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MHC-II vézbové a/alebo MHC-II simulujiice molekuly
sa pouzivaju pri rudeni interakcie medzi aktivalnym sti-
mulantom buniek nesiicich MHC-II, ak st fagocyty, a
bunkovo viazanymi MHC-II molekulami, interakcie me-
dzi lipopolysacharidom (LPS) alebo LPS v komplexe s
inymi molekulami, ako CD14 a LBP, a bunkovo viaza-
nymi MHC-II molekulami, alebo interakcie medzi pro-
duktmi grampozitivnych baktérii alebo komplexmi pro-
duktov gramopozitnych baktérii s molekulami, ako je
CD14, a bunkovo viazanymi MHC-II molekulami. MHC
I1 véizbovou molekulou méZe byt Pubovolna anti-MHC
II protilatka alebo jej fragment, alebo Fubovolna mole-
kula, odvodena od takejto protilatky, ako si humanizo-
vané, bi¥pecifické alebo iné skonstruované molekuly a
podobne. MHC II vizbovii molekulu mozno vybrat' zo
skupiny, ktord pozostava z CD14, jeho fragmetov, jeho
modifikovanych verzii alebo peptidov, ktoré maju MHC
[T vazbové vlastnosti.
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Pouzitie MHC-I1 vazbovych molekil

Oblast techniky

Vynalez sa tyka pouzitia $pecifickych molekil na ruse-
nie interakcie medzi toxinmi, ako 1ipbpoiysacharidom (LPS)
samotnym, alebo v komplexe s inymi molekulami, ako CD14
a LBP, a ich transportnou molekulou. Vynadlez sa dalej tyka
pouzitia tychto molekil v prevencii a liec¢eni zapalovych

ochoreni, ako je septicky Sok.

Doterajs$i stav_techniky

Lipopolysacharid (LPS) je zlozkou bunkovej steny gram-
negativnych baktérii. Infekcia gramnegativnymi baktériami
mdze viest k Zivot ohrozujticemu ochoreniu, ktoré je spodsobe-
né $pecifickou vdzbou LPS k fagocytom, ako si monocyty, mak-
rofagy a granulocyty, ktoré sa tym aktivujd a vylucuji rbdzne
cytoklny, vratane tumor nekrotlquuceho faktora -(TNF-a),
interleukinu 1 (IL-1), IL-6, IL-8, a inych medidtorov zapa-
lu. Tieto latky bud priamym uc¢inkom alebo aktivaciou sekun-
darnych mediatorov spustaju kaskadu procesov vyastujucu do
ochoreni koagula&ného systému, vazodilatidcie, multiorganové-
ho zlyhania a napokon do septického Soku (4, 5).

Vo vieobecnosti je vyrazna aktivacia fagocytujucich bu-
niek, vyGstujica do vyluCovania velkého poc¢tu zapalovych me-
diatorov, ustrednym procesom v patogenéze patologického sta-
vu, ktory sa nazyva syndrém 'éystémovej zadpalovej reakcie
(SIRS). Popri aktivécii pomocou LPS sa SIRS méZze vyvinut ako
vysledok rdéznych daléich klinickych stavov, ako jé infekcia
baktériami alebo virusmi, trauma, popaleniny, pankreatitida,
graft-versus-host a host-versus-graft reakcia, hemofagocyt6-
za a mnoho inych. Toxicky S$ok, spbsobeny exotoxinmi, ako je
stafylokokovy toxin A, z grampozitivnej baktérie je jednym
z prikladov =zapalového ochorenia. Inymi exotoxinmi, tiez
znadmymi ako superantigény, su stafylokokovy toxin B a strep-

tokokové toxiny.
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Preukazalo sa, zZe LPS sa viaze s glykozylfosfatidylino-
zitolom (GPI)-kotvenym monocytovym antigénom CD14. CD14 je
pritomny na povrchu monocytov, makrofagov a granulocytov,
ale tiez sa nachadza v rozpustnej forme bez kotviaceho GPI
v sére. zdravych jedincbv.fﬁalej sa preukazalo, ze aktivacia
'monocytbv pomocbu‘ LPS sé ﬁéie inhibovat ahti—CD14'monoklo-'
nalnymi protilatkami. Preto sa navrhlo, ze CD14 by mohol
sluzit ako receptor pre‘LPS (1) a sprostredkovat ucinky LPS
na cytoplazmu. AvSak CDl4-negativne bunky mdézu tiez odpove-
dat na LPS (2, 7, 8). '

Dalej sa stalo znamym, Zze CD14 je glykozylfosfatidyl-
inozitolom (GPI)-kotvenou molekulou, ktord nemd transmembra-
novu a cytoplazhovﬁ cast (9). Teda CD14 nemdzZe prenasat sig-
nal do cytoplazmy. Je vsSeobecne prijimanou hypotézou, zZe na
GPI viazané proteiny vyzaduju pridavné transmembranové
molekuly na prend$anie signalu. Teda skutoénd transportna
molekula pre LPS a pripadne pre iné SIRS stimuly sa doteraz
nezistila. v '
| V pripade bunkovej aktivécie pdmocoﬁ LPS sa u molekﬁl;
inych nez CD14, musi vyvolat to, aby prejavili bunkovi akti-
vaciu pomocou LPS (10). Navrhlo sa, aby LPS vytvoril komplex
bud s membrianovo viazanym alebo rozpustnym CD14 a LPS viazu-
cim proteinom (LBP). Iné sérové molekuly mbzZu byt tiez su-
¢astou tohto kompleku. Tento komplex interaguje s doteraz
nezistenou molekulou na bunkovom povrchu, ¢o védie k aktiva-
cii buniek.

Bolo opisané, ze CD14 hra kITGéova ulohu pri iniciovani
bunkovej aktivacie pfoduktami ‘bakteridlneho obalu z grampo-
zitivnych, ako aj graﬁnegativnych organizmov (13). Opat sa
aj iné membranovo viézané a sérové molekuly mo6zu zucastiiovat
interakcie s molekulou na bunkovom povrchu, ktora vedie

k bunkovej aktivacii.

Podstata vynalezu

Podla tohto vynalezu sa teraz zistilo, Ze na aktivéaciu

buniek pomocou LPS st potrebné molekuly hlavného histokompa-



tibilného komplexu II (MHC-II), ktoré sluzia bud ako recep-
tor a/alebo 4dko signdl prenasajuci prvok pre molekulové
komplexy LPS a molekuly ako CD14 a LBP. U Iudi je MHC znamy
ako humanny leukocytovy antigén (HLA). Ukézalo sa, Ze schop-
nost odpovede na LPS zavisi od expresie molekudl MHC triedy"
II na bunkovom pbvrchﬁ; Bunkova linia, na ktori tu odkazuje-

me ako na "THP—lMHC+"

, je monocytovou bunkovou liniou, ktora
vykazuje expresiu MHC triedy II, a ktori opisali Tsuchyia
a spol. (3) ako THP-1. Druhd bunkovd linia, na ktoru tu od-
kazujeme ako na "THP-1.6MHC’", je MHC triedy II-negativna
monocytova bunkova linia, odvodenad od THP-1MHC+ spontannou
mutaciou. THP-1MHC+ bunky vyluduju cytokiny v odozve na LPS,
zatial co THP-1 . ¢MHC- bunky nie. CD14-pozitivne, MHC
Il-negativne Tudské periférne krvné monojadrové bunky (PBMC)
tieZ neodpovedaji na LPS. Expresia MHC triedy II a vnimavost
na LPS sa daju obnovit transfekciou THP-1.6MHC- buniek pomo-
cou CIITA, cDNA kédujucou jadrovy faktor, podstatny pre exp-
resiu MHC-II molekul na bunkovom povrchu.

Prenadanie inych SIRS stimulov K. bunke mbéZu tie spro-
stredkovat MHC-II molekuly. Uz skér bolo demon§trované, zZe
exotoxiny sa tiez viaZzu k MHC-II molekuléam na bunkovom po-
vrchu. Aktivita inych grampozitivnych produktov sa spro-
stredkuje prinajmens$om ciastocne pomocou CD14, a preto je
pravdepodobné, Ze komplex tychto produktov s CD14 tiez in-
teraguje s MHC—Ii'molekulami, aby aktivoval bunky.

Prevencia a/alebo liedenie systémového syndrému zapalo-
vej reakcie sa teda mbéze uskutoénit rudenim interakcie medzi
komplexom LPS s inymi molekulami, ako st CD14 a LBP (dalej
oznaceny ako “CD14[LPS/LBP' komplex"), a na bunku viazanym
MHC-II. Podla tohto vynalezu sa toto ruSenie da dosiahnut
dvoma rdéznymi spdsobmi.

Po prvé méze byt viazanie CD14/LPS/LBP komplexu
k MHC-II, viazanému na bunku, blokované MHC-II Qiaéucimi mo-
lekulami, ako st anti-MHC-II protilatky, CD14 alebo od nich
odvodené peptidy. Tento typ molekuly konkuruje CD14/LPS/LBP
komplexu a teda zabranuje komplexu naviazat sa, ale samotny

neaktivuje MHC-II. Transportnia funkcia MHC-II je potom blo-



kovana.

Po druhé, cirkulujtci LPS alebo CD14/LPS/LBP komplex sa
méze zachytit MHC-I1I simulujdcimi molekulami. Komplexy, via-
Zuce sa k rozpustnému MHC-II alebo MHC-II podobnym moleku-
- 1ém, uz nie st schopné viazat sa k MHC-II, viazanému na.bun-
ku. Tedéfaktivécii bunky sa zabrani. ”

MHC-II vazbové molekuly =zahrnuju Iubovolni molekulu
ktora je schopnd blokovat viazanie LPS alebo CD14/LPS/LBP
komplexu k MHC-II. V praxi sem budi =zahrnuté anti-MHC-II
protilétky, aj monoklonidlne, aj polyklondlne protilatky,
smerujiuce k CD14/LPS alebo LPS viaZzucemu miestu bunky. Frag-
menty protildtok su tieZ vhodné ako MHC-II vézbové molekuly.

Predpoklada sa, Ze MHC-II simulujice molekuly zahrnujt
aj molekuly rozpustného MHC-II samotné, ako aj akiukoIvek inu
molekulu, ktora je schopnd blokovat MHC-II véazbové miesto na
LPS alebo CD14/LPS komplexe. Molekuly tohto typu mOéZu zahr-
novat kompletné MHC-II molekuly alebo ich fragmenty alebo
pbdjednotky. Dalej mézu byt uzitoéné peptidy, schopné viazat
sa k LPS alebo %k CD14/LPS/LBP komplexu bez aktivovania -
MHC-II. Takéto peptidy mdéZu byt prinajmenSom homologické
s MHC-II a zahrnuju vhodné D-aminokyseliny, ktoré peptidu
dodavaju antagonistické vlastnosti. Tieto molekuly mdézu byt
v rozpustnej forme alebo viazané na povrch nosica.

Na zédklade informacie, podanej Vv tejto prihlaske, bude
skiuseny odborniktSchopny uré¢it vhodné viazuce a/alebo simu-
lujtce molekuly.

Tento typ molekuly méze pochadzat z IubovolIného vhodné-
ho 'zdroja, bud Tudského alebo iného, a mobze sa pripravit
réznymi spb6sobmi, ako je izolécia zo_supernatantu bunkovej
kultiry MHC-II-pozitivnych buniek alebo z bunkového lyzatu.
Zvlast vyhodnym spdsobom izolacie je imunochromatografia.
Vhodné molekuly tieZ moZno pripravit génovou technolégiou,
proteinovymi chemickymi metédami alebo akoukolvek inou vhod-
nou metédou.

Podla tohto vynadlezu tieto dva typy molekil mozZno pou-
2it v prevencii a/alebo liedeni zéapalovych ochoreni, ako je

septicky $ok, graft-versus-host reakcie po transplantacii



organov, ako su transplantdcie kostnej drené, reakcie od-
mietnutia Stepu, zapalové reakcie, ktoré vznikli v désledku
popalenin, nehéd, infekcii pankreasu atd..

Vynalez je tiez vhodny na prevenciu a/alebo terapiu
~inych zapalovych reakeii, vznikajﬁciqh napr. po chirurgic-
:kychvzékrokoch, ako je syndrém prepustania kapilar, alergic-
ké ochorenia, autoiminne ochorenia, ako je Lupus Erythemato-
des'(LE) a jeho subformy, sklerodermia a jej subformy, eozi-
nofilny zapal fascie, Sjégrenov syndrém, polymyozitida, der-
matomyozitida, nodézna periarteriitida, Vegenerova granulo-
matbza, tempordlna arteritida, reumatickd polymyalgia, atd.,
reumatoidné ochorenia, ako je reumatoidnd artritida, juve-
nilnad chronickd artritida, Feltyho syndrém, Caplanov synd-
rém, ankylozujica spondylitida, (Marie;Strﬁmpell-Bech-tere—
vova choroba), psoridza, Reiterov syndrém, Behcetov syndrém.

Inymi ochoreniami, ktoré sa daju liec¢it podla tohto vy-
nalezu a prinajmensom diastoéne vznikaji =z autoiminnych
mechanizmov, si medziinym diabetes mellitus, Crohnova.choro-
ba; ulcerdézna kolit{da, vredy traviaceho "traktu, obiiékové
infekcie, ako je glomerulonefritida a nefritida, artério-
sklerotické ochorenia, sklerdéza multiplex, Alzheimerova cho-
roba, hypertyredéza, hypotyreodza. ,

Vynalez sa tieZ moéze pouzit pri zdpalovych reakciach
v jednom alebo Viacechh Tudskych orgéanoch, spojenych s on-
kologickymi ochbreniami, ako je leukémia, krvinkové tumo-
ry, karciném, fibrém, sarkém a roézne typy histiocytodzy.

Vynidlez sa tieZ d4 pouzit na prevenciu a/alebo liecenie
virusovych ochoreni, ako je AIDS. Je zname, Ze LPS-stimula-
cia zvysuje vniutrobunkovu replikéciu Human Immunodeficiency
Virus-u (HIV). Bloko?anie stimulécie'prostfednictvom LPS po-
mocou MHC-II viazbovych a/alebo simulujicich molekidl podla
tohto vynalezu teda odstrani tento replikacdny stimul.
MHC-I11 vazbové a/alebo simulujice molekuly podIé.tohto vyna-
lezu mozZno preto pouzit na dodanie ochranného uc¢inku
HIV-infikovanym bunkém tym, Ze sa zabrani stimuldacii repli-
kdcie virusu stimulmi, ktoré aktivuju bunku.

Na zaklade udajov, uvedenych v prikladoch, si moZno



predstavit nasledujuci model aktivéacie buniek prostrednic-
tvom LPS. Na jednej strane sa LPS méze viazat k membranovo
viazanému CD14 (mCD14), ¢&o je interakcia, ktoru urychluje
lipopolysacharid viazuci protein (LBP) . Komplex LPS
' a»GPI-zakotveného mCD14 a pripadne LBP by potom interagoval
s transmémbrénovymi'molekUlami MHC triédy-II, ¢o by vyﬁStiIO‘
do prenosu signidlu. Tato situdcia je zndzornena na obr. 3A.
Na druhej strane, LPS sa spolu s LBP mbéze viazat k rozpust-
nému CD14 (sCD14), pritomnému v sére, a tento komplex sa po-
tom mbéze viazat k molekulam MHC <triedy II na povrchu
CDl4-negativnych buniek, c¢oho vysledkom je aktivacia
CD14-negativnych, ale MHC triedy II-pozitivnych buniek. Tato
situdcia je zndzornena na obr. 3B. Hoci kontakt je znazorne-
ny medzi CD14 a MHC-I1I, na tejto interakcii sa m6Zu podielat
aj LBP a LPS, ako aj iné, doteraz nezistené molekuly. Akti-
vaény stimul mdéze byt tieZ zloZkou grampozitivnych baktérii,
hoci v tomto pripade uloha LBP nebola urcend. Tym sa nevylu-
¢uje moznost, 2Ze niektoré aktivaéné stimuly pOsobia priamo
na MHC-II molekuly bez tvorby komplexu s CD14 alebo LBP. Te-
raz je zistené, Ze stimuléacia je sprostredkovand MHC-II mo-
lekulami. Blokovanie alebo simulovanie tychto molekul teda
zabrani prenosu aktivac¢ného stimulu.

Vynalez sa dalej tyka MHC-II vazbovych molekil, MHC-I1I
simulujdcich molekul a farmaceutickych formulacii, obsahuju-
cich ktorykolvek alebo oba typy tychto molekul. Farmaceutic-
ké formulacie, obsahujice jednu alebo viaceré MHC-II vézbo?é
molekuly a/alebo MHC-II simulujice molekuly ako u¢innu pri-
sadu na rusenie interakcie medzi aktivadnym stimulom, ako. je
LPS, pre bunky, vykazujﬁce expresiu MHC-II holekﬁl, ako su
fagocyty, a na bunkﬁ-viazanych MHC-II molekul, majui formu
praskov, 'suspenzii, roztokov, sprejov, emulzii, infazii, in-
haladnych zmesi, masti alebo krémov, a mozno ich pouzit na
miestnu aplikéciu, na intranazdlne, rektdlne, vaginalne
a tieZ na oralne, parenteridlne (intravendézne, intradermalne,
intramuskularne, intratekdlne, atd.) alebo transdermalne po-
danie, podanie pomocou inhalaénych prostriedkov, atd.. Far-

maceutické formuldcie podla tohto vyndlezu mozZno pripravit
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spojenim (t.j. zmieSanim, rozpustenim, atd.i uc¢innej (ych)
zluéeniny (in) s farmaceuticky prijatelnymi vehikulami
s neutralnym charakterom (ako st vodné alebo nevodné rozpus-
tadla, stabilizatory, emulzifikdtory, detergenty, prisady),
a dalej, ak je to potrebné, s - farbivami a prichutami. Kon-
centriacia ~1u¢innej prisady vo farmaceutickej: formulécii sa
mdéze menit v rozsahu od 0,001 % do 100 % v zavislosti od po-
vahy 1liedenia a - spdésobu podavania. Déavka G&innej prisady,
- ktora sa podava, zavisi tiez od Specifickej aplikacie a ces-
ty podavania, ale méZe sa menit napriklad medzi 0,01 pg
a1l mg na kg telesnej hmotnosti, s vyhodou medzi 0,1 ug
a 100 pg na kg telesnej hmotnosti.

Vyndlez ilustrujeme s odkazom na nasledujice priklady,

ktoré nemaju obmedzit rozsah vynalezu.

Priklady uskutodénenia vynilezu

Priklad 1 -

Uvod

. Hypotéza, z2ze MHC-II je prendSatom a/alebo receptorom
pre komplex, zahrnujuci LPS, CD14, LBP a pripadne iné mole-
kuly, v aktivacii fagocytizujucich buniek prostrednictvom
LPS sa testovala porovnavanim vylucovania cytokinov‘MHC
triedy II—pozitithmi (HLA-DR) a MHC triedy II-negativnymi
bunkovymi liniami pri stimuldcii prostrednictvom LPS. Vylu-

¢ovanie cytokinov indikuje aktivaciu bubiek.

Materidly a metédy A

THP-1MHCH  je CD14—negativna, MHC triedy II-pozitivna
monocytova bunkovAd linia Tudského povodu (3). THP-1 . 6MHC- je
spontanne odvodeny, MHC triedy II-negativny mutant
THP~1MHC+, klonovany opakovanymi obmedzujicimi zriedeniami.

HLA-DR expresia sa obnovila transfekciou THP-1 . 67HC-
buniek pomocou CIITA (transaktivator triedy II; jadrovy pro-
tein, podstatny pre expresiu MHC triedy II-proteinov (12)),

aby vznikol THP-1.6MHC-CIITA.



Expresia HLA-DR a CD18 na povrchu THP-1"HC* buniek (di-
vokého typu), THP-1.6MHC-  buniek (bunkova linia mutantu)
a THP-1.6MHC-c11TA (THP-1.6MHC-  bunky, transfektované pomo-
cou CIITA) sa stanovila prietokovou cytometriou.

‘Rozne bunkové linie sa kultivovali s 106  bunkami/ml
v médiu, ddplnenom 10 % FCS, a'stimulovéli sd LPS-V dévkach
0, 1, 10, 100 ng/ml a 1 pg/ml. Po 24 hodinach sa supernatan-
ty odobrali a pomocou ELISA sa v nich stanovil obsah TNF-a
a IL-8.

Vysledky a diskusia

Zivotaschopnost buniek sa po6sobenim LPS nezhorsSovala.
Viac nez 95 % buniek bolo zivotaschopnych, ako ukadzalo far-
benie trypanovou modrou. .

Zatial o expresia CD18 bola v uvedenych troch bunko-
vych linidch podobna, pri THP-1.6MHC-  bunkach sa prejavila
expresia vyznamne niz$ich hladin HLA-DR nez pri THP-1MHC+
bunkach. o ,

Pri stimulacii THP-1MHC+ buniek prostrednictvom LPS
bunky odpovedali vylucovanim TNF-a a IL-8 (obr.1l). Na roz-
diel od toho sa Vv HLA-DR-negativnej bunkovej 1linii
THP-1.6MHC-  nepodarilo vzbudit vyluGovanie TNF-o ani IL-8
stimulaciou pomocou LPS, dokonca ani pri pouziti vysokych
davok LPS. Avsak HLA-DR-expresia a schopnost odpovedat na
LPS sa obnovili kransfekciou s CIITA. Prijal sa zaver, ze na
aktivdciu monocytovych buniek pomocou LPS bola potrebna exp-
resia HLA-DR molekul.

Priklad 2

Uvod

Na potvrdenie zisteni z prikladu 1 sa vysledky, ziskané
s uvedenym systémom bunkovej linie verifikovali, s pouzitim
buniek pacienta s nedostatkom MHC triedy II, zriedkavou vro-
denou chorobou, ktora sa prejavuje ako tazkd kombinovana
imunodeficiencia v rannom detstve. U tychto pacientov nie je

ovplyvnena CD14- expresia. PBMC od pacienta s nedostatkom



MHC triedy II a od kontrolného jedinca sa kultivovali v pri-
tomnosti zvys$ujucich sa davok LPS, a hladiny TNF-a a IL-1 sa

merali v supernatantoch z tychto kultir.

Materialy a metddy

Periférne krvné mbnojadrdvé' bunky (PBMC)' sa odobrali-

pacientovi s nedostatkom MHC-II a zdravej kontrole.

Expresia HLA-DR na povrchu oboch PBMC od pacienta (S$ra-
fovany histogram,AIavé strana na obr. 2) a od zdravej kont-
roly (sivy histogram) sa stanovila priamym imunofluorescen-
¢nym farbenim a prietokovou cytometriou.

PBMC od pacienta (hruba ¢iara) a od kontroly (tenka
¢iara) sa kultivovali s 106 bunkami/ml v médiu, doplnenom
10 % normédlneho Tudského AB—pozitivného séra a stimulovali
sa 0, 1, iO a 100 ng/ml LPS. Po 24 hodindch sa supernatanty
odobrali a pomocou ELISA sa v nich stanovil obsah TNF-a.

Vysledky a diskusia

PBMC od zdravého jedinca vylucovali TNF-a a IL-1""

v odozve na LPS, ako sa ocakavalo. AvSak MHC +triedy
II-deficitné PBMC od pacienta nevylucovali vyznamné drovne
cytokinov v odozve na LPS (obr. 2). Ukdzalo sa teda, Ze po-
Zziadavka expresie MHC triedy II molekil sa neobmedzovala na
THP-1MHC+ skupinu bunkovych 1inii. '

Udaje ukazujﬁ, Ze membranovo viazany CD14 nie je na ak-
tivaciu buniek pomocou LPS (THP—lMHC+ bunky nevykazuju ex-
presiu CD14) ani potrebny ani postacujuci (PBMC od MHC trie-
dy II-deficitnych pacientov vykazuju expresiu normalnych
hladin CD14). | B

AvSak vys$Sie opisané pokusy neurcduju ulohu rbzpustného
CD14. Vo vSetkych tychto pokusoch sa pouzili média, doplnené
sérom, ktoré obsahovalo rozpustny CD14. Pokusy sa preto
zopakovali, kultivujic THP—lMHC+, .THP—1.6MHC'
~a THP-1.6MHC-CIITA bunky v médiu bez séra. Pésobenie zvyse-
nymi davkami LPS neviedlo k vyluCovaniu vyznamnych hladin
TNF-«a.

Vysledky naznacduju, ze MHC triedy II molekuly rozhodu-
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juco ovplyviiuju schopnost odpovedat na LPS. HLA-DR-negativne
bunky neboli schopné vylucdovat cytokiny pri stimuléacii pomo-
cou LPS. Tiez by sa mohlo argumentovat, Ze chybanie odpovede
na LPS je spb6sobené faktorom, ktory tzko suvisi s MHC triedy
" IT a je~reguloVany CIITA, skor nez to, ze chybanie MHC trie-
dy Il-expresie éamO'bsébe'spésobuje zniZent schophsf’odpove—
dat na LPS. AvSak tento defekt v odpovedi na LPS sa neobme-
dzuje na vylﬁéovanie samotného cytokinu, pretoZe sa potlaci-
lo vylucdovanie TNF-a, ako aj IL-1 a IL-8. Naviac sa dodnes
napriek intenzivnemu vyskuhu nezistila okrem MHC triedy II
Ziadna molekula, regulovana CIITA. Napokon, pricinou choroby
pacienta nie je defekt, ktory suvisi s CIITA. Transfekcia
Epstein Barrovym virusom (EBV) transformovanych B-buniek od

tohto pacienta neobnovila expresiu MHC triedy II molekul.
Priklad 3
ﬁvod

a CD14 sa demons$trovala troma rdéznymi spdsobmi.

' Po prvé, lyzaty MHC-II-pozitivnych a MHC-II-negativ-
nych bunkovych 1linii sa inkubovali MHC II Specifickymi alebo
kontrolnymi protilatkami a radioaktivnym CD14 (CD14*) alebo
réddioaktivnou kontrolnou molekulou. Komplexy medzi MHC-II
'a CD14* mozu precipitovat len interakciou protein A-agardzy
a MHC-1I Specifickych protilatok. V zrazenine by sa nemala
zistit Ziadna radioaktivita, ked sa pouzije kontrolna mole-
kula alebo kontrolna protilatka. Ak nie je pritomny Ziadny
MHC-II, nemoZno v zrazenine najst Ziadnu radioaktivitu.

Po druhé, MHC—Ii'sa inkuboval rédioakfivnym CD14. Pred-
poklada sa, Ze sa vytvoria komplexy MHC-1I/CD14*. Teoreticky
tieto komplexy mozno zrazat pomocou protilatok, ktoré su
Specifické pre ktoréhokolvek z.oboch partnerbv v- komplexe
a protein A-agardzu.

Po tretie, testovalo sa, ¢i by anti-CD14 protilatky
mohli blokovat interakciu MHC-II a CD14%.

Princip tychto pokusov je dalej ilustrovany na obr. 4.

Fyzick4 interakcia medzi MHC triedy II molekulami . ~ *
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Metddy

1. Priprava réadioaktivneho CD14

Rekombinantny CD14 sa  pripravil pbmocou in vitro
traﬁskripcie/translécie'z CD14 cDNA 'plnej diiky,.ktoré,bola
pripraVené‘pohocbu PCR metéd a ktorej nukleotidova sekvencia
sa overila s pouzitim TNT T7 viazaného retikulocytového ly-
zadtového systému podla protokolu vyrobcu (Promega, Svajcéiar-
sko) v pritomnosti 355_metioninu. Ako kontrola sa pripravila
radioaktivne znackovana luciferaza pomocou in vitro

transkripcie/translacie s pouzitim toho istého systému.

2. Priprava bunkovych lyzatov

Takzvané 293 bunky sa pripravia =z Tudskych embryonal-
nych obliéiek, transformovanych Tudskym adenovirusom typu
5 DNA (ATCC oznacdenie CRL 1573); 293 bunky divokého typu ne-
vykazuju expresiu MHC triedy II molekil, ako sa zistilo FACS
analyzou. Tieto sa vzali ako MHC IIl-negativne 'bunky..293 v
‘bunky, transfektované s cDNA .z a-, B- a' Ih§§;féﬁ%ﬁ§ch (i)
retazcov lTudského MHC triedy II, sa ziskali od Dr. Jacquesa
Neefsjesa, Netherlands Cancer Institute, Amsterdam. Tieto
vykazuju expresiu MHC II, a preto sa pouzili ako MHC
II-pozitivne bunky. Lyzaty z MHC triedy II-pozitivnych a MHC
triedy II-negativnych bunkovych 1inii sa pripravili nasle-
dovne. -

5 x 100 buniek sa lyzovalo v Petriho miske v 1 ml lyzo-
vého pufra (Boehringer Mannheim, siprava na znacCenie a imu-
noprecipitaciu’ buniek). Po 30 minutach sa lyzované bunky
pozberali a podrobili "sa sonifikacii (3 x 15 sektnd), po
ktorej ‘nasledovalo 30 minit inkubécie né Yade a nésledna
centrifugédcia. Supernatanty sa podrobili imuﬁoprecipitéoii,

ako je opisané dalej.

3. Imunoprecipitédcia v pokuse 1
Imunoprecipitéacia sa uskuto¢nila s pouzZitim reagentov
a podla navodu zo "Supravy na znacdenie a imunoprecipitéciu

buniek" Boehringer Mannheim (Svajéiarsko). Strudéne, vzorky
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sa predc¢istili s pouzitim 50 pl protein A—agérézy. Po od-
straneni tejto protein A-agarézy centrifugidciou sa superna-
tanty inkubovali S nasledujicimi protilatkami: L1243
(anti-HLA-DR, ATCC oznacenie HB 55); 1BS (anti-MHC triedy
II,"ziskané od Dr. Jacquesa Neefsjesa, Netherlands Cancer
Institute, Amsterdém); a antiACD3 (Pharmihgen, 'San‘Diégo,H~
USA/AMS Biotechnology, Svaj&iarsko). Po 1 hodine sa pridalo
50 upl protein A-agardézy a vzorky sa inkubovali 3 hodiny
s naslednymi 6 premytiami.

Potom sa pelety opdtovne suspendovali v 30 pl pufra
(50 mM Tris, pH 7,5, 20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF),
a pridalo sa 5 pl roztoku, ziskaného v in vitro reakcii
transkripcie/translacie, ktory obsahoval radioaktivne znac-
kovany CD14, a tato zmes sa inkubovala 30 mindt pri teplote
miestnosti. Po centrifugéicii sa pelety premyli 2x premyvacim
pufrom #2 s naslednymi 2 premytiami premyvacim pufrom #3
(pufre #2 a #3 pochadzaju zo supravy na znacCenie a imunopre-
cipitdciu buniek, Boehringer Mannheim, Svajéia;sko).,Pelety
sa potom rozpustili a varili v $tandardnom SDS-PAGE plniacom -
pufri a podrobili sa gélovej elektroforéze na 10 % SDS poly-

akrylamidovom géli, po ktorej nasledovala autoradiografia.

4. Cistenie MHC triedy II molekul

MHC triedy II molekuly sa extrahovali a precdistili od
THP-1 buniek spdésobom, ako opisali Gorga a spol. (15), s ma-
lymi modifikaciami. L243 (anti-HLA-DR, ATCC oznacenie HB
55) sa imobilizovala na stipci protein A-Sepharose B priecé-
nou viazbou s dimetylpimelimiddtom. THP-1 bunky sa 1yZOVaii
na Tade v Tris-HC1, pH 8,0, obsahujucej 0,1 mM PMSF. Vietky
nasledné kroky sa uskutoénili pri 4 °C. Lyiét sa centrifugo-
val pri 3000xg a peleta sa premyvala, kym supernatant nebol
¢iry. Spojené supernatanty sa centriftigovali pri 160000xg
40 min. a peleta sa opatovne rozpustila pridanim Nonidet
P40 do 4 %-nej konedénej koncentracie. Po centrifigovani pri
160000xg po dobu 2 hodin sa supernatant naniesol na rad
stipcov v nasledujtcom poradi: Sepharose 4B (10 ml), normal-

ne kralic¢ie sérum - Affigel 10 (10 ml), protein A-Sepharose
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4B (2 ml) L243-Sepharose 4B (12 ml). Stipce sa premyli 10 mM
Tris-HC1/0,1 % Nonidet P40, pH 8,0 (5 objemov); 10 mM
MOPS/140 mM NaCl/0,1 % deoxycholat, pH 8,0 (2 objemy); 10 mM
Tris-HC1/0,1 % deoxycholat, pH 8,0 (4 objemy). L243 stipec
sa pofom-ibdpojil'dd ostatnych  stipcov a rychlo sa eluoval
50 mM glycinu/0,1 % deoxycholatu, pH 11,5. 10 ml frakcie sa
odobrali a nastavili na pH 7,0 az 8,0, akondhle boli eluova-
né 2M glycinom, pH 2,0. Eluované HLA-DR molekuly sa skoncen-
trovali ultrafiltridciou s 30 kDalton uzatvaracimi membréana-
mi. Po trojnasobnom premyti v Tris-HC1/0,1 % deoxycholate,

pH 8,0, sa protein opadtovne zriedil v tom istom pufri.

5. Imunoprecipitacia v pokuse 2

5 ul roztoku, obsahujiceho radioaktivne znackovany
CD14, ziskaného v in vitro reakcii transkripcie/transléacie,
sa zmieSalo s 1 pl roztoku, obsahujiiceho priblizne 10 ng MHC
triedy II‘molekﬁl, a inkubovalo sa 30 mindt pri teplote

miestnosti. Potom sa pridali protilatky a vzorky sa inkubo-

vali 1 hodinu pri 4 °C;'Po“pfidani 50 pul protein A-agarébzy - -

sa vzorky inkubovali dalS$ie 3 hodiny pri 4 °C. Po centrifu-
gacii sa pelety 2x premyli premyvacim pufrom #2, po com nas-
ledovali 2 premytia premyvacim pufrom #3 (sUprava na znace-
nie a imunoprecipitéciu buniek, Boehringer Mannheim, Svaj-
¢iarsko). Pelety sa potom rozpustili a varili v Standardnom
SDS-PAGE plniacom pufri a podrobili sa gélovej elektroforéze
na 10 % SDS polyakrylamidovom géli, po ktorej nasledovala

autoradiografia.

6. Imunoprecipitédia'v pokuse 3

Pred pridanim fédioaktivne znac¢kovaného CD14 k imuno-
precipitaénym vzorkdm, ako bolo opisané pre iné imunopreci-
pitaéné pokusy, sa roztok, obsahujici CD14, inkuboval so
zmesou anti-CD14 protilatok 10 mindt pri teploté.miestnosti.
Zmes pozostavala z 10 pg kazZdej z nasledujicich anti-CD14
protilatok: RMO52 (Immunotech, Svajéiarsko); LeuM3 (Beckton
& Dickinson, Svajé&iarsko); MY4 (Coulter, Svajé&iarsko); Tik

4 (Dako, Svajc¢iarsko); a 100 pl supernatantu z nasledujtcich
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anti-CD14 hybridémov: 3C10, 63D3 (oba ziskané od ATCC). Ako
kontrola sa pridal PBS s tym istym objemom, L ako bol objem
zmesi protilatok, k 5 pl roztoku, ktory obsahoval radioak-
tivne znackovany CD14.

. Protilatkami, pouzitymi . na imunoprecipitéciu, boli:

MY4 (anti-CD14) a L243 (anti-MHC II).
Vysledky:
Pokus 1

Demons$tracia koprecipitédciou MHC triedy II molekdl a CD14
s.pouzitim lyzatov z MHC triedy II-pozitivnych a MHC triedy

II-negativnych buniek

Vysledky tohto pokusu s zndzornené na obr. 5. Na Tavej
strane su znazornené vysledky pokusov, uskutoc¢nenych s pou-
zitim 1lyzatu z 293-buniek, transfektovanych MHC triedy II
(t.3. kotransfekfo?ahychAs'd, B a i-refaiéom”MHC triedy.II),
na pravej strane vidiet vysledky s pouzitim MHC triedy
II-negativnych buniek 293 divokého typu.

V liniach 1 a 2 neSpecificky precipitovali kontrolnou
protilatkou anti-CD3 len slabé péasy, pravdepodobne zodpove-
dajice radioaktivnemu CD14 (linia 1), resp. luciferédze (1li-
nia 2). Pasy, zbdpovedajﬁce radioaktivne znackovanému CD14
(CD14%), s jasne viditelné v liniach 3 a 5; dve rozdielne
protilatky, rozpoznavajuice MHC triedy Il-molekuly (linia 3:
L243; linia 5: 1B5) (ko)precipitovali’Cﬁ14*. Koprecipitacny
t&inok fychto anti-MHC  triedy II protilétok je Specificky
pre CD14, pretoze fieto protilatky nekoprecipituju (linie
4 a 6) ziadne vyznamné mnozstvo radioaktivne znackovaného
kontrolného proteinu (luciferéazy). Koprecipitédcia CD14
anti-MHC +triedy II protilatkami zavisi od pritomnosti MHC
triedy II molekul, pretoze v nepritomnosti MHC triedy II mo-
lekul (s pouZitim lyzatu z MHC triedy II-negativnych 293 bu-
niek, linie 7 aZ 9) nedochadza k Ziadnej precipitacii CD14

anti-MHC triedy II protilatkami.
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Pokus 2

Demons$tracia koprecipitaciou MHC triedy II molekul a CD14
s pouzitim MHC triedy II molekul, vycdistenych imunoafinitnym

‘stipcom

Vysledky tohto pokusu si znazornené na obr. 6. Na Tavej
strane sU znazornené Vysledky imunoprecipitacénych pokusov,
uskutoc¢nenych v pritomnosti vydistenych MHC triedy II mole-
kdl, na pravej strane vidiet vysledky pokusov, uskutocnenych
v nepritomnosti vyc&istenych MHC +triedy II molekul, t.j.
s pouzitim pufra ako negativnej kontroly.

V 1linidch 1 a 4 vidiet slabé pasy, zodpovedajice CD14,
nesSpecificky precipitovanému kontrolnou protilatkou
(anti-CD3). V 1inii 3 sa po precipitéacii anti-CD14 protilat-
kou objavuje pas, zodpovedajuci CD14. V linii 2 ma pas, =zod-

povedajici CD14, vys$S$iu intenzitu nez v 1linii 3, hoci v tom-

to pokuse sa precipitdcia uskutoc¢nila anti-MHC triedy II mo- -

lekulami. V nepritomnosti vy&istenych MHC triedy II molekdl
CD14 silne precipituje anti-CD14 protilatkami (linia 6), za-
tial ¢o koprecipitécia CD14 anti-MHC triedy II protilatkami

nepresahuje uGroveil pozadia (linia 5).
Pokus 3

Fyzikalnu interakciu medzi CD14 a MHC triedy II molekulami

mozno inhibovat anti-CD14 protilatkami

Vysledky su znazornené na obr. 7. Linie 1 a 5 ukazuju,
Ze anti-CD14 protiléfka MY4 precipituje rédioaktivne znacko-
vany CD14, vytvoreny in vitro transkripciou/translaciou
nezadvisle od pritomnosti (linia 1) alebo nepritomnosti (li-
nia 5) MHC triedy II molekul (kontrola). CD14 je silne pre-
cipitovany L243, anti-MHC triedy II protilatkou, za predpok-
ladu, zZe si pritomné MHC triedy II molekuly (linia 2), ale
v nepritomnosti MHC triedy II molekiul 1len v mnoZstvach na

Urovni pozadia (linia 6). Ak sa na CD14 pOésobi najprv zmesou



- 16 -

anti-CD14 protildtok predtym, nez sa zmie$a s bunkovym lyza-
tom, obsahujucim MHC-II molekuly, CD14 nemozZno precipitovat
anti-MHC triedy II protilatkami. Linia 4 wukazuje, ze pufer
(kontrola) - nem& - ziadny ucinok na koprecipitaciu CD14
,antigMHC.tfiedy II'p:otilétkémi. Linie 7 a 8 ukazuju vysled-
‘ky tych istych pokusov ako v linisch 3 a 4, ale uskuto&ne-

nych v nepritomnosti MHC triedy II molekul.
Priklad 4

Uvod

Na demon$trovanie ulohy MHC II v aktivacii buniek in
vivo sa pouzili MHC triedy II uspané myS$i. Ak sa MHC II po-
diela na aktivac¢nom mechanizme pomocou LPS, mySi bez MHC II
by nemali vykazovat bezZné fyziologické uGCinky LPS stimuléa-
cie. Podobny pokus sa uskutoénil in vitro s pouzitim krvi

tych istych mysSi.

Metody

Pre in vivo pokus sa 100 ug LPS (E.coli 0111:B4, zrie-
dené v sterilnom 0,9 % NaCl) vstreklo intravenézne divokému
typu C57BL/6 a B6—Aa0/Aa0 MHC triedy II naockovanym mySiam
(Hoffmann-La Roche; odkaz 16). Po 2 hodindch sa mySi utrati-
1li a sterilne sa im odobrala krv. Krv sa nechala koagulovat
pri teplote miestnosti a centrifugovala sa 5 minut pri
13000 ot./min.. Potom sa odstrénilo sérum. Obsah TNF-a, znak
aktivacie fagocytov, sa stanovil v sére pomocou ELISA (Bio-
source) . Obr. 8 ukazuje vysledky. '

Pre in vitro pokuS'sa heparizinovana cela krv =z divoké-
ho typu MHC II-pozifivnych C57BL/6 myS$i (¢ierne krizky na
obr. 9) a B6—AaO/AaO mys$i (otvorené kruzky), u ktorych chyba
MHC triedy Il expresia po cielenom preruseni MHC triedy II

génu Aal

, inkubovala v pritomnosti 0, 0,1, 1, 10 a 100
ng/ml LPS. Po 4 hodinach inkubacie sa stanovila hladina
TNF-a v plazme pomocou ELISA (Biosource). Vysledky su zna-
zornené na obr. 9.

TNF-a vyludovanie je jasne vys$Sie u mySi alebo buniek,
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ktoré vykazuju expresiu MHC triedy II molekul.
Priklad 5

Uvod : :
In vivo té&inok MHC II-vazbovych a MHC Il-simulujtcich

molekil sa stanovil nasledovne.

Metd6dy

My$i C57B1/6 divokého +typu sa jednotlivo odvazili
a vstrekla sa im LDSO’ urc¢end v predbeznych pokusoch. Pred
vstreknutim LPS sa na myS$i pésobilo:

Skupina 1: rozpustnymi MHC triedy II molekulami v davkovom
rozsahu od 1 pg do 1 mg/kg telesnej hmotnosti;

Skupina 2: anti-MHC triedy II protildtkami v tom istom dav-
kovom rozsahu; a

Skupina 3: len fyziologickym roztokom (kontrolnd skupina).

Ako kontrola tri dal$ie skupiny dostali rozpustny MHC.
triedy II,"antiéﬁHC 11 alebo fyziologicky roztok bez nasle-
dujicej provokacénej injekcie LPS.

Prezitie sa sledovalo 7 dni. MySi sa poZorovali v pra-
videlnych intervaloch poc¢as prvych 48 hodin, aby sa zistili
symptémy. Jedna podskupina my$i sa utratila a odobrala sa im
krv predtym, nez nastala LPS vyvolanad smrt, a v sére z tych-

to zvierat sa stanovili hladiny TNF-a pomocou ELISA.

Vysledky

ﬁmrtnoéf, ako aj-TNF—d hladiny v sére sa vyznamne zni-
2ili v skupindch my$i, na ktoré sa podsobilo roZpqunymi MHC
triedy II molekulami alebo anti-MHC I protilatkami (vysled-
ky nezndzornené) pri porovnani. Kontrolna skupina, na ktoru
sa p6ésobilo MHC triedy II molekulami alebo anti-MHC II pro-
tilatkami, ale bez LPS provokacnej injekcie, nevykdzala vyz-
namné rozdiely od my$i, na ktoré sa pdsobilo fyziologickym

roztokom bez provokacnej injekcie LPS.
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PATENTOVE NAROKYI

1. Pouzitie MHC-II viAzbovych molekdl na pripravu farma-
ceutickej formuldcie na prerusSenie interakcie medzi aktivacC-
nym stimulantom pre fagocyty‘ a bunkovo viazanymi MHC-II mo-

lekulami na ovplyvnenie prenosu signalu vo fagocytoch.

2. Pouzitie MHC-II viazbovych molekdl na pripravu farma-
ceutickej formuldcie na preruSenie interakcie medzi lipopo-
lysacharidom (LPS) alebo LPS v komplexe s inymi molekulami,
ako je CD14 a LBP, a bunkovo viazanymi MHC-II molekulami na

ovplyvnenie prenosu signdlu vo fagocytoch.

3. Pouzitie MHC-II vazbovych molekdl na pripravu farma-
ceutickej formulécie na ru$enie interakcie medzi produktami
grampozitivnych baktérii alebo komplexami produktov grampo-
zitivnych baktérii s molekulami, ako je CD14, a bunkovo via-
‘zanymi MHC-II' molekulami na ovplyvnenie _prenosu signalu vo.

" fagocytoch.

4. Pouzitie MHC-II viazbovych molekul podla ktoréhokol-
vek z narokov 1l az 3, vy znacujuce S a tym,
ze MHC-II vazbovou molekulou je anti-MHC II protilatka alebo
jej fragment, alebo akdkolvek molekula, odvodenid od takejto
protilatky, ako st humanizované, bispecifické alebo iné

skongtruované molekuly a podobne.

_ 5. Pouzitie MHC-II vazbovych molekul podla ktoréhokol-
vek =z néarokov 1 az 4, vy z n a cujuauce s a t i m,
Zze farmaceutickd formulacia je urdena na prevenciu a/alebo
liedenie zapalovych ochoreni; septického Soku, graft-versus-
host ochorenia po transplantdcii orgéanov, ako su transplan-
téacie kostnej drene; reakcii odmietnutia Stepu; zApalovych
reakcii v jednom alebo viacerych Tudskych orgénoch, ktoré
vznikli v désledku popalenin, nehdéd, infekcii pankreasu, ako
je syndrém respiradnej nedostatocnosti u dospelych (ARDS),

atd.; =zapalovych reakcii jedného alebo viacerych Tudskych
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orgédnov po chirurgickych zakrokoch, ako je syndrém zvySenej
permeability kapildr, alergickych ochoreni jedného alebo
viacerych lTudskych orgéanov; zapalovych reakcii v jednom ale-
bo viacerych Iudskych organoch, spojenych s autoiminnymi
ochoreniami, ako je‘Lupus Erythematodes  (LE) a'jeho‘subfqra'
my, sklerodermia a jej subformy, veOzinofilnyAzépal fascie,
Sjégrenov syndrém, polymyozitida, dermatomyozitida, nodézna
periarteriitida, Vegenerova granulomatéza, temporalna arte-
ritida, reumaticka polymyalgia, atd.; =zapalovych reakcii
v jednom alebo viacerych Tudskych organoch, spojenych s reu-
matoidnymi ochoreniami, ako je reumatoidnd artritida, juve-
nilna chronicka artritida, Feltyho syndrém, Capianov synd-
rém, ankylozujuca spondylitida, (Marie-Strimpell-Bechterevo-
va choroba), psoridza, Reiterov syndrém, Behcetov syndroém;
zapalovych reakcii v jednom alebo viacerych Tudskych orgéa-
noch, spojenych s ochoreniami, ktoré s aspon ciastoCne vys-
ledkom autoiminnych mechanizmov, ako je diabetes mellitus,
Crohnova choroba, ulcerézna kolitida, vredy traviaceho trak- -
" tu, obli&kové zapaly, ako jekglbmerulonefiitida é'nefritida,
artériosklerotické ochorenia, sklerdza multiplex, Alzheime-
rova choroba, hypertyreéza, hypotyrebéza; zapalovych reakcii
v jednom alebo viacerych ludskych organoch, spojenych s on-
kologickymi ochoreniami, ako je leukémia, krvinkové tumory,
karciném, fibrém, sarkém a rbézne typy histiocytézy; a viru-

sovych ochoreni, ako je AIDS.



W dog ¢

1/1

(jw/Bu) g-7) ——

| —m—

(w/bu) g

.

meme

(jw/bu) sdl
00l 00}

Ol

9'l-dH1L

T

-

L

001

004

(jw/Bd) D-4NL-o-

(lw/Bd) 0-4NL-e

(1w/6d) D-4N L&

81ad
HA VH
lonuod eanebeu

Kirzuosijutr [osuQuoosaxonyy Jo7

,0l

cO0b 0L ,0b 40

VLIIO9 I-dHL

I-dHL

T "¥40

"
0

0¢

ov

09
0

0¢

o

09
0

0¢

oy

03

yotTunqg 31990d
Auatieyax

yoTunq 1o30d
AuatieTax

Jyotunq 31290d
Auatlerax



PV G -1

2/1
60

B
> E 40~
£2
£
51 20-

0 " JAALL .\.- ~ 2 3 )
10 10 10 10 10
OBR. 2 iog fluorescen¢nej intenzity |
700

600 - |
500 -
400 -

0 1 10 100
LPS (ng/ml)

_e-TNF-a (pg/ml)
(&)
(@)
()




Py Joc-9Y

3/1
LBP
LPS
_c:> OBR. 3A
mCD14 LBP-LPS-mCD14 _ MHC-!l LBP-.LPS-mCO14-MHC-1I
bunkova !!
membréana

. cytoplazma | l

' generovanie
signalu
LBP sCD14
| > EEj]
LBP-LPS-sCD14
"OBR. 3B . @
MHCHI LBP-LPS-5CD14-MHCA!

membrana

cytoplazma [ 1

bunkova .

generovanie
signalu



PV §o¢ @'

L/1

Koprecipitacia MHC triedy II.molekﬁl a rCD14:
experimentalny pristup

TN supernatant. C
/. N => odstranit //O\« _ , .

. 1 \| Protein A-ggaréza, via-
MHC triedy II molekuly A ’/T o zand na anti-CD3 mAb, sa
(0) s viazané a preci- N - \ l| neviaze na MHC triedy II
P}tovans. z;g;ilﬁaA;i%?- N’ \ /| molekuly, ani na CD14;
xézou, via - ~ 7/ | cp14 a MHC triedy II mo-
MHC triedy I% mAb; CD%? D ~ lekuly neprezipitujﬂ
(&), viazany na MHC I / \ ' a zostavaju v superna-
koprecipituje, zatial Co _| \ — tante
kontrolny protein (%), T ;7D
neinteragujuci s MHC (I, | l [ \
zostava v supernatante /

Varit precipitovany komp}ex.
aby sa disociovali proteiny,
a naniest na gél

RAdioakts - gell Pri autoradiografii
ioaktivne znad ovany sa neobjavuje Ziad-
Cbi4 je viditelny pri - T ny pas, zodpoveda-
autorddiografii na géli, @ juci radioaktivne

ak bol predtym viazany
na MHC triedy II moleku-
ly, a teda bol kopreci-
pitovany MHC triedy II

znadkovanému protei-
nu ':‘N“",:-.;‘-"i'f:v Ter g e - P

(@) iné proteiny, neinteragujice s MHC II
D MHC triedy .II molekula <> alebo CD14

@ rekombinantny CD14, vytvoreny in ggtro transkripciou/trans-
laciou a znacdkovany rédioaktivnym S metioninom

rekombinantna luciferdza, vytvorend in xgtro transkripciou -
/translaciou a’ znadkovana radioaktivnym °°S metioninom (ne-
gativna kontrola) ’ - :

anti-CD3 mAb (negativna kontrola), viazani k protein A-aga-

LII anti-MHC triedy II mAb, viazana k protein A-agarlze
Y réze

OBR. 4



P o - ¢

[

5D
=7

YU
" Ny

1 4 5 8 8 9
200 -
974 o
@
46 - - _—
= e &
30
w»
= T $3 8 33 S S
O = 0O ~ 0 < 8 O 0 i
« ~ ~ (2] ~ ~
(@) QO ™ N wn - a (3 w
g ® « - o o g
(qV] ~ g k| \a
-
293qaBi bunky | 293 bunky .
(N"{Dtriedall-pozitivna) (Nﬂ{jtriedarl-negativna)

MHC triedy II molekula

rekombinantny -CD14. (CD14"), vytvoreny in g%tro transkrip-
ciou/transldciou a znadkovany rédioaktivnym S metioninom

rekombinantnd luciferdza (luc.'), vytvorend in v%gro tran-
skripciou/translaciou a znackovand radioaktivnym S metio-
ninom (negativna kontrola) .

anti-MHC triedy II mAb (L243) * anti-MHC triedy II mAb (1B5)

anti-CD3 mAb (negativna kontréla)

—< o % © O

OBR. 5



W 06 -G

v Q )
2 5 % . I 3
I = w a £ O O a
0O & 4 O o o o O
o o & O o & p O
2 & 2 = g o o »
» = - = = =
- 4+ - - - + - -
. ! . Ao
™~
~
(Vo]
8 L 9 § vy € 2 |
(euatiedau (euatitzod
-11 eparx3CHIN) -11 ep2t3 JHIN)
Aquna €62 Ayunq 1YOE62

wi@on ¥ Lpiqd
earvidnpaxd

(o]
™

:qe eroeatdroasad

gqyw wrogitdrooxd

oe

24

69

y L6

9 "ydo



7

) =
NaCl LPS

OBR. 8

—{J— cs781
—@—  knock-out

250
200 -
150 4.
00 1

TNF-o (pg/ml)

0 0.1 1 10 100
LPS (ng/ml)

—{}- MHC Il Knock-out
—&— Control

OBR. 9

PV fod - gy



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

