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(57)Anotace:

Protilatka proti osteopontinu, kterd inhibuje vazbu integrinu
rozpozndavajiciho sekvenci RGD na osteopontin nebo jeho
fragment, a kterd inhibuje vazbu integrinu rozpoznavajiciho
sekvenci SVVYGLR nebo jeji ekvivalentni sekvence na
osteopontin nebo jeho fragment. Tato protilatka se pouziva
pro 1éceni autoimunitnich onemocnéni, revmatismu a
revmatoidni artritidy. Popisuji se také farmaceutické
prostiedky pouZzitelné pro léceni autoimunitnich onemocnéni,
revmatismu nebo revmatoidni artritidy. Protiltka je také
pouzitelna pro diagnostické G&ely a zvlasté diagnostiku
revmatismu.
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Protilatka proti osteopontinu a farmaceuticky prostredek

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykad protilatky proti lidskému
osteopontinu a zplsobu léCeni autoimunitnich  onemocnéni,

revmatismu a revmatoidni artritidy s pouzitim protilatky.

Dosavadni stav techniky

Osteopontin (dale oznacovany jako ,OPNY) je kysely, vapnik
vazajici glykoprotein, ktery je ve velkém mnozstvi pfitomen v kostech.
Je znamo, ze alternativnim sestfinem se pfirozené vytvafeji tfi typy
isoforem lidského OPN, totiz osteopontin-a (dale oznacovany jako
"OPN-a“), osteopontin-b (dale oznacovany jako ,OPN-b") a
osteopontin-c (dale oznacovany jako ,OPN-c*) (Y. Saitoh a dalsi,
(1995): Laboratory Investigation, 72, 55 - 63). Pfedpoklada se, ze
v ramci téchto latek ma prekurzor OPN-a aminokyselinovou sekvenci
ukazanou jako SEQ ID No. 1 dale ve vypisu sekvenci, kde se pfi
sekreci odétépuje signalni peptid, takZze se ziska zrala forma OPN-a
v rozmezi aminokyselin 117-N314. Navic se zraly OPN $tépi na C-
konci na 168. zbytku argininu thrombinem z Zivého organismu na dva

fragmenty, N-koncovy a C-koncovy.

Vy$e popisovany OPN ma rdzné fyziologické, patologicky
vyznamné funkce, napf. adhezi bunék, migraci bunék, tumorogenezi,
imunitni odpovéd a inhibici cytolyzy zprostfedkované komplementem.
Tyto rdzné funkce zprostifedkuji ruzné typy receptorll na povrchu
bunék. OPN v sobé& obsahuje sekvenci RGD (napf. OPN-a ma tuto
sekvenci od zbytku v poloze 159 do zbytku v poloze 161). Hlavnimi
receptory OPN jsou druhy integrind rozpoznavajici sekvenci RGD, jako
jsou aVB3, aVp1 a aVP5; Konkrétné typy integrini aVp3, aVp1 a aVp5
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zprostiedkuji adhezi buné&k na burnky hladkého svalstva cév. aVp3 se
dale u&astni migrace makrofagl, lymfocytl, endotelialnich bunék,

bunék hladkého svalstva apod.

Dalsimi vyzkumy bylo zjisténo, Ze OPN se také vaze
prostfednictvim sekvence SVVYGLR na typy integrind «9p1, a4p1 a
a4p7, a ze je také rozdil ve zpusobu vazby, takze a4p1 se vaze na
oba OPN jesté nerozstépené thrombinem (non-cleavage-typ OPN) a
N-koncovy fragment OPN rozétépeného thrombinem (cleavage-type
OPN), zatimco a9p1 se vaze pouze na OPN roz8tépenéa thrombinem
(Y. Yokosaki a dal$i, (1999): The Journal of Biological Chemistry 274,
36328 - 36334/P. M. Green a dal$i, (2001): FEBS Letters 503, 75 -
79/S. T. Barry a dal$i, (2000): Experimental Cell Research 258, 342 -
351). Tyto integrinové podjednotky «9 a o4 nebo integrinove
podjednotky B1 a p7 maji vysokou podobnost co se tyce
aminokyselinové sekvence. Druhy integrind a4f1 a o4p7 se dale
nachazeji hlavné v lymfocytech a monocytech, zatimco v neutrofilech
se tyto druhy integrin(i exprimuji velmi mélo. Alternativné se a9p1 silne
exprimuje selektivné v neutrofilech a ma funkce nezbytné pro migraci
neutrofill pfes VCAM-1 a Tenascin-C. Tento integrin je dale rizné
exprimovan ve svalovych buiikach, epiteliadinich bunkach a jaternich
bufikach. Jak bylo popsano vy$e, cytoplasmatické domeény
integrinovych podjednotek o4 a o9 spole¢né podporuji migraci
leukocytdl do mist zanétu a agregaci v t€chto mistech prostfednictvim
individualnich biochemickych cest pfenosu signali mezi bufkami,
které se od sebe nepatrné lisi, pro zesileni jejich infiltracnich aktivit.
Timto zplsobem se integrinové podjednotky Gcastni raznych
zanétlivych reakci.

Jak bylo popsano vyse, rlzné typy integrind podporuji migraci
leukocytll a udastni se tedy zanétlivych reakci. Proto mohou byt
farmaceutické latky s inhibiénimi G¢inky na tyto aktivity integrinG

potencialné vyuZity jako protizanétliva Iéciva. Napfiklad integrin aVp3
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se exprimuje v osteoklastech, cévnich endotelialnich burkach,
bufikach hladkého svalstva apod. Nyni se vyviji protilatka proti V@3,
ktera bude inhibovat vazbu mezi integrinem oVB3 a jeho rdznymi
vazebnymi ligandy, coz mize potencialngé vést napf. k potlaceni

poskozeni kloubd.

Protoze receptory ze skupiny integrind se béiné vyskytuji
v riiznych tkanich a zajistuji nezbytné funkce pro fizeni vitalnich
aktivit, pouziti protilatek proti integrinu pro léCeni revmatoidni artritidy
a osteoartritidy m@ze vyvolavat stejnou inhibici i na jinych mistech a

muzZe tedy zplsobovat neZzadouci ucinky.

WO 01/71358 dale popisuje zplsob screeningu na latku
inhibujici vazbu mezi a4 integrinem a osteopontinem a zpusob |éceni

zanétlivych onemocnéni s pouZitim latky ziskané timto screeningem.

Byly nalezeny rlzné faktory, které se ucCastni patogeneze
revmatoidni artritidy. Tyto objevy jsou popisovany v cetnych
publikacich. Tato zjisténi v8ak nejsou spolehliva. Dosud zname
zplsoby lééeni zaloZzené na téchto poznatcich maji vedlejsi ucinky
a nejsou v podstaté uspokojive.

Proto je nezbytné s konec¢nou platnosti objasnit patogenezi
revmatoidni artritidy a poskytnout lepsi zplsoby léCeni tohoto
onemocnéni. Redeni téchto problémd je cilem pfedkladaného

vynalezu.

Revmatoidni artritidy se obtizné odliuje od osteoartritiy. DalSim

utelem vynalezu je tedy poskytnuti diagnostické metody.

Podstata vynalezu

Autofi vynalezu zjistili, Ze se vyskytuji vy$si koncentrace OPN
v tekutinach kloubnich dutin pacientl s revmatismem a pacient

s osteoartritidou. Dale autofi vynalezu nalezli poprvé zvySeny pomer
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N-koncového fragmentu thrombinem rozétépeného typu v celkovém
OPN u pacientl s revmatismem. Autofi tedy uvazuji, ze OPN by mohl
mit velky vyznam pfi nastupu téchto onemocnéni. Jak je popsano
v nasledujicim referenénim pfikladu, autofi vynalezu dale ovéfili tato

zjisténi pomoci experimentu na mysich s nefunkénim OPN.

Autofi vynalezu dale pfipravili protilatky, které individualneé
rozpoznavaji N-koncovy fragment a C-koncovy fragment OPN
roz§tépeného thrombinem. Experimenty s témito protilatkami bylo
prokazano, ze N-koncovy fragment OPN roz§t&peného thrombinem se
vyskytoval ve vy$si koncentraci zvlasté v tekutinach kloubnich dutin

pacient( s revmatoidni artritidou.

Autofi vynalezu zaméfili svou pozornost na spole¢nou
pfitomnost sekvence RGD a sekvence SVVYGLR, obé& rozpoznavané
integrinem lidského typu, v N-koncovem fragmentu v takto vysokych
koncentracich, jak bylo pozorovano u pacientd s revmatoidni artritidou.
Autofi predpokiadali, Ze protilatka soucasné blokujici obé& tyto
sekvence by iroce inhibovala vazbu mezi OPN a integrinem, takze
takova protilatka by mohla byt G¢inna pro léCeni revmatoidni artritidy a

osteoartritidy.

OPN se dale vyskytuje v ledvinach, placente, vajecnicich,
mozku, kGzi apod., ale exprimuje se hlavné v kostni tkani. Autofi
pfedpokladaji, Zze pro légeni revmatoidni artritidy by byla vazba mezi
OPN a integrinem s vyhodou blokovéana zplUsobem specifictéjsim pro
misto OPN. ProtoZe zanétu se spoleéné Ugastni rizné typy integring,
mohlo by byt G&inné $irsi blokovani vazby techto riznych typl

integrin.

Autofi vynalezu proto pfipravili protilatku inhibujici vazbu mezi
sekvenci RGD lidského OPN a integrinem a vazbu mezi sekvenci
SVVYGLR lidského OPN a integrinem a potom ovéfili jeji ucinky pri
experimentech s adhezi bunék, migraci bunék apod. Autofi vynalezu

dale izolovali protilatku proti syntetickym peptiddm odpovidajicim
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témto vnitinim sekvencim myéiho OPN pro testovani Gcinnosti této

protilatky jako Iégiva s pouzitim mysiho modelu artritidy.

Protoze mys8i OPN ma sekvence RGD a SLAYGLR
rozpoznavané mysim integrinem na polohach homolognich s lidskym
OPN z hlediska aminokyselinové sekvence, byla izolovana protilatka
M5 soucéasné blokujici tyto sekvence. Bylo oveéfeno, Ze vazba
protilatky M5 s mysim OPN a produkty jeho §t&peni thrombinem byla
inhibovana peptidem GRGDSP véetné mista sekvence RGD, a ze
protilatka M5 inhibovala migraci monocytl aktivovanych TNF-a
odvozenych z mysi sleziny. Bylo také pozorovano, ze protilatka M5
potladuje poskozeni kosti pfi testovani v systému organové kultivace
lebe&ni &asti calvarium mysi. Dale bylo potvrzeno, Ze tato protilatka
ma ziejmé lécebné Gcinky pfi podavani v modelu kolagenem vyvolané
mys§i artritidy.

or

Vys$e uvedené vysledky ukazuji, ze protilatka soutasné blokujici
vazbu s lidskym integrinem na sekvencich RGD a SVVYGLR inhibuje
vazbu mezi OPN a integrinem, a je proto Géinna pro léCeni revmatoidni
artritidy, a Ze tato protilatka bude Ucinkovat pravdépodobné nejen na
revmatismus jako je juvenilni kloubni revmatismus a chronicky
revmatismus, ale také na psoriatickou artritidu a lupénku. Chronickeé
odmitani po transplantacich organd charakteristicky zahrnuje
vaskularni a bronchialni okluzivni poruchy. Jejich histologicka
vy$etieni ukazuji, Zze z dlvodl spousténi tvorby cytokind a rdstovych
faktord a po$kozeni cévnich endotelialnich bunék prostfednictvim
aktivace T-bun&k a makrofag, a z divodl vyvoléni fibrinogeneze a
dalgich jevu prostiednictvim proliferace bunék hladkého svalstva cév,
dochazi pravdépodobné k uzavieni cév (P. Freese a dalsi, (2001):
Nephrol Dial Transplant, 16, 2401 - 2406/J. R. Waller a dalsi, (2001):
British Journal of Surgery, 88, 1429 - 1441/S. R. Lehtonen a dalsi,
(2001): Transplantation, 72, 1138 - 1144). Uvadi se, Zze OPN funguje
jako protein nezbytny pro aktivaci makrofagll a fibrinogenezi bunék
hladkého svalstva cév (A. O’Regan a dal$i, (2000): Int. J. Exp. Pathol.,

.e
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81, 373 - 390). Protilatka inhibujici OPN podle vynalezu potlacujici
migraci monocytl a neutrofill tedy bude pravdépodobné& inhibovat
pribéh této fibrinogeneze. Tato protilatka bude tedy potlacovat
chronické odmitani po transplantaci organt, coz v disledku povede
k adhezi organd. Dale bude mit tato protilatka ucCinky prfi léceni
autoimunitnich onemocnéni véetn& systémovych autoimunitnich
onemocnéni, erythematodes, zanétu spojivek, Behcetovy nemoci,
mnohocetné myositidy, proliferativni glomerulonefritidy, sarkoiddzy

apod.

Jinymi slovy, vynalez poskytuje protilatku proti osteopontinu
inhibujici vazbu mezi integrinem rozpoznéavajici sekvenci RGD a OPN
nebo jeji fragment a také S$iroce inhibujici vazbu mezi integrinem
rozpoznavajicim sekvenci SVVYGLR nebo odpovidajici sekvenci a

osteopontinem nebo jeho fragmentem.

Vynalez dale poskytuje IéCivo pro léceni autoimunitnich
onemocnéni, revmatismu a revmatoidni artritidy, pfi¢emz tato [éciva

jako Uéinné slozky obsahuji protilatku proti osteopontinu.

Vynalez dale poskytuje zplsob léCeni autoimunitnich
onemocné&ni, revmatismu a revmatoidni artritidy, ktery zahrnuje
podavani protilatky proti osteopontinu pacientim s revmatismem a
revmatoidni artritidou, pro inhibici vazby mezi sekvenci RGD
osteopontinu a integrinem a/nebo pro inhibici vazby mezi sekvenci
SVVYGLR a integrinem.

Vynalez jesté dale poskytuje diagnosticky prostredek pro zjisteni
revmatismu a zpUsob diagnostiky revmatismu vyuZivajici protilatku

proti osteopontinu.

Podrobny popis vynalezu

Protilatka proti osteopontinu (oznafovana jako ,protilatka

inhibujici OPN®) inhibujici vazbu mezi integrinem rozpoznavajici
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sekvenci RGD a OPN nebo jeji fragment a také inhibujici vazbu mezi
integrinem rozpoznavajicim sekvenci SVVYGLR nebo odpovidajici
sekvenci a OPN nebo jeho fragmentem miZze byt jakakoli z protilatek
inhibujici vazbu integrinu rozpoznavajiciho sekvenci RGD, napfiklad
avB1, avp3, a avp5, s OPN-a, OPN-b, OPN-c nebo jejich N-koncovym
fragmentem, a také inhibujici vazbu integrinu rozpoznavajiciho
sekvenci SVVYGLR, napf. a9p1, a4p1 a a4p7 s OPN-a, OPN-b, OPN-
c nebo jeho N-koncovym fragmentem. Sekvence SVVYGLR nebo
odpovidajici sekvence maji nasledujici vyznamy: sekvence SVVYGLR
znamena sekvenci od serinu v poloze 162 do argininu v poloze 168
lidského OPN, pfi¢emZ odpovidajici sekvence znamena sekvenci
odpovidajici SVVYGLR u typl OPN jinych savcd, jako je napfiklad
vepiova sekvence SVVYGLR identicka s lidskou sekvenci, SVAYGLR
osla, SLAYGLR mysi a krysy, SVAYGLK vepie a SVAYRLK kralika.
Protilatka inhibujici OPN podle vynalezu mlze byt jakakoli z protilatek,
ktera si zachova tyto vlastnosti, pfiCemz zpusob pfipravy protilatky
neni konkrétné vymezen. Protilatka inhibujici OPN muze byt
pfipravena pouzitim napfiklad OPN-a, OPN-b, OPN-c, nebo jejich N-
koncového fragmentu, nebo peptidu obsahujiciho aminokyselinovou
sekvenci RGDSVVYGLR nebo jeji odpovidajici sekvenci (dale
ozna&ovano jako ,peptid pfibuzny OPN*) jako antigenu. Zde uvadéeny
fragment OPN zahrnuje fragmenty OPN vytvorené §tépenim OPN
proteinazami apod., a jde napf. o fragment ziskany §tépenim

thrombinem.

Protilatka inhibujici OPN se s vyhodou pfipravuje s pouzitim
peptidu obsahujiciho sekvenci RGDSVVYGLR jako antigenu.
Vyhodné&ji se protilatka inhibujici OPN pfipravuje napf. pouZitim
peptidu (VDTYDGRGDSVVYGLRS) jako antigenu obsahujiciho obe
tyto sekvence nasledujici za sebou, pfisemz sekvence zaclina od
valinu v poloze 153 a kon¢&i na serinu v poloze 169 v pfipade OPN-a, a

naslednym zpracovanim peptidu obecnymi metodami. Pro zvySeni
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antigenicity se s vyhodou pouZiva peptid pfibuzny OPN navazany na

biopolymerni slouceninu.

Pfi vyzkumech onemocnéni souvisejicich s OPN s pouzitim mysi
jako experimentalniho zvifete se s vyhodou pouziva protilatka
inhibujici OPN proti my$imu OPN. Tato protilatka se s vyhodou
pfipravuje pouzitim peptidu obsahujiciho sekvenci RGDSLAYGLR jako

antigenu.

Pfiklady biopolymerni slouceniny pro navazani na peptid
pribuzny OPN zahrnuji napfiklad latky Macroschisma hemocyanin
(dale oznalovany jako ,KLHY), ovalbumin (dale oznaCovany jako
_OVA"), bovinni sérovy albumin (dale oznaCovany jako ,BSA"), kraliCi
sérovy albumin (dale oznaCovany jako _RSA“) a thyroglobulin. Mezi

t&mito latkami jsou vyhodnéj$i KLH a thyroglobulin.

Peptid pfibuzny s OPN a biopolymerni slougenina jsou svazany
znamymi zplsoby, napfiklad potupem vyuzivajicim smésnéeho
anhydridu kyseliny (napfiklad B. F. Erlanger a dalsi, (1954): J. Biol.
Chem. 234, 1090 - 1094) nebo postupu vyuZzivajiciho aktivovany ester
(A. E. Karu a dal$i, (1994): J. Agric. Food Chem. 42, 301 - 309).

Smésny anhydrid pouZivany v postupu vyuZivajicim smésného
anhydridu muZe byt ziskédn vystavenim peptidu piibuzného OPN
obecné Schotten-Baumannové reakci a potom reakci s biopolymerni
slougeninou pro pfipravu systému peptid - polymerni slouéenina. Jako
haloformatovy ester pouzivany pfi zplsobu vyuzivajicim smeésny
anhydrid kyselin se m0ze pouzit napF. methylchloroformat,
methylbromoformat, ethylchloroformat, ethylbromoformat,
isobutylchloroformat apod. Pomér peptidu, haloformatového esteru a
polymerni slougeniny pro pouziti podle pfedkladaného vynalezu se

s vyhodou voli v §irokém rozmezi.

Schotten-Baumannova reakce se zde provadi v pfitomnosti
bazické slougeniny. Bazicka slou¢enina pro pouziti pii reakci zahrnuje

slougeniny bé&zné pouZivané pfi Schotten-Baumannové reakci, napf.
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organické baze jako triethylamin, trimethylamin, pyridin, dimethylanilin,
N-methylmorfolin, diazabicyklononen (DBN), diazabicykloundecen
(DBU), diazabicyklooktan (DABCO) apod., a anorganické baze jako je
uhligitan draselny, uhli¢itan sodny, hydrogenuhlicitan draselny,

hydrogenubhli¢itan sodny apod.

Reakce se dale provadi pfi teplotach -20 °C az 100 °C,
s vyhodou 0 °C aZz 50 °C. Doba reakce je pfiblizné 5 min aZz 10 h,

s vyhodou 5 min az 2 h.

Reakce mezi ziskanym smésnym anhydridem kyselin a
biopolymerni sloueninou se obecné provadi pii -20 °C az 150 °C,
s vyhodou 0 °C az 100 °C, po dobu pfiblizné 5 min az 10 h, s vyhodou
5 min az 5 h. Metoda smésného anhydridu kyselin se obecné provadi
v rozpoudtédle. Jako rozpoustédlo mize byt pouZito napf. kterékoli
rozpoustédlo bé&zné pouZivané pfi metodé smésného anhydridu
kyselin, napf. halogenované uhlovodiky jako je dichlormethan,
chloroform a dichlorethan; aromatické uhlovodiky jako je benzen,
toluen a xylen; ethery jako je diethylether, dioxan, tetrahydrofuran a
dimethoxyethan; estery jako je methylacetat a ethylacetat;
neprotonova polarni rozpous$tédla jako je N,N-dimethylformamid,

dimethylsulfoxid a hexamethyifosfotriamid; apod.

Proces aktivace esteru se obecné& provadi nasledujicim
zplsobem. Nejprve se rozpusti peptid pfibuzny s OPN v organickém
rozpoustédle pro reakci s N-hydroxysukcinimidem v pritomnosti
vazebného éinidla, za ziskani esteru aktivovaného N-

hydroxysukcinimidem.

Jako vazebné ¢inidlo se pouZivaji obecna vazebna Cinidla pro
rutinni pouziti pfi  kondenzaénich reakcich, jako je napfiklad
dicyklohexylkarbodiimid, karbonyldiimidazol a ve vodé rozpustny
karbodiimid. Jako organické rozpous$tédlo se mlze pouzit napf. N,N-
dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid a dioxan. Molarni pomér

peptidu a vazebného ¢&inidla jako je N-hydroxysukcinimid pro pouziti
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pfi reakci je s vyhodou 1:10 az 10:1, nejvyhodnégji 1: 1. Reakeni
teplota je 0 °C aZ 50 °C, s vyhodou 22 °C az 27 °C, pficemz reakéni
doba je 5 min aZ 24 h, s vyhodou 1 h aZ 2 h. Vhodna reakéni teplota je
vy§8i nez teploty tani jednotlivych sloZzek a niz§i nez teploty varu

jednotlivych slozek.

Po provedeni vazebné reakce se reakéni roztok pfida k roztoku
s rozpus$ténou biopolymerni slou¢eninou pro uskuteé¢néni reakce.
V pfipadé&, Ze biopolymerni slouCenina obsahuje volnou aminovou
skupinu, se napfiklad vytvofi amidova vazba mezi aminoskupinou a
karboxylovou skupinou peptidu. Reakéni teplota je O °C az 60 °C,
s vyhodou 5 °C az 40 °C, jesté vyhodnéji 22 °C az 27 °C, a doba reakce
je 5 min az 24 h, s vyhodou 1 h az 16 h, je$té vyhodnéji 1 h az 2 h.

Reakéni produkt mezi peptidem pfibuznym s OPN a
biopolymerni slougeninou vytvofeny timto zplsobem se cisti dialyzou
nebo pouzitim odsolovaci kolony apod., pro ziskani produktu, kterym
je peptid pfibuzny s OPN navézany na biopolymerni slouceninu

(jednoduse dale oznacovany jako ,navazany produkt®).

Nyni bude popsan zplsob pfipravy protilatky s pouZzitim
navazaného produktu ziskaného vyse popsanym zpUsobem jako
antigenu a imunologicky test s vyuzitim teto protilatky. Pro pfipravu
protilatky mohou byt pouZity znd&mé metody, které se popisuji napf.
v Zoku Seikagaku Jikken Koza (Biochemical Experimental Lecture
Series) a Meneki Seikagaku Kenkyu Ho (Immuno-Biochemistry
Research Method) (Nihon Seikagaku Gakkai hen (Japan Biochemical

Association, ed.)).

Pro pfipravu polyklonalni protilatky pouzitim navazaného
produktu podle vynalezu se zvife imunizuje navazanym produktem a

potom se odebira protilatka.
Konkrétné&ji se napf. navazany produkt, jako je navazany produkt
peptid pfibuzny s OPN-thyroglobulin nejprve rozpusti v pufru

s fosforeénanem sodnym (dale oznaovany jako ,PBSY), ktery se
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potom smisi s Freundovym kompletnim adjuvans nebo Freundovym
nekompletnim adjuvans, nebo pomocnou latkou jako je hydroxid

hlinity. Ziskana smés se pouZije jako imunogen pro imunizaci savce.

Pro imunizaci mize byt pouzito jakékoli zvife bézné pouzivané
v oboru, jako je napf. my$, krysa, kralik, koza a kan. Podani
imunogenu pro imunizaci se mize uskutecnit napf. subkutanni injekci,
intraperitonealni injekci, intravenoézni injekci a intramuskularni injekci.
Vyhodna je subkutanni injekce nebo intraperitonealni injekce.
Imunizace se muUze provést jednou nebo vicekrat ve vhodnych

intervalech, s vyhodou v intervalu 1 tyden az 5 tydna.

Obecné se potom imunizovanému zvifeti odebere krev, ze které
se oddéli serum. Cisténim frakce polyklonalni protilatky se muze

izolovat protilatka inhibujici OPN.

Obecné se dale muze fuzovat imunitni bufika ziskana imunizaci
zvifete navazanym produktem s myelomovou bunkou za vytvoreni
hybridomu. Odebiranim protilatky z kultury hybridomu se muze izolovat

protilatka inhibujici OPN jako monoklonalni protilatka.

Jestlize se protilatka podle vynalezu ma pouZivat pfi |éCeni
svitat véetnd lidi, dava se pfednost pouZiti chimérni protilatky (viz
zvefejnéna evropska patentova pfihlaska EP 0125023) pfipravené
takovou modifikaci genetického inzenyrstvi, aby ziskana protilatka
inhibujici OPN méla stejnou konstantni oblast jako tato protilatka pro
lééeného &lovéka nebo zvife, nebo se pouziva animalizované
protilatky (viz zvefejnéna evropska patentova piihlaska EP 0239400
nebo EP 045126). Dale se s vyhodou pouZiva monoklonalni protilatka
(protilatka Zivo&isného typu pro jednotlivé druhy zvifat) (viz zvefejnéna
evropska patentova piihlaska EP 0546073 nebo WO 97/07671)
pfipravena pouzitim transgenniho zvifete s uméle zavedenym genem,

ktery se ugastni tvorby protilatky u Ié€eného Cloveka nebo zvifete.

V pfipadé, ze lécenym pacientem je glovék, a zvifetem

vytvarejicim protilatku inhibujici OPN je mys, se s vyhodou pouZije
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lidskych/mys$ich chimérnich protilatek nebo humanizovanych protilatek.
Vyhodné&ji se do transgenniho zvifete jako je my$ zavede lidsky gen,
ktery se ug&astni tvorby protilatky, a zvife se pouzije pro pfipravu
monoklonalni protilatky lidského typu pro nasledné pouZiti. Dale se pro
tvorbu protilatky mize s vyhodou pouzit metoda exprese na povrchu

faga (phage display).

Takto ziskana protilatka inhibujici OPN mulZe byt pouzita ve
formé& Fv, Fab nebo F(ab'); s rozpoznavacim mistem antigenu

vystfizenym z protilatky inhibujici OPN proteazou apod.

Takto ziskana protilatka inhibujici OPN se dale v pfipadé
potfeby Cisti a dale se formuluje znamym zplsobem do davkovych
forem pouzitelnych pfi lé¢eni revmatoidni artritidy, revmatismu jako je
juvenilni kloubni revmatismus a chronicky revmatismus, psoriaticka
artritida a lupénka; potlaceni chronického odmitani po transplantaci
organl; a léceni autoimunitnich onemocnéni jako jsou systémova
autoimunitni onemocnéni, erythematodes, zanét spojivek, Behcetova
nemoc, mnoho&etna myositida, proliferativni nefritida vieténkoveho

(provazcového) typu a sarkoidoza.

Protilatka inhibujici OPN podle vynalezu se s vyhodou mizZe
pouzivat jako |éCivo pro léCeni revmatismu nebo revmatoidni artritidy.
Priklady davkovych forem obsahujicich tato légiva pro lécCeni
revmatismu apod., zahrnuji parenteralni formy jako jsou injekce a
infuze, které se s vyhodou podavaji intravenézni injekci a subkutanni
injekci (pro pouZziti jako terapeuticky prostiedek pro leceni
autoimunitnich onemocnéni se pouZiva napi. vySe uvedenych
priklad). Pro formulaci mohou byt dale pouzity farmaceuticky
pfijateiné nosice a aditiva ve farmaceuticky pfijatelném rozsahu

v zavislosti na davkové forme.

MnozZstvi protilatky inhibujici OPN pfidavané do formulaci se
bude ligit v zavislosti na vaznosti pfiznak( a véku pacienta, pouzivané

davkové formé formulace nebo vazebném titru protilatky inhibujici
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OPN apod. Vhodné se napfiklad pouZiva mnozstvi pfiblizné 0,1 mg/kg

az 100 mg/kg.

Protoze protilatka inhibujici OPN se jako uGcinna slozka takto
ziskaného terapeutického prostiedku podle vynalezu silné vaze na
sekvence RGD a SVVYGLR v OPN, protilatka inhibujici OPN bude
pravdépodobné inhibovat vazbu mezi témito oblastmi OPN a
integrinem, ¢imz potlaéi vypuknuti pfiznakd revmatismu, revmatoidni

artritidy a dal§ich autoimunitnich onemocnéni.

Protoze protilatka inhibujici OPN podle vynalezu se specificky
vaze na misto OPN, nikoli na misto na integrinu, protilatka nebude
pravdépodobné inhibovat jiné vyznamné funkce integrinu, takze se

o&ekava, ze je mozno piedejit nepfiznivym vedlejsim acinkdm.

Protilatka inhibujici OPN podle vynalezu se také mize pouzivat
pro Uéely screeningu na terapeuticky prostfedek proti autoimunitnim
onemocnénim. Jak bylo popsano vyse, sloucenina inhibujici vazbu
mezi sekvenci RGD OPN a integrinem a inhibujici vazbu mezi
sekvenci SVVYGLR a integrinem, mize slouzit jako [éCivo
autoimunitnich onemocnéni. PouZitelnost latky hledané pfi screeningu
(testovana latka) jako terapeutickeho prostfedku autoimunitnich
onemocnéni tedy miZe byt vyhodnocovana v reakcnim systému
pfipraveném pfidanim testované latky a protilatky inhibujici OPN
kompetitivnim zplsobem do testovaciho systému v pfitomnosti danych
mnozstvi OPN a integrinu pro testovani miry inhibice vazby mezi OPN

a integrinem vztazené na mnozstvi pouzité protilatky inhibujici OPN.

Podobné sloudenina inhibujici vazbu mezi sekvenci RGD OPN a
integrinem a sekvenci SVVYGLR a integrinem bude pravdépodobné
slouzit jako 1é&ivo pro revmatismus a revmatoidni artritidu. Jestlize se
protilatka inhibujici OPN pouziva pro sestaveni stejného reakéniho
systému jako bylo popsano vy$e, muZe se tento reak&ni systém pouzit

také pro screening na revmatismus a revmatoidni artritidu.
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Protilatka inhibujici OPN podle vynalezu se dale mtze pouzit
jako diagnosticky prostfedek revmatismu. Jak bylo popséano vyse, je
prokazano, Zze pii artroze pacientll s revmatoidni artritidou se
nachazeji vysoké koncentrace N-koncoveho fragmentu OPN
roz§tépeného thrombinem. Pfi tomto testu muaze tedy slouzit OPN
nebo jeho N-koncovy fragment ve vzorku s pouzitim protilatky
inhibujici OPN pro diagnostiku revmatismu. Pro testy se pouZivaji
nasledujici obecné metody imunochemickych testd ["Hybridoma
Method and Monoclonal Antibody", vydano R&D Planning KK., str. 30 -
53 5. bifezna 1982], pouzitelné jsou radioimunologicka metoda (RIA),
ELISA (E. Engvall a dal$i, (1980): Methods in Enzymol., 70, 419 -
439), metoda fluorescentné znaCenych protilatek, plakova metoda,

teckovaci metoda, agregaéni metoda, Ouchterlonyho test apod.

Pouzitd metoda se muze vhodn& zvolit na zakladé rGznych
hledisek. Z hlediska citlivosti, jednoduchosti apod. je vyhodna metoda
ELISA. Tato metoda vyhodné& zahrnuje imobilizaci protilatky inhibujici
OPN podle vynalezu na nosi¢ a oznaceni protilatky rozpoznavajici
misto na OPN odligné od mista pro protilatku inhibujici OPN podle
vynalezu, pro detekci OPN nebo jeho N-koncového fragmentu. Tato
metoda detekce tedy mlzZe byt pouzita pro diagnosticky prostredek

revmatoidni artritidy.

Latka pouzita pro znadeni protilatky muze zahrnovat enzymy
jako je kfenova peroxidaza (dale oznacovana jako ,HRP"), alkalicka
fosfataza (dale oznacovana jako ,AP*) apod., fluorescencni latky jako

je fluoresceinisokyanat a rhodamin apod., radioaktivni latky jako je

32 125
P, | apod., chemiluminiscenéni latky apod. Dale se popisuje

sendvitova metoda jako jedna ze specifi¢téjSich detekénich metod
jednotlivych isoforem OPN. Tento postup zahrnuje v prvnim kroku
(a) imobilizaci protilatky proti isoformé OPN podle vynalezu na nosici,
ve druhém kroku (b) blokovani povrchu nosite bez imobilizované

protilatky materialem, ktery nesouvisi s antigenem, napf. proteinem.
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Postup dale zahrnuje krok (c) pfidani vzorku s obsahem rlznych
koncentraci isoformy OPN k ziskané smési pro vytvofeni komplexu
isoforma OPN - protilatka a krok (d) nasledného pfidani znacené
protilatky proti isoform& OPN a ponechani protilatky navazat se na
imobilizovany komplex antigen - protilatka, a konecny krok (e)
zjistovani mnozstvi znatky navazané na nosic pro zjisténi mnoZstvi
isoformy OPN pfitomné ve volném stavu ve vzorku na zakladé pfedem

pfipravené kalibragni kfivky.

Nosi¢ pouzity v kroku (a) pro imobilizaci protilatky zahrnuje bez
omezeni jakékoli nosite rutinné pouzivane  pfi metodach
imunochemickych testll. Nosi¢ miaZe byt napfiklad polystyrenova 96-
jamkova mikrotitraéni  desticka  nebo mikrotitraéni  desticka
s navazanymi aminovymi skupinami. Pro dal$i imobilizaci protilatky se
mlze napfiklad pouzivat pufr obsahujici protilatku pfidany k nosicCi
spolu s vhodnou dobou inkubace. Jako pufr se mohou pouzivat znamé
pufry jako je napf. 10 mM PBS. Koncentrace protilatky v pufru se
maze volit v Sirokém rozmezi, ale obecné je vhodna koncentrace
pfiblizné 0,01 az 100 ug/ml a s vyhodou 0,1 az 20 ug/ml. Mnozstvi
pufru je 300 ul/jamku nebo méng, a s vyhodou pfiblizné 20 az
150 pl/jamku, jestlize se jako nosi¢ pouziva 96-jamkova mikrotitracni
destika. Inkubace se mizZe provadét bez omezeni napfiklad jako

inkubace pfes noc pfi teploté 4 °C, ktera je obecné nejvhodnéjsi.

Pfi kroku (b) blokovani se nosi¢ blokuje pro zabranéni
nespecifické adsorpce na nosiC, protoze na OPN pfidavaném
v nasledujicim  kroku se m0zZe vyskytovat Cast potencialné
adsorbovatelna na nosi¢ bez ohledu na reakci antigen - protilatka.
Jako blokovaci latka se pouziva napfiklad bovinni sérovy albumin
(BSA) a roztok odstfedéného mléka. Mohou se také pouzivat
komer&n& dostupné blokovaci prostiedky jako je Block-Ace (vyrabény
firmou Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.; Code No. UK-25B).
Konkrétné se bez omezeni blokovani provadi pfidanim napf. vhodného

objemu ¢&inidla Block-Ace k &asti, ktera ma na sobé imobilizovany
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antigen, provede se inkubace pfes noc pfi pfiblizné 4 °C a ziskana Cast
se oplachne pufrem. Jako pufr se muze pouzit napf. pufr se sloZzenim
10 mM PBS, pH 7,2, 0,8 % (hmotn./obj.) NaCl, 0,02 % (hmotn./obj.)
KCl a 0,02 % (obj./obj.) Tween 20.

V dal&im kroku (c) se potom pfivede do styku vzorek obsahujici
isoformu OPN s imobilizovanou protilatkou, aby se mohla isoforma
OPN zachytit na imobilizované protildtce za ziskani komplexu
imobilizovana protilatka - isoforma OPN. Reakce se bez omezeni
provadi pfi teploté pfiblizné 37 °C po dobu 1 h. Po ukonceni reakce se
nosi¢ oplachne pufrem pro odstranéni nereaktivnich proteint apod. Vyhodny
pufr pouzitelny pfi této reakci ma slozeni 10 mM PBS, pH 7,2 a 0,05 %
(obj./obj.) Tween 20.

V kroku (d) se dale vytvofi komplex imobilizovana protilatka -
isoforma OPN - znalena protilatka pfidanim znacené protilatky
rozpoznavajici jiny epitop na isoforme OPN zachycené na
imobilizované protilatce. Po ukon&eni reakce se nosiC s vyhodou
oplachne pufrem pro odstranéni nereaktivnich proteint apod. Jako

pufr pro tuto reakci se pouziva pufr popsany v kroku (c).

Znadena protilatka pouzivana v kroku (d) je nutna pro
rozpoznani  epitopu odliSného od  epitopu rozpoznavaného
imobilizovanou protilatkou v kroku (a). Jestlize se jako imobilizovana
protilatka pouziva polyklonalni protilatka rozpoznavajici prvni polovicni
doménu isoformy OPN, jako protilatka znadena navazanym enzymem
(napi. HRP nebo AP apod.) se pouziva napf. polyklonalni protilatka
rozpoznavajici druhou poloviéni doménu isoformy OPN. Pouziti téchto
protilatek rozpoznavajicich rGzna mista jak bylo popsano vyse,
umoziiuje vysoce citlivy specificky test na isoformu OPN vytvofenou

alternativnim sestfihem.

MnoZstvi zna&ené protilatky pouzivané v kroku (d) je s vyhodou
pfiblizné 5000 az 10 000nasobek mnozstvi imobilizované protilatky

navazané na nosi¢. Je vhodné, jestlize se pro reakci pouziva znacena
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protilatka zfedéna na konecnou maximalni adsorbanci 1,5 az 2,0 pfi
kone&ném testu. Pro toto fedéni se mohou pouzivat pufry a reakce se
s vyhodou provadi pfi teploté pfiblizné 37 °C po dobu pfiblizné 30 min a
potom po ukon&eni reakce nasleduje oplach pufry. Reakce vSak neni
na uvedené podminky omezena. Vy$e popsané reakce umoZnuji
vazbu komplexu protilatka - isoforma OPN - znacena protilatka na
nosic.

V kroku (e) se nakonec pfida roztok chromogenniho substratu
reagujici se znadenou latkou v komplexu imobilizovana protilatka -
isoforma OPN - znadena protilatka, aby bylo mozno zméfit absorbanci

a vypoéitat mnozstvi OPN na zakladé kalibragni kfivky.

Jestlize se jako latka pouZitd pro znaleni protilatky pouzije
enzym peroxidaza, mize se pouzit jako chromogenni substrat roztok
obsahujici peroxid vodiku a 3,3’,5,5'-tetramethylbenzin (TMB) nebo o-
fenylendiamin (OPD). Bez omezeni se chromogenni reakce provadi
pfidanim roztoku chromogenniho substratu k reakci pfi pfiblizné 25 °C
po dobu pfiblizn& 20 min, a potom se pro ukon&eni enzymatické reakce
pfida 1N kyselina sirova. V pfipadé pouzZiti TMB se pribéh
chromogenni reakce zjistuje na zakladé absorbance pfi 450 nm.
V pfipadé, ze se jako latka pro znaceni pouzije enzym AP, pouZije se
napfiklad chromogenni reakce vyuzivajici kyseliny p-
nitrofenylfosforeéné (pNPP) jako substratu, pfidani 2N NaOH pro

ukonéeni enzymatické reakce a méfeni absorbance pfi 415 nm.

Pouzitim kalibraéni kfivky pfedem pfipravené na zaklade
absorbance reak&niho roztoku s pfidanymi znamymi koncentracemi
isoformy OPN se muze vypocitat koncentrace isoformy OPN ve

vzorku.

Zpusob detekce isoformy OPN podle vynalezu se pouZziva pro
objasnéni funkci OPN a pro diagnézu a lé¢eni onemocnéni, za ktera je
OPN odpovédny. Jeden pfiklad takového pouziti zahrnuje detekeni kit

zanétlivych abnormalit, kterym je mozno napfiklad odli§it revmatismus
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a revmatoidni artritidu, kde tento kit je zaloZen na oddélené detekci N-
koncového fragmentu thrombinem roz§tépeného OPN a OPN
nerozétépeného typu, takZe se detekuje pfitomnost nebo nepfitomnost

zanétlivych abnormalit.

Jak bylo popséano vyse, N-koncovy fragment thrombinem
rozétépeného OPN se pravdépodobné pozoruje s vysokymi
koncentracemi v kloubnich dutinach zvlasté pacientd s revmatoidni
artritidou. U pacient(l s osteoartritidou je v8ak tato koncentrace nizka.
Jak bylo popsano vy$e, pomér N-koncoveho fragmentu OPN v kloubni
duting se u jednotlivych pacientl li§i. Pro diagnostické odliseni
revmatismu a osteoartritidy se proto mQze uspokojivé pouZit mefeni

poméru N-koncového fragmentu k celkovému OPN.

Jako konkrétngjsi priklad je mozZno ziskat protilatky proti
jednotlivym peptidim s nésledujicimi tfemi sekvencemi spoleénymi
véem tiem isoformam OPN, tedy OPN-a, OPN-b a OPN-c.

CVDTYDGRGDSVVYGLRS

(C+V153 az S169) (1)

KSKKFRRPDIQYPDATDEC

(K170 az E187+C) (2)

IPVKQADSGSSEEKQC

(117 az Q31+C) (3)

Mezi témito sekvencemi je sekvence (1) pfitomna na N-konci
thrombinem rozétépeného mista, a je pfitomna spole¢né v Upiném

OPN jako typ nerozstépeny thrombinem a N-koncovy fragment.
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Alternativné je sekvence (2) pfitomna na C-konci mista roz§tépeného
thrombinem a je pfitomna v upiném OPN typu nerozs$tépeného
thrombinem, ale nikdy neni obsazena v N-koncovém fragmentu.
Sekvence (3) odpovida aminokyselinovym zbytkim v polohach 17 az
31 N-koncového mista OPN a je pfitomna v Uplném OPN jako typ
nerozétépeny thrombinem a N-koncovy frgment. Diagnosticky kit pro
rozli§eni mezi pacienty s revmatismem a pacienty s osteoartritidou
miiZze byt sloZen ze dvou typl imunodetekénich Cinidel vyuzivajicich
protilatky odpovidajici témto tfem typim sekvenci. Jinak feceno, prvni
imunodetekéni &inidlo pouzivajici dva typy protilatek proti peptiddm
reprezentovanym sekvencemi (3) a (2) provadi test thrombinem
nerozétépeného typu OPN bé&zné rozpoznavaného obéma protilatkami
ve vzorku. Potom se mlze provadét detekce stejnym zplsobem jako je
sendvi¢ova metoda, ktera zahrnuje imobilizaci napfiklad protilatky proti
peptidu sekvence (3) na nosi¢i, coZ umozfiuje reakci protilatky se
vzorkem z pacienta, nosi¢ se oplachne a potom se pfida protilatka
proti peptidu sekvence (2) jako znagici protilatka. V pfipadé druhého
imunodetek&niho &inidla se navic pouzivaji dvé protilatky proti
peptidim sekvenci (1) a (3) pro zjisténi celkoveého mnozstvi
thrombinem nerozstépeného typu OPN a N-koncového fragmentu
vytvofeného $§tépenim thrombinem ve vzorku, které jsou béine
rozpoznavany obé&ma protilatkami. V takovém pfipadé se detekce
miZe provadét stejné jako pfi sendvicové metodé, ktera zahrnuje
imobilizaci napfiklad protilatky proti peptidu sekvence (1) na nosici,
ponechani protilatky reagovat se vzorkem z pacienta, oplachnuti
nosiée a nasledné pfidani protilatky proti peptidu sekvence (3) jako
znaé&ici protilatky. Potom se vzajemné porovnaji vysledkl testu vzorku
stejného pacienta s pouzitim téchto dvou typu imunodetekénich
ginidel, ¢imz se zjisti pomér thrombinem rozstépeného vytvofeného N-
koncového fragmentu v celkovém OPN pacienta, ktery umozni

rozlideni mezi revmatismem a osteoartritidou.
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Piehled obrazka na vykresech

Obr. 1 ukazuje grafy znazorfujici inhibici RGD-dependentni
adheze bunék na OPN.

Obr. 2 ukazuje grafy znazorfujici inhibici RGD-dependentni a

RGD-indepententni adheze bunék mezi nOPN a bunkami

SW480 transformovanymi a9 protilatkou 2K1.

Obr. 3a ukazuje grafy znazorfujici migraci bunék indukovanou
OPN.
Obr. 3b ukazuje grafy znazorfiujici potlaceni migrace bunék

indukované OPN plsobenim protilatek.

Obr. 4 ukazuje grafy znazorfiujici ¢asovy prabéh zmeény
hodnoceni artritidy pfi podavani smési artritogenni
protilatky/LPS individualné my$im s defektnim genem

OPN a normainim mysim.

Obr. 5 ukazuje grafy znazorfiujici srovnani otoku zapeésti pfi
podavani smési artritogenni protilatky/LPS mysim
s defektnim genem OPN a normalnim mysim.

Obr. 6 ukazuje grafy znazornujici adhezi mezi mySim OPN a

NIH3T3 v zavislosti na koncentraci.

Obr. 7 ukazuje grafy znazorfujici inhibici adheze mezi mysSim
OPN a NIH3T3 ptsobenim peptidu GRGDSP.

Obr. 8 ukazuje grafy znazorfujici inhibici adheze mezi mysim
OPN a NIH3T3 plusobenim protilatky M5.

Priklady provedeni vynalezu

Vynalez bude nyni podrobngji popsan na nasledujicich
prikladech a referen¢nim pfikladu. Vynalez vsak neni na tyto priklady

omeZzen.
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Priklad 1

Klonovani, konstrukce, ¢isténi a &inidla pro fuzni protein GST-OPN

Klonovani a &isténi proteinu se provadeélo v podstaté zplsobem
popsanym v dokumentu (S. Kon a daldi, (2000): J. Cell. Biochem. 77
487 - 498).

cDNA lidskych isoforem OPN, tj. OPN-a a OPN-b, byly izolovany
nasledujicim zplsobem: pouZitim RNA pfipravené z bunék NRC-12
bun&éné linie lidského karcinomu ledviny jako templatu byla synteticky
pfipravena cDNA; s pouzitim této cDNA jako templatu byla provedena
PCR s pouzitim nasledujicich primerd OPN-5 a OPN-3 pro izolaci
cDNA kédujicich Gplny lidsky OPN-a a OPN-b, individualné obsahujici
pfisluéné oblasti signalnich peptidl.

Zpusobem popsanym v odkazu byly potom takto klonované
cDNA pro OPN-a a OPN-b viozeny do vektoru pGEX4T (Amersham
Pharmacia Biotech, Tokio, Japonsko) tak, Ze cDNA mohly byt ve
stejném &tecim ramci jako gen GST (glutathion S-transferaza;
EC2.5.1.18), pro expresi ve formé fuzniho proteinu s GST s pouzitim
Escherichia coli JM109 (takto ziskané fazni proteiny GST-OPN se dale
oznaduji jako ,GST-OPN-a“ a ,GST-OPN-b").

OPN-5:

5_CGGGATCCACTACCATGAGAATTGCAGTGATTTGC-3

OPN-3:

5’—CCGCTCGAGTTAATTGACCTCAGAAGATGCACTATC-3’
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cDNA koédujici  lidskou isoformu OPN-c byla pfipravena
dvoustupriovou PCR s pouzitim OPN-a cDNA jako templatu. V prvnim
kroku byla individualné provedena PCR s pouzitim OPN-5
a nasledujiciho OPNct-3 primeru nebo nasledujiciho OPNct-5 a OPN-3
primeru; ziskané dva produkty PCR byly smiseny, tepelné zpracovany
a postupné& ochlazeny pro hybridizaci a potom byl pfidan enzym pro
prodlouzeni. Ve druhém kroku byla potom provedena PCR s pouzitim
primerdl OPN-5 a OPN-3 pro ziskani cDNA kédujici tplny lidsky OPN-c
véetné oblasti signalniho peptidu. cDNA isoformy ¢ byla integrovana
do vektoru pGEX4T stejnym zpusobem jako u isoforem a a b, pro
piipravu fuzniho proteinu s GST (oznatovany zde dale jako ,GST-
OPN-c").

OPNct-3:

5 ACACAGCATTCTTTTCCACAGAACTTCCAGAATCAGC-3’

OPNct-5:

5 - TGAGGAAAAGAATGCTGTGTCCTCTGAAGAAAACC-3

cDNA kodujici poloviéni ¢ast na aminovém konci (MI-R168)
7 thrombinem rozétépeného mista OPN-a byla izolovana PCR
s pouzitim OPN-a cDNA jako templatu a OPN-5 s nasledujicim
OPNnh-3 primerem popsanym nize. Stejnym zpUsobem jako pro
isoformy a a b byla ziskana cDNA integrovana do vektoru pGEXA4T pro
piipravu proteinu GST (oznacovany dale jako ,GST-Nhalf*).

OPNnNh-3:

5_GCCTCGAGTTACCTCAGTCCATAAACCACACT-3'
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Protein osteopontinu (hOPN C half) na karboxylovém misté
z thrombinem rozétépenéhio mista OPN-a byl pfipraven dvoustupriovou
PCR s pouzitim OPN-a cDNA jako templatu. V prvnim kroku byla
provedena PCR jednotlivé s pouzitim OPN-5, nasledujiciho OPNch-3
primeru, nasledujiciho OPNch-5 a OPN-3 primeru. Ve druhem stupni
byla provedena PCR s pouzitim primerd OPN-5 a OPN-3 pro piipravu
proteinu OPN na karboxylovém misté. Stejnym zplsobem jako pro
isoformy a a b umoznila rekombinace do vektoru pGEX4T pfipravu

proteinu GST (oznaéovahy dale jako ,GST-Chalf").

OPNch-3:

5-TCTTAGATTTGGCACAGGTGATGCCTAGGAG-3’

OPNch-5:

5'-CACCTGTGCCAAATCTAAGAAGTTTCGCAGA-3’

Obecnou metodou byly pfipraveny rGzné rekombinantni fuzni
proteiny GST-OPN v Escherichia coli, které potom byly Cistény
s pouzitim kolony glutathion-Sepharose podle popisu v odkazu.
Protein GST-Nhalf byl roz$tépen na vazebném misté protedzou
prescission (PreScission; Amersham Pharmacia Biotech, Tokio,
Japonsko), pro odstranéni Casti proteinu GST a tim oddéleni proteinu
(dale oznagovany jako ,nOPNY) slozeného z aminokoncové polovi¢ni
gasti (117-R168) samotného OPN.

Alernativné byla cDNA koédujici upiny OPN-a (M1-N314) dale
viozena do vektoru pcDNA3.1 (+) (Invitrogen Corporation), pro
transfekci do bund&k CHO-K1 (vyrabéné firmou Dainippon

Pharmaceutical Co., Ltd.) (dale oznalované jako ,burka CHO/OPN-
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a“). OPN-a typu s navazanym cukernym fetézcem (dale oznacovany
jako ,CHO/OPN-a") izolovany z bun&k byl ¢&istén nasledujicim
zplsobem. Supernatant z kultivace bunék CHO/OPN-a byl zpracovan
chromatografii na iontomé&niCové koloné s pouzitim kolony DEAE-
Sepharose CL-6B column (Amersham Pharmacia Biotech, Tokio,
Japonsko) a chromatografii gelovou filtraci na kolon& Ultrogel AcA44
column (vyrabéna firmou BioSepra SA) a gisténi pokracovalo
kolonovou chromatografii s reverznimi fazemi na koloné RESOURCE
RPC column (Amersham Pharmacia Biotech, Tokio, Japonsko). Takto
bylo ¢idténi ukonceno. Pro vyzkumné prace na imunitni senzitizaci a
vazbé byly pouzivany rizné peptidy ziskané od firmy Sigma Genosis
Japan; tyto peptidy byly jinak ziskany chemickou syntézou metodou
Fmoc (N-(9-fluorenyl)methoxykarbonyl) na syntezatoru peptidl (model
432 A; vyrabény firmou PerkinElmer Life Science, Inc.) a cZisténim

chromatografii na koloné C18 s reverznimi fazemi.

Prikiad 2

Produkce monoklonalni protilatky

Syntetické peptidy odpovidajici vnitfnim sekvencim lidského
OPN byly ptipraveny zplisobem ukazanym vySe a tyto peptidy byly

potom pouzity pro imunizaci.

Peptid 1:

CVDTYDGRGDSVVYGLRS (C+V153 az $169)

Peptid 2:

CIDSQELSKVSREFHSH (C+1261 az H276)
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Peptid 1 ma konkrétné sekvence RGD a SVVYGLR

rozpoznavajici integrinové receptory avp3, popiipadé a9f1.

Tyto peptidy byly navazany na thyroglobulin a potom byly
pouzity pro imunizaci mysi b&zn& pouzivanym zpUsobem.
Z imunizovanych mys$i byly potom izolovany splenocyty, se kterymi
byla provedena bunécna fuze s buiikami my$iho myelomu P3-X63-
Ag8-653 s pouzitim polyethylenglykolu. Zplsobem popsanym v odkazu
(M. Kinebuchi a dal$i, (1991): J. immunol., 146, 3721 - 3728) byl

vybran hybridom reagujici s kazdym z peptidl pouZitych pro imunizaci.

Z mysi imunizovanych peptidy 1 a 2 byly izolovany monoklonélni
protilatky oznacené 2K1 a 4C1. Hybridom tvofici monoklonalni
protilatku 2K1 byl uloZen pod depozitnim &islem FERM BP-7883 ve
sbirce Patent Organism Depository Center, the National Institute of
Advanced Industrial Science a Technology (AIST Tsukuba Central 6,
1-1-1, Higashi, Tsukubashi, Ibaraki 305 - 8566, Japonsko), 20. Cervna
2001. Dale byla izolovana monoklonalni protilatka 53 (mADb53)
imunizaci Gplnym rekombinantnim lidskym OPN (D. S. Bautista a dalsi,
(1994): J. Biol. Chem., 269, 23280 - 23285).

Priklad 3

Reaktivita OPN a jeho thrombinovymi $§tépnymi produkty

s monokionalnimi protilatkami

Vazebné vlastnosti monoklonalnich protilatek 2K1 a 4C1
izolovanych v piikladu 2 proti OPN a jeho thrombinovym $tépnym
produktim byly testovany metodou westernového prenosu. Bylo
zjisténo, ze protilatka 2K1 reagovala s GST-OPN-a, GST-OPN-b, GST-
OPN-c a GST-Nhalf. Protilatka 4C1 reagovala s GST-OPN-a, GST-
OPN-b, GST-OPN-c a GST-Chalf. Tyto monoklonaini latky se nevazaly
pouze na rekombinantni OPN nenavazané na cukerné fetézce

vytvafené v Escherichia coli, ale reagovaly také s proteinem
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CHO/OPN-a s navazanymi cukernymi fetézci a jejich thrombinovymi
§tépnymi produkty (dale oznadované jako ,thrombinem roz§tépeny

OPN).

Priklad 4

Inhibice adheze bunék na OPN monoklonalnimi protilatkami

.y

Nasledujici metodou bylo zjistovano, zda monokionalni
protilatky inhibovaly adhezi bunék na OPN. Nejprve byla 96-jamkova
desti¢ka potaZena rlznymi koncentracemi CHO/OPN-a pfi 4 °C pres
noc a potom byla ponechana inkubovat s 0,5 % BSA v PBS za podminek
37 °C 10 min, pro blokovani nespecifické adheze. Bunky lidskych
fibroblastd TIG-7 nebo SW480 transformované cDNA integrinove
podjednotky a9 (dale oznadované jako ,a9-transformované bunky
SW480“) byly suspendovany v médiu D-MEM obsahujicim 0,25 %

BSA: 200 pl ziskané bunééné suspenze (s koncentraci bunék 5 x 104
bunék/jamku) bylo pipetovano na 96-jamkovou destiCku prfedem
potazenou CHO/OPN-a nebo nOPN, v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
raznych koncentraci monoklonalnich protilatek nebo syntetickych

peptidd a desti¢ka byla inkubovana 37 °C1h.

Kultivadni médium bylo slito a vsechny jamky byly dvakrat
proplachnuty médiem D-MEM obsahujicim 0,25% BSA. Adherentni
bufiky byly fixovany a barveny 0,5% krystalovou violeti ve 20%

methanolu 30 min.

V&echny jamky byly tfikrat oplachnuty vodou a adherentni buriky
byly potom solubilizovany do 20% kyseliny octové. Ziskany
supernatant z kazdé jamky byl analyzovan ¢&tecim zafizenim pro
imunologii pro méfeni absorbance pfi 590 nm pro zjisténi relativniho
pod&tu bunék pfichycenych k jamce. V&echny tyto testy byly provadény
v triplikatech a byly provadény alespon tfi nezavislé experimenty.

Ukazané hodnoty predstavuji prumér ze tfi nezavislych experimentd.
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Bylo zjisté&no, ze buriky TIG-7 maji vysokou adherenci k OPN,
ale jak je ukazano na obr. 1A, adheze je zfejmé inhibovana peptidem
GRGDSP (100 pg/ml), ale neni inhibovana kontrolnim peptidem (C-
koncova oblast K296-N314 OPN) (100 ug/ml). Adheze je tedy zavisla
na RGD. Jak je ukazano na obr. 1B, protilatka 2K1 v koncentraci
200 pg/ml dale zfejmé inhibovala adhezi bunék na OPN. Jak je dale
ukazano na obr. 1C, vliv 2K1 na inhibici bunéCné adheze je
srovnatelny s vlivem protilatky mAb53, a je zavisly na koncentraci.
Je&te dale, 2K1 a mADS53 nikdy neinhibuji adhezi bunék TIG-7 na
vitronektin (VN) nebo fibronektin (FN).

Obr. 2 ukazuje inhibici monoklonalnich protilatek adheze nOPN
a vitronektinu na a9-transformované bufiky SW480. Jak je ukazano na
obr. 2A, adheze mezi 1 pg/ml vitronektinu a a.9-transformovanymi
bufikami SW480 byla inhibovana 200 pM peptidem GRGDSP (peptid
RGD), takze adheze je zavisla na RGD. Adheze a9-transformovanych
bun&k SW480 na 3 pg/ml nOPN byla inhibovana kombinaci 200 uM
GRGDSP a monoklonalni protilatky proti a9p1 Y9A2 (A. Wang a dalsi,
(1996): Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 15, 664 - 672), takze adheze je
RGD-dependentni a RGD-independentni. Obr. 2B dale ukazuje vliv
2K1 na adhezi o9-transformovanych bunék SW480 na nOPN a
vitronektin. Adheze mezi «9-transformovanymi buiikami SW480 a
vitronektinem nebyla inhibovana v zadném pfipadé 2K1, ale adheze
mezi bufikami SW480 a nOPN byla pGsobenim 2K1 inhibovana. To
ukazuje, Ze 2K1 si zachovava schopnost inhibovat RGD dependentni

adhezi.



15

20

25

_28_ o0 LA N ] L

Priklad 5

Inhibice migrace monocytl indukované OPN pomoci_monoklonélnich

protilatek

Test migrace bunék s pouzitim bunék U937 byl provadén na

systému ChemoTx101-8 (Neuro Probe Inc.). Koncentrace bunék byla

nastavena na 2 x106 bun&k/ml pufrem D-MEM obsahujicim 0,1% BSA
a suspenze byla pak nanesena do horni vrstvy na filtr (s velikosti pérd

8 um), zatimco protein OPN byl pfidan do dolni vrstvy.

Desticka ChemoTx byla ponechana stat v pfitomnosti 5 % CO2
pfi 37 °C 4 h. Po stani byl filtr fixovan methanolem a potom obarven
hematoxylinem a eosinem (H-E). PocCet bunek migrujicich do zadni
plochy filtru byl zji§tovan mikroskopem (zvétSeni 400 x). Test byl
provadén v triplikdtech a vysledky jsou vypodteny jako stfedni

hodnota. Vysledky jsou uvedeny v obr. 3.

Obr. 3a ukazuje migraci bunék U937 smérem k CHO/OPN-a,
thrombinem rozitépenému OPN a GST-Nhalf v ukazané koncentraci.
Obr. 3b dale ukazuje inhibiéni testy pouzitim jednotlivych OPN pii
koncentraci 10 pg/ml v pfitomnosti neo nepfitomnosti 50 pg/mi 2K1,

mAb53 nebo kontrolniho mysiho IgG po antigenné specifickém cisténi.

Jak je ukazano na obr. 3a a 3b, CHO/OPN-a, thrombinem
rozétépeny OPN a GST-Nhalf indukuji migraci lidskych monocytl U937
v zavislosti na koncentraci (A). Protilatka 2K1 zjevné inhibuje migraci
monocytti indukovanou CHO/OPN-a, thrombinem roz&t&penym OPN a
GST-Nhalf. Naopak protilatka mAb53 inhibuje pouze migraci monocytl
indukovanou Upinym OPN (B).
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Referenéni priklad 1

OPN a indukce artritidy

Pro objasnéni funkce OPN pfi artritidé byla umélé pripravena
my$§ s defektnim genem OPN (S. R. Rittling a dalgi, (1998): J. Bone a
Mminer. Res., 13 (7), 1101 - 1111) znamym zplUsobem pro

komparativni experimenty s normaini mysi.

Komeréné dostupny koktejl vyvolavajici artritidu na bazi
monoklonalnich protilatek (dodavany pod obchodnim nazvem
Arthrogen-CIA® mAb, Arthritogenic mAb coctail; vyrabény firmou lwai
Chemical Pharmaceutical Co., Ltd.) byl podavan mysim s defektnim
genem OPN (OPN”) a normalni mysi (OPN™*"), individualné podle
instruk&ni pfiruéky pfipojené k produktu, s cilem indukovat artritidu.
Potom byla sledovana vaznost vyvolaného stavu. Jako kontroly byly

pouzity tyto dva typy mysi, kterym byl podavan fyziologicky roztok.

Srovnani vaznosti artritickych pfiznakl bylo provadéno na
zakladé hodnoceni artritidy standardnim testem otoku zapésti 10. den

po podani. Vysledky jsou uvedeny na obr. 4 a 5.

Jak je zfejmé z obr. 4, u normalnich my$i, kterym se podava
artritogenni koktejl protilatka/lipopolysacharid (dale oznacovany jako
,LPS*) dochazi ke zvySeni vysledkl hodnoceni artritidy v den 4 a
v dalgich dnech, az do dne 10, kdy hodnoceni dosahne maxima (12
nebo vice). Alternativné se hodnoceni artritidy mysi s defektnim
genem OPN zvySovalo v den 5 a v dalSich dnech, ale skore dosahlo
maxima pouze 4 nebo méné. U Zadné skupiny, které byl podavan

fyziologicky roztok, ke zvyseni hodnoceni artritidy nedoslo.
Jak je ukazano na obr. 5, u mysi s defektnim genem OPN je
otok zapésti pomérné slaby ve srovnani s normalnimi my$mi, u kterych

se jasné ukazuje uloha OPN pfi artritidé.
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Priklad 6

Inhibiéni aktivita protilatky 2K1 na migraci__lidskych perifernich

leukocytl

Nasledujici metodou byla zji$tovana inhibi¢ni aktivita protilatky
2K1 na migraci lidskych perifernich leukocytll aktivovanou cytokiny.
Tabulka 1 ukazuje vysledky inhibiéni aktivity na migraci neutrofild,
zatimco tabulka 2 ukazuje vysledky inhibiéni aktivity na migraci

monocytu.

Experimentalni metoda

PFi déleni pomoci Ficollu byla z normalni lidske periferni krve
separovana frakce monocytl a frakce neutrofilll (P. M. Daftarian a
dalgi, (1996): Journal of Immunology, 157, 12 - 20). Mezilehla vrstva
mezi Ficollem a sérem byla oddé&lena a kultivovana v bance pfi 37 °C
1 hodinu. Ziskané prichycené buriky byly pouZity jako monocyty. K vrstvé
erythrocytl zbylych po oddéleni frakce monocytl byl pfidan
pétinasobny objem 3% dextranu-PBS pro agregaci erythrocytl a

potom se provadéla centrifugace pfi 150 x g a 4 °C 5 min.

Agregované erythrocyty byly vysrazeny, pficemz vysledny
supernatant obsahoval neutrofily v suspendovaném stavu. Potom byla
frakce centrifugovana pfi 500 x g pfi laboratorni teploté 20 min pro
oddéleni neutrofild. Monocyty a neutrofily ziskané timto zplUsobem
byly pfes noc kultivovany s lidskym TNF-a (20 ng/mi) pro aktivaci.
Potom byly ziskané aktivované monocyty a neutrofily pouzity pro

experimenty s migraci.

Experimenty s migraci byly provadeny s pouzitim 48-jamkové
mikrokomdérky pro chemotaxi (vyrabéna firmou Neuro Probe Inc.). Po
pfidani rlznych koncentraci protilatky 2K1 k OPN stépenemu
thrombinem a stani pii 37 °C 15 min byly smési pfidavany do dolni

komarky (kone&na koncentrace lidského OPN 10 pg/mi). Na komirku
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byl potom poloZen polykarbonatovy filtr (velikost portl 5 um) a do horni

komtirky bylo pfidano 50 pl suspenze bunék (2 x 10° buné&k/ml).

Po kultivaci v pfitomnosti 5 % CO, pfi 37 °C 2 h byl
polykarbonatovy filtr odstranén pro odstranéni buné&k na hornim
povrchu filtru; potom byly buriky, které pronikly do zadni casti filtru,
barveny systémem Diff-Quick (vyréabény firmou Baxter, International
Inc.). Obarvené buriky byly pocitany pfi zvétSeni 40 x. Vysledky jsou

ukazany jako stfedni pocty bunek (bunék/mm3) + SD v 6 jamkach.

Vysledky experimentl

Protilatka 2K1 inhibovala migraci lidskych perifernich neutrofild
a monocytl aktivovanych TNF-o smérem Kk OPN rozstépenému

thrombinem.

Inhibice migrace neutrofill

e

Tabulka 1
Koncentrace thrombinem | Koncentrace 2K1 (ug/ml) | Stedni pocet migrujicich
rozétépeného OPN (ug/ml) bunék na 1 mm®
0 0 400,0 £ 67,8**
10 0 581,7 + 67,1
10 0.4 566,7 £ 60,2
10 2 550,0 = 49,0
10 10 450,0 £ 90,8**
10 50 426,7 £ 30,8*

** P<0,01(jednosmérny ANOVA, Dunnettlv test)
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Inhibice migrace monocytd

Tabulka 2
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Koncentrace thrombinem

rozétépeného OPN (ug/ml)

Koncentrace 2K1 (pg/ml)

Stfedni poc&et migrujicich

bunék na 1 mm°®

0

10

10

10

10

10

0,4
2
10

50

58,3 + 50,8*
285,0 + 49,3
258,0+ 71,9
256,7 + 66,5
160,0 £ 56,9*"

75,0 £ 55,4

** P<0,01(jednosmé&rny ANOVA, Dunnettilv test)

Pfiklad 7

Ptiprava protilatky M5

Pro pouziti pfi imunizaci byl pfipraven nasledujici synteticky
peptid odpovidajici vnitfni sekvenci (C+V138 az R153) mysiho OPN.

Peptid M5:

CVDVPNGRGDSLAYGLR

Peptid byl navazan na thyroglobulin pro nasledné pouziti pro

imunizaci kralika znamym zplsobem. Z imunizovaného kralika bylo

odebirano antisérum pro pfipravu protilatky M5 pouzitim kolony

naplnéné peptidem

prostiednictvim  disulfidicke

M5

vazby na

navazanym pfes

kuligky

N-koncovy
thiol

cystein

Sepharose

(Amersham Pharmacia Biotech, Tokio, Japonsko).



10

15

20

25

_33_ ee @oo

Priklad 8

Reaktivita protilatky M5 s OPN a produkty jeho §tépeni thrombinem

Vazebna schopnost protilatky M5 ziskané v pfikladu 7 s OPN a
produkty jeho $tépeni thrombinem byla testovana metodou
westernového prenosu. Jako OPN byl pouzit rekombinantni mys$i OPN
z glykosylované formy vytvafené v buikach CHO. Protilatka M5

reagovala s OPN a jeho §tépnymi produkty.

Priklad 9

Inhibice adheze bunék na OPN prostfednictvim protilatky M5

Zptsobem popsanym v dokumentu (S. Kon a dalsi, (2002): J.
Cell. Biochem., 84 (2), 420 - 432) bylo zji$tovano, zda by mohla
protilatka M5 inhibovat adhezi bunék na OPN. Jako OPN byl pouzit
uplny mysi OPN, ze kterého byla pfedem odstranéna ¢ast GST
proteazou PreScission protease (Amersham Pharmacia Biotech,
Tokio, Japonsko) (dale oznacovany jako ,mOPN/de-GST"). Jako bunky
byly pouzity mysi buriky NIH3T3.

Jak je ukazano na obr. 6, buiky NIH3T3 se pfichytavaji na
mOPN/de-GST v zavislosti na koncentraci. Jak je ukazano na obr. 7,
adheze je zjevné inhibovana peptidem GRGDSP (100 pug/ml), takze
adheze zavisi na RGD. Jak je ukadzano na obr. 8, protilatka M5

v koncentraci 200 pg/ml zjevné inhibovala adhezi bunék na OPN.

Priklad 10

Inhibiéni aktivita protilatky M5  viadi _migraci _mySich slezinnych

monocytl

Inhibi¢ni aktivita protilatky M5 na migraci mysich monocytl
odvozenych ze sleziny aktivovanou cytokiny byla testovana

nasledujicim zpsobem. Vysledky jsou ukazany v tabulce 3.
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Experimentalni metoda

Splenocyty mys$i CS7BL/6 byly rozdrceny krycim sklem na
jednotlivé bunky, které byly potom kultivovany v bance pfi 37 °C 1 h.
Ziskané adherentni buiiky byly pouzity jako monocyty. Monocyty byly
kultivovany pfes noc a aktivovany lidskym TNF-o (20 ng/mi). Vysledné
aktivované monocyty byly pouZity pfi experimentu s migraci.
Experiment s migraci byl provadén stejnym zplisobem jako v pfipadé

lidského vzorku v pfikladu 6 vyse.

Vysledky experimentl

Protilatka M5 inhibovala migraci monocytd aktivovanych TNF-o
odvozenych z mys$i sleziny smérem k mysSimu OPN stépenému
thrombinem ziskaného &§tépenim Upiného mysiho OPN (vyrabéného

firmou Genzyme Corporation) hovézim thrombinem (vyrabény firmou

Sigma).

Tabulka 3

Koncentrace thrombinem Koncentrace M5 (ug/mi) Sttedni poc¢et migrujicich

roz§tépeného mysiho OPN bunék na 1 mm®

(Hg/ml)

0 0 428,3 £ 52,7**
10 0 556,7 + 46,3
10 0,8 570,0 + 75,6
10 4 536,7 + 60,6
10 20 461,7 £ 1044
10 100 468,3 £ 67,9

** P<0,05(jednosmé&rny ANOVA, Dunnettiv test)
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Priklad 11

Uginek protilatky M5 na potiadeni poSkozeni kosti

Nasledujicim zplsobem byl vySetfovan ucinek protilatky M5 na
potlageni poskozeni kosti v systému organové kultury ¢asti lebky

calvarium mysi. Vysledky jsou ukazany v tabulce 4.

Experimentalni metoda

7 novorozené mys$i jeden den po narozeni byla vyjmuta lebecni
kost: po upravé velikosti byla jeji polovina vlozena do kazdé jamky 24-
jamkové desticky. Do kazdé jamky byl potom pfidan lidsky
parathyroidni hormon (PTH) (1 - 34) s koncentraci upravenou pridanim
kultivaéniho média D-MEM (s 10% bovinnim sérem) na konecnou
hodnotu 10 nM pro dosaZeni indukce poskozeni kosti. Protilatka M5
byla pfidana na koneé&nou koncentraci 200 pg/ml. Po kultivaci 1 tyden
pfi 37 °C bylo testovano mnozstvi vapniku uvoln&ného z kosti do
kultivaéniho média testem Calcium E Test WAKO (Wako Pure Chemical

Industries, Ltd.).

Vysledky experimentu

Bez pfidani PTH byla koncentrace vapniku 7,02 mg/mi.
S pfidanim PTH v8ak byla koncentrace vapniku 9,11 mg/ml. Bylo tedy
ukazano, ze dojde k podpofe uvolfiovani vapniku z kosti. Kdyz byla
pfidana protilatka M5 v koncentraci 200 upg/ml, bylo ovéfeno, ze

absorpce kosti byla inhibovana o pfiblizné 70 %.
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Tabulka 4

Mnozstvi uvoinéného vapniku (mg/dl)

Médium 7,02 £0,18*
Kontrola PTH 9,11+ 0,17
M5 7,65 + 025**

** P<0,01‘(jednosmérny ANOVA, Dunnettlv test)

Priklad 12

Vliv protilatky M5 na model my$i kolagenni artritidy indukované

Nasledujici metodou byl zjistovan vliv protilatky M5 na model
my$i mysi kolagenni artritidy. Tabulka 5 ukazuje vysledky hodnoceni
artritidy; tabulka 6 ukazuje vysledky hodnoceni otoku nohy; tabulka 7
ukazuje zménu télesné hmotnosti; a tabulka 8 ukazuje vysledky

hodnoceni zmény v pfijimani potravy.

Experimentalni metoda

Pro indukci artritidy byl pouZit koktejl artritogenni protilatky
(s obchodnim nazvem koktejlu pro vyvolani artritidy Arthrogen-CIA®
mAb, Arthritogenic mAb coctail; vyrabény firmou lwai Chemical
Pharmaceutical Co., Ltd.) rozpoznavajici &tyfi epitopy specifické pro
kolagen. Mys&im byl intravenézné podan artritogenni koktejl; o 3 dny
pozd&ji byl intraperitoneainé podan LPS (100 ug) pro vyvolani artritidy.
Artritida byla pozorovana v den 3 po podéni LPS a dosahla maxima

v den 6.

Bezprostfedné pied podanim LPS a o tii dny pozdéji byla
intravendzné podana protilatka M5 v davce 40 ug, 150 pg nebo
400 pg. Jako kontrolni skupina byla pouZzita skupina, které byl podan
krali¢i 1lgG (v davce 400 ug). Dale byla intraven6zné podana protilatka

proti my$imu TNF-a v davce 200 pg/mys bezprostfedné pied podanim
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LPS a o tfi dny pozdéji. Jako kontrolni skupina byly pouzity mysi,
kterym byl podan krysi 1gG (v davce 200 pg). Dale byl oralné podavan
MTX (v davce 3,2 mg/kg) jednou denné v den podani LPS a pozdéji.
Byl pouzivan MTX rozpustény v 5 ml 0,5% methylceluldzy. V pfipadé

kontrolni skupiny bylo podavano 5 ml 0,5% roztoku methylceluldzy.

Hodnoceni se provadélo pro skupiny péti zvifat, pfiCemz se
provadélo hodnoceni artritidy, otoku nohy, zména télesné hmotnosti

a zména pfijmu potravy.

Vysledky experimentl

Jak je ukazano v tabulkach 5 az 8, protilatka M5 méla urcity
potladujici uginek na zlepSeni hodnoceni artritidy, opozdéni nastupu
artritidy a zlep$eni stavu u otoku nohy v modelu mys$i artritidy
(terapeuticky uginek). Nastup artritidy byl potlatovan v zavislosti na
koncentraci tak, ze efekt prevy$oval G&inek podané protilatky proti
my$imu TNF-o (v davce 200 pg/mys). Naopak MTX nemél témérf
Zzadny farmaceuticky ucinek.

V normalni skupiné v ramci modelu byl navic pozorovan urdgity
Ubytek télesné hmotnosti o pfiblizné 3 g tfi dny po podani LPS; tento
sklon pokradoval v den 3 az den 6, ackoli pokles hmotnosti byl vice
nebo méné omezen. Ve skupinach, kterym byla podana protilatka M5
(150 pg, 400 pg) a skupindm, kterym byla podana protilatka proti
my&imu TNF-a, bylo pozorovano zjevné zlepsSeni hodnoceni ubytku
hmotnosti. Co se tyée pfijmu potravy, pro véechny farmaceutické latky
byl pozorovan rychly pokles télesné hmotnosti az do dne 3 po podani
LPS: v den 3 az den 6 vSak do$lo ke zmenSeni poklesu ve v8ech
skupinach, kterym byla podana protilatka M5, i ve skupiné oSetiené
protilatkou proti my$imu TNF-o. Tabulka 5 ukazuje ucinek na
hodnoceni artritidy; tabulka 6 ukazuje potlageni otoku nohy; a tabulky
7 a 8 ukazuji vliv na zménu télesné hmotnosti, popfipadé pfijem

potravy.
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Tabulka 5
Dny Skupina, které byl podan Skupina, které byla podana protilatka M5
krali¢i 1gG (davka pg/mys)
(davka 400 pg/mys)
40 150 400

3 1,2+1,1 2,417 1,0£1,2 0,0+0,0
4 1,8+1,3 3,411 1,4+£0,5 02+0,4~
5 5,0£1,6 6,0+2,0 3,0%1,2* 1,8+0,4**
6 5,411,3 7,213 4,6+1,5 3,0%£1,0*

** P<(0,01, *P<0,05 (neparametricky test Mann-Whitney)

Dny Skupina, které byl podan krysi IgG Skupina, které byla podana
(davka 200 pg/mys$) protilatka proti mysimu TNF-a
(davka 200 pg/mys)
3 0,8+0,4 1,0+0,6
4 2,4+0,2 1,0£0,5
5 5,8+0,4 3,2+0,5*
6 6,6+£0,4 5,8+0,5

* P<0,05 (neparametricky test Mann-Whitney)

Dny Kontrolni skupina Skupina, které byl podan MTX
(davka 3,2 mg/kg)
3 1,0£0,3 0,840,4
4 1,810,6 1,810,7
5 4,0+£0,9 6,0+0,6
6 5,2+0,9 6,0+0,6
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Tabulka 6
Objem otoku nohy (ml)
Misto Normaini Skupina, které | Skupina, které byl podan M5 (davka pg/mys)
skupina byl podan
krali¢i 1gG
(davka

400 pg/mys)

40 150

400

Pfedni 0,041 +0,003**

noha

Zadni 0,117+0,004**

noha

0,051 +0,004 |0,055+0,004 | 0,041+0,004** 0,038+0,001**

0,138+0,005 |0,140+0,010| 0,127+0,006 0,121+0,009**

** P<0,01, * P<0,05 (jednosmérny ANOVA, Dunnettiv test)

Misto

Objem otoku nohy (mi)

Normaini skupina

Skupina, které byl podan
krysi 1gG
(davka 200 pg/mys$)

Skupina, které byla
podana protilatka
proti my§imu TNF-a
(davka 200 pg/mys$)

Pfedni noha 0,041+0,003** 0,044+0,003 0,041+0,002
Zadni noha 0,117+0,004* 0,127+0,004 0,130%0,006
Objem otoku nohy (ml)
Misto Normalni skupina Kontrolini skupina Skupina, které byl
podan MTX (davka
3,2 mg/kg)
Pfedni noha 0,041+0,003** 0,044+0,002 0,047+0,003
Zadni noha 0,117+0,004** 0,129+0,005 0,13240,003
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Zména télesné hmotnosti (g)

Normalni | Skupina, které byl podan Skupina, které byl podéan M5
skupina krali¢i 1gG (davka pg/mys)
(davka 400 pg/mys)
40 150 400
Den 0 az den 3 0,1 -2,8 -2,4 -1,6 -1,5
po podani
Den 3 az den 6 0,5 1,8 1,0 0,8 1,5
po podani
Zména télesné hmotnosti (g)
Normalni | Skupina, které byl podan Skupina, které byla podéana
skupina krysi 1gG protilatka proti my§imu TNF-a
(davka 200 pg/mys) (davka 200 pg/mys$
Den 0 az den 3 0,1 -2,9 -1,7
po podani
Den 3 az den 6 0,5 -1.7 -0,1

po podani

Zména télesné hmotnosti (g)

Normalni skupina

Kontrolni skupina

Skupina, které byl
podan MTX
(davka 3,2 mg/kg)

Den 0 az den 3

po podani

Den 3 az den 6

po podani

0,1

0,5

-2,9

-1.5

-1.8
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Mnozstvi ptijaté potravy (g/my$/den)

Normalni | Skupina, které byl podan Skupina, které byl podan M5
skupina kralici IgG (davka (davka pg/mys)
400 pg/mys)
40 150 400
Den 0 az den 3 2,7 1,0 0,9 1,4 1.1
po podani
Den 3 azdenb 2,9 2,4 2,3 2,4 2,8
po podani
Mnozstvi pfijaté potravy (g/my8/den)
Normalni | Skupina, které byl podan Skupina, které byla podana
skupina krysi 1gG (davka protilatka proti mySimu TNF-a
200 ug/mys) (davka 200 pg/mys$)
Den 0 az den 3 2,7 1,0 1,3
po podani
Den 3 az den 6 2,9 2,5 2.8
po podani
Mnozstvi pfijaté potravy (g/my$/den)
Normalni Kontrolni skupina Skupina, které byl podan MTX
skupina (davka 3,2 mg/kg)
Den 0 az den 3 2,7 0,9 0,8
po podani
Den 3 azden 6 2,9 2,4 2.1

po podani
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Priklad 13

Dostupnost peptidovych fragmentl pfibuznych OPN

Fragmenty peptidi pfibuznych s OPN ve stavu vyGisténém
chromatografii HPLC byly zakoupeny od firmy Auspep Inc., Parkiville,

Australie. Jejich aminokyselinové sekvence jsou ukazany jako (1) az

(3).

hOPNS5:

CVDTYDGRGDSVVYGLRS (C+V153 az $169) (1)

hOPN3:

KSKKFRRPDIQYPDATDEC (K170 az E187+C) (2)

hOPN1:

IPVKQADSGSSEEKQC (117 az Q31+C) (3)

Priklad 14

Pfiprava antigenl pro imunizaci

Fragmenty peptidld pfibuznych s OPN navazané na thyroglobulin
byly pfipraveny procesem EMCS (N-(6-maleimidokaproyloxy)-
sukcinimid) nasledujicim zplsobem. Pro pfipravu téchto produktl byl
pouzit molarni pomér thyroglobulinu, peptidového  fragmentu
piibuzného s OPN a EMCS 1 : 300 : 400.

Ctyfi miligramy kazdého peptidového fragmentu pfibuzného
s OPN z piikladu 13 byly rozpustény v destilované vodé 1 ml.
Alternativné bylo smiseno 5 mg thyroglobulinu rozputéného v 1 ml
0,01M fosfatového pufru, pH 7,0 a EMCS rozpustény v koncentraci

80 pg/p! v dimethylformamidu, jednotlivé v mnozstvich odpovidajicich
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molarnim pomérim, pro pfipravu roztoku komplexu thyroglobulin-
EMCS. Roztok komplexu byl rozdélen na tfi ¢asti. Ke kazdé casti byl
pfidan roztok fragmentu peptidu piibuzného s OPN v mnoZstvi
odpovidajicim molarnim pomé&rim za ziskani roztoku produktu
sesiténého EMCS peptidového fragmentu pfibuzného s OPN

navazaného na thyroglobulin.

Roztok takto navazaného produktu byl dialyzovan s pouZzitim
PBS pro upraveni koncentrace produktu na 10 ug/pl. Navazany
produkt peptidového fragmentu pfibuzného s OPN a thyroglobulinu byl

pouZit jako antigen pro imunizaci.

Pfiklad 15

Pfiprava antigen( pro screening

Proteiny OPN pro screening, tedy fuzni proteiny mezi GST a
isoformami lidského OPN, jmenovité GST-OPN-a, GST-OPN-b a GST-
OPN-c, a fuzni proteiny mezi GST a fragmentem OPN na strané
aminoskupiny (GST-Nhalf) z mista $t&peného thrombinem a
fragmentem OPN na strané karboxylové skupiny (GST-Chalf) ze
stejného mista $§tépeného thrombinem byly pfipraveny metodou

popsanou v piikladu 1, pro pouziti v testu reaktivity antiséra s OPN.

Priklad 16

Imunitni senzitizace

Kralik byl imunizovdn s pouZitim navazanych produktd
peptidovych  fragmentQ piibuznych s OPN a thyroglobulinu
pfipravenych v pfikladu 14 jako antigend pro imunizaci. Imunizace byla
provadéna pouzitim posilovaci davky 100 ul (100 ug) roztoku
navazaného produktu kazdy tyden nebo kazdé dva tydny. Antigeny
byly smiseny s Freundovym kompletnim adjuvans pro prvni imunizaci

a potom byly smiseny s Freundovym nekompletnim adjuvans pro
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druhou a nasledujici imunizaci. Po osminasobné imunizaci bylo ze

vzorku krve oddé&leno sérum, které potom bylo pouZzito jako antisérum.

Pfiklad 17

Reaktivita antiséra s OPN

Peptidové fragmenty pfibuzné s OPN pfipravené v pfikladu 13
byly ziedény 0,1M karbonatovym pufrem, pH 9,5, na koncentraci
10 pg/ml, a roztoky byly potom imobilizovany v mnozstvi 50 pl/jamku
na 96-jamkové desticce. Po oplachnuti PBS a blokovani roztokem
0,1% BSA/PBS/0,05% NaNj;, byla v mnozstvi 50 ul/jamku vloZena
dvojnasobna sériova fedéni stonasobného fedéni antiséra ziskaného

v pfikladu 16 a reakce byla ponechana probihat pfi 37 °C 30 min.

Po ukongeni reakce byla jamka ¢&tyfikrat proplachnuta 0,05%
Tween 20-PBS. Potom bylo do kazdé jamky pfidano vzdy 50 pl HRP-
zna&ené protilatky proti krali¢imu IgG (vyrabéna firmou IBL Co., Ltd.) a
reakce byla ponechana probihat pfi 37 °C 30 min. Po ukonceni reakce
bylo do kazdé jamky pfidano 100 ul vzdy 0,05M citratového pufru, pH
45 s obsahem 0,4 mg/ml orthofenylendiaminu (OPD) a vodného
0,03% peroxidu vodiku. Potom byla desti¢ka ponechana stat v temnu
pfi laboratorni teploté 15 min, pficemz probihala chromogenni reakce.
Po ukonéeni chromogenni reakce bylo do kazdé jamky pfidano 100 pl
1N kyseliny sirové pro ukonceni reakce a byla méfena absorbance pri
492 nm.

Pouzitim proteint OPN pfipravenych v piikladu 15 byla
alternativng testovana reaktivita antiséra metodou westernoveého
pfenosu. antiséra proti peptidovym fragmentim pfibuznym s OPN,
hOPN1 a hOPN5 reagovala s GST-OPN-a, GST-OPN-b, GST-OPN-c a
GST-Nhalf, ale nikdy nereagovala GST-Chalf. Alternativné reagovala

antiséra proti peptidovému fragmentu pfibuznému s OPN, hOPN3,
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s GST-OPN-a, GST-OPN-b, GST-OPN-c a GST-Chalf, ale nikdy
nereagovala s GST-Nhalf.

Pfiklad 18

Ptiprava produktl protilatek proti peptidovym fragmentlm pfibuznym s
OPN s navazanou HRP

Produkty protilatek proti peptidovym fragmentim pfibuznym
s OPN s navazanou HRP, hOPN3 a hOPN1, byly prfipraveny
nasledujicim zpusobem. 20 mg kazde protilatky proti peptidovemu
fragmentu pfibuznému s OPN bylo §tépeno pepsinem a potom byla
provedena gelova filtrace pro vycéisténi fragmentu F(ab’)z protilatky
proti peptidovému fragmentu pfibuznému s OPN. Potom byl fragment
F(ab’); pfeveden na fragment Fab’ pouZitim 2-merkaptoethanolu. HRP
byla ponechana reagovat s EMCS pfi 37 °C 60 min a potom byla
provedena gelova filtrace pro pfipravu navazaného produktu HRP-
EMCS, ktery dale reagoval s fragmentem Fab’ protilatky proti
peptidovému fragmentu pfibuznému s OPN pfi 4 °C pfes noc a potom
byla provedena gelova filtrace pro pfipravu produktu protilatky proti
peptidovému fragmentu pfibuznému s OPN s navazanou HRP
zesiténou EMCS.

Prikiad 19

Konstrukce sendvic¢ovych systémi ELISA

7 kombinaci sendvi¢ové desticky ELISA a znalenych protilatek
byly pfipraveny dva typy systémQ, totiz 1 -3 a5 - 1. System 1 - 3 byl
pfipraven nasledovné. 10 pg/ml protilatky proti peptidovému fragmentu
hOPN1 pfibuznému s OPN bylo pfidano mnozZstvi 100 pl do kazdé
jamky 96-jamkové desticky ELISA. Po reakci pies noc pfi 4 °C bylo
provedeno blokovani roztokem 10% BSA/PBS/NaNs. Ziskana desticka

v tomto stavu byla pouzita jako desti¢ka pro sendvicovou ELISA. Jako
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znacena protilatka byl definovan produkt protilatky proti peptidovému
fragmentu hOPN3 pfibuznému s OPN s navazanou HRP ziskany
v piikladu 18. Jak bylo popsano vy$e, kombinace mezi imobilizaéni
destickou s pouzitim protilatky proti hOPN1 a znac&enou protilatkou

s pouzitim protilatky proti hOPN3 byla definovana jako systém 1-3.

Stejnym zpusobem byla zkonstruovana kombinace imobilizacni
desticky s pouZitim protilatky proti hOPN5 a znadéené protilatky
s pouzitim protilatky proti hOPN1 jako systém 5 - 1.

Priklad 20

Test na osteopontin v systémech sendviéové ELISA

Protein OPN byl zjitovan nésledujicim zpisobem. 100 l
roztoku obsahujiciho vzorek plasmy nebo tekutiny z kloubni dutiny
testovaného subjektu bylo pfidano na destiCky pro sendvicovou ELISA
systémd 1 - 3 a 5 - 1 a byla ponechana probihat reakce pfi 37 °C 1 h.
Po reakci byly desticky 4 x oplachnuty 0,05% Tween 20-PBS a potom
bylo pfidano 100 pl kazde ze znagenych protilatek specifickych pro
jednotlivé systémy pro reakci pfi 4 °C 30 min. po ukonceni reakce byly
desticky 6 x oplachnuty pufrem 0,05 % Tween 20-PBS a potom bylo
pfidano 100 pl roztoku TMB (tetramethylbenzidin). Potom byly ziskané
destiky ponechany stat v temnu pfi laboratorni teploté 30 min. Pro
ukon&eni reakce byla pouzita 1N kyselina sirova a absorbance byla

méfena pfi 450 nm.

Tabulka 9 ukazuje hodnoty mnozstvi OPN v tekutinach
kloubnich dutin pacientd (13 pfipadd) s revmatismem s pouzitim této
metody méfeni a tabulka 10 ukazuje hodnoty mnozstvi OPN
v tekutinach kloubni dutiny u pacientl (12 pfipadd s osteoartritidou).
Dale ukazuje tabulka 11 hodnoty mnoZstvi OPN v plasmé& pacientl

s revmatismem (16 pfipadd); tabulka 12 ukazuje hodnoty OPN v
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plasmé& pacientl s osteoartritidou (7 pfipadd); a tabulka 13 ukazuje

hodnoty OPN v plasmé normalnich pacientl (6 pfipadu).

Z téchto vysledkl je jasné vidét, ze srovnani systému 1 - 3
z hlediska hodnoty OPN v plasmé& mezi pacienty s revmatoidni
artritidou, pacienty s osteoartritidou a normalnimi pacienty neukazuje

Zzadny vyznamny rozdil.

Srovnani provedené s pomoci systému 5 - 1 z hlediska hodnot
OPN v plasm& mezi pacienty s revmatoidni artritidou, pacienty
s osteoartritidou a normalnimi pacienty véak ukazalo podstatné vyssi
hodnoty OPN v plasmé u pacientii s revmatoidni artritidou a pacientd
s osteoartritidou neZ je hodnota OPN u normainich osob. Hladina
vyznamnosti byla vy$3i u pacientl s revmatoidni artritidou. To ukazuje,
36 celkové mnozstvi OPN zjitované v pfipadé systému 5 - 1, je

vhodné pro diagnostiku obecné kategorie artritidy.

Hodnoty OPN v tekutinach kloubni dutiny pacientll s revmatoidni
artritidou a pacientl s osteoartritidou jsou vy$$i nez hodnoty OPN

v jejich plasmé, coz ukazuje na lokalni tvorbu OPN.

Porovnani se systémy 1 - 3 a 5 - 1 z hlediska hodnoty OPN
v kapaliné kloubni dutiny u pacientd s revmatoidni artritidou a pacientu
s osteoartritodou ukazalo, ze hodnota OPN u pacientl s revmatoidni
artritidou byla vyznamné vy$§i nez hodnota OPN u pacientd

s osteoartritidou, jestlize bylo pouZito kteréhokoli systému 1 - 3ab5-1.

Jako novy indikator byl vy$etfovan pomér hodnot OPN u téchto
systém( 1 - 3 a 5 - 1. Tento indikator mlzZe byt pouzit pro srovnani
poméru thrombinem rozstépeného OPN. Hodnoty OPN v plasme
tekutin kloubni dutiny pacientl s revmatoidni artritidou byly 1 nebo
nizsi, a hodnoty OPN u pacientl s osteoartritidou byly 2 nebo vyS$$i,
takze byl pozorovan vyznamny rozdil. Tyto hodnoty OPN u systému 1 -
3/5 - 1 mohou byt pouzity pro diagnostické rozliseni pacientt

s revmatismem od pacientd s osteoartritidou v ¢asném stadiu.
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Tabulka 9

Vzorek Systém 1 -3 Systém 5 - 1 Systém 1 - 3/
(ng/ml) (ng/mi) systém 5 - 1

RA 1 8498 2932 2,898

RA 2 22715 26223 0,866

RA3 2659 1905 1,396

RA 4 20186 94430 0,214

RA 5 1520 2002 0,759

RA 6 5870 2238 2,623

RA7 7303 56753 0,129

RA 8 2200 6268 0,351

RA 9 18344 59873 0,306

RA10 2133 2002 1,065

RA11 26804 33036 0,811

RA12 18868 32824 0,575

RA13 3633 6067 0,599

Stfedni hodnota 10825,6 25119,5 0,969
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Tabulka 10

Vzorek Systém 1 -3 Systém 5 - 1 Systém 1 - 3/
(ng/ml) (ng/ml) systém 5 - 1

OA 1 1520 3471 0,438

OA 2 9957 14374 0,693

OA 3 6595 2932 2,249

OA 4 3523 237 14,865

OA 5 8619 28483 0,303

OA B 1926 896 2,150

OA7 653 850 0,768

OA 8 6490 7814 0,831

OA 9 4750 1987 2,391

OA10 6830 2932 2,329

OA11 386 181 2,133

0OA12 1621 356 4,553

Stfedni hodnota 4405,8 5376,1 2,808
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Tabulka 11

Vzorek Systém 1 -3 Systém 5 - 1 Systém 1 - 3/
(ng/ml) (ng/ml) systém 5 - 1

RA 1 1621 1379 1,175

RA 2 532 845 0,630

RA 3 132 617 0,214

RA 4 142 1758 0,081

RA 5 624 2089 0,299

RA 6 341 1990 0,171

RA 7 152 845 0,180

RA 8 671 224 2,996

RA 9 543 557 0,975

RA10 947 431 2,197

RA11 935 1794 0,521

RA12 1008 1650 0,611

RA13 636 678 0,938

RA14 464 545 0,851

RA15 683 488 1,400

RA16 1057 597 1,771

Stfedni hodnota 6555 1030,4 0,938
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Tabulka 12

Vzorek Systém 1 -3 Systém 5 - 1 Systém 1 - 3/
(ng/mi) (ng/ml) systém 5 - 1

OA 1 695 302 2,301

OA 2 1094 412 2,655

OA 3 1070 557 1,921

OA 4 75 1129 0,066

OA5 814 356 2,286

OA B 959 276 3,475

OA7 983 311 3,161

Stfedni hodnota 812.9 477,6 2,267

Tabulka 13

Vzorek Systém 1 -3 Systém 5 - 1 Systém 1 - 3/
(ng/ml) (ng/mi) systém 5 - 1

Normaini 1 475 199 2,387

Normalni 2 578 249 2,321

Normalni 3 802 232 3,457

Normalni 4 983 384 2,560

Normalni 5 520 284 1,831

Normaini 6 624 215 2,902

Stredni hodnota 663,7 260,5 2,576

Zastupuje:



10

15

20

25

_52 - oo oo L]

W A3 267

PATENTOVE NAROKY

Protilatka proti osteopontinu ktera mize inhibovat vazbu mezi
integrinem rozpoznavajicim misto aminokyselinové sekvence
RGD a osteopontinem nebo jeho fragmentem, a ktera mlze také
inhibovat vazbu mezi integrinem rozpoznavajicim misto
aminokyselinové sekvence SVVYGLR nebo odpovidajici

ekvivalentni sekvenci a osteopontinem nebo jeho fragmentem.

Protilatka proti osteopontinu kterd mdze inhibovat vazbu mezi
integrinem rozpoznavajicim misto aminokyselinové sekvence
RGD a osteopontinem nebo jeho fragmentem, a ktera muze také
inhibovat vazbu mezi «9p1 integrinem a osteopontinem nebo

jeho fragmentem.

Protilatka proti osteopontinu kterd mudze inhibovat vazbu mezi
integrinem rozpoznavajicim misto aminokyselinovoé sekvence
RGD a osteopontiem nebo jeho fragmentem, a ktera mulze take
inhibovat vazbu mezi a4 integrinem a osteopontinem nebo jeho

fragmentem.

Protilatka proti osteopontinu kterd mizZe inhibovat vazbu mezi
integrinem rozpoznavajicim misto aminokyselinové sekvence
RGD a osteopontinem nebo jeho fragmentem, a ktera mulze také
inhibovat vazbu mezi «9p1 integrinem a osteopontinem nebo
jeho fragmentem, a vazbu mezi o4 integrinem a osteopontinem

nebo jeho fragmentem.
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Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z naroklt 1 az 4,

kde timto fragmentem je N-koncovy fragment osteopontinu.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narok( 1 az 5,
kde tato protilatka je vytvofena proti peptidu obsahujicimu
gasteénou aminokyselinovou sekvenci RGDSVVYGLR jako

antigenu.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narokl 1 az 6,
kde tato protilatka je vytvofena proti peptidu obsahujicimu
gaste€nou aminokyselinovou sekvenci RGDSVVYGLRS jako

antigenu.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narok(l 1 az 7,
kde tato protilatka je vytvofena proti peptidu
VDTYDGRGDSVVYGLRS jako antigenu.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narokli 1 az 5,
kde tato protilatka je vytvofena proti peptidu obsahujicimu
gasteénou aminokyselinovou sekvenci RGDSLAYGLR jako

antigenu.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narokd 1 az 5,
kde tato protilatka je vytvofena proti peptidu
CVDVPNGRGDSLAYGLR jako antigenu.
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Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narok(t 1 az 10,

kde tato protilatka je monoklonalni protilatka.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narokl 1 az 8,

kde tato protilatka je humanizovana protilatka.

Protilatka proti osteopontinu podle nékterého z narok 1 az 8,

kde tato protilatka je protilatka lidského typu.

Farmaceuticky prostifedek pro |&éCeni autoimunitnich
onemocnéni, vyznadujici se tim, Ze jako
aginnou latku obsahuje protilatku proti osteopontinu podle

nékterého z narokl 1 az 13.

Farmaceuticky prostfedek pro léCeni revmatismu,
vyznaéujici se tim, ze jako acinnou latku
obsahuje protilatku proti osteopontinu podle nékterého z narokl
1az 13.

Farmaceuticky prostfedek pro léceni revmatoidni artritidy,
vyznadujici se tim, ze jako Gcinnou latku
obsahuje protilatku proti osteopontinu podle nékterého z narokd
1az13.

Farmaceuticky prostiedek pro IéCeni osteoartritidy,
vyznadujici se tim, Ze jako ucinnou latku
obsahuje protilatku proti osteopontinu podle nékterého z narokd
1az 13.
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Zpusob léCeni autoimunitnich onemocnéni, ktery zahrnuje
podavani protilatky proti osteopontinu podle nékterého z naroku

1 az 13 pacientovi s autoimunitnimi onemocnénimi.

Zplsob léceni revmatismu, ktery zahrnuje podavani protilatky
proti osteopontinu podle nékterého z narokd 1 aZz 13 pacientovi

s revmatismem.

Zplsob |é&eni revmatoidni artritidy, ktery zahrnuje podavani
protilatky proti osteopontinu podle nékterého z narokt 1 az 13

pacientovi s revmatoidni artritidou.

Zplsob lé&eni osteoartritidy, ktery zahrnuje podavani protilatky
proti osteopontinu podle neékterého z narokt 1 az 13 pacientovi

s osteoartritidou.

Zplsob screeningu na léCivo pro léceni autoimunitnich
onemocnéni, vyznadéujici se tim, Ze zahrnuje
vyhodnoceni testované slouceniny z hlediska stupné inhibice
vazby mezi mistem sekvence RGD osteopontinu a integrinem

a/nebo vazby mezi mistem sekvence SVVYGLR a integrinem.

Zplisob screeningu na 1éCivo pro léceni revmatismu,
vyznadcujici se tim, Ze zahrnuje vyhodnoceni
testované slougeniny z hlediska stupné inhibice vazby meazi
mistem sekvence RGD osteopontinu a integrinem a/nebo vazby

mezi mistem sekvence SVVYGLR a integrinem.
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Zplsob screeningu na léCivo pro lé¢eni revmatoidni artritidy,
vyznacujici se tim, zZe zahrnuje vyhodnoceni
testované slouéeniny z hlediska stupné inhibice vazby meazi
mistem sekvence RGD osteopontinu a integrinem a/nebo

mistem sekvence SVVYGLR a integrinem.

Zplsob screeningu na lécivo pro légeni osteoartritidy,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje vyhodnoceni
testované sloudeniny z hlediska stupné inhibice vazby mezi
mistem sekvence RGD osteopontinu a integrinem a/nebo

mistem sekvence SVVYGLR a integrinem.

Protilatka proti isoformé& OPN, kterad je pfipravena ponechanim
peptidového fragmentu odpovidajiciho isoformé& OPN navazat se
na biopolymerni slou¢eninu, imunizaci zvirete ziskanym

navazanym produktem a izolaci protilatky ze zvirete.

Protilatka proti isoform& OPN podle naroku 26, kde uvedenym
peptidovym fragmentem odpovidajicim isoform& OPN je peptid

nasledujiciho vzorce (1), (2) nebo (3):
CVDTYDGRGDSVVYGLRS (1)
KSKKFRRPDIQYPDATDEC (2)

IPVKQADSGSSEEKQC (3).

Diagnosticka metoda pro rozliSeni zanétlivych abnormalit mezi
revmatoidni artritidou a osteoartritidou, ktera zahrnuje detekci
N-koncového fragmentu OPN, a detek¢ni kit pro provadéni této

metody.
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Metoda rozliseni zanétlivych abnormalit podle naroku 28, kde
tato metoda zahrnuje pouziti tekutiny z kloubni dutiny nebo

plasmy, a detekéni kit pro provadéni této metody.

Detekeni kit  pro zjistovani  zanétlivych abnormalit,
vyznadéujici se tim, Zze obsahuje kombinaci
prvniho imunodetekéniho €inidla vyuzivajiciho sady dvou ze tFi
typl uvedenych protilatek proti isoformé OPN podle naroku 27
s druhym imunodetek&nim ginidlem vyuzivajicim dalsi sady dvou

ze tfi typU uvedenych protilatek.

Deteké&ni kit pro zjistovani zanétlivych abnormalit podle naroku
29, vyznadcujici se tim, Zze uvedené dvatypy
protilatek pro pouziti v prvnim imunodetekénim ¢inidle jsou
protilatky  proti  peptiddm individualné reprezentovanym

nasledujicimi vzorci (3) a (2):
IPVKQADSGSSEEKQC (3)
KSKKFRRPDIQYPDATDEC (2); a

uvedené dva typy protilatek pro pouziti v druhém
imunodetekénim  ginidle jsou protilatky proti  peptidim
individualné reprezentovanym nasledujicimi vzorci (1) a (3):

CVDTYDGRGDSVVYGLRS (1)

IPVKQADSGSSEEKQC (3).

Pouziti protilatky proti osteopontinu podle nékterého z narokd 1
az 13 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro léceni

autoimunitnich onemocnéni.
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Pouziti protilatky proti osteopontinu podle nékterého z narok{ 1
az 13 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro léceni

revmatismu.

Pouziti protilatky proti osteopontinu podle nékterého z naroku 1
a7 13 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro léceni

revmatoidni artritidy.

Pouziti protilatky proti osteopontinu podle nékterého z narokd 1
az 13 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro léceni

osteoarthritidy.

Zastupuje:
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VYPIS SEKVENCI

<{110> Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd.
Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

{120 Amti-osteopontin antibody and use thereof
<130> PF-020002-WO

<{140)
{141

<{150) JP 2001-290700
<{151> 2001-09-25

<1507 JP 2001-107578
<151> 2001-04-05

{160> 18
<{170) PatentIn Ver. 2.1

2100 1

211> 18

<{212> PRT

<{213> Artificial Sequence

<2207
<223)> Description of Artificial Sequence:(1) hOPN5

<400 1
Cys Val Asp Thr Tyr Asp Gly Arg Gly Asp Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5 10 15

Arg Ser

210> 2

<211 19

<212 PRT

<{213> Artificial Sequence

<2207
{223> Description of Artificial Sequence:(2) hOPN3

- LT
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<400> 2
Lys Ser Lys Lys Phe Arg Arg Pro Asp Ile Gln Tyr Pro Asp Ala Thr
1 5 10 15

Asp Glu Cys

<2107 3

211> 16

{212) PRT

{213> Artificial Sequence

<2200 .
<223> Description of Artificial Sequence:(3) hOPN1

<400 3
Ile Pro Val Lys Gln Ala Asp Ser Gly Ser Ser Glu Glu Lys GIn Cys
1 5 10 15

<2100 4

<{211> 35

{212> DNA

<{213> Artificial Sequence

<220>
{223> Description of Artificial Sequence:OPN-5

<400 4 _
cgggatccac taccatgaga attgeagtga tttge 35

<2100 5

211> 36

{212> DNA

{213> Artificial Sequence

{2207
{223> Description of Artificial Sequence:OPN-3

<400 5
ccgetegagt taattgacet cagaagatge actate 36
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<210> 6

211> 37

<{212> DNA

<213> Artificial Sequence

<2207
{223> Pescription of Artificial Sequence:OPNct-3

<4007 6
acacagcatt cttttccaca gaacttccag aatcage 37

<2107 7

{211 35

<212> DNA

{213> Artificial Sequence

<2207
<223> Description of Artificial Sequence:OPNct-5

<400> 7
tgaggaaaag aatgctgtgt cctctgaaga aaacc 35

210> 8

{211 32

<{212> DNA

{213> Artificial Sequence

<2200
{223> Description of Artificial Sequence:OPNnh-3

<4007 8
gectegagtt acctecagtee ataaaccaca ct 32

{2107 9

<211 31

(212> DNA

<{213> Artificial Sequence

{2207 A
(223> Description of Artificial Sequence’OPNch-3

<4007 9
tcttagattt ggcacaggtg atgectagga g 31
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<2107 10

211> 31

{212> DNA

{213> Artificial Sequence

<2200
<{223> Description of Artificial Sequence:OPNch-5

<400> 10 ' ‘
cacctgtgee aaatctaaga agtttcgeag a 31

<2107 11

{211> 18

{212> PRT

{213> Artificial Sequence

220>
<{223> Description of Artificial Sequence:peptidel

<400> 11
Cys Val Asp Thr Tyr Asp Gly Arg Gly Asp Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5 10 15

Arg Ser

<{210> 12

211 17

<{212> PRT

<{213> Artificial Sequence

{2200
{223> Description of Artificial Sequence'peptide2

<400> 12
Cys Ile Asp Ser Gln Glu Leu Ser Lys Val Ser Arg Glu Phe His Ser
1 5 10 ' 15

His
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<210> 13

211> 17

<212> PRT

<{213> Artificial Sequence

{220
{223 Pescription of Artificial Sequence:M5peptide

<400> 13 :
Cys Val Asp Val Pro Asn Gly Arg Gly Asp Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10 15

Arg

210> 14
211> 7
<{212> PRT"
<{213> Artificial Sequence

{220
{223> Description of Artificial Sequence:fragment

peptide

<400> 14
Ser Val Val Tyr Gly Axg Leu
1 5

{2100 15

211 11

<{212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220
<223> Description of Artificial Sequence:fragment

peptide

<400> 15
Arg Gly Asp Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

{2107 16
{211) 17
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<212> PRT
<{213> Artificial Sequence
<220
<{223> Description of Artificial Sequence:fragment
peptide '
<400 16
Val Asp Thr Tyr Asp Gly Arg Gly Asp Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg
1 o 10 15
Ser
<2107 17
21D 11
<{212> PRT
<{213> Artificial Sequence
{220, ‘
<{223> Description of Artificial Sequence:fragment
peptide
<400> 17
Arg Gly Asp Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10
<210> 18
211> 17
<212> PRT
<{213> Artificial Sequence
<2207
<223> Description of Artificial Sequence:fragment
peptide
<4007 18
Val Asp Thr Tyr Asp Gly Arg Gly Asp Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10 15

Ser
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Obr. 2
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Obr. 3a
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Obr. 4
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Obr. 6
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Obr. 8
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