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(57) Anotécia:
Je opisané protildtka uginna proti epitopu, kédovanému va-
riantnym exénom v6 génu CD44, produkovana hybridémo-
vou bunkovou liniou DSM ACC2174, ktora je vhodna na
pouZitie v terapii, v diagnostickych postupoch, ako je adsor-
bentova imunoanalyza alebo réddioimunoanalyza a na dia-
gnostiku nadorov.
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Oblast’ techniky

Vyndlez sa tyka monoklonalnej protilatky proti epitopu,
ktory je kodovany variantnym exénom vé génu CD44, od
nej odvodenych protilatkovych molekil a pouZitia uvedenc;
protilatky v diagnostike a terapii.

Doterajsi stav techniky

Nedavno sa ukazalo, %e expresia variantov povrcho-
vych glykoproteinov CD44 je potrebné a postatujlica na u-
volnenie takzvaného spontdnneho metastizového spravania
sa tak nemetastazovanych pankreasovych-adenokarcinémo-
vych bunkovych linii krys, ako aj nemetastazovanych fib-
rosarkomovych bunkovych linii krys (Gunthert et al.,
1991). Zatial' ¢o najmendie CD44-izoformy a Standardné
formy CD44s (alebo CD44std) sa rovnomerne exprimuju v
celom rade roznych tkaniv vratane epitelovych buniek, ur-
&ité Stepné varianty CD44 (CD44v, CD44var) sa exprimuji
iba v jednej podskupine epitelovych bunick. Uveden¢
CD44 varianty sa mdZu pripravovat alternativnym Stiepe-
nim tak, ¢ sa z CD44s celkom vystrihni sekvencie 10 e-
xénov (vl az v10), ktoré mozu byt vo vat3ich variantoch
pritomné v rozli¢nych kombindcidch (Screaton et al,, 1992;
Tolget al., 1993; Hofmann et al., 1991). Varianty sa rozli-
$ujit tym, e na jednom urditom mieste vonkajsej bunkovej
Zasti proteinu su vlozené rozdielne aminokyselinové sek-
vencie. Takéto varianty mono nachadzat’ v réznych bun-
kéch Pudskych nidorov a v Pudskych nadorovych tkani-
véch. Takto sa zistila expresia CD44-variantov v priebehu
kolorektalnej karcinogenézy (Heider et al., 1993a). Expre-
sia CD44-variantov chyba v normilnom ludskom trdmco-
vom epiteli a iba slaba cxpresia je zistitelna v proliferuji-
cich kryptovych bunkéch. V neskor3ich $tadiach Sirenia na-
dorov, napriklad adenokarcinémov, vietky exprimuji ma-
ligne zvrhnuté varianty CD44. Silnu tkanivovi expresiu va-
riantov CD44 mozno tieZ zistit' v agresivnom ne-Hodgkino-
vom lymféne (Koopman et al., 1993).

Ex6n v6 mé osobitnt ilohu najmé pri metastézovom §i-
reni (Rudy et al., 1993). Na zvieracom modeli mdZe proti-
ltka proti v6-$pecifickému epitopu brzdit' kolonie metasté-
zujucich bunick a rast metastaz. (Seiter e al., 1993). Pri
kolénovych nadoroch koreluje expresia v-6 s rozvijanim
nadoru. Pri alodo&nych nadoroch je expresia v-6 doleZi-
tym diagnostickym znakom pri diferencovani medzi na-
dormi intestinalneho typu a nadormi difiizneho typu (Hei-
der et al., 1993b). V naposledy uvedenych dvoch pracach
sa expresia v-6 stanovovala pomocou protilétok proti v6-
Specifickému epitopu.

Monoklonalna protilatka proti epitopu, ktory je kédo-
vany exénom v-6 je v sifasnom stave techniky znama
(Hofmann et al., 1991; Wiclenga et al., 1993). Z hladiska
vysokych potencialnych vytazkov, ktoré tieto protilatky v
diagnostike a terapii mdZu mat, vzniké vysoka potreba
protilatok, ktoré by mali zlepSené vlastnosti.

Podstata vynalezu

Ulohou tohto vynalezu je priprava protilatky, ktord by
mala zlepSené vlastnosti v porovnani so mdmymi v6-
Specifickymi protilatkami.

Uvedené tloha sa tymto vynalezom vyriedila. Podstatu
vynalezu tvori protilitka s oznatenim VFF-18. Podstatu
vynalezu tvori aj hybridémova bunkové linia, ktora uvede-
nt protilatku vyluduje a ktord je ulozend v zbierke pod Cis-

lom DSM ACC2174 u DSM - Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismem und Zellkulturen GmbH, Mescheroder
Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Spolkova republika Ne-
mecko.

V dalSom textc sa vyrazom protilatka alebo molekula
protilétky nerozumie iba Gpiny imunoglobulin, ale z pohla-
du vizbovej Specifickosti a afinity aj ekvivalentné latky, a-
ko st opisované derivaty protilatky a rekombinantné mole-
kuly protilatky.

Protilatka VFF-18 podla tohto vyndlezu sa pripravi
sposobom, aky sa uvédza v priklade 1. Protilatka sa moZe
d'alej ziskat z uloZenej hybridémovej bunkovej linie. Od-
bornikom v danej oblasti je zrejma mozZna priprava derivé-
tov protilatky podla tohto vynalezu, alebo - vychadzajic z
vysledkov analyzy sekvencii uvedenych protilatok, a/alebo
pouitim hybridémovej bunkovej linie, ktora tieto protilat-
ky produkuje - ako ziskat rekombinantné molekuly proti-
latky s rovnakym idiotypom, to znamend molekuly proti-
latky, v ktorych sa nachadzaj v oblastiach urdujtcich anti-
génové vizbové miesto (,complementarity-determining re-
gions®, CDR) rovnaké sekvencie aminokyselin ako v pro-
tilatke VFF-18. Uvedené derivaty a rekombinantné proti-
latkové molekuly st preto vyslovne zahrnuté do tohto pa-
tentu.

Z tplného imunoglobulinu protilatky VFF-18 sa napri-
klad mdzu pripravit fragmenty Fab- alebo F(ab'),, alebo
dalsie fragmenty (Kreitman et al, 1993). Na vyuZitie v
diagnostickych postupoch sa VVF-18 protilitkové mole-
kuly, ich fragmenty alebo rekombinantné molekuly proti-
latky s rovnakym idiotypom mdzu viazat’ napriklad s rédio-
aktivnym izotopom 131 Uy 9mT¢ alebo s radioaktivnymi
zluteninami (Larson et al., 1991; Thomas ef al., 1989; Sri-
vastava, 1988), enzymami, ako je peroxidéza alebo alkalic-
ka fosfataza (Catty et Raykundalia, 1989), s fluorescent-
nymi farbivami (Johnson, 1989) alebo molekulami biotinu
(Guesdon et al., 1979). Na terapeutické poutitie sa VFF-18
alebo odvodené molekuly protilatky VVF-18 mdzu viazat s
toxinmi (Vitetta et al., 1991; Vitetta et Thorpe, 1991; Kre-
itman et al, 1993; Theuer et al., 1993), cytostatikami
(Schrappe et al., 1992), pro-lietivami (Wang ez al., 1992;
Senter ef al., 1989) alebo s radioaktivnymi latkami. Proti-
litka sa d'alej mdZe viazat s cytokinom alebo inym imu-
nomodulujicim polypeptidom, napriklad s nadorovym ne-
kr6znym faktorom alebo interleukinom -2.

Odbornik v danej oblasti je po analyze sekvencie ami-
nokyselin protilatky VFF-18 a/alebo pouZitim hybridémo-
vej bunkovej linie, ktoré uvedeni: protilatku produkuje, o-
sobitne ktora obsahuje geneticka informaciu, schopny pri-
pravit’ rekombinantné protilatkové molekuly rovnakého i-
diotypu, ako je VFF-18. Uvedené rekombinantné molekuly
mézu napriklad byt humanizované protilatky (Shin et al.,
1989; Giissov a Seeman, 1991), biSpecifické protilatky
(Weiner et al., 1993; Goodwin, 1989), jednoretazcové pro-
tilatky (,,single-chain-antibody*, scFv, Johnson a Bird,
1991), tiplny alebo fragmentovany imunoglobulin (Coloma
et al., 1992; Nesbit ef al., 1992, Barbas et al., 1992), alebo
spdsobom ,,mie$ania“ refazcov (,chain-shuffling®) pripra-
vené protilatky (Winter et al., 1994). Humanizovana proti-
latka sa moze pripravit napriklad CDR-§tepenim
(EP 0239400). MdZu sa tiez modifikovat' ramcové oblasti
(EP 0519596). Na humanizovanie protilitok sa v si¢asnosti
moZu vyuZit spbsoby, ako je PCR (pozri napriklad
EP 0368684; EP 0438310; WO 9207075) alebo potitalové
modelovanie (pozri napriklad WO 9222653). Mozu sa pri-
pravit tie? fiizované proteiny, napriklad jednoretazcova
(..single-chain®) protilatka/toxinom fazovany protein (Cha-
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udhary et al., 1990; Friedman et al., 1993). Uvedené mole-
kuly protilatky si preto tieZ zahrnuté do vynélezu.

Odbormnikom skisenym v danej oblasti je tieZ zrejmé,
ako ziskat' presny epitop od VFF-18 a ako pripravit’ ekvi-
valentnG protilatku s rovnakou vizbovou 3pecifickostou.
Madze sa to vykonat napriklad $tadiom vizby peptiduy, a a-
ko sa objastiuje v priklade 2, iba zmenou peptidu Hul. Taka
protilatka sa tieZ zahfila do tohto vynalezu.

Dalsi aspekt tohto vyndlezu je pouzitic VFF-18 alebo
od VFF-18 odvodenych alebo ekvivalentnych molekul pro-
tilatky v diagnostike a v terapii.

Diagnostické postupy mdZu byt zndme diagnostické
spdsoby s vyuZitim molekal protilatky podla tohto vynéle-
zu, napriklad enzymové imunoadsorbentova analyza (ELI-
SA, Catty a Raykundalia, 1989), radioimunoanalyza (Catty
a Murphy, 1989), imunohistochemické postupy (Heider et
al., 1993b), alebo imunopijakovanie (,,Western blotting™).
Uvedené postupy sa mdZu ilelne vykonavat' s tkanivami
odobratymi z tela alcbo s tclovym tckutinami, napriklad z
biopsie. VySetrenie sa moZe vykondvat' na urovni kvalita-
tivnej, polokvantitativnej alebo kvantitativnej. Uvedena
protilatka alebo molekula protilatky sa pritom méZe pouZit
napriklad sposobom, aky sa v &asti Doterajii stav techniky
opisal pre ina v6-8pecifickt protilatku (WO 9500851), pri-
fom prednostné vlastnosti protilatky podla tohto vynalezu
alebo molekuly protilatky podl'a tohto vynalezu znamenaj
vyznamné zlep$enie uvedenych postupov.

Popri in vitro diagnostike si molekuly protilatky podla
tohto vynalezu tieZ vhodné na in vive diagnostiku, najmé
nédorov. Ak molekula protilatky je nosi¢om detegovatel-
ného znatkovata, potom detekcia znalkovaga umoZiluje
diagnostiku napriklad zobrazovanim nadorov in vivo (,,I-
maging®), alebo napriklad umoZiiuje radiopodporovani
chirurgiu (,,radioguided surgery“). Na pouZitie protilatok v
spojeni s radioaktivnymi izotopmi na imunoscintilografiu
(,,Imaging®) jestvuje napriklad cely rad postupov, na zakla-
de ktorych modze odbornik v danej oblasti vykonat' usku-
to¢nenie tohto vynalezu (Siccardi et al., 1989; Keenan et
al., 1987; Perkins a Pimm, 1992; Colcher et al., 1987;
Thompson et al., 1984).

Terapeutické pouZitic mdZe byt’ napriklad obdobné po-
uZitiu protilatky 1.1ASML (Seiter ez al., 1993). PouZitie
méZe pritom byt bud’ systémové alebo topikalne, napriklad
intraven6zne (ako bolus alebo dlhodoba infiizia), intrape-
ritoneélne, intramuskularne, subkutanne alebo inymi injek-
ciami/infaziami. MoZno pdsobift tieZ na jednotlivé organy
alebo udy. Protokoly podavania protilatok ( v spojeni s
izotopmi alebo neviazanych s inymi latkami), ako je uplny
imunoglobulin, fragment, rekombinantnd chiméma mole-
kula alebo iné, sa pri si¢asnom stave techniky tohto odboru
zn4me (Mulshine ef al., 1991, Larson et al., 1991; Vitetta a
Thorpe, 1991; Vitetta ef al., 1991; Breitz et al., 1992; Press
et al., 1991; Weiner et al., 1989; Chatal er al., 1989; Sears
et al., 1982).

Vyhodnejiie vlastnosti protilatky VFF-18 v porovnani s
inymi proti-CD44v6 protilatkami sa opisuja v prikladoch 2
az4.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1: Schematické znazornenie GST-CD44(v3 az
v10)- fazovych proteinov. GST = glutatién-S-transferdza z
Schistosoma japonicum, v3 az v10 = variantna inzercia ke-
ratinocytov-CD44. Sipka vyznatuje trombinové 3tiepne
miesto.

Obrazok 2: Porovnanie sekvencie exénu v6 génu CD44
u ¢loveka a krysy. Sekvencie peptidov Ral a Hul, na ktoré
sa viazu protilatky 1.1ASML (proti-krysi CD44v6) a VFF-
-18 (proti-humanny CD44v6) st zvyraznené tunymi pis-
menami. Rovnaké aminokyseliny st oznacené hviezditkou.

Obrazok 3: Vizba CD44v6-§pecifickych protilatok na
synteticky peptid. Vizba protilatky na uvedeny peptid sa
stanovila enzymovou imunoadsorbentovou analyzou ELISA,
pri ktorej sa peptid imobilizoval a potom sa inkuboval roz-
tokom protildtky. Po prislu$nom premyvani sa viazana pro-
tilatka dokazovala pomocou protimySacej-IgG-protilatky,
konjugovanej s peroxidazou. (A): v prvom pokuse sa doka-
zovala vidzba pre krysy-CD44v6 3pecifickej protilatky
1.1ASML na peptid Ral (KWFEN EWQGK NPPT). (B): V
d'aldom pokuse sa k Ral homolégnemu peptidu z l'udskej
CD44v6-sekvencie  syntetizovali rdzne proti-huménne-
CD44v6-hybridémy, ktoré sa viazali na peptid Hul
(QWFGN RWHEG YRQT). Pritom sa ukazalo, Ze VFF-18
sa zretelne lep3ie viaZe na peptid ako zvylajne pouZivana
protilatka. (C): Na kvantitativne vyhodnotenie sa uvedené
pokusy opakovali s réznymi koncentraciami ¢istenych pro-
tilatok. Aj pri tychto pokusoch sa ukéazalo, ze VFF-18 mé
vy$3iu vizbovu afinitu ako iné protilatky.

Obrazok 4; Vizba radioaktivne znatkovanej protilatky
na nadorové bunky. Tri protilatky VFF-7 (anti-v6), VFF-8
(anti-v5) a VFF-18 (anti-v6) sa radioaktivne oznadili po-
mocou N-sukcinimyl[2,3-*H]propionatom a pouZili sa na
skasky vzniku védzby na roéznych liniach nadorovych bu-
niek. PouZili sa nasledujice bunkové linie: CHO-CD44var:
rekombinantna bunkova linia kre¢ka (z vaje¢nika ¢inskeho
Skrecka); Pudské varianty CD44 (exony v3 az v10), expri-
mované na povrchu; HCT-116, CX-1, HT-29, CaCo, CO-
1.0 205: linie Pudského kolénového karcinému; A431: linia
Tudského karcinému dlazdicového epitelu. Obrazok pouka-
zuje na Specifickost’ vizby protilatky na rozne bunkové li-
nie. Zatial fo vidzba vé-3pecifickej protilatky VFF-7 a
VFF-8 na rekombinantni bunkovi liniu CHO-CD44var le-
#i v rémci rovnakého poriadku, na linii nidoru protilatka
ma vel'mi rozdielne vazbové vlastnosti. V ojedinelych pri-
padoch sa pozorovala iba vizba VFF-18 a v obmedzenom
rozsahu vizba VFF-8 (HT-29, CaCo, COLO 205), ri ostat-
nych liniach buniek viazanie VFF-18 bolo zretel'ne lepsie
ako VFF-7.

Obrazok 5: Dokaz rozpustnych variant CD44, ktoré ob-
sahuji exén v6 v f'udskom normélnom sére. V sendvitovej
enzymovej imunoadsorbentovej analyze ELISA sa na pre-
vrstvenie pouZili tri v6-Specifické protilatky VFF-4, VFF-7
a VFF-18. Vo v8etkych troch pripadoch sa pouZila s pero-
xiddzou konjugovand CD44std-3pecifickd protilatka (BU-
52, std = standard) ako dokazovana protilatka. Zist'oval sa
signal z dvoch Pudskych normélnych sér pri réznom zrie-
deni (skasky (A) a (B)).

V obidvoch pripadoch mozno pre VFF-18 pozorovat' vyz-
namne silnej$i signal ako pre obidve d’alSie protilatky.

Obréazok 6: Hodnoty séra CD44 variantov, obsahuju-
cich v6. Dvoma réznymi enzymovymi imunoanalyzami E-
LISA sa stanovil obsah rozpustného CDd4var v sérach
Siestich zdravych darcov. V jednej skaSke sa na prevrstve-
nie pouzil VFF-7, v druhej VFF-18. Obidve protilatky ro-
zoznavali exén v6, Ako porovnavaci materidl v obidvoch
pripadoch sluzili v CHO-bunkéch ziskané rekombinantné
rozpustné CD44 varianty (exon v3 aZ v10). Enzymova i-
munoanalyza VFF-18 mala v priemere 3,5-ndsobne vy38iu
hodnotu ako enzymovéa imunoanalyza VFF-7. To znamen4,
Ze do séra prichadzajuce rozpustné CD44var z VFF-18 su
lepsie rozoznéavané ako z VFF-7.
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Priklady uskuto€nenia vyndlezu

Priklad 1
Priprava monoklonalnej protilatky VFF-18
Klonovanie pGEX-fuzovych proteinov

Uplné variantné oblast HPKII typov od CD44v (Hof-
mann et al., 1991) sa pomocou polymerazovej retazcovej
reakcie (PCR) amplifikovala z Tudského keratinocytu-
cDNA. Pouzili sa obidva PCR-priméry 5'-CAGGCTGGG-
AGCCAAATGAAGAAAATG-3', polohy 25 az 52, a 5'-
TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTTGGA-3', po-
lohy 1013 az 984 LCL97-variantnej oblasti, ako ju opisal
Hofamnn et al., obsahujice EcoRI-rozoznavacie miesto a
PCR produkt sa priamo pouZil na klonovanie do vektora
pGEX-2T (Smith ef al., 1988). Vysledny kon3trukt (pGEX
CD44v HPKII, v3 az v10) kéduje pre fliizovy protein s asi
70 kD, pozostavajici z glutation-S-transferdzy z Schisto-
soma japonicum a ex6nov v3 aZ v10 Fudského CD44 (ob-
raz 1; Heider et al., 1993). Fizovy protein sa exprimoval v
E. coli a naslednc sa Cistil na zdklade afinity cez glutation-
agarézu (Smith et al., 1988).

Imunizicia a vyber

Sami¢ky Balb/c my3i sa imunizovali intraperitoneélne s
afinitne vy&istenym filzovym protefnom podra nasledujicej
schémy:

1. imunizacia: 90 pg fazového proteinu v Gplnom Freundo-
vom adjuvans

2. a 3. imunizacia: 50 pg fizového proteinu v nedplnom
Freundovom adjuvans.

Imunizacie sa vykonavali s odstupom vzdy 4 tyZdiov.
14 dni po poslednom imunizovani sa zvierat4 este v troch
po sebe iducich ditoch imunizovali vzdy s 10 pg fuzového
proteinu v PBS. Na d'al$i defi sa pomocou polyetyléngly-
kolu 4000 fuzovali slezinové bunky zvierat'a, ktoré malo
vys3i protilatkovy titer, s P3.X63-Ag8.653 myelémovymi
bunkami my3i. Hybriddmové bunky sa selektovali na mik-
rotitradnych platniach v prostredi HAT (Kohler a Milstein,
1975; Kearney et al., 1979).

Stanovenie protilatkového titra v séru alebo vyber hyb-
ridémov sa vykonal pomocou ELISA. Pri tejto skudke sa
mikrotitraéné platne najprv prevrstvili s fizovym protei-
nom (GST-CD44v3 az v10) alebo iba glutation-S-transfe-
razou. Nasledne sa platne inkubovali vzorkami séra v sé-
riovom riedeni alebo preZitymi hybridomami a stanovovala
sa Specifické protilatka pomocou s peroxiddzou konjugova-
nych protitatok proti imunoglobulinu my3i. Hybridémy,
ktoré reagovali iba s glutation-S-transferazou sa odvrhli.
Ostévajtica protilatka sa najprv charakterizovala pomocou
techniky ELISA s doméno¥pecifickymi fiizovymi protein-
mi (exon v3, exon v5 + v6, exén v6 + v7, exon v8 + v10)
(Koopman et al., 1993). Imunochemickd u¢innost’ uvede-
nych protilatok sa skusala na l'udskych koznych Stepoch.
Protilitka VFF-18 sa identifikovala pomocou vizby na
synteticky peptid Hul (QWFGNRWHEG YRQT). Sekven-
ciu peptidu Hul tvor{ fragment I'udského CD44-exonu v6.

Priklad 2
Vizba CD44v6-$pecifickych protilitok na synteticky pep-
tid

Vizba CD44vé-$pecifickej protilatky na synteticky
peptid sa stanovovala pomocou enzymovej imunoadsor-
bentovej analyzy ELISA.

Roztoky:
Prevrstvovaci tlmivy roztok: 0,05 M roztok uhli¢itanu sod-
ného, pH 9,6

Analyt. timivy roztok: PBS (fosfatom timeny sol'ny roztok)
0,5 %-ny BSA (albumin bovinného séra)
0,05 %-ny Tween 20
Substratovy roztok: Fa Kierkegaard & Perry Laboratories,
Gaitherburg MD, USA,
TBM peroxidazovy substrat:
peroxidazovy roztok B (H,O,) 12 1.
Peptid (50 pug.mi” v prevrstvovacom timivom roztoku)
sa cez noc imobilizoval na NUNC Maxisorp mikroplatniach
(1.1ASML) alebo na Acti-A-platniach firmy Bio Products
(VFF-protilatka) pri 4 °C. V pripade Acti-A-platni bol peptid
na platiiu viazany kovalentne. Platne sa potom premyli s
PBS/0,05 %-ny Tween, vol'né adsorpné miesta na povrchu
platni sa blokovali analytickym tlmivym roztokom (1 hodinu
pri teplote miestnosti) a platne sa opat premyli s PBS/0,05
%-nym Tween 20. Platne Activ-A sa po blokovani reduko-
vali pomocou 10 mM bérhydridu sodného v 20 mM roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného pri pH 9,0 (1 hodinu pri teplote
miestnosti za pretriasania) a nasledne sa trikrat premyli s
PBS/0.05 %-nym Tweenom 20. Potom sa do jamiek vloZili
hybridémy alebo roztoky protilatky v analytickom tlmivom
roztoku v koncentréciach medzi 0,02 a 10 pg.ml™ a platne sa
2 hodiny inkubovali pri teplote miestnosti na pristroji na pre-
triasanie platni. Potom sa platne oplachli trikrat s PBS/0,05 %-
-ny Tween 20. Potom sa pridala protimy3acia-IgG-protilatka
konjugovana s chrenovou peroxiddzou, 100 pl na jamku, vo
vhodnom zriedeni v analytickom tlmivom roztoku. Po dvoj-
hodinovej inkubdcii pri teplote miestnosti na triasatke platni
sa platne trikrat premyli s PBS/0,05 %-ny Tween 20 a vyfar-
bili sa substratovym roztokom. Po 10 aZ 15 minvtach sa vy-
vijanie zastavilo 2 M roztokom kyseliny sirovej a pomocou
fotometra sa merala absorbancia pri 450 nm (vztaZzné mera-
nia pri 690 nm).
Pri prvom pokuse sa stanovila vizba krysich CD44v6-
-¥pecifickych protildtok 1.1ASML na peptid Ral (KWFEN
EWQGK NPPT) - (Tabul’ka 1, obrazok 3(A)).

Tabulka 1
11 ASI\_/IIL Absorbancia
pg.mi
10,00 1,652
5,00 1,702
2,50 1,658
1,25 1,595
0,63 1,502
0,31 1,211
0,16 0,971
0,08 0,686
0,04 0,458
0,02 0,270

V dal¥om pokuse sa syntetizoval k Ral homologny
peptid z Pudského CD44v6 sekvencie (Hul, QWFGN
RWHEG YRQT). Na Hul boli viazané rozne proti-
huméanne-CD44v6-protilatky. Pri tom sa zistilo, ze VFF-18
ma prekvapujiico vy3Siu vizbovi afinitu v porovnani s d’al-
$imi pouzitymi protilatkami (Tabulka 2, obrazok 3 (B)).

Tabulka 2
Protilatka | Absorbancia
VFF-2 0,067
VFF-4 1,333
VFF-7 0,199
VFF-18 2,384

Na kvantitativne vyhodnotenie sa na peptid Hul viazali
osobitne vytistené proti-huméanne-CD44v6-protilatky v
rdznych koncentraciach. Aj tu sa zretelne ukazala lepSia
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vézbova afinita v porovnani s dalsimi protilatkami (Tabul™-
ka 3, obrazok 3 (C)).

Tabulka 3

ng.mlT | VFF-4 | VFF-7 | VFF-18
10,000 | 1,225 | 0,247 | 2320
3,333 | 1,404 | 0226 | 2,550
1,111 | 0,853 | 0,094 | 2,483
0,370 | 0,336 | 0,054 | 2426
0,123 | 0,163 | 0,028 | 1,354
0,041 | 0,086 | 0,025 | 0,615
0,014 | 0,048 | 0,021 | 0,266
0,005 | 0,036 | 0,031 | 0,095
0,002 | 0,021 [ 0,021 | 0,061

Priklad 3
Vizba radioaktivne znatenej CD44v6-$pecifickej protilatky
na nadorovi bunkovi liniu

Radioaktivne znadenie protilatky

1 mCi N-sukcinimidyl-{2,3-*H]propionatu ([*H]-NSP,
Amersham 1 mCi.ml") sa v posilikénovancj rirke za vikua
vodnej vyvevy a pri 0 °C ¢o najrychlejSie vyparil az do su-
cha. Pridalo sa 15 g protilatky (1 mg.ml" v PBS, pH 7,4)
a ponechalo sa 48 hodin pri 4 °C. Nasledne sa nadbytoény
[*H]-NSP odstranil reakciou s 30 pl 1 M roztoku glycinu v
PBS (20 minit pri teplote miestnosti). Oddelenie znacko-
vanej protilatky od [SH']-glycinu sa vykonalo na stipci Sep-
hadexu G 25 (objem stlpca 15 ml), pri¢om sa ako premyva-
ci timivy roztok pouzil PSB/0,5 %-ny BSA. [*H]-znatko-
vana protilatka bola vo vytekajicich objemoch kvapaliny.
Mno?stvo protilatky sa stanovilo pomocou enzymovej ad-
sorbentovej imunoanalyzy ELISA detekciou mySacim imu-
noglobulinom a potom sa vypocitala Specificka aktivita.

Vizba ridioznatene] protilatky na nadorové bunky

Tri protilatky, VFF-7 (anti-v6), VFF-8 (anti-v5) a VFF-
-18 (anti-v6) sa oznatili radioaktivnym N-sukcinimidyl-
[2,3-*H]propionatom a pouZili sa pri skidkach vizby na
rozne linie nadorovych buniek. Pritom sa pouZili nasledov-
né bunkové linie;: CHO-CD44var: rekombinantné bunkové
linie 3kretka (z vajeCnika Cinskeho 3kreCka); Tudské va-
rianty CD44 (exény v3 aZ v10), exprimované na povrchu;
HCT-116, CX-1, HT-29, CaCo, COLO 205: linie I'udského
kolénového karcinomu; A431: linia Pudského epitelového
karcinému dlaZdicového epitelu.

Bunky sa vloZili do otvorov 12-otvorovej kultivaénej
tkanivovej platne, inkubovali sa cez noc pri 37 °C v CO,-
-liahni. Nasledne sa raz premyli s PBS a fixovali etanolom
(1 minGta pri teplote miestnosti). Potom sa raz premyli kul-
tivatnym prostredim (RPMI 1640/10 % tel'acieho séra) a
nastala vizba radioaktivnej protilatky (250 000 dpm/jamku
v kultivatnom prostredi). Po 25 hodinovej inkubacii pri
teplote miestnosti na zariadeni na pretriasanie platni sa
platne trikrat premyli s PBS/0,5 %-nym BSA, bunky sa
solubilizovali pomocou 0,1 M roztoku NaOH/1 %-ny triton
X-100 a merala sa radioaktivita scincilatnym pocitatom.
Nedpecificka vizba sa stanovila za pritomnosti 100-nésob-
ného nadbytku neoznaenej protilatky. Vizba sa vyjadrila
vo vztahu na jednotkovy polet buniek (na 400 000 buniek).
Po stanoveni 3pecifickej aktivity protilatky bolo moZné
vyjadrit’ mnoZstvo viazanej protilatky v fmoloch.

V tabul'ke 4 a na obrazku 4 je uvedena Specificka vizba
protilatky na rdzne bunkové linie. Zatial’ ¢o vézba v6-3pe-
cifickej protilatky VFF-7 a VFF-18 na rekombinantnd bun-
kovi liniu CHO-CD44var je priblizne rovnakd, vizbové
vlastnosti k liniam nadorovych buniek s vel'mi rozdielne.

V niektorych pripadoch sa pozorovala vézba iba VFF-
-18 a vel'mi maly rozsah vizby VFF-8 (HT-29, CaCo, CO-
LO 205), pri inych bunkovych liniach viazal VFF-18 vyz-
namne lepSie ako VFF-7.

Tabulka 4

Bunkova linia

VFF-7 | VFF-8 | VFF-18
fmol fmol fmol
CHO-CD44var | 33,50 |6842 |46,52
HCT 116 1,44 | 11,08 |[20,22

CX-1 0,19 2,20 9,48

HT -29 0,00 2,60 |26,07

CaCo 0,03 2,81 | 12,57

COLO 205 0,00 0,32 2,88

A431 8,19 4232 [3873
Priklad 4
ELISA na stanovenie rozpustnych CD44v6 v sére
Roztoky:
Prevrstvovaci timivy roztok: 0,05 M roztok uhliitanu sod-
ného, pH 9,6
Analyticky tlmivy roztok: PBS (fosfatom tlmeny solny

roztok)

0,5 %-ny BSA (albumin bovin-
né¢ho séra)

0,05 %-ny Tween 20

Riedidlo vzoriek: Fa Bender MedSystems, Wien, Rakutisko
Substratovy roztok: Fa Kierkegaard & Perry Laboratories,
Gaitherburg MD, USA,
TBM peroxidazovy substrat:
peroxidazovy roztok B (H,0,) 1: 1.

Mikrotitraéné platne (Nunc-imunoplatne MaxiSorp
F96) sa prevrstvili s 5 pg.ml” jednou k CD44v6-Specific-
kou protilatkou (inkubacia pri 4 °C cez noc). Nasledne sa
platne premyli PBS/0,05 %-ny Tweenom, volne adsorp&né
miesta na povrchu platne sa blokovali analytickym tlmivym
roztokom (1 hodinu pri teplote miestnosti) a znova sa raz
premyli PBS/0,05 %-nym Tweenom. Vzorky séra sa zrie-
dili v pomerc najmenej 1 : 5 riedidlom vzoriek a d'alej sa
riedili na platni v sérii riedeni 1 : 2. Nésledne sa pridalo
50 pl/jamku proti-CD44std (klon BU-52, The Binding Site,
Birmingham) protilatky, konjugovanej s chrenovou peroxi-
dazou, vo vhodnom zriedeni (1 : 3000 az 1 : 10 000) s a-
nalytickym tlmivym roztokom. Po trojhodinovej inkubécii
pri teplote miestnosti na trasiacom zariadeni na platne, sa
platne trikrat premyli s PBS/0,05 %-nym Tweenom 20 a
vyfarbili sa substratovym roztokom. Po 10 az 15 minitach
sa vyvijanie zastavilo 2 M roztokom kyseliny sirovej, a fo-
tometrom sa merala absorbancia pri 450 nm (vztazna vlno-
va dizka 690 nm).

Na kvantifikdciu sa paralelne k vzorkdm séra pripravilo
riedenie rozpustného CD44-§tandardného preparatu v sérii
rieden{ s analytickym tlmivym roztokom. Tento preparét sa
ziskal vy¢istenim preZitych rekombinantnych buniek
(CHO) 3kretka, ktoré exprimuju rozpustny CD44v3. Pri
CD44v3 az v10 ide o 'udsky CD44 variant, ktory obsahuje
cez ex6ny v3 az v10 kédovani peptidova sekvenciu.

Tabulka 5 a obrazok 5 podavajn dokaz rozpustnych va-
riantov CD44, ktoré obsahujii exén v6, v normélnom l'ud-
skom sére. V sendvitovej ELISA sa pouZili uvedené tri v6-
$pecifické protilatky VFF-4, VFF-7 a VFF-18 ako prevrs-
tvovacie protilatky. Vo v3etkych troch pripadoch sa ako
dokazova protilatka pouZila CD44std-$pecificka protildtka
(BU-52, std = §tandardnd), konjugovand s peroxidazou. U-
vadza sa signél z dvoch réznych l'udskych sér pri réznych
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zriedeniach. V obidvoch pripadoch ((A) a (B)) sa pri VFF-
18 pozoruje vyznamne silnej3i signal ako pri ostatnych
dvoch protilatkach.

Tabulka 5 A
Sérum 1
Zriedenie | VFF-4 [ VFF-7 | VFF-18
1:5 0,406 | 0,417 |3,143
1:10 0,378 10,289 | 3,055
1:20 0,296 | 0,179 | 2,630
1:40 0,207 | 0072 {1,778
1:80 0,109 | 0,062 | 1,084
1:160 0,050 | 0,030 | 0,594
1:320 0,026 | 0,008 |[0,318
1:640 0,012 {0,007 |0,159
Tabulka 5 B
Sérum 2
Zriedenie | VFF-4 | VFF-7 | VFF-18
1:5 1,690 [1,280 [3,290
1:10 1,756 | 1,185 3,321
120 1,564 0,857 |3,163
- 40 1,213 10,468 |3,050
- 80 0,699 0,208 |[2,537

: 160 0,336 0,061 | 1,666
1320 0,138 10,014 |0,988
: 640 0,054 0,018 |0,546

et et pma e s

Tabul'ka 6 a obrazok 6 znazoriiuji hodnoty séra CD44
variantov, obsahujicich v6. Dvoma réznymi skidkami E-
LISA bol stanoveny obsah rozpustnej CD44var v sérach
Siestich zdravych darcov. Pri jednej skaske sa ako prevrs-
tvovacia protilatka pouzila VFF-7, v druhej VFF-18. Obi-
dve protilatky rozoznavaju exén v6. Ako porovnavaci pre-
parat slazil v obidvoch pripadoch v CHO-bunkach pripra-
veny rekombinantny CD44-variant (exén v3 az v10). ELI-
SA s VFF-18 mala v priemere 3,5 ndsobne vy33ie hodnoty
ako ELISA s VFF7. Znamend to, Ze v sére sa nachadzajice
rozpustné CD44var st v porovnani k rekombinantnym
proteinom lep3ie rozoznavané VFF-18 ako VFF-7.

Tabul'ka 6
Darca VFF-7 | VFF-18 | VFF-18/VFE-7
ng.ml” | ng.ml”

1 18,2 75,9 4,17
2 321 | 855 2,66
3 22,4 87,6 391
4 27,7 91,6 3,31

5 26,8 98,3 3,67
6 954 | 332 3,48
stred 3,53
§t. odchylka 0,52
CV % 14,9 %

PATENTOVE NAROKY

1. Protiltka proti epitopu obsahujuca sekvenciu ami-
nokyselin, ktor4 je kédovana premennym exénom v6 génu
CD44, vyznatujlica sa tym, Zejetopro-
tilstka VFF-18, produkovana hybridémovou bunkovou li-
niou s tischovnym ¢islom DSM ACC2174.

2. Hybridémova bunkova linia uloZend pod ¢islom
DSM ACC2174.

3. Molekula protilatky ziskana chemickou alebo enzy-
matickou modifikaciou protilatky podl'a naroku 1.

4. Molekula protilatky podl'a naroku 3, ktord je frag-
mentom protilatky podl'a naroku 1.

5. Molekula protilatky podl'a naroku 4, ktorou je Fab-
alebo F(ab'),-fragment.

6. Molckula protilatky podla naroku 3, kde protilatka jc
viazan4 s inou molekulou.

7. Molekula protilatky podla naroku 6, kde ind mole-
kula je polypeptid.

8. Molekula protilatky podla jedného z narokov 3 az 5,
kde protilatka je viazana s radioaktivnym izotopom.

9. Molekula rekombinantnej protilatky s idiotypom
protilatky podl'a naroku 1.

10. Molekula rekombinantnej protilatky podl'a naroku
9, ktorou je chimérna, humanizovand, jednoretazcové alebo
vytvorend presunom retazcov.

11. Molekula rekombinantnej protilatky podl'a naroku 9
alebo 10, ktoré je viazana s inou molekulou alebo s radio-
aktivnym izotopom.

12. Molekula protiltétky, ktord rozoznava rovnaky epi-
top ako protilatka podl'a nroku 1.

13. Pouzitie protilatky alebo molekuly protildtky podl'a
jedného z nérokov 1 alebo 3 aZ 12 v diagnostickych postu-
poch mimo fudského alebo zvieracieho tela.

14. Pouzitie podl’a naroku 13, kde uvedenym postupom
je enzymova adsorbentovd imunoanalyza alebo rddioimu-
noanalyza.

15. PouzZitie podla naroku 13, kde uvedenym postupom
je imunohistochemicky postup.

16. Protilatka alebo molekula protilatky podFa jedného
znarokov 1 alebo 3 aZ 12, na farmaceutické poufZitie.

17. Pouzitie protilatky alebo molekuly protilatky podfa
jedného z narokov 1 alebo 3 az 11 na pripravu prostriedku
na diagnostiku nadorov in vivo.

7 vykresov
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