fragmentt byl rozpustén v 40 pl roztoku obsahujicihc 10 mM
Tris-HCI (pH 7,4) a1 mM EDTA.

Fragmenty m1 a hm1 (1 pl kazdého) byly ligovany s fragmenty hm2, respektive
m2 (4 pl kazdeho). Kazdy z vyslednych ligadnich produkt byl vnesen do kompetentni
bunky E. coli JM109, aby vznikl transformant. Ziskany transformant byl kultivovan ve 2
ml meédia 2xYT, obsahujiciho 50 ug/ml ampicilinu. Z bunééné frakce kultivaéniho média
byl plazmid vy¢idtén pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Kazdy =z vycisténych plazmidd byl $tépen ve 20 pl reakéniho roztoku,
obsahujiciho 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, a bud 8 jednotek
Apal (Takara Shuzo Co., Ltd.) nebo 2 jednotky Apall (Takara Shuzo Co., Ltd.), pfi
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teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Bylo oekavano, Ze pokud budou fragmenty ligovany
spravné, touto Stépici reakci by vznikl fragment diouhy 7304 pard bazi (v pripadé
Stepeni pomoci Apal) nebo fragmenty dlouhé 5560, 1246 a 498 par( bazi (v piipadé
Stépeni pomoci Apall) pro m1-hm2, a fragmenty dlouhé 6538 a 766 partl bazi (v
pfipadé Stépeni pomoci Apal) nebo fragmenty dlouhé 3535, 2025, 1246 a 498 pard
bazi (v pfipadé Stépeni pomoci Apall) pro hm1-m2. Na zakladé tohoto o&ekavani byly
plazmidy ur€ovany. Jako vysledek byl ziskan expresni vektor kédujici L fetézec
hybridni protilatky lidska FR1/mysi FR2,3,4 (oznadeny LmmMBC1L(A)/neo”) a
expresni vektor kodujici L Fetézec hybridni protilatky mysi FR1/lidska FR2/mysi FR3,4
(oznaceny ,mhmMBC1L(A)/neo").
(4) Konstrukce L fetézce zuslechténé protilatky

L Tetézec zuslechténé protilatky #23-57-137-1 byl pfipraven technikou
pripojovani CDR oblasti pomoci metody PCR. Pro pfipravu L fetézce zuslechténé
protilatky #23-57-137-1 (verze ,a"), kterd obsahuje FR1, FR2 a FR3 odvozené z lidské
protilatky HSU 03 838 (GEN-BANK, Deftos, M. a kol., Scand. J. Immunol., 39, 95-103,
1994) a FR4 odvozenou z lidské protilatky S 25 755 (NBRF-PDB), bylo pouzito $est
primerdl.

Sest primer{l bylo nasledujicich: primery pro pfipojeni CDR MBC1LGP1 (SEQ ID
NO: 29) a MBC1LGP3 (SEQ ID NO: 30), oba obsahujici pozitivni DNA sekvenci,
primery pro piipojeni CDR MBC1LGP2 (SEQ ID NO: 31) a MBC1LGP4 (SEQ ID NO:
32), oba obsahuji negativni DNA sekvenci, pfic¢emz vSechny obsahuji na obou svych
koncich komplementarni sekvenci dlouhou 15 az 21 parG bazi; a vnéjsi primery:
MBC1LVS1 (SEQ ID NO: 33) a MBC1LVR1 (SEQ ID NO: 34), které maji homologii k
primerdm pro pfipojeni CDR MBC1LGP1, respektive MBC1LGPA4.

Primery pro pfipojeni CDR MBC1LGP1, MBC1HGP2, MBC1HGP3 a
- MBC1HGP4 byly oddéleny na denaturaénim polyakrylamidovém gelu s mogovinou
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989), a extrahovany zné& pomoci rozdrceni a nasaknuti
rozpoustédlem (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook a kol., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989).

Kazdy z primerd pro pfipojeni CDR (1 nmol kazdého) byl rozdélen na 6%
denaturacnim polyakrylamidovém gelu. Uréeni DNA fragmentu poZzadované délky bylo

provedeno pomoci ozaieni paprsky UV na tenké vrstvé gelu kysli¢niku kfemi&itého.
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. Pozadovany DNA fragment byl potom z ného izolovan metodou rozdrceni a nasaknuti
rozpoustédiem. Odebrany DNA fragment byl rozpustén v 20 ul roztoku, ktery obsahoval
10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a 1 mM EDTA.

Reakce PCR byla provedena za pouziti TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) a pripojeného pufru. PCR reakéni roztok obsahoval (na 100 ul) 1 pl kazdého
z vy$e uvedenych primert pro pfipojeni CDR MBC1LGP1, MBC1HGP2, MBC1HGP3 a
MBC1HGP4, 0,25 mM dNTP a 2,5 jednotky TaKaRa Ex Taq v pufru. PCR byla
ponechéana prob&hnout 5 cykil za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 55 °C po dobu 1
minuty; a 72 °C po dobu 1 minuty. K vysledné reakéni smési bylo pfidanc 50 pmol
kazdého z vnéjsich primerd MBC1LVS1 a MBC1LVR1. S touto reakéni smési byla PCR
reakce ponechédna probéhnout dalSich 30 cykll za stejnych podminek. S takto
amplifikovanym fragmentem DNA byla provedena elektroforéza na gelu 3% Nu Sieve
GTG agar6zy (FMC Bio. Products).

Segment agarézy obsahujici DNA fragment diouhy 421 part bazi byl vyfiznut a
DNA fragment z ného byl vygistén pomoci soupravy GENECLEANII Kit (BIO101) podle
navodu pfibaleného k soupravé. Takto ziskana PCR reakcni smeés byla pouzita pro
klonovani DNA fragmentu do plazmidu pUC19, ktery byl stépen BamHI a Hindlll.
Vysledny plazmid byl sekvenovan. Takto pfipraveny plazmid byl oznacCen
,hMBCL/pUC19“. V tomto plazmidu vsak byla zaménéna aminokyselina na 104. pozici
(odpovidajici 96. aminokyseliné podle Kabatova pravidla) v CDR zaménéna argininem.
Pro opravu této aminokyseliny na tyrozin byl navrzen a syntetizovan opravny primer
MBC1LGP10R (SEQ ID NO: 35). PCR reakce byla provedena za pouziti TaKaRa Ex
Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a pfipojeného pufru. PCR reakéni roztok obsahoval (na
100 pl) 0,6 ug plazmidu hMBCL/pUC19 jako DNA matrici, 50 pmol kazdého z primerd
MBC1LVS1 a MBC1LGP10R, 2,5 jednotky TaKaRa Ex Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) a
0,25 mM dNTP v pufru, pfes coZ byl prevrstven mineralni olej (50 ul). PCR probihala 30
cykl( za podminek: 94 °C po dobu 1 minuty; 55 °C po dobu 1 minuty; a 72 °C po dobu
1 minuty. Takto amplifikovany DNA fragment byl oddéleny pomoci agarové gelove
elektroforézy na gelu 3% Nu Sieve GTG agarose (FMC Bio. Products).

Segment agar6zového gelu, ktery obsahoval fragment DNA dlouhy 421 pard
bazi byl vyfiznut a DNA fragment byl z ného vycisten pomoci soupravy GENECLEAN HI
Kit (B10101) podle navodu pfibaleného k soupravé. Takto pfipravena PCR reakéni
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smes byla pouZita pro klonovani DNA fragmentu do plazmidu pUC19, ktery byl Stépen
restrikCnimi enzymy BAmHI a Hindlll.

Plazmid byl sekvenovan pomoci primert M13-M4 a M13-RV. Jako vysledek bylo
potvrzeno, ze plazmid mél spravnou sekvenci. Plazmid byl potom $t&pen restrikénimi
enzymy Hindlll a Binl, a DNA fragment diouhy 416 par(i bazi byl oddélen pomoci
elektroforézy v 1% agarézovém gelu. DNA fragment byl vyéistén pomoci soupravy
GENECLEAN Il Kit (BIO101) podle névodu pfibaleného k soupravé, a potom vlozen do
plazmidu CMpUC19, ktery byl Stépen restrikénimi enzymy Hindlll a Binl. Vysledny
plazmid byl oznaten ,hMBC1LaMpUC19“. Tento plazmid byl $tépen EcoRl, aby byl
ziskan DNA fragment, kédujici zuSlechtény L fetézec. DNA fragment byl viozen do
plazmidu pCOS1 tak, Ze iniciatni kodon zuslechténého L fetézce byl umistén po sméru
vzhledem k promotoru EF1a. Takto ziskany plazmid byl oznaéen ,hMBC1LaNMpCOS1*.
DNA sekvence (v€etné odpovidajici aminokyselinové sekvence) zuslechténého L
fetézce verze ,a" je ukézana v SEQ ID NO: 66. Aminokyselinova sekvence verze ,a" je
také uvedena v SEQ ID NO: 47.

Zuslechtény L Fetézec verze ,b* byl pfipraven pomoci mutageneze provedené
metodou PCR. Verze ,b* byla navrzena tak, Zze ve verzi ,a“ byla aminokyselina glycin
na 43. pozici (odpovidajici 43. aminokyseliné podle Kabatova pravidla) zaménéna za
prolin a aminokyselina lyzin na 49. pozici (odpovidajici 49. aminokyseliné podle
Kabatova pravidla) byla zaménéna za kyselinu asparagovou. PCR reakce byla
provedena za pouZiti plazmidu hMBC1LaMpUC19 jako matrice, mutagenniho primeru
MBC1LGPSR (SEQ ID NO: 36) a primeru MBC1LVS1. Ziskany DNA fragment byl
stépen BamHI a Hindill, a $tépeny fragment byl klonovan do BamHI-Hindlll mista
pUC19. Po sekvenovani byl plazmid $tépen Hindlll a Aflll a vysledny $tépeny fragment
byl ligovan do plazmidu hMBC1LaMpUC19, ktery byl $tépen Hindlll a Aflll.

Takto ziskany plazmid byl oznagen ,hMBC1LbMpUC19“. Tento plazmid byl
Stépen EcoRl, aby byl ziskan DNA fragment, ktery obsahuje DNA kédujici zuslechtény
L retézec. DNA fragment byl vlozen do plazmidu pCOS1 tak, ze iniciaéni kodon
zuslechténého L Fetézce byl umistén po sméru vzhledem k promotoru EF1a. Takto
ziskany plazmid byl ozna¢en ,nMBC1LbAMpCOS1“. |

Zuslechtény L fetézec verze ,c* byl pfipraven pomoci mutageneze provedené
metodou PCR. Verze ,c* byla navrZena tak, Ze byla aminokyselina serin na 84. pozici
(odpovidajici 80. aminokyseliné podie Kabatova pravidla) zaménéna za prolin. PCR
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reakce byla provedena za pouziti plazmidu hMBC1LaMpUC19 jako matrice,
mutagenniho primeru MBC1LGP6R (SEQ ID NO: 37) a primeru M13-RV. Ziskany DNA
fragment byl $tépen BamHI a Hindlll, a klonovan do pUC19, ktery byl $tépen BamHI a
Hindlil.

Po sekvenovani byl plazmid $tépen BstPl a Aor51H| a vysledny $tépeny
fragment byl ligovan do plazmidu hMBC1LaNpUC19, ktery byl $tépen BstPl a Aor51HI.
Takto ziskany plazmid byl oznaéen »NMBC1LcA/pUC19“. Tento plazmid byl $tépen
EcoRI, aby byl ziskd&n DNA fragment, ktery obsahuje DNA koduijici zusSlechtény L
fetézec. DNA fragment byl vloZen do EcoRI mista plazmidu pCOS1 tak, Ze iniciaéni
kodon zuslechténého L fetézce byl umistén po sméru vzhledem k promotoru EF1a.
Takto ziskany plazmid byl ozna¢en ,hMBC1 LeApCOS1*.

ZuSlechténé L fetézce verzi ,d*, ,e* a 1 byly také pfipraveny pomoci
mutageneze provedené metodou PCR. Verze ,d* ,e“ a o byly navrzeny tak, ze ve
verzich ,a“, ,b*, respektive ,c* byla aminokyselina tyrozin na 91. pozici (odpovidajici 87.
aminokyseliné podie Kabatova pravidla) zaménéna za izoleucin. Pro kazdou z verzi
.d°, ., a i byla PCR reakce provedena za pouziti jednotlivych plazmid(
hMBC1LaMpCOS1 (pro verzi ,d%), hMBC1LbApCOS1 (pro verzi ,e), respektive
hMBC1LcMpCOS1 (pro verzi ,f) jako matrice, mutagenniho primeru MBC1LGP11R
(SEQ ID NO: 38) a primeru M-S1 (SEQ ID NO: 44). Ziskany DNA fragment byl §tépen
BamHI a Hindlll, a klonovan do pUC19, ktery byl Stépen BamHl a Hindlll. Po
sekvenovani byl plazmid $tépen Hindlll a Binl a vysledny stépeny fragment byl ligovan
do plazmidu CMpUC19, ktery byl $tépen Hindlll a Binl.

Takto ziskané plazmidy byly oznadeny ,hMBC1 LdMpUC19“ (pro verzi ,d“),
+hMBC1LeMpUC19* (pro verzi ,e‘) a ,hMBC1LfMpUC19* (pro verzi f*). Kazdy z téchto
plazmidu byl $tépen EcoRl, aby byl ziskan DNA fragment, ktery obsahuje DNA kédujici
zuslechtény L Fetézec. DNA fragment byl viozen do EcoRI mista plazmidu pCOS1 tak,
Ze iniciaéni kodon zuslechténého L fetézce byl umistén po sméru vzhledem k EF1a
promotoru v plazmidu. Takto ziskany plazmid byl oznagen +AMBC1LdAMpCOS1“ (pro
verzi d*), ,hMBC1LeNpCOS1“ (pro verzi ,&*) a ,hMBC1 LfMpCOS1“ (pro verzi ,f*).

Zuslechténé L Fetézce verzi ,g" a ,h* byly také pfipraveny pomoci mutageneze
provedené metodou PCR. Verze ,g* a ,h“ byly navrzeny tak, Zze ve verzich ,a“
respektive ,d* byla aminokyselina histidin na 36. pozici (odpovidajici 36. aminokyseliné
podle Kabatova pravidla) zaménéna za tyrozin. PCR reakce byla provedena za pouziti




se (XXX ] o0 o6 o0
. . [ *

*
L L

[ X E ¥
Sove e
X RN )
o0 e

XY X)
e

.
oves

L]
. .0 [ XXX ]

52 AR v

mutagenniho primeru MBC1LGP9R (SEQ ID NO: 39), primeru M13-RV a plazmidu
hMBC1LaNMpUC19 jako matrice. Dal$i PCR byla provedena za pouziti takto ziskaného
PCR produktu a proteinu M13-M4 a plazmidu hMBC1LaMpUC19 jako matrice. Ziskany
DNA fragment byl $tépen Hindill a Binl, a potom klonovan do plazmidu CApUC19,
ktery byl Stépen Hindlll a Binl. Za pouziti tohoto plazmidu jako matrice, byla provedena
PCR reakce za pouZiti primertt MBC1LGP13R (SEQ ID NO: 40) a MBC1LVS1. Ziskany
DNA fragment byl $tépen Apal a Hindlll, a potom vlozen bud do kazdého z plazmidd
hMBC1LaMpUC19 a hMBC1LdMpUC19, které byly Stépeny Apal a Hindlll. Ziskané
plazmidy byly sekvenovany. Plazmidy u kterych bylo potvrzeno, e obsahuiji spravnou
sekvenci byly oznaCeny ,hMBC1LgMpUC19* (pro verzi ,g“) a hMBC1LhAMpUC19 (pro
verzi ,h*). Kazdy ztéchto plazmidi byl $t&pen EcoRI, aby byl ziskan fragment
obsahujici DNA, kterda kdduje zu$lechtény L fetézec. DNA fragment byl vioZzen do
EcoRI mista plazmidu pCOS1 tak, Ze iniciaéni kodon zus$lechténého L Fetézce byl
umistén po sméru vzhledem k EF1a promotoru. Takto ziskané plazmidy byly oznageny
,hMBC1LgNpCOS1“ (pro verzi ,g*) a ,hMBC1LhA/pCOS 1 (pro verzi ,h").

Zuslechténé L fetézce verzi i, ,j*, k" .I ,m* ,n“ a o byly také pfipraveny
pomoci mutageneze provedené metodou PCR. PCR reakce byla provedena za pouziti
plazmidu hMBC1LaNpUC19 jako matrice, mutagenniho primeru MBC1LGP14S (SEQ
ID NO: 41) a primeru VIRV(A) (SEQ ID NO: 43). Vysledny DNA fragment byl $tépen
Apal a Binl, a potom klonovan do plazmidu hMBC1Lg\NpUC19, ktery byl stépen Apal a
Binl. Ziskany plazmidy byly sekvenovan a byl vybran klon, do kterého byla vnesena
mutace pro kazdou verzi. Takto ziskany plazmid byl oznagen ,hMBC1 LxAMpUC19“ (x=i,
J, kK, I, m, n nebo o). Tento plazmid byl $t&pen EcoRI, aby byl ziskan fragment
obsahujici DNA, kterd koduje zu$lechtény L fetézec. DNA fragment byl vioZzen do
EcoRI mista plazmidu pCOS1 tak, Ze iniciaéni kodon zuslechténého L Fetézce byl
umistén po sméru vzhledem k EF1a promotoru. Takto ziskany plazmid byl oznaéen
sAMBC1LxMpCOS1“ (x=i, j, k, |, m, n nebo 0). DNA sekvence (v€etné odpovidajicich
aminokyselinovych sekvenci) verzi ,j, ,I, ,m*, ,n“ a ,0" jsou uvedeny v SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69 respek'tive SEQ ID NO: 70. Aminokyselinové sekvence
téchto verzi jsou také uvedeny v SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50
respektive SEQ ID NO: 51.

Zuslechténé L fetézce verzi ,p*, g, 1, ,s* a t* navrzeny tak, Zze ve verzich i,

A .M, LI respektive ,0“ byla aminokyselina histidin na 87. pozici (tyrozin) zaménéna




[ ] L]

oee e
XY XY
o808
[ XX ¥
[ A XXX X
LA N ]
L XX Y]

53 on . e P

" za izoleucin. Tyto verze byly pfipraveny za vyuZiti restrik&éniho mista Aor51MI v FR3 a
zaménénim tohoto mista v kazdé z verzi i, ,j*, ,m", ,I* nebo ,0° mistem, které se
nachazi ve verzi h*. Tedy restrikéni fragment Aor51HI (514 para bazi), obsahujici
CDR3, &ast FR3 a celou FR4, byl odstranén z expresniho plazmidu ,hMBC1LxN-
pCOS1* (x=i, j, m, | nebo o). Na misto odstranéného fragmentu byl ligovan restrikcni
fragment Aor51HI (514 pérda bazi) z expresniho plazmidu hMBC1LhA/pCOS1, ktery
obsahuje CDR3, &ast FR3 a celou FR4 tak, 7e aminokyselina tyrozin na 91. pozici
(odpovidajici 87. aminokyseliné podle Kabatova pravidia) byla zaménéna za izoleucin.
Vysledny plazmid byly sekvenovan. Od kazdé verze ,i“, ,j‘, ,m", I a ,0° byl izolovan
klon u kterého byla aminokyselina tyrozin na 91. pozici (odpovidajici 87. aminokyseliné
podle Kabatova pravidla) byla zaménéna za izoleucin. Tyto modifikované verze
plazmid(, odpovidajici verzim i, JY me, 14 respektive ,0° byly oznaceny jako verze
P a8t I, respektive t. Ziskané plazmidy byly ozna¢eny hMBC1 Lx\MpCOS1
(x=p, q, s, r nebo t). DNA sekvence (véetné odpovidajicich aminokyselinovych
sekvenci) verzi ,g", ,r*, ,s", respektive ,t* jsou uvedeny v SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 73 respektive SEQ ID NO: 74. Aminokyselinové sekvence téchto verzi
jsou také uvedeny v SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO: 54 respektive SEQ
ID NO: 55.

Plazmid hMBC1LMpCOS1 byl $tépen Hindlll a EcoRl a potom klonovan do
plazmidu pUC19, ktery byl §tépen Hindlll a EcoRl. Takto ziskany plazmid
,hAMBC1LgNMpUC19“.

Pozice zaménénych aminokyselin v jednotlivych verzich zuslechténého L

fetézce jsou uvedeny déle v tabulce 2.
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Tabulka 2

Pozice zaménéné aminokyseliny v sekvenci

(aminokyseliny jsou &islovany podle Kabatova pravidia)

Verze 36 43 45 47 49 80 87

a

b P D

C P

d i
e P D [
f P |
g Y

h Y I
i Y K

j Y K D

k Y K \Y

I Y K \Y/ D
m Y D

n Y \'

o] Y \' D

p Y K |
q Y K D |
r Y D I
s Y K Y D I
t Y \Y D |

V tabulce 2 piedstavuji velka pismena nasledujici aminokyseliny: Y: tyrozin; P:

prolin; K: lyzin; V: valin; D: kyselina asparagova; a I: izoleucin.

Kmeny E. coli, znichz kazdy obsahuje plazmidy hMBC1HcDNA/pUC19 a
hMBC1LgMpUC19 byly oznateny ,Escherichia coli JM109 (hMBC1 HcDNA/pUC19),
respektive ,Escherichia coli JM109 (hMBC1LgMpUC19)*, a byly ulozeny za podminek

budapestské smlouvy 15. srpna 1996 v Narodnim Ustavu biologickych véd a lidské

technologie, Agentura priimyslové védy a technologie, Japonsko (1-3, Higashi 1-

chrome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japonsko), pod pfistupovymi ¢&isly FERM BP-5629 pro
Escherichia coli JM109 (hnMBC1HcDNA/pUC19) a FERM BP-5630 pro Escherichia coli
JM109 (hMBC1LgNpUC19).
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(5) Transfekce bunék COS-7

Aby byla zhodnocena vazebna aktivita k antigenu a neutralizaéni aktivity
hybridnich protilatek a zu$lechténych protilatek #23-57-137-1, byly vy$e pfipravené
expresni plazmidy pfechodné exprimovany v buitkach COS-7. Pro pfechodnou expresi
L fetézce hybridnich protilatek, byly buriky COS-7 souéasné transfekovany
elektroporézovanim pomoci zafizeni Gene Pulser (Bio Rad) kaZdou z nasleduijicich
kombinaci plazmidi: hMBC1HcDNA/pCOS1 a h/mMBC1L(A)/neo; hMBC1HcDNA/-
pCOS1 a mhMBC1LaNMneo, hMBC1HCDNA/PCOS1 a m/hMBC1LdNMneo;
hMBC1HcDNA/pCOS1 a  hmmMBC1L(A))neo; a hMBC1HcDNA/pCOS1 a
mhmMBC1L(A)/neo. Tedy, k suspenzi (0,8 ml) bunék COS-7 v PBS(-) (1x107 bunék/ml)
byla pfidana kazda kombinace plazmidové DNA. Na vysledny roztok bylo ptsobeno
pulsy s elektrostatickou kapacitou 1500 Va 25 pyF. Po 10 minutovém zotavovacim
obdobi pfi teploté mistnosti byly elektroporézované burky suspendovany v médiu
DMEM, obsahujicim 2% fetaini teleci sérum s ultranizkym obsahem IgG (GIBCO), a
potom kultivovany v 10 cm kultivaénich miskach v CO, inkubatoru. Po kultivaci 72
hodin byl z kultur odebran supernatant a centrifugovan, aby z ného byly odstranény
bunéCne zbytky. Takto pripraveny roztok byl pouzit jako vzorek pro test ELISA,
popsany dale.

Pro pfechodnou expresi zuslechténych protilatek #23-57-137-1 byly buriky COS-
7 soucasné transfekovany elektroporézovanim pomoci zafizeni Gene Pulser (Bio Rad)
kazdou plazmidy hMBC1HcDNA/pCOS1 a hMBC1LxMpCOS (x=a aZ t) stejnym
zpUsobem, jak bylo popséano vySe pro hybridni protilatky. Supernatanty z kultur byly
zpracovany a pouzity v testu ELISA, popsaném dale.

Cisténi hybridnich protilatek a zuslechténych protilatek ze supernatant( kultur
bunék COS-7 bylo provedeno pomoci soupravy AffiGel Protein A MAPSIH Kit (Bio Rad),
podle navodu pfibaleného k soupravé.

(6) ELISA test
(i) UrCovani koncentrace protilatky

DestiCka testu ELISA pro uréeni koncentrace protilatky byla pfipravena
nasledujicim zplsobem. Kazda z 96 jamek desticky testu ELISA (Maxisorp, NUNC)
byla potazena 100 pl potahovaciho pufru (0,1 M NaHCQ3, 0,02% NaNs), dopinéného 1
pa/ml kozi protilatky proti lidskému IgG (TAGO) a potom blokovana 200 ul fediciho
pufru [50 mM Tris-HCI, 1 mM MgCl,, 0,1 M NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaN;, 1%
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- hovézi sérumalbumin (BSA); pH 7,2]. Ke kazdé jamce desticky byl pfidan vzorek
sériového fedéni supernatantu z kultur bunék COS, v nichz byly jednotlivé hybridni
protilatky a zuSlechténé protilatky exprimovany, nebo byl k jamce destiCky pridan
vzorek sériového fedéni jednotlivych hybridnich protilatek a zuglechténych protilatek ve
vycisténé formé. Destitka byla inkubovana pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a
potom promyta PBS-Tween 20. Ke kazdé jamce destitky bylo pfidano 100 pl roztoku
kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované a alkalickou fosfatazou (TAGO).
Desticka byla inkubovana pii teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a potom promyta PBS-
Tween 20. Potom byl ke kazdé jamce desticky pfidan roztok 1 mg/ml substratu (,Sigma
104%, kyselina p-nitrofenylfosfore¢na, SIGMA). U roztoku v kazdé jamce byla méfena
jeho absorbance pfi 405 nm pomoci odeditaciho zafizeni pro destitky Microplate
Reader (Bio Rad), aby byla zjisténa koncentrace protilatky. Pfi tomto méfeni byl jako
standardni latka pouzit ¢istény Hu IgG1 A (The Binding Site).
(i) Ur€ovani schopnosti vazat antigen

Desticka testu ELISA pro urCeni schopnosti protilatky vézat antigen, byla
pfipravena nasledujicim zplsobem. Kazda z 96 jamek destiky testu ELISA (Maxisorp,
NUNC) byla potazena 100 pl potahovaciho pufru, obsahujiciho 1 ug/m! lidského PTHrP
(1-34), a potom blokovéna 200 pl fediciho pufru. Potom byl ke kazdé jamce desticky
pfidan vzorek sériového fedéni supernatantu z kultur bunék COS-7, v nichz byly
jednotlivé hybridni protilatky a zuSlechténé protilatky exprimovany, nebo byl k jamce
destiCky pfidan vzorek sériového fedéni jednotlivych hybridnich protilatek a
zuslechténych protilatek ve vycisténé formé. Potom co byla destiéka inkubovéna pfi
teploté mistnosti a promyta PBS-Tween 20. Ke kazdé jamce desti¢ky bylo pfidano 100
ul roztoku kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované a alkalickou fosfatazou
(TAGO). Desticka byla inkubovana pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a potom
promyta PBS-Tween 20. Potom byl ke kazdé jamce destiGky pfidan roztok 1 mg/ml
substratu (,Sigma 104, kyselina p-nitrofenyifosfore¢na, SIGMA). U roztoku v kazdé
jamce byla méfena jeho absorbance pfi 405 nm pomoci odecitaciho zafizeni pro
desti¢ky Microplate Reader (Bio Rad).
(7) Potvrzeni aktivity
(i) Hodnoceni zuslechténého H retézce

Bylo zjisténo, Ze protilatky které obsahovaly jak zuslechténou verzi ,a* H fetézce

tak chimerni L fetézec, vykazovaly stejnou troven vazebné aktivity pro PTHrP, jako ma
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chimerni protilatka. Tento vysledek naznaduje, Ze verze ,a“ dosahuje zuslechténi
V oblasti H fetézce v takovém stupni, ktery postaduje pro dal$i hodnoceni zuslechténi.
Proto byla zuSlechténa verze ,a" H fetézce poskytnuta jakozto H fetézec zuslechténé
protilatky pro nasledujici pokusy.

(i) Aktivita hybridnich protilatek

(ii-a) Hybridni protilatka FR1,2/FR3,4

Kdyz byl jako L fetézec pouzit hy/mMBC1L(A), nebyla pozorovana 2adna vazebnéa
aktivita k antigenu. Naopak, kdyz byl jako L fetézec pouzit bud m/hMBC1LaA nebo
m/hMBC1LdA, byla pozorovana stejna Uroveri vazebné aktivity k antigenu jako u
chimerni protilatky #23-57-137-1 (Obr. 7). Tyto vysledky naznaduji, e FR3 a FR4
nezpUsobuji v zuslechténych protilatkdch Zadny problém, zatimco FR1 a FR2 obsahuji
aminokyselinovy zbytek (aminokyselinové zbytky), které potiebuiji byt zaménény.

(ii-b) Hybridni protilatka FR1/FR2

KdyZz byl jako L fetézec pouzit mhmMBC1L(A), nebyla pozorovana 2adna
vazebna aktivita k antigenu. Naopak, kdyz byl jako L fetézec pouzit hmmMBC1La(\),
byla pozorovana stejna Uroven vazebné aktivity k antigenu jako u chimerni protilatky
#23-57-137-1 (Obr. 8). Tyto vysledky naznaduji, Ze FR1 nezplisobuje v zuslechténé
protilatce zadny problém, zatimco FR2 obsahuje aminokyselinovy zbytek
(aminokyselinové zbytky), které potiebuiji byt zaménény.

(iii) Aktivita zuSlechténych protilatek

Byla zjistovana vazebna aktivita k antigenu u zuslechténych protilatek, které
jako L fetézec obsahuji jeho verze ,a“ az ,t*. Vysledkem bylo zjisténi, Ze zuslechténé
protilatky, které jako L Fetézec obsahuji jeho verze i, I, ,m* 0" ,q" ,r%, ,s“ a t*
vykazovaly stejnou vazebnou aktivitu k PTHrP, jakou vykazovala chimerni protilatka.

(8) Ziskani bunééné linie CHO schopné stabilni produkce protilatky

Aby byla ziskdna bunétna linie schopna produkovat zu$lechténé protilatky
stabilné, kazdy z vySe pfipravenych expresni plazmidy byl vnesen do bunék CHO
(DXB11).

Tedy, ziskani bunécné linie schopné produkovat zuslechténé protilatky stabilnég,
bylo provedeno za pouziti kazdé z nasledujicich kombinaci plazmid{l jako expresnich
vektord pro builky CHO: hMBC1HcDNA/pCHO1 a hMBC1LmMpCOSH;
hMBC1HcDNA/pCHO1 a hMBC1LgMpCOS1; a hMBC1HcDNA/pCHO1 a hMBC1LrA/-
pCOS1.

(2] LX)

.
*
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Buniky CHO byly soucasné transfekovany plazmidy elektroporézovanim pomoci
zafizeni Gene Pulser (Bio Rad). Potom byly expresni plazmidy oddélené $t&peny
restrikCnim enzymem Pvul, aby byly ziskany linearni fragmenty DNA. Vysledné DNA
fragmenty byly extrahovény fenolem a chioroformem a potom sréZeny ethanolem.
Takto pripravené fragmenty DNA byly pouzity pro nasledujici elektroporaci. Tedy,
fragment plazmidové DNA (10 pg kazdého) byl pfidan k 0,8 ml suspenze bunék CHO
v PBS(-) (1x10” bunék/ml). Na vysledny roztok bylo plsobeno pulsy s elektrostatickou
kapacitou 1500 V a 25 yF. Po 10 minutovém zotavovacim obdobi pfi teploté mistnosti
byly elektroporézované burnky suspendovany v médiu MEM-a (GIBCO), obsahujicim
10% fetélni teleci sérum (GIBCO) a potom kultivovany v CO, inkubatoru za pouziti
destiek s 96 jamkami (Falcon). Jeden den po tom, co byla kultivace zapogata, bylo
médium zaménéno za selekéni médium MEM-a bez ribonukleozidd nebo deoxyribo-
nukleozidd, obsahujici 10% fetalni teleci sérum (GIBCO) a 500 mg/m| Geneticinu (siran
G418; GIBCO). Z kultivaniho média byly vybirany bunky, do kterych byl vnesen gen
protilatky. Kultivatni médium je zamé&néno za Cerstvé. Dva tydny po vyméné média byly
bunky pozorovany pod mikroskopem. Kdyz byl pozorovan uspokojivy riist bunék, bylo
ur¢ovano mnozstvi produkovanych protilatek b&znym ELISA testem pro urcovani
koncentrace protilatek, ktery byl popsan vySe. Zbunék byly vybrany ty, které
produkovaly vétsi mnozstvi protilatek.

Potom byl rozsah kultivace ziskané bunééné linie, schopné stabilni produkce
protilatek, zvétden pouzitim lahvi v roleru, za pouziti média MEM-a bez ribonukleozid(
nebo deoxyribonukleozidl, obsahujiciho 2% fetélni teleci sérum s ultranizkym
obsahem IgG. Treti a Ctvrty den kultivace byl supernatant z kultur odebran a filtrovan
na 0,2 um filtru (Millipore), aby zného byly odstranény zbytky bunék. Cisténi
zuSlechténych protilatek ze supernatantu kultur bunék CHO bylo provedeno pomoci
sloupce POROS s proteinem A (PerSeptive Biosystems) na zaiizeni ConSep LC100
(Millipore), podle navodu pfibaleného k soupravé. Zuslechténé protilatky byly pouzity
jako vzorky pro uréovani neutralizaéni aktivity a pro testovani farmakologické ucinnosti
na zvifecich modelech hyperkalcinémie. Koncentrace a vazebna aktivita k antigenu
byla u &isténych zuslechténych protilatek urCovana pomoci stejného ELISA systému,

ktery byl popsan vyse.

Referencni piiklad 5: Zjistovani neutralizadni aktivity
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© Zjistovani neutralizaéni aktivity mysSich protilatek, chimernich protilatek a
zuslechténych protilatek bylo provedeno pomoci bunétné linie krysich myelomovych
bunék ROS18/2.8-5. Buriky R0OS18/2.8-5 byly kultivovany vmédiu Ham’S F-12
(GIBCO) obsahujicim 10% fetaini teleci sérum (GIBCO) v CO; inkubétoru. Buhky
ROS18/2.8-5 byly vysety do kazdé jamky desticky s96 jamkami v hustoté 10*
bunék/100 ul/jamku a kultivovany po dobu 1 dne. Potom co byla kultivace ukonéena,
bylo kultivaéni médium zaménéno za médium Ham’S F-12, obsahujici 4 mM
hydrokortizonu a 10% fetélniho teleciho séra. Po kultivaci tfi az &tyfi dny byly
kultivované buriky promyty 260 ul média Ham’S F-12 (GIBCO), a potom bylo pfidano
80 pl média Ham’S F-12, obsahujiciho 1 mM isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, SIGMA),
10% fetalni teleci sérum a 10 mM HEPES. Vysledna smés byla inkubovana pii teploté
37 °C po dobu 30 minut.

Média z bunéénych kultur, ktera obsahuji my$i protilatky, chimerni protilatky a
zuélechténé protilatky, u kterych ma byt testovana neutralizadni aktivita, byla napied
sériové nafedéna v nasledujicich Fedicich sériich: [10 pg/ml, 3,3 pg/ml, 1,1 pg/ml a
0,37 pg/mi], [10 pg/ml, 2 pg/ml, 0,5 ug/mi a 0,01 pg/ml] a [10 pg/ml, 5 pyg/ml, 1,25
ug/ml, 0,63 pg/ml a 0,31 pg/ml]. Kazdy vzorek roztoku nafedénych protilatek byl
smichan s ekvivalentnim mnozstvim 4 mg/ml PTHrP (1-34). Vysledny smisSeny roztok
(80 pl) byl pfidan do kazdé jamky. V kazdé jamce se kone&na koncentrace kazdé
protilatky stala &tvrtinova vzhledem k vyse zminéné koncentraci protilatky a v souhlase
s tim se koncentrace PTHrP (1-34) stala 1 mg/ml. Po pasobeni pfi teploté mistnosti po
dobu 10 minut byl supernatant bunééné kultury odebran a zbytek byl 3x promyt PBS.
Potom byl z bunék extrahovan cAMP pomoci 100 pl smési 0,3% HCI-95% ethanol a
poté byla smés HCl-ethanol odparena pomoci vodni vyvévy. Zbytek byl rozpustén ve
120 i pufru EIA, ktery je soucasti soupravy cCAMP EIA Kit (CAYMAN CHEMICAL’S),
aby z ného byl cAMP extrahovan. Mnozstvi cAMP bylo uréeno pomoci soupravy cCAMP
EIA Kit (CAYMAN CHEMICAL'S), podle navodu pribaleného k soupravé. Vysledkem
bylo zjisténi, Ze mezi zuslechténymi protilatkami, které maji tutéz troven vazebné
aktivity k antigenu jako chimerni protilatka, ty které obsahuii L fetézce verzi ,q", ,r*, ,8"
a ,t* (v nichz byla aminokyselina tyrozin 91. na pozici zaménéna za izoleucin),
vykazovaly podobnou neutralizaéni aktivitu jako chimerni protilatka, a Zze protilatka

obsahujici L fetézec verze g vykazovala nejsilngj$i neutralizacni aktivitu.
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Seznam sekvenci — otevieny text

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

1

Syntetizovani DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovanid DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA

Syntetizovana DNA

Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA




* SEQ'ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44

Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA
Syntetizovana DNA

Prumyslova vyuzitelnost
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Piedlozeny vynélez poskytuje terapeutické ¢inidio pro hyperkalcinémii odolnou

k lékam, které obsahuje jako svou aktivni slozku latku schopnou inhibovat vazbu mezi

PTHrP a jeho receptorem.

Na zakladé skutecnosti, Ze po podani latky bylo pozorovano zlepseni hladiny

vapniku vkrvi a télesné hmotnosti na zvifecim modelu hyperkalcinémie odolné

k Iékaim, bylo zjisténo, Ze latka je uziteéna jako terapeutické cinidlo pro hyperkalcinémii

odolnou k lékim.
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PATENTOVE NAROKY

Terapeutické Cinidlo pro hyperkalcinémii odolnou k Iékim, vyznadujici se
tim, Ze obsahuje jako svou aktivni slozku latku schopnou inhibovat vazbu mezi

proteinem podobnym hormonu pfistitnych télisek (PTHrP) a jeho receptorem.

Terapeutické €inidlo podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze
hyperkalcinémie odolna kiékim je odolnéd proti terapeutickému d&inidlu pro
hyperkalcinémii, jinému nez je latka schopna inhibovat vazbu mezi PTHrP a jeho

receptorem.

Terapeutické &inidlo podle nérokll 1 nebo 2, vyznacdujici se tim, Ze
terapeutické &inidlo pro hyperkalcinémii je &inidlo inhibujici vstiebavani kostni
tkané, Cinidlo zvy8ujici vylucovani vapniku, Cinidlo inhibujici stievni vstiebavani

vapniku nebo mo¢opudné cCinidlo.

Terapeutické ¢inidlo podle narokii 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze
terapeutické ¢inidlo pro hyperkalcinémii je C&inidlo inhibujici vstrebavani kostni

tkané.

Terapeutické Cinidlo podie naroku 4, vyznacujici se tim, Ze cinidlo

inhibujici vstfebavani kostni tkané je bifosfonat nebo kalcitonin.

Terapeutické ¢inidlo podle kteréhokoli z narokli 1 a2 5, vyznadujici se

tim, ze latkou je agonista PTHrP receptoru.

Terapeutické Cinidlo podle kteréhokoli z narokli 1 az5, vyznadujici se

tim, ze latkou je protilatka proti PTHrP.

Terapeutické Cinidlo podle kteréhokoli z naroki 1 az 5, vyznacujici se
tim, ze latkou je fragment protilatky proti PTHrP a/nebo modifikovana forma

fragmentu.
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¢ 9.

10.

11.

12.

63 e et .

‘Terapeutické &inidlo podle ndroku 7, vyznadujici se tim, Ze protilatka

je monoklonalni.

Terapeutické &inidlo podie naroku 7, vyznadcujici se tim, Ze protilatka

je lidska protilatka nebo zuslechténa nebo chimerni protilatka.

Terapeutické &inidio podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze protilatka

je v zus§lechténé formé.

Terapeutické &inidlo podle naroku 11, vy znacéujici se tim, Ze

zuslechténa protilatka je zuslechténa protilatka #23-57-137-1.

Terapeutické &inidlo podle kteréhokoli z narokli 1 az 12, vyznacujici se

tim, ze hyperkalcinémie odolnd k |ékiim je zplsobena rakovinou.
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220>

<223> Synteticka DNA

<400> 2
ctggttcgge ccacctetga aggttccaga atcgatag 38

<210> 3
<211> 28
<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>
<223> Synteticka DNA

<400> 3
ggatcceggg ccagtggata gacagatg ‘ 28

<210> 4
211> 29
<212> DNA

213> Ume€la sekvence

<220>

<223> Synteticka DNA

400> 4

ggatceegge tcagrggaag gtgeraaca 29
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- <210% 5
21 17
<212> DNA

<213> Um&l4a sekvence .

<220>

<223> Synteticks DNA

<400> 5

gttiteccag tcacgac

210> 6
Q211> 17
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 6

caggaaacag ctatgac

<2100 7
<211> 31
<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>

223> Synteticka DNA
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<400> 7

gtctaagett ccaccatgaa actteggget ¢ 31

<210> 8
211> 30
<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<2205

223> Syntetickad DNA -

<400> 8

tgttggatee ctgeagagac agtgaccaga 30

<210> 9
<211> 36
<212> DNA

<213> Uméla sekvence-

220>
223> Synteticka DNA

<400> 9
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<210> 10
211> 41
<212> DNA
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<213> Um&la sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 10

tttceceggge cettggtgga ggctgaggag acggtgacea g

<210> 11
<211> 109
<212> DNA

<213> Umé&la sekveﬁce"

<220>

223> Synteticka DNA -
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<212> DNA

213> Uméla sekvence

220>
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<400> 12
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<220>

<223> Synteticka DNA

<400> 13
ggagtggaga ccaccaaacc ctccaaacag agcaacaaca agtacgeggce cageagctac 60
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<220>
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catgcgtgac ctggcagetg tagettetgt gggactteca ctgete 106

2100 15
211> 43
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" <212> DNA

<213> Umé€la sekvence

<220>

<223> Synteticka DNA

<400> 15

gtctgaattc aagcttagta ctiggeccage ccaaggecaa cce

Q210> 16
Q11> 20
<212> DNA

<213> ymsla sekvence

<220>

<223> Synteticka DNA .
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tgttgaattc ttactatgaa

210> 17
<211> 39
+<212> DNA

<213> Um&l4a sekvence .

220>

<223> Synteticka DNA

400> 17
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' caacdagtac gcggccagea getacctgag cctgacgec

<210> 18
211> 39
<212> DNA

<2]13> Uméléa sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 18

gtagctgetg gecgegtact tgttgttget ctgttigga

<210> 19
<211> 46
<212> DNA

213> Uméla sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 19

gtctgaattc aagcttagic ctaggtcgaa ctgtggetge accatc

<210> 20
211> 34
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
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<220>

223> Synteticka DNA

<400> 20

tgttgaattc ttactaacac 'tctcccctgt tgaa

<210> 21
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<212> DNA

<213> Uméla sekvence

220>
223> Syntetickd DNA
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<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<2205

223y Synteticka DNA

<400> 22

tgitgaattc agatctaact acttacctag gacagtgacc ttggteee

210> 23
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Q11> 128
212> DNA

<213> Um&l4a sekvence

<220>

223> Synteticka& DNA

<400> 23
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223> Synteticka DNA
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gacac 125

210> 25
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<212> DNA

213> Umé&la sekvence -
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<220>
<223y Syntetickd DNA
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ctcccaggcet gg - 132

<210> 26
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<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<2205
223> Synteticka DNA

<400> 26
tgttggatce clgaggagac ggtgaccagg gttecctgge cccagtaage aaagtaagtic 60

atagtagtct gtctcgeaca gtaatacaca geegtgtect cagetctcag 110

<210> 27
<211> 30
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

220>
223> Syntetickéa DNA -
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<4005 27

gtctaagctt ccaccatggg gtitgggctg 30

210> 28
<211> 30
<212> DNA

213> Um€la sekvence

<220>
223> Synteticka DNA

<400> 28

tgttggatce ctgaggagac ggtgaccagg 30

<210> 29
211> 133
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<2205

<223> Syntetickd DNA . _
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acaaagcttic caccatggee tggactecte tettcttctt ctitgttctt cattgeicag 60
gttctttete ccagettgtlg ctgactcaat cgeectetge ctetgeetee ctgggageet 120

cggtcaaget cac 133

<210> 30
211> 118
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| <2125 DNA

<213> Um&1l4 sekvence

220>
293> Synteticka DNA
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<210> 31
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<212> DNA

213> Um&l4 sekvence

<220>

<223> Synteticka DNA
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tgatgccatt caatggtgta cgtactgtgc tgactactca aggtgcaggt gagcttgace 120
gaggctec 128

<210> 32
211> 114
<212> DNA

213> Uméla sekvence

220>
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<ZB5 Syntetickéd DNA

<400> 32

cttggatceg gectgaccta ggacggteag tttggteect cegecgaaca cecteacaaa 60

ttgttcctta attgtatcac ccacaccaca gtaatagtca gectcatect caga ' 114

<210> 33
<211> 17
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

293> Synteticka DNA

<400> 33

acaaagcttc caccatg

210> 34
<21 19
<212> DNA

213> Uméla sekvence

<220>

223> Syntetickd DNA’

<400> 34

ctliggatceg ggctgacct

<210> 35

17

19
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Q11> 75
<212> DNA

213> Um&la sekvence

<220>
<293> Synteticka DNA

<400> 35

ctfggatccg gegctgaccta ggacggtcag tttggteect ccgecgaaca cgtacacaaa 60

ttgticctta attgt

<210> 36
<211> 43
<212> DNA

213> Uméla sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 36

aaaggatcct taagatccat caagtaccga gggggetict clg

<210> 37
<211> 46
<212> DNA

<213> Um&la sekvence

220>

<223> Synteticka DNA
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<400> 37

acaaagctta gegetaccte accatcteca gectecagee tgagga 46

<210> 38
211> 111
212> DNA

213> Uméléa sekvence

<2205

223> Syntetickéa DNA

<400> 38
cttggatceg ggctgaccta ggacggtcag tttggteect ccgecgaaca cgtacacaaa 60

ttgtteectta attgtatcac ccacaccaca gatatagtca gectcatect ¢ 111

<210> 39
211> 42
<212> DNA

<2HD Umdla sekvence

<220>
223> Synteticka DNA

<400> 39

cttctetgge tgetgetgat accattcaat ggtgtacgta ct 42

<210> 40
211> 26
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212> DNA

213> Um&la sekvence

<220>
223> Synteticka DNA

<400> 40

cgagggeect tectetggetg ctgetg

<210> 41
<211> 35
<212> DNA

213> Um&la sekvence

220>
223> Synteticka DNA

<400> 41

gagaagggee ctargtacst gatgrawctt aagca

<210> 42
<211> 35
<212> DNA

<213> Ume€léa sekvence

<220>

223> Synteticka DNA

<400> 42

26

35
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cacgaattca ctatcgattc tggaaccttc agagg

<210> 43
211> 18
<212> DNA

213> Uméla sekvence

220>

223> Synteticka DNA

<400> 43

ggcttggage tcctcaga

210> 44
211> 20
<212> DNA

<213> Umélé sekvence

220>

223> Synteticka DNA

<400> 44

gacagtggll caaagttttt

<210> 45
211> 118
<212> PRT

<213> Mus musculus
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20
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4005 45
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Ser Ser Ala Ser Phe Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 %5 0
lle Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Leu Lys Pro Pro Lys Tyr Val Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 | 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Asp Arg Tyr Leu Ser Ile Ser
65 70 - 75 80
Asn 1le Gln Pro Glu Asp Glu Ala Met Tyr lle Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95
Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110
Thr Val Leu Gly Gln Pro
115

<210> 46
211> 118
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 o 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 30

GWD%tSm‘ﬁp]leAm(HnﬂwI%oAaﬂmsA@l@uGh}ﬁpVal
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35 40 45

Ala Thr 1le Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
L&s Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 - 70 B 80
Len GIn Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Phe Tyr Cys
85 0 95
Ala Arg Gln Thr Thr Met Thr Tyr Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala

115

<210> 47
211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro-Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr

20 25 30
Ile Glu Trp His Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45

Lys Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp

50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
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85 90 9%
Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly
115
<210> 48
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Gln Leu Val Leu Thr GIn Ser Pro.Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 25 30
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Lys Tyr Leu Met
35 40 45
~ Asp Leu Lys GIn Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr lle Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95
Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly GIn Pro
115
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<210> 49
<211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 25 30
Ile Glu Trp Tyr Gin Gin Gln.Pro-Glu Lys Gly Pro Lys Tyr Val Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
85 90 9%
Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly Gln Pro
115

<210> 50
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 50
GIn Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
| 20 25 / 30
I1e Glu Trp Tyr GIn Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp

85 90 95
Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly Gln Pro
115
<210> 51
211> 118
<212> PRT

Q213> HomoAsapiens

<400> 51
Gln Leﬁ Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 0 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gin His Ser Thr Tyr Thr
20 25 30
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Val Met
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35 40 45

Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr lle Ser
65 o B 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95
Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110

Thr Val Leu Gly Gln Pro |

115

<210> 52
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 %5 30
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Lys Tyr Leu Met
35 | 40 | 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly lle Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr 1le Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cys Gly Val Gly Asp
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85 90 95
Thr 1le Lys Glu GIn Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly Gln Pro
| 115
<210> 53
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53 |
Gin Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5. 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gin His Ser Thr Tyr Thr
20 25 h 30
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly. Ser His Ser Thr Gly Asp Gly lle Pro Asp
50 95 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr 1le Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr 1le Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95
Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly GIn Pro
115

25/47




<210> 54
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 25 30
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Lys Tyr Val Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 : 60.
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr lIle Ser
65 0 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cys Gly Val Gly Asp
85 0 95
Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly GIn Pro
115

<210> 55
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
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Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr
20 : 25 ‘ 30
Ile Glu Trp Tyr Gin Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Val Met
35 40 45
Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly 1le Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80
Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cys Gly Val'Gly Asp

85 90 ’ 95
Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110
Thr Val Leu Gly Gln Pro
115
<210> 56
211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 | 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

‘ 20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
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Ala Thr 1le Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr 1le Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 10 75 ‘ 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 0 95
Ala Arg Gln Thr Thr Met Thr Tyr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 ' 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 57

211> 411

<212> DNA

<213> Mus musculus

<2200
221> CDS
222> (1)..411)

220>
<221> 2zraly peptid
222> (58).. (411)

<400> 57
atg aac ttc ggg ctc agc ttg att ttc ctt gec ctc att tta aaa ggt 48
Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Ala Leu lle Leu Lys Gly
-15 -10 -5
glc cag 1gt gag glg caa cig gtg gag tct geg gea gac lla gtg aag 96
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| Val Gln Cys Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys
-1 1 5 10
cct gga geg tcc ctg aaa cte tec tgt gea gec tct gga tte act ttc
Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
15 20 %
agt agc tat ggc atg tct tgg att cgc cag act cca gac aag agg ctg
Ser Ser Tyr Gly Met Ser Trp Ile Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu
30 35 40 : 45
gag tgg gtc gca acc att agt agt ggt ggt agt tac acc tac tat cca
Glu Trp Val Ala Thr lle Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro
50 55 60

gac agt gig aag ggg cga tic acc atc tcc aga gac aat gcc aag aac

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn

65 70 75
acc cta tac ctg caa atg agc agt ctg aag tct gag gac aca gcc atg
Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met
80 85 %0
ttt tac tgt gca aga cag act act atg act tac ttt gct tac tgg ggc
Phe Tyr Cys Ala Arg Gln Thr Thr Met Thr Tyr Phe Ala Tyr Trp Gly
% 100 105

caa ggg act ctg gtc act gte tct geca

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

110 115

210> 58
@11> 411
¢212> DNA

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
222> (1)..(411)

220>
221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<4005 58

atg ggg ttt ggg ctg agc tgg gtt ttc ctc gtt get ctt tta aga ggt

Met Gly Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
| -15 -10 -5

gtc cag gt cag gtg cag clg gig gag tct geg gea gec gig gic cag

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Gly Ser Gly Gly Gly Val Val Gln

-1 1 5 10
cct ggg agg tcc ctg aga cte téc tgt gca gce tet gga ttc ace ttc
Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
15 20 25

agt agc tat ggc atg tct tgg gtc cgc cag gct cca gge aag ggg cig

Ser Ser Tyr Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
30 , 35 40 45

gag tgg gtg gca acc att agt agt ggt ggt agt tac acc tac tat cca |

Glu Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro
50 55 60
| gac agt gtg aag geg cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
' 65 70 5 ‘
acg ctg tat ctg caa atg aac agc ctg aga gct gag gac acg get gig
Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
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80 85 90
tat tac tgt gcg aga cag act act atg act tac ttt gct tac tgg gge 384
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gln Thr Thr Met Thr Tyr Phe Ala Tyr Trp Gly
% 100 105
cag gga acc ctg gtc acc gtc tec tca - C4]1
GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
110 115

<2105 59
211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59
Lys Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 60
21> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60
Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr
] 5

<210> 61
211> 9
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 61
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 62
<211 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62
Pro Tyr Trp Met Gin
1 5

<210> 63
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63 v A
Ser Ile Phe Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Ser Gln Lys Phe Lys Gly
| 5 , 10 15

210> 64
Q11> 11
212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 64
Gly Leu Arg Arg Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 65
<211> 411
<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
222> (1)..(411)

<220>
221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 65

atg gce tgg act cct cte tte ttc ttec tit gtt ctt cat tge tca ggt
Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 -10 -5
tct ttc tce caa ctt gtg ctc act cag tca tct tca gee tet tic tec
Ser Phe Ser Gin Leu Val Leu Thr Gln Ser Ser Ser Ala Ser Phe Ser
-1 1 5 10
ctg gga gcc tca geca aaa Cctc aég tgc acc ttg agt agt cag cac agt
‘Leu Gly Ala Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25

acg tac acc att gaa tgg tat cag caa cag cca ctc aag cct cct aag

Thr Tyr Thr 1le Glu Trp Tyr Gin Gln Gln Pro Leu Lys Pro Pro Lys
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30 | 35 40 45
tat gtg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat geg
Tyr Val Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly

80 55 60
att cct gat cge ttc tct gga tce age tct ggt get gat cge tac ctt

I1e Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Asp Arg Tyr Leu

65 70 75
agc att tcc aac atc cag cca gaa gat gaa gca atg tac atc tgt ggt
Ser Ile Ser Asn lle Gln Pro Glu Asvp Glu Ala Met Tyr Ile Cys Gly
80 85 90
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg tat gtt ttc ggc ggt ggg
Val Gly Asp Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105

acc aag gtc act gtc cta ggt cag ccc

Thr Lys Val Thr Val Leu Gly Gln Pro

110 115

<210> 66
211> 411 .
<212> DNA

<213> Homo sapiens

220
221> CDS
@225 (1)..(411)

220>
<221> zraly peptid
<222> (58)..(411)
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<400> 66

atg gec tgg act cct cte ttc tte tic ttt gtt ctt cat tge tca ggt

Met Ala Trp.Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly
-15 -10 -5

tct tte tee

Ser Phe Ser

-1 1

cag ctt gtg ctg act caa tcg ccc tet gee tet gee tee
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
5° 10

ctg gga gee tecg gic aag cte acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25 |
acg tac acc
Thr Tyr Thr

30

att gaa tgg cat cag cag cag cca gag aag ggc cct cgg
Ile Glu Trp His Gln GIn Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg

35 40 45
tac ttg atg aaa ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg
Lys Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly

50 60

Tyr Leu'Met
55
att cct gat cgc ttc tca gge tec age tct ggg get gag cge tac cte
Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 75
acc atc tcc agc ctc cag tct gag gat gag gct gac tat tac tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly
80 85 90
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg'tac gtg ttc ggc gga geg
‘Val Gly Asp Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105
acc aaa ctg acc gtc cta ggt cag ccc
Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro

110 115
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ssee

<210> 67
<211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(411)

220>
<221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 67

atg gee tgg act cct cte tte tte tte ttt gtt ctt cat tge tca ggt

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 -10 -5
tct ttc tce cag ctt gtg ctg act caa tcg cce tet gee tet gee tee
Ser Phe Ser Gin Leu Val Leu Thr Gin Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 5 10
ctg gga gee teg gic aag ctc acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Giln His Ser
15 20 25

acg‘tac acc att gaa tgg fat cag cag cag cca gag aaé ggc cct aag

Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr Gln Gin Gln Pro Glu Lys Gly Pro Lys
30 35 40 45
tac ctg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg

Tyr Leu Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly
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50 55 60
att cct gat cgc ttc tca gge tee age tct ggg get gag cge tac cte
lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 10 ‘ 75
acc atc tcc agc ctc cag tct gag gat gag gct gac tat tac tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly
80 85 0
g1lg gat gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gtg ttc ggc gea geg
Val Gly Asp Thr lle Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 : 100 105

acc aaa ctg acc gtc cta ggc cag ccc

Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly GIn Pro

110 115

<210> 68
211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

220>
221> CDS
222> (1)..(41D)

<220>
<221> zraly peptid
<222> (58).. (411)

<400> 68

atg gec 1gg act cct ctle tte tic tic 11t gtt ctt cat tge tea ggt
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Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly
-15 -10 -5

tct tte tec cag ctt gtg ctg act caa teg cce tet gee tet gee tee

Ser Phe Ser GIn Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser

-1 1 5 10
ctg gga gee teg gte aag ctec ace tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25

acg tac acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct aag

Thr Tyr Thr lle Glu Trp Tyr Gln Gln Gin Pro Glu Lys Gly Pro Lys

30 35 40 45

tac gtg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg

Tyr Val Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly
50 55 60

att cct gat cgc ttc tca ggc tcc age tct ggg gct gag cge tac ctc

96

144

192

240

Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu

65 70 75

acc atc tcc age ctc cag tct gag gat gag gect gac tat tac tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly

80 85 0
gtg ggl gat aca att aag gaa caa ttt gig tac gtg tic ggc gga ggg
Val Gly Asp Thr Ile Lys Glu GIn Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105
acc aaa ctg acc gtc cta ggc cag ccc
Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro

110 115

<210> 69
<211 411
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
222> (1)..(411)

<220>
<221> zraly peptid
<222> (58).. (411)

<400> 69

atg gece tgg act cct ctc ttc tte tte ttt gtt ctt cat tge tca ggt

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 -10 -9
tct tte tce cag ctt gtg ctg act caa tcg ccc tect gee tet gee tee
Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 5 10
ctg gga gce teg gte aag cte acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25
acg tac acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct agg
Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gin Pro Glu Lys Gly Pro Arg
30 35 40 45
tac ctg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg
Tyr Leu Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly
50 95 60
att cct gat cge tte tca gge tcc age tct ggg gct gag cge tac cte
lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
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65 70 75
acc atc tcc age ctc cag tct gag gat gag gct gac tat tac tgt ggt 336
Thr 1le Ser Ser Leu GIn Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly
80 85 0
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gig ttc ggc gga ggg 3%4
Val Gly Asp Thr Ile Lys Glu Gin Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly

95 100 105
acc aaa ctg acc gtc cta gge cag ccc 411
Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro
110 ‘115
<210> 70
<211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
222> (1).. (41D

<220>
221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 70
atg gee tgg act cct cte tte tte tte ttt gtt ctt cat tge tca ggt 48
Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly
-15 -10 -5
tct tic tcc cag ctt gtg ctg act caa tcg ccc tel gee tet gee tec 96
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Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 S 10
ctg gga gce teg gtc aag cte acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25

acg tac acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct agg
Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg
30 35 40 45
tac gtg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac age aca ggt gat ggg

Tyr Val Met Asp Leu Lys Gln Asp-Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly

50 55 : 60
att cct gét cge ttc tca gge tec age tct ggg get gag cge tac ctc
Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 75
acc atc tcc age ctc cag tct gag gat gag get gac tat tac tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly
80 85 90
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gtg ttc ggc gga ggg
Val Gly Asp Thr lle Lys Glu Gin Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
9% 100 105

acc aaa ctg acc gic cta ggc cag cce

Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gin Pro

110 ’ 115

<210> 71
<211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222 (1)..(411)

<220>
<221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 71

atg gce tgg act cet cte ttc ttec tte ttt gtt ctt cat tgc tca ggt

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 -10 -5
tct tte tec cag ctt gtg ctg act caa teg ccc tct gee tet gee tee
Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 5 10
ctg gga gee teg gtc aag ctc acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25

acg téc acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct aag

Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr Gin Gln GIn Pro Glu Lys Gly Pro Lys
30 35 40 45
tac ctg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg

. Tyr Leu Met Asp Leu Lys Gin Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly

50 95 60

att cct gat cge ttc tca ggc’tcc agc tct ggg gect gag cge tac cte

Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 15
acc atc tcc age ctc cag tct gag gat gag get gac tat atc tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cys Gly
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80 85 90
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gtg ttc ggc gga ggg  3%4
Val Gly Asp Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105
acc aaa ctg acc gtc cta gge cag cce 411
Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro
110 115

<210> 72
<211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

220>
<221> CDS
222> (1)..(411)

220>
<221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 72
atg gcc tgg act cct cte ttc tic ttc ttt gtt ctt cat tge tca ggt 48
Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly
-15 -0 -5
tct tte tec cag ctt gtg ctg act caa tcg cce tet gee tet gee tee 96
Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 5 10

clg gga gce tcg gte aag ctc acc tge acc tig agt agt cag cac agt 144
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Leu Gl'y Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser GIn His Ser
15 20 25
acg tac acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct agg
Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr GIn Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg
30 35 40 45
tac ctg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg
Tyr Leu Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly
50 95 60
att cct gat cgc ttc tca ggc tec age tct ggg gct gag cge tac ctc
Ile Pro ‘Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 . 75
acc atc tec age cte cag tct gag gat gag gct gac tat atc tgt ggt
Thr 1le Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cyé Gly
80 85 90
gtg ggt gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gtg ttc ggc gea ggg
Val Gly Asp Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105

acc aaa ctg acc gtc cta ggc cag ccc

Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro

110 115

<210> 73
<211> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

220>
<221> CDS
222> (1)..(411)
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220>
221> zraly peptid
<222> (58).. (411)

<400> 73

atg gcc tgg act cct ctc ttc ttc ttc ttt gtt ctt cat tgc tca ggt
Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 -10 -5
tct tte tcc cag ctt gtg ctg act caa tcg ccc tet gee tet gee tee
Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
ST 5 10
ctg gga gee teg gte aag cte acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25
acg tac acc att gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag gge cct aag
Thr Tyr Thr Ile Glu Trp Tyr Gln Gln GIn Pro Glu Lys Gly Pro Lys
30 35 40 45
tac gtg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg
Tyr Val Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly
50 55 60
att cct gat cgc ttc tca ggc tec age tet ggg get gag cge tac cte
Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 75
acc atc tcc agce cte cag tct gag gat gag gect gac tat atc tgt ggt
Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Ile Cys Gly
80 85 90

glg get gat aca att aag gaa caa tit gtg tac gtg ttc ggc gga geg
Val Gly Asp Thr 1le Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
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55 100 105
acc aaa ctg acc gtc cta gge cag cce
Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro
110 115

<210> 74
<Z11> 411
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(411)

<2205
<221> zraly peptid
<222> (58)..(411)

<400> 74

atg gce tgg act cct cte tte tte tte ttt gtt ctt cat tge teca ggt
Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Gly

-15 ~10 -5
tct ttc tce cag ctt gig ctg act caa tcg ccec tct gee tet gee tee
Ser Phe Ser Gln Leu Val Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser
-1 1 5 10
ctg gga gee teg gic aag ctc acc tge acc ttg agt agt cag cac agt
Leu Gly Ala Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Ser
15 20 25

acg tac acc alt gaa tgg tat cag cag cag cca gag aag ggc cct agg
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Thr Tyr Thr e Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg
30 35 40 45
tac gtg atg gat ctt aag caa gat gga agc cac agc aca ggt gat ggg

Tyr Val Met Asp Leu Lys Gln Asp Gly Ser His Ser Thr Gly Asp Gly

o0 95 60
att cct gat cgc ttc tca gge tec age tet ggg get gag cge tac cte
Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu
65 70 75
acc atc tcc age ctc cag tct gag gat gag gct gac tat atc tgt ggt
Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr lle Cys Gly
80 85 0
glg g8t gat aca att aag gaa caa ttt gtg tac gtg ttc ggc gga ggg
Val Gly Asp Thr Ile Lys Glu Gln Phe Val Tyr Val Phe Gly Gly Gly
95 100 105

acc aaa ctg acc gtc cta gge cag ccc

Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro

110 115

<210> 75
211> 34
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75
Ala Val Ser Glu His GIn Leu Leu His Asp Lys Gly Lys Ser lle Gln
1 5 10 15
Asp Leu Arg Arg Arg Phe Phe Leu His His Leu lle Ala Glu Ile His
20 25 30
Thr Ala
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(mmol/1)
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