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ReSent se tyka farmakologického ptipravku obsahujiciho jako
uéinnou latku monosacharidy a oligosacharidy vazici se k
NKR-P1 a CD69, exprimovanym na povrchu efektorovych
bungk imunitniho systému, v&etn& piirozenych zabije¢skych
bunék (bunék NK). Soucasné zahrnuje pouZiti monosacharidi
a oligosacharidi pro vyrobu farmakologického piipravku pro
modulaci efektorové funkce bunék imunitniho systému. Jsou-
li oligosacharidy volné, inhibuji efektorovou funkci, jsou-li
sdruzené, stimuluji efektorovou funkei bun€k imunitniho
systému. Oligosacharidy mohou byt sdruZeny na liposomech
nebo aminokyselinovych sekvencich. Oligosacharidy 1
efektorové buiiky lze smérovat k cilovym buiikdm pouZitim
&lent specifického vazebného péru, napiiklad protilatek nebo
jejich fragmentil, pficemz cilovymi butikami jsou zejména
buiiky naddorové.
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Farmakologicky piipravek obsahujici oligosacharid a pouZiti tohoto oligosacharidu

Oblast techni

Vynalez se tyka farmakologického piipravku pro modulaci aktivity efektorovych bun€k imunit-
niho systému, zejména modulaci komponent imunitniho systému, a pouZiti monosacharidi a
oligosacharidi pro vyrobu tohoto farmakologického p¥ipravku.

Je zaloZen na identifikaci ligandi, zvlasté sacharidovych ligandl, pro receptory nalezené na
povrchu bunék dulezitych v imunitni odpovédi, které zahrnuji receptory NKR-P1 a CD69.
Mono- a oligosacharidy, jak se ukazuje, jsou schopné inhibovat nebo aktivovat efektorové buiiky
v zavislosti na tom, zdali jsou monomerické (volné) nebo zesitované (sdruzené).

Dosavadni stav techniky

Prirozené zabije¢ské (NK) buiiky jsou cytotoxické lymfocyty, které jsou schopné lyzovat rizné
cilové buiiky, v&etné nadorovych bunék a viry nebo intraceluldrnimi bakteriemi infikovanych
bun&k (Trinchieri G., Adv. Immunol. 47, 187-376 (1989)). Uloha NK bunék v imunitnim systé-
mu se neomezuje pouze na buné&éné zabijeni. NK buiiky maji receptory pro 1, tfidu MHC na
svém povrchu, a jsou schopny rozpoznavat oboji autologni a allogenni alely 1, tfidy (Trinchieri
G., J. Exp. Med. 180, 417-421 (1994)), coz ukazuje na jejich @ilohu v rozpoznavani zmén v kon-
formaci antigenii 1, tfidy, které mohou byt pfitomny naptiklad béhem virové infekce. Pomocné T
buriky a antigenprezentujici butiky restringované MHC II. tfidy nejsou NK buitkami vyZadovany
- umoziiuji pravdépodobnou detekcei patologickych zmén v buiikach vétSiny tkani, vEetné hema-
topoetickych a endothelidlnich bunék.

Aktivace bunék NK probih4 nejen pii cytotoxicité, ale rovnéZ pifi sekreci cytokind, zvlasté
gama—interferonu (IFN-gama), granulocyto-makrofagového kolonie—stimulujiciho faktoru GM-
CSF) a nadory nekrotizujiciho faktoru (Trinchieri G., Adv. Immunol. 47, 187-376 (1989)). IFN-
gama a GM-CSF lze zahrnout mezi aktivatory fagocytujicich bun¢k vyznamnych v zanétu a
aktivaci antigen—prezentujicich bungk. NK buiiky hraji vyznamnou Glohu v modulaci antigen—
specifické odpovédi pomocnych a cytototoxickych T bunék (Romagnai. Immunology Today, 13,
379 (1992)). Skuteéné jak shrnul Trinchieri (Trinchieri G., J. Exp. Med. 180, 417-421 (1994)),
Casna odpovéd’ NK bunék b&hem infekce ma vyznamny G¢inek na charakteristiku probihajici
antigen—specifické adaptivni imunitni odpovédi, a je vyZadovana k optimalni odpovédi pomoc-
nych (THI) bun&k typu 1. Modulace NK bunééné aktivity miiZe tudiz mit vyrazny a¢inek nikoliv
jen na piirozenou imunitni odpoveéd’, ale také v antigen—specifickych odpovédich.

Porozuméni biologické tiloze riznych oligosacharidi glykoproteind, proteoglykand a glykolipidi
ma vyznam v bun&éné biologii. Prace s monoklonalnimi protilatkami ukazaly, Ze jsou zasadni
zmény v obraze oligosacharidii na povrchu bun€k béhem embryonélniho vyvoje a buné&né dife-
renciace, d ¥e tyto zmény jsou piedvidany pii malignité (Feizi T., Nature 314, 53-57 (1985),
Hakomori S., Cancer Res. 45, 2405-2414 (1985)). Vznikly tGvahy, Ze takové oligosacharidy
(mezi neZ patii krevné skupinové antigeny a piibuzné sekvence) mohou mit vyznamné Glohy pfi
bun&né migraci nebo pfi odpovédi na rizné mikropodminky (Feizi T., Nature 314, 53-57
(1985), Feizi T. et al., Biochem. J. 245, 1-11 (1987), Feizi T., in Carbohydrate Recognition in
Cellular Function (Bock G. and Harnett S. eds.), Ciba Foundation Symposium 145, Wiley
(1989), str. 62, 79).

Nyni nartistd znalost o proteinech, které maji domény s piedpokladanou sacharidy vazajici
aktivitou v zavislosti na aminokyselinovych sekvencich. Vyznamna mezi témito proteiny je lekti-
nova rodina C-typu charakterizovana ptitomnosti jedné nebo vice domén, které se podobaji
sacharidy rozpoznavajici doméné (CRD) jaterniho receptoru pro asialoglykoproteiny (Drickamer
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K., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 393-400 (1993)). Rizni ¢lenové této proteinové rodiny jsou nyni
znami vazbou sacharidi (Feizi T. et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 701-710 (1993)). Mezi né
zvI14a§té patii proteiny umoziujici adhezi leukocyti k endotheliu, selektiny (Bevilacqua M. et al.,
J. Clin. Invest. 91, 379-387 (1993), Lasky L. A. et al., Cell 56, 1045-1055 (1989), McEver R. P., J.
Cell Biochem. 45, 156-161 (1991)), které hraji stéZejni tlohy v leukocytarnim prostupu krevni sténou
a obnové pii zanétu a vétSinou jisté hraji ilohu v rozsevu nadorovych bunek krevni cestou.

Proteiny lektinové rodiny C—typu byly popsany u pfirozenych zabijecskych (NK) bunék
(Chambers W. H. et al., Glycobiology 3, 9-14 (1993), Yokoyama W. M., Curr. Opin. Immunol.
5, 67-73 (1993)). Lektinové proteiny C-typu na NK burikach jsou dimérniho typu, (trans-
membranové proteiny typu II), obsahujici extracelularni motiv spoleény CRD znamych lektind
C-typu. Dale maji oblast stopky a cytoplasmatickou ¢ast obsahujici tyrosinové a serinové zbyt-
ky, které jsou potencidlnimi fosforylaénimi misty a tetrapeptidovy motiv, ktery je u T lymfo-
cytarnich glykoproteini CD4 a CD8. Zprostfedkuje asociaci s protein—tyrosin kindsou p56™
(Giorda R. et al., J. Immunol. 147, 1701-1708 (1991), Rudd C. E. et al., Biochim Biophys. Acta
1155, 239-266 (1993)). Do dneSka vSak vazba oligosacharidii k t€mto lektinovym proteinim
nebyla popsana a protoZe proteiny byly zatazeny do skupiny V, s chybgjicim Ca*" vazebnym
motivem, majicim zcela odli$né sekvence. Schopnost vazby oligosacharidii byla zpochybnéna
(Drickamer K., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 393-400 (1993)).

Jeden z prvnich t&chto proteint, ktery byl klonovan a sekvenovan, je potkani NKR~P1 protein
(Giorda R. et al., Science 249, 1298-1300 (1990)) rizné izoformy se objevuji na potkanich a
mysich NK buiikach (Ryan J. C. et al., J. Immunol. 149, 1631-1635 (1992), Yokoyama W. M.,
Annu. Rev. Immunol. 11, 613-635 (1993)). Podobné proteiny se objevuji na lidskych NK buri-
kidch (Chambers W. H. et al., Glycobiology 3, 9-14 (1993), Yokoyama W. M., Curr. Opin.
Immunol. 5, 67-73 (1993)). Protilatky vazajici se k NKR-P1 na povrchu NK buné€k mohou indu-
kovat na protilatkach zavislou cytotoxicitu FcR" cilovych bunék (Chambers W. H. et al., J. Exp.
Med. 169, 1373-1389 (1989)) (via Fc &asti protilatky - tzv. "opa¢né smerované zabijeni") a
piekiiZzeni NKR-P1 protilatkami stimuluje pfeménu fosfoinositoli a mobilizaci intracelularniho
kalcia (Ryan J. C. et al., J. Immunol. 147, 3244-3250 (1991)). Kaskada dé&ji vedouci k zabijeni
zahrnuje tvorbu konjugati s cilovymi butikami, vznik inositol-bisfosfatu (InsP,) a vzrist volného
cytoplasmatického kalcia v zabijedské butice pfed uvolnénim péry tvoricim proteinem a cyto-
toxickymi faktory uvoliiovanymi z intracelularnich granuli (Trinchieri G., Adv. Immunol. 47,
187-376 (1989), Ryan J. C. et al,, J. Immunol. 147, 32443250 (1991), Hudig D. et al., Curr.
Opin. Immunol. 5, 90-96 (1993)).

CD69 (Schwarting R. et al., Leukocyte Typing IV: White Cell Differentiation, eds. Knapp W. et
al., Oxford University Press. Vol. IV, 428432 (1989), Testi et al., Immunology Today 15, 479-
483 (1994), Ziegler S. F. et al., J. Immunol. 152, 1228-1236 (1994)) je bunééna povrchova mole-
kula, homodimér s podjednotkami 26-34 kDa, ktera je in vivo konstitutivné exprimovana na
aktivovanych lymfocytech jako CD3"" thymocytech, T buiikach, podobn& na krevnich mono-
cytech, epidermalnich Langerhansovych buiikach, kostné drefiovych myeloidnich buiikach a
desti¢kach. Jinak exprese CD69 muZe byt indukovana po stimulaci vétSiny bunék hematopoetic-
kého pivodu. ProtoZe existuje Siroka distribuce CD69 a jeho schopnost podnécovat vznik intra-
celularnich signalu, lze predpokladat, Ze protein méa obecnou ulohu v biologii hematopoetickych
bungk vdéetnd bunééné aktivace a diferenciace. MiiZe plsobit jako spoleény bunéény spousteéc
(Testi et al., Immunology Today 15, 479-483 (1994)). Jak bylo feceno, definice CD69 ligandl a
pozadavky na jeho expresi mohou odkryt molekularni interakce obecné platnosti pro aktivaci a
funkci hematopoetickych bunék (Testi et al., Immunology Today 15, 479-483 (1994)).

Molekularni klonace (Hamann J. et al., J. Immunol. 150, 4920-4927 (1993), Lopez-Cabrera et
al., J. Exp. Med. 178, 537-547 (1993), Ziegler S. F. et al., J. Immunol. 145, 1228-1236 (1993))
prokazala, ze CD69 je transmembranovy protein typu II s molekularni hmotnosti 22 559 Da a
karboxy—terminalni oblasti, ktera se podoba sacharidy-rozpoznavajicim doménam Ca*'- zavis-
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lych (C-typu) ZivociSnych lektind. Dimerni proteiny tohoto typu byly oznaceny jako lektinova
skupina V (Drickamer K., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 393—400 (1993)), ktera zahrnuje vedle
ptirozenych zabijecl (NK) asociované proteiny. NKR-P1, Ly—49 a NKG2 (Chambers W. H. et
al., Glycobiology 3, 9-14 (1993), Yokoyama W. M. et al., Annu. Rev. Immunol. 11, 613-635 (1993)).

CD69 se vsak odliSuje od téchto proteinii svou kratkosti - chybi mu stopkova oblast, kterd
intervenuje mezi trans—membranovou a kréni oblasti lektinové domény. Mapovani chromozomu
ukazalo, Ze u mysi i lidi je gen pro CD69 spojen s oblasti u mys$i nazvanou NK genovy komplex
a lektiny C—typu jsou exprimované predev§im na buikach NK (Yokoyama W. M. et al.,
J. Immunol. 145, 2353-2358 (1990)). A tak u mysi CD69 gen patii k distalni ¢asti chromozomu 6
patficiho k NKR-P1 a Ly-49 genovym rodinam (Yokoyama W. M. et al, J. Immunol.
1452353-2358 (1990), Ziegler S. F. et al., Stem Cells 12, 456-465 (1994)). U lidi je gen fazen
k chromozomu 12, ktery je obdobou distalni ¢asti mysiho chromozomu 6. Analyza CD69 genu
ukézala na jedinou kopii v kontrastu s genovou rodinou, kterd existuje pro NKR~P1 a Ly-49
(Ziegler S. F. et al., Stem Cells 12, 456-465 (1994)).

Ligandy pro CD69 nebyly diive znamy. Antigen CD69 byl zatazen ke skupiné V, C—typu
lektint, byly vSak pochybnosti o jeho schopnosti vazat oligosacharidy (Drickamer K., Curr.
Opin. Struct. Biol. 3, 701-710 (1993)).

V in vitro experimentech, v kterych byl lymfocytarni CD69 prekiizen CD69 protilatkou, byly
zaznamenany ruzné GCinky (jestlize lymfocyty byly nejprve stimulovdny forbol-myristat—
acetatem, stimulatorem proteinkinasy C): (a) lidské buriky T, buiiky B a thymocyty byly induko-
vany k proliferaci, (b) u thymocytt doslo k stimulaci proliferace a stimulaci exprese genti koduji-
cich interleukin-2, interferon—gama (Testi et al., J. Immunol. 143, 1123-1128 (1989), Nakamura
et al., J. Exp. Med. 169, 677-689 (1989)), faktor nekrotizujici nadory alfa (Santis et al., Eur.
J. Immunol. 22, 1253-1259 (1992)). Z ostatnich pokusi byla ziskana znalost, Ze CD69 na
aktivovanych buiikdch T po kontaktu s monocyty podporuje stimulaci produkce interleukinu—1
beta v monocytech (Isler et al., Eur. Cytokine Netw. 4, 15-23 (1993), Manié et al., Eur. Cytokine
Netw. 4, 7-13 (1993)). Zda se tedy, ze propojeni CD69 na T lymfocytech s ligandy miiZe na
jedné strané stimulovat proliferaci a produkci cytokint v téchZe buiikdch a na druhé strané
stimulovat buiiky nesouci ligandy patiici k CD69 jako monocyty k produkei vlastnich cytokind.

U desti¢ek a cirkulujicich monocyti, kde dochazi ke konstitutivni expresi CD69, propojeni
CD69 s protilatkami umoziiuje aktivaci cytosolové fosfolipazy A2. Tato cesta vede ke vzniku
oxidovanych metaboliti arachinodonové kyseliny. Tak vznik4 propojeni s cestou navozujici
trombostazi desticek (sraZeci mechanismus) a také alergické stavy (aktivace monocyti).

Jak bude jesté dale uvedeno, ukazali jsme, ze CD69 a NKR-P1 jsou lektiny, které jsou tésné
propojeny v piirozenych zabije¢skych procesech, identifikace ligandi pro CD69 a NKR-P1 ma
tedy $iroké uplatnéni nejen pro modulaci bunééné-zabijeci aktivity, ale také pro modulaci

-----

Podetné lektinové molekuly této rodiny jsou znamy na lidskych lymfocytech, napt. na B lymfo-
cytech, monocytech a pridruzenych burikach (Drickamer K., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 393-400
(1993), Yokoyama W. M., Curr. Opin. Immunol. 5, 67-73 (1993)). Sacharidové ligandy, piipad-
né syntetické latky napodobujici nebo nahrazujici tyto ligandy, maji tudiZ vyznam jako terapeu-
tické latky pro stimulaci nebo inhibici pfirozeného zabfjeni, cytotoxicitu zprostfedkovanou
butikami T a ostatni vzajemné bunécné interakce. Mezi né patif B-T bunétna interakce, nebo
T bun&na-B bunéén4 interakce s akcesornimi buiikami, o nichz je znamo, Ze hraji vyznamnou
tlohu v imunitni odpovédi.

Piedlozeny vynalez v riznych aspektech doklada, Ze je zaloZen na ziskanych vysledcich (jak
dolozeno dale) véetné nasledujicich signifikantnich nélezi:
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1. Bylo zjisténo, ze NKR-P1 a CD69 jsou pfimo zapojeny v pfirozenych zabijecich (NK) pro-
cesech. Ryan et al. (J. Immunol. 147, 3244-3250 (1991)) dtive ukazali, ze protilatkou zplisobena
agregace NKR—P1 na bun&ném povrchu NK bundk vede k stimulaci fosfoinositolového
metabolismu s narlistem intracelularniho kalcia, ale neurdili Gilohu proteinu v pfirozeném zabije-
ni. Protilatka neblokuje pfirozené zabijeni YAC-1 cilovych bunék a fosfoinositolovy metabolis-
mus navozeny témito cilovymi buiikami. Autofi uzavieli nalez tvrzenim, Ze zabijeni bunék
YAC-1 nezahrnuje NKR-P1. Zde je ukazano, Ze se tak déje.

Také je zde ukazano, Ze exprese CD69 antigenu je v piirozeném zabijeni Casna, rychlejsi nez
nasleduje nova syntéza proteinu. Zabijeni NK je neinhibovatelné CD69 proteinem.

2. Byly nalezeny ligandy pro NKR~P1 a CD69. Nékteré z nich maji velmi vysoké afinity,
s hodnotami ICs, od 10 do 10™ M. Jiz dfive byla popsana piitomnost lektinu—podobné domény
na NKR-~P1 (Giorda R. et al., Science 249, 1298-1300 (1990)). Schopnost vazby monosacharidd
N-acetylgalakt6zaminového, N-acetylglukézaminového typu a fukézy (ICs, hodnoty 0,6 x 107,
2x 107, 2x 10 M) je popsana v publikaci uvedené zde (Bezouska K. et al., J. Biol. Chem. 269,
16945-16952 (1994)). Nyni identifikované hex6z oligosacharidy maji afinity, které jsou stokrat
a7z stotisickrat vétsi.

Pfedpokladana sekvence proteinu CD69 je pro lektin podobnou molekulu (Hamann et al.,
J. Immunol. 150, 4920-4927 (1993), Lépez-Cabrera et al., J. Exp. Med. 178, 537-547 (1993),
Ziegler et al., Eur. J. Immunol. 23, 1643-1648 (1993)), ackoliv sacharidy véazajici mista proteinu
jesté nebyla popsana. Jinde je ukazano, ze CD69 je lektin se sacharidovou vazebnou specificitou,
ktera se prekryva s NKR-P1. Disacharidy heparin a chondroitin sulfat (viz tabulka 2) jsou
vysokoafinitni ligandy pro oba proteiny NKR—P1 a CD69. Disacharid keratan sulfat a ukdzané
O—glykosidované disacharidy jsou zvlasté vyhovujici pro CD69.

Je uvedeno zjisténi, Ze oligosacharidova struktura chondroitin sulfatového typu a O-glykosidické
typy jsou ligandy pro CD69 na NK—vnimavych cilovych burikéach.

3. Monomerni (volné) hex6z oligosacharidové ligandy inhibuji ptirozené zabijeni a inhibuji
aktivaci buné€k NK, coz bylo zjisténo poklesem hladiny fosfoinositoll a volného cytoplasmatic-
kého kalcia.

Zde jsou uvedeny vysledky inhibice zabijeni cilovych bunék pfirozenymi zabije¢skymi buiikami.
Podobné vysledky byly ziskany pti pouziti ligandii pro NKR-P1 a ligandl pro CD69.

Uréité, zde popsané sacharidy (napf. GM2 (Ando I, et al,, Ing. J. Cancer 40, 12-17 (1987))
ukazujici na interakci s NKR—P1, jsou pfitomny na NK—vnimavych cilovych bukéch, a bylo
ukazano, Ze inhibuji pfirozené zabijeni (napf. heparin (von Figura K. et al., Annu. Rev. Biochem.
55, 167193 (1986)), Iuquoid (Roellinger et al., Scand. J. Immunol. 25, 507-515 (1987)) a
mannédzo-6-fosfat (Chou D.K.H. et al., J. Biol. Chem. 261, 11717-11725 (1986)). AvSak nebylo
znamo jak jsou tyto sacharidy do procesu zapojeny. VétSina inhibicnich latek jsou velké mole-
kuly, s vyjimkou mannézo-6-fosfatu a ostatnich fosforylovanych a sulfatovanych mono-
sacharidd. Vyzkum zaméfeny na Glohu mannézo—-6—fosfatu v pfirozeném zabfjeni byl v poCatku
opustén z diivodu neznamého mechanismu pisobeni.

4. Sdruzené mono- a oligosacharidové ligandy aktivuji NK burtiky, coZ bylo zji§téno naristem
hladiny fosfoinositoli a volného cytoplasmatického kalcia. Vysledek aktivace je zavisly na
hustoté. Podobné vysledky byly ziskany uzitim ligand pro NKR-P1 a ligandd pro CD69.

Je zv1asté prekvapivé, Ze vyhradné negativni nebo pozitivni signaly mohou byt vyvolany v za-
vislosti na mono- nebo oligomernim stavu oligosacharidu (tj. jsou-li volné nebo sdruzené).
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5. NK-rezistentni buriky jsou udrZzeny jako NK—vnimavé opracovanim sdruZenymi sachari-
dovymi ligandy pro NKR~P1 nebo CD69, coz je pfedvedeno uZzitim liposomi.

Zabijeni jinych rezistentnich bunék je nejvice zvySeno, jsou-li liposomy uZity k opracovani
bungk pted expozici NK buiikam.

Podstata vynélezu

Predmétem predloZeného vynalezu je farmakologicky piipravek, jehoz podstata spociva v tom,
7e obsahuje jako uginnou latku oligosacharid vybrany ze skupiny zahrnujici oligosacharidy gly-
kosaminoglykani, sulfatované gangliosidy jiné nez sulfatidy, 6-sialylhexézy a 3—O-sulfatované
kyseliny uronové.

Vyznakem vyndlezu je dale, Ze oligosacharidem je keratan sulfat, chondroitin sulfat nebo heparin
sulfat.

Dalsim vyznakem vynélezu je, Ze oligosacharid je disacharidem nebo tetrasacharidem.

Vyznakem piedlozeného vyndlezu je, Ze oligosacharid je vybran ze skupiny zahrnujici K6, Chon
08, 68, 2,68, 2,4,6S, Hep IVA, TIA, IS, HNK-1, 6SN, 6S2, 6SLN, S2 a SN.

Pfedmétem piedloZeného vynalezu je dale farmakologicky piipravek obsahujici jako ucinnou
latku oligosacharid, jenz je tvofen glykosylaminoglykanovymioligosacharidy, sulfatidem, sulfa-
tovanym gangliosidem jinym neZ sulfatidem, 6-sialyl hexézou nebo 3—O-sulfatovanou kyseli-
nou uronovou, fosfitem tetramanndzy, fosfatem pentamanndzy, sialyl nebo sulfatyl- Le* nebo
Le*, NK~1, HNK-3-5-kyselinou uronovou.

Vyznakem vynalezu je, Ze oligosacharid je vybran z keratan sulfatd jako K6, S2, SN, 6ST,
chondroitin sulfat, jako je ChonSO3 OS/6S, 2,6S, heparinovych oligosacharidi jako je Hep
IVA, IIA, IS a 12S.

Vyznakem vynélezu je dale, Ze oligosacharid je volny.
Podle pfedmétného vynalezu mize byt monosacharid nebo oligosacharid sdruzeny.

Vyznakem piedmétného vynélezu je, Ze monosacharid nebo oligosacharid je ligandem pro
protein NKR-P1.

Dale je vyznakem vynélezu, Ze monosacharid nebo oligosacharid je ligandem proteinu CD69.

Vyznakem piedmétného vynalezu je farmakologicky pfipravek podle vynilezu, v némz
monosacharid nebo oligosacharid ma nasledujici strukturu:

A(v,w)»-B(1,x)-C(1-y)}-D
kde:

A je vybrano ze skupiny sestavajici z vodiku, hex6zy, kterou miZe byt galakt6za nebo manno-
za a mlZe byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituované sialové kyseli-
ny, alifatického fetézce s jednou nebo vice rozvétvenymi skupinami, nasycené nebo nenasycené
uronové Kyseliny, ktera mize byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetyl-
glukosaminu, ktery miize byt substituovan jednou nebo vice nabitymi ¢astmi, a N-acetyl-
galaktosaminu, ktery miiZze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupnami,

B miize chyb&t nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, kterd mize byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy, N-acetylglukosaminu, ktery mii-
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Ze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézou nebo fukoézou, N-acetyl-
galaktosaminu, ktery mtze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituova-
ného alifatického fetézce, a oligosacharidového fetézce se 3 nebo 4 mannézovymi zbytky,

C miZe chyb&t nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, kterd miZe byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy, glukdzy, N— acetylglukosaminu,
ktery mtze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetylgalaktosaminu, ktery
muzZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, a alifatického fetézce, jenZ miize
byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

D muze chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z jednoho nebo vice opakovani B
a/mebo C, zbyvajicich strukturnich komponent N-glykosidicky vazanych bi— tri— nebo tetra—
antenarnich oligosacharidli, O—glykosidickych oligosacharidi a glykosaminoglykanti a dalSich
sekvenci, které mohou slouzit k dodatecné vazbe nebo prezentaci ligandu a

v zavorkach uvedena mala pismena piedstavuji pozice uhlikové vazby u uvedenych sacharidi,
kde v=1nebo 2, w=2,3,4nebo 6,x=2,3nebo4,y=2,3 4nebo 6,

ptidemZz
kdyz A je substituovana sialovd kyselina znamend to kyselinu sialovou substituovanou
N-acetylem nebo O- acetylem,

kdyz B nebo C jsou substituované alifatické retézce znamena to alifaticky fet¢zec substituovany
jednim nebo vice substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici hydroxyl, acetyl amin
(NH.COCH,) a nabité skupiny,

a nabité skupiny mohou byt vybrany ze skupiny sestavajici ze sulfatd, fosfath a karboxyli, jako
jsou sialové kyseliny.

Vyznakem predloZeného vynalezu je dale, Ze monosacharidy nebo oligosacharidy jsou tvoreny
a2-3 vazanou kyselinou sialovou, 3-O-sulfatem, 3—-O-sulfatovanou galaktézou, 3-, 4, nebo
6—O—sulfatovanym N-acetylhexosaminem, N--sulfaitovanym hexosaminem, kyselinou uronovou
substituovanou N-acetylhexosaminem nebo hexosaminem, 2- nebo 3--O-sulfatovanou kyselinou
uronovou, al-3 vazanou fukoézou, al-4 vazanou fukézou, a2—6 vazanou kyselinou sialovou,
o2-6 vizanou kyselinou sialovou na galaktoze nebo N-acetylhexdze.

Dale je vyznakem vynalezu, Ze oligosacharid je vybran ze skupiny zahrnujici oligosacharidy
glykosaminoglykant, sulfatidy, sulfatované gangliosidy jiné neZ sulfatidy, 6-sialylovanou
hexézu nebo 3—-O-sulfatovanou kyselinu uronovou, fosfit tetramanndzy, fosfat pentamannodzy,
sialylované nebo sulfatované Le* nebo Le*, HNK~-1, HNK-3-5-uronovou kyselinu, keratan
sulfaty jako K6, S2, SN, 6ST, chondroitin sulfaty jako ChonSO; OS/6S, 2,6 S a 2,46 S, a
oligosacharidy heparinu jako jsou HepIVA, IIA, IS a IS2.

Vyznakem pfedloZeného vynalezu je dale, Ze monosacharid nebo oligosacharid je sdruZovan na
liposomech.

Dale je vyznakem vynalezu, Ze monosacharid nebo oligosacharid je sdruZovan na sekvenci
aminokyselin.

Vyznakem pfedmétného vynalezu je, Zze farmakologicky pfipravek déle obsahuje farmaceuticky
pfijatelny excipient nebo nosic.
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Predmétem piedlozeného vynalezu je rovn&z pouZiti oligosacharidu, ktery je predstavovan oligo-
sacharidem glykosaminoglykanu, sulfatovanym gangliosidem jinym nez sulfatidem, 6—sialylova-
nou hexézou nebo 3—O-sulfatovanou kyselinou uronovou, pro vyrobu farmakologického ptiprav-
ku podle vynalezu pro modulaci aktivity efektorové funkce imunitniho systému.

Vyznakem vySe uvedeného pfedmétného vyndlezu je pouziti, pfi némz je oligosacharidem
keratan sulfat, chondroitin sulfat nebo heparin sulfat.

Dale je vyznakem vynalezu pouZiti, pfi némz je oligosacharid disacharidem nebo tetrasacharidem.

Déle je vyznakem vynalezu pouziti, pfi némz je oligosacharid vybran ze skupiny zahrnujici K6,
Chon OS, 6S,2,6 S,2,4,6 S, Hep IVA, IIA, IS, HNK-1, 6SN, 6S2, 6SLN, S2 a SN.

Vyznakem vynalezu je rovnéZ pouZiti, kde oligosacharid je predstavovan glykosaminoglykano-
vymi oligosacharidy, sulfatidem, sulfatovanym gangliosidem jinym neZ sulfatidem, 6-sialyl
hexdzou nebo 3—O-sulfatovanou kyselinou uronovou, fosfatem tetramannodzy, fosfatem penta-
manndzy, sialyl- nebo sulfatyl- Le* nebo Le*, HNK-1, HNK—3-5—kyselinou uronovou, pro
vyrobu farmakologického pfipravku uréeného pro modulaci aktivity efektorové buiiky, kterou je
piirozena zabijecska buiika.

Déle je vyznakem vynalezu pouZiti, pfi némz je oligosacharid vybran z keratan sulfatii, jako je
K6, S2, SN, 6ST, chondroitin sulfatd jako je ChonSO; OS/6S, 2,6 S, 2,4,6 S, oligosacharidt
heparinu jako je Hep IVA, IIA, IS, IS2.

Vyznakem vynalezu je dale pouziti pfi némz je oligosacharid volny.
Diéle je vyznakem vynalezu pouziti pfi némz je oligosacharid sdruZeny.

Piedmétem piedlozeného vynalezu je pouziti sdruzenych monosacharidii nebo oligosacharidi pii
vyrobé farmakologického piipravku podle piedmétného vynalezu pro zvySeni aktivity efekto-
rovych bunék imunitniho systému.

Vyznakem vynalezu je dale pouZiti sdruzenych monosacharidi nebo oligosacharidd pii vyrobé
farmakologického ptipravku podle pfedmétného vynélezu, pii némZ je efektorovou buiikou
pfirozena zabije¢ska (NK) buiika.

Daéle je vyznakem vynalezu pouZiti sdruzenych monosacharidit nebo oligosacharidi pfi vyrobé
farmakologického pfipravku podle pfedmétného vynalezu, pfi némz je monosacharid nebo oligo-
sacharid ligandem NKR-P1 proteinu.

Vyznakem vynélezu je dale pouziti, pfi némzZ je monosacharid nebo oligosacharid ligandem CD69.

Dale je vyznakem vynalezu pouZiti sdruZzenych monosacharidi nebo oligosacharidi pfi vyrobé
farmakologického pfipravku podle predmétného vynélezu, pfi némz ma monosacharid nebo
oligosacharid strukturu:

A(v, w)-B(1, x)-C(1-y)-D
kde:

A je vybrano ze skupiny sestdvajici z vodiku, hex6zy, kterou miZe byt galakt6za nebo mannoé-
za a miize byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituované sialové kyseli-
ny, alifatického fetézce s jednou nebo vice rozvétvenymi skupinami, nasycené nebo nenasycené
uronové kyseliny, kterd miZe byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetyl-
glukosaminu, ktery mize byt substituovan jednou nebo vice nabitymi ¢astmi, a N-acetyl-
galaktosaminu, ktery miZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,
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B miuze chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestdvajici z uronové kyseliny, kterd mize byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy, N-acetylglukosaminu, ktery mu-
Ze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, galakt6zou nebo fukézou, N-acetyl-
galaktosaminu, ktery miiZze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituo-
vaného alifatického retézce, a oligosacharidového fetézce se 3 nebo 4 mannoézovymi zbytky,

C miZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, ktera miZe byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktozy, glukdzy, N— acetylglukosaminu,
ktery mize byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetylgalaktosaminu, ktery
miZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, a alifatického fetézce, jenZ muze
byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

D miuZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z jednoho nebo vice opakovani B
a/nebo C, zbyvajicich strukturnich komponent N—glykosidicky vazanych bi— tri- nebo tetra—
antenarnich oligosacharidli, O—glykosidickych oligosacharidi a glykosaminoglykanii a dal3ich
sekvenci, které mohou slouZit k dodate¢né vazbé nebo prezentaci ligandu a

v zavorkach uvedend mala pismena predstavuji pozice uhlikové vazby u uvedenych sacharidi,
kdev=1nebo2, w=2,3,4nebo6,x=2,3nebo4,y=2,3 4nebo 6,

pfiCemz
kdyZ A je substituovana sialovad kyselina znamend to Kyselinu sialovou substituovanou
N-acetylem nebo O-acetylem,

kdyz B nebo C jsou substituované alifatické fetézce znamena to alifaticky fetézec substituovany
jednim nebo vice substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici hydroxyl, acetyl amin
(NH.COCH,) a nabité skupiny,

a nabité skupiny mohou byt vybrany ze skupiny sestavajici ze sulfatd, fosfatd a karboxylt, jako
jsou sialové kyseliny.

Vyznakem vynalezu je dale pouziti sdruzenych monosacharidi nebo oligosacharidii pii vyrobé
farmakologického piipravku podle pfedmétného vynélezu, pii némz je monosacharid nebo oligo-
sacharid tvofen a2-3 vazanou kyselinou sialovou, 3—O-sulfatem, 3-O-sulfatovanou galaktézou,
3—, 4—, nebo 6-O-sulfatovanym N-acetylhexosaminem, N-sulfatovanym hexosaminem, kyseli-
nou uronovou substituovanou N-acetylhexosaminem nebo hexosaminem, 2— nebo 3-O—sulfato-
vanou kyselinou uronovou, ol-3 vazanou fukézou, ol-4 vazanou fukézou, a2—-6 vazanou
kyselinou sialovou, o 2—6 vazanou kyselinou sialovou na galaktéze nebo N—acetylhexoze.

Déle je vyznakem vynalezu vySe uvedené pouziti, pfi némzZ je oligosacharid vybran ze skupiny
zahrnujici oligosacharidy glykosaminoglykand, sulfatidy, sulfatované gangliosidy jiné neZ sulfa-
tidy, 6-sialyl hexdza nebo 3—O-sulfatovana kyselina uronova, fosfat tetramanndzy, fosfat penta-
manndzy, sialylovany nebo sulfatovany Le® nebo Le*, HNK~1, HNK-3-5—uronovou kyselinou,
keratan sulfaty jako K6, S2, SN, 6ST, chondroitin sulfaty jako ChonSO; OS/6S, 2,6 S a 2,4,6 S,
a oligosacharidy heparinu jako jsou HepIVA, IIA, IS a IS2.

Piedmétem vynalezu je dale pouziti podle predmétného vynalezu, pfi némz je farmakologicky
piipravek urden pro opracovani bunék, jejichz efektorova funkce je smérovana na cilové buriky
pied opracovanim cilovych bun¢k efektorovymi.

Déle je vyznakem vynalezu pouziti, pfi némZ je uvedené puisobeni farmakologického piipravku
namifeno na cilové buiky.
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Vyznakem vyndlezu je dale pouZziti, v némzZ je uvedené opracovani efektorovymi butikami
namifeno na butiky cilové.

Dale je vyznakem pouZiti, v némZ se vyuZziva cilové smérovani protilatky nebo jejiho fragmentu
schopného vazat antigen.

Vyznakem vynalezu je dale pouziti, pii némz je farmakologicky ptipravek uréen pro opracovani
cilovych bunék po opracovani cilovych bunék s uvedenymi efektorovymi buiikami.

Dale je vyznakem vynalezu pouziti, pfi némz je uvedené opracovani farmakologickym
ptipravkem smérovano na cilové buiky.

Vyznakem vynalezu je rovnéZ pouZiti, pfi némZ je uvedené opracovani buiikami imunitniho
systému smérovano na cilové buriky.

Déle je vyznakem vynalezu pouZiti, pfi némZ smérovani pouZziva protilatky nebo jejiho
fragmentu schopného vazat antigen.

Vyznakem vynalezu je dale pouZiti podle vynalezu, pfi némz jsou monosacharidy nebo oligo-
sacharidy sdruZovany na liposomech.

Vyznakem vynalezu je rovnéz pouziti podle vyndlezu, pfi némz liposomy tvofi prvy &len speci-
fického vazebného paru schopného vazby na komplementarni druhy ¢lanek specifického vazeb-
ného paru.

Dale je vyznakem pouziti podle vynélezu, pfi némz je druhy ¢len specifického vazebného paru
na povrchu cilové buriky.

Vyznakem vynalezu je rovnéz pouziti podle vynalezu, pfi némz je prvym ¢lenem specifického
vazebného paru protilatka nebo jeji fragment schopny komplementarni vazby druhého ¢lena.

Déle je vyznakem pouziti podle vynalezu, pfi némz je monosacharid nebo oligosacharid
shlukovan na sekvenci aminokyselin.

Vyznakem vynalezu je dale vySe uvedené pouZiti, pfi némz je sekvence aminokyselin soucasti
molekuly tvofici prvy &len specifického vazebného paru schopny komplementarni vazby na
druhy ¢&len tohoto vazebného paru.

Dale je vyznakem vynalezu pouziti podle vynalezu, pfi némz je druhy Clen specifického
vazebného paru na povrchu cilovych bunék.

Vyznakem vynéalezu je dale vyse uvedené pouziti podle vynélezu, v némz je prvy ¢len specifické-
ho vazebného paru protilatkou nebo jejim fragmentem schopnym komplementami vazby druhého
&lena specifického vazebného paru.

Vyznakem vynalezu je pouziti podle vynalezu, pfi némZ je modulovanou aktivitou antiproli-
feradni aktivita, cytotoxicita a/nebo sekrece cytokind.

Déle je vyznakem vynalezu pouZiti podle vynalezu, pfi némz je cytotoxicita tvofena stimulaci
apoptozy u cilovych bunék.

Vyznakem vynalezu je pouziti podle vynalezu, pfi némz je efektorova funkce namifend viici
cilovym bunkam, které jsou burikami nadorovymi.
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Farmakologicky ptipravek podle vynilezu umoZituje modulaci aktivity efektorovych bunék
imunitniho systému, spocivajici v kontaktu bunék s monosacharidem nebo oligosacharidem.

Oligosacharidy, které mohou byt uzity v modulaci aktivity pfirozenych zabije¢i (NK), zahrnuji
takové latky, jeZ obsahuji glykosaminglykanovy oligosacharid, sulfatid, sulfatovany gangliosid
jiny nez sulfatid, 6—sialyl hexézu nebo 3—O-sulfatovanou uronovou kyselinu, tetramanndézovy
fosfat, pentamannézovy fosfat, sialyl nebo sulfatovany— Le* nebo Le*, HNK-1, HNK-3-5-
uronovou kyselinu.

S vyhodou mohou byt oligosacharidy vybrany z keratan sulfatd, jako je K6, S2, SN, 6ST, chon-
droitin sulfatl, jako je ChonSO; 0S/6S, 2,6 S a 2,4,6 S, heparinovych oligosacharidi, jako je
HepIVA, IIA, IS a IS2.

Terminy monosacharid a oligosacharid podle vynalezu zahrnuji pfislu$né neoglykolipidy, vznik-
1¢ napfiklad otevienim sacharidového kruhu, poté jeho pfipojenim k aminolipidu reduktivni
aminaci, jak je uvedeno dale.

Termin oligosacharid zahrnuje disacharid, tetrasacharid, pentasacharid, hexasacharid, heptasa-
charid, oktasacharid a oligosacharidy nebo delsi, ale s vyhodou nepfesahujici 50 sacharidovych
zbytkt, vyhodnéjsi pod 30 zbytku, jesté vyhodnéjsi pod 20 zbytki a nejvyhodnéjsi pod 15 zbyt-
k. Na tomto misté je nutno zdiiraznit, Ze za urcitych okolnosti miZe aktivita nartstat s nartistaji-
cim poctem sacharidt (naptiklad nartstat v délce od disacharidu k tetrasacharidu). S vyhodou je
oligosacharidem disacharid nebo tetrasacharid.

Pro inhibici vykonné funkce, mohou byt uzity mono- nebo oligosacharidy v monomerické neboli
volné formé, napriklad nikoliv ¢ast molekuly vykazujici nebo nesouci jiny mono- nebo oligo-
sacharid schopny zvysit nebo obohatit buné¢nou aktivitu.

Pro vzrist, posileni nebo obohaceni aktivity, mono- nebo oligosacharidy jsou sdruzovany tak, Ze
se dosahne viceCetnosti mono- nebo oligosacharidovych molekul, které jsou prezentovany
efektorovym buitkam pomoci vehikula.

Tam, kde jsou NK nebo jiné efektorové buriky nadmiru aktivni, mize byt uzita inhibice mono-
nebo oligosacharidovym ligandem. Naopak, v jinych situacich miZe byt uzito sdruZovani ligandu
za Uelem zvys$it funkci NK nebo jiné efektorové buriky, napt. zabiti nadorovych bunék.
SdruZovani mize byt na liposomech, pfi opakujicich se a/nebo vétvenych sekvencich preferenc-
né glykosylovanych mist uvnité bunék, nebo uzitim jakékoliv jiné vhodné techniky ziejmé t€m,
ktefi jsou odborniky v oboru. Opracovani bun&k sdruZzenym ligandem muZe posilit zabijeni NK
burikami v ptipadé normalnich i NK—-rezistentnich bun¢k.

Preferované mono- a oligosacharidy pro imunomodulaci vazbou k NKR-P1 jsou ukazany
v tabulce 1. Preferované mono- a oligosacharidy pro imunomodulaci prostiednictvim vazby
k CD69 jsou ukazany v tabulce 2.

Ostatni preferované ligandy, funkéni znaky a vlastnosti sdilené preferovanymi ligandy a tak
uréyjici vhodné skupiny k zafazeni k preferovanym ligandim, jsou snadno identifikovatelné
odborniky na zéakladé tohoto vynalezu. Napfiklad, rizné znaky, jak je ukdzano, jsou spolecné
vice nez jednomu ligandu s vysokou afinitou pro NKR-P1 a/nebo CD69. Odbornici snadno uréi
takové, které jsou obsazeny v informacich zde podanych a pouziji je pro oznaceni nebo vybér
dalsich ligandi, které mohou byt uzity v souladu s pfedlozenym vynalezem. K vybéru mize byt
uzita jakakoliv metoda zndma odbornikovi v oboru;, véetné téch, které jsou zde objasnéné a
mohou byt pfimé nebo nepfimé, tj. zahrnovat kompetici mezi testovanymi molekulami a zndmym
ligandem pro CD69 a/nebo NKR-P1. NKR-P1 a/nebo CD69, nebo fragment NKR-P1 a /nebo

CD69, miZe byt oznacen.

-10 -




15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 296202 B6

Ligand vybrany v souladu s vyznaky pfedloZzeného vyndlezu miZze byt monosacharid nebo oligo-
sacharid, a monosacharid nebo oligosacharid mtize byt ¢asti glykopeptidu, glykoproteinu, glyko-
lipidu nebo proteoglykanu.

Buriky, na néz je efektorova (vykonnd) funkce zaméfena (cilové buiiky), mohou byt opracovany
farmakologickym pfipravkem obsahujicim monosacharid nebo oligosacharid a poté dale opraco-
vany efektorovymi butikami nebo mohou byt nejprve farmakologickym piipravkem obsahujicim
monosacharid nebo oligosacharid opracovany efektorové buriky, pfed opracovanim cilovych
bunék, nebo mohou byt cilové buriky opracovany farmakologickym pfipravkem obsahujicim
monosacharid nebo oligosacharid po opracovani efektorovymi buiikami. Opracovani farmako-
logickym ptipravkem obsahujicim monosacharid nebo oligosacharid nebo opracovani efektoro-
vymi buiikami miZe byt smérovano k cilovym buiikdm napiiklad uvZzitim dal$i komponenty, ¢lena
specifického vazebného paru, naptiklad vazbou specifické protilatky nebo fragmentu protilatky
schopné vazby k antigenu, jako je antigen pfitomny na povrchu cilovych bunék. Opracovani
muZe byt provedeno in vitro nebo in vivo.

Opracovani cilovych bunék ligandem NKR-P1 a/nebo CD69 se miiZe zvysit nebo sniZit v soula-
du s vyznaky piedloZeného vynalezu, podle vnimavosti nebo rezistence k efektorové funkei,
napiiklad anti—proliferaénimu 0¢inku, sekreci cytokint, cytotoxicité. Takové opracovani mize
nebo nemusi byt zacileno jakymkoliv zpisobem uvazovanym v popisu vynalezu. Obecné ligandy
oznaduji cilové buiiky jako cile pro efektorovou funkci efektorovych bun€k, napt. pro naruseni.

Pro vyrobu farmakologického pfipravku mohou byt pouzity monosacharidy nebo oligosacharidy
sdruZované na liposomech nebo na sekvenci aminokyselin, pfic¢emz liposom nebo molekula, jejiz
soudasti je sekvence aminokyselin, tvofi prvy ¢len specifického vazebného paru, schopny vazby
na druhy, komplementarni ¢len tohoto vazebného paru, ktery miiZze byt na povrchu cilovych
bunék. Prvym &lenem specifického vazebného paru mize byt napiiklad protilatka nebo fragment
protilatky schopny komplementarni vazby druhého ¢lena specifického vazebného paru.

Sdruzovani mize byt dosazeno nékolika cestami. Napf. mono- nebo oligosacharidy mohou byt
sdruzovany na povrchu liposomi a liposom mize zahrnovat prvni ¢len specifického vazebného
paru schopny vazat komplementarniho druhého ¢lena specifického vazebného paru, napt. proti-
latku, nebo fragment protilatky. Skladba a tvorba nosicovych lipidi se miiZe ménit pro optimalni
zacileni na predpokladané cilové buiiky. Pouceni v oboru jsou schopni vybrat nejlepsi nebo
vhodné liposomové sloZeni pro jejich potfeby. Pro in vivo pouziti miize byt Zadouci odebrat
biopsii cilové tkané (napf. nddoru) pro in vitro analyzu a uréeni vhodného liposomového sloZeni.

Jako alternativa ke sdruzovani na liposomech muize byt uZit polypeptid, zahrnujici amino-
kyselinovou sekvenci, ktera je glykosylovana hostitelskymi butikami pfi rekombinantni expresi
polypeptidu. Kterakoliv zivo¢i$nd buiika miize byt uzita jako hostitelskd za predpokladu, Ze
hostitelska buiika poskytne nezbytnou glykosylaci k produkei glykoproteinu. Obecné jsou zv1asté
vhodné jaterni bunétné linie, napi. CHO buiiky. Sekvence aminokyselin muiZze byt Casti
molekuly, naptiklad protilatky nebo jiného ¢lena specifického vazebného paru.

Naptiklad uziti sdruZenych lysind umoziiuje konjugaci reduktivni aminaci oligosacharidovych
ligand s moZnosti prezentace sdruzeného stavu. Aminokyselinova sekvence mucinového typu,
napiiklad sdruZené seriny nebo threoniny, miZe byt pouzita a modifikovéana in vitro nebo glyko-
sylovana uvnitf bunéénych linii exprimujicich piislusné enzymy. GaINAc transferazu a sialyl-
transferazy nebo sulfotransferazy. Alternativné, aminokyselinové sekvence jako souhlasné
sekvence Ser—-Gly nebo Ser—Ala mohou byt uZity pro dekoraci s glykosaminoglykany (Kjellen L.
et al., Annu. Rev. Biochem. 60, 443-475 (1991), Feizi et al., Glycobiology 4, 106-109 (1994) a
Zhang et al., J. Biol. Chem. 269, 19295-19299 (1994)). Jako vychozi jsou buiikami syntetizovany
chondroitin sulfatové fetézce. Bo¢ni sekvence obsahujici hydrofobni domény upfednostiiuji bio-
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syntézu heparin/heparan sulfatovych fetézclt (Zhang et al., J. Biol. Chem. 269, 19295-19299
(1994)). Polypeptidy mohou na druhé strané byt glykosylovany in vitro uzitim glykosyl-
transferaz.

Modulovanou aktivitou podle vynalezu miize byt anti—proliferani aktivita, cytotoxicita a/nebo
sekrece cytokinu, nebo jina efektorova funkce bunc¢k imunitniho systému. Cytotoxicita mize
s vyhodou zahrnovat stimulaci apoptozy u cilovych bunék, zvlasté vaze-li ligand CD69. Modula-
ce zahrnuje stimulaci a inhibici efektorové bunécné aktivity, tj. buné&né zabijeci aktivity (cyto-
toxicity), jiné efektorové funkce bunék imunitniho systému inhibujici proliferaci cilovych bunék,
nebo sekrece cytokind NK nebo jinymi buikami. Je pravdépodobné, Ze immunomodulaéni
uéinky mono- a oligosacharidd mohou byt ziskany uZitim syntetickych napodobujicich molekul,
zvlasté malych a negativné nabitych. Takové napodobeniny (v literatuie nazyvané mimicks nebo
mimetics) jsou zahrnuty v rimec piedlozeného vynalezu.

S vyhodou jsou cilovymi builkami nadorové buiiky, stejné jako virové infikované buiky.

Pro nékteré z mono- a oligosacharidu, které jsou identifikovany na tomto misté jako ligandy pro
NKR-P1 a/nebo CD69, nebyl diive prokizan zadny Géinek ve smyslu lééebného vyuziti, véetné
keratan a chondroitin sulfatii. Cilem tohoto vynalezu je pouziti téchto latek pro vyrobu piipravku
pouzitelného v procesu 16€by lidského nebo ZivociSného téla. Ostatni, jak bylo dfive ukdzano,
maji nebo pravdépodobné maji nekteré 1ékarské indikace. Avsak predloZeny vynélez poskytuje
mono- a oligosacharidy a navrhuje je k novym téeliim, zv14sté v piipravé 16€iv pro opracovani za
rtiznych podminek a modulaci funkce efektorovych bungk prostrednictvim NKR-P1 a/nebo CD69.

Mono- a oligo-sacharidy mohou byt izolovany glykosiddzovou digesci pfirozenych glykosamin-
glykanii, napfiklad uzitim heparinaz nebo chondroitinaz, nebo chemickym uvolnénim z mucinu
typu glykoproteinti jako je hovézi submaxilarni mucin, nebo mohou byt chemicky syntetizovany
jako kompletni sekvence nebo jejich ¢asti nebo jednoduché analogy majici pozadované nabité
skupiny nebo minimalni rozpoznavaci elementy.

Rozpustné formy NKR-P1 a/nebo CD69 mohou byt uzity v imunomodulaci v souladu s dal§imi
vyznaky piedloZeného vynalezu, véetné uziti pfi opracovani lidského nebo zivocisného téla, latek
pro takové opracovani a ve vyrobé latek nebo 1é¢iv pro takové opracovani, stejn€ jako in vitro
metod, zvlasté jak je doloZeno na tomto misté pro riizna provedeni vynalezu pouZivajici mono-
nebo oligosacharidy. Rozpustny NKR-P1 a/nebo CD69 miize redukovat nebo inhibovat efekto-
rovou funkci bunék imunitniho systému, jako naptiklad NK bunék. Vazba rozpustnych proteind
k ligandim, jako jsou volné nebo sdruzené oligosacharidy, v médiu nebo na povrchu bun&€k mize
sniZit mnozstvi ligandu schopného vézat se k NKR—-P1 a/nebo CD69 na povrchu efektorovych

bungk, a tudiz efektorova funkce miize byt sniZena.

Latky a 1éky zahrnujici fragmenty rozpustného NKR-P1 a/nebo CD69, vytvoiené nebo uZzité
v souladu s riznymi vyznaky a provedenimi piedlozeného vynalezu, mohou byt vneseny a/nebo
pouZity v principu jakoukoliv cestou a pro jakékoliv tcely zde uvedené: napt. v liposomech,
smérované uzitim ¢lent specifickych vazebnych part jako jsou protilatky a fragmenty protilatek, atd.

Imunomodulace podle pfedlozeného vynalezu miZe byt uzita k opracovani nadori pii rakoving,
jako jsou solidni tumory a leukémie, naptiklad zabiti leukemickych bun€k v autolognich kostné
diefiovych transplantatech pfed transplantaci. Lé¢ba hematologickych (hematopoetickych) vad,
napiiklad leukopenie jako je aplasticka anemie, kde NK buiiky mohou byt ptili§ aktivni v kostni
dieni, 16¢bé alergickych stavii, zvlasté autoimunitnich onemocnéni jako je revmaticka artritida,
16¢b& parazitarnich onemocnéni, opracovani biologického materidlu, napt. tkani nebo krve,
obsahujici virové-infikované buiiky, které mohou byt oznageny pro NK—zprostfedkované zabije-
ni, a v prevenci nebo zlep$eni nemoci $tépu proti hostiteli (GVH), napf. opracovanim $téph pied
transplantaci za ¢elem sniZeni aktivity NK bunék §t€pu. DalSi zpisoby €Cby, kde imunomodu-
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lace, zvlasté aktivace nebo inhibice funkce efektorovych bunék, napt. cytotoxicity NK bunék,
mize byt pfinosna, budou ziejmé pro odborniky v oboru.

Ligandy zde popsané, véetné mono- a oligosacharidii, mohou byt uzity v 1é¢bé savcu a uZity pri
piipravé 1ékh pro pouziti pii 1é¢bé. Aplikace piipravku podle predloZzeného vynalezu pii onemoc-
néni mbze zahrnovat: (1) uZiti inhibice ptirozeného zabijeni — nemoc §tépu proti hostiteli,
onemocnéni pojivové tkané, napi. ztrata chrupavky, artritida, onemocnéni kiZze, hematopoeticka
onemocnéni, (2) uziti inhibice apoptotického zabijeni ischemické reperfuze pti patologickych
stavech, napf. spojenych s koronarnim srde¢nim onemocnénim, srdecnich operacich, periferni
vaskularni poSkozeni po traumatu, tromboticka onemocnéni, hyperkoagulagni stavy naptiklad piti
leukémiich nebo posttraumatech, epitelidlni onemocnéni, napiiklad kozni onemocnéni spojené
s naru$enim bunék, pemphigus/pemphigoid, ostatni buldzni kozni léze, (3) uziti inhibice vzniku
cytokinové kaskady pii pfirozenych bunéénych odpovédich - zahrnujicich sepsi, revmatoidni
arthritidu, plicni fibrézu, glomerulonefritidu, (4) uZiti inhibice cytokinové kaskady, vyust'ujici ve
specifické odpovédi zahrnujici interakce jakychkoliv monocytl, antigen—prezentujicich bunék.
B-lymfocytd. T-lymfocyti. NK-bunék, véetné alergickych stavi jako je astma a ekzém a ostatni
zanétlivé choroby, autoimunitu, odhojeni §tépu, hyperreaktivni stavy béhem 1é¢by parazitarnich
onemocnéni a TB, (5) zahrnuti inhibice cytokinové kaskady zahrnujici epitelialni buiiky a bunky
zanétu, zahrnujici zanétlivd onemocnéni stfeva. Crohnovu chorobu, ulcerativni kolitidu, psoridzu
a glomerulonefritidu, (6) uziti pfi NK vnimavosti cilovych bungk, véetné prekancerdzy, nadoru,
solidnich tumort a leukémii, virovych infekci/ nosiovych stavil, parazitarnich infekei.

Jak jiZz bylo feceno, NK bunécnad cytotoxicita zahrnuje stimulaci apoptdzy cilovych bunék.
Potencialni pfinos uziti apoptotické (programované) bunécné smrti v terapii, naptiklad nadoru,
bylo jiZz zaznamenano. Viz napf. Levitzky. Eur. J. Biochem. 226, 1-13 (1994), ktery rozpoznal, Ze
mnohé buriky v nadorech jsou klidové a nemnozZici se. Takové buitky mohou uniknout chemo-
terapii zaméfené na proliferaci bunek, a poté se mohou zacit délit v intermisi 1é¢by. Apoptdzu
indukujici podnéty mohou skute¢né vést k zabiti ned€licich se bunék a indukovat jejich smrt.
Schopnost zvysit NK bunééné zprostiedkovanou cytotoxicitu za pomoci ligandt vyvolavajicich
apoptozu jak je zde doloZeno, miZe byt zvlasté uzitetné pii terapii nadori, ackoliv klinicky je
nejlepsi vyuZiti v kombinaci s protinadorovou terapii.

Na druhé strané, apoptdza byla indikovana jako vedlejsi efekt reperfuzniho poskozeni, specielné
reperfuze k limitaci ischemické nekrose napiiklad myokardu, dale mrtvice nebo v jatrech. Viz
Gottlieb et al., The Journal of Clinical Investigation 94:1621-1628 (1994). Schopnost inhibovat
NK zprostiedkovanou cytotoxicitu zahrnujici apoptézu muze tedy byt uZiteCnd v zabranéni
poskozeni tkané béhem reperfuze i za jinych situaci.

Ligandy podle piedlozeného vynalezu mohou byt aplikovéany jednotlivciim. Pfednostné jsou apli-
kovany v terapeuticky efektivnim mnoZstvi, které je dostacujici ke zlepSeni stavu pacienta.
MnoZstvi skuteéné aplikované, rychlost a ¢asové schéma aplikace bude zileZet na typu a
zavaznosti 1é¢enych pripadi. Pfedepsani 1é¢by, tj. rozhodnuti o davce apod., spada do odpovéd-
nosti obecného praktika a dalSich 1ékait.

Ligandy mohou byt aplikovany samostatné nebo v kombinaci s jinymi latkami, bud’ soucasné,
nebo postupné v zavislosti na lé¢eném ptipadu.

Farmaceutické pfipravky nebo 1éky podle predlozeného vynalezu, a pro uziti v souladu s pfedlo-
Zenym vynalezem mohou zahrnovat vedle ligandli farmaceuticky pfijatelné plnivo, nosi¢, ustojny
roztok, stabilizator nebo jiny material znamy dobte odborné veiejnosti. Takové materialy nesmi
byt toxické a nesmi kiiZové reagovat s G¢inkem u¢inné latky. Pfesna povaha nosice nebo ostat-
niho materialu bude zaviset na cesté podavani, ktera mize byt oralni nebo injek¢ni, napt. kozni,
podkozni nebo intraveno6zni.
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Farmaceutické piipravky nebo léky pro oralni podani mohou byt v tabletach, kapslich, prasku
nebo tekuté. Tableta miize obsahovat pevny nosic¢ jako je Zelatina. Tekuté farmaceutické pfiprav-
ky obecné zahrnuji tekuty nosi¢ jako je voda, surovy petrolej, Zivo€iSné nebo rostlinné oleje,
mineralni nebo syntetické oleje, zahrnuty mohou byt fyziologicky roztok, roztoky dextrosy nebo
jinych sacharidii nebo glykoly jako je ethylen glykol, propylen glykol nebo polyethylen glykol.

Pro injekce bude aktivni latka ve formé parenteralné pfijatelného vodného roztoku, ktery je
apyrogenni a ma prijatelné pH, izotonicitu a stabilitu. Ti, ktefi jsou odborniky v oboru, jsou
schopni pfipravit vhodné roztoky uZzitim napf. izotonickych vehikul jako jsou injekce s chloridem
sodnym. Ringerovy a Ringerovy laktatové injekce. Ochranné latky, stabilizatory, Gstojné rozto-
ky, antioxidanty a/nebo jina aditiva mohou byt vélenény podle pozadavka.

Pro smérovani efektu napf. k nadorovym buiikam jako pfi leukémii, virové infikovanym buiikdm
apod. mohou byt podéany protilatky, fragmenty protilatek nebo jiné vazebné latky pred nebo s vy-
hodou simultanné s aplikaci ligandu. Podani protilatek je rutinni a miZe obecné byt uplatnéno
jak je vy$e uvedeno pro podani ligandu, Intraven6zni aplikace je preferovana napf. v roztoku NaCl.

Jedna z cest smérovani zahrnuje uZiti bispecifické protilatky nebo jiné vazebné substance schop-
né vazby na cilové buiiky a efektorové buriky, napiiklad nadorové a NK buiiky. A tak, inaktivni
buitky NK mohou byt dopraveny k nadorovému mistu pied aktivaci podianim mono- nebo oligo-
sacharidu. CD56 (antigen Leul9) je obecny znak NK bunék (Lanier et al., J. Exp. Med. 169,
2233-2238 (1989)). Tento antigen chybi u Eervenych krvinek, granulocytd, monocyti a podtfidy
T lymfocytd, B bunék, thymocyt a krevnich desti¢ek. MiiZze byt pfitomen na nékterych nervo-
vych a nadorovych tkanich. Anti—-CD56 specificita miize tudiz byt pouzita k zacileni NK bunék.
Bi- nebo vicevazebné protilatky mohou byt uzity k upfednostnéni vyhod dvoji specificity anti—
CD56 pro butiky NK a nékteré tumory k zacileni bunék NK k témto tumorim.

Jina cesta smérovani uZiva vazebné latky jako je protilatka (potfebuje byt monospecificka) ve
spojeni s liposomem nebo jinym ligand—nesoucim vehikulem, pro sdruZovani mono- nebo oligo-
sacharidu. Takovy polypeptid miize byt svazan napf. s protilatkou jako fuzni protein, vznikly
rekombinantni expresi po fuzi genu. Jestlize specificita protilatky je namifena proti cilovym buii-
kam, napf. nadorovym buiikdm, ligand ve spojeni s vehikulem spousti nebo zvySuje aktivitu
kolujicich bung€k NK v okoli nadoru.

Jedna z cest ptipojeni a vazby substance k ligand-nesoucimu vehikulu pouZivé par zprostiedkuji-
ci specifickou vazbu molekul, takovych, které vazebna substance uZiva v cileni a které jsou
spojeny s ligand—nesoucim vehikulem nepfimo, kdyz zprostiedkujici specifické vazebné moleku-
ly se vzajemné vazi. Tedy, protilatka, nebo fragment protilatky, miZe byt spojen napft. peptido-
vou vazbou jako vysledek exprese fuzniho polypeptidu z chiméricky zakoédované sekvence,
s prvni zprostiedkujici specifickou vazebnou molekulou. K tomu doch4zi, jakmile ligand-nesou-
ci vehikulum je spojeno (opét peptidovou vazbou, jestlize vehikulum je peptid nebo polypeptid),
s druhou komplementarni specifickou vazebnou molekulou, schopnou vézat se k prvni.

Zprostiedkujici specifické vazebné pary mohou byt vybrany prikladné z parG znamych pro uZiti
u volnych polypeptidl, vEetné: proteinova doména, kterd tvoii komplex s druhou (makro) mole-
kulou jako je glutathion—Stransferdza (Smith a Johnson. Gene 67, 31-34 (1988)), hovézi pan-
kreaticky inhibitor trypsinu, BPTI (Borijin a Nathans. PNAS USA 90, 337-341 (1993)), protein
maltézu vazajici, MBP (Bedouelle a Duplay. Eur. J. Biochem. 171, 541-549 (1988), Maina a
spol., Gene 74, 365-373 (1988)), a polypeptidova sekvence, ktera mize byt biothynylovana a tak
interagovat s avidinem nebo streptavidinem (Schatz. Bio/Technology 11, 1138-1143 (1993)),
nebo kalmodulinem a molekulou schopnou vazat kalmodulin, jako je mastoparan, kalmidazolium
nebo melatonin (ackoliv melatonin a kalmodulin majici nizky polocas disociace), nebo Troponin
C a molekuly schopné vazby k nému. Né&které z téchto, nebo jiné moZnosti, mohou byt toxické
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a/nebo imunogenni in vivo, a tudiz méné vyhodné pro podani jednotlivcim, i kdyZ mohou byt
vhodné pro in vitro pouziti.

Kalmodulin a Troponin C jsou na kalciu zavislé vazebné proteiny a WO95/12 672 objastiuje fizi
téchto molekul k vazebnym latkam jako je protilatka nebo fragment protilatky. Tyto fize mohou
vznikat expresi z chiméricky konstruovaného genu uZitim standardnich technik znamych v od-
borné obci. Obé molekuly pouzité k fuzi, na kalciu zavisly vazebny protein a specificka vazebna
latka jako je protilatka, si zachovéavaji schopnost vazat se s prislusSnymi komplementarnimi ¢leny
vazebného paru. Podobné, WO 95/12 672 objasiiuje spojeni molekuly schopné vazby s protei-
nem zavislym na kalciu (napf. mastoparan schopny vazat kalmodulin) k jiné molekule, napf.
polypeptidu, jako je protilatka nebo fragment protilatky.

A tak, protilatka s vazebnou specificitou umozZiiujici smérovéni k vybranym butikam (napf. proti-
latka schopna vazby na antigen piitomny na povrchu bun€k nadoru) mize, v souladu s vyhodnym
provedenim piedlozeného vyndlezu, byt spojena (pfikladn€ jako fuzni protein) napf. s kalmo-
dulinem. Peptid schopny za patfi¢nych podminek vazby kalmodulinu, napf. mastoparan, mize
byt pfipojen k sekvenci aminokyselin (opét napt. jako fizni protein), ktery nese sdruzené ligandy
(pro pouziti v uvedeném patentu), napf. pro imunomodulaci bun¢k NK. Protilatka, kterd vaze
cilovou buiiku (napt. nador) miZe byt vazana k vehikulu nesoucimu ligand (tj. sekvenci amino-
kyselin nesoucich sdruzené mono- a oligosacharidy) pies zprostfedkujici vazbu kalmodulinu a
peptidu schopného vazby ke kalmodulinu. Jak je uvedeno, tento zplisob miZe byt obraceny
s protilatkou nebo jinou specifickou vazebnou latkou, uzivanou pro smérovani, pfipojenou k pep-
tidu jako je mastoparan a jinou vazajici molekulou (jako je kalmodulin) pfipojenou k ligand—
nesoucimu vehikulu, napfiklad polypeptidu.

Ligand-nesouci vehikulum v situaci, kde jsou pouzity zprostfedkujici vazebné latky, mtze byt
liposom, s jednou z latek pfipojenych k liposomu v souladu se znamymi technikami. Naptiklad,
liposom nesouci mono- nebo oligosacharid miize inkorporovat kalmodulin—vazajici ligand, jako
je mastoparan, umozitujici mu tak byt svazan se specifickou vazebnou latkou jako je protilatka,
prostiednictvim kalmodulinu, pro smérovani.

Vyhodou uvZiti systému dvojiho ligandu, zahrnujiciho vazebny par, je moznost rychlé nahrady
jedné smérované specifické vazebné substance za jinou. Vehikulum nesouci ligand, svazané
s jednim ¢lenem zprostfedkujictho vazebného paru, mize byt uzito s kteroukoliv z extrémné
velkého poctu vazebnych molekul pro smérovani a pfipojeno k nému vazbou ¢lent zprostredkuji-
ciho vazebného paru. Fagova display technologie (viz napt. W092/01 047) umoZiiuje vybér pro-
tilatky a protilatkovych fragmentd schopnych vazby kteréhokoliv zajmového antigenu. Vybrané
protilatky nebo fragmenty mohou byt klonovany jako fuzni proteiny napriklad s kalmodulinem a
pak pouzity ke spojeni s hotovymi ligand—nesoucimi vehikuly pfipojenymi ke kalmodulin—
vazajici molekule jako je mastoparan.

Dal$i mozZnost v téchto souvislostech zahrnuje vZiti bispecifické protilatky, schopné vazby kcilo-
vym buiikdm a k vehikulu pro sdruzené mono- a oligosacharidy, naptiklad polypeptid bud’ glyko-
sylovany, nebo pfipojeny k liposomu nesoucimu mono- nebo oligosacharidy. Jedno rameno
bispecifické protilatky, miZe byt schopno vazby antigenu pfitomného na povrchu cilovych
bunék, zatimco druhé miiZe byt schopno vazby peptidového privésku, ktery mize byt propojen k
ligand—nesoucimu vehikulu, jako je sekvence aminokyselin, nebo liposom. Skala privéski, které
mohou byt exprimovany s ostatnimi polypeptidy jako fizujicimi proteiny byla uZita pro rekombi
nantni proteiny véetné: myc piivések (Munro S. a Pelham H.R.B., Cell 46, 291-300 (1986), Ward
E.S., Gussow D., Griffiths A. D., Jones P. T. a Winter G. Nature, 341, 544-546 (1989)), Flag-
peptid (Hope T.P. a spol. BioTechnology 6, 12041210 (1988)), KT3 epitop (Martin G. A. a spol,,
Cell 63, 843-849 (1990), Martin G. A. a spol., Science, 255, 192-194 (1992)), alfa-tubulinovy
epitop (Skinner R. H. a spol., J. Biol. Chem. 266, 14163-14166 (1991)), T7 gen 10 proteinova
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peptidova znacka (Lutz-Freyermuth C., Querry C. C. a Keene J. D., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
87, 6393-6397 (1990)).

Polypeptidy vcetné protilatek mohou byt vazany k liposomiim uzitim hydrofobni transmembra-
nové sekvence (naptiklad z MHC-I) nebo (glyko) fosfolipidové kotevni domény z proteinu jako
je rozpad—urychlujici faktor (mDAF - Decay Accelerating Factor - viz napt. WOB9/01 041).
Shoda aminokyselinové sekvence pro fosfoinositolovou vazbu k lipidu, napf. v liposomu, je
mozna. Ti, ktefi jsou obeznameni s oborem, znaji rovnéz tyto techniky.

Je zapotrebi zminit, Ze jsou-li vhodné ostatni specifické vazebné pary, mohou byt pouzity namis-
to protilatky/antigenu. Na priklad peptidové ligandy (napiiklad malé hormony, neuropeptidy)
bunééné povrchovych receptori mohou byt pouZity ke znaceni bun€k nesoucich receptory pro
destrukci. Za piiklad muze slouzit peptidovy ligand pfipojeny k liposomu nesoucimu mono- nebo
oligosacharidy, nebo pfipojeny, napiiklad peptidovym mistkem po expresi jako fuzni protein ke
glykosylované sekvenci aminokyselin (napfiklad nesoucich sdruzeny mono- nebo oligosacharid).

Protilatky, které jsou specifické pro zamysleny cil, mohou byt ziskany uzitim technik, které jsou
bézné v oboru. PouZity mohou byt metody produkce protilatek vCetné imunizace savci (tj. mys,
potkan, kralik, kaii, koza, ovce nebo opice) proteinem nebo jeho fragmentem. Protilatky mohou
byt z imunizovanych zvifat ziskany uZitim rdznych technik zndmych v oboru a testovany
pfedevS§im na vazbu zkoumaného antigenu s protilatkou. Napiiklad mohou byt uZity Western
blotovaci techniky nebo imunoprecipitace (Armitage a spol., Nature 357, 80-82 (1992)).

Produkce monoklonalnich protilatek je dobte zavedena v oboru. Monoklonélni protilatky mohou
byt vyuZity s technikami rekombinantni DNA technologie k produkei ostatnich protilatek nebo
chimerickych molekul, které zachovavaji specificitu ptivodni protilatky. Takova technika miize
zahrnovat zavedeni DNA kddujici imunoglobulinovou variabilni oblast nebo komplementarng
uréujici oblasti (CRDs) protilatky do konstantni oblasti, nebo konstantni oblasti plus zakladni
strukturni oblasti, jiného imunoglobulinu. Viz naptiklad EP 0 184 187A, GB 2 188 638A nebo
EP 0 239 400A. Jeden z diivodti, pro¢ tak €init, miize spocivat v humanizaci nehumanni proti-
latky ke zvyseni polo€asu po aplikaci ¢loveku. :

Jako alternativni nebo dopliujici k imunizaci savcli peptidem, protilatka specificka pro protein
miZe byt ziskdna z rekombinantné pripravené knihovny exprimovanych imunoglobulinovych
variabilnich domén, napt. uzitim lambda bakteriofaga nebo filamentézniho bakteriofaga, které
vykazuji funkéni imunoglobulinové vazebné domény na svych povrsich. Napt, viz W092/01 047.
Knihovna miiZze byt plivodni, napf. konstruovana ze sekvenci ziskanych z organizmu, ktery nebyl
imunizovan zadnym z téchto proteind (nebo fragmentl), nebo mize byt konstruovana uzitim
sekvenci ziskanych z organizmu, ktery byl exponovan k zédanému antigenu.

Zadouci miiZe byt tzv. humanizace nehumannich (tj. mysich) protilatek za Gi¢elem ziskani proti-
latek majicich antigen vazebné vlastnosti nehuménni protilatky, za minimalizace imunogenni
odpovédi protilatek, napt. jsou-li uzity k lidské terapii. A tak, humanizované protilatky mohou
zahrnovat zakladni strukturni oblasti ziskané z lidskych imunoglobulint (piijemcovska proti-
latka), v nichZ zbytky jedné nebo vice komplementarnich uréujicich oblasti (CDRs) jsou zaméné-
ny zbytky CRDs nehumanniho druhu (donorova protilatka), napf. mysi, potkani nebo krali¢i
protilatky majici pozadované vlastnosti, napf. specificitu, afinitu nebo kapacitu. Nekteré casti za-
kladni strukturni oblasti lidské protilatky mohou byt zaménény odpovidajicimi ¢astmi nehuméan-
niho piivodu, nebo zbytky, které nejsou pfitomny ani v darcovskych ani v piijemcovskych
protilatkach. Tyto modifikace jsou provadény k dalimu Cisténi a optimalizaci vlastnosti protilatky.

Fagova technologie také umoziiuje humanizaci nehumannich protilatek, které mohou byt

upiednostnény pro pouziti u lidi. Dvoustupriové fetézové promichani zaméni nehumanni VL a
VH domény, které kooperuji v tvorbé vazebného mista pro dany antigen (WO093/06 213).
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Nukleova kyselina kddujici tyto lidské VL a VH domény miize byt fizovana k sekvencim
kédujicim lidské konstantni domény pro expresi kompletnich lidskych protilatek.

Protilatky mohou byt modifikovany nékolika zplsoby. Skute¢né termin "protilatka" by mél byt
vykladan jako zastieSujici pro jakékoliv vazebné substance majici vazebnou doménu s pozadova-
nou specificitou. To zahrnuje fragmenty, derivaty, funkéni ekvivalenty a homology protilatek,
vcetné jakéhokoliv polypeptidu zahrnujiciho imunoglobulinovou vazebnou doménu, jak pfirodni,
tak syntetickou. Chimerické molekuly zahrnujici imunoglobulinovou vazebnou doménu, nebo
ekvivalent, flizovanou k jinému polypeptidu, jsou tudiz zahrnuty. Klonovani a exprese chimeric-
kych protilatek jsou popsany v EP 0 120 694 a EP 0 125 023.

Bylo ukézano, ze funkce vazebnych antigeni miZe byt zachovana u fragmentt celych protilatek.
Piikladem vazebnych fragmentil jsou: (i) Fab fragment obsahujici VL, VH, CL a CH1 domény,
(i1) Fd fragment obsahujici VH a CH1 domény, (iii) Fv fragment obsahujici VL a VH domény
protilatky, (iv) dAb fragment (Ward E. S. a spol., Nature 341, 544-546 (1989)), ktery se sklada
z VH domény, (v) izolované CDR oblasti, (vi) F(ab,)’ fragmenty a bivalentni fragment zahrnujici
dva vazané Fab fragmenty (vii) jednotlivy fetézec Fv molekul (scFv), kde VH doména a VL
doména jsou spojeny peptidovym spojovacim fetézcem, ktery umozZiiuje dvé domény asociovat
ktvorbé antigen-vazebného mista, (viii) bispecificky jednoduchy fetézec Fv diméra
(W093/11 161) a (ix) imitace fitzni protilatky (diabodies), multivalentni nebo multispecifické
fragmenty konstruované fuzi genu (W094/13 804, Holliger P. a spol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90, 6444-6448, (1993)).

Imitace fuzni protilatky jsou multimery polypeptidi, kazdy polypeptid zahrnuje prvou doménu
zahrnujici vazebnou oblast lehkého fetézce imunoglobulinu a druhou doménu zahrnujici vazeb-
nou oblast té€zkého fetézce imunoglobulinu, obé domény jsou svazany napfiiklad peptidovym
spojem, ale neschopné asociovat mezi sebou k tvorbé antigen-vazebného mista: antigenvazebna
mista jsou tvofena asociaci prvé domény jednoho polypeptidu uvnitf multimeru s druhou domé-
nou jiného polypeptidu uvnitt multimeru (W094/13 804).

Tam, kde jsou uzity bispecifické protilatky, tyto mohou byt konvenéni bispecifické protilatky,
které mohou byt pfipraveny mnoha zptisoby (Holliger P. a Winter G., Curr. Opin. Biotechnol. 4,
446-449 (1993)), napt. chemicky nebo z hybridnich hybridomi, nebo to mohou byt jakékoliv
fragmenty bispecifickych protilatek zminénych v predchazejici ¢asti. S vyhodou mohou byt uZity
scFv diméry nebo imitace fizni protilatky spiSe nez celé protilatky, imitace fizni protilatky a
scFv mohou byt konstruovany bez Fc &4sti, pouzitim pouze variabilnich domén, potencionilné
redukei a€inkl antiidiotypické reakce. Ostatni formy bispecifickych protilatek zahrnuji jednotli-
vy fetézec Janusind, popsany v Traunecker a spol., EMBO Journal 10, 3655-36659, (1991).

Bispecifické imitace fuzni protilatky, ve srovndni s bispecifickymi celymi protilatkami, jsou také
zvlasté uziteéné, protoze mohou byt lehce konstruovany a exprimovany v E. coli, imitace fizni
protilatky a mnohé ostatni polypeptidy jako fragmenty protilatek odpovidajicich vazebnych spe-
cificit mohou byt snadno selektovany uzitim fagové display techniky (W094/13 804) z kniho-
ven. JestliZze jedno rameno imitace fuzni protilatky je ziskano jako konstantni, napf. se specifici-
tou zaméfenou proti povrchovému antigenu NK bunék, pak miZe byt vytvorena knihovna, kde
druhé rameno se méni, a vybrana protilatka pozadované specificity.

A tak, napiiklad pfi zabijeni nadori, jedno antigenni vazebné misto mize byt zaméfeno proti
nadorovému znaku, zatimco druhé miZe byt zaméteno proti pritomnému antigenu na efektorové
burice, napt. NK burice. Inaktivni buitky NK a cilové buiiky mohou byt spojeny pied sputénim
NK bunééné aktivity. Bispecifické protilatky s inkorporovanou specificitou pro T bunéény kore-
ceptor CD3 mohou tlumit riist nadoru (Titus J. A et al., J. Immunol. 138, 4018-4022 (1987)) a
1é¢it lymfom (Brissinck J. et al., J. Immunol. 174, 4019-4026 (1991)).
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Alternativy a variace vSech zpiisoblt umoZiujici rizné pohledy uvedeného vynilezu, budou
ziejmé osobam vzdélanym v oboru. Techniky jsou navrzeny pomoci pfikladi a bez omezeni
mohou byt modifikovany, nebo pouZity alternativy ve vztahu k védomostem téch, ktefi jsou
vzdélani v oboru, bez zmény cile ptedlozeného vynalezu.

Piehled obrazki na vykresech

Obrazek 1 ukazuje vazbu radioaktivnim jodem znaceného NKR-P1 proteinu k lipid—vazanym
oligosacharidiim (pro které jsou uvedeny sekvence a zkratky v tabulce 1).

Obrazek 1a ukazuje vysledky chromatografie lipid—vdzanych oligosacharidi, bud’ chemicky
obarvenych orcinolem (negativni zobrazeni ukazané v liniich 1 az 5), nebo prekrytych _zna-
¢enym sNKR-P1 s provedenim autoradiogrami (linie 1" az 5). Linie 1 a 1" obsahovaly LNT a
H5, linie 2 a 2" LNNT a LX35, linie 3 a 3', laktézu (Lac), DLNN, LNT, LAS5 a LB6, linie 4 a 4°,
SL, linie 5 a 57, 3SL, vzestupna chromatografie.

Obrézek 1b ukazuje vazbu *I-zna&eného sNKR—P1 proteinu (x10™cpm) k lipid—vazanym oligo-
sacharidim imobilizovanym na plastickych mikrojamkach v pfitomnosti nosicovych lipida
cholesterolu a vajeéného lecithinu. Na hlavnim panelu ve vzestupujicich ¢astech vazebné kfivky
jsou ukazana sériova fedéni lipid-vazanych oligosacharidi pouzitych v jamkach, a pievrstvenych
25._sNKR-P1, 3x10° cpm na jamku. V okénku je ukizana saturace vazby, *’I-znateny SNKR—
P1 byl smichén s neznadenym proteinem k ziskani 10° cpm/pg, a byl ptidavan ve vzristajicich
mnoZzstvich do jamek pokrytych lipid—vazanymi oligosacharidy GM2 a DLNN (2pmol davany na
jamku). Symboly: ©, LNNT, ® LNT, 0, DLNN, ¥, GA2, ®, GM2, A, SUAS, A, IS.

Obrazky 1c a 1d ukazuji intenzitu vazby na lipid—vazané oligosacharidy, ¢ pii pouziti 64 pmol na
jamku a d 8 pmol na jamku.

Obrézek 2 ukazuje inhibici vazby **I-znadeného sNKR—P1 k imobilizovanému DLNN volnymi
oligosacharidy a polysacharidy.

Obrazky 2a a 2¢ ukazuji procento inhibice vazby ’I-znadeného SNKR-P1 a DLNN v piftom-
nosti udanych koncentraci sacharidii (M nebo pug/ml).

Obrazek 2b ukazuje korelaci mezi aktivitami rliznych oligosacharidi zkoumanych ve vazebnych
a inhibi¢nich testech.

Obrazek 3 ukazuje srovnani schopnosti oligosacharidii jako inhibitori vazby radioaktivnim
jodem oznadeného SNKR—PI k riiznym oligosacharidiim a srovnani schopnosti téchto oligosa-
charidt s neznaenymi sSNKR-P1 a chondroitin sulfatem A (zkratka CA) jako inhibitort vazby
251_zna&eného sNKR-P1 k nadorovym cilovym butikdm a cytolyza riznych cilovych bunék NK
burikami.

Obrazek 3a ukazuje koncentraci volnych oligosacharidi davajicich 50 % inhibici (ICso) vazby
DLNN nebo IS s *I-znadenym sNKR-P1.

Obrézek 3b ukazuje vazbu (cpm/buiiku) *’I-znateného sNKR-P1 na suspenze bunék, proti
pfidanému sNKR-P1 (pg/ml). Symboly: ®, YAC-1 bunky, ®, B16S buiiky, ¢, 1C21 burky,
¥, RNK-16 buiiky, V, glutaraldehydem fixované RNK~16 buiiky, ¢, RNK-16 buiiky glutar-
aldehydem fixované v piitomnosti IS disacharidu, ©, P815 buiiky.

Obrézek 3¢ a d ukazuji ICs, hodnoty inhibice vazby “*I-znageného sNKR-P1 k riiznym cilovym
burikam.
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Obrézek 3e a f ukazuji procento specifické lyze riznych bunék Cerstvymi buiikami NK (e) nebo
buitkami RNK~16 (f) pfi riznych pomérech efektorovych a cilovych bunék (E:T). Symboly jsou
stejné jako pro obrazek 3b.

Obrazky 3 g - j ukazuji inhibici zabijeni a k ukazuje korelaci zabijeni s inhibici vazby: symboly
pro inhibitory v panelu g - k jsou: ¢tverce pro sSNKR-P1, kolecka pro chondroitinsulfat A, koso-
Stverce pro disacharid IS, trojuhelniky pro GM2 tetrasacharid, a obracené trojihelniky pro
DLNN trisacharid, plné, prazdné a na pravé stran¢ stinované symboly jsou uzity pro YAC-1,
B16S a 1C21 buriky: pro vysledky ziskané s Cerstvymi NK buiikami, malé plné symboly jsou
uzity k odli$eni vysledki ziskanych s RNK-16 burikami.

Obrazek 4 ukazuje vazbu NKR-P1 proteinu k vysoce afinitnimu sacharidovému ligandu. GM2
glykolipidu, v pfitomnosti (obrazek 4a, plnd kolecka) a nepfitomnosti (obrazek 4a, prazdna
kolecka) vnéjsiho kalcia a vyzkum vyskytu NKR—P1 na povrchu Cerstvych a aktivovanych NK
bun&k pfi na kalciu nezavislé tvorbé konjugati s cilovymi buitkami (Obrazek 4b konjugaty
tvofici NK buiiky jako celkové procento).

Obrazky 4c¢ - h ukazuji vysledky pritokové imunocytometrické analyzy, které byly provedeny
k zjisténi exprese NKR-P1, CDB a CDS antigend, (plné kiivky) na Cerstvych NK buiikach (panel
¢, € a ) a na aktivovanych NK buiikach (panel d, f a h). TeCkované kiivky ukazuji pouze fluores-
cenéné znaCeny krali¢i protimysi imunoglobulin.

Obrazek 5 ukazuje hodnoty InsP3 (panely a, d a g), InsP2 (panely b, e a h), a volné cytoplasma-
tické kalcium (Ca®"); (panely c, f a 1) m&fené u RNK-16 efektorovych bun&k po jejich interakci
s YAC-1 cilovymi buiikami (panely a, b a c), nebo s liposomy obsahujicimi oligosacharidové
ligandy pro NKR-P1 (panely d, ¢ a f), nebo s monoklonalni anti-NKR-P1 protilatkou, nebo
chondroitin—sulfitem A nebo volnymi disacharidy IS (panely g, h a 1).

Obrazek 6 ukazuje :

Obrézek 6a: vazbu (cpm/buiiku) '*I-znadeného sNKR-P1 na 5x10° YAC-1 bun&k nebo P815
bunék, které byly opracovany sialidazou (S ase) nebo heparinazou I (H ase) nebo chondroitina-
zou ABC (C’ase) nebo smési sialiddz a chondroitindz ABC (SC’ase) nebo smési sialidaz,
chondroitinaz ABC a heparinazy I (SCHase). Kontrolni buiiky byly opracovany smési teplem
inaktivovanych enzym1.

Obrazek 6b: cytolyzy (procento specifické lyze) YAC-1 a P815 bunck Cerstvymi buiikami NK
stanoveno po opracovani nadorovych bungk, jako v panelu a, stejnymi glykosylhydroldzami nebo
inaktivovanymi enzymy.

Obrazek 6¢: cytolyzy (procento specifické lyze) YAC-1 nebo P815 bunék Cerstvymi NK buiika-
mi stanoveno po expozici nadorovych bunék liposomim exprimujicim neoglykolipid laktézy
(LAC), nebo GM2 glykolipid (GM2) nebo neoglykolipid IS disacharidu (IS).

Obrazek 6d ukazuje vysledky SDS—polyakrylamidové elektroforézy a elektropienosu na nitro-
celulézu plazmatickych membran bunék YAC-1 a P815, prouzky byly obarveny na proteiny
(linie 1) a pfevrstveny 1_znatenym sNKR-P1 proteinem k odhaleni vazanych latek (linie 2)
autoradiografii (za 3h), u YAC-1 bunéénych membran, pfidavné prouzky (linie 3, 4 a 5) byly
testovany na vazbu po opracovani sialidazou, chondroitindzou ABC nebo heparinazou 1. Znazor-
nény jsou pozice Mr.

Obréazek 6 ukazuje: linie 1, vazba I-znateného sNKR-P1 byla vyhodnocena k lipidim
extrahovanym z YAC-1 a P815 membran rozpusténych TLC. Opakované prouzky, linie 2, byly
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barveny primulinem. O ukazuje misto aplikace. GM1, GD1A, GD1B, GD1B lakton (GD1BL) a
GTI1B ukazuji posice autentickych standardi. GD1(A)L je minoritni glykolipidova komponenta
prozatimné oznacend jako GD1A lakton. Vazba na relativné nizky obsah glykolipidu GT1B a
GD1B byla slabé intenzity (Sipka) v 3 h autoradiogramu.

Obrazek 7 ukazuje radiovazbu a inhibici vazebnych experimentii ukazujicich vysokou afinitu
sCD69 pro sialylované a sulfitované sacharidy. Hlavni panel ukazuje vazbu “’I-znadeného
sCD69 k lipid-vazanym oligosacharidim (neoglykolipidim) imobilizovanym na plastickych
mikrojamkéach: vézany protein (x10* cpm/jamku) versus ptidany neoglykolipid (pmol/jamka).
Vsuvka ukazuje inhibici vazby sCD69 k IS neoglykolipidu v pfitomnosti vybraného sacharidu.

Obrazek 8 ukazuje vysledky radiovazby a cytotoxickych experimentii ukazujicich, Ze CD69 je
tésné spojen s cytolytickou aktivitou lidskych NK bunék.

Obrézek 8a ukazuje vazbu “I—znateného sCD69 k riznym leukemickym bun&nym liniim:
protein vazany (cpm/butika) versus protein pridany (ug/ml).

Obrazek 8b ukazuje pfirozené zabijeni (procent specifické lyze) leukemickych bun&énych linii
pfi rizném poméru efektorovych ku cilovym burikdm (E:T).

Obrézek 8c ukazuje korelaci mezi **I-sCD69 vazanym proteinem (cpm/buiika) k leukemickym
burikam a cytotoxicitami pti poméru E: T = 128:1.

Obrazek 8d - g ukazuji koncentrace v zavislosti na aktivitich CD69 (plné symboly) a SN disa-
charidu (prazdné symboly) jako inhibitory pfirozeného zabijeni 4 NK sensitivnich bunéénych
linii D - MOLT-4, E - K-562, F - U937, G - DAUDL

Obrazek 9 ukazuje povrchovou expresi CD69 na lidskych NK buiikdch fenotypu CD56, k niz
prudce dochazi po jejich inkubaci s NK—vnimavymi cilovymi buitkami nebo liposomy obsahuji-
cimi vysoce afinitni ligandy pro CD69 protein, a je inhibovana v pfitomnosti volnych oligosa-
charidovych ligandi a je opozdéna u bunéénych populaci, které byly nejdiive zbaveny bunék
exprimujicich CD69: A— procento CD56'/CD69™ po celou dobu (h), B-procento CD3"/CD69"
bungk po celou dobu (h), C—~ procento CD56/CD69" po celou dobu (h), buiiky které byly
nejdiive zbaveny CD69" bungk inkubaci s protilatkou za p¥itomnosti komplementu (lyzi).

Obrazek 10 ukazuje udrZeni NK-rezistentnich leukemickych bunéénych linif vnimavymi k pfiro-
zenému zabijeni jejich predinkubaci s liposomy nesoucimi oligosacharidové ligandy pro CD69.
Procento specifické lyze je ukdzano proti koncentraci ptidaného neoglykolipidu (nmol/100 ul
liposomii): A— MOLT—4 buriky, B— RAJI butiky, C— IM-9 buiiky, D— KG-1 buiiky.

Obrazek 11 ukazuje kinetiku pfijmu (inkorporace) neoglykolipidu kultivovanymi bunéénymi
liniemi. Pi{jem neoglykolipidu do bun¢k (procento pfidanych cpm) je ukézano proti inkubalni-
mu Gasu (h) pro MOLT-4, RAJL, THP-1 a IM-9 buiiky.

Obrazek 12 ukazuje apoptotické zabijeni NK-vnimavych cilovych bun€k v zavislosti na CD69
sacharidovych interakcich.

12a az 12c: procento lyze (a) MOLT-4 bungk, (b) U937 bunck a (c) K562 bunék je ukazano
v poméru E:T 2, 8, 32.

(d) az (f): T typy stanoveni byly provedeny v Mg’'/EGTA médiu: v (d) vysledky 4h ICr

uvolnéni jsou ukéazany pti E:T poméru 8:1 uzitim PBMC (procento specifické lyze), v (e),
vysledky apoptozy zkoumané cytofluorometricky (procento apoptotickych bun€k), a (f) vysledky
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testl apoptotické DNA. Vysledky jsou platné pro NK sensitivni bunééné linie MOLT-4, U937,
K562 a NK rezistentni bunécné linie RAJI oznalené R, THP—1 oznacené T, a IM-9 oznadené 1.
S MOLT-4 a U937 buitkami jsou ukézany daldi vysledky s reakéni smési obsahujici 10°M
laktézu (oznadeno L) nebo disacharid SN (S) nebo 10°M sCD69 (C). Linie oznatené (O)
v panelech (d) a (e) ukazuji vysledky v nepfitomnosti inhibitoru.

Piiklady provedeni vynalezu

Modulace aktivity prostfednictvim NKR-P1

V Escherichia coli byla exprimovand rekombinantni forma NKR-P1 (oznadeno zde jako
sNKR-P1) korespondujici s dimerickou extracelularni ¢asti NKR—P1 a ukézali, Ze jde o kalcium
dependentni sacharidy vazajici protein s vazebnou kapacitou monosacharidi odlisnych od téch,
které byly popsany pro ostatni C—typy lektint, a neobvykle silnou asociaci s kalciem.

Ptedchazejici vazebné a inhibi¢ni studie s imobilizovanymi a volnymi monosacharidy ukazaly,
Ze protein ma vyssi afinitu vazby k beta—N-acetyl-D—galaktosaminu nez k beta—N-acetyl-D-
glukosaminu a s niz$i afinitou k alfafukéze s ICs, hodnotami (koncentrace udané jako 50 %
inhibice vazby) tj. 0,6 x 107 M, 2 x 10" M a 2 x 10° M. Nyni jsme identifikovali n&které
extrémné potentni sacharidové ligandy pro NKR-P1, nékteré s ICs, v hodnotach 10°-10"” M.
Tyto zahrnuji oligosacharidové sekvence krevnich skupin, rodiny gangliosidi a glykosaminglykany.

Vedle toho byly ziskany diikazy, Zze existuje interakce NKR—P1 proteinu s oligosacharidy na
povrchu cilovych bungk nebo podobnych proteini na NK bunécném povrchu, které jsou
zastoupeny v mechanismu NK bun&¢ného spousténi vedouciho k cytolyze cilovych bunék.

Ptiklad 1
Exprese NKR-P1 proteinu a rozpustnych fragmentti v COS buiikach

COS-~7 builky byly transfekovany s NKR—P1 ¢cDNA v plazmidu pCDm8 pouzitim DEAE~dex-

tran procedury. 3 dny po pfidani plazmidu, bunééné povrchové proteiny netransfekovanych a trans-
fekovanych bungk byly oznadeny radioaktivnim jédem podle glukézooxiddzo/laktoperoxidazové-
ho protokolu, lyzovany ustojnym roztokem Tris—(TBS) obsahujicim 1% Triton X—-100 a 1mM
fenyl-methyl-sulfonyl-fluorid (PMSF) a lyzaty byly vy¢iStény centrifugaci pii 100 000x g 60min.

Supernatanty (5 x 10° cpm) byly podrobeny imunoprecipitaci monoklonélnimi protildtkami nebo
afinitni chromatografii na 1 ml kolonach s monosacharid—Sepharosou. Kolony byly ustaleny
TBS obsahujici 10mM CaCl* a 0,1 % Triton X-100 (TBS+C+T) a radioaktivng znagené lyzaty
aplikované v 1 ml TBS+C+T. Kolony byly promyty stejnym pufrovacim roztokem a 1 ml frakce
byly sebrany. Véazany protein ke GlcNAc—Sepharose byl vymyt s 0,5 M GlcNAc v TBS-C + T.
Frakce byly proméfeny v gama pocitaCi a stejné dily (10* cpm) precipitovany 10 % trichlor-
octovou kyselinou k analyze na SDS polyakrylamidové gelové elektroforéze za redukujicich a
neredukujicich podminek.

K ptipravé rozpustnych fragmentd NKR-071, NKR-081 a NKR-091, NKR-P1 protein byl izo-
lovan z Tritonovych lyzati 10° transfekovanych bunék afinitni chromatografii na GlcNAc—
Sepharose jako vyse, dialyzovan proti TBS+C+T, a podroben piipadné nasledujicim opracova-
nim: (a) limitované proteolyze (0,1 pg/ml trypsinu nebo trombinu, 10 min, pfi teploté mistnosti),
(b) limitované proteolyze nasledované deglykosylaci N-glykanazou (podle protokolu zaloZeného
na enzymatické piipravé), nebo (c) digesci subtilisinem (25 pg/ml subtilisin, 37 °C, 1 h). Protei-
nové produkty ziskané témito zpracovanimi byly podrobeny afinitni chromatografii na GlcNAc—
Sepharose a dialyzovany proti TBS+C.
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Piiklad 2
Exprese solubilniho NKR-P1 fragmentu v prokaryotickych burikach

Cela proteinova kodovaci sekvence NKR-P1 proteinu byla subklonovana z ptivodniho cDNA
klonu jako 0,8 kb HindIII-BglII fragment (HindIII misto bylo zapInéno a konvertovano v EcoRI
misto uzitim EcoRI spojky) a pfeneseno do pGEM-3Z vektoru, $tépeno EcoRI a BamHI k ziska-
ni pNKR-124.

pNKR-141 obsahoval sekvence kédujici celou extracelularni ¢ast NKR-P1 zacinajici valinem
65 prenesenym z pNKR-124 jako 145 bp Hinfl-PfIM1 fragment, pNKR-141W mél amino-
kyselinovou substituci, v které tryptofan 115 byl zamé&nén za threonin béhem ligace PfIM1
mista, pNKR-161 zahrnoval lektinovou doménu NKR-P1 z tryptofanu 115 a byl konstruovan
ligaci EcoRI spojky (10 mer) k PfIM1 mistu v pNKR-124, zarovnan T4 DNA polymerazou.
pNKR~171 a —191 jsou varianty vySe uvedenych konstrukti, z kterych byl odilat segment
kddujici 8 nejvice C—terminalnich aminokyselin.

Toho bylo dosazeno otevienim danych plazmidi na jediném misté Bsm1, odnétim jednofetézco-
vych prodlouZeni a ligaci vystfihovaci spojky (1144, New England BioLabs). Plazmidy byly
znovu uzavieny, amplifikovany in vivo, natraveny BspM1 a opracovany nukleazou z fazoli
(Phaseolus aureus) k odnéti jednotetézcovych prodlouzeni. Maly EcoRI-BspM1 fragment byl
svéazéan proti zaplnénému Clal mistu v polylinkeru EcoR1 natrdveného plazmidu pGEM-7Zf(-)
za Ulelem znovuobnovy stop kodénu. EcoRI1/Hindlll inserty byly pieneseny do vektort
pINIlIompA2 nebo pMAL-2 (New England BioLabs) k ziskani expresnich plazmidi pNKR-241,
-261, -271 a 291, nebo pNKR-341, -341W nebo 391.

Proteiny NKR-241 az -291 byly produkovany v Escherichia coli kmeni JA221 ptfed tim popsany-
mi metodami a &istény afinitni chromatografii na GIcNAc—Sepharosové kolon€. Proteiny NKR-
341, -341W, nebo -391 byly exprimovéany v Escherichia coli kmeni NM522 uzitim protokolu
piipravy fazovanych proteini a Cisticiho systému.

600 ml LB média s 100 pg/ml ampicilinu bylo inokulovéno 6 ml kultury obsahujici expresni
plazmidy a inkubovano v orbitalni tfepacce pti 300 ot. za min po 2 h pti 37 °C, ptipadné 30 min.
pii teploté mistnosti. Buiiky byly indukovany izopropyl-beta—D-thiogalaktosidem (0,1 mM) a
inkubovany po dalsi 3 aZ 4 hodiny pfi teploté mistnosti. Buiiky byly sklizeny centrifugaci
v Beckmanové J-6 centrifuze, resuspendovany v pfiblizn€ 20 ml extrakéniho pufiru (0,02 M Tris.
HCI pH 8,0, 0,5M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM 2-merkaptoetanolu (2-ME), 1 mM NaN, a
1 mM PMSF), sonikovany na led€ 4 x 30 s. a centrifugovany pfi 15 000 x g po 10 min. Fuzované
proteiny byly izolovany z procisténych bakteridlnich extraktl na amylézo-agarézové afinitni
koloné& podle standardniho protokolu (New England BioLabs).

Spojené fuzovaci proteiny (100 mg) byly stépeny Faktorem Xa pii 23 °C a NKR proteiny
separovany na maltézu—vazajicim proteinu, chromatografovany na DEAE-Sepharosové koloné
(2 x 15 cm), ustaleny v 10 mM Tris pH 8,0, 25 mM NaCl, 10 mM 2-ME a vymyty v linedrnim
gradientu NaCl 500 mM ve 4 kolonovych objemech. Konecna purifikace byla provedena gelovou
filtraci na Sephakrylu S—200 SF (0,5 x 120 cm) ustdleném TBS+C, obsahujicim 8 M mocoviny a
10 mM 2-ME. NKR fragmenty byly vymyty v druhém vrcholu a uréeny SDS polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou.

Proteiny byly renaturovany sérii dialyzacnich kroku, prvné odstranénim mocoviny a poté zbave-
ny 2-ME a sniZenim koncentrace denaturaénich latek na polovinu v nékolika dialyzaCnich
krocich. Vzorky pro antigenni analyzu byly sbirany po kazdé dialyze. Kone¢né proteiny byly
dialyzovany proti TBS + C obsahujicim 1 mM NaN; a uchovéavany v tomto pufru.
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Piiklad 3
Vysoce afinitni sacharidové ligandy pro NKR--P1

Jako referenéni latka byl pouzity na lipid vazany trisacharid, DLNN (zkratka oznadujici v textu
latku uvedenou mezi sacharidy tabulky 1), s terminalnim N-acetylglukosaminem vazané
k sSNKR-P1. Zvlasté byl uzit DLNN k vyzkumu vlivu NKR-P1 na rozpoznavani dalsiho
prodlouZeni oligosacharidové patefe a periferni substituce krevné skupinovych monosacharidi
sialovou kyselinou a sulfatem.

V pocateénich chromatogram-vazebnych experimentech s SNKR-P1 bylo nalezeno, Ze se vaze
k LNT sekvenci, galaktéza je 31-3 vazana k. N-acetylglukosaminu DLNN sekvence, ale nikoliv
k LNNT sekvenci, kde galaktéza je 31—4 vazana (obrazek la, linie 17, 2" a 3"). AvSak v pfitom-
nosti a1-3 vazané fukézy na N-acetylglukosaminu LNNT jako v Le* antigenni sekvenci LX5,
vazba byla nalezena (linie 2”). Pro LNT patef bylo zvySeni vazby v pfitomnostt al—4 vazané
fukdzy jako v Le? antigenni sekvenci LAS (linie 3").

Krevné skupinové H a Le b sekvence obsahujici fukdézu al1-2 vazanou ke galaktéze na LNT a
LAS5 sekvence jako v HS (linie 17) a LB6 (linie 3") byly také vazany. Ale, v pfitomnosti krevné
skupinového A monosacharidu, a—Nacetyl-D—-galaktosamin na H a Le sekvencich jako v A6 a
A7, vazba nebyla nalezena (vysledky nejsou ukazany). Krevné skupinovy A monosacharid
"maskuje" vazebna mista na Le® a Le® sekvencich.

V dalsich pokusech (nejsou ukazany) glykolipid globosid s oligosacharidovou sekvenci
GalNAc- B1-3Gal- al-4Gal- B1-4Glc byl vazan NKR-P1, zatimco Forsmaniv glykolipid,
ktery obsahuje GaINAc spojeny al-3 vazbou ke globosidové sekvenci, nebyl vazan. A tak
afinita NKR-P1 pro N-acetylgalaktosamin se zd4 je omezen na 3 anomer (viz také ganglio série
sacharidii uvedena niZe). Afinita pro N-acetylneuraminovou kyselinu, vazanou a2-3 (ale nikoliv
alfa 2-6), byla objevena pro sNKR-P1, jak ukazano u 3SL (linie 5°) ale nikoliv 6SL (linie 4),
ani nesubstituované laktosyl patefi (linie 3°).

Kvantitativni vazebné experimenty ukazaly, Ze vazba rozpustného NKR-P1 (sNKR-P1)
k lipidu—vazanym oligosacharidim imobilizovanym na plastickych mikrojamkéch byla nasycena
(panel b, vsuvka). Vazebna data na obr. 1 b a ¢, nejen Ze souhlasila s chromatogram—vazebnymi
daty, ale navic ukazala, Ze (1) a1-3 vézana fukéza propiijuje vazebnou aktivitu k laktosylové
kostie jako v LX3, (ii) a2-3 vazana N-acetylneuraminové kyselina potencuje vazbu k LNT a
kLe a a Le x sekvencim jako u 3SLT, 3SAS a 3SXS5, a (iii)) a2—-3 vazana sialova kyselina na
6SLT neni vazana, nicméné vazba je vyloucena k Le x sekvenci ptitomnosti a2-6 vazané sialové
kyseliny jako v 6SX5.

Siran na galaktoze (3—O vazany) mél vétsi potenciacni u€inek na vazbu NKR-Pl1 kLexalea
sekvencim, nez méla 3—vazani sialova kyselina: srovnej 3SX3 s SUX3 a 3SAS s SUAS (obr. 1c).
Bylo také ziejmé, Zze délka oligosacharidového fetézce ma vliv na intenzitu SNKR-P1 vazby:
vazba k SUX4 byla vétsi nez k SUX3, jako byla vazba SUAS vyssi nez SUA4. Pritomnost 3—-O
sulfatované glukuronové kyseliny pfipojené vazbou 3— k vnéjsi galaktéze LNNT tvorici HNK-1
antigen také propijcuje srovnatelnou vazebnou aktivitu.

sNKR-P1 vazebna specificita je nejen vztaZena k sérii krevné skupinovych oligosacharidi, ale
také zahrnuje ganglio sérii (Obr. 1c). Jak lze predpokladat z vazebnych studii monosacharidi
(Bezouska K. et al., J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)), glykolipid GA2 s terminalnim
beta—N-acetyl-D—galaktosaminem se silné vazal. Taktéz k této sekvenci byla zjisténa vazba,
i kdyz slab$i beta 1-3 vazané galaktozy jako u GAl. Bylo zjiSténo zvySeni vazebné intenzity,
kdyZ tyto dvé kostry byly nahrazeny o2—3 vazanou sialovou kyselinou: srovnej GM1 s GAl a
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GM2 s GA2. V piitomnosti druhé sialové kyseliny 2-8 vazané dojde k vymizeni vazby: srovnej
GD3 s GM3, GD2 a GM2, GD1B s GM1 a GT1B s GD 1A. Jako u série krevnich skupin siran
(3-O-vazany) na ganglio sériové kostfe ma vys$i potenciacni efekt na sNKR-P1 nez mél
k 3— vazané sialové kyseliné: srovnej SM3 s GM3, SM2 s GM2, SM1A s GM1 a SB1A s GD1A.
Sulfatid (SULF) byl rovnéz vazan. Sulfatovany glykolipid SB2 s 3—O-siranem jak na N- acetyl-
galaktosaminu byl nejvice vazan na galaktdze v sérii ganglio glykolipidi.

Silngj8i vazba NKR-P1 byla zjisténa mezi oligosacharidy odvozenymi z heparinu a chondroitin
sulfatu (Obr. 1d). Nesulfatované disacharidy OS a IVA per se podporuji vazbu, ale analogy
obsahujici rizné sulfatované hexosaminy (2-N-sulfatovany glukosamin, 4-O-sulfatovany
N-acetylgalaktosamin, 6—O-sulfatovany acetylgalaktosamin nebo N-acetylglukosamin) nebo
2-O-sulfatovana uronova kyselina (viz tab. 1) vyvolaly zvySenou vazbu. Z celého testovaného
spektra se zda, Ze 4-O- a 6-O-sulfatované N-acetylhexosaminy jsou zvlasté reaktivni. Mezi
disacharidy byl nejvice vazan trisulfatovany IS z heparinu. Nejsilnéj$i vazba mezi v§emi testova-
nymi oligosacharidy byla k hexasulfatovanému heparin tetrasacharidu IS2. Vazebna aktivita
sNKR-P1 zahrnuje fosforylované oligosacharidy, jako 6—fosforylované tetra— a pentasacharidy.
M4P a M5P podporujici vazbu.

Obrazek 1 ukazuje vazbu jédem znaceného NKR—P1 proteinu k lipid—vézanym oligosacharidiim.
Oligosacharidové sekvence a jejich zkratky jsou uvedeny v tabulce 1.

V a, k lipidu vazané oligosacharidy (neoglykolipidy, pfiblizné 500 pmol kazdého, byly chroma-
tografovany (Feizi T. et al. Meth. Enzymol. 230, 484519 (1993)) na destickach silikagelu
v rozpou$tédlovém systému chloroform/metanol/voda, objemy 55/45/10 (linie 3 a 3") nebo
objemy 65/35/8 (ostatni linie), bud’ byly barveny chemicky orcinolem (negativni vzorky ukézany
v liniich 1 az 5), nebo prevrstveny 1_znagenym sNKR-P1 (rekombinantni rozpustny, dimericka
forma NKR-P1 exprimovana v E. coli (specificka radioaktivita 107 cpm/pg)) (Bezouska K. et
al.,, J.Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)) po opracovani destiCek 0,2% (v/v) poly-
metakrylatem, a vazba byla detekovana (Feizi T. et al. Meth. Enzymol. 230, 484-519 (1993))
autoradiograficky (linie 1" az 57). Linie 1 a 1" obsahovaly LNT a HS, linie 2 a 2" LNNT a LX5,
linie 3 a 3" lakt6zu (LAC), DLNN, LNT, LAS a LB6, linie 4 a 4" SL, linie 5 a 5" 3SL, vzestupna
chromatografie.

V b, na lipidu vazané oligosacharidy (glykolipidy nebo neoglykolipidy) byly imobilizovany na
plastickych desti¢kach v pfitomnosti nosic¢ovych lipidii cholesterolu a vajecného lecitinu, a jejich
interakce s 125 I- znaenym sNKR-P1 proteinem byla urCena (Bezouska K. et al., J. Biol.
Chem. 269, 1694516952 (1994)). Ve vsuvce je ukizka saturace vazby, ’I-znaeného sSNKR-P1
s neznaenym proteinem k dosazeni 10° cpm/pg, a nanesen ve vzristajicim mnoZstvi do jamek
pokrytych lipidy navdzanymi oligosacharidy GM2 a DLNN (2 pmol naneseno na jamku).
V hlavnim panelu vzestupné Casti vazebné kiivky jsou ukazéany pro sérii fedéni vybranych na
lipidu vézanych oligosacharidii pouzitych pro jamky, a pfevrstveny 251_znageného sSNKR-P1,
3x10° cpm pro jamku. Symboly: O, LNNT; ®,  LNT; 0, DLNN; ¥, GA2; e, GM2; A, SUAS;
A IS

V ¢ a d, intenzita vazby SNKR-P1 k lipidu vazanych oligosacharidd byla porovnavana s odecte-
nim vazebné k¥ivky uvedené v panelu b, a ostatnich neuvedenych, dale jsou uvedeny hodnoty
vazby s hodnotami povleéeni od 64 pmol/jamku (panel c) a 8 pmol/jamku (panel d), vysledky
jsou uvedeny jako duplikaty s odchylkami oznaenymi ¢arami.

Oligosacharidy, které byly navazany k sSNKR-P1 v prvni fazi vazebnych experimenti inhibovaly
vazbu proteinu (Obr. 2a). Jestlize DLNN byl uzit jako referen¢ni imobilizovany ligand. N-ace-
tylglukosaminem zakondené a fukézou zakoncené oligosacharidy. DLNN a LAS byly piiblizné
10x vice potentnimi inhibitory vazby (ICsp 3 x 10®* M a 2 x 10”7 M) neZ monosacharidy, N-ace-
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tylglukosamin a fukéza zkoumana drive (Bezouska K. et al., J. Biol. Chem. 269, 16945-16952
(1994)). Navic, sialylovany oligosacharid 3SAS a sulfatovany oligosacharid SUAS byly piiblizné
10x a 100x vice ¢inné nez LAS5 s ICs, hodnotami 1,3 x 10® M (neukazano) a 3 x 10° M. Rovnéz
mannoso—6—fosfat (ICs, 6 x 10° M) byl téméF 20 tisickrat aktivnéj$i neZ nesubstituovana
manndza (ICs, 10° M (Bezouska K. et al., J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)) a pak byl
dal$i desetindsobny vzrist aktivity (ICso 5 x 10®) v pfitomnosti v&t§i mannosylové kostry jako
v M5P. Nejvyssi inhibiéni aktivity byly zjiStény se sulfatovanymi oligosacharidy z heparinu a
chondroitin sulfatu (Obr. 2a a b), hodnoty ICs, pro nejaktivnéjsi, kterymi jsou IS a IS2, jsou
10"Ma1,3x 10" M.

ICso hodnoty pro dany oligosacharid se li$i vzhledem k uZitému imobilizovanému oligosachari-
dovému ligandu (Obr. 3a): vy$$i koncentrace volnych oligosacharidi byla vyZadovana, jestlize
kyselé komponenty, GM2 glykolipid nebo IS neoglykolipid byly uZity k povlékani spiSe neZ
DLNN neoglykolipid, ackoliv hierarchie inhibiénich aktivit porovnavanych Ctyf' oligosacharidd
byla stejna.

Jakmile byly inhibi¢ni studie rozifeny o polysacharidy (Obr. 2¢) bylo zjiSténo, Ze cely heparin
glykosaminglykan (navzdory jeho multivalenci pro NKR-P1 determinanty), byl pouze marginal-
n¢ aktivngj’i na vahovou jednotku nez cele sulfatovany tetrasacharid 1S2 (ICso 30 pg/ml a
40 pg/ml). To miiZze byt zpisobeno piitomnosti méné sulfatovanych sekvenci (Kjellen L. et al.,
Annu. Rev. Biochem. 60, 443-475 (1991)) v glykosaminglykanové populaci. Keratan sulfatovy
pfipravek mél srovnatelnou aktivitu s heparinovym, ukazujic, ze 6—O-sulfatovand galakt6za
(Scudder P. et al., Eur. J. Biochem. 157, 365-373 (1986)) je rovnéz rozpoznavana NKR-P1.
Chondroitinsulfatované pfipravky byly vybornymi inhibitory s hodnotami ICso 2,5 a 10 pg/ml
chondroitinsulfati C, A a B. Vysoko a nizkomolekularni formy dextran sulfatd a hyaluronové
kyseliny byly nejméné aktivni testované polysacharidy s 1G, 0,2 ng/ml, 1 ng/ml a 1,8 ng/ml.

V a- a ¢c-, DLNN neoglykolipid byl potaZen na mikrodestickové jamky (64 pmol aplikovdno na
jamku) a vazba “I-sNKR-P1 (5 x 10* cpm na jamku) byla méfena v p¥itomnosti pozadovanych
koncentraci sacharidii. Regresni k¥ivky byly vyneseny z experimentélnich bodl podle vzorce
y=ICsp : (x + ICsp), kde y=1- (% inhibice : 100), x= koncentrace inhibitoru, a ICs, je koncentrace
inhibitoru davajici 50 % inhibici vazby.

Zkratky pro mono- nebo oligosacharidy jsou uvedeny v tabulce 1, pro polysacharidy plati: CA a
CB pro sirany chondroitinu A a B (hovézi), CC siran chondroitinu C (Zralo¢i), H pro heparin
(prasedi stievni mukéza), DH a DL jsou pro vysoko a nizkomolekularni sirany dextranu (primér-
na molekulova hmotnost 500 kDa a 5 kDa, HY hyaluronova kyselina, v§echny Sigma Chemical
Company, keratan sulfat (z hovézi rohovky) (Scudder P. et al., Eur. J. Biochem. 157, 365-373
(1986)), teckovana kiivka v panelu ¢ je pro heparin tetrasacharid 1S2 vyjadiena pro srovnani

v pg/ml.

V b- je uvedena korelace aktivit riznych oligosacharidii zkoumanych ve vazebnych a inhibi¢nich
studiich. Vazebné aktivity byly po&itany jako pomé&ty hodnot vazby k specificky imobilizovanym
oligosacharidiim - t&m, které jsou imobilizovany k DLNN (vzato z obr. 1 pfi 64 nebo 8 pmol/jamku).
Inhibi¢ni aktivity volnych oligosacharidii relativné k DLNN byly po¢itany jako poméry ICs, pro
DLNN k hodnotam uréenych oligosacharidti, hodnoty ICso byly odeéteny z inhibi¢nich kfivek
uvedenych v panelu a, ostatni nejsou uvedeny.

Obrazek 3 ukazuje srovnani schopnosti oligosacharid jako inhibitorti vazby jédem znaceného
sNKR-P1 k riznym oligosacharidiim, a srovnani schopnosti téchto oligosacharidii s neznaenym
sNKR-P1 a chondroitin sulfitem A (zkratka CA) jako inhibitort vazby ’L_sNKR-P1
k nddorovym buitkam a k cytolyze riznych cilovych bun€k buiikami NK.
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V a-, mikrojamky byly povleCeny DLNN neoglykolipidem nebo GM2 glykolipidem 64 pmol/jamku,
nebo IS neoglykolipidem pii 8 pmol/jamku spolecné s nosi¢em lipidd (Larkin M. et al., J. Biol.
Chem. 267, 13661-13668 (1992), Yuen C. T. et al., J. Biol. Chem. 269, 1595-1598 (1994)) a byla
uréena inhibice vazby I-sNKR-P1 v piitomnosti riznych koncentraci volnych oligosacharidi
IS, GM2, IVA a DLNN. Vysledky byly vyjadieny jako koncentrace davajici 50 % inhibici vazby
(ICs0). V oddglenych pokusech (neni ukdzano) byly uzity pro povlékani jamek rizné hiadiny na
lipidu véazanych oligosacharidi (vzato 4-32 pmol/jamku DLNN, 0,5-32 pmol/jamku GM2 nebo
0,5-8 pmol/jamku IS) a bylo zji§téno, Ze ICs, hodnoty jsou ovlivnény zanedbatelng.

V b-, byla mé&fena vazba *’I-sNKR-P1 k suspenzim 5 x 10° bungk. Symboly: YAC-1 buiiky,
B16S buiiky, 1C21 butiky, RNK-16 buiiky, glutaraldehydem fixované RNK-16 buiiky, glutar-
aldehydem fixované RNK-16 buiiky v ptitomnosti IS disacharidu, P815 butiky. V oddélenych
experimentech (neukdzano) sNKR-P1 vazba k cerstvyym NK butikim byla podobné jako pro
RNK-16 buiiky.

V ¢- a d-, neznadeny SNKR-P1, chondroitin sulfat A (primérna molekuldrni hmotnost 15 kDA),
a oligosacharidy IS, GM2, IVA a DLNN byly testovany (v koncentraénim rozsahu) jako inhibito-
ry vazby ’I-sNKR-P1 k cilovym buiikdm YAC-1, B16S nebo 1C21: vysledky byly vyjadieny
jako ICSO.

V e-, cytotoxicity Serstvych NK bun&k k NK-vnimavym YAC-1a NK-rezistentnim P815 burikam,
a v f-cytotoxicity RNK-16 bun&k k YAC-1, P815 a také NK-vnimavym B16S a 1C21 buikkdm
byly studovany v rozdilnych pomérech efektorovych k cilovym buiikdm (E:T). Symboly pro
cilové buiiky byly stejné jako v panelu b-.

V g-, aktivity latek ukdzanych v panelu c- jako inhibitory zabijeni YAC-1 cilovych bunck
Serstvymi butikami NK, a v h- aZ j-, tyto samé latky byly hodnoceny jako inhibitory zabijeni
YAC-1, B16S a 1C21 bungk buitkami RNK-16 v poméru E:T udanych v metodéch.

V panelu k-, schopnosti SNKR-P1, chondroitin sulfatu A a oligosacharidii IS a GM2 jsou porov-
navany jako inhibitory SNKR-P1 vazby k YAC-1, B16S a 1C21 buiikam (ICso hodnoty uZzity
zpanelu c) a zabfjeni YAC-1 bungk &erstvymi NK buiikami a YAC-1, B16S, 1C21 bun¢k RNK-16
buttkami v pomérech E:T udanych v metodach (ICs, hodnoty z pokusi zde neukazanych).

Symboly pro inhibitory v panelech g - az k jsou: &tverce pro SNKR-P1, krouzky pro chondroitin
sulfat A, diamanty pro disacharid IS, trojuhelnicky pro GM2 tetrasacharid, obracené trojihelnic-
ky pro DLNN trisacharid: zaviené, oteviené a vpravo ¢arkované symboly jsou uZity pro YAC-1,
B16S a 1C21 butiky, malé uzaviené symboly jsou uzity k odliSeni vysledkid s Cerstvymi NK
buiikami od vysledku ziskanych RNK-16 buiikami.

Metody:

Cerstvé NK butiky byly izolovany z potkanich slezin samct Fisher F344 adherenci na plastik
(Vujanovic N. L. et al,, J. Exp. Med. 167, 15-29 (1988)), nasledovné inkubaci ve 200 U/ml rIL-2
(Cetus Inc.) 2 h. RNK-16, NKR-P1+ bunééné linie odvozené z velkych granularnich leukemic-
kych lymfocytt potkana rostly in vitro v kompletnim RPMI (médium obsahujici 10 % fetalniho
teleciho séra. L-glutamin a antibiotika) s 25 uM 2~ merkaptoetanolu (RPMI/ME). NK—sensitivni
cilové bunééné linie YAC-1 (T-bun&ény lymfom), B16S (melanom), 1C21 (makrofagy) a NK
rezistentni bun&éna linie P§15 (mastocytom) byly ziskany z americké sbirky tkaniovych kultur a
kultivovany v kompletnim RPMI médiu.

Pro vazebné radiostudie byly buiiky promyty 3x RPMI s 10 mM Hepes pH 7,4 (RPMI/Hepes) a
suspendovany v koncentraci 5x10° bungk/ml. 100 pl buné&né suspenze (v tripletech v 1,5 ml
zkumavkach Eppendorf) byly smichany s 25]_SNKR-P1 fedénym v 10 ul RPMI/Hepes, inkubo-
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vany pii 23 °C po dobu 1 h: bunéény pelet byl ziskan pri 1000 g po dobu 5 min, buiiky 5 x
promyty v 1 ml RPMI/Hepes, a radioaktivita méfena na gama pocitaci.

V paralelnim experimentu RNK-16 buiiky byly piedinkubovany s IS disacharidem (107 M)
v 10 mM fosfatovém ustojném roztoku (PBS) nebo PBS samotném, fixovany pfidanim glutar-
aldehydu na finalni koncentraci 0,01 % (v/v) a inkubovany 10 min. Butiky byly peletovany a 5 x
promyty v PBS, veskery glutaraldehyd byl odmyt pii 37 °C 30 min. kompletnim RPMI médiem,
buiiky byly 3x promyty RPMI/Hepes a pouzity k méfeni vazby ”’I-sNKR-P1.

Pro inhibici bun&éné vazby, 0,5 x 10° bungk bylo smichano s ’I-sNKR-P1 pti koncentracich
davajicich poloviéni saturaci vazby. Sériova fedéni inhibitord byla zahrnuta (celkovy reakéni
objem 100 pl) a vazebné kalkulace na buiiku byly vyjadfeny jak je diive uvedeno. Spontanni lyze
nadorovych bunék &erstvymi buiikami NK a RNK-16 bunécnou linif byla zméfena v tripletech
pfi E:T pomérech od 0,5 do 64:1 standardni *ICr technikou uvoln&ni chrému (Brunner K.T. et al.:
Immunology 14, 181-196 (1968)) pii 37 °C za 4 hodiny v celkovém kultivatnim objemu 250 ul,
spontanni uvolnéni >'Cr bylo zméfeno v nepiitomnosti efektorovych bungk a nepfesahovalo 5 %.

Inhibi¢ni testy cytotoxicity pfi uZiti bun¢k YAC-1, B16S a 1C21 cilovych bunék byly provedeny
pii E:T pomérech = 2:1, 4:1 a 16:1 v pfitomnosti sériové fedénych inhibitord v celkovém objemu
kultivaéniho média 250 pl.

Priklad 4
Sacharidy inhibovatelné vazba sSNKR-P1 na buiiky

Vazba '*’I-znageného sNKR-P1 byla provadéna s nadorovymi buné&nymi liniemi YAC-1, B16S
a 1C21, které jsou znAmymi cilovymi buiikami pro NK butiky (Karlhofer F.M. et al.: Nature 358,
66-70 (1992)). Zanedbatelna byla vazba k NK-rezistentni bunécné linii P815 bunék (Obr. 3b).
Vazba k cilovym bun&nym liniim byla inhibovatelna s nenaznadenym s NKR-P1 (Obr. 3c).
Vazba byla pravdépodobn& zprostiedkovana sacharidy, protoze byla sacharidy inhibovatelnd a
hierarchie inhibi¢nich aktivit 4 oligosacharidd byla podobna. Sledované inhibi¢ni experimenty
byly provedeny s imobilizovanymi oligosacharidy (viz Obr. 3a a 3c).

Pii pouziti YAC-1 bunék. ICs hodnoty pro oligosacharidy byly srovnatelné s t€mi, kde bylo
pouzito glykosaminglykanového disacharidu IS k pokryti jamek (Obr. 3¢). KdyZ byly pouzity
B16C buiiky, ICs, hodnoty dosahovaly IS a GM2 oligosacharidii, nikoliv v8ak IVA a DLNN pfi
nejvyssich koncentracich (10 M), jestlize byly uzity butiky 1C21, byla nalezena inhibice s IS,
nikoliv s ostatnimi oligosacharidy. Analogicky byly zjistény rozdily mezi ICso hodnotami pfi
pouZiti imobilizovanych GM2 a IS (Obr. 3a). vysledky naznacuji, Ze mohou existovat rozdily
v repertoaru ligandii kyselych oligosacharidi pro kazdou ze tfi cilovych buné€nych linii.

Nepatrna vazba sNKR-P1 byla zjisténa k buiikim NK linie RNK-16 (Obr. 3b), také k Cerstvym
buiikdm NK (vysledky neukazany) a dodatena vazebna mista byla objevena, jestlize tyto buiky
byly opracoviany NKR-P1 inhibi¢nim disacharidem IS, béhem fixace glutaraldehydem, béhem
vazebnych experimentd (fixace glutaraldehydem per se neméla vliv na vazebnou aktivitu, jak je
ukazano na Obr. 3b) a nebyla zmé&na v hladiné sSNKR-P1 vazb¢ k PB15 butikam, jestliZze byly po-
dobné opracovany IS a fixovany glutaraldehydem (neukazano). Jestlize IS byl vymyt z RNK-16
bungk pted fixaci, neprob&hlo zvyseni vazby sSNKR-P1 (neukdzino).

Tato zji§téni napovidaji existenci reverzibilni cis—interakce mezi membranové asociovanymi
sacharidovymi ligandy a endogennim NKR-P1 (nebo jinymi sacharidy—vézajicimi proteiny) na
povrchu zabije¢t, které maskuji n&kterd vazebna mista pro exogenni NKR-P1. S Cerstvymi
buiikami NK a buitkami RNK-16, vyzadovana koncentrace oligosacharidii pro inhibici SNKR-P1
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vazby byla niz8i nez vyZadovand pro vazbu na nddorové buiky, spiSe v8ak byly srovnatelné
s témi pro pokryti DLNN (srovnej Obr. 3a a d).

Priklad 5

Sacharidy inhibovatelné zabijeni cilovych bun¢k

Protein sSNKR-P1 nevyvolava detekovatelnou lyzi, je-li pfidan k cilovym buiikdm YAC-1, B16S
nebo C21 v koncentracich od 0,1 do 100 ug/ml (piiblizné 2x 10 do 2x 10 M) za normalnich
podminek NK-lytického testu (neukdzéno). Avsak je-li zkoumana lyze YAC-1 bun€k Cerstvymi
NK burikami 1 RNK-16 bunéénou linii, stejné jako lyze B16S a 1C21 testovana RNK-16 (obr. 3e
a f), byla inhibovatelna nikoliv pouze sSNKR-P1, ale také sacharidovymi ligandy pro tento protein
(Obr. od 3g az j).

Inhibi¢ni data pro Cerstvé buiiky NK a RNK-16 byla velmi podobné (ukazano pro YAC-1 cilové
buiiky v obr. 3 g a h). ICs, hodnoty pro inhibici zabijeni podobné jako relativni aktivity indi-
vidudlnich inhibitord se li$ily pro 3 cilové buiiky testované s RNK-16 buiikami (Obr. 3h, 1 a j).
Hierarchie inhibi¢nich aktivit byla srovnatelnd s daty, které byly ziskany pro inhibici vazby
sNKR-P1 k témto burikam.

A tak, jak je ukazano na obr. 3k, byla nalezena silné korelace mezi koncentracemi oligosacharidi
nutnymi pro inhibici vazby sSNKR-P1 k cilovym buitkdm (Obr. 3c) a pro inhibici pfedmétnych
cilovych bunék obéma zabijeci, Cerstvymi buitkami a buiikami RNK-16 (obr. 3g az j). Spole¢né
tyto vysledky naznacuji, Ze protein NKR-P1 (a ostatni proteiny, které mohou byt brany v uvahu
vazebnych specificit a jsou podobné NKR-P1) umoziiuje zabijeni nadorovych bunék.

K uréeni, zdali membranové asociované NKR-P1 na zabijedich je zapojeno v konjugaci s cili,
jsme potitali konjugaty tvofené v médiu postradajicim kalcium a obsahujici EGTA k zabranéni
lytického procesu. Adkoliv NKR-P1 je na kalciu zavisly sacharidy-vazajici protein, asociuje
s kalciem velmi pevné, zjistili jsme, Ze je pouze 20 % oslabeni v jeho vazbé k DLNN v pfitom-
nosti EGTA (Bezouska K. et al.: J. Biol. Chem. 269, 1694516952 (1994)).

S ligandy o vyssi afinit®, jako je GM2, nebylo zjisténo oslabeni az do doby, neZ byl protein
kompletné dekalcifikovan za nefyziologickych podminek (obr. 4a). Tak, pfi studiu konjugatt
(v médiu EGTA) bylo zjisténo, ze NKR-P1 -zprostredkovana interakce se sacharidovymi ligandy
nemiZe byt zavazné ovlivnéna.

Jestlize byly uzity Cerstvé NK burky za téchto podminek, vytvorily 11 % konjugati s YAC-1
buiikami (obr. 4b). Pocet konjugatii byl nezménén v pfitomnosti SNKR-P1 nebo disacharidu IS
v 10" a 107 M koncentraci, (ktera umoznila kompletni inhibici vazby “’I-znadeného sSNKR-P1
k nadorovym buiikdm) a kompletni inhibici cytotoxicity (obr.3c a f). Vedle toho, kdyz byly
zkoumany aktivované NK buiiky, procento konjugaty tvoricich bunék bylo vyssi (23 %). Pfitom-
nost sSNKR-P1 nebo disacharidu IS v reakéni smési negativné ovlivnila mnoZstvi konjugaty
tvoricich bunék jako v pfipad€ pouziti &erstvych bunek (obr. 4b). Jak jsme jiz poznamenali diive
(Chambers W. H. et al., J. Exp. Med. 169, 1373-1389 (1989)), mnozstvi NKR-P1 na bun&ném
povrchu srovnatelné vzrostlo po NK bunééné aktivaci (obr. 4¢ a d), zatimco mnozstvi CDB anti-
genu nebylo zménéno a CD5 antigen zistal nedetekovatelnym (obr. 4e az h). A tak, mezi
aktivovanymi buiikami mohou byt odliseny dvé populace konjugaty tvoficich bunék: prvni se
podobé &erstvym NK buiikam, pfi¢emz tvorba konjugati miZe zahrnovat i jiné bunétné adheziv-
ni molekuly (Zanetti M. et al., EMBO J. 12, 4375-4384 (1993)), a druh4 zprostiedkovana NKR-
P1 (nebo podobnymi proteiny uskute¢iiujicimi tvorbu konjugétt). Tyto mohou prispét k zvySeni
tvorby konjugati (Quillet M. et al., Int. J. Cancer 47, 473-479 (1991)).
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Popsané experimenty nevylucuji objeveni se disociovatelnych konjugatli zprostfedkovanych
NKR-P1 (analogy k disociovatelnym elementim DLNN vazby (Bezouska K. et al.: J. Biol.
Chem. 269, 16945-16952 (1994)), které nemusi byt detekovany v nepfitomnosti kalcia v kulti-
va¢nim médiu.

Obr. 4 poukazuje na vazbu sSNKR-P1 proteinu k vysoce afinitnim sacharidovym ligandim. GM2
glykolipidu v nepfitomnosti externiho kalcia, zapojeni NKR-P1 na povrchu Eerstvych a aktivova-
nych bunék NK, a na 0€ast na kalciu nezavislych konjugati s cilovymi buikami.

V plastickych mikrojamkach potaZzenych GM2 glykolipidem (64 pmol na jamku) vazba 251
znaeného sNKR-P1 byla méfena jak je uvedeno v popise k obr. 1, po nasledném opracovani
radioaktivné znaleného proteinu: dialyza (4 dny) proti 10 mM Tris Gstojnému roztoku (TBS)
s 10 mM CaCl,, pH 8 (TBS+C) (obr. 4a, plna kolecka), nebo dialyza (4 dny) proti TBS obsahuji-
cimu 10 mM EGTA, pH 8 (TBS+E) (prazdna kolecka), nebo kompletni dekalcifikacni (Bezouska
K. et al.: J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)) dialyza proti 0,1 M Tris-HCL, pH 10 po dva
dny nasledovana dialyzou proti TBS+E po dva dny (prazdné CtvereCky), alikvotni duplikaty
vzorki byly dialyzovany zpét do TBS +C po dva dny (plné Etverecky).

V b- byl zkouman vliv sNKR-P1 a IS disacharidu na tvorbu konjugétt Cerstvymi a aktivovanymi
NK buiikami s YAC-1 cilovymi buiikami, v kontrolnim experimentu v nepfitomnosti inhibitort,
nebo v pritomnosti SNKR-P1 a IS testovanych jako inhibitory. Vysledky jsou uvedeny jako %
NK bungk tvoricich konjugaty (primér se stand. odchylkou ze tf uréeni).

V ¢- aZ h- je ukdzka zvySené exprese NKR-P1 na aktivovanych burikach (s chybénim exprese
CD5 a nezménéné ucasti antigenu CD8). Provedena pritokovad cytofluorometrie za ucelem
exprese antigeni NKR-P1, CD8 a CD5 (pIné ¢ary) na Cerstvych burikach NK (panely c-, e- a g-)
a na aktivovanych buiikach NK (panely d-, f- a h-). Teckované linky oznacuji fluorescenci
v kontrolnich experimentech uZitim fluoresceinem znacenych bunék pouze pii pouziti krali¢iho
anti-my$iho imunoglobulinu.

Metody:

Cerstvé butiky NK byly ptipraveny jak je uvedeno v popisu k obr. 3, k dosaZeni maxima exprese
bun&éného NKR-P1 (Chambers W.H. et al., J. Exp. Med. 169, 1373-1389 (1989)), Cerstvé buiky
NK byly aktivovany kultivaci po dobu 120 h v ptitomnosti rIL-2, (mnozstvi 1000 U/ml).

Pro méfeni tvorby konjugati (Radcliff et al., J. Immunol. Meth. 139, 281292 (1991)), YAC-1
butiky byly znaleny hydroethidinem a efektorové buitky kalceinem-AM (obé latky z Molecular
Probes), buiiky dale promyty, suspendovany v médiu PBS bez kalcia, obsahujicim 10 mM
MgCly 10° pouzitych bunék bylo smichéno v tripletech v neptitomnosti aditiv nebo v piitomnosti
s NKR-P1 (10 M) nebo IS disacharidu (107 M). Buitky byly stodeny pfi 4 stupnich Celsia,
ohi4té na 37 °C po dobu 10 minut a % konjugaty-tvoricich bunék bylo odeéteno za podminek
dvoubarevné pritokové cytometrie (FACSOrt. Becton Dickinson).

Pro provedeni cytofluorometrické analyzy a méfeni exprese povrchovych antigeni NKR-P1,
CD5, CDB, &erstvé nebo aktivované NK buiiky byly inkubovany v PBS obsahujicim 3 % hovézi-
ho sérového albuminu a 0,1 % NaNs. Nasledné byly pfidany saturujici koncentrace monoklonal-
nich protilatek 3.2.3 (proti NKR-P1, Chambers W.H. et al., J. Exp. Med. 169, 1373-1389
(1989)), nebo OX8, nebo OX19 (obé z Serotec) a inkubovany pii 23 °C, poté builky promyty a
inkubovany pfi 23 °C po dobu 1 hodiny v PBS s 0,1 % NaN; obsahujicim fluoresceinem znaceny
krali¢i anti-my$i imunoglobulin (Cappel Inc. 1 pg/ml). Buiiky byly promyty v PBS médiu bez
Ca**/Mg*, s 0,02 % EDTA a analyzovany priitokovou cytometrii.
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Priklad 6

Oligosacharidy-zprostfedkovana aktivace zabijecskych bunék

InsP2 hladiny se zvy3uji po exposici RNK 16 bunék s YAC-1 buiikami (obr. 5a, b) nebo propoje-
nim membranové asociovanych molekul NKR-P1 s protilatkami (panely g- a h-). Odpovidavost
k YAC-1 buitkim byla potladena v pFitomnosti SNKR-P1 a heparindisulfidu IS (panely a- a b-)
pfi koncentracich které inhibovaly 251 sNKR-P1 vazbu k cilovym buiikam (10° M, 107 M).
Obsah cytoplasmatického kalcia po expozici butikam YAC-1 (panel 5c¢) byl také utlumen v pfi-
tomnosti SNKR-P1 dokazujic, Ze interakce membranové asociovaného NKR-P1 (nebo proteint
majicich podobné vazebné specificity) s ligandy na povrchu nadorovych bunék jsou tésné zapo-
jeny ve spusténi aktivacnich procesi.

Liposomy obsahujici na lipidy vazané oligosacharidové ligandy pro NKR-P1, neoglykolipid
disacharidu IS a glykolipidu GM2, jsou-li pfidany k buiikim RNK16, vyvolaji zvysenou hladinu
InsP3 a InsP2, ktera je srovnatelna s hodnotami zjisténymi po propojeni membranové asociova-
ného NKR-P1 s protilatkami (srovnej panely d- a e- s panely g- a h-). Odpovédi vzniklé shlukly-
mi oligosacharidy byly inhibovatelné, jakmile byly dodany do reakéni smési volné oligosacha-
ridy (panely d- a e-).

Navic, na ddvce zavislé uvolnéni cytoplasmatického kalcia bylo zjisténo v RNK-16 buiikach po
jejich exposici liposomim s GM2 (panel f-). Utinek je zavisly na hustoté glykolipidii zabudova-
nych do liposomi - byly pozorovany tii hladiny zabudovani GM2 : pfi 0,2 nmol/ 100 ul liposo-
mu byla pozorovdna mald zména volného cytoplasmatického kalcia. Pii 2 nmol (ekvivalent
k hlading fosfoinositidového experimentu v panelu d- a e-), bylo zvySeni vice patrné nez u
20 nmol. Na hustoté zavislé spousténi uvoliiovani kalcia bylo také inhibovatelné u GM2, jestlize
GM?2 oligosacharid nebo sSNKR-P1 byly vélenény v reakéni smési (panel £).

V experimentu, v kterém RNK-16 butiky byly exponovany piitomnosti chondroitinsulfitu A
(107 M), indukované hladiny InsP3 a InsP2 (panely g- a h-) byly téhoZ fadu jako byly zjistény
pfi exposici YAC-1 bun&k popsanych v panelech a- a b- (vezmi na védomi odli$né stupnice
v panelech a-, b-, a g- a h-), nelze pochybovat o zvy$eni cytoplasmatického kalcia (panel i-).

Na rozdil od vyznaénych G¢inki zjisténych u sdruzenych oligosacharidovych ligandii prezento-
vanych liposomy, kde RNK-16 buiiky byly exponovany s volnym disacharidem IS, Z4dné zmény
nebyly nalezeny v hlading inositolfosfatii (panely g- a h-), ackoliv malé (ale reprodukovateln¢)
zvySeni bylo nalezeno v cytoplasmatickém kalciu (panel i-).

Obréazek 5 ukazuje zapojeni protein-sacharidové interakce v aktivaci bun¢k NK. Hladiny InsP3
(panely a-, d- a g-), InsP2 (panely b-, e- a h-), a cytoplasmatického kalcia (Ca™); (panely c-, f-a
i-) byly zm&feny u efektorovych bungék RNK-16 po jejich interakei s YAC-1 cilovymi butikami
(panely a-, b-, a ¢-), nebo s liposomy obsahujicimi oligosacharidové ligandy pro NKR-P1 (panely
d-, e- a f-) nebo s monoklonilnimi NKR-P1 protilatkami, nebo chondroitin sulfdstem A nebo
volnym disacharidem IS (panely g-, h- a i-).

V a- a b- bylo zjisfovano mnoZstvi vzniklych inositolfosfatii (Ryan J.C. et al., J. Immunol 147,
3244-3250 (1991)) jestlize myo- (H)—inositol-znatené buitky RNK-16 (5x 10° v 0,25 ml
RPMI/ME média) byly smichany se stejnym mnoZstvim YAC-1 bunék (0,25 ml) v nepfitomnosti
inhibitorti (pIné krouzky) a v pfitomnosti IS disacharidu (107) nebo sNKR-P1 proteinu (10°%)
(prazdné krouzky a prazdné Ctverecky).
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V d- a e- byly zkouméany inositolfosfaty jestlize NKR-16 buiiky (5x 10° v 0,45 ml RPMI/ME)
byly inkubovéany s 50 pl liposomi (Feizi T. et al., J. Exp. Med. 149, 975-980 (1979)) skladaji-
cich se z 25 nmol (ob& hodnoty) cholesterolu a vaje¢ného lecithinu se zabudovanym neoglyko-
lipidem IS (2,5 nmol, plné trojuhelnitky) nebo GM2 glykolipidy (1 nmol uzaviené, obracené
trojihelnitky). V paralelnich pokusech (odpovidajici symboly prazdné) inkubacni smés obsaho-
vala rovnéZ volné oligosacharidy IS a GM2 (107 a 10° M).

V g- a h- inositolfosfaty byly zkoumény za nasledujicich podminek: myo- (*H)~inositolem znade-
né RNK-16 buiiky (5 x 10° v 0,5 ml RPMI/ME) byly inkubovény s 0,5 pg fragmentti F(ab"),
(Ryan J.C. et al., J. Immunol. 147, 3244-3250 (1991)) purifikované monoklonalni protilatky
3.2.3 a potom propojeny (Chambers W.H. et al., J. Exp. Med. 169, 1373-1389 (1989)) ptidanim
1 pg/ml F(ab’)? k021ho anti-my$iho imunoglobulinu (Capell Inc) (pIné &tverecky), nebo chon-
droitin sulfatu A, 10”7 M (plné diamanty) nebo disacharidu IS (107, plné trojihelnicky).

V c-, f- a i- byly zkoumany zékladni hladiny volného cytoplasmatického kalcia (Chused et al.,
Cytometry 8, 396-404 (1987)) 5 minut nez byly RNK-16 buiiky opracovany Indo-1 AM a bez
aditiv. Reaktanty v c- se skladaji z 10° RNK-16 bungk a ze stejného postu YAC- l bunék v 1 ml
RPMI/ME v nepfitomnosti inhibitoru (uzaviené krouzky) nebo v pfitomnosti 10® M sNKR-P1
bungk piidanych pred cilovymi butikami (oteviena kolecka).

V f-, reakéni smés se skladala z 10° RNK-16 bungk v 0,9 ml RPMI/ME a 100 ul liposomt
(50 nmol cholesterolu a 50 pl vajeéného lecithinu) GM2 glykolipidu, 0,2 nmol (prazdné trojuhel-
ni¢ky), nebo 2 nmol (plne trojuhelni¢ky), nebo 20 nmol (plne obracené trojihelnicky), nebo
2 nmol tetrasacharidu (10° M nebo sNKR-P1 proteinu (10® M). Vysledky s GM2 tetrasacha-
ridem jsou uk4zany, s SNKR-P1 byly podobné.

V i-, reakéni smés obsahovala 10° bungk v 1 ml RPMI/ME a 107 M chondroitinsulfitu A (plné
diamanty) nebo disacharidu IS (plné trojuhelnitky). Po 15 minutich inkuba¢ni smés byla podro-
bena G&inku 1 uM ionomycinu za G¢elem maximalni stimulace uvolnéni kalcia z intracelularnich
rezerv.

Priklad 7

NKR-P1 vazba a cytolyza ligandy sialylovaného a glykosaminglykanového typu na cilovych
burikach

Nadorové linie byly opracovény sialiddzou, heparinazou I, chondroitindzou ABC jednotlivé nebo
ve smési. Vysledky ziskané NK- vnimavymi buiikami YAC-1, B16S a 1C21 byly podobné.
Vysledky pro YAC-1 a NK-rezistentni P815 butiky jsou ukazény na obr. 6.

Vazba sNKR-P1 a cytolyza NK-vnimavych nadorovych bunek byla odstranéna opracovanim
sialidazou a chondroitindzou, smés obou enzymi méla nejvyssi uéinek se snizenim sNKR-P1
vazby priblizné na 60 % a sniZenim specifické cytolyzy pfiblizné na 50 % kontrolnich hodnot,
zatimco heparindza méla maly u&inek (panely a- a b-). V piibuznych pokusech (vysledky neuka-
zany) uziti heparinazy 111 nemélo vliv na vazbu sNKR-P1 nebo cytolyzu 4 nadorovych bunéc-
nych linii.

Predb&zna pozorovani, ktera zahrnovala vazebné experimenty SNKR-P1 k membranovym prepa-
racim nadorovych bungk a elektroforézu na polyakrylamidovém gelu s elektropienosy na nitro-
celulézu a chromatogram vazebné experimenty uzitim glykolipidovych extrakt nadorovych bu-
n&k ukazaly, Ze sialylované ligandy na NK-vnimavych buiikach jsou prevdzné gangliosidy, na
YAC-1 buiikach tyto maji chromatografické vlastnosti a fragmentacni profily pfi pouziti techni-
ky hmotnostni spektroskopie kapalnych sekundarnich ionti shodné s témi pro GD1A, GNI1,
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GM2, GTI1A (se snizujici se pievahou). Chondroitindza-vnimavé ligandy jsou polydisperzni
proteoglykany vétsi nez 200 kDa - 60 kDa (jejich popis bude uveden jinde).

Ulohy pro ligandy gangliosidového a glykosaminového typu na cilovych butikich lze spatfovat
v uloze mediatorti ptirozeného zabijeni. To miZe byt jasné ukazano provedenim cytolytického
testu (E:T poméry 16:1) po exposici NK-rezistentnich bunék PB15 k liposomiim obsahujicim
GM2 glykolipid nebo heparin disacharid IS nebo neoglykolipid laktézy (Obr. 6, panel c-). Jestlize
v nepiitomnosti liposomil, nebo v pitomnosti liposomti obsahujicich neoglykolipid laktozy je specific-
ké lyze téchto bunék pouze 10 %, preinkubaci P815 bunék s GM2 nebo IS liposomy dosdhneme
vzristu na 60 % a 80 % specifické lyze. Predlozenim NKR-P1 ligandi na liposomech tyto NK
rezistentni buiiky se stivaji vzdy vnimavymi k cytolyze jako cilové buiiky YAC-1 v E:T poméru
16:1 (srv. obr. 3d-). Preinkubace YAC-1 bunék s GM2 nebo IS liposomy vede k zvySené cytoly-
ze téchto bunék rovnéz v poméru E:T= 4:1 (Obr. 6, panel c-). Jestlize po preinkubacnim kroku
slab& asociované liposomy byly odmyty z nadorovych bunék, cytolyza nadorovych bunck
vzrostla, ale v mensim rozsahu (panel c-). Jestlize byla preinkubace s liposomy vynechana, byla
pozorovano pouze slabé zvySeni lyze P815 bunék (pfiblizné 25 % hodnoty s GM2 liposomy a
30 % hodnoty s IS liposomy).

Obrazek 6 ukazuje ulohy membranové-asociovanych komponent sialylovaného a glykosamin-
glykanového typu jako ligandi NKR-P1 na nadorovych buiikach. Podobng dlohu t&chto kompo-
nent pro vnimavost k cytolyze a indukci NK vnimavosti k rezistentnim nadorovym buiikdm za
pomoci inkubace s liposomy exprimujicimi oligosacharidové ligandy.

V a-, vazba I-sNKR-P1 byla mé&fena na 5x 10° YAC-1 nebo P815 buiikdch. Buiiky byly
opracovany sialiddzou (S’ase) nebo heparinazou I (H'ase) nebo chondroitindzou ABC (C’ase)
nebo smési sialidazy, chondroitindzy ABC a heparinazy I (SCH'ase), a vysledky byly porovniny
s vysledky vazby bunék opracovanych smé&si teplem opracovanych enzym (kontrola).

V b-, cytolyza bungk YAC-1 a P815 &erstvymi NK buiikami byla sledovéna po opracovani
nadorovych bunék, jako v panelu a-, glykosylhydrolazami nebo inaktivovanymi enzymy.

V ¢-, cytolyza YAC-1 nebo P815 bunék Cerstvymi NK buiikami byla sledovdna po expozici
nadorovych bun&k k liposomiim exprimujicim neoglykolipid laktézy (LAC), glykolipid GM2
(GM2) nebo neoglykolipid disacharidu IS (IS). Podminky pro liposomovou expozici byly
nasledujici: preinkubace s liposomy byla nasledovana promytim nadorovych bunek (P+W+),
nebo preinkubace s liposomy nebyla nasledovana promytim nadorovych bunék (P+W-), nebo
nebyla provedena preinkubace a promyti nadorovych bunék (P-W-). Vysledky jsou srovnavany
s cytolyzou nadorovych bungk v nepiitomnosti liposomii (kontrola).

V d-, plazmatické membrany bun&k YAC-1 a P815 byly podrobeny SDS-elektroforéze na poly-
akrylamidovém gelu, a pfeneseny na nitrocelulézu. Prouzky byly barveny na obsah proteini
(linie 1) nebo pfevrstveny 1251 sNKR-P1 k autoradiografii (za 3h), vazbé komponent (linie 2)
s YAC-1 bun&&nymi membranami, dalsi prouzky (linie 3, 4 a 5) byly testovany na vazbu po opra
covani sialiddzou, chondroitinizou ABC nebo heparindzou 1. Jsou vyznadeny pozice molekulo-
vych hmotnosti (kDa).

V e-, linie 1 ukazuje vazbu 151.sNKR-P1 sledovanou k lipidim extrahovanym z YAC-1 a P815
bun&énych membran rozpusténych TLC. Opakované prouzky, linie 2, byly barveny primulinem.
O oznaduje pozici aplikace, GM1, GD1A, GD1B, GD1B laktonu (GD1BL) a GT1B ukazuje
posice autentickych standardi. GD1 (A)L je minoritni glykolipidova komponenta oznaCena jako
GDI1A lakton. Vazba k relativné nizko bohatému glykolipidu GTB1 a GD1B byla slabé intenzity
(3ipka) v 3 h autoradiogramech.
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Metody:

Pro glykosylhydrolazové opracovani kultivovanych nadorovych bun€k bylo provedeno promyti
3x PBS: 107 bun&k bylo resuspendovéno v 0,9 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 6,5 obsahujiciho
0,14 M NaCl. Enzymy (0,1 U Arthrobacter sialidazy, nebo 2 U chondroitindzy ABC ziskané od
Boehringer Mannheim, nebo 100 U heparinazy I nebo 100 U heparinazy III ziskané od Sigma
nebo smés enzymu) byly pfidany k bun&nym suspenzim v 0,1 ml téhoz pufru a inkubovany
30 min pfi 37 °C. Jako kontroly byly pouzity buitky inkubované v pfitomnosti individualnich
enzymi nebo smési enzymi, které byly inaktivovany inkubaci pti 100 °C po dobu 5 minut. Po
téchto opracovanich byly nadorové buiiky 3x promyty v RPMI a uZzity pro vazebné studie
s ’I-sNKR-P1, nebo pro cytotoxické studie s Eerstvymi NK buitkami jak bylo popsano v popisu
k obr. 3.

25].sNKR-P1 vazba k buiikdm nebo cytolyza bunék opracovanych heparindzou III nebo &tyimi
teplem inaktivovanymi enzymy (stejny postup jako s butikami, pouze v pufru). Vysledky jsou
ukéazany jako kontroly v panelech aa ba jsou vyjadieny jako priméry hodnot ziskanych po
opracovani smési inaktivovanych enzymi - sialidazy, heparinazy I a chondroitindzy ABC.

V experimentech s expozici liposomtim, YAC-1 nebo P815 buiiky ( 10° bunék v 0,9 ml komplet-
niho RPMI) byly smichéany s 0,1 ml liposomi pfipravenych jak bylo popsano v popisu k obr. 4, a
obsahujicich 2 nmol GM2 glykolipidu nebo neoglykolipidu IS nebo laktézy. Smés byla inkubo-
vana 1 h pfi 37 °C, a liposomy opracované nadorové buiiky byly uzity v cytolytickych testech po
3x promyti kompletnim RPMI nebo bez promyti. Alternativné nadorové butiky byly inkubovany
1 hodinu v nepfitomnosti liposomu a liposomy byly pfidany k bunééné suspenzi bezprosttedné pred
ptidanim efektorovych bungk. Jako kontroly slouZily nddorové buriky inkubované pouze v médiu.

Cerstvé NK buiiky byly pouzity k sledovani specifické lyze nddorovych bungk jak bylo uvedeno
v popisu k obr. 3 v poméru E:T= 4:1 s YAC-1 buitkami a 16:1 s busikami P815. Tyto pom&ry
byly vybrany ve vztahu k cytolytické ktivce u obr. 3d- za ufelem maximalizace zviditelnéni
zvySeného zabijeni obojich NK-sensitivnich YAC-1 a rezistentnich P815 bunék.

Vysledky v a- jsou priméry duplikati s odchylkami vyjadfenymi aseckami a vysledky v b- a c-
priméry triplikatd se standardnimi odchylkami. V a- a b- spontanni uvolnéni *'Cr nadorovymi
butikami exponovanymi glykosylhydroldsam a v c-, exponovanymi liposomiim - bylo niZsi nez
5 % v nepfitomnosti efektorovych bunck.

Pro identifikaci komponent nadorovych bunék, které se vazi k IL_sNKR-P1, byly alikvoty
membranovych preparaci (Robinson P. J., Immunological Methods. Vol. III (eds. Lefkovitz 1.,
Pernis B.) 125-132 (1979)) povafeny ve vzorkovém pufru (Laemmli. Nature 227, 680-685
(1970)), rozpustény v opakujicich se liniich 3 az 7 % gradientu SDS—polyakrylamidového gelu
(30 g membranovych proteind na linii) a elektropfeneseny z gell na nitrocelulézové membrany
(0,45 m, BioRad Laboratories, Hercules, CA), nastfihany na prouzky. Jeden prouZek byl obarven
na proteiny (AuroDye, Amersham, UK). Ostatni prouzky byly blokovany v 10 mM CaCl,,5 %
BSA a 0,1 % Tween 20 a inkubovany pii 20 °C 1 h pouze s blokovacim ¢inidlem, nebo sialida-
zou 10 U/ml nebo heparinizou 1100 U/ml nebo chondroitindzou ABC 1 U/ml v 0,01 M fosfato-
vém pufru pH 6, S, promyty a vazba L_sNKR-P1 byla uréena za podminek uvedenych u obr. 2a.

Po lipidové extrakci (Ebel F. et al., Biochemistry 31, 12190-12197 (1992)) plasmatickych
membran, byly extrakty odsoleny na Sep-Pak Vac C18 patronich (Millipore, Bedford, MA) a
rozpustény v tenké vrstvé chromatograficky v chloroform/metanol/ 0,5 % chlorid vapenaty,
55/10 (v/v) uZitim 4 g extraktu pro linii. Lipidy byly vizualizovany barvenim primulinem (Stoll
M. S. et al., Biochem. J. 256, 661-664 (1988)) a vazba I-sNKR-P1 uréena autoradiograficky
podle popisu obr. la. Vazané komponenty byly analyzovany pfimo na chromatogramech pomoci
hmotové spektrometrie kapalnych sekundérnich iontil (Feizi T. et al., Meth. Enzymol. 230, 484-
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519 (1993)). GD1B lakton byl chemicky syntetizovan (nepublikovano), synteticky GD1A lakton
nebyl vhodny.

Diskuse k praci s NKR-P1:

Vysledky ukazuji za prvé, ze membranové asociovany NKR-P1 na buiikich NK je kliCovy
efektor, jehoZ interakce se sacharidovymi ligandy na nadorovych buiikach vede k aktivaci zabi-
jecské buiiky, coz vede k zabiti cilové buriky a za druhé, Ze sialylové a glykosaminoglykanové
typy sekvenci tvoii pfirozené ligandy NK-vnimavych naddorovych bungk.

Uloha NKR-P1 v zabijeci kaskadé nemusi byt prokdzana ostatnimi, jsou-li podniknuty pokusy
(Ryan J.C. et al., Natural Immunity and Cell Growth Regulation 11, 279 (1992)) blokovat
zabijeni uZitim monoklonalni protilatky 3.2.3 specifické pro NKR-P1.

Z nasSich vysledki lze vyvodit zavislosti na typu cilové butiky, odlisnych tfid oligosacharidi:
rodiny krevn& skupinovych, rodiny ganglio a glykosaminglykani, které na cilovych buiikich
mohou ptedstavovat ligandy pro NKR-P1.

Mnohotvarna specificita oligosacharidd, znak sdileny ostatnimi endogennimi lektiny (Feizi T. et
al., Curr. Opin. Struct. Biol. 3, 701-710 (1993)) (Casto se piekryvajici ve vazebnych specifici-
tach) je mimotadné vyjadien v pfipadé NKR-P1. Extenzivni kiiZové reakce zjistén€ u NKR-P1
mohou byt vysledkem vysoce afinitnich CRD tohoto proteinu pro kalcium a sacharidy jak bylo
jiz dfive ukazino (Bezouska K. et al.,, J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)). Vysledky uka-
zuji, Ze nejvy3si afinity jsou namifeny proti kyselym oligosacharidim chondroitin sulfétu,
heparinii a keratan sulfati (mezi sacharidy doposud sledovanymi).

Mnohé z latek zde identifikovanych jako NKR-P1 ligandy, napfiklad GM2 a heparin, inhibuji
piirozené zabijeni jak bylo jiz dfive ukazéno (Ando I, et al., Ing. J. Cancer 40, 12-17 (1987),
Grayson G. et al., Cell. Immunol. 139, 18-29 (1992), Yamamoto H. et al., Cell. Immunol. 96,
409-417 (1985)). Vnimavost lidské leukémie, bun€k lymfomu, k NK lyzi miZe byt korelovana
s expresi GM2 (Young W. M. et al., J. Immunol. 126, 1-6 (1981)). V souladu se zjidténimi zde
v potkanim NK systému pfi pouZiti strukturné definovanych oligosacharidd, jiné vysledky
(Yamamoto H. et al., Cell. Immunol. 96, 409417 (1985)) ukazuji v my$im systému na inhibi¢ni
aktivity heparinu v korelaci s jeho negativnim nédbojem (tj. stupném sulfatace). Z4adného inhibig-
nfho G&inku nebylo dosaZeno s chondroitin sulfaty A, B, a C (glykosaminglykanovy zdroj a
cilové buriky nespecifikovany).

Vysledky nabizeji vysvétleni pro zjisténi (Forbes J. T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78,
5797-5801 (1981), Chambers W. H. et al., J. Immunol. 137, 1469-1474 (1986)), Ze pfirozené
zabijeni je inhibovatelné v pfitomnosti mannoso—6—fosfatu (a hexoso—-6-fosfati) - fenomén, pro
ktery v pozd&jsim vyzkumu (Haubeck H. D. et al., J. Immunol. 134, 65-69 (1985), von Figura K.
et al., Annu. Rev. Biochem. 55, 167-193 (1986)) bylo prokéazano, Ze se netykd mannoso—6—
fosfatového receptoru. Z pohledu, Ze byla nalezena afinita NKR-P1 pro mannoso—6—fosforylova-
né oligosacharidy, bylo by zajimavé zkoumat, zdali tento protein ma dlohu ve spousténi
mannoso—6—fosforylovanych lysozomaélnich enzymii pfitomnych uvnité granuli NK bunék (von
Figura K. et al., Annu. Rev. Biochem. 55, 167-193 (1986)), a odeslani hydrolytickych enzymii
k cilovym buiikam v zabijecich procesech.

Mnohé NKR-P1 ligandy identifikované v tomto vynalezu byly detekovany imunochemicky na
povrchu NK bunék. Ty zahrnuji asialo GM1 (GA1) u my3i (Young W. W. et al., J. Immunol 124,
199-201 (1980)), a HNK-1 (Chou D.K.H. et al., J. Biol. Chem. 261, 11717-11725 (1986)) a
sialyl-Le* (Ohmori K. et al., Blood 74, 255-261 (1989)) u lidi. Tyto antigeny nepatii mezi ty
s nejvy$si aktivitou ligand pro NKR-P1 (Obr. 1¢). Vedle toho existuje diikaz, Ze ¢ast ligandi na
povrchu NK bungk zistava v kryptickém stavu b&hem sacharidy inhibovatelnych interakci
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s endogenné membranové asociovanymi komponentami. Tyto skutanosti mohou slouzit k ochra-
né NK bunék pied autolyzou.

Rizné udinky exogenné pouzitych monomerickych (volnych) a sdruzenych oligosacharidovych
ligandf na aktivaci NK bungk mohou mit zvlastni vyznam v fidicich mechanismech cytolytické
kaskady a naznagit nové imunomodula¢ni 1éky. Monomerické oligosacharidové ligandy nejen ze
soutézi o vazbu s NKR-P1, ale také inhibuji NK buné&énou aktivaci, ktera je vyvolavana cilovymi
buitkami a sdruzenymi oligosacharidovymi ligandy. Naproti tomu, sdruZené, na lipid vazané
oligosacharidové ligandy na liposomech mohou slouZit jako "nadvnada", kterd napodobuje cflové
buiiky a ma schopnost hustotné zavislé aktivace NK bunék: zvy3Sujici se hladina cytoplasma-
tického Ca®" je zjiiténa se vzrlstajici hustotou aZ ke kritické hustotni hladiné, na které Ca*'
hladina je nizsi.

Z pohledu vyzkumu Ié€iv je patrné, Ze silny negativni nebo pozitivni dopad na cytolyticky proces
muiize byt jednoduse uskutenén volnymi nebo na lipid vazanymi formami heparin-disacharidu
ktery postradd (Kjellen L. et al., Annu. Rev. Biochem. 60, 443-475 (1991)) antikoagulacni
aktivitu. Ukazka, Ze NK-rezistentni nddorové buitky mohou byt udrzovany vnimavé po predlé-
geni sdruzenymi NKR-P1 ligandy na liposomech, nabizi velmi silnou terapeutickou moznost
k napadeni vybranych bunék.

Modulace bunééné aktivity CD69

K zahajeni ligand-identifikadni studie byla pfipravena rozpustnd dimerickd forma CD69
proteinu (zde oznadena jako sCD69). Byla ziskana expresi jeho extracelularni €asti v Escherichia
coli. Pokatedni studie ukazuji, Ze protein je neoby&ejné svazan s kalciem, znakem spoleénym s
NKR-P1 a Ze sacharidova vazebna afinita proteinu je spojena s N— acetyl-D—glukosaminem a
N--acetyl-D-galaktosaminem jako silnymi monosacharidovymi inhibitory.

Ptiklad 8
Produkce rozpustné formy CD69 v E. coli

Byly pfipraveny tii proteiny obsahujici extracelularni ¢asti CD69 antigenu: CDA-401 zahrnujici
extracelularni ¢ast minus dv& aminokyseliny za¢inajici glycinem 64, CD-411 je zkracen a cystein
68 je nahrazen argininem, CD-421 sklédajici se z lektinové domeény.

Korespondujici DNA fragmenty byly pieneseny do pMALc2 expresniho vektoru po sméru od
EcoRI mista. EcoRI spoj byl pouzit z ditvodu korekce &teciho ramce, a expresni plazmidy byly
sekvenovany z dvoufetdzcovych templati uzitim pMAL primeru a TaqTrack sekvena¢niho
protokolu (Promega, Madison, USA).

Rozpustné CD69 proteiny byly exprimovany jako fizni proteiny s bakteridlnim maltézu-vazaji-
cim proteinem v E. coli kmene NM a 3t&peny faktorem Xa. Po $tépeni a purifikaci za denaturac-
nich podminek, rozpustné CD69 proteiny byly renaturovany podle CD69 epitopl rozpoznéava-
nych dvéma monoklonalnimi protildtkami. 10 cykli Edmanovy degradace bylo pfipraveno s na-
$t8penymi proteiny k uréeni ptitomnosti aminokyselin (4 aZ 5 aminokyselin z expresniho vektoru
bylo pfitomno).

Rekombinantni rozpustny CD69 byl uzit v pokusech zde popsanych jako CDA-401 a byl &iStén

gelovou filtraci na Sephacryl S-200 SF kolong, koncentrovan na 10 mg/ml a skladovan pfi 4 °C
v Tris-ustojném roztoku (TBS) obsahujicim 10 mM CaCl; a 1 mM NaN.
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Priklad 9
Ligandy CD69

Pilotni vazebné pokusy byly provadény s rozpustnou molekulou sCD69 znacenou radioiodinaci a
n&kolika na lipid vazanymi oligosacharidy (neoglykolipidy), které téZ obsahovaly monosacharidy
N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin, o nichZ bylo ukazano, Ze tvofi strukturu rozpozna-
vanou timto proteinem.

Trisacharid DLNN obsahujici terminalni N-acetylglukosamin (sekvence oligosacharidii jsou
uvedeny v tabulce 2) byl vazan s hodnotou signalu jasné nad Grovni pozadi v mnoZzstvi 300 pmol
na jamku (Obr. 7). Vazba na tuto sekvenci byla porusena v pfitomnosti terminaln€ navéazané beta
1-3 galaktozy, jak je patrné u LNT. Ani disacharid lakt6za nebyl vazan (vysledek neni ukazan),
aviak silné vazba byla pozorovéna u 6'—sialyl analogu 6SL, nikoliv vSak u 3’-sialyl analogu,
3SL, coz ukazuje na specifickou vazbu kyseliny N-acetylneuraminové s vazbou alfa 2-6.

Tento zavér byl az prekvapivé potvrzen vazebnymi pokusy s disacharidem SN, ktery obsahuje
N-acetylneuraminovou kyselinu vdzanou pravé vazbou alfa 2-6 na N-acetylgalaktosamin.
Vazebny signal pro SN v mnoZstvi 1 pmol na jamku byl ekvivalentni signdlu 300 pmol DLNN,
ktera obsahuje nesubstituovany terminilni N-acetylgalaktosamin. P¥idavna vazba 6-O-substi-
tuovaného sulfatu molekulou CD69 byla prokédzana ve vazebnych studiich s pouZzitim disachari-
du z chondroitin sulfatu 6S, ktery obsahuje 6-O sulfatovany glukosamin, a dva dalsi sulfaty
2—-O-substituujici uronovou kyselinu a N—substituujici glukosamin.

Pro ziskéni piedstavy o relativnich aktivitich oligosacharidii s rozlicnym zpisobem sialylace a
sulfatace, série volnych oligosacharidii byla zkoumana jako inhibitory vazby s CD69.

Po&atedni pokusy ukézaly, Ze inhibi¢ni aktivita (vyjadfena napiiklad jako koncentrace inhibitoru
nezbytna pro dosazeni 50 % inhibice, ICs) zavisi na sile vazby imobilizovanym ligandem: pfi-
blizné desetkréat vy$si koncentrace sacharidovych inhibitorii jsou nezbytné, jestlize se jako imobk
lizovany ligand pouZije neoglykolipid odvozeny od disacharidu heparinu IS ve srovnéni s neutralnim
neoglykoproteinem GIcNAcy;~BSA, ktery slouZil jako imobilizovany ligand v po€atcich naich
studii. V p¥ipadé, Ze se bud’ tento neoglykoprotein nebo IS neoglykolipid (tabulka 2) pouZiji jako
imobilizované ligandy, hodnoty ICs, pro N-acetylgalaktosamin jsou 8 x 10° Mresp.2x 10*Ma

pro N-acetylglukosamin 4 x 10° Mresp. 1 x 10* M.

V predkladané studii byly inhibi¢ni pokusy provadény s disacharidem IS odvozenym od glykos-
aminoglykani jako s imobilizovanym ligandem. Vysledky ziskané s rozsadhlym panelem struktur-
né definovanych oligosacharidd budou popsany na jiném misté. Vysledky s vybranymi slouceni-
nami jak jsou uvedeny v malém panelu obrazku 7 a v tabulce 2 ukazuji jasné na existenci urci-
tych ligandi s extremné vysokou afinitou ve formé sekvenci O-glykosidového, N-glykosidového
a glykosaminoglykanového typu.

Inhibi¢ni data se souborem oligosacharid 1 (tabulka 2) opét ukazuji maskujici vliv galaktozy
vazané vazbou beta 1-3 po jejim pridani k sekvenci DLNN, jako je tomu u LNT, coZ vyusti
v desetindsobné snizeni inhibiéni aktivity, z ICs 2 x 10° M na 3 x 10™ M. 6-O-substituce
terminalniho N—acetylglukosaminu sulfatem, jak je tomu u disacharidu odvozeného z keratan
sulfatu K6 oviem vyustila aZ ve stotisicindsobny vzrist inhibi¢ni aktivity (ICsp 8 x 10™ M) ve
srovnani s DLNN.

Vysledky dosazené se souborem oligosacharidi 2 zdiraziiuji pfednostni rozpoznani kyseliny
N-acetylneuraminové vazané vazbou alfa 2-6 na galaktézu oproti 2-3 analogu.
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Vv

(ICso 7 x 10 M, resp. 3 x 107 M).

Soubor oligosacharidii 3 ilustruje moznosti N-glykosidicky vazanych oligosacharidii odvoze-
nych od glykoproteini jako ligandi pro CD69 protein. Biantenarni oligosacharid N2 obsahujici
dva terminalni N-acetylglukosaminové zbytky (ICso 10° M) je téméf desettisickrat G¢inngjsim
inhibitorem nez monomerni DLNN. Také zde vyusti pfitomnost terminalnich galaktéz na vnéj-
$ich ramenech oligosacharidu (litka G2, ICs, 5 x 10 M) v dramatickou, vice neZ tisicinasobnou,
ztratu inhibi¢ni aktivity, zatimco pfitomnost kyseliny N-acetylneuraminové vazané vazbou alfa
2-6, jako je tomu u latky SN (ICso 2 x 10" M) zvysuje inhibi¢ni aktivitu témé¥ desetmilionkrat
oproti slouceniné G2.

Soubor oligosacharidii 4 ilustruje rozpoznani oligosacharidii O—glykosidického typu proteinem
CD69. V tomto piipadé, na rozdil od souboril 1 a 2, je zfejmé, Ze substituce N-acetylgalaktos-
aminového jadra pomoci beta 1-3 vazané galaktozy jako v disacharidu T zvy3uje inhibi¢ni aktivi-
tu asi stonasobné ve srovnani s nesubstituovanym N-acetylgalaktosaminem. ICso 3 x 10° M,
resp. 2 x 10™* M. Potencujici vliv kyseliny sialové vazané vazbou alfa 2-6 na monosacharid jadra
je zreteln&j$i v neptitomnosti galaktozy, jelikoZ disacharid SN (ICs, 6 x 102 M) je témét
stonasobné aktivnéjsi inhibitor nez trisacharid ST (ICsp 3 x 10° M). Jestlize tedy srovnime
inhibiéni uginnost disacharidu SN s nesubstituovanym monosacharidem, dospivame k neobycej-

nému, asi stomilionndsobnému zvyseni biologické aktivity.

Soubor 5, ktery se sklada ze sacharidd chondroitin sulfatového a heparinového typu ukazuje, ze
substituce N—acetylhexosamint kyselinou uronovou v nepfitomnosti sulfatace, jako u latek OS a
IVA, ma za nasledek témér tisicinasobné zvyseni inhibi¢ni aktivity ve srovnani s nesubstituova-
nymi monosacharidy (ICs, 2 x 10"M, resp. 5 x 107 M). Je také zfejmé, Ze 6-O—sulfatovana
forma monosacharidu N-acetylglukosaminu NS (ICso 4 x 10® M), agkoliv je témét tisickrat
aktivnéj$i neZ nesubstituovana forma, je stale jeSté témér desettisickrat méné ucinna neZz
6'—sialyl analog SN (viz. Soubor 4). Vysledky ukazané v tabulce 2 a dal$i vysledky, které budou
popsany na jiném mist®, ukazuji, Ze 2-sulfatace kyselin uronovych, 4-O-sulfatace N-acetyl-
galaktosaminu nebo N-sulfatace glukosaminu mé za nasledek relativn€ malé zvySeni inhibi¢nich
aktivit viéi sCD69.

Bovinni submaxilarni mucin, ktery je bohaty na shluky O-glykosidicky vazanych disacharidi
NeuAc—alfa2-6-GaINAc (SN), je u¢innym inhibitorem vazby sCD69, ICs, 10 pg/ml. Komercné
dostupné glykosaminoglykany, heparin, chondroitin sulfaty A, B a C, které se skladaji z linea-
rnich oligosacharidovych fetézci s primérnou molekulovou hmotnosti v rozsahu 1-2 kDa jsou
méné aktivni pfi vztazeni na jednotku hmotnosti. ICs 1, 7, 2 a 20 ng/ml, zatimco preparat pepti-
doglykanu keratan sulfatu byl je$té mén& aktivni, pfi koncentraci 100 ng/ml bylo dosaZeno pouze
20 % inhibice. Z téchto vysledki a dalsich pozorovani, které budou uvedeny na jiném miste,
vyvozujeme, Ze rozpozndvaci elementy, které jsou sdruzené nebo lokalizované v terminalnich
polohéch, spise nez takové, které jsou lokalizovany interné uvniti linearnich oligosacharidovych
fetézcd, jsou vazany proteinem CD69.

Obréazek 7 ukazuje radiovazebné a inhibi¢ni experimenty ukazujici vysokou afinitu sCD69
proteinu pro sialylované a sulfatované oligosacharidy.

Hlavni panel ukazuje vazbu BLsCD69 na lipidové vazané oligosacharidy (neoglykolipidy)
imobilizované v plastikovych jamkéach. Neoglykolipidy byly sériové fedény v methanolu obsahu-
jicim nosi¢ové lipidy cholesterol a vajedny lecithin (4 ng obou latek na 1 ml), aplikovany do
jamek, a vysusené pii 37 °C. Jamky byly promyty, blokovany v pfitomnosti 5 % bovinniho séro-
vého albuminu, a inkubovany 2 hodiny pii 20 °C s *’I-sCD69. Poté byly jamky promyty a
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prométeny. Ukazané vysledky jsou primérem duplikatnich specifickych impulsii (po odecteni
pozadi v jamkach bez obsahu neoglykolipidi).

Vlozeny panel ukazuje inhibici vazby sCD69 na neoglykolipid IS (aplikovano 60 pmol na
jamku) v pFitomnosti vybranych sacharidi. Vysledky jsou priméry duplikatnich stanoveni
s vyznacenou smérodatnou odchylkou.

Priklad 10

Ptirozené zabijeni zahrnuje interakci CD69 se sacharidem

Z divodu strukturni pfibuznosti molekuly CD69 s n€kolika dal$imi proteiny asociovanymi s bufi-
kami NK, a téZ pro blizkou genovou piibuznost genu pro CD69 s geny pro n&kolik jinych protei-
ni bundk NK (Testi et al., Immunology Today 15, 479-783 (1994), Ziegler et al., J. Immunol.
152, 1228-1236 (1994)), jsme zkoumali, zda mize byt CD69 dilezity pro pfirozené zabijeni.

Byla pozorovana vazba PI-sCD69 na bunééné linie MOLT4, K562, U937 a Daudi, o nichZ je
znamo, Ze jsou citlivé na zabijeni buitkami NK, velice mala vazba proteinu byla pozorovana na
NK-rezistentni buné&éné linie KGI1, IM9, RAJI a THP-1 (Obr. 8a). Byla pozorovana
pozoruhodné korelace mezi pofadim vazebnych aktivit, a stupném citlivosti téchto buné¢nych
linii vii¢i NK zabijeni (Obr. 8b, c).

Kromé& toho bylo zabijeni inhibovatelné nejen neznalenym sCD69 (ICso &inily 1,5 x 107,
2,5x 10" 1,3 x 10° a 1 x 10" M u bunék MOLT-4, K562, U937 a Daudi), ale té disacharido-
vym ligandem, SN (ICs, bylo pro vy¥e uvedené linie 1,5 x 10°%,1,2 x 107,1,2x 10° a1 x 10°
M). Zabijeni bungék K562 bylo zcela inhibovano, zatimco u bunék MOLT-4, U937 a Daudi byla
maximalni dosaZitelna inhibice kolem 80 %.

Tyto vysledky jasné ukazuji na dulezitost proteinu CD69 pro pfirozené zabijeni, a navrhuji, Ze
interakce receptoru CD69 s cilovymi buiikami miiZze bytsacharidove zavisla.

Obrazek 8 ukazuje radiovazebné a cytotoxické pokusy poukazujici na intimni zapojeni proteinu
CD69 do cytolytické aktivity lidskych bungk NK.

Vazba ’I-sCD69 je ukézana na suspenzi kultivovanych leukemickych bun&&nych linii jak je
popsano v "Experimentalni ¢asti". Ukazané vysledky pfedstavuji priméry duplikatnich stanoveni
s ukazanou smérodatnou odchylkou.

Ptirozené zabijeni kultivovanych bun&nych linii. Cytotoxicity leukemickych buné¢nych linii po
plsobeni PMBC byly stanoveny méfenim uvolnéného radioaktivniho chrému JICr s pouzitim
rtizného poméru efektorovych a cilovych (E:T) bunék, jak je popsano v "Experimentalni ¢asti".
Vysledky jsou vyjadiené jako priméry % specifické cytotoxicity vypocteného z triplikatnich
stanoveni s ukdzanou smérodatnou odchylkou.

Je ukézéna korelace mezi vazbou ’I-sCD69 na kultivované leukemické linie (idaje z panelu a)
a cytotoxicitami t&chto bunék dosazenymi pii E:T = 128:1 (daje z panelu b).

(d) az (g) Koncentraéni zavislost aktivit sCD69 (plné trojuhelniky) a SN (prazdné trojuhelniky)
jako inhibitord pfirozeného zabijeni &tyf bunéénych linii citlivych na NK zabijeni podle metody
popsané v "Experimentdlni &asti". Ukazané vysledky jsou priméry triplikatnich stanoveni
s vyznac¢enou standardni odchylkou.
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Priklad 11

Indukce exprese CD69 antigenu na CD56+ burikach zavisla na cilovych butikach asacharidech

CD69 je exprimovan na bunééném povrchu pouze u minoritni frakce nestimulovanych bunék NK
(Lanier et al., J. Exp. Med. 169, 2233-2238 (1989)), proto byla monitorovana exprese CD69 na
téchto burikach (s pouzitim CD56 antigenu jako markeru bunék NK) v pribehu étyi hodin. Toto
je Casové obdobi, béhem néhoz jsou efektorové buiiky inkubovany s cilovymi burikami v priibé-
hu standardniho kratkodobého testu NK zabijeni.

V nulovém ¢ase méné nez 20 % CD56+ bunék vykazovalo méfitelnou povrchovou expresi CD69
(obr. 9a). Avsak béhem 30 minut inkubace s NK-vnimavymi buitkami K562 byla povrchova
exprese CD69 zvysena na 40 %, a béhem jedné aZ dvou hodin inkubace pfes 50 % bunck s NK
fenotypem (CD56+ butiky) vykazovalo pozitivni expresi CD69 antigenu. Poté nasledoval jisty
pokles povrchové exprese na asi 40 % po 4 hodinach, ackoliv jesté nova vina povrchové exprese
nasledovala pfi dlouhodobé stimulaci.

Rychl4 indukce povrchové exprese antigenu CD69 zavisela prokazatelné na cilovych burikéch
stejné jako na povrchovych sacharidech, jelikoZ nebyla pozorovana pii pouziti NK~rezistentni
buné&né linie RAIJL, a indukce byla zcela inhibovana pfi pfidani ligandu molekuly CD69, oligo-
sacharidu SN, do inkuba&ni smési (Obr. 9a). Kromé toho liposomy obsahujici na lipidy navazany
oligosacharid SN, se chovaly jako mimikry NK—vnimavych cilovych bunék v tom, Ze také vyvo-
lavaly povrchovou expresi CD69 se shodnou kinetikou (Obr. 9a). Také zde byla povrchova
exprese odstranéna v pfitomnosti volného sacharidového ligandu, a Zadna indukce nebyla pozo-
rovéna s liposomy obsahujicimi irelevantni oligosacharid, laktézu. U CD3+ bunék nebyla zazna-
menéna #adn4 indukce povrchové exprese za podminek NK stanoveni (obr. 9b).

V dal$im pokusu (Obr. 9¢) v némz byly CD691 buiiky odstranény na zacatku pokusu, se projevil
pouze nepatrny vzrist povrchové exprese antigenu CD69 nad kontrolni hodnoty b&hem prvych
¢tyf hodin inkubace. Teprve po 16 hodinach bylo vice nez 80 % CD56+ bunék pozitivnich na
CD69. Ani tato zpozdéna indukce CD69 neprobihala v pfitomnosti volného oligosacharidu SN.
Tyto vysledky ukazuji, Ze k po&ate¢ni rychlé indukei povrchové exprese antigenu CD69 dochazi
prednostné u t&ch bunék, které uz exprimuji alespoit minimalni mnoZstvi tohoto antigenu, ale po
prodlouzené inkubaci pravdépodobné nastiva exprese nove syntetizovaného CD69 antigenu.

Obrazek 9 ukazuje, Ze povrchova exprese CD69 na lidskych buiikach s fenotypem NK (CD56+
butiky) je rychle indukovéana pti jejich inkubaci s NK— vnimavymi cilovymi buitkami nebo lipo-
somy obsahujicimi vysokoafinitni ligandy pro CD69 protein, a tyto procesy jsou inhibovany
v piitomnosti volnych oligosacharidovych ligandi.

Lidské PBMC byly obohaceny o buiiky NK na Percollové gradientu a inkubovany s NK—vnima-
vymi bufikami K562 v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 10 > M volného disacharidu SN, nebo spo-
lu s SN liposomy v nepf¥itomnosti nebo v piitomnosti 10° M volného oligosacharidu, nebo s NK-
rezistentnimi butikami RAJI. Jako negativni kontrola byly buiiky K562 inkubovény v samotném
médiu. Povrchova exprese antigenu CD69 na CD56+ buiikach byla monitorovana dvoubarevnou
pritokovou cytometrii jak je popsano v experimentalni ¢ésti. Vysledky ukazuji % ze v3ech
PBMC, které byly dvakrat pozitivni(CD56'/CD69").

Experiment podobny jako v bodu (a) byl uskute¢nén s cilem sledovat % PBMC, které by byly
CD3+/CD69+. V téchto pokusech byly pouzity butiky K562 v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
10° M disacharidu SN, nebo butiky RAJI. Nebyla pozorovana 74dna indukce exprese CD69
(jsou ukazany pouze vysledky s builkami K562). Tyto vysledky jsou vyjadfeny jako % dvojité
pozitivnich CD3+/CD69+ bungk. Jsou ukazany primeérné hodnoty triplikatnich stanoveni spolu
se standardni odchylkou.
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Byl proveden experiment podobny jako v pfipad€ (a), ale v tomto pokuse byly PBMC izolované
na Ficoll-Isohypaque dale zbavovany CD69+ bunék pomoci protilatek a komplementu pied inku-
baci s butikami K562 v p¥itomnosti nebo nepiitomnosti 10° M disacharidu SN, nebo s buiikami
RAJI, a byla analyzovana exprese CD69 antigenu na CD56+ buiikach. Byla pozorovana pouze
velmi mala indukce CD69. Jsou ukazany vysledky s buiikami K562 v pfitomnosti a nepiitom-
nosti disacharidu SN, vysledky s butikami RAJI (nejsou ukazany) byly podobné jako s butikami
K562 v ptitomnosti inhibujiciho sacharidu. Vysledky jsou vyjadieny jako % CD56+/CD69+
dvojit& pozitivnich bunék z celkovych PBMC (nepieruSovana linie). Ukazany jsou primérné
hodnoty triplikatnich analyz s vyznaéenou standardni odchylkou.

Priklad 12

Udéleni citlivosti na ptirozené zabijeni pomoci na lipidy vazanych ligandi antigenu CD69

NK-rezistentni bunééné linie RAJI, IM9 a KG1 byly vystaveny po dobu jedné hodiny ptisobeni
liposomt obsahujicich riizné koncentrace na lipidy navazanych ligandd proteinu CD69 SN a 68,
neoglykolipid laktozy byl pouZit jako negativni kontrola (Obr. 10b — d). Utinnost inkorporace
neoglykolipidd asociovanych s liposomy byla asi 40 az 70 % u téchto riznych bunéénych linii
(Obr. 10d, vlozeny panel).

V cytotoxickych stanovenich byla troveii specifické lyze dosazené pti E:T = 16:1 zhruba 40 az
65 % pti hustoté ligandu 20 nmol na 100 pl liposomil, coZ snese srovnani s hodnotami dosaZeny-
mi pii E:T = 16:1 pro NK-vnimavé bunééné linie U937, K562 a MOLT-4, 45 aZ 75 % (srovnej
obr. 8b). V piitomnosti liposoml obsahujicich kontrolni neoglykolipid s laktézou nebyla cytoly-
za NK-rezistentnich bun&k ovlivnéna. Liposomy s ligandy SN a 68, ne viak laktézové liposomy,
té% zplisobily znadné zvyseni cytotoxicity u NK—-vnimavé bunééné linie MOLT-4: u téchto bunék
byla pti E:T = 1:1 zvyena specifické cytotoxicita ze zhruba 30 na vice nez 70 %. U vSech péti
zkoumanych bun&nych linii byly liposomy obsahujici disacharid SN vzdy ucinngj$i nez 6S
liposomy, coZ odpovida aktivité tdchto latek jako ligandi CD69 (tabulka 2).

Obrazek 10 ukazuje moZnost, jak uginit NK-rezistentni buné&né linie vnimavymi viici pfirozené-
mu zabijeni preinkubaci s liposomy nesoucimi oligosacharidové ligandy pro CD69.

NK-vnimava bunéénd linie MOLT 4 a (v panelech b az d) NK rezistentni bunécné linie RAJI,
IM-9 a KG-1 byly znadeny chrémem *'Cr, a 10* bungk v 90 pl média RPMI bylo smichano s
10 pl preparatu liposomi (obsahujicich na lipidy vazané oligosacharidy v koncentraci 0,2 nebo 2
nebo 20 nmol na 100 pl liposomt. Po 1 h inkubace pti 37 °C byly pfidany PBMC ve 150 ul
média RPMI pfi E:T = 1:1 (buitky MOLT-4) nebo 16:1 (jiné typy bunék), a cytotoxicita stanove-
na po 4 hodinach jak je uvedeno v experimentalni ¢asti. Vysledky jsou uvedeny jako primérné
hodnoty triplikatnich stanoveni s uvedenim standardni odchylky.

Obrazek 11 ukazuje kinetiku pfijmu neoglykolipidii kultivovanymi buné¢nymi liniemi.

Suspenze (5 x 10* bunék v 90 pl média RPMI) NK-vnimavé bunééné linie MOLT-4 nebo NK-
rezistentnich linii RAJI, THP-1 a IM9 byly inkubovany s 10 ul preparéatu liposomi typu 1 (pIné
symboly) nebo typu Il (prazdné symboly) obsahujicimi ;H-znaceny neoglykolipid laktozy (2 x
10* cpm) po uvedenou dobu, a pohlceni na lipid vazanych oligosacharidi butikami (vyjadiené
jako % ptidanych cpm) bylo stanoveno jak je uvedeno v experimentalni sekci. Uvedené vysledky
jsou primé&rem duplikatnich stanoveni s uvedenim rozptylu.

Ve zvla$tnim pokusu (ktery neni ukadzan) bylo pozorovéno, ze NK~vnimavost linice MOLT-4 a
NK-rezistentnich buné&nych linii je ovlivnéna pouze malo pii pouZiti liposomi typu II. Na roz-

-40-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 296202 B6

dil od t&chto linii inkorporuji erytrocyty a normalni lymfocyty cca. 40 %, resp. 25 % znaceného,
na lipid vazaného oligosacharidu pii pouziti tohoto preparatu liposomd, avSak mkorporace je
nepatrna u preparatu liposomi 1. Ve stanovenich pfirozeného zabfjeni s pouzitim *ICr znadenych
&ervenych krvinek a lymfocyt vykazovaly tyto specifickou lyzi pii opracovani liposomy typu II
(ne vSak liposomy typu 1), kterd dosahovala 40 % a 50 % pfi E: T = 16:1.

Z t&chto pokusti lze uzavfit, Ze pro riizné cilové butiky miize byt nezbytné vyzkouset liposomy
s rozliénym slozenim lipid@, aby bylo dosazeno optimalizace pienosu na lipid vazaného oligo-
sacharidu. Podle vyse uvedenych vysledki by liposomy typu II nemély ¢init normalni Cervené
krvinky nebo lymfocyty vice zranitelné pro piirozené zabijeni, a mohou tedy byt uZite¢né za
podminek in vivo, kdy je Zadouci eliminovat abnormalni buriky, napfiklad nadorové, leukemické
nebo virové infikované.

Ptiklad 13
Stimulace apoptdzy s pouzitim ligandi pro CD69

Aby se zjistilo, zda vazba CD69 antigenu na zabije¢skych builkach na sacharidy cilovych bun€k
zpiisobuje jejich apoptotické zabijeni, testy prirozeného zabijeni byly provddény v nepfitomnosti
Ca®* a v pritomnosti Mg”"/EGTA, ¢imz byla inhibovéna neapoptoticka dréha piirozeného zabfjeni
zavisla na kalciu za podminek, o nichZ je znamo, ze u lymfocyt umoZiiuji apoptotické zabijeni.

Pii poméru E:T = 32:1 byla pfiblizné polovina specifické cytotoxicity bunék MOLT-4 a U937
z4visla na kalciu (Obr. 12a, b). Tato cytotoxicita byla pouze nepatrné ovlivnéna opracovanim
téchto cilovych bunék O-glykoproteinazou (vysledek neni ukézan) nebo sialidizou NDV, ale
byla sniZena asi na polovinu po opracovani sialidizou AU nebo N-glykanazou. Na kalciu
nezavisla cytotoxicita neni viibec pozorovana u NK—-vnimavych bun¢k K562.

Pro daldi zkoumani apoptézy byly provedeny daldi pokusy s cytotoxicitou v Mg* /EGTA
(Obr. 12D) a dalsi dva typy stanoveni apoptdzy s pouzitim pritokové cytometrie a elektroforézou
DNA (panely E a F) v ptitomnosti sCD69 nebo disacharidového ligandu pro CD69 (SN), nebo
irelevantniho oligosacharidu (lakt6zy).

Bylo pozorovéno, Ze specificka cytotoxicita v Mg>/EGTA u PBMC nebyla ovlivnéna v pFitom-
nosti laktézy, byla viak sniZena zhruba na polovinu v pfitomnosti oligosacharidového ligandu
SN nebo rozpustné molekuly CD69 (panel d).

Vysledky cytofluorometrickych stanoveni apoptotickych bun€k veetné inhibi€niho obrazu s oli-
gosacharidovymi ligandy, sCD69 a fragmentem protilatky souhlasily velice dobfe s vysledky
cytotoxickych stanoveni (panel e).

Tyto analyzy a analyzy fragmentace DNA (tvorba Zebii¢ki) ustanovily existenci apoptotického
zabijeni u NK-vnimavych buné&nych linii, MOLT-4 a U937.

Obréazek 12 ukazuje, e apoptotické zabijeni NK~citlivych cilovych linif zavisi na interakcich
CD69 se sacharidy.

(a) aZ (a) Prirozené zabijeni PBMC bylo stanoveno ve standardnim médiu obsahujicim kalcium
(te€kované linie) nebo v bezkalciovém médiu s obsahem Mg*/EGTA umoZiiujicim apoptézu
(nepterusovana linie) s pouZitim NK—vnimavych linii MOLT-4, U937 a K562. U bun¢k MOLTH4 a
U937 byla provedena dodate&na stanoveni v bezkalciovém médiu po opracovani téchto bunek po
dobu 30 minut pti 37 °C sialiddzou NDV nebo AU, N-glykanézou, popfipadé O-glykoproteina-
zou. Ve srovnavacim pokusu byly buiiky inkubovany 30 minut pfi 37 °C v piitomnosti pufru bez
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enzymu. Vysledky s buitkami opracovanymi O-glykoproteinazou byly shodné s vysledky u neo-
pracovanych bunék. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty triplikatnich stanoveni
s vyznalenou smérodatnou odchylkou.

(d) az (f) Tii typy stanoveni byly provadeny v médiu s Mg*/EGTA: v (d) jsou ukazany vysledky
¢tythodinového stanoveni uvolnéni “'Cr pii E:T = 8:1 s pouZitim PBMC. V (e) jsou uvedeny
vysledky apoptotickych stanoveni cytofluorometrii, a v (f) apoptotické fragmentace DNA, pfi
nich? byly PBMC, které byly pfedtim obohaceny o buitky s NK fenotypem mnohastupiiovou
metodou, sledovany pti E:T = 1:1, jak je popsano v experimentalni ¢asti. Vysledky jsou ukazany
pro NK-vnimavé bun&éné linie MOLT-4, U937 a K562, a pro NK rezistentni bunééné linie RAJI
(oznagena R), THP-1 (oznalena T) a IM-9 (oznaeni 1). Pro bunky MOLT-4 a U937 jsou
ukazany dalsi vysledky pokustl, v nichz reakéni smés obsahovala 10”° M lakt6zu (oznageno L)
nebo disacharid SN (S) nebo 10° M sCD69 (C). Linie oznagené (O) v panelech (d) a () ukazuji
vysledky v nepiitomnosti inhibitort.

V oddéglenych pokusech, jejichz vysledky nejsou zde ukdzany, v nichz nebyly piidany efektorové
buiiky, bylo procento nalezenych apoptotickych bunék mensi nez 5 % a tvorba Zebrickiit DNA
nebyla pozorovana, vysledky s pouZitim smési oligosacharidu SN a s CD69 byly podobné jako
v pokusech, v nichZ byly tyto latky vySetfovany oddéleng. Vysledky v (d) aZ (e) jsou vyjadiené
jako priméry triplikatnich stanoveni s vyznaéenou smérodatnou odchylkou.

Diskuse vysledkii s CD69

Bylo zji§téno, ze molekula CD69 na povrchu bungk NK je tésn€ zahrnuta v procesech spusténi
cytotoxickych mechanismi, které zaviseji na vazb& oligosacharidovych ligandi na povrchu cilo-
vych bungk touto molekulou. U dvou NK citlivych bunénych linii je znalna Cast pfirozeného
zabijeni apoptotick4. Dalsim novym principem zjisténym v naSich pokusech je na sacharidech
zavisla indukce exprese CD69 u bungk NK: jde o rychlou indukei s kinetikou charakteristickou
pro translokaci molekuly na bun&ny povrch z intracelularnich zisob, nisledovana druhou fazi
indukee s kinetikou odpovidajici nové proteinové syntéze.

Pozoruhodné zesileni vazby CD69 bylo pozorovano v pripadé, kdy byly monosacharidy
N-acetylgalaktosamin nebo N-acetylglukosamin substituovany alfa-2-6 védzanou kyselinou
N-acetylneuraminovou nebo 6-O-sulfatem, k dal$imu zesileni vazby dochazelo v pfipad¢, kdy
byly 6'—sialyl nebo 6 '—sulfo monosacharidy soucasti oligosacharidii. Hodnota ICSO dosahovala az
6 x 10" M u disacharidu SN, ktery je O——glykos1dlcky vAzan na protein, 2 x 10™ M pro disacha-
rid odvozeny od chondroitin sulfitu, a 8 x 10" M pro disacharid K6 nachézejici se v keratan
sulfatovém proteoglykanu.

Stoji za pov§imnuti, Ze 6-O-sulfatovany analog N-acetylgalaktosaminu se sekvenci K6 (o némz
predpoklidéame, ze by mohl byt vysoko-afinitnim ligandem pro CD69) byl pozorovan v termi-
nalni sekvenci vnéjsich fetézcld N-glykosidicky vazanych oligosacharidl pituitarnich hormoni a
dalgich glykoprotein.

Z vysledkd uvedenych v tabulce 2 (soubor oligosacharidii 2 a 3) a dalSich vysledku, které budou
popsany na jiném misté, je zfejmé, ze CD69 rozpoznava 6'-sialyl motiv sém o sob€, aniZ musi
tento byt nezbytné piipojeny na N-acetylhexosamin. Tento motiv se vyskytuje ve vnéjSich fetéz-
cich N—glykosidicky vazanych oligosacharidi pfipojenych na galakt6zu, u biantenarniho fetézce
S2 byla zaznamenana hodnota ICs, 2 x 10° ' M. Prednostni rozpoznéani 6'—sialyl oproti 3 —sialyl
motivu je v ptipadé CD69 v piikrém kontrastu s pozorovanimi u NKR-P1 proteinu potkana, ktery
rozpoznavé pouze 3 '—sialyl motiv. ‘

Zptisob prezentace rozpoznavanych elementii na makromolekuldrnim nosi¢i miZe mit zasadni
vliv na jeho rozpoznéani CD69. BSM, u n&hoz jsou kratké O-glykosidické sekvence SN uspora-

4.




15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 296202 B6

dany ve formé shluki, je velmi silnym inhibitorem vazby sCD69, ICs, 0,01 ng/ml. Na druhé
strané jsou glykosaminoglykany heparan sulfat a chondroitin sulfat A, B a C o dva az tii fady
hor$imi inhibitory i pfesto, ze disacharidické jednotky, z nichZ jsou sloZeny, jsou ve formé
volného oligosacharidu dobrym inhibitorem, a silna vazba se pozoruje v pfipadé, kdy jsou tyto
disacharidy sdruZené. Extrémnim ptikladem je peptidoglykan keratan sulfat, ktery je bohaty na
linedrng se opakujici disacharidovou sekvenci K6. Hodnota ICs, pro volny disacharid je 8 x 10"
M, a piesto je tato sekvence $patné rozpoznavana s CD69 v pfipadé, kdy je soucésti dlouhého
oligosacharidu tohoto peptidoglykanu.

Experimentalni ptistupy pouZivané pii vyzkumu CD69
Sacharidy, neoglykolipidy a jiné glykokonjugaty

Struktura a oznadeni zkoumanych sacharidii je uvedena v tabulce 2.

Monosacharidy N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin a jejich 6-O-sulfatované formy by-
ly od firmy Sigma, stejn& jako disacharid laktéza (LAC), 3'—sialyllakt6éza (3SL), 6 "-sialyllakt6za
(6SL), a disacharidy odvozené od chondroitin sulfatu OS, 6S a disacharidy odvozené od hepari-
nu IVA, TIA a IS. Lakto-N-tetraéza (LNT) byla od firmy Dextra. Trisacharid DLNN byl
pfipraven §tépenim lakto-N—tetradzy beta—galaktosidazou (Bezouska K. et al., J. Biol. Chem.
269, 16945-16952 (1994)). Disacharid K6 byl izolovan z bovinniho keratan sulfatu po piisobeni
endo-beta—galaktosiddzou (Scudder P. et al., Eur. J. Biochem. 157, 365-373 (1986)), a O—glyko-
sidové disacharidy SN a T byly pfipraveny z bovinniho submaxilarniho mucinu, poptipadé z gly-
koproteinu ovaridlnich cyst po nereduktivni beta-eliminaci (Yuen C. T. et al., J. Biol. Chem. 269,
1595-1598 (1994)). O-glykosidicky vazany trisacharid 6ST je dar od Prof. Andre Lubineau.
Biantenarni N—glykosidické oligosacharidy N2 a G2 byly ziskany darem. S2 byl zakoupen u fir-
my Biocarb. Bovinni submaxilarni mucin, heparin z prase¢i intestindlni mukdzy, a chondroitin
sulfat A a B (bovinni) a chondroitin sulfat C (Zraloka) byly od firmy Sigma. Peptidoglykan keratan
sulfat byl izolovan z bovinni rohovky (Scudder P. et al,, Eur. J. Biochem. 157, 365-373 (1986)).

Neoglykolipidy (oligosacharidy konjugované na aminofosfolipid LI1-2-dihexadecyl-sn—
glycero—3—fosfoethanolamin) byly pfipraveny z laktézy. DLNN, LNT, 3SL, 6SL, 6S a IS, a
predistény jak bylo ptedesle popsano, s pouzitim bezvodych podminek pro derivatizaci laktdzy,
DLNN a LNT, a 5 % v/v vody pro dalsi oligosacharidy.

Neoglykolipidy oznatené *H byly pfipraveny substituci *H oznadeného kyanoborohydridu sodné-
ho (specifickd aktivita 2,9 x 10° Bg/mol) za neaktivni ekvivalent. Po standardni dob& ohfevu
byla vitka reak&nich zkumavek (s vyjimkou neutralnich oligosacharidii) odstran€na, aby bylo
umoznéno odpafeni na oh¥ivaci plotné po dobu nékolika hodin pro zvySeni vytézku neoglyko-
lipidu. *H-znadené neoglykolipidy laktozy a SN byly izolovany s pouZitim sloupce s fenylboro-
novou kyselinou, neoglykolipidy obsahujici 6S a IS s pouZitim C18 kolony.

V nékterych pokusech byly neoglykolipidy inkorporovany do liposom@ pfipravenych z (a)
cholesterolu a vajedného lecitinu, 50 nmol obou latek (Feizi et al., Biochem. J. 173, 245-254
(1978)), dale zde uvadéné jako liposomy typu 1, nebo (b) fosfatidylserinu a fosfatidylethanol-
aminu, 50 nmol obou (Correa-Freire et al., J. Immunol. 132, 69-75 (1984)), liposomy typu II, ve
100 ul RPMI média. Oba typy liposomi byly pfipraveny sonikaci v ultrazvukové vodni lazni
(Feizi et al., Biochem. J. 173, 245-254 (1978)).

Glykosidazy

Sialidaza z Arthrobacter ureofaciens (AU), sialiddza z Nevcastle virus disease (NVD), a endo—
beta—galaktosidaza z Bacteroides fragilis byly od firmy Boehringer Mannheim. Heparinaza I a
chondroitinaza ABC pochézely od firmy Sigma. O-glykoproteinaza (Abdoullah K.M. et al.,
Infect. Immun. 60, 5662 (1992)) byla ziskana darem.
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Protilatky

Protildtka proti alfa fetoproteinu (AFP-02) byla poskytnuta Dr. I. Hilgertem, UMG AV CR
Praha, a pouZita jako ascites (vypotek z dutiny biiSni) po fedéni 1:1000.

Protilatka proti CD69 ozna¢end FITC (Leu-23), protilatka proti CD56 oznacena PE (Leu-19), a
protilatka proti CD3 (Leu—4) byly od firmy BectonDickinson, pouzity v fedéni doporuovaném
vyrobcem.

Buriky

Lidské mononuklearni butiky periferni krve (PBMC) byly izolovany na gradientu Ficoll-
Isopaque centrifugaci heparinizované krve, Cervené krvinky byly odebrany ze sedimentu. V uve-
denych pripadech byly piipraveny frakce obohacené o NK buiiky a lymfocytarni frakce centri-
fugaci na diskontinualnim Percollové gradientu (Timonen T. et al., J. Exp. Med. 153, 569-582
(1981)) nebo po mnohastuptiové proceduie v niZ jsou nejprve monocyty odstranény adherenci na
plastikové povrchy, poté jsou odstranény B lymfocyty po priichodu suspenze nylonovou vatou, a
CD3" buiiky jsou odstranény imunomagnetickymi ¢asticemi (Borrego F. et al., Eur. J. Immunol.
23, 1039-1043 (1993)). Lidské leukemické linie MOLT-4, K562, U937, Daudi, RAJI, THP-1,
IM9 a KG-1 byly ziskany z Evropské sbirky tkaniovych kultur (ETCC) (UK) a kultivovany za
standardnich podminek v kompletnim médiu RPMI s vyjimkou bunék KG-1, které byly kulti-
vovéany v Iscove DMEM s 20 % (v/v) fetalnim sérem.

Pfed opracovanim glykosidazami bylo 10° kultivovanych bunék promyto a resuspendovano v
50 ul 10 mM fosfatového pufru pH 6,5 s 0,15 M NaCl, a smichéno s 50 ul tohoto pufru obsahuyji-
ctho 50 mU AU sialidazy, nebo 100 U N—glykanazy, nebo mnozstvi O—glykoproteinazy schopné
roz$tépit 80 pg glykoforinu A za 1 h (Abdoullah K. M. et al., Infect. Immun. 60, 56-62 (1992)),
nebo 50 mU chondroitinizy ABC. V kontrolnich vzorcich byl pfidan enzym po povaieni 5 min
pi 100 °C. Po 30 min inkubace pfi 37 °C, buiiky byly promyty tfikrat kompletnim médiem RPMIL

Pro opracovani liposomy (Bezouska et al., Nature 372, 150-157 (1994)), kultivované butiky byly
znaGeny 'Cr, a 10* bungk v 90 ul kompletniho RPMI bylo smichano s 10 pl preparétu liposomii
s uvedenou koncentraci neoglykolipidu, a inkubovany 1 hodinu pii 37 °C.

Pro stanoveni kinetiky inkorporace neoglykolipidii butikami, 5 x 10* bungk v 90 pl kompletniho
RPMI bylo smichdno s 10 pl preparatu liposomt obsahujictho sH-znacené neoglykolipidy, 0,2 nmol
(2 x 10* cpm) a inkubovéano po uvedeny &asovy usek pfi 37 °C. Reakce byla ukonéena ochlaze-
nim bun&né suspenze na ledu, butiky byly promyty ledovym médiem RPMI, a aktivita buné¢né-
ho sedimentu ziskaného centrifugaci pfi 500 g méfena kapalinovou scintilaci. Radioaktivita
v kontrolnich zkumavkéch (neobsahujicich buiiky) byla vzdy méné nez 0,1 % pridané radioaktivity.

Radiovazebni stanoveni

Vazba sCD69 na neoglykolipidy, neoglykolipidy byly imobilizovany v 96 jamkovych destickach
s plochym dnem (Immulon 1, Dynatech Inc.) v piitomnosti nosi¢ovych lipidi cholesterolu a
vaje&ného lecithinu (Larkin M. et al., J. Biol. Chem. 267, 13661-13668 (1992), Yuen C.T. et al., J. Biol.
Chem. 269, 1595-1598 (1994)), a vazba ZI-sCD69 (10 x 10° cpm/pg, 10° cpm/jamku) byla sta-
novena jak bylo piedesle popsano (Bezouska et al., J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)).
Pro inhibi¢ni experimenty, jamky byly pokryty aplikaci 32 pmol/jamku neoglykolipidu IS, a vazba
BL_sCD69 (10° cpm/jamku) byla méfena v pritomnosti uvedené koncentrace oligosacharidu.

Vazba sCD69 na buiiky, kultivované buiiky byly promyty v médiu RPMI s 10 mM Hepes pH 7,4,

resuspendovény v koncentraci 5 x 10° bunék/ml, a vazba 1_sCD69 na 100 pl bunééné alikvoty
byla mé&fena v 1,5 ml mikrozkumavkach jak bylo popséno (Bezouska et al., Nature 372, 150-157
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(1994)). Nespecifickd vazba, stanovena v piitomnosti tisicindsobného nadbytku neznaCeného
proteinu, ktera vZdy &inila méné neZ jedno procento experimentalni vazby, byla ode¢tena.

Stanoveni cytotoxicity

Standardni &tyrhodinové stanoveni cytotoxicity (Brunner K. et al., Immunology 14, 181-196
(1968)) bylo provadéno v destiCkach s 96 jamkami se dnem ve tvaru V (Falcon) v kompletnim
médiu RPMI s pouzitim PBMC jako efektorovych bun€k, a *ICr—znadenych leukemickych
buné&énych linii jako cilovych bunék, celkovy reakéni objem byl 250 ul.

Ctythodinové stanoveni cytotoxicity v nepfitomnosti extraceluldrniho kalcia (Kojima H. et al.,
Immunlty 1, 357-364 (1994)) bylo provadéno v bezkalciovém médiu prlpravenem smichanim
Ca”*'—defi mentmho Hankova pufraéniho roztoku, ktery obsahoval 1 mM Mg** s dialyzovanym
fetalnim telecim sérem (10 %) a 0,1 mM EGTA (Mg2+/EGTA médium).

Analyza zmén v expresi CD69

PBMC obohacené o NK buiiky centrifugaci na Percoll gradientu, 105 bun€k v 0,5 ml komplet-
niho RPMI média, bylo smichano s 10° cilovych bungk nebo 100 pl suspenze liposomt v 0,5 ml
média, s obsahem nebo bez obsahu oligosacharidovych inhibitord, a inkubovény pti 37 °C.

Na konci zvolené inkubaéni periody byly buiiky centrifugovany, a dale udrzovany na ledové laz-
ni v 10 mM PBS pH 7,4 s 5 % (v/v) BSA a 0,1 % NaN; (barvici pufr). Buiiky byly inkubovany
s 1 mg/ml irelevantni monoklonélni protilatky (proti alfa—fetoproteinu) v barvicim pufru 30
minut, nasledovala 30 minutovd inkubace s FITC-anti-CD69 a PE-anti-CD56 protilatkami,
nebo s FITC—anti CD69 a PE-anti-CD3 protilatkami, poté byly buiiky promyty tiikrat v barvi-
cim pufru, a exprese povrchovych antigenti byla urena priitokovou cytometrii (FACScan,
Becton-Dickinson) vybavenou tiibarevnou :fluorescenci. Bylo proméfeno nejméné deset tisic
pozitivnich bungk, a mrtvé buiiky byly vylouceny s pouzitim propidium jodidového barveni.

Vysledky byly vyjadteny jako % bundk pozitivnich na CD56 a CD3, nebo jako relativni
fluorescence anti CD69 protilatky, nebo jako % dvojité pozitivnich bunék.

V nékterych pokusech byly z efektorové bundéné populace nejprve odstranény builky s povrcho-
vou expresi CD69 inkubaci se saturujici koncentraci monoklonalni protilatky BL-FB/81 a
komplementem po dobu 1 hodiny (Correa—Freire M. C. et al., J. Immunol. 132, 69-75 (1984)),
mrtvé buiiky byly odstran&ny po centrifugaci na Ficoll-Isopaque gradientu, a zbyvajici buiiky
promyty tfikrat v kompletnim RPMIL.

Stanoveni apoptozy priitokovou cytometrii

Neznagené cilové buiiky v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti riiznych inhibitort byly smichany
za podminek identickych s podminkami na kalciu nezavislého cytotoxického stanoveni. PBMC
byly obohaceny mnohastuptiovou metodou, celkovy reakéni objem byl 250 pl. Na konci &tyi-
hodinové inkubaéni periody byly buiiky centrifugovany, a fragmentace DNA byla vizualizovana
(Sgonc R. et al, Trends. Genet. 10, 41-42 (1994)) pomoci terminalni deoxynukleotidyl
transferazy zna¢ici mista fragmentace DNA v jadfe, a FACS analyzou.

P&t tisic pozitivnich bungk bylo proméfeno v jednom pokusu, viechny buiky s relativni fluores-
cenci FITC-dUTP vétsi nez 10* byly vyhodnoceny jako apoptotické, a vysledek vyjadiovan jako
procento apoptotickych bunék.

Analyza fragmentace DNA
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Pro detekci apoptotické fragmentace DNA (tvorba Zebricku), 5 x 10° cilovych bunék v 0,4 ml
Mg /EGTA média bylo smichano se stejnym objemem PBMC, které byly izolovany mnohastup-
fiovou metodou pro obohaceni o buiiky NK (0,4 ml), a 200 pl média obsahujiciho rizné inhibito-
ry, nebo média bez inhibitori, a inkubovano pii 37 °C po dobu 4 hodin. Na konci tohoto
inkubaéniho obdobi byly buiiky centrifugovany, resuspendovany v lyzanim pufru obsahujicim
10 mM Tris—-HCI pH 7,0 s 10 mM EDTA, 0,2 % Tritonem X-100 a 0,1 ug/ml proteinazy K. Byly
ptipraveny vzorky bunééné DNA (Eischen C. M. et al., J. Immunol. 153, 1947-1954 (1994)),
analyzovany elektroforézou v 1,2 % agarosovém gelu (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
eds. J. Sambrook. E. F. Fritsch and T. Maniatis. Col Spring Harbour Laboratory Press (1989)).

Monosacharidy a oligosacharidy zkoumané pii sledovani interakci NKR-P1 (viz tabulka 1)

Ukazané sacharidy byly zkoumény jako neoglykolipidy, tj. oligosacharidy konjugované (Stoll M.
S. et al., Biochem. J. 256, 661-664 (1988)) na aminolipid L~1, 2—dihexadecyl-sn—glycero—3—fos-
foetanolamin, s vyjimkou téch uvedenych pod hlavickou gangliosidy a sulfatované gangliosidy,
které byly prirozenymi glykolipidy, a latek 3SX5 a 6SX5 uvedenych pod hlavickou sialylované
oligosacharidy 2. typu, které byly chemicky syntetizovanymi glykosfingolipidy. Cast t&chto
sacharid (uvedena v obrazcich 2a a 2b) a mannosa—6—fosfat byly téZ zkoumany jako volné
sacharidy. P¥esny popis sacharidd uvedenych pod hlavi¢kami Neutralni, Sialylované, a Sulfato-
vané (typu 1 a 2, z rodiny sacharidii krevnich skupin) jsou uvedeny v citacich Bezouska K. et al.,
J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994), Gooi H.C. et al., J. Biol. Chem. 260, 13218-13222
(1985), Larkin M. et al., J. Biol. Chem. 267, 13661-13668 (1992), Yuen C.T. etal,, J. Biol.
Chem. 269, 1595-1598 (1994), s vyjimkou latek 3SL a 6SL, které byly zakoupeny u firmy
Sigma. Sacharidy uvedené pod hlavickou Gangliosidy. Sulfatované gangliosidy, a Fosforylovane
sacharidy jsou uvedeny v citaci Loveless R. W. et al., EMBO J. 11, 813-819 (1992), s vyjimkou
volnych oligosacharidt GM1 a GM2 (viz. Schwarzmann G. et al., Meth. Enzymol. 138, 319-341
(1987)). Tetrasacharid IS2 byl izolovan z heparinu prase¢iho stieva (Sigma) po Stépeni
heparinazou I (EC 4.2.2.7., Sigma) po izolaci pomoci HPLC pouZivajici silny ionex. Disacharidy
chondroitin sulfitu a heparinu byly zakoupeny od Dextra Laboratories.

Zkratky pro monosacharidy: Fuc, fukéza, Gal, galaktéza, GalNAc, N-acetylgalaktosamin, Glc,
glukéza, GleN, glukosamin, GleNAc, N-acetylglukosamin, GlcA, kyselina glukuronova, Man,
mannéza, NeuAc, kyselina N-cetylneuraminova, UA, uronova kyselina (glukuronova nebo
iduronova bez bliz3i specifikace), delta UA, 4,5-nesaturovana kyselina uronova.

Monosacharidy a oligosacharidy zkoumané jako inhibitory vazby CD69 proteinu na IS neoglyko-
lipid (viz tabulka 2)

Detailni popis mnoha téchto oligosacharidi lze nalézt v tabulce 1 (DLNN, LAC, 3SL, 6SL,
disacharidy chondroitinsulfatu Chon O-S, 6-S (dva posledné jmenované vystupuji pod zkratkou
OS a 6S) disacharidy heparinu HEP IV-A, II-A a I-S (jsou zde zkriceny jako IVA, IIA a IS),
monosacharidy N-acetylglukosamin, N—acetylgalaktosamin (N) a jejich 6-O sulfatované formy
(SC a NS) byly zakoupeny od firmy Sigma, stejné jako Chon 2, 6S a 2, 4, 6S. Lakto-N-tetra6za
(LNT) byla od firmy Dextra. Trisacharid DLNN byl pfipraven z lakto-N-tetraosy Stépenim
beta—galaktosidazou (Bezouska et al., J. Biol. Chem. 269, 16945-16952 (1994)). Disacharid K6
byl izolovan z bovinniho keratan sulfatu po piisobeni endo-beta—galaktosidazou (Scudder P. et
al., Eur. J. Biochem. 157, 365-373 (1986)), a O—glykosidické disacharidy SN a T byly izolovany
z bovinniho submaxilarntho mucinu a z glykoproteinu ovaridlnich cyst nereduktivni beta—elimi-
naci (Yuen C.T. et al., J. Biol. Chem. 269, 1595-1598 (1994)). O-glykosidicky trisacharid 65T
byl ziskan jako dar od Prof. Andre Lubineau. Biantendrni oligosacharid N2 a G2 byly ziskany
darem, S2 byl zakoupen u firmy Biocarb. Bovinni submaxildrni mucin, heparin z praseci
intestinalni mukézy, a chondroitin sulfity A a B (bovinni) a C (ze Zraloka) byly zakoupeny u fir-
my Sigma. Peptidoglykan keratan sulfatu byl izolovan z hovézi rohovky (Scudder P. et al., Eur.
J. Biochem. 157, 365-373 (1986)).
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Tabulka 1: Sekvence monosacharid(i a oligosacharad( studovanych ve volné formé
nebo ve formé vazané na lipidy.

Zkratka Struktura

Nazev

Neutralni typ 1

Lakto-N-tetra INT  Galp1-3GlcNAcP1-3Galp1-4Glc
H penta H5 Galp1-3GIcNAcB1-3Galp1-4Glc
1,2
uca
Le® penta LA5  Galpl-3 GicNAcB 1-3Galf1-4Glc
1,4
Fuco
- LeP hexa LB6  Galpl-3GIcNAcp1-3Galpl-4Glc
|12 |14
Fucoe  Fuca :
A hexa Ab GalNAcocl-3(,ita1[3 1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
1,2
Fuca
A hepta A7 GalNAca1-3Galp1-3GlcNAcB1-3GalB1-4Gle
12 |14
uca  Fuco
Sialylovany typ 1 .
3’-sialyllakto-N-tetra 3SLT NeuAco2-3GalB1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
6" -sialyllakto-N-tetra 6SLT Galpl —3(i“rlcNAcB 1-3Galp1-4Glc
2,6
NeuAca
3"sialyl Le” penta 3SA5  NeuAco2-3Galp1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
|14
Fuca
Sulfatovany typ 1
3*-sulfatovany Le® tri SUA3  Galp1-3GIcNAc
|3 |14
HSO; Fuca
3 -sulfatovany Le® tetra SUA4  GalB1-3GlcNAcB1-3Gal(B1-4Glc)
(penta) (SUAS) |3 |14
HSO; Fuca
Neutrailni typ 2
Laktéza LAC  Galp1-4Glc
Degalaktosylovany DLNN GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
lakto-N-neo-tetra
Lakto-N-neo-tetra LNNT Galp1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Gle
Le* tri (glukosyl) LX3  Galpl-4Glc
1,3
Fuca
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Le* penta

Sialylovany typ 2
3’-sialyllaktoza

6’ -sialyllaktéza
Sialyl Le* tri
(glukosyl)

3"-sialyl Le* penta

6’-sialyl Le* penta

Sulfatovany typ 2
HNK-1

3’sulfatovany Le” tri

3’-sulfatovany Le” tetra

Gangliosidy
GM;
AsialoGM;
GM;

AsialoGM1
GM;

GDs
GD;,

GDla

GDyyp

CZ 296202 B6

LX5

3SL
6SL
38X3

38X5

6SX5

HNK1
SUX3
SUX4
GM3

GA2
GM2

GAl
GM1

GD3
GD2

GDIA

GD1B

GalBl-3(|31cNAcB 1-3Galp1-4Gle
1,3
Fuco

NeuAco2-3Galf1-4Gle
NeuAca2-6Galp1-4Gle
NeuAcoc2—3Ga1{31-4G[}c
3
Fuca
NeuAca2-3Galp l-4G|lcNAcB 1-3GalB1-4Gle
1,3
Fuco
NeuAca2-6Galp1 -4(3IlcNAcB 1-3Galp1-4Glc
1,3
Fuca

(Tchﬁ 1-3Galp1-4GlcNAcp1-3GalB1-4Gle
3

HSO;

Galp1-4GlcNAc

|3 1.3

HSO; Fuca

Galp1-4GlcNAcp1-3Gal

[37 |13

HSO; Fuco

NeuAca2-3GalB1-4Gle
GalNAcp1-4GalB1-4Glc
GalNAcp1-4Galp1-4Glc
|2,3
NeuAco
Galp1-3GalNAcp 1-4Galp1-4Glc
Galp1-3GalNAcB1-4Galp1-4Glc
, 2,3
NeuAco
NeuAca2-8NeuAco2-3Galf1-4Gle
GalNAcP1 -4(|}a1[3 1-4Glc
2,3
NeuAco2-8NeuAco
NeuAca2-3Galp1-3GalNAcp1 —4?alﬁ 1-4Glc
23
NeuAca
Galf1-3GalNAcf1 -4Glall3 1-4Gle
2.3
NeuAco2-8NeuAco
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GTn

GTw

Sulfatované glykolipidy
Sulfatid

SM3

SM2

SMila

SB2

SBla

Chondroitin sulfat
Chon O-S
Chon 4-S

Chon 6-S

Heparin
Hep IV-A
Hep II-A

Hep 1I-A

Hep I11-S
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GT1A NeuAcox2-3Galp1-3GalNAcB1-4GalBi-4Gle

2,8 |2,3
enAco. NeuAca
GT1B NeuAco2-3Galp1-3GalNAcB1-4Galpl -4Glc
2,3

NeuAco2-8NeuAca

SULF Glal
3
HSO,
SM3 G‘alﬁ 1-4Glc
3
HSO;
SM2  GalNAcBl-4 Cial[i 1-4Glc
3
HSO;
SMI1A  Galp1-3GalNAB1-4 (l}alﬁl-4Glc
3
HSO3
SB2 GalNAcB1-4 Galp1-4Glc

3 |3
HSO;  HSOs;
SBIA Galpl-3GalNAcB1-4 ("Ijalﬁl-ztGlc
3 3
HS0, HSO;

0S  AUAI1-3GalNAc
48 AUA1-3GlalNAc
4
HSO;
6S AUA1-3GalNAc
6
HSO;

IVA  AUAI1-4GlcNAc
A  AUA1-4GleNAc
2
HSO0;
1A AUA1-4GicNAc

6
HSO;
IS Hf)03
2
AUAI1-4GleN
|2
HSO;
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Hep I-S IS Hf‘SOg,
2
AUA1-4GleN
2 |6
HSO; HSO;
Hep tetra 182 HISOg H?Og
2 2
AUA1-4GlcNa1-4ldoAc1-4GleN
2 s |2 |6
HSO; HSO; HSO;  HSO;
Fosforylované
Mannéza-6-fosfat MP Man
6
H2L03
Fosfat tetramannézy M4P Malnoc1-3Manoc1-3Manocl~2Man
6
HoPO4
Fosfat pentamanndzy MS5P Malnocl-3Manoc1-3ManaI-3Mana1—2Man
6

HyPOs

-50-




CZ 296202 B6

Tabulka 2: Aktivita sacharid( jako inhibitor(l vazby sCD89 k IS neoglykolipidu

Zkratka Sekvence ICs0 (M)
C GleNAc 2x 107
DLN  GIcNAcB1-3Galpl-4Glc 2x 107
Soubor I LNT  Galp1-3GleNAcf1-3GalB1-4Glc 3x 10
GlcNACc
sc |6 3% 10
HSO;
GlcNAcB1-3Gal
K6 l6 8x 10™
HSO;
LAC  Galpl-4Glc > 107
’ Galp1-4Gle
3sL |23 3x 10"
Soubor 2 NeuAca
Galp1-4Gle
6SL 2,6 7x10°
NeuAco ’
6SLN  Galpl-4GlcNAcB1-3GalB1-4Glc 2 x 107
GlecNAcB1-2Manf31-6,
N2 Manf1-4 GIcNAcB1-4GlcNAc 10?
GlcNAcB1-2ManB1-3
GalB1-4GlcNAcB1-2Manf1-6,
G2 ManpB1-4 GlcNAcB1-4GIcNAc 5 x 107
: Galp1-4GlcNAcB1-2Manf1-3
Soubor 3 NeuAcw
2.6
Galp1-4GlcNAcB1-2ManB1-6,
S2 Manp1-4 GIcNAcB1-4GIeNAc 2 x 107!
Galp1-4GlcNAcp1-2Manf1-3
12,3
NeuAco
N GalNAc 2x 107
T GalB1-3GalNAc 3x10%
Soubor 4 GalNAc¢
SN 2,6 6x 1072
NeuAco
GalB1-3GalNAc
6ST | 2.6 3% 107
NeuAco
GalNAc
NS |6 4x10°
HSO;
0S AUA1-3GalNAc 2x 107
AUA1-3GalNAc
6S 6 2x 10
HSO;
Soubor 5 AUA1-3GalNAc
2,68 2 |6 1x 107
HSO; HSO;
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HSO;
2,4,68 |4 7x 1072
AUA1-3GalNAc
2 |6
HS0; HSO,
IVA  AUA1-4GIeNAc 5% 107
AUA1-4GlcNAc
A |6 7% 1072
HSO;
HSO;
2
IS AUA1-4GIcN 2x 107
2 6
HSO; HSO,
ICsp (ng/ml)
Bovinni submaxilarni mucin 0,01
Heparin 1
Chondroitin sulfat A 7
Chondroitin sulfat B 2
Chondroitin sulfat C 20
Keratan sulfat > 100

PATENTOVE NAROKY

1. Farmakologicky p¥ipravek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jako i€innou latku
oligosacharid vybrany ze skupiny zahrnujici oligosacharidy glykosaminoglykani, sulfatovane
gangliosidy jiné neZ sulfatidy, 6-sialyl hex6zy a 3—-O—sulfatované kyseliny uronove.

2. Farmakologicky pfipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze oligosachari-
dem je keratan sulfat, chondroitin sulfat nebo heparin sulfat.

3. Farmakologicky ptipravek podle narokd I, vyznacujici se tim, Ze oligosacharid
je disacharidem nebo tetrasacharidem.

4. Farmakologicky p¥ipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze oligosacharid
je vybréan ze skupiny zahrnujici K6, Chon OS, 6S, 2,6S, 2,4,6S, Hep IVA, IIA, IS, HNK~1, 6SN,
6S2, 6SLN, S2 a SN.

5. Farmakologicky ptipravek podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako
iinnou latku oligosacharid, jenZ je tvoten glykosylaminoglykanovymi oligosacharidy, sulfati-
dem, sulfatovanym gangliosidem jinym neZ sulfatidem, 6-sialylhexézou nebo 3—O-sulfatovanou
kyselinou uronovou, fosfitem tetramanndzy, fosfatem pentamannézy, sialyl nebo sulfatyl- Le*
nebo Le*, HNK~1, HNK—3-5-kyselinou uronovou.

6. Farmakologicky piipravek podle ndroku 5, vyznaéujici se tim, Ze oligosacharid

je vybran z keratan sulfatd jako K6, S2, SN, 6ST, chondroitin sulfatd, jako je ChonSO3 OS/6S,
2,68, heparinovych oligosacharidi jako je Hep IVA, IIA, IS a 12S.
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7. Farmakologicky pfipravek podle nirokii 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze oligo-
sacharid je volny.

8. Farmakologicky pfipravek podle narokli 1 az 6, vyznac€ujici se tim, Ze mono-
sacharid nebo oligosacharid je sdruzeny.

9. Farmakologicky piipravek podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze monosacharid
nebo oligosacharid je ligandem pro protein NKR-P1.

10. Farmakologicky pripravek podle naroki 8 a9, vyznacdujici se tim, ze mono-
sacharid nebo oligosacharid je ligandem proteinu CD69.

11. Farmakologicky pfipravek podle ndroku 9 nebo 10, vyzmacujici se tim, Ze
monosacharid nebo oligosacharid ma nasledujici strukturu:

Av,w)-B(1,x)-C(1-y)-D
kde:

A je vybrano ze skupiny sestévajici z vodiku, hexozy, kterou miZe byt galaktéza nebo
manndza a mize byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituované sialové
kyseliny, alifatického Fetézce s jednou nebo vice rozvétvenymi skupinami, nasycené nebo nena-
sycené uronové kyseliny, kterd miZe byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami.
N-acetylglukosaminu, ktery miZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi Castmi, a
N-acetylgalaktozaminu, ktery miZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

B mfZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, kterd miZe byt
substituovéana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy, N-acetylglukosaminu, ktery mii-
%e byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézou nebo fukézou, N-acetyl-
galaktosaminu, ktery muiZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, substi-
tuovaného alifatického fetézce, a oligosacharidového fetézce se 3 nebo 4 manndzovymi zbytky,

C miZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, kterd miZe byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy, glukézy, N-acetylglukosaminu,
ktery muZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetylgalaktosaminu, ktery
miiZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, a alifatického fetézce, jenZ mize
byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

D muZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z jednoho nebo vice opakovani B
a/mebo C, zbyvajicich strukturnich komponent N-glykosidicky vadzanych bi- tri- nebo tetra—
antenarnich oligosacharidii, O-glykosidickych oligosacharidi a glykosaminoglykant a dalSich
sekvenci, které mohou slouzit k dodatedné vazbé nebo prezentaci ligandu a

v zavorkach uvedena mala pismena piedstavuji pozice uhlikové vazby u uvedenych sacharidu,
kde v=1nebo 2, w=2,3,4nebo 6,x=2,3nebo4,y=2,3,4nebo 6,

pficemz

kdyZ A je substituovan4 sialova kyselina znamena to kyselinu sialovou substituovanou N-acety-

lem nebo O-acetylem,

kdy% B nebo C jsou substituované alifatické Fetézce znamena to alifaticky fetézec substituovany
jednim nebo vice substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici hydroxyl, acetyl amin
(NH.COCHj,) a nabité skupiny,
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a nabité skupiny mohou byt vybrany ze skupiny sestavajici ze sulfatd, fosfati a karboxyld, jako
jsou sialové kyseliny.

12. Farmakologicky piipravek podle naroku 11, vyznacujici se tim, Ze monosacha-
ridy nebo oligosacharidy jsou tvofeny o2-3 vazanou kyselinou sialovou, 3-O-sulfatem, 3-O-
sulfitovanou galaktézou, 3—, 4-, nebo 6-O—sulfatovanym N-acetylhexosaminem, N—sulfatova-
nym hexosaminem, kyselinou uronovou substituovanou N-acetylhexosaminem nebo hexosami-
nem, 2— nebo 3-O-sulfatovanou kyselinou uronovou, al-3 vazanou fukézou, al-4 vizanou
fukézou, a2—6 vazanou kyselinou sialovou, o 2—6 vazanou kyselinou sialovou na galaktdze nebo
N-acetylhex6ze.

13. Farmakologicky ptipravek podle naroku 9 nebo 10, vyznacujici se tim, Ze oligo-
sacharid je vybran ze skupiny zahrnujici oligosacharidy glykosaminoglykand, sulfatidy, sulfato-
vané gangliosidy jiné neZ sulfatidy, 6-sialylovanou hexézu nebo 3-O-sulfatovanou kyselinu
uronovou, fosfat tetramannézy, fosfat pentamannézy, sialylované nebo sulfatované Le® nebo Le,
HNK-1, HNK-3-5—uronovou kyselinu, keratan sulfaty jako K6, S2, SN, 6ST, chondroitin
sulfaty jako ChonSO; 0S/6S, 2,6 S a 2,4,6 S, a oligosacharidy heparinu jako jsou HepIVA, 1A,
IS a IS2.

14. Farmakologicky ptipravek podle kteréhokoliv z narokti 7 az 10, vyznadujici se
tim, Ze monosacharid nebo oligosacharid je sdruZzovan na liposomech.

15. Farmakologicky pfipravek podle kteréhokoliv z narokii 8 az 13, vyzmacujici se
tim, Ze monosacharid nebo oligosacharid je sdruZovéan na sekvenci aminokyselin.

16. Farmakologicky piipravek podle kteréhokoliv z narokii 1 az 15, vyzna&ujici se
tim, Ze dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny excipient nebo nosic.

17. Pouziti oligosacharidu, ktery je pfedstavovan oligosacharidem glykosaminoglykanu, sulfato-
vanym gangliosidem jinym neZ sulfatidem, 6sialylovanou hexézou nebo 3—O-sulfatovanou kyse-
linou uronovou, pro vyrobu farmakologického piipravku podle kteréhokoliv z naroki 1 az 16 pro
modulaci aktivity efektorové funkce imunitniho systému.

18. Pouziti podle naroku 17, p¥i némz je oligosacharidem keratan sulfat, chondroitin sulfat nebo
heparin sulfat.

19. Pouziti podle narokd 17 a 18, p¥i némz je oligosacharid disacharidem nebo tetrasacharidem.

20. Pouziti podle naroku 17, pfi némz je oligosacharid vybran ze skupiny zahmujici K6, Chon
08, 68, 2,68, 2,4,6S, Hep IVA, IIA, IS, HNK-1, 6SN, 652, 6SLN, S2 a SN.

21. Pouziti podle naroku 17, kde oligosacharid je pfedstavovéan glykosaminoglykanovymioligo-
sacharidy, sulfatidem, sulfatovanym gangliosidem jinym neZ sulfatidem, 6-sialyl hexézou nebo
3-O-sulfatovanou kyselinou uronovou, fosfatem tetramanndzy, fosfatem pentamannézy, sialyl
nebo sulfatyl- Le® nebo Le”, HNK-1, HNK-3--5-kyselinou uronovou, pro vyrobu farmakologic-
kého piipravku uréeného pro modulaci aktivity efektorové butiky, kterou je piirozena zabijecska
burika.

22. Pouziti podle naroku 21, pfi némZ je oligosacharid vybran z keratan sulfatd, jako je K6, S2,
SN, 6ST, chondroitin sulfatd jako je ChonSO, OS/68S, 2,6S, 2,4,6 S, oligosacharidi heparinu
jako je Hep IVA, IIA, IS, IS2.

23. Pouziti podle naroku 22, p¥i némz je oligosacharid volny.
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24. Pouziti podle naroku 23, pfi ném?2 je oligosacharid sdruzeny.

25. Pouziti sdruzenych monosacharidi nebo oligosacharidi pii vyrobé farmakologického pii-
pravku podle kteréhokoliv z narokti 1 az 16 pro zvyseni aktivity efektorovych bunék imunitniho
systému.

26. Pouziti podle naroku 25, pfi némz je efektorovou buiikou pfirozena zabije¢ska (NK) butika.

27. Pouziti podle naroku 26, pti némZ je monosacharid nebo oligosacharid ligandem NKR-P1
proteinu.

~ 28. Pouziti podle naroku 26 a naroku 27, pfi némz je monosacharid nebo oligosacharid

ligandem CD69.

29. Pouziti podle naroku 27 nebo naroku 28, pfi némz ma monosacharid nebo oligosacharid
strukturu:

A(v,w)-B(1,x)-C(1-y)-D
kde:

A je vybrano ze skupiny sestavajici z vodiku, hexdzy, kterou miZe byt galaktdéza nebo
manndza a miZe, byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituované sialové
kyseliny, alifatického fetézce s jednou nebo vice rozvétvenymi skupinami, nasycené nebo nena-
sycené uronové kyseliny, kterd mizZe byt substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami,
N-acetylglukosaminu, ktery mize byt substituovdn jednou nebo vice nabitymi Castmi, a N—
acetylgalaktézaminu, ktery mizZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

B miZe chyb&t nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, kterd miize byt
substituovéna jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézy. N—-acetylglukosaminu, ktery mi-
e byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktézou nebo fukézou, N-acetyl-
galaktosaminu, ktery miiZe byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, substituova-
ného alifatického fetézce, a oligosacharidového fetézce se 3 nebo 4 mannézovymi zbytky,

C miize chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z uronové kyseliny, ktera mize byt
substituovana jednou nebo vice nabitymi skupinami, galaktozy, glukézy, N—acetylglukosaminu,
ktery miize byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, N-acetylgalaktosaminu, ktery
miiZze byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami, a alifatického fetézce, jenz mize
byt substituovan jednou nebo vice nabitymi skupinami,

D miZe chybét nebo byt vybrano ze skupiny sestavajici z jednoho nebo vice opakovéani B
a/nebo C, zbyvajicich strukturnich komponent N—glykosidicky vazanych bi— tri— nebo tetra—ante-
narnich oligosacharidi, O-glykosidickych oligosacharidi a glykosaminoglykanii a dalSich
sekvenci, které mohou slouzit k dodate¢né vazbé nebo prezentaci ligandu a

v zdvorkach uvedena mala pismena ptedstavuji pozice uhlikové vazby u uvedenych sacharidd,
kde v=1nebo 2, w=2, 3,4 nebo 6,x =2,3 nebo 4,y=2, 3, 4 nebo 6,

pficemZ

kdyZ A je substituovana sialova kyselina znamena to kyselinu sialovou substituovanou N—acety-

lem nebo O— acetylem,

kdyZ B nebo C jsou substituované alifatické fetézce znamena to alifaticky fetézec substituovany
jednim nebo vice substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici hydroxyl, acetyl amin
(NH.COCH3) a nabité skupiny,
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a nabité skupiny mohou byt vybrany ze skupiny sestévajici ze sulfatl, fosfatl a karboxylu, jako
jsou sialové kyseliny.

30. Pouziti podle naroku 29, pii némz je monosacharid nebo oligosacharid tvofen a2—-3 vazanou
kyselinou sialovou, 3—O-sulfatem, 3—O-sulfatovanou galaktézou, 3—, 4—, nebo 6-O—sulfatova-
nym N-acetylhexosaminem, N-sulfatovanym hexosaminem, kyselinou uronovou substituovanou
N-acetylhexosaminem nebo hexosaminem, 2— nebo 3—O-sulfatovanou kyselinou uronovou, a.1--
3 vézanou fukdézou, ol-4 vazanou fukédzou, a2-6 vizanou kyselinou sialovou, a2—6 vazanou
kyselinou sialovou na galaktoze nebo N-acetylhexdze.

31. Poutziti podle naroku 29 nebo naroku 30, pfi ném? je oligosacharid vybran ze skupiny zahr-
nujici oligosacharidy glykosaminoglykand, sulfatidy, sulfatované gangliosidy jiné nez sulfatidy,
6-sialyl hex6za nebo 3-O-sulfatovana kyselina uronova, fosfat tetramannézy, fosfat penta-
manndzy, sialylovany nebo sulfatovany Le® nebo Le*, HNK~1, HNK-3—5—uronovou kyselinou,
keratan sulfaty jako K6, S2, SN, 6ST, chondroitin sulfaty jako ChonSO; OS/6S, 2,6 S a2,4,6 S,
a oligosacharidy heparinu jako jsou HepIVA, IIA, IS a IS2.

32. Pouziti podle kteréhokoliv z narokil 17 az 31, pfi némz je farmakologicky piipravek urfen
pro opracovani bundk, jejichz efektorova funkce je smérovana na cilové buiky pied

opracovanim cilovych bunék efektorovymi.

33. Pouziti podle naroku 32, pfi némz je uvedené plsobeni farmakologického piipravku
namifeno na cilové buriky.

34. Pouziti podle naroku 32, v némz je uvedené opracovani efektorovymi butikami namifeno na
buriky cilové.

35. Pouziti podle niroku 33 nebo naroku 34, v némz se vyuziva cilové smérovani protilatky
nebo jejiho fragmentu schopného vazat antigen.

36. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 17 az 35, pfi némz je farmakologicky ptipravek urcen
pro opracovani cilovych bungk po opracovani cilovych bunék s uvedenymi efektorovymi burikami.

37. Pouziti podle naroku 36, pfi némz je uvedené opracovani farmakologickym piipravkem
smérovano na cilové buriky.

38. Pouziti podle naroku 36, pfi némz je uvedené opracovani buitkami imunitniho systému
smérovano na cilové buiiky.

39. Pouziti podle naroku 37 nebo naroku 38, pii némz smérovani pouZiva protilatky nebo jejiho
fragmentu schopného vazat antigen.

40. PouZiti podle kteréhokoliv z néarokii 24 az 31, pfi némZ jsou monosacharidy nebo oligo-
sacharidy sdruzovény na liposomech.

41. Pouziti podle naroku 40, pfi némz liposomy tvofi prvy €len specifického vazebného paru
schopného vazby na komplementarni druhy ¢lanek specifického vazebného paru.

42. Pouziti podle naroku 41, pfi némz je druhy ¢len specifického vazebného paru na povrchu
cilové buriky.
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43. Pouziti podle naroku 41 a naroku 42, pii némz je prvym Clenem specifického vazebného
paru protilatka nebo jeji fragment schopny komplementarni vazby druhého &lena.

44. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 24 az 31, pifi némZ je monosacharid nebo oligosacharid
sdruzovan na sekvenci aminokyselin.

45. Pouziti podle naroku 44, pii némz je sekvence aminokyselin souc¢asti molekuly tvofici prvy
¢len specifického vazebného paru schopny komplementdrni vazby na druhy ¢len tohoto vazeb-

ného péru.

46. Pouziti podle naroku 45, pfi némz je druhy ¢len specifického vazebného paru na povrchu
cilovych bunék, vii¢i nimz je smérovana efektorova funkce.

47. Pouziti podle naroku 45 nebo naroku 46, pfi némz je prvy ¢len specifického vazebného paru
protilatkou nebo jejim fragmentem schopnym komplementarni vazby druhého €lena specifického

vazebného paru.

48. Pouziti podle kteréhokoliv z narokt 17 az 47, pfi némzZ je modulovanou aktivitou anti-
proliferagni aktivita, cytotoxicita a/nebo sekrece cytokinu.

49. Pouziti podle naroku 48, pii némz je cytotoxicita tvofena stimulaci apoptézy u cilovych
bunék.

50. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 17 az 49, pfi némz je efektorova funkce namifena vici
cilovym butikdm, které jsou butikami nddorovymi.

12 vykrest
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