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. OH3A0ISANQYd
Oblast techniky vy n i
PredloZeny vynalez se tyka fragmentd monoklondlni : {
protilatky, majicich imunosupresorickou aktivitu. 16 MNET
Dosavadn{ stav techniky 01300
Ttida II molekul hlavniho histokomapatibilniho komql%f%sgv ¢
(MHC) véazie antigenn{ peptidové fragmenty a presentuje;je (-2

pomocnym (CD4+) T bunkdm ("Th" bunkém) (1). U monoklondTnich
protilatek (MADb) specifickych pro tfidu II MHC molekul se
ukazalo, Ze jsou extremnd silnymi selektivnimi inhibitory
odpov&di Th bunék in vitro (2). Vzhledem k tomuto zji3téni
byly tyto povaZovany za potencidlni 1é&iva pro selektivni
imunosupresivni terapii autoimunitnich chorob, jako je
revmatoidni artritida. Po&adteéni in vivo studie ukazaly
prospésny vliv téchto mAb na Th burikami zprostredkované
hetero a autoimunitni odpovédi (3 - 6). Nicméné&, v nékterych
pripadech byla experimentdlni in vivo aplikace specifickych
mAb proti tridé& II MHC asociovédna s neodekavanymi
komplikacemi spojenymi s uUmrtim laboratornich primata (7,
8). Pozdé&js{i pozorovani sniZila zdjem o dal3{ studie
imunomodulace MHC specifickymi mAb. Nedavn4 publikace
popsala, Ze 10ti n4dsobnd redukce exprese tridy II MHC u
transgennich my3i zpuasobuje neodpovidavost Th bunék diky
neudinné antigenni presentaci (19). Toto ukazuje, Ze redukce
exprese tridy II MHC koreluje s imunosupresi v in vivo

modelu.




Podstata vynilezu

Podle vyndlezu bylo prekvapivé zjisténo, Ze monovalentni
mAb fragmenty (Fab) mAb, které maji schopnost sniZovat
expresi HLA-DR, mohou samy o sobé& sniZovat takovou expresi
HLA-DR bez cytotoxicity mAb bud samostatné, nebo jako
bivalentni fragmenty (F)ab)'2) mAb. Fab fragmenty podle
vyndlezu jsou proto silnymi pro tfidu II MHC specifickymi
imunosupresivnimi slouédeninami bez cytotoxickych vedlejsich
G¢inka. ProtoZe je d4dle vynidlez popsan podrobndji, je dale
podan struény popis obrazku.
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Popis obrazkd na pripojenvch vvykresech

Obrazek 1: U&inky DR véazajiciciho se kompetitorniho
peptidu a DR specifické mAb na EBV transformovanou

B bunéénou linii Priess.

Obrazek 2: Casovy prubéh modulaénich a cytotoxickych
uéinkd mAb L243 na LG2 .

Obrazek 3: Trvani modulaénich a cytotoxickych G&inka

L243 na LG2 po odstrandni mAb.

Obrazek 4: Snizeni HLA-DR exprese v raznych APC
populacich po kokultivaci s DR specifickou mAb L243 a jejimi

fragmenty.

Obrazek S5: U&inky zvysené koncentrace DR specifického Fab

fragmentu na EBV transformovanou B bunéénou linii LG2.
Obrazek 6: U&inky prolongované kokultivace L243 a jejich
fragmentd na LG2 bunky.

Obrézek 7: Zavislost EBV-LCL cytotoxicity na DR-zkfiZenou

vazbu.

Obrazek 8: Selektivita DR "downregulation" na klidové B
buiiky a monocyty/makrofégy.

Obrazek 9: Selektivita DR "downregulation" na B bunééné
blasty.

Obrizek 10: Selektivita DR "downregulation" na LG2 bunky.




-

CI T

Obrazek 11: Alotypovd ne-selektivita DR "downregulation"
zpisobené mAb.

Obréazek 12: "Downregulation" celé tfidy II na TS-10
burikdch zplasobenid 1-1C4 Fab.

Obrazek 13: Nedostatek sekrece TNFa zvyseny prfi
kokultivaci LG2 a Priess bunék s L1243 a jejimi fragmenty.

Obrazek 14: Pozadovanid koncentrace protilatek pro
inhibici Th bunék a DR "downregulation".

Obréazek 15: U&inek anti-DR mAb a Fab fragmentd na

presentaci antigenu fixovanymi APC.

Obrédzek 16: U&inek antigenu zavedeného na silné mAb, Fab

a peptidové antagonisty.

Obrazek 17: Relativni dé&inky Fab a peptidu na krivky

odpovédi v zavislosti na davce antigenu.

Obréazek 18: U&inek trfidy II antagonistd na nastup
odpovédi Th bunék.

Jisté monoklondln{ protilatky (mAb), které jsou
specifické pro HLA-DR (lidsky leukocytarni antigen typu
"DR"; tfida II hlavniho histokompatibilniho komplexu ("MHC")
molekul) mohou sniZovat expresi HLA-DR molekul na povrchu
leukocyta, které jsou antigen presentujicimi bunkami ("APC")
o asi 90%. Stejné mAb také inhibuji aktivaci klona lidskych
Th bunék, které vyzaduji presentaci antigenu HLA-DR
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molekulami pro aktivaci. Inhibiéni potencidl takovych mAB je
nékolikasetkrat az nekolikatisickrat vyssi neZ potenciél
nyni dostupnych peptidovych antegonistu (viz. tabulka 1,
nize). Toto snizeni exprese HLA-DR a inhibice aktivace Th
bunék je farmakologickou aktivitou, jejimZz vysledkem je
imunosuprese. Tato imunosuprese miZe byt vyuzitelnd v 1écbé
autoimunitnich chorob, zejmena revmatoidni artritidy.

Podle vynalezu bylo prekvapivé zjisténo, Ze monovalentni,
antigen vazajici mAb fragmenty (Fab) mAb, majici schopnost
snizovat expresi HLA-DR mohou sami sniZovat takovou HLA-DR
expresi bez cytotoxicity mAb, bud samy, nebo jako bivalentni
fragmenty (F(ab)'2) mAb. Fab fragmenty podle vyndlezu jsou
proto silné, pro trfidu II MHC specifické imunosupresivni
sloudeniny bez cytotoxickych vedlejsich d&inku. Tak
predkliddany vynadlez obsahuje Fab fragment anti-HLA-DR mAb,
kde uvedenid intaktni mAb je cytotoxick4d pro antigen
presentujfci buiky a snizuje HLA-DR expresi na zbyvajicich
antigen presentujicich buitkdch. Takov4d mAb inhibuje aktivaci
Th bunék. mAb, ze kterych jsou Fab fragmenty podle
predkladaného vynédlezu odvozeny, se vsechny vadZou na prvni
doménu HLA-DR.

Priklady tri "downregulujicich" mAb pouZitelnych podle

vynadlezu jsou:

LB3.1 (mysi IgG2v, pan—-DRal-specificka; odkazy 9-10);

L243 (my3i IgGza, pan~-DRal-specificka; odkazy 10-11; ATCC
prirtstkové &islo HBSS); a

SFR3-DRS (krysi IgGav. DRB1*110X-specifick4; odk. 13;
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ATCC p{rdstkové é&islo HB-151).

Kromé& toho, HLA-DR "downregulujici" mAb, 1-1C4 (mys{
IgG2a, B-retdzec specifick4d; odk. 14), ktera navic
"downreguluje" HLA~DQ a -DP, byla generovéna konvené&nimi
prostredky jak je popsadno v prikladu 22. Tak isou Fab
fragmenty vyse uvedené mAb zahrnuty v predkladdaném vynalezu.

V souladu se schopnosti "downregulujicich" mAb inhibovat
aktivaci Th bunék, pé&t "non-downregulujicich" mAb, CCCL20
(mys{ IgG2b,, specifick4d pro t#i DRBI (B—-retézec) alelické
formy (DRB1*0101, DRB1*0401, DRB1*0404; odk. 12) a 8D1, 9F1,
9F2, 10F12 (v3echny &tyri mysi IgGl), inhibuji aktivitu Th

buné&k pouze velmi slab& nebo vibec.

Aktivni mAb jsou cytotoxické pro B lymfoblastoidni bunky
a pro malou &4st normdln& aktivovanych B bunék. Stejné jako
mAb, bivalentni (F(ab)':) fragmenty téchto mAb zprostredkuji
"downregulaci", ale jsou také cytotoxické. Nicméné&, podle
vynadlezu, monovalentni Fab fragmenty té&chto mAb ztratily
cytotoxicitu, ale prekvapivé si zachovaly "downregulujici"

vlastnosti pivodni mAb.

Anti-HLA-DR mAb pouzité pro ziskani Fab fragmentd podle
vynadlezu mohou byt produkovany jakymikoliv konvenénimi
prostredky, naprf. obecné postupy prvné popsanymi Kohlerem a
Milsteinem. Injekci antigenu do mysi nebo krysy, kralika,
ovce a podobné (preferovanéd mysi) mohou byt prfipraveny
monoklondlni protilatky odebrénim protilatky produkuJicich
bun&k z takového imunizovaného zvirete a imortalizaci
uvedenych bunék konvenénim zpdasobem fuzi s myelomovymi
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burikami, napr. PAI my3imi myelomovymi buiikami, SP2/0- nebo
SP2/0-Agl4-buiikami (ATCC &. CRL 1581; ATCC ¢&. CRL 8287) (pro
obecny navod pro produkci protildtek viz. naprf. "Antibodies
- A Laboratory Manual", Harlow and Lee, ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1988)). Supernatanty kultur
takovych hybridomi potom mohou byt vy3etfovany na
monoklondlni protilatky (mAb) béZnymi postupy jako je
radioimuno— nebo enzymimuno— nebo tedkova imunovazba nebo
imunofluorescenénimi testy. mAb mohou byt purifikovény ze
supernatantu hybridomia bé&Znymi chromatografickymi postupy
jako je napriklad iontova vyménnad chromatografie, afinitni
chromatografie na proteinu A, anti-imunoglobulinovymi
protiladtkami nebo navdzadnim antigenu nebo jeho &4sti na
pevny nosié¢, HPCL a podobné. Produkce mAb pouZitelnych podle
vyndlezu je ukazidna v prikladu 22.

Pro produkci velkych mnoZstvi mAb, podle metod dobre v
oboru znamych, mohou byt hybridomy secernujici poZadovanou
protilatku injikovany intraperitoneidlné& mysim, které byly
predem os$etfeny, naprfiklad, pristanem pfed injikovéanim. Vice
nez 100 mg mAb muZe byt produkovano vyslednym naddorovym
ascitem u jedné my3i. mAb mohou byt purifikovdny z ascitu
produkovanému takovymi nddory metodami popsanymi vyse.

mAb mohou byt charakterizovidny na jejich podtridy znamymi
metodami, jako je Ouchterlony imunodifuse. V oboru je také
znédmé, Ze mAb mohou byt modifikovany pro rizné pouziti, nebo
mohou byt generovany jejich fragmenty, které jsou stéle
jedté schopné vazby antigenu. Takové fragmenty mohou byt
generovany napriklad, enzymovym tridvenim mAb papainem,

pepsinem a podobns.
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Imunogenem pro produkci mAb, ktery miZe byt pouzit podle
vyndlezu je preferované HLA-DR B-rfetézec (viz. napriklad
W092/10589; J. Biol. Chemistry 262: 8748 — 8758 (1987);
informace o sekvenci miZe byt také ziskédna z databaze
sekvenci, naprikad jako je Genbank (Intelligenetics,
California, USA), European Bioinformatics Institute (Hinxton
Hall, Cambridge, GB), NBRF (Georgetown University, Medical
Centre, Washington DC, USA) a Vecbase (University of
Wisconsin, Biotechnology Centre, Medision, Wisconsin, USA);
takové sekvence mohou byt pouzZity podle metod v oboru
zndmych k produkci antigenu pro prfipravu monoklonalnich
protildtek pro pouZiti v prfedkladdaném vynalezu), ktery byl
purifikovan béZnymi prostredky, jako je SDS-PAGE.

Identifikace vyse popsanych anti-HLA-DR mAb, které jsou
cytotoxické pro APC a také snizuji HLA-DR expresi muZe byt
provedena jakymikoliv b&Znymi prostfedky. Preferovang je
tato identifikace provedena v souladu s prikladem 3, kde je
pouZito virem Epstein~Barrové transformované lidské
B-lymfoblastické bunééné linie (EBV-LCL) jako modelu APC
(zejména aktivovanych B bunék). Kultury alespoit 1 ml
obsahujic{ okolo 105 EBV-LCL bunék na ml jsou preferovansg
pouZity. Kultura je inkubovadna s 20 nM anti-HLA-DR mAb po 16
hodin, a podet mrtvych bunék a HLA-DR exprese u zbyvajicich
preziviich bunék je uréen béZnymi prostredky. Pro udely
tohoto vyndlezu jsou cytotoxicita a sniZeni exprese
definovidny takto: 1) mAb je cytotoxickad pro antigen
presentujfci buiku, jestliZe, za vyse uvedenych podminek,
je usmrceno alespoit 25 %, lépe 40 % EBV-LCL antigen
presentujicich bunék intaktni mAb; a 2) mAb sniZuje HLA-DR
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expresi na antigen presentujicich bunkadch jestliZe, za vyse
uvedenych podminek, redukuje mnoZstvi HLA-DR molekul na
povrchu EBV-LCL antigen presentujicich bunék, které
zistavaji naZivu, alespori v pruméru o S0 %.

EBV-LCL antigen presentujici bunky jsou oznadeny pro
detekovani mrtvych bunék a pro méreni HLA-DR exprese
preZivajicich bunék béZnou imunofluorescenci. Bunky jsou
analyzovany za pouZiti prutokového cytometru (napr. FACScan,
Becton - Dickinson, San Jose, California) a procento mrtvych
bunék a redukce HLA-DR exprese na zbyvajicich burikdch je
poéitana béinymi prostrfedky, preferované za pouziti softwaru
normalné pouZivaného ve spojeni s prutokovym cytometrem
(napr. LYSIS II software s FACScan cytometrem).

EBV-LCL pouZité pro vysetrfovadni na monoklonalni
protilédtky nejsou zésadni. Jakékoliv b&Zné EBV-LCL mohou byt
pouZity podle vyndlezu. Priklady EBV-LCL pouZitelnych podle
vynalezu jsou Priess (ECACC (Salisbury, UK) prirastkové &.
86052111), LG2 (Instituto Nazionale Per La Ricerca Sul
Cancro (Genova, Italy) prirastkové &. G201 12301), a TS-10

(ECACC (Salisbury, UK) prirustkové &.85102911).

Fab fragmenty vyse popsanych mAb mohou byt produkovény
jakymikoliv bé&Znymi prostifedky. Fab fragmenty mohou byt
produklovany travenim puvodni mAb pepsinem a izolovanim Fab
fragmenti prostredky v oboru znémymi (nap#. Andrew and
Titus, "Fragmentation of immunoglobulin G", Current
Protocols in Immunology, Coligan et al., eds. (Greene and
Wiley 1994)). V souladu s tim jsou tyto procesy a Fab
fragmenty prfipravené takovymi procesy také predmétem
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predkladaného vynalezu. Preferovans jsou Fab fragmenty podle
vynalezu produkoviny rekombinantni bunéénou linii, kters
exprivuje gen, ktery koduje poZadovany Fab fragment. Takové
rekombinantni bunéé&né linie mohou byt produkovany
jakymikoliv b&znymi prostredky. Napriklad, &ast genu
kodujfci Fab fragment muze byt klonovana bé&znymi prostredky
z hybridomu, ktery secernuje pivodni mAb Fab fragmentu. cDNA
Fab fragmentu miZe potom byt inkorporovana bé&Znymi
prostredky do expresniho vektoru, ktery je potom pouzit pro
transfekci vhodné bun&éné linie.

Preferované Fab fragmenty podle vynalezu jsou
"humanizované", takze jsou méné antigenni pri podéni lidem
neZ Fab fragmenty. které jsou produkovany primo ze zvireci,
preferované my3i, mAb. Zpusob, kterym jsou humanizované Fab
fragmenty podle vynilezu produkoviny neni zésadni.
Jakékoliv b&zné prostrfedky v oboru znamé mohou byt pouzity.
Takové metody vyuzivaji skuteénosti, ze imunoglobulin (Ig),
jako je monoklonalni protilédtka, se sklada z konstantni
domény a variabilnf domény, na které se vyskytuje misto
vazby antigenu. Variabilni doména se skl4dsd ze Zesti
komplementaritu uréujicich regionu ("CDR") uloZenych v
regionu pracovniho ramecdku (tfi CDR na lehké a tézkém
retézci Ig). (42). Jsou to CDR, které jsou zodpovédné za
specifitu mAb. ProtoZe mAb jsou my3iho nebo jiného zvifeciho
puvodu je provedena humanizace mAb v podstaté nahrazenim
alespoii jednoho, nebo lépe viech gesti, CDR lidského
imunoglobulina korespondujicimi CDR zvireci mAb majici
poZadovanou specifitu. Tak slouzi lidsky Ig jako pracovni
rémecek pro zvirfeci CDR. V takovych postupech je zvifeci
mAb, obvykle mysi, popisovéina jako "donor" a lidsky Ig je
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oznadovan jako "akceptor".

Dals{ "doladéni" aminokyselinové sekvence humanizovanych
mAb jak je popsdno v oboru muZe také byt provedeno pro
optimalizaci specificity humanizované mAb pro antigen.
Napiklad, publikovanid mezinadrodni patentova prihlaska &. WO
90/7861 objastriuje, Ze by mél byt vysetrfovidn panel 10 - 20
lidskych Ig a ten lidsky Ig, jehoZ variabilni region mé
nejvy3s3i stuper homologie s variabilnim regionem mysiho
darce mAb, typicky 65% - 70% nebo vy3si homologii, by mél
byt pouzit jako akceptor. Dalsi substituce donor
aminokyselin za akceptor aminokyseliny (typicky okolo tz{
substituci) mohou byt provedeny mimo CDR na z4kladé &tyrs
kriterii{ popsanych v WO 90/7861 na str. 12 - 15.

V jiném prfikladu humanizace znamém v oboru objassiuje EP 0
620 276 hierarchii jednotlivych substituci, které mohou byt
provedeny na Ig akceptoru mimo prenesené CDR dirce tak, aby
se zvy§ila specifita humanizované mAb. Takové substituce
jsou popsany jako vyhybajici se nutnosti selektovani Ig
lidského akceptoru, jehoZ variabilni region m4 vysoky stupen
homologie s variabilnim regionem mAb donoru. Specificky
protokol pro humanizaci je poskytnut v EP 0 620 276 na str.

8 - 9.

Metody pro generovidni DNA sekvenci pro expresi
humanizovanych intaktnich mAb v hostitelskych burikach
vyuZitelné pro ziskani Fab fragmentd podle vynalezu, nebo
pro expresi humanizovanych Fab fragmentu podle vynédlezu,
jsou v oboru zndmé a nejsou zasadni. Takové metody zahrnuji,

napriklad, mistnd fizenou mutagenesi, konstrukci celych
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variabilnich regiont za pouziti pfesahujicich
oligonukleotidu, které inkorporuji zvifeci CDR na lidsky
rame&ek, a pouZiti PCR prenosu. (WO 90/7861, EP 0 620 276,

odk. 43).

Tak miZe byt vyndlez dile popsan jako Fab fragment
obsahujici imunoglobulinovy Fab fragment a fest
komplementaritu uréujicich regioni, které jsou obsaZeny v
uvedeném imunoglobulinovém Fab fragmentu, kde jeden aZ sest
z uvedenych komplementaritu uréujicich regiona jsou
komplementaritu uréujici regiony monoklonalni protilatky
majici nasledujici vlastnosti:

1) monoklonadlni protilatka se vaZe na prvni doménu
HLA-DR,

2) monokolondlni protiladtka je cytotoxicka pro antigen

presentujici busnky, které exprivuji HLA-DR,

3) monoklondlni protildtka sniZuje HLA-DR exXpresi na

antigen presentujicich bunkéach.

Preferovanym provedenim vynalezu je humanizovany Fab
fragment kde, v souladu s vyse uvedenym, je
imunoglobulinovym Fab fragmentem je lidsky fragment a
monoklondlni protildtka majici vlastnosti 1 - 3 je zvifeci,
preferované mysi. Tento humanizovany Fab fragment maZe byt
lidsky imunoglobulinovy Fab fragment, ve kterém bylo jeden
aZz Sest CDR v né&m obsaZenych nahrazeno korespondujicimi CDR
zvireci mAb. Tak je preferovanym Fab fragmentem podle
vyndlezu Fab fragment obsahujici lidsky imunoglobulinovy Fab
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fragment a 3est komplementaritu urdujicich regiont, které
isou obsaZeny v uvedeném lidském imunoglobulinovém Fab

fragmentu, kde jeden az 3est z komplementaritu uréujicich
regioni jsou komplementaritu uréujici regiony monoklonilni

protilatky majici vlastnosti 1 - 3, vyse.

Je preferovéno, aby tento humanizovany Fab fragment podle
vyndlezu obsahoval viech 3est zvirecich mAb CDR.

V pripadé, Ze imunoglobulinovy Fab fragment je zvifeciho
pivodu je uvaZovéano, Ze Fab fragment podle vyndlezu muze byt
Fab fragment monoklonilni protilatky, sém o sobs, ktery ma
vlastnosti | ~ 3, vyse. Takovy Fab fragment bude uziteény
jako intermediat pro pouziti prfi ziskani zvifecich CDR,
které budou obsazeny v preferovaném humanizovaném Fab

fragmentu podle vynédlezu.

Preferované Fab fragmenty podle vynilezu maji podobné
vlastnosti jako Fab fragmenty ziskané z monoklonalnich
protilatek LB3.1, L243, SFR3-DRS a 1-1C4, jak jsou popsany
vy3e. ProtoZe Fab fragmenty podle vynilezu inhibuji aktivaci
Th bunék, mohou byt pouZity v 16é&bs raznych chorob, ve
kterych jsou aktivované Th bunky zdrojem podkozeni chorobou
nebo prfiznakd. Jednou z takovych chorob je revmatoidni
artritida. (33). SniZeni exprese HLA-DR na APC u pacienta s
revmatoidni artritidou, a tim inhibovani aktivace Th bundk u
takového pacienta, miZe zpomalit nebo zastavit progresi
choroby. Inhibovani aktivace Th buné&k u pacienta s
revmatoidni artritidou miZe také zmirnit priznaky, jako je
bolest a z4nét, sniZenim nebo zastavenim uvolrfiovani
medidtora, které jsou pridinou téchto priznaki.
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Tak vyndlez také obsahuje Fab fragment jak je zde popsan
a jeho pouZiti jako terapeuticky aktivniho agens a presnéji
jako imunosuprivujiciho agens pro 1é&bu revmatoidni
artritidy a metodu pro suprivovdni imunitni odpovédi u
pacienta obsahujici podani terapeuticky wGéinného mnozstvi
Fab fragmentu podle vynilezu pacientovi, ktery potrebuje
takovou 1éé&bu. Vynédlez dale obsahuje metodu pro léé&bu
revmatoidni artritidy u pacienta poddnim terapeuticky
d¢inného mnoZstvi Fab fragmentu podle vynalezu pacientovi,
ktery potrebuje takovou 1é&bu. Mnozstvi podaného Fab
fragmentu mGZe byt uréeno béZnymi prostredky. Také podani
Fab fragmentu podle vynidlezu mizZe byt provedeno jakymikoliv

béZnymi prostredky.

Pod4dni Fab fragmentu podle vynadlezu je preferované
provedeno za pouZiti farmaceutické kompozice podle vynalezu
(popsané niZe). Pod4ni je preferovans provedeno parenterilné
(subkutanné, intramuskuldrné nebo intravenosné), zejména
intravenosn&. Davka pozadovana pro inhibici aktivace Th
bunék u pacienta, a tak pro 1é&bu revmatoidni artritidy,
miaZe byt uréena jakymikoliv bé&Znymi prostredky, napriklad
klinickym zkousenim limitujici davky. Nicméns, davka okolo 1
- 10 mg/den i.v., zejména okolo 3 ~ 7 mg/den, a jeits lépe
okolo 5 mg/den je preferovana (34, 35), a je preferovang
poddna jako bolus. Lé&ba je preferované jedenkrat denné po
jeden tyden nebo méné&, nicméné denni 1é&ba miZe pokracdovat
po vice nez tfi tydny, pokud je to nezbytné.

Fab fragmenty podle vynalezu mohou byt formulovany jako
kapalné farmaceutické kompozice, napf. pro parenteralni
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podadni obsahujici Fab fragment podle vynilezu rozpuitény v
béZném farmaceuticky akceptovatelném kapalném materialu
nosice. Kompozice mize dale obsahovat jiné farmaceuticky
akceptovatelné aktivni substance. Preferovanég obsahuje
kompozice okolo 0,5 - 5 mg/ml Fab fragmentu podle vynilezu,
zejména okolo 1 - 2 mg/ml. Preferovany kapalny nosié je
sterilni fyziologicky salinicky roztok.

Vysledky popsané niZe v prikladech 1 - 7 ukazuji, Ze
inhibice aktivace Th bunék HLA-DR- specifickou mAb miZe byt
zpisobena nékolikerym déjem: a) eliminaci dostupnych APC
primou cytotoxicitou, b) redukci dostupnych HLA-DR molekul
na preZivajicich APC sniZenim exprese na povrchu bun&k, c)
branénim interakce tfidy II MHC - TcR. Inhibice Th bungk se
maZze také vyskytnout prostfednictvim mAb blokovani peptidové
vazebné drazky na Dr molekule, coz ji &ini nedostupnou pro
antigen (30). Je proto nepochopitelné, proé jsou mAb vys3si
inhibitory Th bunék neZ nyné&jsi antagonisté peptida, jejichz
Géinek je vylu&né zaloZen na blokovani vazebného mista pPro
antigen na HLA-DR molekul&ch.

Mechanismus prib&hu cytotoxicity a snizeni exprese tfidy
II zGst4va prfedmétem vyzkumu. Nicménég, je jasné, zZe
cytotoxicita vyZaduje zkfiZenou vazbu, zatimco sniZeni
exprese je dosaZeno monovalentnimi Fab fragmenty podle
vyndlezu bez cytotoxicity puvodni mAb. Tento rozdil umoZiiuje
separaci téchto dvou vlastnosti fragmentaci protilatky. Za
predpokladu, %e drfive pozorované vedlejsi aé¢inky Ab proti
tridé II (7, 8) byly alespon &asteéné asociovidny s primou
cytotoxicitou mohou Fab fragmenty podle vynadlezu slouzit pro
terapeutické pouziti té&chto protilatek jako imunosupresoru,
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bez vedlejsich ﬁéinkﬁ.

Priklady provedeni vynédlezu

Priklad 1
Isotypova specifita anti-DR mAb

Presné specifity mAb byly uréeny jejich schopnosti barvit
my$i buné&éné linie transfektované geny tidy II lidskych
HLA.

Metody: Mysi fibroblastové linie transfektované ukdzanymi
lidskymi geny tridy II (15), stejnég jako netransfektované
hostitelské bunky (Lmtk-) byly barveny standardni nep#imou
imunofluorescenci za pouZiti DR~ specifické mAb a
FITC-konjugovaného koz{i anti-mysiho Ig (Southern,
Birmingham, Alabama) jako primarniho a sekundarniho reagens,
v prislusdném poradi. Vzorky byly analyzovany na FACScan
pritokovém cytometru (Becton-Dickinson, San Jose,
California). Vysledky jsou ukézany v tabulce 1. "+" a R LU
pritomnost a nepritomnost testované protilatky, v prislusném
porfadi; "NT", netestovino.

Z4vér: Protilatky 8D1, 9F1, 9F2 a 10F12 isou pan-DR
specifické, zatimco 1-1C4 mohou rozpoznavat viechny tri
izotypy lidské tridy II (DR, DP a DQ).
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Priklad 2

Specifita retézci a domén anti-HLA-DR mAb

Metody: Za pouziti standardnich metod klonovéani genu,
rekombinace a transfekce (10) byly generovany dvé mysi
buné&éné linie exprivujici chimerické lidské/my3zi molekuly
tridy II. Transfektant M12.C3.25 byl odvozen od my$i trida
IT negativni hostitelské buné&éné linie M12.C3 (15) a
exprivuje MHC produkt sloZeny z al a B1 domén odvozenych od
lidského HLA-DRA*0101/DRB1*0401 molekuly, a a2 a B2 domény
my$§iho I-E4 proteinu, na ktery se neva?i DR-specificka
reagens. Transfektant CH27.105 byl odvozen-od my3i trida
II pozitivni hostitelské bunéé&né linie CH27 (16) a
exprivuje pavodni mysi EBk rfet&zec asociovany s chimerickym
lidskym/mysim a fetézcem popsanym vyse. Standardni neprimé
imunofluorescenéni barveni bylo provedeno za pouziti
znadeného IgG2z a IgGl protildtek, v konjunkci s proteinem
A-FITC (Boehringer, Mannheim, Germany) a kozim anti-mysim
I1gG1-FITC (Southern, Birmingham, Alabama), v prfisluiném
poradi. Vzorky byly analyzovdny na FACScan prutokovém
cytometru (Becton - Dickinson, San Jose, California).
Vysledky jsou ukazany v tabulce 2 (presentace je jako v

tabulce 1).

Zavér: Vysledky potvrzuji dfive popsanou DRal specifitu
LB3.1 a L243 (10). Protilatky 8D! a 1-1C4 jsou Bl-
specifické, zatimco epitop rozpoznavany CCCL20 se zd4a byt B2
doména. Zbyvajici reagens (9F1, 9F2, 10F12) se pravdépodobné
vazi na determinanty exprivované druhou HLA-DR doménou.
Korespondujici epitop anti-DRB*110X mAb nemiZe byt mapovéin
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za pouzit{ té&chto transfektantu, protoZe SFR3-DRS
nerozpoznavid DRB*0401 alotyp.
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U¢inek anti-DR mAb a jejich fragmentd na HLA-DR expresi a

preZivani bunék.

DR exprese a prezivdni antigen presentujicich bunék (APC)
prekultivovanych s bud DR-vaZicim kompetitornim peptidem aXA
(17), nebo DR-specifickou mAb byla vysetrfovadna v prisluinych
koncentracich, které v pripadsd aXA a dvou mAb (LB3.1,
1-1C4), blokovaly presentaci antigenu Th bunkim. Jako APC
byla pouZita virem Epsteina— Barrové transformovani 1lidski
B-lymfoblasticka bungéni linie (EBV-LCL) .

Priklad 3

Uéinky DR vadziciho kompetitorniho peptidu a DR-specifické
mAb na EBV-LCL.

Metody: EBV-LCL (Priess, ECACC (Salisbury, UK)
priristkové &. 86052111) (105 bunék/ml) byly kultivovany za
pritomnosti Dr- specifické mAb (LB3.1, 1-1C4, CCCL20) nebo
peptidu aX-A (aXAAAKTAAAAa-NH2; odk. 17) v koncentracich
ukdzanych na obrézku ! po 16 hodin. Buniky byly nasledné
promyty a barveny standardni neprimou fluorescenci za
pouziti DR-specifické mAb (LB3.!1 (a), CCCL20 (b), 1-1C4 (¢))
a FITC-konjugované kozi anti-my3i Ig (Southern Biotechnology
Associates Inc., Birmingham, Alabama), jako primarniho a
sekundarniho reagens, v prisluiném porfadi. Vzorky byly

analyzovany na FACScan pratokovém cytometru (Becton
—- Dickinson, San Jose, California). Vysledky jsou uk&zény
na obrazku 1. Osa X representuje HLA-DR expresi a osa Y
fluorescenci propidiumjodidem barvenych mrtvych bunék, oboje
v arbitrédZnich jednotkdch fluorescence. "Pozadi"
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representuje kontroln{ populaci bunék kultivovanou po 16
hodin v normdlnim mediu a nasledné znaéenou primarnim
reagens, v prislusném poradi.

Zavér: Kokultivace s peptidem aXA (Obr. la) neovliviuje
signifikantné ani prezivini bunék, ani DR expresi, zatimco
DR specificka mAb LB3.1 (obr. 1A) a 1-1C4 (obr. lc) indukuji
vysokou cytotoxicitu, stejns jako redukovanou expresi DR na
prezivajicich buiikdch. Nicméns, tyto vlastnosti nebyly
sdileny vsemi anti DR mAb, protoZe CCCL20 neovliviiuje ani
prezivan{, ani DR expresi, a to ani ve zvys$ené koncentraci

(obr. 1b).

DR downmodulace a cytotoxicita na EBV-LCL maze byt
indukovana dvéma dalsimi DR specifickymi mAb, L243 a
SFR-DRS. zatimco &tyzi dalsi anti-DR mAb (8D!, 9F1, 9F2 a
10F12) nebyly ani cytotoxické, ani neredukovaly DR expresi
(data nejsou ukazina).

Priklad 4

Casovy priub&h modulaéniho a cytotoxického u&inku mAb L243
na LG2.

Metody: EBV-LCL LG2 (Instituto Nazionale Per La Ricerca
Sul Cancro (Genova, Italy), prirustkové &. G201 12301) (105
bunék/ml) byly kultivovany za pfitomnosti Dr-specifické mAb
L243 (Becton-Dickinson) v koncentraci 10 nM po ukdzanou
¢asovou periodu. Bunky byly nédsledns promyty a barveny
standardni nepzimou fluorescenci za pouZiti DR-specifické
mAb L243 a FITC-konjugované kozi anti-mysi Ig (Southern,
Birmingham, Alabama), jako primadrniho a sekund4rniho
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reagens, v prislu3dném poradi. Mrtvé burnky byly barveny
propidiumjodidem a vzorky byly analyzoviny na FACScan
prutokovém cytometru. Vysledky jsou ukdzany na obrazku 2.
Histogramy representuji relativni podet mrtvych bungk
(svétlé) a Zivych bunék exprivujicich sniZené mnozstvi

HLA-DR (tmavé).

Zavér: In vitro studie kinetiky ukazaly detekovatelnou
cytotoxicitu mAb po 2 hodindch, a platé toxicity po 8
hodindch. SniZena exprese Dr se stala detekovatelnou po 4
hodindch a dosahla svého vrcholu po 8 hodinich.

Priklad 5

Trvani modula&nich a cytotoxickych uéinka L243 na LG2 PO

odstranéni mAb

Metody: EBV-LCL LG2 (105 bunék/ml) byly kultivovany za
pritomnosti Dr-specifické mAb 1243 (Becton-Dickinson)
v koncentraci 10 nM po uk4zanou &asovou periodu. Protilatka
byla odstranéna 3x promytim a bunééna kultura pokradovala ve
stejném objemu &erstvého media, jak je ukézano. Buniky byly
nisledné promyty a barveny standardni neprimou fluorescenci
za pouZiti DR-specifické mAb 1243 a FITC-konjugované kozi
anti-my3i Ig (Southern, Birmingham, Alabama), jako
primdrniho a sekunddrniho reagens, v prislusném poradi.
Mrtvé burky byly barveny propidiumjodidem a vzorky byly
analyzovidny na FACScan pratokovém cytometru. Vysledky jsou

ukdzany na obrazku 3.

Histogramy representuji relativni poéet mrtvych bunék
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(svétlé) a Zivych bunék exprivujicich sniZené mnozstvi
HLA-DR (tmavé).

ZAvér: Protildtkami indukovanid sniZeni exprese DR trva po

16 hodin po odstranéni mAb

Priklad 6

SniZzend HLA-DR exprese v ruznych APC populacich po
kokultivaci s DR-specifickou mAb L243 a jejimi fragmenty.

Dadle byl vysetrfovan Géinek anti DR mAb na razné
netransformované MHC trfida II pozitivni bunéé&né subpopulace:
klidové a aktivované B bunky, monocyty/makrofigy a
aktivované Th bunky.

Metody: Izolace B bunék a monocyti/makrofédgd z &erstvé
periferni krve byla provedena odebranim T bunék plus
monocytd nebo B bunék (kde to bylo aplikovatelné) pred
kultivaci, za pouziti magnetickych koralka (Dynal) predem
potaZenych mAb specifickou pro CD3 (SK7) a CD14 (M®P9) nebo
CD19 (4G7), v prislu3dném poradi (Becton.Dickinson). Th a
blasty B bunék byly generovdny 3 - 5 denni in vitro
stimulaci mononukledrnich bunék periferni krve s
fytohemaglutininem (1 pug/ml; Sigma) a mitogenem ligidla
amerického (2,5 pg/ml; Sigma), v prislusném poradi. L1243
byla trédvena pepsinem a papainem, aby se izolovali F(ab) 2
a Fab fragmenty, v prislusném poradi, jako v odk. 18.
Netrdvené protilatky a jejich Fc fragmenty byly odstranény
afinitni chromatografii na protein G kolonach. APC (105
bunék/ml) byly kultivovidny za pritomnosti ekvivalentnich
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koncentrac{ kompletni L243 protilatky (10 nM) nebo jejiho
F(ab)*2 (10 nM) a Fab (20 nM) fragmentu po 16 hodin, jak je
ukdzano na obrazku 4. Bunky byly potom promyty a barveny
jako v prfikladu 3. Vysledky jsou uk4zAny na obrazku 4. X osa
representuje HLA-DR expresi a osa Y fluorescenci
propidiumjodidem barvenych mrtvych bunék, oboje

v arbitrédZnich jednotkdch fluorescence. Cisla ukazuji
procento bunék v korespondujicich kvadrantech. "DR-FITC
barveni" a "pozadi FITC barveni" representuji kontrolni
bunééné populace kultivované po 16 hodin v normalnim mediu
a nasledovné znadené s a bez primarniho reagens,

v prisludném poradi.

Zavér: Exprese DR molekul na povrchu bunék se sniZzila ve
viech populacich za prfitomnosti kompletni mAb, stejné jako
za pritomnosti jejich bi- a monovalentnich fragmenta F(ab)';
a Fab, v prislusném poradi. Rozsah DR redukce byl vyssi u B
bungk (80 —~ 90%), stfedni u monocytarnich APC (50 - 65%) a
nizky (méné neZ S0%) u Th buné&énych blasta. Kokultivace
EBV-LCL a preaktivovanych blastd B bunék s bivalentnim
anti-DR reagens (kompletni mAb a F(ab)'2 ) vedla k vysoké
(60 — 70%) a margindlni (5 - 15%) cytotoxicité, v prislusném
poradi, zatimco monovalentni fragmenty indukovali pouze
sniZeni exprese bez signifikantnich smrti bunsk. Cytotoxicky
udinek byl kompletné nepritomen u subpopulaci klidovych B
bunék, aktivovanych Th lymfocyta a monocyti/makrofagu
preinkubovanych s jakoukoliv formou DR-specifickych mAb
pouzitych v té&chto pokusech.

Podobné profily (&asteé&ns& ukdzané v dalsich sekcich) byly
ziskény za pouziti kompletnich mAb 1-1C4 a LB3.! a jejich
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Fab fragmentu. (F(ab) 'z fragment LB3.1 protildtky nemuze byt
generovan, jelikoz jeji izotyp nedovoluje tr4veni papainem).

Priklad 7

U¢inky zvysenych koncentraci DR specifickych Fab
fragmenta na EBV transformovanou B bunéénou linii LG2.

Rozdil ve smyslu cytotoxicity mezi mono— a bivalentnimi
mAb reagens byly zkoumdny pro urdéeni toho, zda je to pouze
rozdil kvantitativni, nebo je-1li zplsoben kvalitativne

odlisnym mechanismenm ué¢inku,

Metody: Jako v prikladech 3 a 6. Vysledky jsou ukdzany na
obrazku 5. Presentace je jako na obrazku 1.

Zavér: Zvysené koncentrace L243~Fab selhaly v indukci
jakéhokoliv signifikantniho snizeni preZivani APC.

Priklad 8

Uéinky prolongované kokultivace 1243 a jejich fragmentu
na LG2 busky

Metody: APC (105/m1) byly kultivovany za prfitomnosti
ekvivalentnich koncentraci kompletni 1,243 protilatky (10 nM)
nebo jejiho Fab fragmentu (20 nM) po ukazanou dobu. Bunky
byly poté promyty a barveny jako v pfikladu 6. Vysledky jsou
ukdzany na obrazku 6. Presentace je jako na obrazku 2.

Zavér: Prolongovana kokultivace selhala v indukci
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jakéhokoliv signifikantniho sniZeni pfezivani APC.

Priklad 9
Cytotoxicita EBV-LCL zAvisi na DR-preksiZeni

Metody: EBV-LCL (Priess) (105 bun&k/ml) byly kultivovany
po 16 hodin za pritomnosti L243 Fab (20 nM) fragmenta a
kozim anti-my$im IgG predem potaZenych magnetickych koralku
("anti-Ig"; Dynal), tak, aby doslo k prfekriZeni na buné&énou
membranu navdzanych Fab fragmentd, jak je ukazano. Buiky
byly poté promyty a barveny jako v prikladu 6. Vysledky jsou
ukazany na obrdzku 7. Presentace je jako na obrazku 1.

Zavér: PrekriZeni HLA-DR vazanych Fab generuje
cytotoxicky uéinek na EBV-LCL.

Z té&chto vysledki dosud popsanych lze usoudit, Ze:

a) HLA-DR exprivované na jakychkoliv mononuklernich
krevnich buiikdch miZe byt downregulov4dn a ligaci

specifické mAb;

b) neocdekédvané, DR ligace monovalentniho reagens (Fab)
mize také vést k DR downregulaci;

c) protoZe je cytotoxicita zjevns pouze na EBV, modelu
aktivovanych B bunék, mitogenem preaktivovanych B bungk, je

pravdépodobné zA4visl4d na aktivaénim stavu B bunék; a

d) cytotoxicita je n4sledek DR-prek#iZeni bivalentnimi
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ligandy (kompletni mAb a F(ab)':z , prekriZené Fab), a
nevyzZzaduje Fc &ast protiléatky.

Predchozi studie ukizaly, 2e ligace tridy II molekul s
celou mAb nebo receptory T bunék signalizuje serii zmén
v APC jako je sekrece cytokina (19 - 20), modulace buné&éného
rastu a sekrece imunoglobulinid (21 - 28), upregulace
kostimulaénich (15) a buné&énych adhesnich molekul (20, 29)
a downregulace CD23 (25). Bylo proto duleZité stanovit, zda
je sniZeni DR exprese za prekultivace s mAb omezeno na tridu
II molekul ligovanych protildtkou, nebo jestli je to soucgést
globadlné indukované downregulace mnoZstvi proteini bunéé&ného
povrchu. Exprese HLA trfida II izotypa DP a DQ, HLA trida
I molekul a MHC nepfibuzného adhezniho proteinu CD18 byla
analyzovdna na ruznych subpopulacich APC po kokultivaci
s F(ab) 'z nabo Fab fragmenty L243.

Priklad 10

Selektivita DR downregulace na klidové B bunky a
monocyty/makroféagy

Metody: Jako v pfikladu 6.standardni neprimé
imunofluorescenéni barveni mAb specifickou pro HLA-DP (klon
B7/21), -DQ (SK10), CD18 (L130) (v3e IgGi podtridy, Becton -
Dickinson) a anti-HLA trida I (W6-32 I1gG2a, Accurate,
Westbury, New York) reagens byla pouZita v konjunkci s kozim
anti my3im IgG1-FITC a FITC znadenym proteinem A (Boehringer,
v prislusdném porfadi. Tento postup vyluduje dal3i nepfimé
FITC znaé&eni residudlnho na membrénu vazaného DR
specifického protilatkového fragmentu. Vysledky jsou ukazany
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na obréazku 8. Presentace je jako na obriazku 4. "Kontrola"
representuje bunéénou populaci kultivovanou po 16 hodin
v normdlnim mediu a nidsledné znadenou proteinem A a FITC

konjugovanym kozim anti mysim IgGi spoleéns.
Zav&r: Zatimco DR molekuly vykazovaly redukovanou
expresi, DP, DQ, trida I a CDI18 molekuly ziastavaly bez

ovlivnéni jak v klidovych B bunkach, tak v
monocytech/makrof4agach prekultivovanych s F(ab)':2 fragmenty.

Priklad 11
Selektivita DR downregulace na.B buné&éné blasty

Metody: Jako v prikladu 10. Vysledky jsou ukazany na obrazku
9. Presentace je jako na obrazku 4.

Zavér: Zatimco DR molekuly byly downregulovany, DP, DQ,

trfida I a CD18 molekuly zastavaly bez ovlivnéni B bunédénych
blastech prekultivovanych s F(ab)': fragmenty.

Priklad 12
Selektivita DR downregulace na LG2 burnky

Metody: Jako v p#ikladu 10. Vysledky jsou ukdzany na obréazku
10. Presentace je jako na obrazku 4.

Zavér: Zatimco exprese DR moleul se zd4a byt selektivnsé
redukovana ligaci Fab, bivalentni F(ab) '2 fragenty indukuji
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signifikantni downregulaci jinych izotypu tridy II, tridy
I molekul a CD18. ProtoZe tdroven neselektivni redukce je
pouze dvojndsobnd a DR redukce je desetindsobnid je moZné
predpokladat, Ze sniZeni exprese jinych molekul bunééného
povrchu je asociovdno s obecnou 3kodlivosti bivalentnich

reagens na EBV-LCL.

Priklad 13

Alotypové neselektivita DR downregulace mAb

Modulaéni mAb LB3.1, L243 a 1-1C4 jsou pan-DR specificksé,
t.j. nerozli3uji mezi rdznymi alelickymi formami HLA-DR.
Proto nejsou vhodné pro testovani alotypové specificity DR
downregulace. Nicméngé, tato otdzka miZe byt zodpovézena za
pouziti downregulaéni mAb SFR3-DRS, kterid je exklusivné
specifickd pro DRB1*110X (dfive DR 5; odk. 13).

Metody: B bunky (izolované z &erstvé periferni krve
heterozygotniho DRB1*0101/1101X darce jako v prikladu 6)
byly kultivovadny za prfitomnosti DRB1*110X - specifické mAb
SFR3-DRS (20% tekutina supernatantu hybridomu; odk. 14).
Buniky byly nésledné promyty a barveny standardni nepfimou
imunofluorescenci s bud DRB1*¥110X - specifickou mAb SFR3-DRS
nebo's DRB1*110X ~ specifickou mAb CCCL20 (12), v konjunkci
s kozim anti mysim a krysim Ig (Southern), jak je ukazano.
Vysledky jsou ukazany na obréazku 11. Presentace je jako na

obrazku 4.

Zavér: DRB1*110X - specifické reagens SFR3-DR5 indukovalo
downregulaci obou DR alomorfu exprivovanych heterozygotnimi
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klidovymi B burnikami a také ovliviiovalo DR alotyp
nerozpoznany mAb. Tak se DR downregulace nezdid byt alotyp

specifickou.

Pfiklad 14

Pan-tfida II downregulace na TS-10 buiikach déinkem 1-1C4
Fab.

ProtoZze mAb 1-1C4 miZe rozpoznaivat B fetézec viech tri
izotypa HLA tfida II (Dr, DP, DQ), bylo vyznamné testovat,
zda je schopnid shodné redukovat jejich expresi.

Metody: EBV-LCL TS-10 (ECACC (Salisbury, UK) prirastkové
¢. 85102911) byly kultivovany za pritomnosti 1-1C4 Fab (20
nM), anti-DP mAb (10 nM) nebo anti-DQ mAb (10 nM) po 16
hodin, jak je ukazano. Bunky byly ndsledné promyty a barveny
jako v prikladu 6 a 10. Vysledky jsou ukdzany na obrézku 12.
Histogram profilu barveni Zivych bunék jsou ukazany. Osa X
representuje intenzitu fluorescence v arbitraZnich
jednotkach a osa Y relativni pocéet bunék. Otevrené
histogramy representuji kontrolni bun&é&né populace znadené

prislusnym sekunddrnim &inidlem.

Z&vér: 1-1C4 downreguluje expresi vsech t#{i izotypt
tfidy II (DR, DP, DQ) s redukci intenzity srovnatelnou s
redukci dosaZenou pro izotyp specifickou mAb (anti-DP,
anti-DQ). Tato downmoduace pan-tridy II 1-1C4 byla
selektivni, protoZe HLA tida I a CD 18 molekuly zustavaly
neovlivnény. Proto kromé& vyuzZitelnosti pro 1é&bu
HLA-DR-spoenych indikaci jako je revmatoidni artritida,
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mohou byt Fab fragmenly podle vynidlezu ziskané z pan—tfidy
II mAb jako je 1-1C4 uzite&né pro 1é&bu chorob spojenych

s HLA-DP a -DQ expresi, jako je roztrousen4a sklerosa,
diabetes mellitus typ I, myastenia gravis, lupus
erythematosus, rejekce orginového transplantdtu a reakce
$tépu proti hostiteli (odk. 36 -~ 41).

Priklad 1§

Nedostatek TNFa sekrece se zvysuje p#i kokultivaci LG2 a
Priess bunék s L1243 a jejimi fragmenty

Predeslé studie uk4zaly, Ze prekiiZeni DR molekul L243 na
EBV transformované B buné&&né linii JY zvysuje sekreci TNFa
(20). ProtoZe toto miZe byt moZny mechanismus pro A
cytotoxicitu, bylo mé&reno uvolfiovani TNFa Priess a LG2
bunikkami kokultivovanymi se stejnou mAb L243 a jejimi

fragmenty.

Metody: APC (105 bunédk/ml) byly kultivovany za
pritomnosti ekvivalentnich koncentraci kompletni L243
protilatky (10 nM) nebo jejiho F(ab)': (10 nM) a Fab (20 nM)
fragmentd po 16 hodin, jak je ukazino. Koncentrace TNFa v
supernatantech kultury byla mérfena za pouziti vnitgné
kontrolovaného standardniho ELISA kitu (T cell Diagnostic,
Cambridge, Massachusetts). Cytotoxické a DR modulaéni uéinky
monoklondlnich reagens byly potvrzeny imunofluorescenci jako
v prikladu 4 (data nejsou ukazéana). Vysledky jsou ukazany na
obréazku 13.

Zavér: 24dné signifikantni zvyseni TNFa nebylo detekovano
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v téchto kulturAdch. Proto zustidva mechanismus cytotoxicity
stejné jako selektivni DR downregulace predmé&tem vyzkumu.

Inhibice odpovédi T bunék pisobenim anti DR mAb a jejich

fragmentua
Priklad 16

Inhibice odpovédi T bunék anti-DR mAb, jejich fragmenty a
DR vazZzicimi peptidy

Metody: CD4 pozitivni klony Th buné&k NBHAC2S, KMHA2S a
DSHABB10 pripravené podle odkazu 32 odpovidaji na
hemaglutininovy (HA) peptid viru chfipky HA307-319
(PKYVKQNTLKLAT) presentovany DRA/DRB1*0101, DRA/DRB1*0401 a
DRA/DRB1*0401, v prislu3ném poradi. Bunky byly inkubovény s
mitomycinem C ofetrfenymi APC, antigenem (134 nM) a
inhibitory. Antigen specifickid proliferace Th bunék byla
m&fena standardnim testem inkorporace 3H-thymidinu. Vysledky

jsou ukaziny v tabulce 3.

Zavér: mAb LB3.1, L243 a 1-1C4, t.j. ty, které indukovaly
downregulaci DR molekul byly také silnymi inhibitory
aktivace Th bunék. Opfoti tomu mAb, které nemély
downregulaéni uéinek na DR (CCCL20, 8D1, 9F1, 9F2, 10F12)
selhaly také v ovlivnéni odpovédi Th bunék, nebo indukovaly
marginadlni inhibiéni ddinek (Tabulka 3). Tak schopnost DR
downregulace koreluje s inhibiéni aktivitou. Kromé& toho tyto
vysledky ukazuji, Ze downreguladéni mAb maji tendenci k
rozpoznavani epitopu umisténych na peptidovych vazebnych
(al a 1) doménach molekul tridy II.
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Priklad 17

Pozadovani koncentrace protildtek pro inhibici Th bunék a

DR downregulaci

Pro dalsi vy$etreni korelace demonstrované v prikladu 16
byla uréena poZadovana koncentrace protilatek pro inhibici

downregulaci.

Metody: Klony Th bunék KMHA2S a DSHABB1O (viz tabulka 3)
byly inkubovany s mitomycinem C osettenymi Priess bunkami
jako APC, HA307-319 peptidem jako antigenem a ukézanymi
koncentracemi mAb LB3.1. Antigen specificka proliferace Th
bunék (horni panel) byla mérena inkorporaci 3H-thymidinu o
t#i dny pozdgji. Pratokova cytometrie Priess bunék s mAb
LB3.1 (dolni panel) byla provedena jako v prikladu 3.
Vysledky jsou ukadzany na obrazku 14.

74vér: Téméi kompletni inhibice Th odpovédi byla dosaZena
s koncentraci mAb, ktera indukovala 90% downregulaci DR v
asi 2/3 APC (bez jejich usmrceni), coZ napovida, Ze pro oba

fenomény je zapotrebi asi stejné koncentrace.

Priklad 18

U&inek anti DR mAb a Fab fragmentd na antigenni

presentaci fixovanymi APC

Bylo zkouméno, zda DR downregulace je jediny mechanismus

vyuzity v inhibici odpovédi Th bunék.
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Metody: APC (LG-2) byly fixovany glutaraldehydem (Fluka
Chemie, Buchs, Switzerland). Odpovéd klonu Th bunék NBHAC2S
na mitomycinem o3etrené ("My") nebo fixované ("Fix") LG-2
plus HA307-319 (134 nM) v pritomnosti mAb nebo Fab byla
méfena jako v prikladu 17. Vysledky jsou ukézany na obrazku

1S.

74vér: Anti-trida II mAb a jejich Fab fragmenty mohou
také inhibovat odpovéd Th bunék na peptidovy antigen
presentovany fixovanymi (t.j. usmrcenymi) APC, kde
downregulace tridy II molekul neni moZna. Tak alespoi jeden
dalsi{ mechanismus, nejpravdépodobnéji stericka prekéazka
interakce trida II - antigenni receptor Th bunék (TCR) hraje

roli v inhibici Th bunék.

P#iklad 19

Ue&inek antigenu zavedeného na silné mAb, Fab a peptidové

antagonisty.

Relativni uéinnost anti-trida II mAb, jejich fragmenta a
antagonista vazebného mista pro peptid v inhibici odpovédi

Th bunék byla srovnaivéna.

Metody: Jako v prikladu 15. Th klon NBHAC25; APC LG-2.
Horni panel HA 307-319 13,4 nM, dolni panel 330 nM. Peptidy
jako v tabulce 3. Vysledky jsou ukézany na obrazku 16.

74vér: Protilatky a Fab fragmenty maji srovnatelnou
inhibiéni kapacitu, s tim, Ze druhé jmenované jsou pouze ©O

néco méné u&inné nei prvné. Oboje jsou, nicméné,
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nékoliksetkrat Gu¢ingjsi neZ peptidy. Je vyznamné zaznamenat,
2e zvyseni koncentrace antigenu (30 krat vyssi neZ v hornim
panelu obréazku 16) uéinilo peptidové antagonisty méné
a&innymi, ale neovlivnilo potencisl mAb. Toto pozorovani je
vysvétlitelné odli3dnym mechanismem inhibice: zatimco peptidy
primo souté&Zi s antigenem o vazebna mista tridy II,
protilatky downreguluji{ expresi tridy II stejn& jako bréani
MHC-TCR interakci.

Priklad 20

Relativni u&inky Fab a peptidu na k#ivky davka antigenu -

odpovéd

Schopnost Fab fragmentid a peptidu inhibovat odpovéd Th
bunék byla srovnadvana pro $iroky rozsah koncentraci

antigenu.

Metody: Jako v prikladu 17. Th klon NBHAC25; APC LG-2.
HA 307-319 od 13,4 pM do 134 nM; Fab 100 nM; peptid aXA,,
100 pM. Vysledky jsou ukazany na obrazku 17.

7avér: Z dat je jasné, Ze Fab fragmenty maji schopnost
inhibovat odpovéd Th bunék pri asi 1000 krat vyssi
koncentraci antigenu neZ peptidy, a tento rozdil zustéava

konstantni v celém rozsahu koncentraci antigenu.

Priklad 21

U&inek antagonistu tridy 11 na nastup odpovédi Th bunék
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Bylo dulezité stanovit, zda ruzné druhy antagonista tridy
II mohou interferovat s nastupem odpovédi Th buné&k. Ackoliv
tato otazka nemiZe byt dukladné zkoumédna uvnits kréatkého
&asového obdobi in vitro odpovédi Th bunék, byl proveden
pokus o srovnani mezi Fab fragmenty a peptidy pridanymi v
raznou dobu k systemu APC-antigen—-Th buika.

Metody: Jako v pfikladu 17. Th klon NBHAC25; APC LG-2.
HA 307-319 4 nM . Inkubace APC s HA od -2 hodin. Klony
pridany v hodinu 0. Byly pouzity Fab LB3.1. Vysledky jsou
uk4dzany na obrazku 18.

74vér: Oddalené pridédni antagonisty peptidu vedlo ke
gradudlnimu, &asové dependentnimu naru3eni inhibiéni
aktivity, ktera nemohla byt obnovena zvy3enim koncentrace
kompetitoru. Oproti tomu, Fab fragmenty zpisobily témér
kompletni inhibici, pokud byly pfidény 2 hodiny po Th
busikdach, a sniZeny inhibi&ni potenciédl pri oddédleném podéni
mohl byt kompenzovan zvysenou oncentraci Fab. Tak se Fab
fragmenty zdaji byt udinéjsimi v interferenci s nastupenm
odpovédi Th bunék, nez momentalné dostupné peptidové

kompetitory.
Priklad 22

Produkce mAb 1-1C4

HLA-DR byl imunoprecipitovan z EBV-LCL Priess za pouziti mAb
L243 a HLA-DR o a B retézce byly separovany SDS-PAGE. 28k
elektroforeticky prouZek obsahujici DR-B byl vystriZen z gelu a
pouzit pro imunizaci BALB/c my3i. My3i imunitni B buiky byly
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nidsledn& imortalizovany fuzi s myelomovou linii PAI-0O (Stocker, W
et al., Research Disclosure, 217, 155 - 157 (1982)) tak, aby
vznikly mAb secernujici hybridomy. Supernatanty kultury takovych
hybridomi byly vysetfovany na svou schopnost inhibovat aktivaci
HA/DRB1*0401 Th bunék klonu KMHA2S (viz tabulka 3) v pritomnosti
antigenu HA 307 - 319 a Priess jako APC. Hybridom 1-1C4 byl
identifikovan jako secernujici mAb majici inhibié&ni kapacitu.
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Patentové ndroky

1. Fab fragment obsahujic{ imunoglobulinovy Fab fragment a
sest komplementaritu urdujicich regiona, které jsou obsaZeny
v uvedeném Fab fragnmentu, kde jeden aZ 3est z uvedenych
komplementaritu urdujicich regiond jsou komplementaritu
urdujici regiony monoklondlni protildtky majici nadsledujici

vlastnosti:

1) monoklon4lni protilatka se véZe na prvni doménu HLA-DR,

2) monoklondlni protilatka je cytotoxické pro antigen
presentujic{ bunky, které exprivuji HLA-DR,

3) monoklonalni protilatka sniZuje expresi HLA-DR na

antigen presentujicich bunkéch.

2. Fab fragment podle naroku 1, kde monoklonalni
protilatka je my3i monoklondlni protilétka.

3. Fab fragment podle naroku 2, kde imunoglobulin je

lidsky imunoglobulin.

4. Fab fragment podle naroku 3, kde 3est komplementaritu
uréujicich regiont uvedeného Fab fragmentu je 3est
komplementaritu urdujicich regionu uvedené monoklondlni
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protilatky.
5. Kapaln4d farmaceutické kompozice obsahujici:

1) farmaceuticky prfijatelny kapalny nosié&; a
2) terapeuticky G&inné mnoZstvi Fab fragmentu podle

jakéhokoliv z naroka 2 az 4.

6. Kompozice podle naroku S, kde mnoZstvi Fab fragmentu je
od 0,5 do 5 mg/ml kapalné kompozice.

7. Kompozice podle naroku 6, kde mnoZstvi Fab fragmentu je

od 1 do 2 mg/ml kapalné kompozice.

8. Zpusob pripravy Fab fragmentu podle jakéhokoliv z
naroka 1 a2 4 vyznadujici se tim, Ze
monoklonalni protildtka jak je definovana v nédrocich 1 nebo 2
je 3tépena pepsinem a Fab fragmenty jsou izolovany metodami v

oboru znamymi.
9. Fab fragment pripraveny zpusobem podle naroku 8.

10. Fab fragment podle jakéhokoliv z naroku 1 aZz 4 jako
terapeuticky aktivni agens, zejména jako imunosupresivni

agens.

11. Pouziti Fab fragmentu podle jakéhokoliv z nédroku 1 aZz

4 pro supresi imunitni odpovédi u pacienta.

12. Pouziti Fab fragmentu podle jakéhokoliv z nédroka 1 aZ

4 pro 1é&bu revmatoidni artritidy.
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13. Vynalez jak je zde popsan.

14. Zpusob pro supresi imunitni odpovédi u pacienta
vyznad¢ujici se tim zZe obsahuje podéani
terapeuticky uéinného mnozstvi Fab fragmentu obsahujiciho Fab

fragment jak je definovan v narocich 3 nebo 4.
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