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Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykid kome
antigenu/alergenu (nebo kombinace antigenl/alergenl;. Tyka& se
fuznich proteini obsahuijicich mclekuly anti-CD32 a
antigenu/alergenu {nebo kombinace antigenl/alergeni;.
Alergeny 1dsou v tomto textu definovany jake antigeny

které odpovidaji atopicti pacienti alergickymi reaxcem

Antigeny, jak se pouzZivd v tomto textu, mchou byt rizného
pavodu, napf¥. alergeny ze Zivotnihc prostfedi (nac®. roztodi

z domaciho prachu, brfezovy pyl, travni pyl, antigenv kodek
antigeny 3vabd) nebo potravinové alergeny (nag?. kravské
mléko, burské ofisky, garndti, soja) nebo kombinace cbou,

nebo nerelevantni antigeny, jako Jje bovinni sérovy

(BSA) .

1

Dosavacdni stav techniky

Alergie je nemoc, ve které protilatky IgE
zprostredkovévaiji aktivaci efektorovych bunék (mastocyti

bazofill, eozinofild), ale také zesiluji prezentaci antigenu
receptorlim s nizkou a vysokou afinitou pro IgE (B buliky,
monocyty, dendritické bunky). Tato <innost IgE miZe by
odvrécena specifickymi protildtkami IgG, které interaguji s
CD32 (FcyRII) dJak na efektorovych, tak na induktorovych
bunkach. Alergie miZe byt tedy povaZovédna za nemoc s
nerovnovdhou mezi bufikami Thl a Th2. Uspéch protilatek IgG v
pisobeni proti IgE in vivo z&leZi na relativni koncentraci

specifickych IgE ke specifickym IgG, a také na izctypu IgG.



V3echny 1lidské izotypy majil pro CD32 nizkou afinitu, kterz
mi

alergenll netvori komplexy s molekulami IgG dostatelné velke
Ny
M~

dZe byt prekonana tvorbou komplexu s alergenem, ale mnohc

a umoznily stabilni vazby s CD32.
V  soucasnosti jsou pouZivany dva zpusoby @ aktivni
vakcinace uZivaijici alergeny. NeijbézZnéjsi e takzvana

,imunoterapie™, kterd Je odkdzadna na Casté imunizace

relativné vysokymi koncentracemi antigenu. Tatc technika Je

pouze prumérné uc¢innd u mensiny alergickych nemoci, jaxc Je

ergie na vceli Dbodnuti a v nékterych pfipadech rimy a
; s

konjunktivitidy a nedévno nékolik publikaci ukézalo ¢&innost

u astmatu a atopické dermatitidy. Pro podavani alergseni se

klasicky pouZivéd subkuténni zplisob, ale neddvno byl tanto
zplscb srovndn s perordlni aplikaci a dokence s lckalni

aplikaci, wvysledky Jsou obecné pozitivni, ale ne vidy

konzistentni. Novéjsi pristup k imunoterapii, takzvana
technika dle Saint-Remyho (viz napt. EP 0 178 085 a
0 287 361), pouZivd autclogni protildtky IgG spcienéd do

komplexu s prisludnymi antigeny in vitro. Tento vfistuc

umczZiiuje, Ze jsou aplikovéna mald mnoZstvi azlergenu s mendimi
vedlejsimi ucinky.

]
Mechanismus v pozadi obou terapii je nejasny. Zda se, Ze

pri klasickém pristupu je prospé3né, jestliZe 1écba indukuj
zvySeni specifickych protildtek IgG, ackoliv ne kazdé
vyznamné zvySeni specifickych IgG je v korelaci s uspé3ncu
imunoterapii. MoZnou pric¢inou je relativné nizkd afinita
protilatek IgG k CD32 na B bunkéch, monocytech a mastocytech.
Pristup Saint-Remyho vybird pacientovy specifické protilétky
IgG, které jsou nasledné miseny s prisludnymi antigeny in
vitro. Timto zplsobem se zajisti, Ze alergen nemlZe volné
reagovat s bunkami nebo Jjinymi protilatkovymi izotypy na

burikach, jako je IgE na mastocytech. Kromé toho se



pravdépcdobné proti specifickym molekulam IgG ziskaji anti-
o

idictyoové  protilatky, které budou nasledné zabraficovat
alergii, coz nebylo dosud potvrzeno experimentalnimi
vyslediy

Moclekuly IgG  Jjsou d&leiité v nasmérovani imunitni

odpovédi od B buné&k k monocytum. Proto by mé€l Saint-Remyho

oXistur fungovat, kdyZ se pouZije cobecny alergern-specificky
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¥
IgG misto pouzZiti alergen-specifického IgG specifickéhc pro

dérce. Av3ak problém Saint-Remyho pristucu leZi v nizké
afinité lidskych protilatek IgG pro své receptory Fcy na B
bunikdch, v kontrastu s IgE, ktery se snadnc vazZe k témé? viem
punxam prezentujicim antigen, véetné B bunék, coZ vede k
Si¥eni alergie a indﬁkci bunélk Th2. PouZiti komplexd by mélo
obejit problém nizké afinity kvidli zesilené avidité komplexu
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e samotnymi molekulami IgG, avsa

aiergenu/IgG v komplexech
£

U predkladaného vynalezu jsou rizikové faktory klasické
imunoterapie sniZeny a obchazeji se problémy, na které se
narazi pri izoclaci specifickych molekul IgG, a nizkd afinita

téchto protilatek IgG pro CD32.

o]

IgE navazany na mastocyty a bazofily indukuje uvclhovani

histaminu, Jje-11 obsazen antigenem. Kromé& toho je IgE schopny

[EN

zesilit prezentaci antigenu lidskymi B bufikami (obrazek 1).
Jinak v nepritomnosti IgE B bunky Spatné prezentuji antigen,
kromé velmi malé Casti B bunék, kterd mé& specificky antigenni

receptor. Vychytavani antigenu mdZe nastat pinocytdzou, coZ



ie vysoké koncentrace antigenu a/nebo dlouhé

Na obridzku 2 je ukédzéno, Ze pinocytdza alergenu po dobu

dels$i neZ 5 dnd je schopna napodobit prezentaci antigenu
zprostredkovavanou IgE, ale zZe prezentace antigenu
zprostfedrovanéd IgG nevede ke stimulaci T bunék. Ve

skutedincsti data naznacduiji, Ze vytvorenim komplexu alergenu s
IgG se zabrani prezentaci alergenu.

V dal3i sérii pokust byl studovan vliv téchto kcomplexd

IgG-alergen na prezentaci antigenu zprostredkovavanou IgE
nebc na vychytavani lergenu pinocytdzou. Na obrazku 3 ije

ukazénc, Ze komplexy IgG inhibuji prezentaci antigenu
zprostfedkovavanou IgE zpisobem zavislym na davce, a dale Ze

tace antigenu po pinocytdze. Tento G&inek
eni antigen-specificky (komplexy IgG/BSA inhibuji
Der Pl-specifickou stimulaci), monomerické (ne v komplexu)
IgG neinhibuje prezentaci antigenu.

Toxicita komplexd IgG/alergen je vyloudena pokussm
ukdzanym na obriézku 4. Komplexy IgG3-Der P1 (pre)inkubované s
lidskymi monccyty Jjsou schopny indukovat normélni odpovéd
T bunék. Totc naznaluje, Ze komplexy IgG/alergen inhibuji
prezentaci alergenu B bunitkami a soucasné stimuluiji monocyty a
dendritické bunky. Podobné protilétky aCD32 nebo agregované
IgG, kterymi jsou povleleny dna jamek, ve kterych se provadi
stimulace, 1inhibuji také prezentaci antigenu B bufikami
(obrdzek 5). U&innost, se kterou molekuly zamérené na CD32
inhibuji prezentaci antigenu, je nejpravdépodobné&iji zavisla
na mnozstvi obsazeni vazeb molekuly CD32. Av3ak zaméfeni
antigenu na CD32 na B bunikdch, jako v prirozenych komplexech
IgG/antigen (obrdzek 2) nebo jako ve fuznich proteinech
aCD32/antigen podle tohoto wvynalezu (obrazky 13a a 13b),

nevede k antigenové prezentaci antigenu z komplexu. Na druhé



strané ste’né komplexy  zamérené na monocyty indukuji
antigen-scecifickou codpoved T bunék (obrazky 4, 13a a 13b).

Tentc fencmén miZe Dbyt vysvétlen prfitomnosti CD32B na B

zatimco monccyty a také dendritické bunky exprimuil

CD3ZA Protc komplexy IgG/antigen, a také fuzni proteiny
aCl32/anzigen, sméruiil imunitni odpovéd k bunikdm monocytovych

1inii 2 linii dendritickych bunék, které indukuji T bunélné

1
cdpovedl pfeviingd B bunék typu Thl, a dals

i APC (antigen
presenting c¢ceil - bullka prezentujici  antigen), které
coredeminaning exprimuii CD32B, nebudou prezentovat antigen v

¢ komplexy zabranuji (dalsi) dindukci Th2
bunkami. Interakce mezi komplexem a CD32
nezavisi na intenzivnim obsazeni (vice neZ 2 molekuly CD32),
adu, Ze vazba komplexu je dostatedng silnéd, aby
umeczZznila stapilni interakci. Ve skutednosti bylo ukézédno, Ze

vazba velmi wvelkych komplexli, které indukuji mnohonidsobné

cbsazenl CD32 (napodobené vpovlakem agregovaného IgG) na
monccytech  wvede k utlumeni  spolednych receptord (,co-

, Jjako je CD80, dileZitych pro antigen-specifickou
punék (tabulka 1).
Nezdvisle na prezentaci antigenu komplexy IgG/antigen
nebo fuzni proteiny aCD32/antigen podle vyndlezu také
inhibuii tveorbu Ig normalnimi lidskymi B bunikami. Na obréazku
14 je ukdzano, Ze tonzilarni B bunky stimulované aCD40 a IL-4
tomnosti protilatek aCD32 nebo agregovanych povleenych
skych IgG, které Gcinné interaguji s CD32, nejsou jiZ
ofit déle protilétky. OSetfeni fragmenty F(ab)
D je stejné Uc¢inné jako pouZiti kompletnich protilatek
(obrazek 15), coZ naznacCuje, Ze pro inhibici tvorby Ig po
stimulaci aCb40 a 1IL-4 neni nutné obsazeni receptoru. B
builky, které Jsou stimulovény antigenem pres svij B bunédény

receptor (BCR) potfebuji spolec¢né obsazeni BCR a CD32.



g je reverzibilni a zavislé na cCase. KdyZ se
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pridaii vrotildtky aCD32 k B bunkdm 4 dny po stimulaci aCD40

14 inhibice tvorby Ig. Na obrazku
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16 Je wukazéno, Ze také antigen-specifickd indukce tvorby
protilatek Je o3etfenim B bunék aCD32 inhibovana.

V prirodé mclekuly IgG #idi odpovéd B bunék interakci s
CD32. Zejména Gfinky protilatek IgE, které maji obecné
pozitivni Gc¢inek na (CD23 pozitivni) B buniky, miZe byt
neutralizovan molekulami IgG. Toto predchéazi hyperreaktivnim
imunitnim reakcim nz antigeny v organismu. U alergie, kde
jsou protildtky IgE pritomné v nadbytku, pfirozené protilatky
IgG pfi kentrole imunitni odpovédi  jasné selhaly. Je

zajimavé, Ze u Clovéka Jjsou IgE & IgG regulovény stejnym
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mencvite IL-4. Avsak IgG4 ma neinizsi afinitu
I

lidskych IgG pro CD32.
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vynalez se tyka faznich proteind

o

a) jeden nebc vice antigen!

—

a

§

b) Jjednu nebo vice skupin, jako jsou z molekul protiléatek,

1

které interaguiil s lidskym receptorem Fcy II (FcyRII) (CD32),
extu kratce nazyvané ,fuzni ©proteiny podle

(D~

Fazni proteiny podle vyndlezu pfekonavajli problémy
zplsobené nizkou afinitou lidskych molekul IgG k CD32
Kombinaci protildtky aCD32 majici Kg<107® s antigenem, jsou
ziskany oba, Jjak negativni (B bunky), tak pozitivni G&inky
prirozenych molekul IgG, vCetné selektivni stimulace
imunitniho systému vedouci k pamétové indukci Thl/Th0 v
nepfitomnosti tvorby protilatky. UCinek je nedkodny a sméruje
imunitni odpovéd k Dbufkdm prezentujicim antigen, které
exprimuji CD32, pomoci néhoZ Dbunky, které predominantné

t/-
exprimuii CD32A, zprostredkovavaii prezentaci antigenu



vedcuct ¥ incdukci a aktivaci punék Thl jako vysledek IL-12
cyoPenéno bufikami prezentuliicimi  antigen, které exprimujil
CD32A.

Taznl  preoteiny podie vynédlezu  vyhodné  postradaji
intenzivni obsazovani recegtoru. Polet wvazebnych mist pro

Cb32 Je vyhodné omezen  tak, Ze se zabrani utlumeni

stimuladnich spelelnych recectord, jako je CD40, CD80O nebo
CDg6.

Proteiny také vyrazuli efektorovou funkci mastocyti,
které nesou Casti flzniho proteinu specifické pro IgE. Majil
nasledu’ici jedinecdné vlastnosti:

1) utlumeni crezentacs antigenu zprostredkovavané
B bunkami [(zastaveri indukce pbunék Th2Z),

2a) zastaveni preprinaci indukce IgE,

2b) zastaveni tvorby Ig v B bunkéch,

3) stimulace kompartmentu T bunék interakci s monocyty

E4 - = ~< e = 4~~~ o
4} utlumeni mastocytu nescucich IgE st
fuzniho proteinu.
s L o .
Cbsahuji a) jeden neboc vice antigenu a b) ednu nebo

Fcy II, mohou byt bud

1) kompletni nebo nekompletni {modifikované) lidské nebo
humanizované skupiny protilétek IgG, pokud Jje interakce s
témitc receptory stale moZna, coZ predookladd, Ze by mél byt
pritomny cely fragment Fc nebo jeho ¢ast, nebo

2} 1lidské nebo humanizované skupiny protilatek aCD32,
jejich Casti, naprt. fragmenty Fab, které stéle

J
specificky rozpoznavajl a vazZou se k antigenu FcyRII (CD32),



n
kazdy alergen milZe byt zahrnut vybér T bunéénych epitopl,
i

sniZuje velikost a molekulovia hmotnost komplexu. Tak

e
fizni proteiny mohou byt tvoreny z jednoho nebo vice useki

DNA obsahujicich T bunécny -epitop, spise neZ =z genl
kompletnich antigenid. Preferuje se prexryvani zkriZené
reagujicich epitopd mezi alergeny. Fuazni protein by se mél

~

1
specificky vazat k CD32 a obsahovat jeden nebo vice napr. dva

nebo wvice T bunéénych epitopd pro Jeden nebo vice

antigent/alergenu. Aby se umoZnilo  spravné  zpracovani

antigen, mély by byt vyhodné v pripravé faznich proteinl
aktu

pouZzity Useky DNA o néco delsi nez



Pro fuze s genem kod
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pouzity kratké sekvence DNA, pochazeijici z
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hlavnich alergenl, jako e hlavni alergen I roztole docmaciho
prachu (Der Pl), nebo alergen bfezového pylu (Bet V1). Tyto

kratké sekvence DNA obsahuijl geneticky ko6d pro jeden nebo

povrchu Punék prezentuticich antigen, & proto indukujil
imunitni odpovéd v codpovidaiicich alergen-specifickych T

jednopismenném kédu (sekvence s identifikadnim Cislem 1):

QSCRRPNAQREGISNYCQIYPPNANKIREATAQPQRYCRHYWT
101 110 120 130C 140C

Zejména aminokyselinovid sekvence v pozicich 101 zz 131 v

aminokyselinovém Jedncrismenném kédu (sekvence s
identifikacnim Cislem 2):

QSCRRPNAQRFGISNYCQIYPPNANKIREAL
101 110 120 130
cbsahu alespct trfi T Dbunécné epitopy, které se vazii k
neékolika molekulam HLA tridy IX

na proteinové Urovni (chemick& flze) nebo genové urovni
(rekombinantni fuzni protein) a vynalez také zahrnuje zplGsob
tvoreni fuznich proteind, Jjak jsou definovadny vvyie. To se
provadl obvyklym zplsobem a vyhodné obsahuje pouZiti techniky
rekombinantnich gent nebo chemické zesiténi.

Preferuji se rekombinantni fGzni proteiny.

Priprava pouZivajici techniku rekombinantnich gend mdzZe
byt provedena znamymi metodami, nap?. nasledujicim zplsobem:
genovy segment obsahujici misto véazajici antigen a C&asti
oblasti Fc orientované po sméru (translace) k exonu CH2

monoklonalni protilatky aCbh32 (napt. klon Iv.3) Jje



amplifikovadn metodou polymerazcve Fetézcové reaxce (2CR) z
napr. CcDNA IV.3 a kleoreovan. Jake zdro? pro amplifikaci
metodou PCR je purifikoviana ©pfis_usna RNA, nagf. Dprc
amplifikace genu Der Pl z roztodd domacihe crachu. Alergencvy

gen se liguje spolecCné s izclcovanym segmentem téZkénho Fetézce

do prisludného saviiho exoresnihc vektoru, Jake e ¢330

Kromé toho je izolovan kompletni gen cdpcovidaticinc lenrére
Tetézce z napr. IV.2 a ¥lonuije se do prfislu3dnénc savéiho
expresniho vektoru, Jjako e p345, ktery m& charaxteristicré
vlastnosti podobné ©p350. Oba rekcmbinantni ovlazmidy iscu

pouZzity pro spoleénou transfekci v nap?. bufikdch COS, aby se

umoznilo uvolnéni vysledného rekembinantnihe fuznihc proteinu

do kultivaéniho média. Purifikace produktu se vihodnd providi
imunoafinitni purifikaci zalcZenou na kolondch s orotilatkou
proti lehkému retézci, které jsou snacdno dostupné ve velkych
mnoZzstvich.

Alternativné miZe byt pouZita protildtka Jjednoduchého
fetézce specifickéd pro CD32 (scFv) pochéaze
fagové expozicni knihovny nap?. Jak povsédnc De Kruifem a
kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 1995, 3933-3942Z, pro
vytvoreni rekombinantniho fuzniho proteinu s geny kloncvanych
alergenl (obrazek 6). Z fagd se extrahuje fragment DNA a
izoluje a klonuje se fragment DNA obsahujici semisy
oblast VHDJH fuzovanou s jednim z Fetézcl VL pres flexibilni
spojku (fragment scFv). Fuze s nad?. genem De
provadeji za pouziti defincvanych syntetickych
oligonukleotidd kédujicich T bunééné epitopy z Der Pl a
dalsich hlavnich alergend vybranych pomoci svého vysokého (T
bunécéného) potencidlu zkfiZené reagovat tak, aby se pckrylo
co nejvice pacientt jednim fuznim proteinem. Tyto
oligonukleotidy Jsou spoclecné ligovany s protilatkovym

fragmentem scFv do pfisludného sav&iho expresniho vektoru.



Rekombinantni vektor, napf. plazmid, Jje trvale transfekovarn

do prislusnych bunék jako Jsou COS a/nepboc CHO a vysledny
fuzni protein je purifikovan z buné&clnéhc supernatantu nac?.
imunoafinitni chromatografii, jak popsano vyse.

Vysledny rekombinantni gen miZe byt exprimovan nag?. Vv
bunkach CHO, zejména pro produkci ve vétd3im mnoZstvi, avsak
jsou také vhodné jiné systémy pro Jjeho tvorbu technikou
rekombinantnich genfi, =zejména kdyZ Jscu vpouZity pouze T
bunééné epitopy, tj. neni zde potfeba glykosylace. Protilatky
aCDh32 mohou byt ziskdny napf. z fagové expozidlni knihcvny oro
lidsky Ig, ktera obsahuje pouze fragmenty F(ab) pfirozené
protilatky. Av3ak zdroj genetického materidlu, ktery kéduje
bud protilatku nebo antigen/alergen, neni kriticky.

Priprava chemickym zesiténim miZe
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znamymi metodami, napr. pro féznil protein mezi Mc.a-CD32 a
Der P1, pouZitim metcd popsanych autory: Calsscn z kol.,
(Biochem. J., 173, 1978, 723-737), Cumpber a kocl., (Meth.
Enzymol., 112, 1985, 207-224) a Peeters a kol., (J. Immunocl.
Meth., 120, 1989, 133-143).

Ve struclnosti, Der Pl a Mc.a-Cbh32 Jsou oddéleng
derivatizovdny s SPDP v molarnich pomérech 1/20 a 1/5 pro
vlioZeni rezidul 2-pyridyldisulfidu. Po mirné redukcl a
vysoleni gelovou chromatografii Jje Mc.a-CD32 derivatizovany
SPDP (jehoZz disulfidové skupiny jsou redukovany na thiolové
skupiny) inkubovéan s Der Pl derivatizovanym SPDP v molarnim
poméru 1/1,6. Vysledny produkt Der P1-Mc.a-CD32 Je poté
purifikovan, napr. gelovou filtraci na naprf. Superose-12 a
aniontovou vyménnou chromatografii na FPLC Mono-0Q.

Vychozi 1latky jsou bud znadmy nebo mohou byt pfipraveny
podle zndmych postupll nebo analogicky ke znadmym postuplim nebo

analogicky, jak je v tomto textu popsano, napf. v prikladech.



Flizni proteiny podle vynalezu Jsou pouZite_né crc

prevenci a/nebo léc¢bu alergii, zejména potravinovych alergii.
Pro pacienty, kteri trpi anafylaktickou reakci na konkreonl
alergen, neni neobvyklé, Ze majl takovou reakcl takée na
nebo vice dalsich alergend. Zplasobem predkladanéno vynaleszu
je moZné sniZit citlivost takového vacienta, pokud 2de ¢ dva
nebc vice alergenl soucasné, podavanim fiznihc proteinu
zahrnuijiciho antigeny proti kaZdému z téchtoc &
Vyhodné budou fuazni proteiny podle wvynalezu pouZity ©rc
prevenci a/nebo 1écbu alergie u noveorczench, khe?i dsocu v
riziku potravinové alergie nap?. na mléko, nebc u stanovenvych
alergii pacientd s alergii proti alergentm, kieréd Fsou
obsazZeny v konkrétnim pouzitém flznim proteinu.

Pro tyto indikace bude pfislusné dévkovani oviem kolisat
v zavislosti na napfiklad konkrétnim pouZitém £aznim
proteinu, hostiteli, =zpiso
Av3ak v3eobecné€ uspokojivé vysledky jsou dosaZeny s jedncu az
tfemi vakcinacemi v prubéhu Jjedncho aZ dvcou let, als
nezbytné, mohou byt provedeny ovakovanéd daldi vakcinace.
Udava se, Ze pro tyto 1lécCby mohou byt podévany flzni proteiny
vynalezu v davkach a aplikaénich reZimech, které jsou podcbné
obvykle pouzZzivanym.

Vynalez se proto také tykd pouziti fuzniho proteinu, Jak
je definovan vy3e, v prevenci a/nebo 1lécbé alergii, vietné
potravinovych alergii, a zpusobu 1lééby alergii, ktery
obsahuje podavani pacilentovi potrfebujicimu takovou 1é&bu
profylakticky nebo 1lécebné ucinné mnozZstvi fuzniho proteinu,
jak Jje definovan vy3e, spolu s alespoil Jjednim obvyklym
farmaceuticky prijatelnym nosicem nebo redidlem, a také fuzni
proteiny, Jjak Jsou definovany vy3e, pro pouZiti

farmaceuticky, zejména antialergicky ptripravek.



Fazni proteiny podle wvynadlezu mohou byt misens s

cbvyklymi farmaceuticky pfijatelnymi fedidly a nosidi a s
dalsimi excipienty dle volby a ©podavadny parenterilné,
intravendézné nebo enteridlné, napf. intramuskularnd nebo
subkutanné. Koncentrace fuzniho proteinu ov3em kolisaji w
zavislosti na pouzZité sloucCenin&, na poZadované 1é3bé¢ a na
pcvaze farmaceutické formy.

Vynalez tedy také zahrnuje farmaceutické pripravky
obsahujici fuzni protein, jak je definovan vy3e, spoledné s

sponn  jednim  farmaceuticky prfijatelnym nosidem  nebo

Dale se tyka zplsobu pripravy 1é¢iva proti alergiim,
ktery obsahuje smiseni fuzniho proteinu, jak Jje definovan
vy3e, spolu s farmaceuticky prijatelnym nosiem nebo

redidlem, a pouZiti fazniho proteinu, Jjak je definovin vyse,

O

ro vyrobu l1léCiva pro prevenci a/nebo 1lécbu alergii, v&etné

poctravinovych alergii.

V tomto textu Jsou pouZity nasledujici zkratky:

aCbD32 protilatka k CD32 (protilédtka anti-CD32)
Ag antigen

APC bunika prezentujici antigen

BCR B bunécny receptor

Bet V1 hlavni alergen brezového pylu

BSA bovinni sérovy albumin

CNBR cyanobromid

Der P1 hlavnl alergen roztoCe z doméciho prachu

(Dermatophagoides pteronyssinus)
DPT antigen roztoCe z domé&ciho prachu
DTT dithiotreitol

EBV virus Epstein-Barrové



ELISA imunotest s enzymatickou detekci

FACS fluorescenc¢ni tridic bunék

FcyRII lidsky receptor Fcy II (= CD32)

FFLC rychld tlakova kapalinova chromatografie
GaM kozil protimy3i protilatka

HAC kyselina octova

HLA lidsky leukocytérni antigen

HPHT hydroxyapatit

IC imunckomplex

Ig imunoglobulin

IL-12 interleukin-12

LST stimulacni test lymfocytl

min minuty

MR molarni pomer

PBS fyziologicky roztok pufrovany fosfatem
PCR polymerazova fetézova reakce

p-NPP p-nitrofenylfosfat

sa smérodatna odchylka

SPDP N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylthio)propionat

Popis obrézka

Obrazek 1: Vazba komplext Der P1-(3)NIP k CD23 ve vztahu k
prezentaci antigenu:

Panel A = fluorescence, panel B = proliferace.

ERV B bunky byly pulsné moduloviny predformovanymi IC
(imunokomplexy), které se skladaji =z IgE v konstantni
koncentraci (A7,5 pg/ml, ®5,0 pg/ml, @2,5 pg/ml) a z Der Pl-
(3)NIP v proménlivych koncentracich.

V panelu A je ukazéna vazba predformovanych IC k B
bunikdm. IC s totoZnymi MR jsou spojeny c¢arou a aktudlni MR

(0,1, 0,25, 0,5, 1, 7) je udan arabskymi cCislicemi u cCary.



Vazca IgE dosdhla stabilni hladiny v koncentraci Der Pl 0,2

Jazba IgE v nepritomnosti Der P1-{(3)NIP je ukazadna v
telkcvaném rameCku v dolni casti pravé osy Y.

u B je ukdzana prezentace antigenu ozarenymi EBV-
B burkami, které byly pulsné modulovany tymiz IC. V tomto
canelu spcicvaci Cary ukazujl komplexy tvofené totoZnymi
koncentracemi IgE, aby se zdlraznilo, Ze prezentace antigenu
nebyla covlivnéna MR imunokomplex®t IC (korelac¢ni koeficient =
0,96 . Tzkxé monomerické  komplexy (nejvyssi koncentrace
Der P1-(3)NIP v kazZdé ¢are) byly 0¢inné& prezentovany T
punkém. Nebyla pozorovana zadnd stimulace T bunék jakoukoliv

couZitych koncentraci Der P1-(3)NIP (Srafovana oblast) v

M

.

nepritomnosti molekul IgE. Data ukazuiji inkorporaci

a
“H-thymidinu 5. den (primér *+ sd z triplikdtu jamek).

Obrazek 2: Srovnani prezentace antigenu B butkami, které
nebyly culsné modulovany:

Volny Der P1-(2)NIP ponechany v kultivadnim médiu béhem
celého stimulacéniho obdobi indukoval stimulaci T bunék
zavislou na davce. Autologni (ozarenéd) EBV-B bunky byly
pouzity Jjako Dbunky prezentujici antigen. IgE pfitomny v
komplexech nezvy3il vyznamné prezentaci antigenu, ale oba
IgGl a IgG3 prfitomné v IC zabranily antigenové prezentaci Der
Pl IP

T bunkam, jak srovndno s volnym Der P1-(2)NIP.

)]

Vysledky jsou pfedloZeny jako inkorporace *H-thymidinu 5. den

(pramér * sd z triplikatu jamek).

Obréazek 3: Inhibice prezentace antigenu komplexy
IgG-Der P1-(3)NIP:

V nepritomnosti IgG3 je nalezena dobra T Dbunécéna
stimulace, kdyZz Jsou pouzity komplexy IgE-Der P1-(3)NIP.

Titrace predformovanych komplexl IgG3-Der P1-(3)NIP ve



steiném (1:1) poméru vede k inhibici prezentace antigenu

-rrostfedkovavané IgE, kterd je zavisla na davce. Aby mely
tento ndinek, je potfebné, aby byly komplexy IgG3 pritomné v
Lpltivadnim médiu v dob@ T buné&lné stimulace. Preinkubace

necc ,impulsové modulovéni“ B buné&k komplexy 1gG3 neni

izké afinity IgG3 pro CD32 na B buikéach.
Podobra inhibice se pozoruje u prezentace antigenu Vv

nep?itomncsti IgE, a také s komplexy IgG3-BSA-(3)NIP.
Obrézek 4: prezentace antigenu cCerstvymi lidskymi monocyty
©

Lidsxé monocyty Jsou pulsné modulovany predformovanymi
komplexy IgG3-Der P1-{3)NIP (pomér 1:1) 1 hodinu na ledu v
nepritcmnosti nebo pritomnosti nerelevantniho agregovaného

lované monocyty Jsou nasledné promyty a
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lony T bun&k souhlasnymi v HLA-DP a specifickymi
oro Der P1l, a po 5 dnech se mé&ri proliferace jako inkorporace
p 'y k™

idinu. Komplexy IgG3 prezentované lidskymi monocyty
indukuji alergen-specifickou T bunéc¢nou odpovéd, ktera mizZe
byt plokovana agregovanym  IgG, coZz ukazuje specifitu
interakce IgG3 s monocyty. Data jsou ukdzdna jako primér * sd

z triplikétu jamek.

Obriazek 5: DPT-specifickd T bunéénd proliferace: vliv aCD32
nebo agregovaného lidského IgG na prezentaci antigenu:

Lidské EBV B bufky jsou pulsné modulovany s (Cerné
sloupce) nebo bez (bilé sloupce) 250 pug/ml DPT pres noc. Po
ozareni jsou B Dbuiky smiseny s T bunkami 2z Der Pl-
specifického T buné&&ného klonu a bufiky se nechaji 5 dnt
proliferovat. V pritomnosti rlznych koncentraci protilatek
aCD32 obsazenych GaM se pozoruje inhibice proliferace zéavisla

na davce. Stejny Gc¢inek se pozoruje, kdyZ Jjsou kultivalni



jamky pcvleleny aCD3Z nebo nespecifickym agregovanym lidskym

IgG.

Opbrazek 6: P#iklady rexembinantnich faznich proteind mezi

aCD32 fragmenty scEFv (Fab) poché&zejicimi z fagové expoziclni

racmenty Fab mchou byt ziskdny z fagové expozicni

je popséno De Kruifem a kol., Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA, 92, 1995, 3938-3942. Aviak fragment aCD32 Fab maZe
lou (nebo ¢&asti molekuly),

kterd udinnd interaguje s lidskou CD32. Alergen muZe byt
axykcliv protein nebo kompinace protein, ktera zplscbi
i. Krcmé& toho alergen{y) miZe byt nahrazen fragmenty
alergenu (), které obsahuji T buné&lné epitopy. Rekombinantni
protein mi¥e byt tvoren v Jjakémkoliv dostupném expresnim
ystému, nezédvisle na glykosylaci a dalsich post-translacnich
modifikacich. Takové faznl proteiny mchou byt také pouZity u
ci, xteré jsou charakterizovény (nadmérnou) tvorbou
nezadcucich molekul g, jako revmatoidni artritida,
kakoliv dal3i nemoc, ve které hraji

roli autoprotilatky. V té&chtc pripadech mohou byt alergeny
nahrazeny jednoduchou nedefinovanou spojkou, aby se
zkombinovaly dvé skupiny aCD32, av3ak nejlep3ich vysledkl se
dosahne pfi nahrazeni alergenu ,autoantigenem", ktery

zplisobuje nemoc.

@)

brazek 7: Stanoveni Der Pl ve frakénich skupinach konjugatu

Der Pl1--Mc.a-CD32 purifikovaného v Superose-12 testem ELISA

Obrazek 8: Stanoveni Mc.a-CD32 ve frakénich skupinéach
konjugatu Der Pl--Mc.a-CD32 purifikovaného v Superose-12
testem ELISA
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Obrazex 9: Stanoveni konjugatu Der pPl--Mc.a-CD32 ve frak&nich
skupinich curifikovanych v Superose-12 testem ELISA
Povliax: Mc.a-Der Pl.
Obrazek 10: Stanoveni konjugétu Der Pl--Mc.a-CD32 wve

frak&nich skupinach purifikovanych Vv Superose-12 testem

Pevlak: Pc.a-my3i IgG2h
Obrazek 11: Barveni frakci ze skupin &, B a C stfibrem:
Dr&ha 1: 350 ng Der P1
Driha 2: 50 ng Mc.a-CD32
Draha 3: 500 ng standardu o vyscké molekulové hmotno sti
Draha 4: 500 ng pcdatedni latka pro Superose-12
Driha 5: 100 ng Superose-12 skupina A
Dranha 6: 100 ng Superose-12 skupina B
Driaha 7: 200 ng Supercse-12 skupina C
Driha 8: 250 ng standardu o vysoké molekulové hmotnosti

a
0 kD: laktatdehydrogenaz
-

¥D: bovinni sérovy albumin

Opbrazek 12: Barveni purifikovaného fuzniho proteinu ze
skupiny C stfibrem:
Draha 1: 250 ng standardu o vysoké molekulové hmotnosti

Dradha 2: 45 ng latky purifikované na FPLC-Mono-S.



Obrazky 13a a 13b: Ag-specificka T bunélna proliferace:
Obr. 13a: APC- 250495 a CFB4:Z
Obr. 13b: V1iv moncmerického curifikovaného CD32/Der P1
aCD3Z (klon Medarex IV.3) chemicky spojeny S
purifikovanym Der Pl Dbyl pouiit ke stimulaci Der Pl-

specifickéhc T  buné&éného klonu  CETS4:3.1, v rlaznych
koncentracich, za
kol., 1992, J. Alle

experimentd (obr. 13a) byly pouZity skupiny A a B = chemicky
flizovanych preparatd: skupin o)
velikosti 700 kD (cof jsou 2 molekuly aCD32 fuzované s 10
molekulami Der Pl) a skupina B skladajici se ze dvou pas 0
kD a 330 kD D

5 molekulami Der P1).
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Ve druhé sérii pokusid (obr. 13
protein (CP230595) ze skupiny C, skl

a
olekula aCD32 fuzovand s 5 molekulami

o velikosti 330 kD (1 m
Der P1).
Monccyty a B buiky byly preinkubovadny 1 hodinu pfi

v

teplot® mistnosti s ruznymi frakcemi, jak ukazuje obrazek.
Jako kontrolni stimulace byloe k T bunkdm a Dbuiikam
prezentujicich antigen pZidénc 100 ug/ml DPT béhem celého
kultivadnihc obdobi. T bunéfnd stimulace se mé€rila Jjako
inkorporace ‘H-thymidinu (pramér = sd ze 4 jamek) po S dnech,
jak popséno {(Van Reijsen a kol., vy3e). B builky byly schopny
stimulovat CFTS4:3.1 s DPT, ale ne se skupinou A, B nebo C,
zatimco monocyty byly schopny stimulovat CETS4:3.1 s DPT a se
skupinou A, B a C. Toto odpovidd predchozim ndlezim s
prirozenymi komplexy IgG/alergen (Bheekha Escura, R. a kol.,

Immunology, 1995, 86, 343). Navic to naznaCuje, Ze pro

antigenni stimulaci monocyty neni nutné obsazeni vice neZ 2



molekul CD32, protoZe v3ecnny frakce byly stejne G&inné wve

stimulaci T bunék.

Obrazek 14: Inhibice IgE a syntéza IgGl:
purifikované lidské tonzild&rni B bufiky byly stimulovany
aCD40 a IL-4, 3jak popsano v praci Armerding, D., a kol.,

Immunobiology, 18%3, 1993, 25%-273, v critomnosti a
nepritomnosti komercéné do

v udanych koncentracich. Pc 2 dnech Dbyly supernatanty =2
tkanovych kultur testovany na obsah IgE a IgGl,

(Armerding, D., a k

(primé&r + sd). Viechny protildtky aCD32 inhibovaly tvorbu
IgE, a také IgGl, zphsobem zavislym na dévce. Inhibice IgM a

IgA byla srovnatelna.

Obr&azek 15: Inhibice syntézy IgE:

Purifikované lidské tonzildrni B bunky byly stimulovany
aCD40 a IL-4, jak popséno v préci Armerding, D., a kol.,
vy$e, v pritomnosti a2 nepfitomnosti komeriné dostupneé
protilatky aCD32 (Medarex IV.3) nebo Jejich fragmentd Fab,
pridanych v udanych koncentracich. Po 9 dnech Dbyly
supernatanty =z tkanovych kultur testovédny na obsah IgE a
IgGl, jak popsano (Armerding, D., a kol.,vySe). Vysledky Jjsou
ukdzény Jako tvorba protildtek =ze tfi spojenych frakci z

deviti opakovani (primé&r * sd). Jak kocmpl

o

tni protilatka, tak
fragmenty Fab, z klonu Medarex IV.3, byly schopny inhibovat
syntézu IgE (IgGl, IgM a IgA).

Obrézek 16: DPT specifickd indukce IgE: vliv aCD3Z2:
Lidské tonzilarni B bufiky Jsou pulsné modulovany s

(2erné sloupce) nebo bez (bilé sloupce) 250 ug/ml DPT pres



noc. Po ozafeni jsou B bufiky smiseny s T bufikami z Der Pl-

specifického T buné&cného klonu (CFTS4:3.1) a unkam  Jje
umoznéno 9 dnd proliferovat a tvorit protilatky. PC S dnech

byly supernatanty z tkafovych kultur testovany n
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IgGl, jak popsano v praci Armerding, D.,
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vysledky jsou ukdzany jako tvorba protilatek ze t#1 spojenych
frakci =z deviti opakovani (primér £ sd o
riznych koncentraci protilatek aCD32 je pozorovana inhibice
tvorby IgE zavisld na dévce. To naznaCuje, Ze cokonce u
analogické interakce B a T bunék, protilatky aCD32 blokuil
syntézu protilatek.

V nasledujicich prikladech, které ilustruji vynalez,
aniz by ho omezcvaly, Jjscu vSechny tepioty ve stupnich

Celsia.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

fiprava a purifikace Der Pl-moncklondlniho anti-CD3Z fdzniho
t

P
proteinu
A) Metoda:

Der Pl je kovalentné konjugovan k Mc.a-CD32 za pouZitil
SPDP, dvojfunk&ni spojovaci reagencie. Ve strucnosti, Der Pl
a Mc.a-CD32 jsou oddé&lené derivatizovany s SPDP v molarnich
pomé&rech 1/20 a 1/5 pro vloZeni rezidui 2-pyridyldisulfidu.
Po mirné redukci a vysoleni gelovou chromatcgrafil Jje Mc.a-
CD32 derivatizovany SPDP (jehoZz disulfidové skupiny Jsou
redukovany na thiolové skupiny) inkubovdn s Der Pl
derivatizovanym SPDP v molarnim poméru 1/1,6. Vysledny

konjugat Der P1--Mc.a-CD32 je purifikovan gelovou filtracl na



Superose-12 a aniontovou vyménnou chromatcgrafii na FPLC

Mono-9Q.

B) Materiédl:

a) SPDP: molekulova hmotnost 312,4, 25,61 mM zascbni roztck

(8 mg/ml v dimetylformamidu, pfipraveny bezprostfecdrné pred

kopula¢ni reakci,

Der Pl (4C1/B8/3F8) kovalentnd spcjenénc s CNBR-Sepharcse 45.

Molekulova hmotnost 28 kD, izcelektricky bod 3,0 (PHAST-IEE),
D

sterilizovan filtraci, naredény v

w
w

c) monoklonadlni anti-CD32 (IV.3): izotyo: k retézec mysiho
I1gG2b, molekulové hmotnost 150 kD, izoelektricky
(PHAST-IEF), purifikovany ze supernatantu tkaflcvé kultury na

Protein-A & HPHT a dialyzovan proti PBS.

Reakéni smés A:
K 1,2 ml roztoku Der Pl (0,84 mg) se prfidéd 23,4 ul

zadsobniho roztoku SPDP (v nadbytku moldrniho dvacetinascbk

[

a sm&s se michad v konické reakéni zkumavce o objemu 2,5 ml
(Pierce) po dobu 45 minut p¥i teplotd mistrosti (22°).
Reakdni smés se doplni na 2,5 ml PBS a nekonjugovany SPDP a
uvolnény N-hydroxysukcinimid se odstrani vysclenim na
vysolovaci kolon& Pharmacia PD-10 o objemu 9,1 ml pro jedno
pouziti (Sephadex G-25), kterd je ekvilibrovana 50 ml PBS. Po
aplikaci je eluovéna frakce obsahujici Der Pl aktivovany
2-pyridyldisulfidem a slouCena s 3,5 ml PBS. Koncentrace Je
0,17 mg/ml, coZ odpovida 0,6 mg.
Stanoveni stupné substituce 2-pyridyldisulfidem:

100 pl vzorku se doplni na 150 pl PBS a pridé se 50 pl
150 mM DTT, naredéného PBS. Koncentrace pyridin-Z-thiocnu

uvolnéného po pridani DTT se urcuje mérenim absorbance ve
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343 nm (molarni extinkéni koeficient: 80%C M'cm t} a odpcovicéd

vloZenym reziduim 2-pyridyldisulfidu. Substitudni stupel je
vypo&itan jako 1,5 mol 2-pyridyldisulfidu / mol Der PL =2
nardstu OD 0,074 mérené pri 343 nm (korigovano s ch

redéni).

Reakdni smés B:

sm&s se micha po dobu 45 minut pfi teplote mistnosti. ReakZni

smés se aplikuje na vysoclovaci kolcnu Pierce GF-£ o cbhbiemu

2,5 ml pro jedno pouZiti (ekvilibrovanou 10 ml 0,1 M cufru

Na-aceta&t/HAc, 0,1 M NaCl, pH 4

vysolenad frakce a slouli se s 1,5 ml acetatového oufru (pH

4,5) a filtruje se na filtradni Jecnotce MILLEX-GV s
e

velikosti péra 0,22 um (s nizkou vazbou prot inuj .

n
2-pyridyldisulfidové skupiny vazajicl protein  jsou
iici protein redukci s

J
DTT. 1,5 ml vysoleného vzorku se inkubuje za michani s 1 ml

62,5 mM DTT (¥ed&ného acetdtovym pufrem) oIl teploté
mistnosti po dobu 30 minut (konecn& koncentrace DIT je 25

mM). ProtoZe 2-pyridyldisulfidy zvy3ujl svoji elekroflln

O
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pri kyselém pH, redukce mlZe byt stale provadéna pfi nizkém
pH, kdy nejsou poSkozeny nativni proteinové disulfidové
vazby.

Pro narGist OD 0,447 m&Fené prfi 343 nm Jje vypolten
substitud¢ni stupeit Jjako 7 mol thiolovych skupin / mol

Mc.a-CD32.

Reakdni smés se aplikuje na kolonu Pharmacia PD-10
(ekvilibrovanou 50 ml PBS) a po aplikaci je vysolena frakce



eluovana a sloudena s 3,5 ml PBS. Vzorek se koncentruje na

0,6 ml koncentracni Jjednotkou CENTRIPLUS-10 (membrana YM10;.

Koncentrace je 3,1 mg/ml, coZ odpovida 1,86 mg.

C) Kopulac¢ni postup:

3,3 ml (0,56 mg) Der Pl (aktivovaného pyridyldisulfidem)
a 0,6 ml (1,86 mg) Mc.a-CD32 (aktivovaného SH) se smisi a
michaji v Pierceho reak&ni zkumavce o objemu 5 ml Do decbu 2
hodin pfi teploté& mistnosti (22°) a 15 hodin pfi teplotd +4°.
Molarni pom&r Der Pl / Mc.a-CD32 v reakéni smési je 1,6/1.
Kopulaéni reakce se monitoruje mé&renim zvySeni OD crfi 343 nm
nasledkem naristu uvolnéného pyridin-2-thionu:

OD(343 nm)

X

0]

zacatek 0,1112
15 min 0,1257
30 min 0,1342
45 min 0,1412
60 min 0,1470
75 min 0,1519
120 min 00,1590

D) Purifikace konjugéatu:
Superose-12:

Reak&ni smés (3,9 ml) se filtruje filtracni jednotkou
MILLEX-GV s velikosti pdért 0,22 um a koncentruje se na 0,5 ml
koncentradni jednotkou Centriplus-10. Konecné& koncentrace
konjugatu je 3,7 mg/ml, coZ odpovida 1,9 nmg.

Vzorek se aplikuje na kolonu Superose-12 (HR10/30)
(Pharmacia) ekvilibrovanou PBS. Objem vrstvy 24 ml, pratokova
rychlost 0,2 ml/min, objem/frakce 0,4 ml, rychlost posunu

zapisovade 1,5 mm/min, tlak 0,3 MPa, vlnova délka sniméani



0 nm. Eluované frakce s vysokou molekulovou hmotnosti Jsou

N

8
rozd&leny podle eluniho profilu do 3 skupin:
21-23
24-26

)¢

1,2 ml skupina A: frakce

)¢

1,2 ml skupina B: frakce

1,2 ml skupina C: frakce ¢. 29-31
Skupiny jsou sterilizovany filtraci (MILLEX-GV ¢
sti pérd 0,22 um) a uskladnény za sterilnich o

o e
oroteinovad koncentrace je: skupina A: 100 pg/ml,

¥

00 pg/ml, skupina C: 390 pg/ml.

1 ml skupiny C (390 ug) se dialyzuje v pufru 20 mM
ethanolamin/HCl, 0,01% NaNi;, pH 9,0, a purifikuje se lontovou
vyménncu chromatografii na aniontovém vyméniku FPLC-Mono Q
(HR5/5). Pocatecni pufr A: 20 mM ethanolamin/HCl, C,01% NaNj,
pH 9,0, konedny pufr B: A + 0,5 M NaCl, pH 9,0, pritokcva
rychlost 1 ml/min, objem/frakce 1 ml, <rychlost posunu
zapisovade 5 mm/min, tlak 1,2 MPa, vlinovd délka snimdni 280
nm. Po aplikaci se nastartuje lined&rni gradientovy program po
dobu 30 minut (konduktivita 50 - 1260 uS/cm). Prisludny
vrchol se eluuje ve frakci &. 8 (ve 340 uS/cm). Procteinova
koncentrace Je 45 ug/ml (OD 280 nm, Ei: 14,0). Vzorek se
dialyzuije v PBS a sterilizuije filtraci. Proteinova
koncentrace konedné purifikované latky je 20 ug/ml (0D 280

nm) .

E) Analytickd stanoveni:

a) Konelné proteinova koncentrace:
Kone&né proteinové koncentrace se stanovujl podle
radforda, za pouZ?iti Protein Assay Kit I, BIO-RAD, jako

standard se pouzivd bovinni Ig.



b) Stanoveni Der P1l, Mc.a-CD32 a konjugatu Der Pl--Mc.a-CD32

testem ELISA:

Testy ELISA na pevneé fazi se provadéjil na
mikrotitradnich destickach z PVC. Povlakovy (,coatingv) pufr
0,1 M NaHCO03/Na,CO;, 0,01% NaNj;, pH 9,6, PBS s 0,05% Tween-20
se pouZ?ije jako promyvaci roztok a 2% fetalni teleci sérum v
promyvacim pufru se pouzije Jjako fedidlo pro vzorky,
biotinové a enzymové konjugaty. Substrat je 1 mg/ml p-NPP
narfedény v pufru 1 M diethanolamin/HCl, pH 9,8. Zastavovaci
roztok je 2 M NaOH. VSechny inkubacCni kroky se provadéjil ve
svlh&ované komore. Zatizeni pro zpracovani vzorkd a Cteni OD
ve 405 nm je laboratorni stanice Beckman Biomek-1000.
Kvantitativni stanoveni: Beckman Immunofit, prokladani
kfivky: kfivkou se Ctyrmi parametry.

B)1) Stanoveni Der Pl (obr. 7):

Povlak (coating): 100 wul/jamku Mc.a-Der Pl (SH8) V
koncentraci 10 pg/ml pres noc ve +4°. Po promyti se prida
100 pl/jamku vzorku:

a) Der Pl (vychozi latka pro spojovani) (250-0,49
ng/ml) jako standard

b) Superose-12 skupina A (4000-7,81 ng/ml)

c) Superose-12 skupina B (4000-7,81 ng/ml)

d) Superose-12 skupina C (4000-7,81 ng/ml)

Inkubace je 2 hodiny v +37°. Po promyti se prida
100 pul/jamku Mc.a-Der Pl (4C1/B8/3F8) konjugovaného s
biotinem, nafed&ného 1/500 a inkubuje se 2 hodiny v +37°. Po
promyti se pridé 50 pl/jamku konjugatu streptavidin-alkalicka
fosfataza, naredéného 1/1000 a inkubuje se 1 hodinu v +37°.
Po promyti se prida 100 pl/jamku substratu, inkubuje se 60
minut ve 37° a reakce se zastavi. Kvantitativni vyhodnoceni
ze standardni krivky:

Superose-12 skupina A: 16,1 pg/ml
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Superose-12 skupina B: 54,9 ug/ml
Superose-12 skupina C: 135 ug/ml

roveni Mc.a-CD32 (my3i IgG2b) (obr. 8):

@)
(N
€8]
-t
L

Povlak: 100 ul/jamku koziho Pc.a-my$iho IgG2b (Southern)

<
A
O
3
0
@
o

traci 5 npg/ml pres noc ve +4°. Po promyti se prida
100 ul/damku vzorku:

2} Mc.a-CD32 (vychozi léatka pro spojovani) (1000-
1,96 ng/ml) jako standard
b) Supercse-12 skupina A (8000-15,63 ng/ml)
c) Superose-12 skupina B (8000-15,63 ng/ml)

o
67}

ucerose-12 skupina C (8000-15,63 ng/ml)

Inkucace Je 2 hodiny v +37°. Po promyti se prida
50 ul/damku koziho Pc.a-my3iho IgGZb (Southern) konjugovaného
s alkalickou fosfatazou, nareddného 1/1000 a inkubuje se 2
hodiny v +37°. Po promyti se pfidd 100 ul/jamku substratu,
inkubuie se 15 minut pfi teploté mistnosti a reakce se

sastavi. Kvantitativni vyhodnoceni ze standardni krivky:

(D

uperose-12 skupina A: 17,7 ug/ml
8

vy Ul

uverose-12 skupina B: 58,8 ug/ml
1

Superose-12 skupina C: 190 pg/ml
Stancveni molérniho pomé&ru Der Pl /Mc.a-CD32 v konjugatu
podle testu ELISA:
Superose-12 skupina A: 4,9/1
Superose-12 skupina B: 5,0/1
Superose-12 skupina C: 3,8/1

b)3) Detekce konjugatu Der Pl--Mc.a-CD32:

b)3)1) Povlak: Mc.a-Der P1 (my3i IgG2a) (obr. 9):
Povliak: 100 pl/jamku Mc.a-Der Pl (5H8) v koncentraci
10 pg/ml pres noc ve +4°. Po promyti se prida 100 pl/jamku

vzorku:
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a) Der Pl (vychozi latka pro spojovani) (4000~7,81
ng/ml)
b) Superose-12 skupina A (4000-7,81 ng/ml)
c) Superose-12 skupina B (4000-7,81 ng/ml)
d} Suprerose-12 skupina C (4000-7,81 ng/ml)
Inkubace je 2 hodiny v +37°. Po promyti se prida
50 ul/jamku koziho Pc.a-my3iho IgGZb (Southern) konjugovaného
s alkalickou fosfatazou, nafedé&ného 1/1000 a inkubuje se 2
hodiny v +37°. Po promyti se prida 100 ul/jamku substratu,
inkubuie se 30 minut pri teploté mistnosti a reakce se
-astavi. Na Mc.a-Der Pl navazany konjugat Der Pl--Mc.a-CD32
se detekuje odd&lenim Mc.a-CD32 v kaZdé frakéni skupine

purifikované na Superose-12.

b)3)2) Povlak: Pc.a-my$i IgG2b (obr. 10):
Povlak: 100 ul/jamku koziho Pc.a-my$iho IgG2b (Southern)
v koncentraci S5 pg/ml pres noc ve +4°. Po promyti se prida
100 pl/jamku vzorku:
a2) Der Pl (vychozi latka pro spojovéani) (1000-1,95
ng/ml)
b) Superose-12 skupina A (8000-15,63 ng/ml)
c) Superose-12 skupina B (8000-15,63 ng/ml)
d) Supercse-12 skupina C (8000-15,63 ng/ml)
Inkubace dje 2 hodiny v +37°. Po promyti se prida
100 pl/jamku Mc.a-Der Pl (4C1/B8/3F8) konjugovaného s
biotinem (my3i IgGl), nared&ného 1/50C a inkubuje se 2 hodiny
v +37°. Po promyti se prida 50 pl/jamku  konjugatu
streptavidin-alkalické fosfataza, naredéného 1/1000 a
inkubuje se 1 hodinu v +37°. Po promyti se prida 100 il/jamku
substratu, inkubuje se 60 minut ve 37° a reakce se zastavi.

Na Pc.a-my31 IgG2b navazany konjugat Der P1--Mc.a-CD32 se
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detekuje oddélenim  Der Pl \Y% kazdé frakéni skupiné

C} Stanoveni molekulové hmotnosti konjugatu Der P1--Mc.a-CD32

Molekulovd hmotnost konjugatl Der Pl--Mc.a-CD32 ve
frak&nich skupindch purifikovanych na Superose-12 se stanovi
pomoci nativniho gelu PHAST o gradientu 4 a? 15 % (Pharmacia)
(sevaradni rozmezi: 1000 kD aZz 150 kD) srovnanim s nativnimi

standardnimi proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti (kit,

Detekce barveni st¥ibrem (Silver staining kit,
Pharmacia} (cbr. 11)
Stanoveni:
Superose-12 skuoina A: pas o m.h. 700 kD

B: pas o m.h. 460 kD, 330 kD

Superose-12 skupina C: pas o m.h. 330 kD, 170 kD
Mclekulovéd hmotnost konedného konjugatu Der Pl--Mc.a-
CD32 purifikovaného na FPLC-Mono Q Jje urcena Jjako 330 kD

(cbr. 12).
F) Vysledky testu:

a) Antigen-specificka stimulace T bunééného klonu CFTS4:3.1
fuznim proteinem aCbh32 Der Pl:

aCD32 (Medarex klon IV.3) chemicky spojeny, Jak uvedeno
vy3e, s purifikovanym Der Pl, je pouZit ke stimulaci Der P1 -
specifického T bunécného klonu CFTS4:3.1 v ruznych
koncentracich za pouZiti standardniho LST. V prvni sériil
pokus® jsou pouzity skupiny A a B z chemicky fizovanych
preparatl, skupina A obsahuje jeden pds o velikosti 700 kD (2

molekuly aCD32 fuzované s 10 molekulami Der Pl) a skupina B
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se skladi ze dvou pésd, ve 460 kD a 330 kD (1 aCD32 s 10 Der

Pl, a 1 aCh32 s 5 molekulami Der P1).
Ve druné sérii pokusl je pouZit purifikovany protein ze
skupiny C, obsahujici Jeden vas o velikosti 330 kD (1

ekulami Der P1). Monocyty a B
t

eploté mistnosti s

stimulace je k T bufikdm a bunkam prezentujicim
er, pridanc 100 ug/ml DPT Dbéhem celého kultivacniho
schoconé stimulovat CFTS4:3.1 s DPT, ale

u
ne se skupinou A, B nebc C, zatimco monocyty Jsou schopny
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a se skupinami A, B a C. Toto

potvrzuje dfivéjsi nalezy s ofirozenymi komplexy IgG/alergen,

()

které isou zmin&ny vySe. Krom& tcho to naznacuje, Ze Dro
ntigenovou stimulaci monocyty neni nutné obsazeni CD3Z,

a
protoZe vsechny frakce stimuluiji T buifiky stejné dobfe.

purifikované 1lidské tonzildrni B buliky jsou stimulovany
aCD40 a IL-4 v pPitcmnosti & nepritomnosti komercné

dostupnych protilatek aCD32, které Jsou pridany v udanych

J

koncentracich (obr. 14). Po 9 dnech Jjsou testovany

(

supernatanty tk&fovych kultur na obsah IgE a IgGl. Vsechny
protilatky acCD32 inhibuji tvorbu IgE, a také IgG, zpusobem
z&vislym na davce. Na obr. 15 Je ukézéano, Ze dokonce
fragmenty Fab z klonu Medarex IV.3 Jsou schopny inhibovat
syntézu IgE. To naznaluje, e B bufky, které nejsou
aktivovany pfes své BCR, mohou byt blokovany ve své
protilatkové tvorb& monomerickou interakci s CD32. Pro B
bufiky, které jsou stimulovany zplasobem antigen-specifickym,
je nezbytné spole&né obsazenl vazeb mezi C€D32 a BCR. To

naznacuje, Ze napf. u alergie,. kde B pbuniky vychytéavajil



1) prfes IgE a CD23, a nasledné se stavaji

e}

antigen (naprf. Der
stimulcvanymi Der Pl-specifickymi bufnkami Th2, coz vede ke
tvorbé IgE B bufikami, mohou tyto B buidky ukonc¢it <Ccinnost
interakci s CD32 na povrchu B bunék. Vskutku, dokonce u

analogické interakce B a T bunék, blokuji protilatky aCD32

Stimulace 3CD80 $CD40 $HLA-DR
den 0 (Cerstvé 1zolovano) 1 26 99
den 1 IEN-vy 31 82 99
den 1 IFN-y + agregovany IgC 13 61 99
den 1 IFN-y + agregovany I1IgG +|32 82 99

Monocyty (91 % CD14 pozitivnich) =ziskané od zdravého
darce elutriaci jsou inkubovany se 100 U/ml IFN-y po dobu 24
hodin v pfitomnosti nebo nepfitomnosti agregovaného lidského
IgG v koncentraci 5 ug/ml (povlak v jamkédch, pfes noc ve 4°)
a/nebo monoklondlniho my3iho anti-lidského aCD32 (Medarex
IV.3) v koncentraci 10 pg/ml, a nasledné& obarveny pro urceni
uvedenych markerd analyzou FACS. ZvySeni CD80 a CD40
indukované IFN-y mife byt inhibovano silnym obsazenim
receptort Fcy agregovanym lidskym IgG na monocytech.
Preinkubace s aCD32 pusobi proti inhibici agregovanym lidskym
IgG, coZ naznaluje, Ze
1) inhibice agregovanym lidskym IgG je zprostredkovana CD32,

a



L seso LE ] (X ] LX) L 2 ]
.0 . L] * o * L L ]
L L] L] L L 4 . [ ] ee
L] ¢ o . * L 2 *00 o
. o L d L] L] L ] LN
LA R . se es e *n L X ]

32

2) pouh& vazba na CD3Z nezpisopi utlumeni spolelnych

receptori.

s

Exprese HLA-DR neni c3etfenim ovlivnéna.

[07]
®

antigenu/alergenu. Tykd se £fuznich proteind obsahujicich
molekuly anti-CD32 antigenu/alergenu. Alergeny jscu tomto

‘

a v
textu definovany jakc antigeny, na které odpovidaji atopicti
pacienti alergickymi reakcemi. Vynalez se take tyka p

uzit
fuzniho proteinu rcodle vyndlezu Vv prevencl a/nebc 1écCbe

, a zplscbu 1é¢b

<

5

alergii, ktery obsahuje podadvani pacientovi profylakticky
nebo 1lédebnd G&inného mnoZstvi  fazniho proteinu podle
. Fazni proteiny, Jjak Jscu definovany vySe, Jjsou

u
vhodné opro poufiti jako farmaceuticky, zejména antialergicky
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PATENTOV EZ NARDCKY
1. Fazni protein cobsahuiict
a) jeden nebo vice antigenl a
b} jednu nebc vice skupin inzeraguiicich s lidskym

receptorem Fcy II (FcyRII) (CD32).

3. Fuazni protein podle naroku 1, ktery je tvofen z jednono

|=]

Q]

k4 ’ A 1 L4t~ rE AN anit o F-PN =
nebo vice usek DNA obsahuiicich T bunélny eplitop splse nel

gen kompletnich antigenu.

4. Fazni protein podle kteréhokoliv =z narcka 1 az 3, ve
kterém skupiny interagujici s FcyRII jsou lidské nebo
humanizované protila

které stale specificky rozpoznavaji a va&Zi se k antigenu
FcyRII (CD32).

in podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, ve

5. Fazni ot

O
I
®

kterém skupiny interagujici s FcyRII Jsou lidské nebc
humanizované protildtky IgG nebo <&asti téchto protilatek,

které stale interaguji s antigenem FcyRII (CD32).

6. Fuzni protein podle kteréhokoliv =z narckd 1 aZ 3, ve
kterém skupiny interagujici s FcyRII jsou manipulované lidské
nebo humanizované protilatky aCD32 nepo IgG nebo Jjejich
S4sti, které rozpoznavaji FcyRII (CD32) s vy$8i afinitou neiZ

nativni protilatky aCD32 nebo IgG.
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7. Farmaceuticky pfipravex v y z n a C u jJ ici s e T 1m,
e obsahuje fuzni protein pcdle naroxu 1 spolu s alespon
jednim farmaceuticky pfijatelaym nosicdem nebo rfedidlem
8. ZpUsob  prioravy  fuzniho proteinu  podle nadroku 1
vyznac¢ujilcli s e £ 1 m, e uZivid techniku
. rekombinantnich gent nepc chemické zesiteni
. 9. Pouriti fuzniho proteinu pedle nércku 1 v prevenci a/nebo
168b& alergii (v&etnd potravinovych alergil).
£ yC J
10. PouZiti fuzniho proteinu pedle néroku 1 pro vyrobu 1éc¢iva
pro prevenci a/nebo 1écbu alergiil (v&etné potravinovych
alergii).
11. Fuzni protein podle n&roku 1 pro pouZiti jako
farmaceuticky pripravek.
12. Zplscb lécby alergii vy znadcujici se € im,
e zahrnuje podavani pacientovi, potrebujicimu tuto 1&Cbu,
profylakticky nebc terapeuticky ucinného mncZzstvi fazniho
proteinu podle né&roku 1 spolu s alespofl jednim obvyklym

farmaceuticky prijatelnym nosicem

nebc fedidlem.

13. Zpusob pripravy léciva proti alergiim

. vyznacuijilici s e t 41 m, Ze =zahrnuje smiseni
fuzniho proteinu podle néroku 1 s farmaceuticky pfijatelnym
nosic¢em nebo redidlem.
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Obr. 2

80 %

70 + —*—Der-P1-(2)NIP

60 | ~=~Der-P1-(2NIPigE

e

50 | —*Der-P1-(2)NIP/IgG1 |
E é, 40 + —ae— Der-P1-(2)NIP/IgG3 l
O é’

0 10 10° 10' 102 10° 10*

[DerP1(2)NIP] ng/mi
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Obr. 3

1 pyg/ml [Der P1}; 7 pg/ml [IgE]
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Obr. 4

80
5% 1gG3-Der-P1-(3)NIP

70 ,
BN 1gG3-Der-P1-(3)NIP + agregovany IgG .
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