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(57)Anotace:

Navézani molekul, kterymi jsou rekombinantni polypeptidy
obsahujici i) vazebnou oblast schopnou vézat cilovou
molekulu a ii) efektorovou oblast, kterd vykazuje
aminokyselinovou sekvenci v podstaté homologni s celou
nebo s &asti konstantni oblasti t&Zkého fetézce lidského
imunoglobulinu. Vazebna molekula je schopna vazat cilovou
molekulu, aniZ spusti podstatnou lyzi zavislou na
komplementu nebo poskozeni cile zprostiedkované buiikou.
Preferuje se, aby efektorové oblast byla schopna specificky
vézat FcRn a/nebo FcyRIIb. Tyto vazebné molekuly jsou
obecné zaloZeny na chimérovych oblastech, které se ziskaly ze
dvou nebo vice oblasti Cy2 t&Zkého Fetézce lidského
imunoblogulinu. V preferovaném provedeni se oblasti 233 az
236 a 327 az 331 upravily tak, aby proptj¢ily molekule
nulovy alotyp. Nukleové kyseliny hostitelské buiiky, zpiisoby
produkce, materidly a pouZiti. Farmaceutické prostfedky s
obsahem t&chto sloudenin a jejich pouZiti pro lédeni
autoimunitnich, aloimunitnich a zan&tlivych onemocnéni.



nnnnn

PV Do00-77%"
O 7774
Vazebné molekuly odvozené od imunoglobulin®i, které nespousti

lyzi zprostfedkovanou komplementem.

Oblast techniky

Vynélez popisuje vazebné polypeptidy, které maji
aminokyselinové sekvence ziskané z upravené konstantni oblasti
t&7kého rPetézce imunoglobulinu G (IgG). Vynalez dale popisuje

. zpisoby a materidly vhodné pro produkci takovych polypeptidd a

metod a pouZivanych materiald.

Dosavadni stav techniky

Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které pomahaji chranit
hostitele pred infekci. V obecném pfipadé obsahuji tézky a
lehky Freté&zec, N-termindlni oblasti, kterou tvo¥i variabilni
oblast nebo V oblast, JenZ Jsou schopné véazat antigen.
V oblast je spojena s konstantni nebo C-terminadlni oblasti,
kterd definuje t¥idu (a n&kdy podtiidu (izotyp) a alotyp

(izoalotyp) imunoglobulinu.

U sav&ich druhti pak existuji imunoglobuliny jako IgD, I9G,
IgA, IgM a IgE. Trida IgG u 1idi naopak existuje Jjako 4
podt¥idy (IgGl, IgGZ, IgG3, IgG4). C-oblast v IgG obsahuje trfi

domény Cyl, Cy2 a Cy3, ktere jsou si v ramci teéchto podttfid

- velmi podobné (vykazuji pfes 90 % homologie). Oblasti Cyl a Cy2
jsou spojeny kloubnim spojenim. Uloha podt¥id se méni

v zavislosti na druzich.

Je zndmo, 2e C-oblast je odpovédna za razné funkce
efektortl imunoglobulinu (popisuje se v publikaci Clark (1997)
,IgG Effector Mechanisms" in ,Antibody Engineering“™ Ed. Capra,

Pub. Chem. Immunol., Basel, Kurger, Vol. 65 pp 88-110) .
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Funkce IgG se doséahnou prostfednictvim interakce mezi

oblasti Fc imunoglobulinu a receptoru Fcy (FcyR) nebo Jjiné
vazebné molekuly, né&kdy na efektorové bunce. To miZe zpuasobit,
e buiika efektoru usmrti cilové builky, na které Jjsou navazany
protilatky prostfednictvim jejich wvariabilnich oblasti (V).
Také protiléatky émérované proti rozpustnym antigenum mohou
tvorit imunitni komplexy, které Jjsou cileny do FCYR, coZz vede
k pohlceni (opsonozaci) imunitnich komplex® nebo ke spudténi

efektorovych bun&k a k uvolnéni cytokint.

U 1idi se charakterizovaly t¥i tEidy FcyR, ackoli se
situace dale komplikuje vyskytem vice forem receptoru.
Existuji tfi tridy:

i) FcyRI (CD64) vaze monomerni IgG s vysokou afinitou a
exprimuje se na makrofagach, monocytech a nékdy na
neutrofilech a eosinofilech.

ii) FcyRII (CD32) se vaZe na komplex IgG se st¥fedni az
nizkou afinitou a exprimuje se V $irokém méritku.
Tyto receptory se mohou rozdélit do dvou dalezZitych
typl, FcyRIIa a FcyRIIb.

Forma receptoru ,a% se nachazi na mnoha bunkach a
podili se na usmrceni (napriklad makrofagy, monocyty,
neutrofily) a zd& se, Ze aktivuji proces usmrceni a
objevuji se jako dvé alternativni alely.

7da se, e forma ,b“ mad dileZitou Ulohu v inhibiénich
procesech a nachazi se na B-buiikdch, makrofégech a na
7irnych buiikdch a eosinofilech. KdyZ se vyskytuji na
B-bufikdch, zda se, Ze pusobi jako supresory produkce
daldiho imunoglobulinu a piepinaCe izotypu napriklad
t#¥idy IgE. U makrofaghd B-forma pisobi jako inhibitor
fagocytdzy, coZ zprostfedkovavd RcyRIIa. U eosinofild
a #irnych buné&k muZe forma ,bt  pomoci potladit
aktivaci téchto bun&k prostfednictvim navazani IgE na

jeho oddéleny receptor.



-

ce s
se o0
.
o000

*
L
.
® L]
L
*

iii) FcyRIII (CD16) se vaze na IgG se st¥edni aZ nizkou

afinitou a tvori dva typy. FcyRIIIa se nachazi na
buiikdch NK, makrofagach, eosinofilech a nékterych
monocytech a T buiikich a zprostfedkovava ADCC.
FcyRIII se silné& exprimuje na neutrofilech. Oba typy

tvori rtzné alotypové formy.

Stejn& jako navazani na FcyR protildtky mohou aktivovat

komplement a to miZe vést k lyzi bun&k, opsonizaci nebo

k uvolnéni cytokint a zanétu. Oblast Fc maze také
zprosttedkovat takové vlastnosti, jako transport IgG
novorozenci (prostfednictvim tzv. ,FcRn“), z&?éeni "polocasu
rozpadu (vé¥i se, e Je také ovlivnén prost¥ednictvim

receptoru typu FcRn (popisuje se v publikaci Ghetie and Ward
(1997) Immunology Today 18, 592-598) a samoagregaci. Oblast Fc
je také zodpovédna za interakci s proteinem A a proteinem G

(tato interakce se jevi byt analogem k navazani FcRn).

Konstrukce imunoglobulint

fada vlastnosti zprostredkovanych Fc, které se diskutuji
shora v textu se mohou vyZadovat u prirozené se vyskytujicich
nebo uméle konstruovanych protilatek. Mohou v8ak nastat
okolnosti, kdy odumirdni bunék nebo uvoliiovani cytokinl a

vysledny z&nét neni Zadouci a neni vhodny.

MiZe byt také nutné zachovat jisté funkce zprostfedkované

Fc. Jsou to napfiklad dlouhy polo&as rozpadu plazmy.

Je  znamo, e lidsky imunoglobulin  IgG4 napfiklad
neaktivuje komplement a lidské IgG2 se nevadZe na receptor FcyRI
s vysokou afinitou a na zaklad® téchto poznatkll se tyto
imunoglobuliny pouZivaly Vv ur&itych situacich (fuzni protein

receptoru TFN se pfipravil s IgG4 Fc).
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Avdak podt¥idy, které nejsou lidské nevykazuji Zadny
2 relevantnich efektor@i Fc, které spoudti funkce nebo aktivaci
komplementu za vSech okolnosti. Pravd&podobné& tyto podt¥idy
vykazuji existenci nékolika forem receptortt FcyR. Tak napfiklad
IgG4 mhZe u nékterych 1idi zpustit buné&&nou cytotoxicitu

zdvislou na protildtkéch (ADCC) a 1IgGZ se vaZze na Jednu

alelovou formu receptoru FcyRIIa a také aktivuje komplement.

. Alternativnim pristupem je mutace sekvence Fc, pricemZ se

substituuji zbytky, které Jjsou nutné pro zachovani funkce.
Jisté cilové =zbytky se identifikovaly a publikovaly se
v publikaci  Clark (1997) ,I1gG Effector Mechanisms" in
LJAntibody Engineering“ Ed. Capra, Pub. Chem. Immunol., Basel,
Kurger, Vol. 65 pp 88-110. Tyto zbytky =zahrnuji sacharidy
ptipojené svym N-koncem ke konzervativnimu mistu oblasti Cu2,
jisté zbytky ve spodni oblasti spojeni (napfiklad sekvence
ELLGGp) a prolinovy zbytek v poloze 331 a sekvence E-x-K-x-K
v polohéch 318 aZ 322. Jeden ptiklad se popisuje v publikaci
Cole et al (1997) Journal of Immunology 159, 3613-3621.
V tomto p¥ikladu se zbytky 234, 235 a 237 mutovaly na alaniny
(nebo v pripadé 235 n&kdy na Glu). Jsou to v8ak v3echno
neobvyklé zbytky v téchto polohdch v lidském IgG, pticemz
pfitomnost takovych nevhodnych aminokyselin mlZe tvorit Fc
vice imunogenni nebo antigenni a miZe také vést ke ztraté

jistych poZadovanych funkci Fc.

Tato strategie se miZe také pouZit pfi konstrukci
terapeutickych glykosylovanych protilatek CD3 (popisuje se
v publikaci Routledge et al., 1993 Eur J. Immunol. 23: 403-
411, patent UK 9206422.9) a inhibi&nich protilatek CD18.
Jednou nevyhodou je, Ze nové rekombinantni konstrukce vykazuji
neobvyklé sekvence a mohou byt rozeznany a odmitnuty imunitnim

systémem jako cizorodé. Glykosylované protilatky také

nevykazuji navazéni na inhibi&ni receptor FcyRIIb, =zatimco
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udr¥ovani schopnosti vazat se miZe byt v né&kterych ptipadech

vyhodné.

Jiné pristupy k modifikaci imunoglobulin® se popisuji
v publikaci WO 92/16562 (Lynxvale LTD.). V této publikaci se
popisuje uprava alotypu humanizovanych protilatek IgG1
CAMPATH1H, které vykazuji vazebnou afinitu pro antigen CD52.
Antigen CD52 se nachazi na lidskych lymfocytech a monocytech
a pouzivd se Jjako terapeuticky cil pro l1é&bu lymfomd T a B
bun&k a leukemii, imunosuprese prijemch pfi transplantaci
orgdnu nebo kostni dfene a také pri 1éZ¢bé né&kterych
autoimunitnich a pfibuznych poruch, Jjako Je revmaticka

artritida a systémova vaskulitida.

Dokument WO 95/05468 (Lynxvale Ltd.) take popisuje
modifikaci alotypickych determinant v Ig (nebo derivaty),

které maji poZadované vazebné nebo efektorové funkce.

Na zaklad® pfedchézejicich informaci jJe mozné Fici, Ze
zavedeni metod nebo materidld, které umozZni inZenyring oblasti
Fc tak, 5e se redukuji neZadouci ucinky, zatimco  se
zachovavaji nebo zesiluji poZadované vlastnosti, bude pIiinosem

pro stav techniky.

Podstata vynélezu

Vynalez popisuje nové kombinace sekvenci lidské podtiidy
IgG za ucelem vzniku chimérovych polypeptid, které obsahuji
nepfirozené, lidské napodobujici Fc sekvence, které neaktivuji
komplement nebo nespoudtil cytotoxické aktivity prostfednictvim
FcyR. Ve stejné dob& jisté poZadované vlastnosti IgG zustaly
zachovany. Napfiklad polypeptidy neobsahuji ,nelidské"
aminokyseliny a proto pravdépodobné redukuji imunogenicitu.
(dale stale vazi protein A, ktery je schopen zk¥izit lidskou
placentu prost¥ednictvim interakce s FcRn (neonatdlni Fc

receptor) .



R S e s R

Zptisob, kterym se sekvence budou vyvijet, a Jiste
demonstrovatelné vlastnosti se popisuji dale v textu. Vynélez

popisuje fadu konstrukci zaloZenych na  trech  ruznych

sekvencich IgG (1, 2 a 4). Agkoli relevantni oblasti té&chto
protilatek sdili homologii, neodpovidaji délkou, ¢imzZ )
komplikuji proces vytvofeni odvozenych sekvenci, které si
ponechavaji aktivity z pfirozenych sekvenci. Konstruované

' protilatky se porovnaly s rodicovskymi kontrolnimi

protildtkami v souladu s modelovymi antigennimi systémy RhD
: (Fogl) a CD52 (CAMPATH-1H). vaekvapivé se vytvorilo frada
sekvenci s pozadovanou kombinaci aktivit, které se nenachazeji
u rodi&ovskych molekul. V obecném pripad& obsahuji jednu nebo

vice oblasti nebo blokd, které obsahovaly modifikace (oby&ejné

2, 3 nebo 4 aminokyseliny), které jsou v souladu
s odpovidajici oblasti =z rlznych podtfid. Dveé uréité oblasti

nebo bloky jsou 233 aZ 236 a 327, 330, 331.

Vyndlez popisuje molekulu véazajici se na polypeptid
obsahujici i) vazebnou oblast schopnou vazat se na cilovou
molekulu a ii) efektorovou oblast, kterd m& aminokyselinovou
sekvenci v podstat& homologni s celou nebo s &&sti konstantni
oblasti t&Zkého Fetdzce lidského imunoglobulinu. Tato molekula
je charakterizovédna tim, Ze vazebnid molekula Jje schopna véazat
cilovou molekulu, ani% spusti podstatnou 1lyzi =za&vislou na
komplementu nebo destrukci cile zprostfedkovanou bunkou a
pfednostné& tim, Ze efektorovd oblast je schopna se specificky

vazat na FcRn nebo na FcyRIIb, pricemZ vice se upfednosthiuje,

kdyZ se vaze jak na FcRn tak na FcyRIIb.

Specifické navazani FcRn se miZe dokdzat schopnosti se

specificky vézat na protein A.

Vazebné molekuly podle vyndlezu vykazuji zlepSené klinické

vlastnosti (napfriklad v souladu s ,blokujicimi“ protilatkami).
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Toho se dosahne pripravenim efektorové domény odvozené od Fc,

kterd ma& sniZenou afinitu pro FcyRI, FcyRII a FcyRIII, ale
ktera si uchovava schopnost vazat se na protein A (vzhledem k
FcRn, moZnému neonatdlnimu transportu a vysokému polocasu
rozpadu) a/nebo FcyRIIb. Tak zbytky odpovédné za navazani FcRn
na IgG neni tieba modifikovat s ohledem na prirozenou oblast

Fe v molekulach podle vynalezu.

V obecném pfipadé& sniZeni afinity, kterou vykazuje oblast

efektoru vzhledem k receptoru FcyRI (porovnava se S jednou
oblasti Fc, se které se odvodil), mﬁée v preferovanych
provedenich vynalezu byt stonasobné nebo vys8i. V ptipadé
receptort s niZzsi afinitou popsanych shora v textu snizeni
afinity miZe byt niZsi naptiklad o 2 az 10 niasobek, ackoli ve
vétsineé preferovanYdh provedenich vynalezu mize byt vy33i nez
500 krat. Obecné odpovidajici sni¥eni aktivity v testu
chemoluminiscence (jak se popisuje dale v textu) miZe byt az
30 a? 300 nasobné. SniZena aktivita komplementu miZe dosahovat
50-ti néasobku. Odpovidajici obrézek v pfipadé ADCC muze byt
daleko vy&si, napfiklad 10 000 niasobek. Kombinace téchto
(omezenych) aktivit miZe byt p¥i téchto aplikacich stale

vyhodna s ohledem na pfesnou hodnotu sniZeni.

Navzdory tomu, Ze V minulosti se p¥ipravily chiméry
IgGl/IgGZ2 a IgG1/IgG4 (popisuje se V publikaci Morgan et al.
(1995) Immunology 86: 319-324 nebo Chappel et al., (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 88: 9036-9040 nebo Greenwood et al
(1993) Eur. J. Tmmunol. 23: 1098-1104), yadnd z nich
nevykazuje kombinéci vlastnosti, které vykazuje vazebna

molekula podle vynélezu.

Rzné funkce vazebné molekuly se mohou odhadnout bez
velkého Usili, naptiklad za pouziti metod popsanych dale
v textu nebo analogickych metod. Napfiklad vazebné vlastnosti

FcyR FcyRIIbse mohou odhadnout p¥imo nebo nepfimo, napfiklad



prostfednictvim neschopnosti  vyvolat
monocytu.

Neschopnost vyvolat podstatnou
komplementu (kterd probéhne prostfedn

v pripadé molekuly Clg) se miZe mérit
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pomoci CR-51 uvolné&ného

z cilovych bunék v pfitomnosti komponentl komplementu,

napfiklad ve formé séra (jak se popisuje dale v textu),

pricemZ vazebné molekuly zplisobi méné& neZ 5%, upfednostfiuje se

méné nes 2 % specifickou cilenou bun&&nou lyzi.

Podobné, bunkou zprostfedkované destrukce cile se muze

hodnotit pomoci CR-51 uvolnénym z cilovych bunék v pritomnosti

vhodnych cytotoxickych pbun&k, Jjako J

sou krevni monojaderne

efektorové bunky (jak se popisuje dale Vv textu), pricemz

vazebnd molekula zphsobuje méne neZz 5%

, upfednostiiuje se méné

ne? 2 % specifickou cilenou bun&&nou lyzi.

Jako alternativa k pfimému m&¥eni se funk&nost miZe

odvodit na zakladé schopnosti inhibovat tyto atributy ve

funk&nich imunoglobulinech. Tim, Ze

se naptiklad poskytne

ochranny G&inek proti lyzi buné&k komplementem nebo usmrceni

punék (naptriklad pomoci ADCC) nebo inhibici odezvy monocytld na

citlivé bunky.

\Y jednom.preferovaném provedeni podle vynalezu efektorova

oblast obsahuje aminokyselinovou sekvenci v podstaté homologni

se sekvenci Cy2 z lidského IgGl, G2 nb

eo G4. Uvedend sekvence

obsahujici jednu nebo vice z nasledujicich modifikaci

(substituce nebo delece aminokyselin
(popisuje se Vv publikaci Kabat et al.,
of immunological interest.™ Bethesda,

and Human Services, NIH, 1991):

Poloha aminokyselina

233 P

) v uvedenych polohach
,Sequences od proteins

US Department of Health
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235
236
327
330
331
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V preferovaném prévedeni vynédlezu tyto substituce
pfipravuji v ,blocich® 533 a¥ 236 a/nebo 327, 330, 331. Tak
mutovana oblast v oblasti Cs2 bude vykazovat 100 % homologii
s podtiidou, ze které pochézi substituované zbytky, pficemz se
sni?uje pravdépodobnost, e oblast bude reprezentovat epitop B

buiiky nebo T bunky Vv imunitnim systému.

pfipravilo se n&kolik mutantnich imunoglobulind zaloZenych
na IgGl, IgG2 nebo I1gG4, které vykazuji dané rysy, & ukazalo
se, ze majil poZadované vlastnosti. Ackolil nékteré mutace
jednotlivych zbytkﬁ ve vazebnych molekulach se pfipravily uZ

d¥ive, specifické kombinace jsou nové.

preferované formy vazebné molekuly se popisuji dale

v textu:

Efektorova oblast

Peptid obsahuje efektorovou oblast, ktera ma
aminokyselinovou sekvenci v podstat& homologni s celou nebo
®asti konstantni oblasti lidského imunoglobulinu, pficemZz se

upfednostiiuje C-oblast IgG.

publikovala se Prada sekvenci lidskych C oblasti (jak se
popisuje v publikaci Clark (1997) ,IgG Effector Mechanisms® in
,Antibody Engineering® Ed. Capra, Pub. Chem. Immunol., Basel,
Kurger, Vol. 65 PP 88-110). Jiné sekvence té&Zkych fetézcl
1idského imunoglobulinu se mohou ziskat z databazi SwissProt a

PIR za pouZiti software Lasergene (DNAStar Limited, London UK)
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a pristupovych &isel A03433, B90563, A90564, BI91668, A91723 a
AQ2146 v ptipadé C oblasti lidského F¥eté&zce Igy-1, A93906,
A92809, A90752, A93132, A02148 v ptripadé C oblasti lidského
tet&zce Igy-2, A90933, A90249, A02150 v pripadé C oblasti

1idského tetdzce Igy-4 a A23511 v pripadé C oblasti lidského

Yet&zce Igy-3.

Homologie (nebo shoda nebo podobnost) se miZe hodnotit
l1ibovolnou vhodnou metodou. Homologie se miZe prokazat na
urovni kédujici nukleotidové sekvence nebo kédované
aminokyselinové sekvence. Termin .,V podstaté homologni,
znamend, e obsahuje aminokyselinovou sekvenci sdilejici
alespoii 50 % nebo 60 % nebo 70 % nebo 80 % homologii, nejvice
se uptednostiiuje alespon 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % nebo 99%

homologie s referencnim imunoglobulinem.

Termin podobnost nebo homologie se miZe definovat a
stanovit pouZitim programu TBLASTIN, ktery se popisuje
v publikaci Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10,
ktery nachazi standardni pouZiti v oboru a preferovahy
standardni program BestFit, ktery je soucéstil Wisconsin
Package, Version 8, September 1994 (Genetics Computer Group,
575 Scinece Drive, Madison, Wisconsin, USA, Wisconsin 53711).
Program BestFit umoZfiuje optimélni usporadéani nejlep3iho
segmentu podobnosti mezi dvémi sekvencemi. Optimdlni
uspotadéani se provede zaglenénim dér, pricemZ se maximalizuje
polet péru za pouziti algoritmu lokdlni homologie podle Smithe

a Watermana.

Toto hodnoceni je moZné udélat bez nadm&rného usili
odbornika ve spojeni s hodnocenim poZadované kombinace aktivit

za udelem rozpoznat molekulu podle vynalezu.

Vedle toho, Ze molekuly vykazuji sniZenou afinitu vacéi

Fcy-RI, Fcy-RIla, Fcy-RIIIa a Fcy-RIIIb, aby si uchovaly
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schopnost vazat inhibi&éni receptor Fcy-RIIb nebo vykazovaly
ur&ity stupefi pomoci efektorové molekuly. Upfednostfiuje se,
aby schopnost vazat se byla vy33i nezZ afinita v pripadé
receptoru Fcy-RIIa a vice se uprednostiuje, aby odpovidala
rodidovské oblasti Ig, ze které se odvodila. Ziskané vysledky
ukazuji, e vyvinuté vazebné molekuly vykazuji uvedené
vlastnosti. V dosavadnim stavu techniky nebylo vyhodné, aby se
navézani oblasti Fc na receptor Fcy-RIIa a  Foy-RIIb
manipulovalo nezavisle. Tato schopnost maze doplnit dalsi
pozadované funkce (coZ indikuje schopnost vazat se na protein

), &imZ se zvysi terapeuticky potencional vazebné molekuly.

Podet publikaci zdGraznuje dilefitou ulohu, kterou miZe
mit receptor Fcy-RIIb pfi inhibici bun&&ného postupu (popisuje
se v publikaci Daeron et al., 1995, Immunity 3(5): 635-4¢, Vén
den Herik et al., 1995 Blood 85(8): 2201-11, Sarmay et al.,
1996 Immunol. Lett 54(2-3): 93-100, Fong et al., 1996 Immunol.
Lett. 54(2-3): 83-91, Sarmay et al., 1996 J. Biol. Chem. 271
(48): 30499-504, Unkeless and Jin, 1997, Curr. Opin. Tmmunol.
9(3): 338-43, Isakov, 1997 Immunol. Res. 16(1): 85-100, Hunter
et al., 1998 Blood 91(3) : 1762-8, Malbec et al., 1998 J.
Immunol. 160(4): 1647-58, Clynes et al., 1999 J. Exp. Med. 189
(1): 179-85). V téchto publikacich se ukézalo, Ze receptor Fcy-
RIIb, kdyZ se zk¥iZené vdZe na Jjiné receptory, maZe inhibovat
jejich signal, prig¢emz inhibuje takové procesy, Jako Je
aktivace B bunky, degranulaci Zzirné bunky a fagocytdzu

makrofagy.

Vazebné molekuly podle vynalezu, které si udrzZuji tuto
aktivitu, se mohou pouzZit ne pouze Ppro souté&zeni a
kompetetivni inhibici neZadoucich interakci protilatka-antigen
(tak jako autoantigeny nebo aloantigeny), ale také pti
nekompetetivni inhibici té&chto procesi, napfiklad prevenci

produkce dal3ich autoprotildtek nebo aloprotilétek pomoci
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inhibice aktivace B bun&k. Jiné p¥ikladné aplikace tohoto
inhibi&niho uc&inku se popisuji déle v textu ve vztahu
k terapii alergie a astmatu (inhibice degranulace Zirnych
bunék) a molekul anti-RhD (inhibice fagocytdzy) .

Upfednostiuje se, aby se samotna efektorovd oblast

odvodila z konstantni oblasti lidského imunoglobulinu, pZiclemZ

se vice uptednostfiuje, aby se tato oblast ziskala z C-oblasti

IgG.

Upfednostiiuje se, aby obsazena aminokyselinova sekvence
byla v podstaté homologni se sekvenci Cy2 (to pfedstavuje
pribli¥n& zbytky 231 a¥ 340) z lidského 1IgGl, G2 nebo G4,

které vykazujl upravené aminokyseliny, jak se popisuje shora

v textu.

Nejvice preferované sekvence Cy2 jsou zobrazeny na obrazku

&. 17, zvlasté ty oznalené GlAab, G2Aa nebo GlAac.

Libovolnd z t&chto sekvenci se miZe V molekuldch podle

vynalezu kombinovat s ptirozenou nebo upravenou oblasti Cuy3 a s

prirozenou nebo upravenou oblasti spojeni plus se sekvencemi

oblasti Cyl.

Odbornik preferuje, Ze neni nutné, aby Jjiné casti

efektorové oblasti (nebo jiné oblasti molekuly)

ptirozené sekvence, zv145té& maZe byt nutné kombinovat zde

popsané modifikace sekvenci, které se napfiklad vybraly

2z literatury, pricemZz jJe nutné, aby si pouze zachovaly

pozadované aktivity. Pro odbornika bude vyhodné, kdyZ vazebné

molekuly obsahujici modifikované (napriklad zpusobem adice

aminokyseliny, inzerci, deleci nebo substituci) efektorové

oblasti spadaji do rozsahu vynélezu.

7v145t& preferované mohou byt sekvence ,nulového alotypu",
jsou sekvence ziskané z t&Zkého Ffetézce IgG (popisuje se

Wo 92/16562), kde alotypické zbytky podléhaji

coz

v publikaci

obsahovaly
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mutaci, aby se pérovaly s témi, které se nachéazeji v jinych
molekuldch lidské podtiidy IgG. To maZe minimalizovat
skute&nost, %e sekvence se jevi libovolnému jedinci Jjako

cizorodé.

Vazebnad oblast a cilova molekula

Molekula peptidu obsahuje vazebnou oblast schopnou vazat

se na cilovou molekulu.

vVazebna oblast bude mit schopnost interagovat s cilovou
molekulou, kterou pfednostné maze byt Jjiny polypeptid, ale
mi¥e byt libovolnym cilem (napfiklad sacharid, lipid (takovy
jako fosfolipid) nebo nukleova kyselina). Upfednostnuje se,
kdy? interakce bude specificka. Vazebna oblast se miZe ziskat

ze stejného zdroje nebo z odli&ného =zdroje nei je efektorova

oblast.

Zatimco efektorovad oblast se obecném pfipadé ziska
z protiléatky, vazebnd oblast se miie odvodit 2z libovolné
molekuly se specifitou pro jinou molekulu, naptiklad enzym,
hormon, receptor (vadzany na pufice nebo cirkulujici) pro

cytokin nebo pro antigen (ktery specificky vaze protiléatky) .

p¥ednostné obsahuje celou nebo Cast protilatky nebo jeji
derivat, zvla3té pfirozenou nebo upravenou variabilni oblast
protilatky. Tak vazebnd molekula podle vynadlezu muZe
poskytovat vazebnou oblast protilatek a tézZky fet&zec lidského
imunoglobulinu pochéazejici z hlodavch nebo Camelidae
(popisuje se v dokumentu WO 94/25591), jak se popisuje shora

v textu.

preferuji se také molekuly, které vykazuji vice neZ jeden
typ vazebné oblasti, Jjako Jjsou bispecifické protilatky
(popisuje se v dokumentu PCT/US92/09965) . V té&chto ptipadech

jedno ,rameno" se vaze na cilovou bufiku a druhé rameno se vaze
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na druhou bufiku, aby spustily usmrceni cile. V takovych.
pripadech muzZe byt nutné minimalizovat plsobeni efektorové
gasti, kterda maZze Jinak aktivovat dal3i bunky, které
interferuji s poZadovanym Vystupem.' Samotna ,ramena® (to Je
vazebna oblast) se miZe zakladat na oblastech Ig (napfiklad
Fab) nebo miZe pochazet z jinych proteind, jako Jje fuzni

protein, jak se popisuje dale v textu.

Vazebna molekula mazZe obsahovat vice nez jeden
polypeptidovy fetézec, které jsou spojeny napriklad kovalentni
vazbou nebo jinym zplsobem (naptiklad hydrofdbni interakci,
iontovou interakci nebo prostfednictvim sulfidovych mastka) .
MiZe napfiklad obsahovat lehky Ffetézec v kombinaci s téZkym
tetdzcem, ktery obsahuje efektorovou oblast. MiZe se napriklad
pouzit libovolny vhodny lehky fetézec, nejb&zné&jsim alotypem
lehkého rtetdzce kappa Vv b&iné populaci je Km(3). Proto mazZe
byt nutné vyuzit tento b&sny alotyp lehkeého tfet&zce kappa,
protoze relati&né malo &lent populace ho bude povazovat za

cizorody.

V typickém pfipadé cilem bude antigen pfitomny na bunce
nebo receptor s rozpustnym ligandem, © ktery protilatky

soutézi.

Tyto latky se mohou vybrat jako terapeuticky cil, pticemZ
je nutné, aby se navazaly na molekulu, kterd vykazuje
vlastnosti popisované shora v textu, maZe napfiklad souté&Zit
nebo nahrazovat poZadovanou protilatku. V jiném pripadé mazZe
byt nutné, aby se molekuly vazaly na cilovou molekulu, aniz
dojde k poskozeni zprostfedkované bunkou, z4n&tu zpusobenému
protilatkami nebo lyzi komplementem. Stejn& efektorova oblast
mize fungovat primdrné pfi zprostfedkovani transportu a/nebo
zlep&eni polocCasu rozpadu séra. V takovych pripadech vazebna
oblast a cilova molekula miZe byt libovolny systém, pro néhoz

tyto rysy budou vyhodné.
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Dale v textu se uvadi vybér aplikaci, kde vazebné molekuly
podle vyndlezu se mohbu pouzit jako terapeutické protilatky,
které nesou inzert oblasti Fc:

1) kompetice matefskych aloprotilatek IgG vaci antigennimu

epitopu na krevnich pbutikdch zarodku/novorozence.

Aloimunitni poruchy krevnich krvinek zarodku maji béZnou
patogenezi. Dochazi k syntéze aloprotildtek matkou proti
dédi&nému antigenu na Cervenych putikach zarodku, granulocytech
nebo krevnich destickéch. Pak nésleduje transport
aloprotilatek placentou. U zérodku nebo novorozence dochazi
k podkozeni ¢&ervenych krvinek zarodku potaZenych protildtkami,
které mohou vést ke klinicky podstatnému poskozeni ob&hového
systému relevantnich bunék. ‘Terapeutické protilatky vuci
relevantnimu epitopu, ale s Fc, které nespoustéiji destrukci,
mohou souté&zit s matefskymi protiladtkami o moZnost navazani na

buiiky zérodku, ¢imZ inhibuji jejich poSkozeni.

Protilatky proti aloantigentm ¢&ervenych  bunék zpusobuji

hemolytické onemocnéni plodu nebo novorozence.

Nejdilezité&jsi aloantigeny Eervenych krvinek jsou
v krevnich skupinovych systémech Rhesus a Kell. Vyskyt
hemolytického onemocn&ni zplsobeny antigenem RhD se dramaticky
sni?uje vzhledem k zavedeni post-natadlni profylaxe, ale stale
se vyskytuji pEipady, které  jsou zpisobeny  matefskou
citlivosti b&hem prvniho té&hotenstvi. Dal&i antigeny Rhesus
(c, ¢, E, e) mohou také zplusobit hemolytické onemocnéni,
stejné jako protilatky va&i antigenu Kell (K1), které navic

omezuji erythopoiézu v kostni dfeni zarodku.

Souc¢asna terapie silné podkozenych ploda spoc¢iva
v regulované vnitrod&loZni transfuzi cervenych krvinek, které
nenesou antigen. Ukazalo  se, e infuze nespecifického

imunoglobulinu neni Vv t&chto podminkadch u&inna. Anémie a
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hyperbilirubinémie u novorozence mi¥e vyzadovat transfuzi

a/nebo fototerapii.

Experimenty, Ve kterych se pouzivajil konstrukce Fc se
specifitou vuci RhD (oznadené Fog-1) ukazaly jejich defekt ve
spoudténi efektorovych mechanizm (aktivace monocytd, Jjak se
detekuje chemoluminiscenci a ADCC) a také se ukdzalo, Ze
inhibuji chemoluminiscenci a ADCC spoudt&né lidskym sérem,
které obsahuje polyklonalni anti-D. UZ drive se ukézalo, Ze
ADCC a chemoluminiscence znamend podkozeni cCervenych krvinek
in vivo. Dfive publikovana prace také demonstruje schopnost
Fog-1l soutézit s v&t3inou lidskych anti-D sér o epitopy na

proteinu RhD.

Protilatky proti aloantigentm krevnich desticek zpusobuji

aloimunitni trombocytopenii zarodku a novorozence.

Nejvice relevantni antigen je 1lidsky destidkovy antigen
(HPA)-la. Protilétky vuci antigenu HPA-la komplikuji 1 z 350
normalnich  té&hotenstvi a vedou k silné trombocytopenii
v jednom z 1 200 pripadd z&rodku. Velmi siln& postiZené
ptipady vedou k intrakranidlnimu krvaceni nebo zpusobuji smrt.
Soudasna terapie zahrnuje pravidelnou kaZdotydenni transfiazi
krevnich desticek, které ne nesou HPA-la (p¥i této 1écbé hrozi
nebezpe&i umrti 0,5 % ), a vysoké davky intravendzniho
imunoglobulinu, které se aplikuji matce. Tato 1é&¢ba vykazuje
riiznou a nepredvidatelnou ucinnost. HPA-la se definuje jedinym
epitopem na destidkovém glykoproteinu IIlIa (GPIIIa) a
jednofetézcovy FV rozeznavajici tento epitop Je dostupny u
instituce University of Cambridge Division of Transfusion
Medicine (Griffin HM, Ouwehand WH. Lidské monoklonéalni
protilatky specifické pro leucin-33 (PAM, HPA-la) tvofl
destidkovy glykoprotein IIla z knihovny genu faga V, popisuje
se v publikaci Blood 1995, 86: 4430-4436). Ukazalo se, zZe

navazani protilatek zaloZenych na této konstrukci vaci lidskym
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destidkam se inhibuje lidskym sérem proti HPA-la. Inhibice
byla nejvice konzistentni v pEipad& séra, které vykazuje
nejvyd8i titr specifickych protilatek, které jsou spojeny
s nejté&z3im onemocnénim. To indikuje, Ze rekombinantni
protilatky a sérové protilatky se vaii na stejny epitop na

destidkéach.

Vedle kompetetivniho vazebného uc¢inku terapeutické

protiladtky podle vyndlezu mohou také vyvolat vyhodny inhibi&ni

a&inek prostfednictvim FcyRIIb.
2) Kompetice s autoprotilatkami proti epitopu na autoantigenu
Autoprotilatky zprost¥edkovaly poskozeni krevnich bunék

Hemolytickd anemie zplisobena autoprotilatkami typu IgG a
trombocytopenie  zpusobena autoprotilatkami vykazuji beéZné
mechanizmy podkozeni krevnich bunék. V obou p¥ipadech
autoprotilatky Jsou cileny na vybrany repertoér,autoantigenﬁ
(Rh a K na Zervenych Dbunikdch a GPIIb/IIIa, GPIb/Ixk/V na
krevnich desti&kach). Navazéni protilatek se zkracenou délkou
yivota krevnich buné&k zplisobuje anemii nebo trombocytopenii.
Neni pravd&podopné, Ze autoprotilatky proti gervenym krvinkém
a krevnim desti&kdm Jsou cileny na uréity pocet epitopu B-
bunék na Jjejich autoantigenech. Rekombinantni variabilni
oblast protilatek proti té&mto epitoplm se muZe vytvoIit
technologii vyjadfujici gen faga V. Terapeutické protilatky
vi&i relevantnim epitopim, ale s inertnim Fc by mohly souté&Zit
s autoprotilatkami krevnich bun&k pacienta pfi navdzani na

autoantigen, tak se inhibuje poskozeni krevnich bunek.

,Goodpasture’s“ syndrom (onemocn&ni anti-glomerularni bazalni

membrany (GBM)) .

To je hlavni pfipad rychle postupujici glomerulonefritidy,

ktera vede k plicnimu krvaceni a b&hem tydnd a mé&sici od
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po&atku onemocnéni dojde ke konenému selhani ledvin. BéZna
terapie =zavisi na dialyze v kombinaci s intenzivni vymé€nou
plazmy a imunosupresivni terapii, ktera se muZe komplikovat
virovou nebo plisnovou infekci, ktera ohroZuje Zivot. Existuje
dukaz, Ze toto onemocnéni je zprostfedkovano autoprotilatkami
a autocantigenem lokalizovanym na kolagenu typu IV, coz Je
hlavni komponent GBM. Ukazalo se, Ye autoprotilétky, které
zptisobuji onemocnéni GBM se v4%i na nekolagenni oblast (NC1)
fetdzce a3(IV). Gen kédujici tuto sekvenci (COL4A3) se
klonoval a sekvenoval. Vytvorila se hypotéza, Ze G¢inek
nebezpe&nych anti-GBM autoprotilatek se muZe neutralizovat
monoklondlni kompetitorovou  molekulou IgG, ktera cili
imunodominantni epitop na a3 (IV)NC1 a je vybavena biologicky
neaktivni oblasti Fc. Vyvinuly se rekombinantni chimerové
protilatky IgG, které se va#i na imunodominantni epitop
a3 (IV)NC1l, ale kterému chybi klasické funkce efektoru. Toho je
mos¥né dosahnout, kdyZ se vyvinou a charakterizuji geny, které
kéduji variabilni oblasti mySich anti-o3 (IV)NCl (popisuje se
v publikaci Pusey CD et al., Lab Invest 1987, 56, 23-31 a Ross
CN et al., Lab Invest 1996, 74, 1051-1059).

Vedle kompetetivniho vazebného uc¢inku terapeutické

protilatky podle vynalezu mohou také vyvolat s4douci inhibicni

&inek pomoci FcyRIIb.

3) Alergie a astma

Alergie a astma vznikaji z nezadouci imunitni odezvy na
pé&sné antigeny, které se nachazi v prostfedi. Jsou to
naptiklad proteiny pylad trav, roztoli a ¥ada dalsich zdrojt
antigenl. Jde napfiklad o protein Der p 1 roztoce
Dermatophagoides pteronyssinus. PostiZeni jednotlivci
produkuji vysoké mno¥stvi imunoglobulin®, zv1&3té tEidy IgE.

Tyto protiléatky IgE jsou schopny se vazat s vysokou afinitou
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ﬁa receptor Fc-epsilon RI na ¢irnych bufikdch a na eosinofily.
vktirené navazani IgE a alergenu na receptor vede k aktivaci
pundk a k degranulaci. PIi tom se uvolfiuje tfada zanétlivych
medidtort, které mohou zplisobit véainé symptomy nebo dokonce
smrt, coZ mizZe byt vysledek anafylaktické reakce.
Pfedpoklddaji se dva mechanizmy ptisobeni mistnich protildtek.
Nejdrive by protilatky IgG s inertni oblasti Fc mohly soutéZit
o navéazani alergenu na IgE. To bude branit zk¥iZenému navazani
IgE a proto =zabrani aktivaci bun&k. V pfipad& uvedeného
mechanizmu protilatky IgG s inertnim Fc budou primo sout&Zit o

navazani na alergen s IgE.

7adruhé mechanizmus bude zahrnovat tilohu negativniho
signélu prost¥ednictvim receptoru FcyRIIb. Ukédzalo se, Ze
sk¥izené navazani Fc gamma RIIB a Fc epsilon RI vede
k inhibici éktivace signalt, které Je moZné vidét pouze
v pripad&, Ze Jjsou zk¥iZeny pouze receptory FC epsilon RI. Tak
zavedeni protilédtek IgG s vazebnou kapacitou Fc pro receptor
Fc gamma RIIb a antigenni specifitu pro alergen mizZe veést
k inhibici aktivace Zirnych bunék potazenych IgE a eozinofild.
V tomto pfipadé protilatky IgG také zprostfedkovavajil silny
negativni ucinek, jestliZe se vazi na alergen pomoci rhznych
mist na IgE tak, Ze ve stejném okamZiku se mohou také vézat na

alergen.

4) zé&nd&tlivé poruchy napfiklad Crohnova nemoc

Existuje Fada poruch imunitniho systému, které zpusobuji
patologické Jevy, jako vysledek chronického stavu aktivace
imunitnich bunék (leukogytﬁ), které zahrnuji T-lymfocyty,
neutrofily a buiky NK. Tuto chronickou aktivaci Jje mozZné
v normalnim pPipadé& vidét Jako stadium z&né&tu kontinuélni
migrace aktivovanych bunék do postiZenych tkani. Za ucelem
migrace do tkané puiiky se musi vystavit pusobeni zané&tlivym

medidtortm a musi na né& reagovat a pak se reguluji adhezivni
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molekuly, pticemZ se jim umoZni, aby adherovaly na buiky,
které tvori sténu krevnich cév a pak migruji mezi bufikami stén
cév a do tkan&. Mélo by byt moiﬁé zastavit tento cyklus zanétu
bud zablokovanim adheznich molekul na povrchu leukocytﬁ nebo
odpovidajicich ligand na aktivovanych epitelialnich bufkach,
které tvofi sté&ny cév. Takovym aktivadnim antigenem je VAP-1 a
protilatka s inertnim Fc, ktera se vaZe na tuto molekulu, by
mé&la branit adherenci leukocyti a migraci na mista zanétu,

pridem? se porusi cyklus chronické aktivace.
5) Inhibice interakce ligand/receptor

Srpkovitéd anémie

Homozygoty variant lidského hemoglobinu charakterizovany
substituci valinu za glutamovou kyselinu (HbSS) vede
k chronické hemolyze a mé& tendence tvorit taktoidni formaci
v deoxygenovaném stadiu. To vede k tomu, Ze c&ervené krvinky
upravi srpkovity tvar v mikrocirkulaci, coZ zplsobuje krizi
srpkovitych bunék v danych oblastech. Ty mohou byt trombotické
(v kostech, plicich, - mozku nebo bfichu), plastické,
hemolytické nebo spojené s masivni sekvestraci &ervenych bunék
v slezin& a jatrech. Je dano, Ze béhem téchto krizi se Cervené
krvinky adheruji na endotelidlni bunky. Tento proces adheze je
zaloZen na interakci receptoru s jejich ligandy. Dvé
- dominantnich drah adheze Jsou interakce mezi Lutheranem a
lamininem a mezi trombospondinem a jedte nedefinovanym
membranovym lipidem gervenych krvinek. V experimentech se
zvifaty se ziskaly -dukaz, e rekombinantni 1lidskd variabilni
oblast protilatek proti trombospodinu snizZuje adhezi
srpkovitych bunék ¢ervenych krvinek na endotelidlni bunky.
Uk4zalo se, Ze mohou projevenim genu faga V vyvinout podobné
variabilni oblasti rekombinantnich protilatek proti oblasti
lutheranu vazajici se na laminin (membranovad proximalni
oblast), ktera blokuje interakci s lamininem. Tyto fragmenty

variabilni oblasti protiladtek se mohou 'vybavit inertnimi
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doménami Fc za vzniku terapeutickych protilatek, které Jjsou
schopny interferovat s adherenci srpkujicich ¢&ervenych krvinek

na endotelialni butiky, aniz dojde k destrukci Zervenych bunék.

Blokovani destickovych kolagenovych receptoru zprosttedkované

protilétkami

Existuje podstatny dikaz, e dva receptory Jjsou velmi
podstatné pro aktivaci krevnich destidek pomoci
subendotelialnich  kolagend, dokonce  inicijuji  trombdzu.
Integrin osP: (destickovy glykoprotein Ta/IIa), jeho? primérni
funkce je adheze, a neintegrinovy glykoprotein VI (GpVI),
ktery je také podstatny pro aktivaci, predchazejici vyluovani
a agregaci. Rekombinantni 1idské protilatky se mohou tvofit
projevenim genu faga V, ktery rozeznava rtizné domény v kaZdém
receptoru a ty se mohou pouzit p¥i produkci vedoucich
protilatek s inertni doménou Fc vOCi anti-trombotické terapii
zalo¥ené na kolagenu. Tato metoda se maZe pouzit pfi zmirnéni
koronadrni trombézy_restenézy po angioplastice a trombotickych

komplikacich spojenych se zavedenim bypasu.

6) Monoklonadlni protilatky se mohou n&kdy pouzit pf¥i
zablokovani bunélnych funkci. OKT3 se napriklad pouZivé'
k imunosupresi T-bunék blokovanim receptoru T-bunék a
protilatky CD18 se pouzivaji jako prevenci adheze bunka-bunka
prostfednictvim molekul integrinu. Navazani Fc na receptory Fc
mohou vyvolat VvazZneé vedlejdi G&inky pomoci stimulovaného

uvoln&ni cytokinlt a zanétu.

7) Oblasti Fc protilatek se n&kdy pfipojuji na jiné
rekombinantni  proteiny, prigdemz vznikaji fuzni molekuly
s prodlouZenym biologickym poloCasem 3ivota. Tak receptor TNF
se muZe pripojit k lidskému Fc IgG4 za vzniku molekuly, ktera
inhibuje u&inky rozpustného TNF a CTLA4 se pFipravil 'jako

fizni protein s IgG Fc a pouzivd se k blokovéani signalizace
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pomoci koreceptorové molekuly B7 (ligand pro CTLA4) na povrchu
bunky. Avsak cytokin spustény Fc fazniho proteinu je

nezadouci.

vV oboru Jjsou dobfe znamy domény V nebo jiné vazebné
oblasti v souladu s typy aplikace, popisovanymi shora Vv textu.
Napriklad vazebnd oblast CD3 (napriklad YTH12.5) se popisuje
v publikaci Routledge et al (1991) Eur J. Immunol. 21, 2717-
2725 a Bolt et al., (1993) Eur J. Immunol. 23, 403-411.
Vazebna oblast CD52 (nap¥iklad  CAMPATH-1) se popisuje
v publikaci Riechmann et al., (1988) Nature 332, 323-327.
Vazebna doména VAP-1 se popisuje v publikaci Salmi et al.,
(1993) J. Exp. Med. 178: 2250-60 a Smith et al., (1989) J.
Exp. Med. 188: 17-27. Oblast Der P I (naptiklad 2C7) se
popisuje Vv publikaci McElveen et al., (1998) Clin. EXp.
Allergy 28, 1427-1434).

Tak vazebnd molekula, ktera se nevadZ?e na receptory Fc a
zptisobuje odumirani a neaktivuje komplement, ale kterd se
nevadfe na cilovou molekulu, by se mohla pouZit ve v8ech shora
uvedenych p#ikladech pfi minimalizaci libovolnych vedlejsich
G&inka. Specificky takové blokaéni protilatky by se mohly
savést do situaci popsanych v odstavci 1 az 5 shora v textu a
branit tak neZadoucimu poskozeni prirozené se vyskytujicich
protilatek. Stejné blokujici oblasti typu Fc budou oblasti Fc
vybrané tak, aby se pouzily p¥i ptipravé rekombinantnich
protilatek, Jjako jsou protilatky CD3 nebo CD18 popsané
v odstavci 6 shora v textu nebo Jjako Fc pro fauzi popsanou

v odstaveci 7 shora v textu.

Vazebné a efektorové domény se mohou kombinovat libovolnou
vhodnou metodou. Napfiklad domény se mohou spojit kovalentné
prost¥ednictvim bo&nich fet&zct. V jiném piipadé sulfydrylové
skupiny vytvo¥ené chemickou redukci cysteinovych zbytkl se

pouzily ke zk¥i¥eni protilétkovych oblasti (popisuje se
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v publikaci Rhind S. K. (1990) EP 0385601 Cross-1linked
antibodies and processes for their preparation). Nakonec
chemicka modifikace skupin sacharid se pouZije pIi vytvofeni
reaktivnich skupin pro ucely zk¥i¥eni. Tyto metody Jsou
standardni techniky dostupné Vv oboru. Mohou byt zvlasteé
aplikovatelné Vv provedeni vynalezu, kde vazebny polypeptid

obsahuje neproteinové oblasti nebo skupiny.

V obecném pripadé je p¥fi expresi vazebné molekuly ve formeé
flizniho proteinu vhodn&j3i pouZit rekombinadni metody. Vynalez

popisuje metody a materialy, jak se uvadi dale v textu.

Nukleové kyseliny

Vynalez dale popisuje nukleovou kyselinu kédujici vazebnou

molekulu, jak se popisuje shora v textu.

Nukleova kyselina podle vynalezu miZe zahrnovat cDNA, RNA,
genomovou  DNA (zahrnujici  introny) a uptravené nukleové

kyseliny nebo analogy nukleovych kyselin (napfiklad nukleovou

kyselinu peptidu).

Molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu se mohou ¢istit
a/nebo izolovat =z Jjejich pfirozeného prostfedi a mohou se
ziskat v podstat& <&isté mnebo Vv homogenni formé& nebo bez
daldich nebo v podstaté bez daldich nukleovych kyselin. Termin

,izolovand“ zduraziiuje v&echny tyto moZnosti.

Molekuly nukleovych kyselin mohou byt zcela nebo &éstelné
syntetické. Mohou byt zvlastée v rekombinaci se sekvencemi
nukleové kyseliny, které se spole&n& nenachédzeji v prirodé.
Mohou se ligovat nebo jinak uméle kombinovat. V jiném pitipade
se mohou pfimo syntetizovat, napfiklad za pouziti

automatického syntetizéru.
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vyndlez dale popisuje konstrukci nukleové kyseliny,
naptiklad replikovatelny vektor obsahujici sekvenci nukleové

kyseliny.

Vektor zahrnujici nukleovou kyselinu podle vyndlezu nemusi
zahrnovat promotor nebo jiné regulacni sekvence, zv1asté,
jestliZe vektor se bude pouzivat k zavedeni nukleové kyseliny

do bund&k v pfipad® rekombinace do genomu.

Upfednostiiuje se, aby nukleovd kyselina ve vektoru byla
¥izena a operativné& spojena s vhodnym promotorem nebo s jinymi
regulaénimi elementy v ptipadé transkripce Vv hostitelské
bufice, jako je mikrobidlni (napfiklad bakterialni, kvasinkova,
butika vlaknitych hub) nebo eukaryontni (napfiklad hmyzi,

rostlinnd, savi) bunka.

Vektor miZe =zv1a3té& obsahovat gen (napriklad gpt), aby
umozfioval selekci v hostiteli nebo v hostitelské bufice a Jjeden

nebo vice zesilovalu, které jsou pro hostitele vhodné.

Vektor mtiZe byt expresivni vektor se dvémi funkcemi, ktery
funguje ve vice hostitelich. V pripadé genomové DNA mizZe
obsahovat svij vlastni promotor nebo jiné regulacni elementy a
v pfipadd cDNA mbZe byt ¥izen vhodnym promotorem nebo jinymi

reguladnimi elementy vhodnymi pro expresi v hostitelské bunce.

Termin ,promotor™ snamend sekvenci nukleotidl, ze které se
maZe transkripce iniciovat DNA operativné& spojenou po sméru
exprese genu (to Je ve sméru 3° konce na kédujicim Fetézci

dvouretézcové DNA) . Promotorem - miZe byt indukovatelny

promotor.

Termin ,operativné& spojeny" znamend spojeny Jjako cast
stejné molekuly nukleovée kyseliny, vhodné umistény a

orientovany za ucelem transkripce, ktera se inicializuje
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z promotoru. KdyZ je DNA operativné spojend s promotorem,

znamend to, Ze iniciace transkripce se reguluje promotorem.

Vynadlez popisuje genovou konstrukci, upfednosthuje se
replikovatelny vektor, ktery obsahuje promotor operativneé

spojeny s nukleotidovou sekvenci podle vynéalezu.

V obecném pripadé& jsou odbornici schopni zkonstruovat
vektory a navrhovat protokoly pro expresi rekombinantnich
gent. Mohou se vybrat a zkonstruovat vhodné vektory, které
obsahuji vhodné regulaéni sekvence zahrnujici promotorové
sekvence, terminadni fragmenty, polyadenylaéni sekvence,
sekvence zesilovacCe, geny marker a jiné sekvence, které jsou
vhodné (popisuje se napfiklad v publikaci Molecular cloning: a
Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold

Spring Harbor Laboratory Press) .

Rada znadmych metod a protokold vhodnych pro manipulaci
nukleové kyseliny, napfiklad pri priprave konstrukci nukleové
kyseliny, mutageneze, sekvenovani, zavedeni DNA do bunék a
exprese genu a analyza proteinu se popisuje v publikaci
Current Protocols in Molecular Biology, second Edition,
Ausubel et al., eds., Jaohn Wiley and Sons, 1992, Molecular
cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al.,

1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Hostitelské buitiky a metody

Vyndlez dale popisuje bunky transformované expresivnimi
vektory, které se definuji shora v textu. Také se popisujil
bun&dné kultury (ptednostné hlodavci) a produkty buné&énych

kultur, které obsahuji vazebné molekuly.

Dale se popisuji metody pZipravy vazebnych molekul podle

vynalezu, které obsahuji:
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i) kombinaci nukleové kyseliny kédujici vazebnou doménu
s nukleovou kyselinou ké6dujici efektorovou doménu za

vzniku konstrukce nukleové kyseliny,

ii) umoZnéni exprese konstrukce ve vhodné hostitelske

bunce.

Kombinace za ucelem produkce konstrukce se muze provést
libovolnou vhodnou metodou, kterd je dobfe zndma v oboru. Je

to napriklad ligace fragmenti (naptiklad restrik&ni fragmenty)

nebo pouziti ruznych templatu v jednom nebo vice

amplifikacnich krocich, napfiklad pouziti PCR.

Zptisoby produkce protildtek (a tudis vazebné oblasti)

zahrnuji imunizaci savce (napfiklad ¢&lovéka, my3i, krysy,

kralika,

cilovym proteinem nebo jeho fragmentem.

kon&, kozy, ovcCe, velblouda nebo opice) s vhodnym

protilatky se mohou

siskat z imunizovanych svitat za pouZitil 1ibovolného zphsobu

snamého v oboru a mohou se testovat prednostné za pouziti

navazani protilétek na uvedeny antigen.

MuZe se napfiklad pouZzit metoda westernova pfenosu nebo

imunoprecipitace (Armitage et al., 1992, Nature 357: 80-82) .

Klonovani a exprese chimérovych protilatek se popisuje

v dokumentech EP-A-0120694 a EP-A-0125023.

Nukleova kyselina kédujici efektorovou oblast se muZe
vytvorit v souladu s vynalezem mistné& Fizenou mutagenezi,
naptiklad zde popsanymi zpGsoby  nebo zpusoby naptiklad

uvedenymi v dokumentech WO 92/16562 nebo WO 95/05468 (Lynxvale

Ltd.) .

Dal3i aspekty

Vynalez dale popisuje pouziti vazebné molekuly podle

vynalezu, kterd predchazi, inhibuje nebo jinak interferuje

s navazanim druhé vazebné molekuly na cilovou molekulu. To
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ma¥e zahrnovat sout&Z nebo nahrazeni protilatek z terapeuticky

relevantniho cilového antigenu nebo bunky.

Vynalez dale popisuje ¢inidlo, které obsahuje vazebnou
molekulu, Jak se popisuje shora v textu, at uZ vznika

rekombinaci nebo jinym zplsobemn.

Vyndlez dale popisuje farmaceuticky prostfedek, ktery
obsahuje vazebnou molekulu, Jjak se popisuje shora Vv textu,

plus farmaceuticky pEijatelny nosic.

vynalez také popisuje  zpusob 1é&by pacienta, ktery
zahrnuje aplikaci farmaceutického prostfedku, jak se popisuje
shora v textu, pacientovi nebo do vzorku, ktery se pacientovi
odebral a zase se mu vraci. Zvlast& zplusob lécby nasledujicich
onemocné&ni: 3tép versus hostitel, odmitnuti transplantovaného
orgéanu, odmitnuti transplantované kostni dfeng, ‘autoimunita,

aloimunita, alergie, chronické nebo akutni zan&tlivé

onemocné&ni.

vynalez dale popisuje zplsob  1écCby pacienta, ktery
zahrnuje zpusobeni a umoZnéni exprese nukleové kyseliny
kédujici vazebnou molekulu, jak se popisuje shora Vv textu,
pticemz vazebna molekula u pacienta projevuje své udinky in
vivo. V obecném piipadé dojde u pacienta k expresi nebo za
svladtnich okolnosti, pokud pacient je kojenec, se exprese

projevi u matky pacienta.

Vyndlez také popisuje pouziti vazebné molekuly, Jjak se
popisuje shora v textu, pri ptiprave farmaceutického
prostfedku, za uéelem modifikace imunitni odezvy, zvlasdte
farmaceutického prostfedku vhodného pro 1écbu onemocnéni

uvedeného shora Vv textu.

prehled obrazkld na vykrese

(XX E XX J
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Na obrazku &. 1 je znazornéné rozdéleni bunék, které nesou
FcyRI pomoci RBC potaZenych protilatkami Fog-1. ReRz RBC se
potéhly protilatkami Fog-1 v rozmezi koncentraci protilatek s
buiikami B2KA, které rostou na destidce s 96 prohlubnémi a
stanovilo se procento bunék B2KA s rtuZicemi RBC. Znacky
zndzoriujici chybd oznaduji hodnoty standardni  odchylky
v pripadé tEi prohlubni. V pripad®é mutantd Fog-1 GlAb, GlAc,
GlAab, GlAac, G2Aa, G4Ab a G4Ac, jako v pripadé G2 (zobrazeno)
nedo3lo rozd&leni mezi pufikami B2KA a RBC pfi zadné

koncentraci potaZeni.

Na obrazku &. 2 je znazornéné fluorescencnil barveni bunék
nesoucich FcyRI. Bun&cné linie transfekované FcyRI, coOZ jsou
B2KA (a a b) a 3T3 + FcyRI + y-tetézec (c a d) se inkubovaly
postupneé s protiléatkami CAMPATJ-1 (a a c¢) nebo Fog-1 (b a d),
s biotinylovanymi anti-lidskymi protildtkami x a ExtrAvidin-
FITC. Intenzita fluorescence 5S¢ mé¥ila v pripadé 10 000
ptipadad a vynésl se do grafu geometricky pram&r hodnot

fluorescence.

Na obrazku &. 3 je histogram reprezentujici fluorescenénd

sbarvené buiiky nesouci FcyRI. Buniky B2KA se barvily Jjako
v pfipad& obréazku C. 2 za pouziti 100 pg/ml protilatek ze série
CAMPATH-1. Histogram ukazujici pocet bunék, které spadaji do
kazdého fluorescenéniho kanalu se prekryl reprezentativnimi

protilatkami.

Na obrazku ¢&. 4 Jsou znazorndna CL odezva lidskych
monocytl na RBC senzibilizovanych sérii protilatek Fog-1l. RiR:
RBC se potahly protilatkami mimo rozmezi koncentraci. Pro
kazdy vzorek se stanovil polet molekul protilatek vazanych na

buiiku a CL odezva monocyt na RBC.
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Na obrazku &. 5 Jje znazorneéna inhibice CL zplsobena
protilatkami Fog-1l Gl pomoci jinych protilatek Fog-1l. RBC se
senzibilizovaly pomoci Fog-1l G1 v koncentraci 2 pg/ml a
oznadily  se razné koncentrace protilatek Fog-1. Tyto
protilatky na obrazku &. 4 vykazujl nizkou odezvu CL. Mé&rila

se CL odezva monocytu. Odezva . zplsobena samotnym Gl

o)

v koncentraci 2 pg/ml se bere jako 100 %.

Na obrazku &. 6 Je snazornéna inhibice CL odezvy na
klinické sérum pomoci Fog-1 G2Aa. RBC se senzibilizovaly

konstantnim mnoZstvim Fog-1 G1 (20 pg/ml) nebo klinicky
relevantnim sérem a ruznym mno¥stvim Fog-1 G2Aa. 100 % odezvy
se dosahlo se standardnim mno¥stvim BRAD 5. PIi nepfitomnosti
Fog-1 G2Aa % odezvy byly Gl: 150 %, sérum A: 142%, sérum B:
265%, sérum C: 200 g, sérum D: 163 %, sérum E: 94 %, anti-C+D

sérum: 259 % a anti-K sérum: 119%.

Na obrazku &. 7 Jje zobrazena Gplna lyze zprostfedkovana
sérii protilatek CAMPATH-1. Lidské PBMC se znadily °'Cr a
inkubovaly se S protildtkami Vv pfitomnosti seéra, jako zdroje
komplementu. Hodnoty vyjadfené v % uvolnéni specifického Cr je

vyneseno, Jjako mira vyskytujici se lyze.

Na obrazku &. 8 je znazornena inhibice pomoci CAMPATH-1
G2Aa uplnad lyze zprosttedkovana CRMATH-1 GIl. Uplna lyze se
provedla stejnym zplsobem jako na obrazku &. 7, ale vzorky
obsahovaly konstantni mnoZstvi (kone&nd koncentrace 6,25 ug/ml)

CAMPATH-1 Gl a zvyéujici se mnoZstvi CAMPATH-1 G2Aa.

Na obrazku &. 9 je zndzornéna ADCC zprostredkované sérii
protilatek CAMPATH-1. Lidské PBMC se zna&ily >'Cr a inkubovaly
se s protiladtkami. PO promyti se Dbunky inkubovaly s dal$imi

PRMC, které pusobi jako efektorové butiky, v poméru efektor:cil

[ XX XX 2]
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jako 20:1. Hodnoty vyjadfené v % uvolnéni specifického Cr je

vyneseno, jako mira vyskytujici se lyze.

Na obrazku &. 10a je znazornéna ADCC RhD* RBC

zprost¥edkované sériemi protilétek Fog-1l.

Na obrazku ¢&. 10 b Jje znazornéna ADCC RhD' RBC

zprostfedkované sériemi protilatek Fog-1l.

Na obrazku &. lla je zndzornéna inhibice protilatkami Fog-
1 ADCC RhD" RBC zprostredkovane sériemi protilatek Fog 1 Gl

v koncentraci 2 ng/mg.

Na obréazku &. 1lb je znééornéna inhibice protilédtkami Fog-
1 ADCC RhD' RBC zprostfedkované sériemi protiladtek Fog-1 GI.
RRC se senzibilizovalo ve sm&si protildtek, které obsahuji
konstantni mnoZstvi Fog-1 Gl (2 ng/ml) a odlisné koncentrace

inhibi&nich protilatek.

Na obrazku &. 12 je zndzornéna inhibice protilatkami Fog-1
ADCC RhD' RBC zprostfedkované polyklondlnimi protildtkami anti-

RhD v koncentraci 3 ng/mg.

Fluorescendni barveni bunék nesoucich FcyRIIa 131H/H.
Bufiky transfekované linie 376 + FcyRIIa 131H/H se inkubovaly
S protilétkami Fog-1, které tvori komplex s kozimi F(ab’)2
anti-lidskymi x a pak oslimi anti-kozim IgG konjugovanymi
s FITC. 1Intenzita fluorescence Se€ m&¥ila v pfipadé 10 000
pfipadd a vynesl se do grafu hodnoty geometrickych pramért

fluorescence.

Na obrazku &. 13b je znazorndno fluorescendni barveni
bun&k nesoucich FcyRIIa 131R/R. Bufiky transfekované linie 3T6 +
FcyRIIa 131R/R se inkubovaly s protilédtkami Fog-1, které tvofl

komplex s kozimi F(ab’)2 anti-lidskymi K. Intenzita
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fluorescence se méfila v pfipadé 10 000 ptipadl a vynesl se do

grafu hodnoty geometrickych primérd fluorescence.

Na obrazku &. 1ld4a je zndzornéno fluorescen&ni barveni

bunék nesoucich FcyRIIbl*. Experiment se provedl stejnym

zplisobem jako na obrazku &. 13b za pouZiti transfekované linie
3T6 + FcyRIIbl* a vytvoreni komplexld s protiladtkami Fog-1l za
pouziti smési kozich F(ab“), anti-lidskych x konjugovanych
s FITC a s kozimi F(ab’)2 anti-lidskymi «, které nejsou

znaceny.

Na obrazku &. 14b 3je znazornéno fluorescenéni barveni

bun&k nesoucich FcyRIIbl*. Experiment se provedl stejnym

zplisobem jako na obrazku &. 13 za pouZiti transfekované linie

CHO + FcyRIIIb NAl.

Na obrazku &. ld4c Je znazornéno fluorescenéni barveni

bunék nesoucich FcyRIII NAZ. Experiment se provedl stejnym

zpusobem jako na obrazku &. 13 za pouziti transfekované linie

CHO + FcyRIIIb NAZ.

Na obrazku ¢&. 15 Jje znazornéna tabulka ¢&. 1, ktera
porovnava mutace pfipravené v sekvencich divokého typu Gl, G2

a G4.

Na obrazku &. 16 je znadzornéna tabulka &. 2, kterd je

shrnutim aktivit protilatek.

Na obrazku &. 17 Jjsou sekvence upravené a divokého typu

Cy2, které zahrnuji ty sekvence oznadené GlAab, G2Aab, GlAac.

priklady provedeni vynalezu

Obecné materidly a metody
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Konstrukce expresivnich vektorl

PoZatedni bod konstantni oblasti IgGl byl gen konstantni
oblasti lidského IgGl alotypu Glm(1,17) ve verzi vektoru
M13tgl3l, ktery obsahuje upraveny polylinker (popisuje se
v dokumentu Clark, M. R.: WO 92/16562). Inzert IgGl o
velikosti 2,3 kb tak ma restrikéni misto BamHI na 5’konci a
obsahuje restrikéni misto HindIII vedle restriké&niho mista
BamHI. Na 3 konci po sméru exprese gend od polyadenylacniho
signédlu se objevily nasledujici restrikeni mista v poradi 5'az
3°: SphI, NotI, BglII, BamHI. Gen konstantni oblasti lidského
IgG2 se ziskal Jako HindIII-Sphl fragment Vv M13tgl3l a
restrik&ni misto Hind III se poskodilo Stépenim restrik&nim
enzymem HindIII, presahujici konce se vyplnily a opét se
spojily ligaci. Fragment SalIl-SphI tohoto vektoru se klonoval
tak, aby nahradil ekvivalentni fragment ve vektoru IgGl
popsaném shora Vv textu. Gen konstantni oblasti lidského IgG4
se ziskal jako fragment HindIII-Smal v M13tgl3l a znic¢ilo se
restrik&ni misto HindIII. Mezi 3 koncem exonu CH3 a
polyadenylaénim mistem se objevilo restrikéni misto Smal tak,
Ze polyadenylaéni misto se porudilo pifidanim Smal fragmentu
siskaného z vektoru IgGl, ktery obsahuje DNA, ktera se nachézil
mezi ekvivalentem restrik&niho mista Smal Vv genu IgGl a

restrikéniho mista po sméru exprese genu v polylinkeru.

Prvnim postupem bylo savedeni restrikéniho mista Xbal mezi
CH1 a exony spojeni ramen, restrik&niho mista Xhol mezi
spojeni a exony CH2 a restrik&niho mista Kpnl mezi exony CHZ a
CH3 v poradi, aby umo?nilo vymé&nu mutovanych sekvenci exonu.
To bylo podobné jako manipulace genlt IgGl a IgG4, kterd se
provedla d¥ive (popisuje se V publikaci Greenwood, J., Clark,
M. a Waldmann, H. (1993) Structural motifs involved in human

IgG antibody effector functions. Eur. J. TImmunol. 23, 1098-
1104) .
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Aby se ziskala templatové DNA, mikroorganizmus E. coli
R7Z1032 se infikoval fégem M13, jak se popisuje shora Vv textu a
ptipravila se ssDNA. Charakteristika kmene je dut’ung  tak; zZe
produkovana ssDNA by méla obsahovat né&jaky uridin na misté

thymidinu.

Oligonukleotidy pouzivané pro zavedeni mutaci byly:
mezi spojenim a exonem CH2

, MO10 5°GGA TGC AGG CTA CTC GAG GGC ACC TG 3°
mezi exony CH2 a CH3

* MO1l1l 5°'TGT CCA TGT GGC CCT GGT ACC CCA CGG GT 3°

mezi CH1 a exony spojeni

MO12 5°GAG CCT GCT TCC TCT AGA CAC CCT ccc T 37

Restrik&ni mista jsou podtrZena.

Oligonukleotidy se fosforylovaly v reakcich o objemu 50
ul, které obsahuji 25 pmol oligonukleotidu a >3 jednotek T4
polynukleotidové kindzy (nbl) v 70 mM Tris HC1 pH7,6, 10 mM
MgCl,, lOO mM Kcl, 5 mM DTT, 0,3 mg/ml BSA, 1 mM ATP. Reakce se
inkubovaly p¥i teploté 37 °C po dobu 1 hodiny a nechaly se
sah?at na teplotu 70 °C po dobu 5 minut.

Aby doslo k teplotni hybridizaci mutagennich
oligonukleotidld na templatovou DNA, 500 ng DNA obsahujici
uridin a 1 pmol kaZdého fosforylovaného oligonukleotidu se

- inkubovalo v 20 pl 40 mM Tris HC1 pH7,5, 20 mM MgCl,, 50 mM
NaCl ptri teplot& 80 °C po dobu 5 minut a smés se nechala
" vychladnout pomalu pii teploté& 37 °C. Pridal se stejny pufr,
pric¢emz se objem zvy$il na 30 ul a pfidalo se DTT tak, aby
kone&na koncentrace byla 7 mM, ATP s konecnou koncentraci 1 mM
a dATP, dCTP, dGTP a dTTP, aby kone&na koncentrace kazdého
byla 250 pM. pridalo se 5 Jjednotek T7 DNA polymerazy
(neupravena, United States Biochemical) a 0,5 jednotek T4 DNA
ligazy (Gibco BRL) a reakce se inkubovala pFi teploté

mistnosti po dobu 16 hodin, pricemZ se syntetizoval mutantni
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¥eté&zec. DNA se sra?ela v etanolu, rozpustila se v 50 pl 20 mM

Tris HCl pH8,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1 ng/ml BSA a ptidala

se 1 jednotka uracilové DNA glykosylazy (New England Biolabs) .

Po inkubaci pEi teploté 37 °C po dobu 2 hodin se pr¥idalo 50 upl

400 mM NaOH a reakce se nechala stat pfi teploté mistnosti po
vytvoril templatového

dobu 5 fragment

¥et&zce DNA. DNA se srazela v etanolu,

minut, pticemz se

rozpustila se ve vodé a

transformovala se do mikroorganizmu E. coli TGl. Replikativni

forma (RF) DNA se pfipravila pro selekci vyslednych klont M13.

Tyto klony se té&pily, aby se nagly klony, které obsahovaly
pozadovana restrikéni mista XbaI, Xhol a KponI. Vhodné klony se

ale MO12 pravdépodobné
IgG2.

ziskaly v pripadé IgGl a 4 vektory,

teplotné nehybridizoval ve vektoru Mutageneze  Se€

opakovala Vv pripadé IgGZ, ani? tento oligonukleotid, jako

misto mezi CH1 a exony spojeni, nebyl nezbytny pro tento

experiment. V ptipadé kazdého vektoru sekvence DNA exonl se

potvrdily sekvenovanim.

330 a 331 (mutace

zmény v CHZ2 v polohéach aminokyselin 327,
Aa) se zavedly pouZitim oligonukleotidi:

MO22BACK (kédujici kmen) :

5°TCT CCA ACA AAG GCC TCC CGT CCT CCA TCG AGA ARA 3’

MO22 (komplementérni fetdzec):

5°TTT TCT CGA TGG AGG ACG GGA GGC CTT TGT TGG AGA 3’
7zmény v CHZ Vv polohadch 233 az 236 (mutace Ab a Ac) se

zavedly za pouZiti oligonukleotidu:

MO7BACK

5°TCC TCA GCA CCT CCA GTC GCG GGG GGA CCG

(kbdujici retézec a k6édujici mutace Ac):

TCA GIC 3~

MO21

(komplemen

tarni retdzec a kdédujici mutace Ab) :

5°GAC TGA CGG TCC CGC GAC TGG AGG TGC TGA GGA 3°
Mutace se zavedly extenzi pPesahu pomoci PCR, kterad takeé
vyzaduje oligonukleotidy MO1ll a MO1OBACK:

5°CAG GTG CCC TCG AGT AGC CTG CAT CC 37

Restrikéni misto Xhol je podtrzeno.
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V pfipadé mutace Aa prvni sada PCR pouZila jako templaty
IgGl a IgG2 amplifikované s MO22Z a MO10BACK a s MO22BACK a
MOl1l. V p¥ipadé mutaci Ab a Ac prvni sada PCR pouzila Jako
IgGl a IgG2 MO21 a MO1OBACK a
MO11l.

templaty amplifikované s

V konelném DNA pochézejici

-5 MO7BACK a produktu

z tetézce, kde se jako primer pouzil MO21, vykazujé mutaci Ab
a ty pochazejicl z MO22BACK ponesou mutaci Ac. Ka?da reakce
PCR obsahovala pfibliZné 30 ng M13tgl31l plus konstantni oblast
ssDNA, 25 pmol kazdého oligonukleotidu a 1 jednotku Pwo DNA

v 50 pl 10 mM Tris HC1,

. polymerazy (Boehringer Mannheim)

pH8,85, 25 mM Kcl, 5 mM (NH4) 2S04, 2 mM MgSOs a dATG, dCTP, dGTP
V reakcich se

°c po dobu 30

a dTTP, v koncentraci 250 pM.

kdy kazdy Je
provedla amplifikace ve 14 cyklech pfi teploté 94
50 °C po dobu 30 vtefin, 72 0 po dobu 60 vtefin, pak

dobu 5

vtefin,

nasleduje 72 % po minut a do konce. Pruhy

reprezentujici produkt DNA o&ekavanych velikosti se vyrizl
z agardzy tajici p¥i nizké teploté a nechaly se roztat ve 100
podatedni

pl vody. V pripadé kazdé mutace se spojily dva

produkty PCR pomoci PCR extenzi ptrekryvu. P¥ibliZné& 4 pl celych
roztavenych kouskll geld se smichalo s 25 pmol kaZdého MO10BACK
a MO1l a jinymi komponenty popsanymi shora Vv textu tak, aby
poddtedni produkty PCR byly v ekvimoléarnim mnoZstvi. Provedlo
jak se popisuje shora v textu s tou vyjimkou,

°c na 48 °C.

se 18 cykll PCR,
e teplota teplotni hybridizace se sniZila z 50

7.iskané produkty, které obsahovaly cely exon CHZ, se ¢istily a

N s5t&pily restrikénimi enzymy XhoI a KpnI. DNA RF mutovanych
vektort M13tgl3l + konstantni oblast obsahujici dalsi
restrikéni mista, Jjak se popisuje dfive v textu, se Stépily

restrikénimi enzymy Xhol a Kpn, aby se odstranil existujici

a ligovaly se do ni mutantni oblasti CH2. Vzorky DNA
TGl. DNA

DNA CHZ

se transformovaly do mikroorganizmu E. coli

reprezentativnich klont se sekvenovala, aby se identifikovaly

spravné& mutované konstantni oblasti.
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va Udelem ziskat vektory IgGl s obé&ma mutanty Aa a Ab nebo

Ac, se DNA reprezentujici mutant Aa pouZily jako templat pro

druhé kolo PCR, aby se zavedly mutace Ab a Ac, jak se popisuje

shora v textu.

IgGl, 2 a 4 divokého typu a mutované geny konstantni

oblasti se kazdy vyfrizl z RF DNA v podob& fragmentu BamHI -

NotI vektoru CAMPATH Hu4VH

a klonovaly se do upraveného

HulgGl pDVgpt (Clark, M. R.: Lynxvale Binding Molecule), aby

se nahradila existujici konstantni oblast. Vysledné vektory se

ozna&ily Jako pSVgptCAMPATHHu4VHHuIgGlAa atd. Vektor také

aby se umoznila selekce v sav&ich butikach,

DNA

obsahuje gen gpt,

sesilovad té&zkého  fetézce my3iho imunoglobulinu &

variabilni oblasti CAMPATH-1 Hud4VH tak, Ze nese kompletni gen
ktery se muZe exprimovat v savéich bunkach.

CAMPATH-1

t&Zkého feté&zce,

‘1idského fetézce existuje
CAMPATH HuVL pSVneo

(1988)

Gen humanizovaného

(Reichmann, L.,

v expresivnim vektoru

Clark, M. Waldmann, H. Nature 332,

323-327) .

R., and Winter, G.

DNA variabilni oblasti Fogl (popisuje se Vv publikaci Bye,
Y., Songsivilai, S.,

(1992)

J. M., Carter, C., Cui, Gorick, B. D.,

G., Marks, J. D.

Winter, Hughes -Jones, N.C. and

of human

90, 2481-

segment derivation

Germline Variable Region gene

monoclonal anti-Rh (D) antibodies. J. Clin. Invest.

2490) se ziskaly ve vektoru pHEN1. Amplifikovaly se pomoci PCR

za pouziti oligonukleotidu:

FOG1VHBACK

FOG1VHFOR

FOG1VKBACK

5°TCC

CAG 3°

5°GAG
CCG T

5°TCC

CAG 3~

ACA GGT GTC CAC TCC CAG GTG CAT CTA CAG

GTT GTA AGG ACT CAC CTG AGG AGA CGG TGA
3

ACA GGT GTC CAC TCC GAC ATC CAG ATG ACC
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FOG1VKEFOR 5°GAG GTT GTA AGG ACT CAC GTT TGA TCT CCA GCT
TGG T 3°

Bast 5 konce inzertu ve vektoru M13VHPCRI1 (Orlandi , R.,

Gussow, D. H., Jones, pP. T. and Winter, G. (1989) Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 86, 3833) obsahujici promotor a DNA kédujici

signdlni peptid se amplifikoval za pouziti univerzalniho

reverzniho primeru M13 a VO03:

5°GGA GTG GAC ACC TGT GGA GA 3’
DNA 3°Vy v M13VHPCR1 a reprezentujici 5°konec Vyg-Cy intronu se
ziskal pomoci PCR za pouziti univerzalniho primeru M13 -40 a
VO4: v

5‘GTG AGT CCT TAC AAC CTC TC 37
DNA s obéma

spojily  postupné

amplifikovanymi DNA Fog-1 Vg a Fog-1l Vk PCR extenzi pfesahu,

Tyto dva fragmenty se

jak se popisuje shora Vv textu. Restrik&ni misto BamHI uvnitk

Fog-1 Vy se deletovalo stejnym zplisobem za pouziti

oligonukleotidﬁ, které odstranily rozeznavané misto, aniz se

néni kédovana aminokyselina. Uplné produkty PCR se klonovaly
do M13mpl9 jako fragmenty HindIII-BamHI a potvrdila se jejich

sekvence DNA.
Fragment HindIII-BamHI obsahujici Fog-1 Vu se pouzil pii

nahrazeni fragmentu, ktery obsahuje CAMPATH-1 Vy ve vektorech

pSvVgpt popsanych shora Vv textu, pticemz vznikaji expresivni
vektory oznacené pSVgptFoglVHHngGZ atd. V ptripadé vektorl
IgGl dalsi restrikéni misto HindIII na 5‘konci konstantni

oblasti DNA znamena, e neni moZné Jjednoduse zmé&nit fragment

HindIII-BamHI variabilni oblasti. Misto toho se relevantni

vektory pSVgptCAMPATHHu4VHHngG1 st&pily restrikénim enzymem

HindIII. Linkery, které se navrhly, aby se deletovalo

restrikéni misto HindIII a ptidalo se restrikéni misto BamHI,

se ligovaly ke t&penému  konci. DNA se pak 3tépily

restrik&nimi enzymy BamHI a NotI tak, Ze se mohly izolovat

konstantni oblasti. Fragment HindIII-BamHI obsahujici Fog-1 Vk
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se prenesl do vektoru pSVhyg-HuCK (Orlandi et al., 1989),
ktery  vidy obsahuje zesilova&  tézZkého fetézce my3iho
imunoglobulinu a konstantni oblast lidského genu X. Vysledny

expresivni vektor se nazyva pSVhygFoglVKHuCK.
Produkce protilatek

10 pg kazdého expresivniho vektoru t&ského reté&zce a 20

png relevantniho expresivniho vektoru lehkého fetézce se
linearizovalo &t&penim pomoci restrik&niho enzymu Pvul a vse
se kombinovalo v 50 pl vody. Buiiky nesekretujici bun&&né linie
krysiho myelomu YB2/0 se nechaly rist do dosaZeni faze semi-
konfluence v modifikovaném Dulbeccové médiu podle Iscove
(IMDM) s 5 % fetilni bovinni sérum (FBS) . Centrifugaci se
shromasdilo 107 buné&k, které se resuspendovaly v 0,5 ml
kultivadniho média a prenesly se do kyvety GenePulser
(BioRad) . Pfidala se DNA a smés se inkubovala na ledu po dobu

5 minut. Bunky se podrobily jednomu pulzu © intenzité 960

uE/170 V a nechaly se na ledu po dobu 15 minut. Pak se umistily

do lahve, kterd obsahuje 20 ml IMDM + 10 % FBS. Lahve se

inkubovaly pfi teploté 37 °c v atmosféfe 5 % CO; a ve vlhku. Po
04 hodinach se objem zdvojnasobil a kultivadni médium se
u¢inilo selektivnim pfidanim mykofenoloveé kyseliny v
koncentraci 0,8 pg/ml a xanthinu v koncentraci 250 png/ml Bunky
se rozd&lily do alikvotd na dvé plotny s 96 prohlubnémi. Buiky
se aplikovaly pribliZn& 18 dni po selekci, kolonie se
zviditelnily a Vv supernatantech se testovala pritomnost IgG
pomoci testu ELISA. Prohlubne mikrotitradni destilky se
potahly kozimi anti-lidskymi IgG, Fc specifickymi protildtkami
(Sigma) a pak se inkubovaly s 5 nasobnym fedénim supernatant.

Vazané protilatky se detekovaly inkubaci s kozimi anti-

lidskymi protildtkami «x konjugovanymi s HRPO (Seralab) a test

se vyvinul o-fenylendiaminovym substratem. Bunky 2z prohlubni
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obsahujici nevé&t3i mnoZstvi protildtek se nechaly kultivovat a

zamrazila se zésobni kultura.

Run&&na linie vyludujici nejvy3si mnoZstvi protilatek se
nechala kultivovat v 500 ml IMDM + 2 % FBS, pficemz vzniké
saturovany supernatant za ucelem &isténi protilatek.
Supernatant se &istil centrifugaci a pripravil se roztok 0,1 M
Tris HC1l pH8,0. Pfidala se protein A-agardéza (Sigma) a pak se
sm&s michala pfi teploté 4 °C po dobu 16 hodin. Shromé&Zdily se
agarbézové Castice a nanesly se na kolonu a promyly se 0,1 M
Tris HCl pH8,0 a pak 10 mM roztokem Tris HCl pH8,0. Protilatky
se eluovaly 1 ml alikvoty 0,1 M glycinu pH3,0 do 100 pul vzorkl
1 M Tris HCl ©pH8,0 a na z4dkladd odeditani  Azgonm S€
identifikovaly frakce obsahujici podstatné mnozstvi proteinu.
Tyto frakce se dialyzovaly proti PBS, sterilizovaly se
filtraci a znovu se méfila absorbance pfi vlnové délce 280 nm,

&im¥ se urdi pribliZna koncentrace protilatek (koncentrace =

A280 nm X 01174 mg/ml).

Cistota a integritafprotilétek se stanovila reduk&ni SDS-
PAGE za pouZiti 12,5 % akrylamidu. Koncentrace se kontrolovaly
testem ELISA, pfi kterém se pouzily kozi anti-lidské «
protilétky (Seralab), jako kryci ¢&inidlo a biotinylované kozi
anti-lidské « protilatky (Sigma). Pak nasleduje detekce za

pou?iti ExtrAvidin-HRPO (Sigma). To znamena, Ze podstata

t&¥kého Petézce pravdépodobné neovliviiuje ziskané navazéani.

Tvorba rozet transfektantd FcyRI.

Promyté RyR; RBC se inkubovaly se vzorky protilatek ve 100
ml PBS na plotndch s 96 prohlubn&mi pfi teploté mistnosti po
dobu 1 hodiny. RBS se tfikrat promyly, resuspendovaly se Vv PBS
a inkubovaly se p¥i teploté 37 °C po dobu 40 minut
s transfektanty, které exprimﬁji cDNA FcyRI, B2KA (popisuje se

v publikaci S. Gorman and G. Hale, nepublikovanéa data), které
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se kultivovaly na plotndch s 96 prohlubnémi. Supernatant se

vylil a prohlubné se promyly jednou, aby se odstranil ptebytek
RBC. V pripadé kazdé prohlubné se testovalo 200 bunék B2KA a
zaznamenal se podet rozet s RBC. Do grafu se vynesly prumérné
hodnoty v procentech a standardni odchylka pro tfi prohlubné.
V jiném ptripadé senzibilizované bufiky RBC a B2KA se smichaly
v mikrocentrifugaénich zkumavkach, vytvoril se pelet a bunky
se Jjemné resuspendovaly a pak se ptenesly na mikroskopické

sklicko.

Fluorescenéni barveni transfektantd FcyR

Transfektanti exprimujici cDNA FcyRI B2KA a 3T3 + FcyRIa +

y-teté&zcem (van Urgt, M. J., Heijnen, I. A. F. M., Capel, P. J.

Ra, Verbeek J. 8. and van de

(1996)

A., Park, S. Y., C., Saito, T.,

1

Winkel, J. G. J. FcyR y-chain is essential for both

surface expression and function of human FcyRI (CD64) in vivo.
Blood 87, 3593-3599) se ziskaly jako suspenze jediné buliky ve

fyziologickém roztoku pufrovaném fosforelnanem, ktery obsahuje

0,1 % (hmotn./objem) NaNs, 0,1 % (hmotn./objem) BSA (promyvaci
pufr), pak nésleduje oSetteni buné&énym disocialnim pufrem
(Gibco BRL). Vytvofil se pelet buné&k, pricemZ koncentrace

bun&k je 10° buné&k/prohluben na destiékidch s 96 prohlubnémi.
Bunky se resuspendovaly ve 100 pl fedéni protilatek CAMPATH-1
nebo Fog-1 a inkubovaly se na ledu po dobu 30 minut. Bunky se
promyly tiikrat promyvacim pufrem, ptigem? se pouzilo 150 pl
pufru na jednu prohlubefi a podobné se inkubovaly s kozimi

anti-lidskymi protilatkami k-tetézce konjugovanymi s biotinem

(Sigma) v koncentraci 20 pg/ml a pak s 20 pg/ml ExtrAvidin -
FITC (Sigma). Po konelném promyti se bunky zafixovaly ve 100 pl
promyvaciho pufru, ktery obsahuje 1% (objem/objem)
formaldehydu. Povrchova exprese FcyRI se potvrdila barvenim
monoklonadlnimi protilétkami CD64 (Serotec) a kozimi a my3imi
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IgG protilatkami konjugovanymi s FITC (Sigma). Intenzita

fluorescence se méfrila na satizeni FACScan (Becton Dickinson).

V pripadé transfektantt, které nesou FcyRII, 3T6 + FcyRIIa
131H/H, 3T6 + FcyRIIa 131R/R (Warmerdam, P. A. M., van de
Winkel, J. G. J., Goéselin, E. J., and Capel, P. J. A. (1990)
Molecular basis for a polymorphism of human Fcy receptor II
(CD32). J. Exp. Med. 172, 19-25, Warmerdam, P. A. M., van de
Winkel, J. G. J., Vlug, A., Westerdaal, N. A. C. and Capel, P.
J. A. (1991) A single aminoacid in the second Ig-like domain
of human Fcy receptor II 1is critical for human IgG2 binding. J.
Immunol. 147, 1338-1343) a 3Te6 + FcYRIIb1* (Warmerdam, P. A.
M., van den Herik-Oudijk, I. E., Parren, P. W. H. I.,
Westerdaal, N. A. C., van de Winkel, J. G. J. and Capel, P. J.
A. (1993) Int. Immunol. 5, 239-247) pred tim, neZ se
protilatky inkubovaly s buikami a tvorily komplexy. Napfiklad
protilatky FcyRIIa 131H/H se michaly s ekvimoldrnim mnoZstvim
kozich F(ab’): anti-lidskych x (Seralab) a inkubovaly se p¥i
teplot& 37 °C po dobu 1 hodiny. Komplexy se pak smichaly
s bufikami a test pak pokracoval zpusobem, Jjak se popisuje
shora v textu s vyjimkou, Ze detekéni protilatky byly osli
anti-kozi IgG konjugované s FITC (Serotec). V ptipadé FcyRIlla
131R/R se komplexy pEipravily za pouziti ekvimolarniho
mno¥stvi kozich F(ab’)2 anti-lidskych x (Seralab) konjugovanych
s FITC a v pripad® FcyRIIbl* se komplexy pfipravily za pouziti
ekvimolarniho mnoZstvi 1:1 sm&si kozich F(ab’): anti-lidskych x
konjugovanych s FITC nebo neznadenych. V piipadé téchto

receptortt byl potfeba pouze jeden krok inkubace.

V ptipade transfektantt, které nesou FcyRIIIb, CHO +

FcyRIIbl NAl nebo NAZ (popisuje se v publikaci Bux, J., Kissel,
K., Hofmann, C. and Santoso, S. (1999) The use of allele-

specific recombinant Fc gamma receptor IIIb antigens for the
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detection of granulocyte antibodies. Blood 93, 357-362), se
barveni provedlo zpisobem, ktery se popisuje v pfipadé& bunék

3T6 + FcyRIIa 131 H/H, jak se popisuje shora v textu.

Senzibilizace &ervenych krvinek

Skupina O RiR; RBC se promyla v PBS a resuspendovala se
v REMI + 10 % FBS, ptricemZz konecna koncentrace je 5%
(objem/objem). 10 pl bunek se ptidalo do 50 ul monoklonélnich
protildtek nebo RPMI/FBS, které 7jsou umistény na destickach
s prohlubnémi, které maji dno ve tvaru pismene V, a inkubovaly
se po dobu 60 minut p¥i teploté 37 °c. V nékterych
experimentech se monoklondlni protilatky sériové nafedily
v RPMI/FBS, ptric¢emZ se dosahlo rozmezi &ervenych krvinek
vazanych na IgG. V kompeti&nich experimentech se Cervené
krvinky senzibilizovaly ve smési 25 pl kompeticnich
monoklonalnich protildtek a 25 pul monoklondlnich protilatek
divokého typu nebo 25 pl séra, které obsahuje aloprotilatky. Po
senzibilizaci se bufikky promyly 4 krat 200 ul PBS a
resuspendovaly se v 50 pl RPMI/FBS (kone&nd koncentrace je 1 %
(objem/objem)). Ve vSech experimentech se alikvot bunék (E-
IgG) testoval pomoci prutokove cytometrie, pficemZi se

stanovila urovel IgG vazanych na Cervené krvinky.

Chemoluminiscencni test

PBMC se izolovaly centrifugaci s hustotnim gradientem
-z EDTRA-antikoagulované krve, kterd se ziskala z 6 normdlnich
darcti. PBMC se promyly 4 krat PBS, které obsahuji 1 % BSA bez
globulinu a pak se resuspendovaly v Hankoveé rovnovazném
roztoku soli (HBSS) obsahujicim 25 % RPMI a 2,5 % FBS
v koncentraci 2 x 10° bun&k/ml. Alikvoty (100 pl) se rozdélily
do 96 bilych matnych desticek s plochym dnem a inkubovaly se
po dobu 2 hodin p¥i teploté& 37 °c yve vlhku v atmosféfe 5 % CO
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ve vzduchu. Desticky se pak umistily do luminometru (Anthos

Uckfield, UK) a 100 pl HBSS

Lucy 1, Labtech International ,

obsahujici 4 x 107" M luminol (Sigma) a do kazdé prohlubné& se
pridalo 20 ul E-IgG. Odezva CL se pak monitorovala pfi teploté

37 °C po dobu 60 minut.

Stanoveni IgG vazanych na Gervenych krvinkach

Alikvoty 25 pl E-IgG se prenesly na destid&ku s prohlubnémi
se dnem do tvaru V, promyly se jednou PBS, centrifugovaly se

za vzniku peletu a resuspendovaly se v 50 pl F(ab): FITC-anti-

IgG (ted&nych 1/30 v PBS/1% BSA). Po 30 minutéch pfi teploté

mistnosti se buliky promyly jednou 200 pl PBS/BSA a drZely se na

ledu a? do dalsi analyzy pritokovou cytometrii (EPICS XL-MCL,

Coulter Electronics, Luton, UK). Zaznamenal se prumérny profil
fluorescence.

pram&rny profil fluorescence sS€ prevedl na molekuly
IgG/buniku za pouziti standardni k¥ivky, ktera se ptipravila

(objem/objem) bunék RiRi do 900 ul seriového
IgGl

ptridanim 100 ul 5%

dvojnéasobného fedéni lidskych monoklondlnich anti-D

(BRAD-5) . Senzibilizované &ervené krvinky se promyly 3 krat

s PBS/BSA a resuspendovaly se v roztoku PBS/BSA na koncentraci

1 3% Odebraly se alikvoty © objemu 25 pl a

analyzovaly se prutokovou cytometrii,

(objem/objem) .
jak se popisuje shora
centrifugaci

v textu. Spocitaly se zbyvajici &ervené krvinky,

se pripravil pelet, lyzovaly se v pufru, ktery obsahuje Triton

X-100 a v lyzatu se testem ELISA stanovilo IgG, Jjak se
popisuje V publikaci Kumpel, B. M. (1990). A simple non-
isotopic method for the quantitation of red cell-bound
immunoglobulin. Vox Sangquinis, 59, 34-39). Pocet molekul IgG

vazanych na jednu gervenou krvinku se dedukoval z koncentrace

IgG a poctu gervenych krvinek, ze kterého se ptripravil kazdy

lyzat. Do grafu se vynesla standardni kfivka porovnavajici
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intenzitu fluorescence s poctem molekul IgG vazanych na jednu

Gervenou krvinku.

Komplementarni lyze zprosttedkovana sérii protilétek CAMPATH-1

100 ml venbézni krve ziskané ze zdravych dobrovolnikia se
defibrinovalo a separovaly se komponenty centrifugaci
s hustotnim gradientem za pouziti Ficoll-Paque Plus
~ (Pharmacia). Do zkumavek se odebralo sérum a mononukledrni
pun&éné vrstvy. Bunky se tedily v Dulbeccové kultivadnim médiu
upraveném podle Iscove (IMDM) a shromazdily se centrifugaci.

Bufiky se dvakrat promyly v IMDM, zatimco se kombinovaly do
jednoho peletu, ktery se resuspendoval Vv 200 pl IMDM. Pridalo

se 900 uCi chromanu sodného [°*Cr] a bunky se inkubovaly pEi
teplot& 37 °C po dobu 40 minut. Pfidalo se 10 ml kultivaéniho
média IMDM a vytvoril se pelet bun&k. Bufiky se promyly dvakrat
a resuspendovaly se V kultiva&nim médiu IMDM pfi pfibliZné
xoncentraci 6 x 10° bunék/ml. Alikvoty znadenych bun&k o objemu
50 pl se pridaly ke vzorkum protiladtek na desticky s 96
prohlubnémi, které obsahuji 50 pl kultivaéniho média IMDM. Do
kazdé prohlubné se pr¥idalo 100 pl zbyvajiciho séra ¥edéného 1:1
s IMDM a plotny se inkubovaly p¥i teplot& 37 °C po dobu 1
hodiny. Destilky se centrifugovaly a supernatanty se rozdélily
do vzorkll a mé&tilo se relativni mnoZstvi uvolné&ného Slcr gamma-
politacem. Odedetla se mira spontédlniho uvoln&ni dosaZenad ze
vzorkfl, kam se nepfidaly protilatky, a mira celkového mnozZstvi
dostupného °'Cr ziskana ze stejnych vzorka odebranych po
resuspendovani bunék. % specifického uvolnéného Slcr se

vypo&itala podle vzorce:

(impulzy vzorku - spontdlni impulzy) X 100

(celkové impulzy - spontalni impulzy)
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Do grafu se vynesly pramé&rné hodnoty a standardni odchylky

t¥i vzorkl.

V pripad& inhibice komplementarni lyze vzorky protilatek
obsahovaly konstantni mno?stvi (kone&na koncentrace 6,25 pg/ml)

CAMPATH-1 G1 a zvydujici se mnozZstvi CAMPATH-1 G2Aa.

ADCC zprostfedkovand sérii protilatek CAMPATH-1

Mononuklearni bunky periferni krve se pfipravily zpUsobem,
ktery se popisuje shora Vv textu. Po promyti se bunky
resuspendovaly Vv kultivaénim médiu dopln&ném 5 % FBS a
pfenesly se do lahvi, které se potahly protildtkami CD3. Bunky
se nechaly kultivovat pti teploté& 37 °c v 5% atmosféfe CO; po
dobu t¥i dni. 5 % buné&k se znacilo S1cyr a pouzily se Jjako
cilové bunky, promyly se a resuspendovaly se Vv kultivacnim

médiu ImDM + 5 % FBS. Do prohlubni na desti&kadch se ptidaly

alikvoty o objemu 50 pl obsahujici 50 ul vzorkl protilatek
v IMDM + 5 % FBS. Cilové buniky a protilatky se inkubovaly pfi
teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Jako nosi& se pridaly RBC a
vytvoril se centrifugaci pelet bun&k. Bufiky se promyly dvakrat
v kultivadnim médiu IMDM. Zbyvajici mononuklearni bunky se
sebraly centrifugaci a resuspednovaly se v kultivacnim médiu
IMDM + 5 % FBS, aby jejich koncentrace byla 4 x 10° bun&k/ml, a
ptidalo se do kazdé prohlubné 150 pl suspenze bunék. Pomér
efektor:cil je 20:1. Bunky se jemn& centrifugovaly a umistily
se do inkubdtoru tkafovych kultur po dobu 6 hodin.
Supernatanty se rozd&lily do vzorkia a stanovilo se specifické
uvolnéni S'Cr, jak se popisuje shora v textu. Do grafu se
vynesly prim&rné hodnoty specifického uvolnéni pro dva vzorky

proti konecnym koncentracim protilatek.

Pr¥iklad 1: Vytvoreni a zakladni charakterizace protilatek
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Mutace vybrané za ucelem eliminovat efektorové funkce,
jsou zobrazeny V tabulce &. 1 (obrazek ¢&. 15). Mutace Aa
provedend v genech IgGl a IgG2 zavedla zbytky IgG4 do poloh
327, 330 a 331. Podobné zbytky IgG2 v polohéch 233-236 se
zavedly do IgGl a IgG4, ale protoZe IgG2 vykazuji delece
v poloze 236, kde jiné podtifidy maji glycinovy zbytek, mutace

se provedla vynechéanim (Ab) nebo zahrnutim (Ac) G236.

Vektory umoZiiujici expresi DNA CAMPATH-1 nebo Fog-1l Vg
v kombinaci s konstantnimi oblastmi mutantnich gent DNA se ko-
transfekovaly s vhodnymi expresivnimi vektory lehkého fetézce

do bunék krysiho myelomu.

Izolovaly se stabilni transfektanty, nechaly se pomnoZit a
protilatky se cistily ze supernatantu na agardze s proteinem

A.

vybraly se protilatky CAMPATH-1H, protoZe poskytuji dobry
cilovy systém pri studii lyze sprostfedkované komplementem a

butikou in vitro.

V pripad& protilatek Fog-1 se po ¢isténi vyvtofila
sra¥enina, ale v okamZiku, kdy se odstranila filtraci, tak se

u¥ nezaznamenala dal3i sraZenina. Koncentrace protilatek se

stanovily na zaklad& absorbance pti vlnové délce 280 nm a

upravila se, jestliZe je to nutné, testem ELISA, ktery udava
relativni mnoZstvi pFitomného Ffetézce K. Protilatky se
vystavily redukéni SDS-PAGE. Kazdy vzorek vykazuje dva pruhy
s vhodnou molekulovou hmotnosti 25 000 a 55 000, ktery
reprezentuje ocekavané velikosti lehkého a t&zkého tfetézce.
Neexistuje poznatelny rozdil mezi velikosti féék?ch fetézcl
kazdé série protilatek, ale oba Fetézce protilatek Fog-1 se
jevi Dbyt o trochu men3i neZ Jjejich dopliky CAMPATH-1.
skute&nost, Ze téZky Petézec se Vv kazdé sérii jevi tak, Ze ma

stejnou zjevnou molekulovou hmotnost indikuje, Ze mutace
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nezpusobuji s4dné velké rozdil v glykosylaci proteint.
V pripadd protilatek se specifitou CAMPATH-1 vytéZek po
&ist&ni kolisa od 0,6 do 9 pg/ml supernatantu, zatimco vytéZek
rozpustnych protilatek Fog.l se pohybuje mezi hodnotou 3 a 20
pug/ml. Neexistuje 34dna korelace pfi hodnoceni vyté&Zku gisténi
pro dvé série protildtek, které naznaduji, Ze Zadné mutace
neovliviiuji produkci protilatek nebo Jjejich schopnost véazat

protein A.

Pak se testovala specifita dvou sérii protilatek.
Protilatky CAMPATH-1 ukazuje, Ze sout&zi s klinickym stupném
Gistoty protilatek CAMPATH-1H pfi navazani anti-CAMPATH-1
idiotypu monoklonadlnich protildtek YID13.9. Protilatky Fog-1
byly schopny aglutinovat RhD' RBC v pfitomnosti anti-lidskych
IgG protilatek jako zk¥izen& reagujici ¢&inidla. Podobné
podttidy IgG protilatek Fogl se testovaly potaZenim RhD" RBC
s r@znymi protildtkami a p¥i prohliZeni aglutinacniho paternu
se jako zkfizZené reagujici protildtky pouzily protilatky anti-
Glm(a), anti-IgG2 nebo anti-IgG4. Vysledek indikuje, Ze
protilatky byly protilatky upravené podt¥idy. Aglutinace RhD*
RBC ppomoci Fog-1 IgGl a anti-Glm(a), Fog-1 IgG2 a anti-IgGZ a
Fog-1 IgG4 a anti-IgG4 se provedla v pritomnosti nadbytku
protiladtek ze série CAMPATH-1. Protilatky CAMPATH-1 Jsou
schopny inhibovat aglutinaci tim, Ze sout&zi se zkriZené
reagujicim ¢inidlem. Pouze Vv ptipad&, Ze pochazeji ze stejné

podt#idy jako protilatky Fog-1, tak ové&fuji svou podtridu.

P¥iklad 2: Navéazéni FcyRI

RBC, které obsahuji pfibliZn& 30 000 RhD mist na jedné
pufice (R;Rp), se potédhly kaZdou z 11 protildtek Fog-l Vv celém
rozhrani koncentraci a pridaly se k lidskym transfektantim
B2KA, které exprimuji lidsky FcyRI a rostou v prohlubnich. Po

inkubaci se odstranil nadbytek RBC a zaznamenaly se procenta
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bundk B2KA , které tvoii rozety pomoci RBC (obrazek C. 1).
V pripadé Gl a GlAa, kde zbytky IgG4 jsou zahrnuty Vv polohéch
327, 330 a 331 se dosadhlo podobného mnoZstvi rozet, pticemz
poloviéniho mno?stvi rozet se dosdhlo, kdyz RBC se potéahlo
protildtkami v ptibliZné koncentraci 0,1 ung/ml, coZz Je
koncentrace, pri které se ocekdva, zZe 'protilétky Fog-1
obsadily p¥ibliZn& Jjednu t¥etinu mist RhD. Slabé vyS3i
koncentrace G4 jsou nutné pro ziskani stejného mnoZstvi rozet.
KdyZ se pouzily RBC potazené protildtkami Gl a G4, které
obsahuji mutace Aa a Ac, nebo protilatkami G2. V experimentu
sobrazeném na obrazku &. 1 nejvyssi testovand koncentrace
potazeni byla 10 mg/ml. OcCekdvad se, Ze tato koncentrace
odpovidd p¥iblizn& 90 % obsazeni mist RhD. Experiment se
opakoval za pouziti potahovacich koncentraci aZ? 80 mg/ml, coZ
v podstaté& saturuje mista RhD a v pripadé protildtek G2 a
protilatek, které obsahuji mutace Db nebo Dc a té&ch, které
zaClenuiji zbytky IgG2 v niZ3ich oblastech spojeni, se
neobjevily Zadné rozety. To indikuje, Z#e dokonce kdyZ se RBC
potdhly témito protilatkami pZi maximélni hustoté& uvedeného
antigenu, nedoilo k dostateéné  interakci IgG/FcyRI  pro

vytvoreni rozet.

Spolecnou centrifugaci senzibilizovanych bunék RBC a BZKA
d¥ive ne? se pozorovaly rozety na mikroskopickém sklilku se
zjistilo, Ze vy$3i pomér rozet vznika, kdyZ se bufiky inkubuji
v prohlubnich. Tato metoda se poufila pfi zkoumani inhibice
tvoreni rozet. DFive neZ se RzR RBC smichaly s buikami B2ZKA
potédhly se smé&si 1 mg/ml protildtek Fog-l a riizného mnozZstvi
Fog-1 G2Da nebo Fog-l G4Db. KdyZ se pouZily samotné protiléatky
Fog-1 Gl v koncentraci 1 pg/ml, potaZené RBC vytvorily rozety
na 95 % bundk B2KA, =zatimco pfi senzibilizaci v pritomnosti
64mg/ml G2Aa nebo G2Ab nedochazi k #&dné tvorbé& rozet (data

nejsou uvedena) .
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Navazéni protildtek z obou serii na dvé rtzné bunélné
linie, které na svém povrchu exprimuji cDNA FcyRI, se mé&rila
fluorescendénim barvenim. Na obrazku ¢&. 2 jsou zobrazeny
reprezentativni experimenty. MnoZstvi FcyRI exprimovaném na
povrchu, Jjak se detekuje za pouZiti protilatek CD64 je vyssi
v ptipadé transfektant 3T3 neZ v pripadé linie B2KA a to se
odrazi v silné&jdim signalu ziskaném, kdyZ se méfi navéazani
prost¥fednictvim Fc. V pripadé obou serii se protildtky Gl a
GlAa vazané na receptor se stejnou zjevnou afinitou
indikujici, Ze mutace V polohach 327, 330 a 331 podstatné
neovliviiuji interakci. Navazani protilatek G4 je pfibliZné tri
nasobn& niZsi nez navazani protilatek Gl a GlAa. Slabé
navazani je mozZné spatfit v pripadé protilatek G2 nebo
libovolnych Jjinych mutovanych protilédtek, cozZ naznacuje, Ze
mutace Ab a Ac u IgGl a IgG4 Jsou dostatedné pro redukci
navazani na FcyRI alespon 10%-nasobn&. Protilatky obsahujici
mutaci Ac zvladté pak GlAc vykazujil nizky stupenl navézani na
FcyRII p¥i testovanych vy88ich koncentracich, jestliZe sila
fluorescence se porovnava s pozadim nebo s ekvivalentnimi
protildtkami s mutacl Ab. JestliZe histogramy intenzity
fluorescence jsou prelity, jak Jje mo¥né spatf¥it na obrazku ¢.
3 v pripadé& nejvysSich koncentraci protiladtek CAMPATH-1 a
bunék B2KA, grafy v pfipadeé protilatek Gl a GlAa se shoduji.
Existuje zde jasny rozdil mezi histogramy v pfipadé& protilatek

G1lAb a GlAc.
Priklad 3: Spudténi FcyRI mé&feneé fluorescenci

7a Gdelem mé&feni funkdni aktivity prostfednictvim FcyRI/II
se stanovila chemoluminiscen&ni odezva (CL) monocytt na RBC
senzibilizované protilatkami ze série Fog-1l. Hodnoty se
vynesly do grafu a vztdhly se k pocltu molekul protilétek

vazanych na RBC (obrazek . 4). Rozdil mezi protilatkami Gl a
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GlAa Jje mozné vidét u vy33iho mno¥stvi protilatek, ale
v pripad& obou protilatek se projevily vy33i odezvy neZ
v pripad& protildtek G4 v celém rozmezi pouZitych koncentraci.
Podstatné spusténi se dosahlo u protildtek GlAc a v men3im
rozsahu u protildtek GlAa a G4Ac. U dal$ich protilatek se

neprokézala Zz&dnad odezva.

Protilatky, o kterych se vi, Ze jsou deficitni pFi
spousténi FcyRI  se smichaly ve zvySenych koncentracich
s konstantnim mnoZstvim Fog-1 Gl a pouZily se k senzibilizaci
RBC. Odezva CL na RBC je zobrazena na obrazku &. 5. Porovnanim
odezvy CL s odezvou ziskanou titraci samotnych Gl ukazuje, Ze
fest protiladtek ze sedmi inhibuje reakci v pfedpovidaném
rozsahu, jestliZe se pfedpoklada, Ze mutanti vykazuji aktivni
protilatku Gl z RBC Gm&rnou k jejich relativni koncentraci.
V ptipadé G2 se inhibi&ni u&inek odd4dlil a proto Je treba
t¥ikrat vice protilatek G2, aby dodlo ke stejné inhibici.
Protilatky GlAc inhibuji ptibliZné ve stejném rozsahu jako
jiné mutované protilatky s vyjimkou, Ze odezva neni sniZena na
0.

Existuji dvé publikace, kde se popisuje pouZitelnost
chemoluminiscence p¥i predpovidani véazZnosti patologie in vivo.
Jsou to publikace Hadley (1995) Transfusion Medicine Reviews

9: 302-313 a Hadley et al (1988) Br. J. Obstet Gynaecol 105:

231-234.
V téchto testech vyslednych p¥ibliZné 30 %
chemoluminiscence produkované monoklondlni protilatkovou

kontrolou BRAD-5 bude pfedpovidat in vivo patologii u HDN. Tak

owe

tyto protilatky, které budou dr¥et zmin&né mnoZstvi pod 30 %,

by m&ly byt vhodné pro terapii.

Jedny z mutovanych protilatek Fog-1 G2Aa se testovaly za

u&elem zjisténi Jejich schopnosti inhibovat odezvu CL na




ee s [ 2
* [ K]
L

51 . ..S . s

L4
sese o0 L X ] L]

sérum, které obsahuje klinicky podstatné mnoZstvi protilatek.
Sera obsahovaly proti-latky anti-RhD nebo antiC+D a
v nepfitomnosti inhibitoru do&lo k CL odezvé vy85i nez 30 %,
co? ukazuje na té&zké hemolyticke onemocnéni novorozence a
nutnost aplikace nitrodéloZni transfize. Séra se smichala
s riznymi koncentracemi protilatek G2Aa, ptilemZ smé€sy se
pou?ily k senzibilizaci RBC a stanovily se odezvy monocytd
(obrazek &. 6). Pridénim protilatek G2Aa se redukuji signély
CL, coZ zptsobuje, Ze vSech pét anti-RhD sér vykazuje hodnotu
pod 30 %. BAby se dosdhlo této hodnoty je nutné pfidat 16 az
260 pg/ml protilatek, p¥icemZz rozmezi odrdZi ruzné mnoiZstvi a
afinity protildtek anti-RhD v séru. Existuji dv& kontrolni
séra. Anti~-K sérum se nemife blokovat vibec protilétkami G2Aa,
protoZe jeho reaktivita se sméfuje k jinému antigenu na RBC.

Pouze &Ast aktivity anti-C+D séra se miZe inhibovat

protilatkami G2Aa.

P¥iklad 4: Aktivita p¥i lyzi komplementem

Na obrazku &. 7 je zobrazeno, Ze vSechny mutace pripravené
za pouziti protilatek Gl a G2 CAMPATH-1 dramaticky sniZuji
jejich schopnost zprostredkovat komplementarni lyzi. Kdyz se
provedl test za pouZiti konstantniho mnozstvi protilatek Gl a
rizného mnoZstvi protildtek G2Aa (zobrazeno na obrazku ¢&¢. 8),
protildtky G2Aa  jsou  schopny blokovat  odumiréni PBMC

zprostredkované CAMPATH-1 Gl1.

Priklad 5: Aktivita pf¥i ADCC

Schopnost zprostfedkovat ~ADCC se méfila v ptipadé
protildtek CAMPATH-1 za pouziti lidskych PBMC Jako cilovych
bun&k (zobrazeno na obrazku ¢. 9) a v pripadé& protilatek Fog-1
za pouZiti RhD* RBC jako cilovych bunék (obrazky &. 10 a 10b)

Obrazek &. 9 ukazuje smiSené schopnosti protilatek CAMPATH-1
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pFi ADCC za pouZiti stejnych mutantl, ktere maji velmi nizkou
aktivitu. Obrazky 10 a 10b ukazuji, Ze mutanti GlAab, GlAac,

G2Aa, G4Ab a G4Ac protilatek Fog-1 jsou schopny podpofit
libovolné odumirani RBC. Na obréazku &. 10 je moZné spatfit
lyzi RBC senzibilizovanych protildtkami G2 nebo G4, ale
uvedené protilatky nevykazujil zjevnou aktivitu v testu
sobrazeném na obrazku ¢&. 10b. Tuto skutednost demonstruje
pozorovani, Ze stupen lyze miZe zaleZet na donoru efektorovych
bun&k a maze dokonce kolisat, kdyZ se pouziji efektorové
bufiky, které se ziskaji od stejného darce Vv razném case.
V p¥ipadé mutantd uvedenych shora v textu se nezjistila Zadna
aktivita na udrovni pozadi, adkoli se testovalo velké rozpéti

efektorovych darcu.

N&které protildtky se pouzily pti pokusu inhibovat ADCC
RhD* RBC pomoci Fog-1 Gl (zobrazeno na obréazkach ¢C. 11 a 11b) a
klinickym vzorkem anti-RhD séra (zobrazeno na obrazku &. 12).
Uvedené obrazky ukédzaly, Ze vSechny testované protilatky jsou

schopny  inhibovat  ADCC, kdy? se smichaly s aktivnimi

es

protilatkami dfive ne#? se provede senzibilizace RBC. Zvlasteé

G&inné pfi plokovani ADCC Jjsou mutanti GlAab, GlAac, G2Aa,

G4Ab a G4Ac protilatek Fog-1.

P¥iklad 6: Navazani FcyRI

Obrazky 13, 13b a 14 zobrazuji navazéani komplext
protilatek ze série Fog-1 na buiky nesouci FcyRIIa 131H/H,
FcyRIIa 131R/R a FcyRIIbl*. Je nezbytné tvorit komplexy
protilatek v ptipadé, Ze se méfi navadzani na tyto receptory,
co? zpusobuje jejich slabou afinitu pro jednotlivé molekuly
protilatek. FcyRIIa 131H/H je alotyp FcyRIIa, u kterého se
odekava, Ze se na né&j protilatky vazou silnd a Gl a G2
vykazuji silnou vazebnou aktivitu (obrazek ¢&. 13). Zavedeni

mutaci té&chto dvou protilatek dochazi k postupné redukci
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v Grovni navazani a protilatky GlAac vykazujil pouze uroven
navazani odpovidajici pozadi, jaké vykazuji protilatky G4.
Obrazek &. 13b ukazuje, Ze protilatky maji odlidné relativni
aktivity, kdyZz se vé&zi na 131R alotyp FcyRIIa, ale mutace
vytvofené s protilatkami Gl divokého typu op&t sniZujil
navazani na receptor. V3echny protilatky vykazuji podstatné
vy33i navazéni na inhibiéni receptor FcyRIIb¥ ve srovnani
s negativnimi kontrolnimi vzorky zk¥iZeného navazani samotného
F(ab’), nebo glykosylovanych protilatek 'IgGl v komplexu s
F(ab’), (zobrazeno na obrazku &. 14). AZkoli navazani vétsiny
mutantd se sniZuje relativn& s odpovidajicimi protildtkami
divokého typu, nékteré mutanty vykazuji dvojnasobek navazani

ve srovnani s protildtkami G1 divokého typu.

Priklad 6b: Navazani FcgRIII

Na obrazku 14b a 1ld4c je znadzornéno navazani komplexl

protildtek ze serii Fog-1l na bufiky nesouci FcyRIIb alotypd NAI
a NA2. V pripadé obou alotypu Je mo?né pozorovat navazani
v ptripadé protildtek Gl a v mendim rozsahu v pfipadé
protilatek GlAa a GlAc. V pfipadé jinych mutovanych protilatek
se nepozorovalo Z&adné navazani, protoZe vykazuji podobnou silu
fluorescence jako  negativni kontrolni vzorky zktiZene
reagujiciho samotného F(ab’), nebo glykosylovanych protilétek

IgGl tvoficich komplex s F(ab’)2. .

p¥iklad 7: Produkce anti-GlAa-HPA-la protilatek

Amplifikovaly se oblasti Vi a Wy protildtek anti-HPA-la
scFv (Griffin, H. M. and Ouwehand, W. H. (1995) A human
monoclonal antibody specific for the leucine-33 form of the
platelet glycoprotein Illa from a V gene phage display
library. Blood 86, 4430-4436) a kard4d se pripojila na vedouci

sekvenci, kterd pochazi z vektoru M13VHPCR1 (popisuje se



54 o:oa X . .

v publikaci orlandi, R., Gussow, D. H.} Jones, P. T. and
Winter, G. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833) PCR
prodluzujici presah, Jak se popisuje dfive v textu. DNA
3’konec Vy v M13VHPCR1 a reprezentujici 5‘konec intronu Vi—Cy
se podobn& spojil s vedouci sekvenci/VyDNA. Produkt se klonoval
jako HindIII-BamHI fragment do expresivniho vektoru IgGl a
IgG2, aby se nahradila existujici variabilni oblast fragmentu

a vznikly vektory pSVgptB2VHHUIgGL a pSVgptB2VHHUIgGZ.

Vedouci sekvence/VA DNA se spojila do ramce S DNA

konstantni oblasti 1lidského fet&zce A alotypu Kern0z"
(popisuje se V publikaci Rabbitts, T. H. Forster, H. and
Matthews, J. G. 1983. Mol. Biol. Med. 1:11) ziskané
z existujiciho expresivniho vektoru (popisuje se V publikaci

Routledge, E. G., Lloyd, I, Gorman, s.D., Clark, M. and

Waldmann, H. 1991, Eur. J. Immunol. 21: 2717). Cely gen A se
klonoval do M13 jako HindIII-BamHI fragment a zesilovaé¢ mySiho
t&zkého  Tetézce z pSVhyg-HuUCK (popisuje se V publikaci
orlandi, R., Gussow, D. H., Jones, P. T. and Winter, G. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833) na 5'konec genu za
pouziti adaptert tak, Ze cely inzert by se mohl pFfenést do
pSV2neo (popisuje se V publikaci Southern, p. J. and Berg P.
1082 J. Mol. Appl. Genet. 1:327) jako fragment BamHI. Vektor

se oznalil jako pSVneoB2VAHUCA.

Expresivni vektory se transfekovaly do bun&iné linie
krysiho myelomu YB2/0, pricemZ se vybraly transfektanty a
gistily se protilatky, jak se popisuje shora v textu. Tyto
protilatky B2IgGl a B2IgG2 se mohou pouzit Jjako kontrolni

protilatky.

Kdyz se vybrala preferovana nulova konstantni oblast
fragment B2 VH HindIII-BamHI, miZe se zavést do expresivnich
vektort, které nesou vhodné konstantni oblasti genli, které

nahrazuji existujici fragment variabilni oblasti. Expresivni
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vektory t&Zkého fetézce se pak spolelné transfekovaly
s pSVneoB2VAHUCA do bunék myelomu a protilatky se &istily za

G&elem pouziti.
pfiklad 8: Terapeutické pouZiti vazebné molekuly

Terapeutickéd molekula podle vyndlezu se miZe pouZit pti
1é&bé t&hotenstvi komplikovanych aloimunizaci HPA-1la,
napriklad intravendzni aplikaci matce, pficemz tato 1écba
za4visi na ptrenosu placentou (naptiklad prostfednictvim FcRn),

aby se dostala terapeuticka davka k zarodku.

Alternativni zpusob je pfimd aplikace zarodku do
perkutanni umbilikdlni Zily. Tento postup se V soucasné dobé
provadi v ptipadé& FAIT, aby se transfuzi zavedly kompatibilni
krevni desti&ky. Bé&hem jednoho t&hotenstvi se postup miZe
mnohokrat opakovat. Existuje zde nebezpedi ztraty plodu

vyjadfeno v procentech 0,5 % pri jednom provedeni.

Fetdlni aplikace terapeutickych protilétek mé vSak tu
vahodu, Ze velmi sniZuje pot¥febnou davku a proto je mozZné
zvafovat jako prvni krok terapie pouziti molekul podle
vynalezu ve spojeni s transfuzi krevnich destigek. Tento
pristup miZe pred savedenim omezit nebo eliminovat nutnost

daldich transfuzi krevnich desticek.

Shrnuti

Aktivity protilatek jsou shrnuty v tabulce ¢&. 2 (obrazek

&. 16). Jak Jje mozZné vidét mohou se produkovat vazebné
molekuly, které maji sniZenou schopnost vazat se na FcyRI,
FcyRIIa 131H/H, FcyRIIa 131R/R, FcyRIIb NAl a FcyRIIb NAZ. Tyto
latky nejsou schopneé vyvolat u monocytl chemoluminiscenci,

nemohou zprostredkovat komplementdrni 1lyzi a nejsou proto

aktivni p¥i ADCC. Vazebné molekuly se vSak uchovavaji
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schopnost véazat se na inhibiéni receptor FcyRIIb. Jiné mutace,
které se drive pouZivaly pril odstranéni efektorovych funkci,
jako Je odstrandni glykosylaénich mist Vv oblasti CH2, aby
vznikly glykosylované protildtky mohou  také eliminovat

navazani na tento receptor, ktery nemusi byt nutny.

Ukazalo se, Ze vybrani mutanti Jsou schopni zcela
inhibovat tvoreni rozet u bun&k nesoucich FcyRI pomoci
protilatek Fog-1l, odezvu monocytl na RBC senzibilizované
protilatkami Fog-1 GI, odezvu monocytl na RBC senzibilizované
anti-RhD, usmrceni PBMC komplementdrni lyzi s CAMPATH-1 G1,
usmrceni RBC pomoci ADCC s protildtkami Fog-1 G1, usmrceni RBC

pomoci ADCC s polyklon&dlnim anti-RhD sérem.

7de uvedené vysledky ukazuji, Ze uprava pouze jediného
zbytku v oblasti IgG CHZ, aby odpovidala s odli3nou podtiidou
mie vést k odlisné aktivité. Tak je tomu v pripad& t¥i paru
mutantd Db a Dc: GlAb a GlAc, GlAab a GlAac, G4Ab a GéAc.
vV kardém paru se protilatky 1181 pouze absenci (Ab) nebo
pritomnosti (Ac) G236. V pripadé vétdiny zde mé&¥enych funkci
protilatky Ab a Ac maji ruzné aktivity. Mutanti Db jsou vice
aktivni p¥i navéazani FcyRIla 131H/H, zatimco mutanti Dc jsou
vice aktivni p¥i navazani FcyRI, FcyRIIIb NAl a NAZ, pEi
aktivaci monocyt@ a ADCC. Oblast, kde se pfipravily mutace Ab
a Ac je zndma jako spodni &ast spojeni a je pravdépodobné, Ze
vykazuje rozsahlou strukturu spojujici spojeni fet&zcl se
zbyvajici doménou CHZ. Adice nebo delece zbytku z této oblasti
podle ptredpokladu m&ni uspotddéni zbytkG niZsiho spojeni
vztaseno k receptorovym interakénim misttm ve =zbytku oblasti

CHZ.

Je nutné poznamenat, Ze uclinek mutaci se nemlZe vZdy
ptedpovédét na z4kladé aktivit protiladtek divokého typu, ale

bude z4viset na novém obsahu (zaloZeno na ,smisenych
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podt¥idach IgG%), ve kterych Jjsou pritomny mutace. Jednim
prikladem je test komplementarni lyze, kde aktivity IgG2 jsou
pfibliZné t¥ikrat nissi ne? aktivity IgGl, ale zavedeni zbytkl
IgG2 do IgGl (GlAb a GlAc) eliminuje lyzi. Podobn& IgGl a IgG2
vykazuje stejné navazani jako FcyRIIa 131H, ale aktivity
protilatek GlAb a GlAc Jjsou 50-ti a 10-ti nadsobn& nizsi.
V pripadé testu ADCC, jak se uvadi na obrazku ¢&. 9 a 10,
vykazuji 1IgG2 a IgG4 podobnou, nizsi, ale méfitelnoﬁ miru
lyze. Substitucil zbytkd mezi IgG2 a IgG4 stejné& jako do IgGl
se redukuje jejich aktivita. Data naznaduji, Ze protilatky
divokého typu riznych podtfid lidského IgG a podle predpokladu
mutované protiladtky mohou pouZit riizné zbytky pfi navéazani na

jiné molekuly, pri&emZ spusti jejich aktivitu.
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1. Vazebna molekula, ktera je rekombinantnim polypeptidem
obsahujicim: .

i) vazebnou doménu schopnou véazet cilovou molekulu a

ii) efektorovou doménu, ktera m4 aminokyselinovou sekvenci
v podstat& homologni s celou nebo s &asti konstantni

oblasti t&Zkého Fetdzce lidského imunoglobulinu,

kde vazebna molekula Jje schopna vazat cilovou molekulu, aniZ
spusti podstatnou lyzi zavislou na komplementu nebo
podkozeni cile zprosttedkované  buikou, pricemz je
charakterizovana tim, Ze efektorova oblast je schopna
specificky vézat FcRn a/nebo FcyRITb a Ze chimerova
efektorovd oblast, kterd se siskala ze dvou nebo vice
oblasti Cy2 t&Zkého Feté&zce lidskeého imunoglobulinu, které
zahrnuji jako prvni oblast Cy2 té&rkého fetd&zce lidského
imunoglobulinu, kde 2, 3 nebo 4 aminokyseliny alesponl
v jedné oblasti Cu2 se upravily tak, Ze odpovidaji
aminokyselindm z druhé, odlisné oblasti Cu2 t&zkého fretézce
1idského imunoglobulinu, pficemz oblast se vybrala ze dvou
diskrétnich oblasti zbytkl s &isly 233 a¥ 236 a 327 az 331
v souladu s &islovacim systémem EU a Vv kazdém pripadé se
lidsky imunoglobulin vybral z IgGl, IgG2 a IgG4.

0. Vazebna molekula podle naroku 1, kde ©prvni lidSky
imunoglobulin se vybral z IgGl, IgG2 a IgG4 a druhy lidsky
imunoglobulin se vybral z IgG2 a IgG4.

3. Vazebna molekula podle naroku 1 nebo 2, kde 2 aminokyseliny
v jedné oblasti domény Cyg2 se upravily na odpovidajici
aminokyseliny z druhé oblasti Cy2 t&Zkého Ffetézce lidského
imunoglobulinu.

4. Vazebnd molekula podle libovolného z naroki 1 aZ 3, kde

alespofl 2 aminokyseliny v kasdé ze dvou diskrétnich oblasti



10.

LY X X
‘ emeee

59 !:.0 .0 . .

domény Cy2 se upravily na odpovidajici aminokyseliny
v odpovidajici oblasti v druhé nebo tFeti oblasti Cyg2
t&3kého treté&zce lidského imunoglobulinu.

Vazebnad molekula podle libovolného z narokd 1 aZ 4, kde
efektorova oblast sdili alespon 90 % shody sekvence s prvni
oblasti Cy2 té&Zkého Ffetézce lidského imunoglobulinu.
Vazebna molekula podle libovolného z nédrokl 1 azZ 5, kterd
obsahuje oblast Cy2 t&Zkého Ffetézce lidského imunoglobulinu
vykazujici jednu nebo vice nadsledujicich aminokyselin nebo

deleci v uvedenych polohéch v souladu s ¢islovacim systémem

EU:

poloha aminokyselina

233 P

234 \Y

235 A

236 (24dny zbytek) nebo G
327 G

330 S

331 S

Vazebnd molekula podle libovolného z narok 1 aZ 6, ktera
obsahuje oblast Cy2 té&Zkého fetézce lidského imunoglobulinu
zahrnujici jednu nebo vice nasledujicich blok® aminokyselin
nebo deleci v uvedenych polohdch v souladu s &islovacim
systémem EU: 233P, 234V, 235A a 74dny zbytek v poloze 236
nebo 233P, 234V, 235A a 236G a/nebo 327G, 330S a 331S.
Vazebna molekula podle libovolného z naroka 5 aZz 7, kde
efektorova doména se vybrala z GlAab, G2Aa nebo GlAac.
Vazebna molekula podle libovolného z nidroka 1 aZ 8, ktera
dale zahrnuje upravy, které umoZfiiuji molekule byt
v podstaté nulovym alotypem

Vazebna molekula podle libovolného z naroka 1 aZ 9, pricemi

efektorova oblast mad omezenou afinitu pro FcyRI, FcyRIIa

nebo FcyRIII a omezenou schopnost zprostfedkovat lyzi
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komplementem porovnanim s prvni nebo druhou oblasti Cg2
t&%kého Feté&zce lidského imunoglobulinu.

Vazebna molekula podle naroku 10, kde efektorovd oblast si

zachovala afinitu pro FcyRIIb.

vazebna molekula podle libovolného z nidroka 1 aZ 11, kde se
vazebna oblast odvodila 7z odli%ného zdroje neZ je zdroj pro
efektorovou oblast.

Vazebna molekula podle libovolného z naroka 1 aZ 12, kde se
vazebnad molekula vybrala ze skupiny zahrnujici vazebné
misto protilatek, enzym, hormon, receptor, cytokin nebo
antigen, ligand nebo adhezni molekulu.

Vazebnd molekula podle libovolného z narokt 1 aZz 13, kde
vazebnd oblast Jje schopna vazat libovolného =zastupce ze
skupiny  zahrnujici: antigen RhD Cervenych krvinek,
aloantigen HPA krevnich destidek, neutrofilovy antigen,
receptor T-bungk, integrin, GBM kolagen, Der P1, HPA-la,
VAP-1, laminin, lutheran, glykoprqtein VI krevnich
desti&ek, glykoprotein Ia/IIa krevnich desticek.

Vazebna molekula podle naroku 14, kde vazebnad oblast se
vybrala ze skupiny zahrnujici vazebnou oblast z CAMPATH-1 a
FOG1l, OKT3, B2 (anti-HPA-la), VAP-1, my3i anti-a3 (IV)
NC1, YTH12.5 (CD3), 2C7 (anti-Der p 1), anti-lamininu,
anti-lutheranu.

Izolovana nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujici efektorovou oblast vazebné molekuly podle
libovolného z predchézejicich naroku.

Nukleova kyselina podle néroku 16, kde nukleotidova
sekvence kéduje vazebnou molekulu podle libovolného
i predchézejicich narokl.

Nukleova kyselina podle naroku 16 nebo 17, kterou je
replikovatelny vektor.

Nukleova kyselina podle naroku 18, kde nukleotidova

sekvence je operativné& spojena s promotorem.

[ FXYR 2]
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Hostitelsk& bufika, kterd obsahuje nebo se transformovala
vektorem podle naroku 19 nebo 20.

Zptisob produkce vazebné molekuly podle libovolného z narokl
1 a2 15, vyznadcujici se tim, 7 e zahruje
Gpravu nukleotidové sekvence kédujici prvni oblast Cu2
t&zkého ret&zce lidského imunoglobulinu tak, Ze 2, 3 nebo 4
aminokyseliny alespoil v jedné oblasti domény Cy2 odpovidaji
aminokyselin& z druhé oblasti Cy2 t&Zkého fetézce lidského
imunoglobulinu, kde oblast se vybrala ze dvou diskrétnich
oblasti ¢&islovanych zbytkad 233 aZ 236 a 327 az 331
v souladu s &islovacim systémem EU a kde v kaZdém pripadé
se lidsky imunoglobulin vybral z IgGl, IgG2 a IgG4.

Zpusob podle naroku 21, vy znadujici se t i m,
> e 2 aminokyseliny v jedné oblasti domény Cy2 se upravily
tak, aby odpovidaly aminokyselinédm z druhé oblasti Cg2
t&zkého Yeté&zce lidského imunoglobulinu.

Pousiti vazebné molekuly nebo nukleové kyseliny podle
libovolného z narok@t 1 az 19 p#i navézani cilové molekuly

na uvedenou vazebnou molekulu.

Pouziti podle naroku 23, kde vazebnd molekula je FcyRIIb,
jeji% navazani zplUsobuje inhibici jednoho nebo vice
procest: aktivace B bunék, degranulaci Zirnych bunék,
fagocytédzu.

Pouziti podle naroku 24 p¥i prevenci, inhibici nebo jiné
interferenci s navazanim druhé vazebné molekuly na cilovou
molekulu. |

Pouziti podle naroku 25, kde druh&d vazebnd molekula Je
protilatka.

PouZ?iti podle naroku 25 nebo 26, kde cilova molekula se
vybrala ze skupiny zahrnujici RhD antigen Cervenych
krvinek, aloantigen HPA krevnich desticek, neutrofilovy
antigen, receptor T-bunék, integrin, GBM kolagen, Der PI1,
HPA-la, VAP-1, laminin, lutheran, glykoprotein VI krevnich

desti&ek, glykoprotein Ia/IIa krevnich desticek.
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PouZiti podle libovolného z ndrokd 24 aZ 27 pfil 1écbeé
pacienta trpiciho poruchou vybranou ze skupiny zahrnujici
nepriznivé ovlivnéni 3tépu hostitelem, nepfiznivé ovlivnéni
hostitele S3tépem, odmitnuti transplantovaného orgéanu,
odmitnuti transplantované kostni dfené&, autoimunitu, jako
je vaskulitida, autoimunni hemolyticka anemie, autoimunni
trombocytopenie a artritida, aloimunitu, jako Jje fetdlni
nebo neonatalni aloimunni trombocytopenie, astma a alergie,
chronické nebo akutni zan&tlivé onemocnéni, Jjako Je
Crohnova nemoc, HDN, syndrom ,Goodpastures“, srpkovita
anemie, okluze korondrni arterie.

Pou?iti podle libovolného z narokl 23 aZ 28, kde vazebné
molekula se aplikuje pacientovi nebo v pfipad&, Ze pacient
je nenarozené dité&, matce pacienta.

Farmaceuticky prostredek, vyznadcujicil se
t im, 5 e obsahuje vazebnou molekulu podle libovolného
z narokt 1 aZ 15 nebo nukleovou kyselinu podle libovolného
z narokt 17 a? 19 plus farmaceuticky pfijatelny nosic.

Oligonukleotid vybrany ze skupiny zahrnujici:

MO22BACK: 5°TCT CCA ACA AAG GCC TCC CGT CCT CCA TCG AGA AAA 3’

MO22: 5°TTT TCT CGA TGG AGG ACG GGA GGC CTT TGT TGG AGA 3’
MO7BACK: 5° TCC TCA GCA CCT CCA GTC GCG GGG GGA CCG TCA GTC 3’
MO21: 5° GAC TGA CGG TCC CGC GAC TGG AGG TGC TGA GGA 3°.
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