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Lé¢ivo pro navozeni smiSeného hematopoetického chlmerlsmu,
pro léceni hemogloblnopatle a pro inhibici nebo sniZeni
rejekci transplantdtu

Oblast technikyv

Tento vyndlez se tykd pouziti alkyla¢niho ¢&inidla pro
vyrobu lé¢iva pro navozeni smi&eného hematopoetického
chimérismu u jedince, a pouziti alkylacéniho &inidla
a imunosupresivniho ptipravku, ktery blokuje kostimulacni
-signaly pro T-lymfocyty pro vyrobu léd¢iva pro léceni
hemoglobinopatie. Predmétem tohoto vynalezu je rovnéZ pouziti
alkyla¢niho ¢inidla a imunosupresivniho pfiprévku, ktery
blokuje kostimula¢ni signély pro T-lymfocyty pro vyrobu
lé¢iva pro inhibici nebo sniseni rejekci transplantatu
solidniho orgéanu nebo tkanového/bunédéného transplantéatu
u jedince. '

Dosavadni stav techniky

Transplantace jsou vyhodnou metodou pro léc¢bu mnoha
koncovych stadii organovych selhdni. Lepsi vysledky v
klinickych transplantacich byly dosaZeny primarné diky
vyvoji G¢innéjsich nespecifickych imunosupresivnich 1éku pro
inhibici rejekci (Lancet, 345:1321-1325 (1995)).

ACkoliv doslo ke zlepseni kratkodobych vysledk,
dlouhodobé vysledky jsou stéle neuspokojivé. V soudasnosti
Je nutno pro zabranéni chronické rejekci transplantovanych
orgadni podavat dlouhodobé imunosupresivni pripravky a tyto
ptipravky dramaticky zvysuji rizika kardiovaskuldrnich

onemocnéni, infekci a malignit. Vyvoj strategii pro navozeni
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prijeti allogennich tkani bez potrfeby chronické imunosuprese
by mél nejen redukovat rizika té&chto Zivot ohrozuj icichf
komplikaci, ale také by mél znadné rozsizit aplikaci
organovych, tkanovych nebo bunéénych transplantaci na
onemocneéni, jako jsou hemoglobinopatie, genetické
imunodeficience a snad i autoimunitni onemocnéni.




SmiSeny hematopoeticky chimérismus indukuje stav
imunologické tolerance (Owen, Science, 102:400-401 (1945);
Billingham et al., Nature, 172: 603-606 (1953)). Mnoho
protokoll pro indukci hematopoetického chimérismu vyZaduje
pFipravné reZimy, vletné gamma-zadfeni a/nebo deplece
periferniho imunitniho systému (Ilstad et al., Nature, 307:
168-170 (1984); Sharabi et al.,bJ. Exp. Med. 169: 493-502
(1989); Tomita et al., J. Immunol. 153: 1087-1098 (1994);
Mayumi et al., J. Exp. Med. 169: 213-238 (1989); a US
patenty &. 5,867,692 a 6,217,867). Nadmérna toxicita spojena
s témito reZimy, jako je potencialni imunosuprese a/nebo
ztrata imunologické paméti p¥i depleci perifernich
T-lymfocytll, nebo zvy3ené riziko malignit p¥i celotélovém
oza¥ovani, omezuje klinické pouZiti téchto postupu pro
korekci hematologickych onemocnéni nebo pro indukci

tolerance k transplantovanym orgéntm.

Simultanni blokédda kostimulacnich signalld a podéani

suprafyziologickych davek kostni dfené s T-lymfocyty od
darce eliminuje potf¥ebu pIipravy pfred transplantaci (Durham
et al., Journal of Immunology 165: 1-4 (2000); Wekerle et
al., Nature Medicine 6: 464-469 (2000)). Nicméné, tyto
protokoly vyZaduji takovd mnoZstvi bunék kostni dfené
nezbavené T-lymfocytd, které je v soulasnosti nemoiﬁé ziskat
a stupenn dédrcovského Chimérismu je p¥ilid nizky pro u&innou
1lé&bu hemoglobinopatii. Déle, tyto protokoly spo&ivaji

v pouZiti neseparovanych bunék kostni dfené. Konkrétnég,
TFlymfocyty nejsou odstranény z pfipravki. Ackoliv miZe
ponechéni T-lymfocytl v p¥ipravcich zvy3it pfenos
hematopoetickych kmenovych bunék, je riziko potenciélné
letdlni reakce Stépu proti hostiteli Umé&rné kvantité

T-lymfocytll v transplantované kostni d¥eni. ProtoZe je




procento T-lymfocytd v kostni d¥eni relativné nizké,
prendfeji mega davky kostni dfené nutné pro tyto protokoly
vice T-lymfocytl neZ soucasné metody pouZivané pti
transplantacich kostni dfené& v klinice. Dale, stupei
darcovského chimérismu dosaZeny p¥i pouZiti té&chto protokolu
miZe byt pfili nizky pro ufinnou lé&bu nebo korekci
patofyziologie hemoglobinopatii, jako Jje srpkovité anemie a

thalasenie.

Thalasemie je genetické onemocnéni charakterizované
abnormalni syntézou hemoglobinovych fetézcﬁ. Prvni uUspé3ny
popis transplantace kostni dfené& pro korekci thalasemie byl
uvefeijn&n v roce 1982 (Thomas et al., Lancet, 2:227-229
(1982)). Busulfan je b&Zn& pouZivan v multi-davkovych
reZimech spolelné s dal3imi chemoterapeutickymi léky p¥i
pripravé p¥ijemce v mnoha protokolech pro transplantaci
kostni d¥ené& (Brodsky et al., Cancer Invest. 7:509-513
(1989)) . Busulfan je alkylaéni &inidlo, které produkuje
specifickou ztratu hematopdeticchh kmenovych bunék a cCasto
se pouZiva jako antiproliferativni chemoterapeutické lécivo
(Santos et al., Human bone marrow transplantation,
Washington, American Assoc. Of Blood Banks (1976); Basch et
al., Stem Cells 15: 314-323 (1997)). Busulfan miZe byt
pouZivan s alkylac¢nim Cinidlem, cyklofosfamidem, pro
usnadnéni transplantace bun&k kostni dfen& a pro navozeni
chimérismu u pacient®t s thalasemii (Lucarelli et al., Ann.
NY Acad Sci 445: 428-431 (1985); Mentzer ahd Cowan, J.
Pediatr. Hematol. Oncol. 22(6): 598-601 (2000)). Dale se
busulfan pouZiva v subablativnich dévkach pro navozeni
pfijeti kmenovych bunék v syngennich mySich modelech (Yeager
et al., Bone Marrow Transplant. 9: 199-204 (1992)). Obdobng,
jak je popséano v US patentu &. 6,217,867, nmtZe byt

cyklofosfamid a celot&lové ozafeni pouZit pro dosaZeni




prijeti kostni d¥en&, které viak neni. dosaZeno p¥i pouZiti
cyklofosfamidu samotného. Agkoliv byly protokoly uvedené
vySe o néco Uspéd3néj3i v korekci thalasemie,'jsou tyto
protokoly toxické pro pacienty. Proto je Zadouci vyvoj

novych protokoll, které jsou méné toxické pro pacienty.

Srpkovita anemie (SCD) Jje genetické onemocnéni, jehoZ
p¥ilinou je mutace aminokyselinové sekvence hemoglobinu.
Jedinci se srpkovitou anemii maji jak epizody akutnich
komplikaci, tak chronické, progresivni a multisystémohé
selhavani. AcCkoliv lécba prodluZuje Zivot, Jje jedinou
kurativni 1écCbou transplantace kmenovych bundk.

V soucasnosti jsou v3ak pritomny dvé hlavni p¥ekéaZky
transplantace kmenovych bundk p¥i srpkovité anemii: (1)
vysokd morbidita a mortalita spojené s b&¥nou transplantaci
kostni dfené, jak bylo popséno vy3e, a (2) nedostatek
vhodnych dérct kmenovych buné&k (Walters et al., Biol. Blood
Marrow Transplant., 2:100-104 (1996); Platt et al., New
England. J. Med., 335:426-428 (1996)).

B&Zna transplantace kostni dfené srpkovitou anemii, ale
vyZaduje toxické myeloablativni p¥ipravné reZimy, které jsou
nutné pro prijeti darcovskych bunék (Walters et al., Blood,
95:1918-1924 (2000); Vermylen et al. Bone Marrow
Transplant., 22:1-6 (1998)). Tyto intenzivni pFipravné
reZzimy maji mnoho toxickych vedlej8ich G&inkf, vietné
potenciadlniho orgénového selhdni a dlouhodobého rizika
malignity. V urcitych populacich pacientt miZe mérbidita a
mortality transplantace pf¥evaZit morbiditu a mortalitu
srpkovité anemie (Platt et al., New England. J. Med.,
335:426-428 (1996)). Nyni vznika dilema mezi Easnou lé&bou
~transplantaci kmenovych bun&k (kterd ma vy33i preZivéani a‘

preZivadni bez onemocnéni ve srovnad s transplantaci




provedenou poté, co se objevily komplikace souvisejici
s‘onemocnénim) a opatrnéjsim postupem, pfi kterém se
medikamentosné& zmirnuji pf¥iznaky srpkovité anemie do vy33iho
véku, kdy miZe byt provedena definitivni terapie (Walters et
al., Biol. Blood Marrow Transplant., 2:100-104 (1996); Platt
et al., New England. J. Med. 335:426-428 (1996)). Nane3té&sti
mad tento druhy uvedeny postup niZ%i nadéji na tspé&snou

transplantaci kmenovych bunék.

Nedostatek vhodnych p¥ibuznych darcl vainé omezuje podet
pacientt se srpkovitou anemii VhodnYCh pro transplantaci. V:
Seattle konsorcium studii bylo zjidténo, Ze pouze 6,5%
potencidlnich pacientl se srpkovitou anemii je vhodnych pro
transplantaci kmenovych bunék pro zdvaZnost onemocndni a
z téchto pacientll se pouze pro 14% najde HLA-odpovidajici
pfibuzny darce (Walters et al., Biol. Blood Marrow
Transplant., 2:100-104 (1996); Walters
et al., Blood, 95:1918-1924 (2000)).

Chybéni vhodnych darclt zhor3uje problémy s toxicitou
spojenou s transplantacemi, protoZe pro p¥ijeti
allotransplantatd se museji pouZivat agresivn&jsi reZimy.
Aby tedy byly transplantace tspé&3nou metodou, jsou pot¥ebné
zplsoby pro navozeni allo-chimérismu, které by m&ly nizkou
morbiditu a mortalitu. Klinické zkuSenosti s transplantacemi
p¥i srpkovité anemii naznacuji, Ze vyléleni mhZe byt |
dosaZeno i bez Uplného nahrazeni kmenovych buné&k u p#ijemce
(Walters et al., Blood 95:1918-1924 (2000); Vermylefl et
al., Bone Marrow Transplant., 22:1-6 (1998); Krishnamurti et
al., New. Engl. J. Med., 344:68 (2001)). Walters et al.
Popisuji, Ze u 4/50 pacientd léCenych b&Znym myeloablativnim
pfipravnym reZimem do3lo mimochodem k indukci smiSené

hematopoesy darce/ptijemce (Walters et al.; Blood




- donor-specifickych T-lymfocytd v imunitnim systému p¥ijemce.

95:1918-1924 (2000)). DhleZité je, Ze u téchto paciéntﬁ se
stabilnim smiSenym chimérismem se nevyvinuly dal3i
komplikace spojené se srpkovitou anemii. V dlisledku téchto
vysledkll, stejné jako podobnych vysledklt v jinych modelech
onemocnéni, stoupd zdkem o protokoly, které jsou
nemyeloablativni a které zamérné generuji‘stabilni smiSeny
chimérismus (Champlin et al., Cur. Opin. Oncol., 11:87-95
(1999); Spitzer et al., Biol. Blood Marrow Transplant.,

- 6:309-320 (2000); Craddock, Cur. Opin. Hematol., 6:383-387

(1999)). Jednim z problémi, které je potfeba vyFedit, je
problém tolerance, protoZe musi byt pfi smiSeném chimérismu
dosaZeno koexistence vlastnich a darcovskych bundk. Zatimco
prvni protokoly pouZivaly relativn& nespecifickych
imunosupresivnich ¢inidel pro indukci tolerance

k transplantatim, novéjsi studie na mySich se zaméfily na
blokovani drah aktivace T-lymfocytl jako mechanismu pro
vyvo]j specifické tolerance k dédrci a dosaZeni dlouhodobého
smiSeného chimérismu (Tomita et al., J. Immunol.,
153:1087-1098 (1994); Sykes et al., Nature Medicine;
3:783-787 (1997); Wekerle et al., J. Exp. Med.,
187:2037-2044 (1998); Durham et al., J. Immunol., 165:1-4
{2000); Salomon et al., Annu. Rev. Immunol., 19:225-252

(2001) ). Tyto pokusy ukédzaly, Ze naruSeni kostimuladéniho

signédlu pro T~lymfocyty zprostfedkované CD28/B7 nebo
CD40/CD40L drdhami v dobé& transplantace kostni d¥ené& miZe
vést k anergii donor-reaktivnich T-lymfocytl a k produkci

dlouhodobé tolerance ke Stépu.
P¥i navrhovéani strategie pro indukci tolerance je t¥eba
brat v uvahu nékolik ryslt. Za prvné, strategie by méla

poskytnout prostfedek pro kontrolovani existujici populace

Za druhé, strategie by mé&la poskytnout prost¥edek pro




kontrolovani donor-specifickych T-lymfocytd, které mohou
vzniknout v budoucnu. Za t¥eti, strategie musi chranit
’allotransplantét pfed ireversibilnim imunologickym
posékozenim béhem indukce a udriovéni tolerance.

Podgtata vvnalezu

Predmétem tohoto vyndlezu je pouziti alkylaéniho
¢inidla pro vyrobu lé&iva pro navozeni smiSeného.
hematopoetického chimérismu u jedince, kde navozeni smiSeného
| hematopoetického chimérismu zahrnuje poddvani bunék kostni
dfené zbavenych T-lymfocytll jedinci.

Predmétem tohoto vynalezu je také pouziti alkylaé&niho
¢inidla a imunosupresivniho p¥ipravku, ktery blokuje
kostimulaéni signdly pro T-lymfocyty pro vyrobu léc¢iva pro
navozeni hematopoetického chimérismu u jedince, kde navozeni
smiseného hematopoetického chimérismu zahrnuje podani bunék
kostni drené zbavenych T-lymfocytl jedinci.

Predmétem tohoto vynadlezu je dédle pouziti alkylac¢niho
¢inidla a imunosupresivniho pripravku, ktery blokuje
kostimula¢ni signdly pro T-lymfocyty pro vyrobu léc¢iva pro
léc¢eni hemoglobinopatie u jedince, kde 1é&eni |
hemoglobinopatie zahrnuje poddni bunék kostni dfend zbavenych
T-lymfocytd jedinci. ’ "

Predmétem tohoto vyndlezu je takté# pouziti
alkyla¢niho ¢inidla a imunosupresivniho p¥ipravku, ktery
blokuje kostimuladni signdly pro T~lymfocyty pro vyrobu
lé¢iva pro inhibici nebo sniZeni rejekci transplantatu
solidniho organu nebo tkérového/bunééného transplantatu
u jedince, kde inhibice nebo sniZeni rejekci transplantédtu




- (8 a 9) -
solidniho orgénu nebo tkariového/buné&éného transplantatu
zahrnuje podadni bunék kostni drené zbavenych T-lymfocytl

jedinci.

Popis obrézkl na pripojenvch vykresech

Obr. 1A ilustruje procento chimérismu v zavislosti na case.
Procento chimérismu se mé¥i jako procento CD45.17 bunék
pritomnych v periferni krvi po syngenni transplantaci kostni
dfené s busulfanem, jak je popsédna v prikladu 1.

Obr. 1B ilustruje procento chimérismu v zévislosti na case.
Procento chimérismu se mé¥i jako procento ¢D45.17 bunék
pfitomnych v periferni krvi po syngenni transplantaci kostni
dfené s busulfanem, jak je popsdna v pfikladu 1.

Obr. 1C ukazuje procento darcovskych bunék (H—2d+)
pritomnych v periferni krve ve skupinach, kterym byla poddna
kostni dren zbavend T-lymfocytld (TDBM), provedena blokada
kostimulace (CB), podén busulfan (Bus), nebo kterym byla
podéna kostni dren a provedena blokdda kostimulace (bez
busulfanu), jak je popsano v prikladu 1, dale. Pritomnost
cpa® a B2207 darcovskych bunék v periferni krvi ukazuje, Ze
bez busulfanu se zvirata nestanou chimérickymi.

Obr. 1D ukazuje vysledky titrace kostni dfenéd busulfanem,
jak je popséno v prikladu 1.




10

Obr. 2 ilustruje reakci perifernich C57BL/6 leukocytu (WBC)
(x10%/mm®) na o3et¥eni busulfanem (20 mg/kg, den —1), kostﬁi
dfeni bez T-lymfocyt@ (Balb/c), a blokddu kostimulace (plné
Stvere&ky), a reakci na oza¥eni 3 Gy (den 0), kostni dfeni
bez T-lymfocytt (Balb/c), a blokéddu kostimulace (450 g MR1
v den 0 a 500 g CTLA4-Ig v den 2) (plné trojdhelnilky), Jak

je popséna v pFikladu 1. PoCet WBC je uveden Vv zavislosti na

Case.

Obr. 3A je obrazem celulosa-acetatového gelu, na né&mz- jsou
zobrazeny sloZfky my3iho hemoglobinu, jak je popsano v
p¥ikladu 2, dale.

Obr. 3B ukazuje procento retikulocytl v zadvislosti na Case,

jak je popsano v p¥ikladu 2, dale.

Obr. 4A ukazuje procento zvitat s koZnim transplantatemn,
kterd pfe?ivaji, v zavislosti na Case, Jjak je popséno v
ptikladu 3, dale. '

Obr. 4B ukazuje procento zvi¥at, kterd p¥eZivaji po podéani
ko¥niho transplantétu od tF¥etiho subjektu, nebo koiniho
transplantatu od sekundadrniho dérce, v zavislosti na ¢ase,

jak je popséno v prikladu 3, dale.

Obr. 5A ukazuje polet bunék produkujicich IFN v zdvislosti
na terapeutickém protokolu, jak je popsano v pfikladech 4 a

5, dale. Podet bun&k se m&¥i 10 dnl po transplantaci kiiZe a

>100 dnt po transplantaci klGZe.

Obr. 5B procento specifické lyzy v zavislosti na poméru
efektorovych:cilovych bun&k (E:T), jak je popsano v
p¥ikladech 4 a 5, dale.
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Obr. 5C procento specifické lyzy v zé&vislosti na poméru
efektorovych:cilovych bun&k (E:T), jak je popséno Vv
p¥ikladech 4 a 5, dédle. Data byla ziskéana od zvitat

s ko¥nimi transplantaty od sekundarnich darci.

Obr. 5D ukazuje procento pfeZivajicich zvifat s koZnimi
transplantaty v zavislosti na Case, jak je popsano v
prikladech 4 a 5, dale.

Obr. 6A ukazuje procento CD4+ T-lymfocytl versus exprese
raznych T-lymfocytérnich markert, jak je popsano Vv pfikladu
6, dale.

Obr. 6B ukazuje histogramy reprezentativnich zvifat, které
demonstruji, Ze CD8+ T lymfocyty od pEijemct o8et¥enych
Kostni dfeni bez T-lymfocytd a blokddou kostimulace (bez
busulfanu) se d&li maximadlnim zpisobem (do 8), coZ je
srovnatelné s naivnimi B6 T-lymfocyty za p¥itomnosti
darcovské tkéan&, jak je popséno v prikladu 6, dale.
Tolerantni zvifata v3ak nevykazuji Zadnou proliferaci

v reakci na darcovské tkan&, ale normédlni proliferaci

v reakci na transplantdty od t¥etiho subjektu (C3H, H-2F) ,

Obr. 7A ukazuje procento H2K® pozitivnich bunék v zavislosti
na &ase u jedincll lé&enych busulfanem a blokadou

kostimulace, jak je popséano v pfikladu 7, dale.

Obr. 7B ukazuje procento pfijeti transplantatu v zavislosti

na tkani nebo organu, jak je popséno v pfikladu 7, dale.

Obr. 8 je elektroforeticky gel s hemoglobinem ilustrujici

nahrazeni periferni krve hemoglobinem darce, jak je popsano
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v p¥ikladu 7, dale.

Obr. 9 je elektroforeticky gel s hemoglobinem ilustrujici
vznik chimérismu erytrocyt@ u jedinct, kterym byla _
aplikovana pouze blokéda kostimulace (tj. ne busulfan), jak

je popséano v ptikladu 7, dale.

Obr. 10A ukazuje polet V5 pozitivnich bun&k (jako procento
CD4 pozitivnich T-lymfocytl) pro my3i bez Stépu, se Stépem a
pro BALb/c my3i, jak je popséno v p¥ikladu 7, dale.

Obr. 10B ilustruje proliferativni kapacitu T-lymfocytua

v reakci na darcovské transplantéty a transplantéaty od
t¥etiho subjektu za pouZiti in vivo allo-proliferacniho
modelu s CFSE-znadenymi T-lymfocyty od zvifat s a bez 3tépth,
jak je popséno v p¥ikladu 7, déle.

Obr. 11A a 11B jsou natéry periferni krve od neoSetfenych
zvifat (A) a od transplantovanYch zvifat (B), jak je popséno

v p¥ikladu 7, dale.

Obr. 11C ilustruje, Ze u transplantovanych zvifat doslo
k normalizaci hematologickych parametrl, jak je popsano v
prikladu 7, dale.

Obr. 11D ukazuje, Ze erytrocyty u transplantovanych my5i
maji norméalni poloasy Zivota, jak je popséno v pfikladu 7,

dale.

Obr. 11E ilustruje, Ze populace transplantovanych erytrocytu

je zdrava, jak je popséano v prikladu 7, dale.

Obr. 12A ukazuje hmotnost sleziny vyjédfenou jako procento
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celkové td&lesné hmotnosti, u C57BL/6 kontrolnich zvifat, u
nelédenych zvifat se srpkovitou anemii a u transplantovanych

zvi¥at, jak je popséno v pfikladu 7, dale.

Obr. 12B ukazuje, Ze u transplantovanych mysi byla
normalizovana rovnovaha hematopoesy ve slezing&, jak je

popséano v ptikladu 7, dale.

Obr. 12C a 12D jsou histologické Fezy slezinou od nelélené
my3i (C) a od transplantované my3i (D), jak je popséano v
pfikladu 7, déle.

Obr. 13A a 13B jsou histologické Fezy ledvinou od nelélené
my3i (C) a od transplantované mySi (D), Jak je popsadno v
p¥ikladu 7, déle.

Obr. 14 ukazuje'nukleotidové a aminokyselinové sekvence
L104EIg (SEQ ID NO.: 1-2), jak jsou popsané v pfikladu 8,
dale. ’

Obr. 15 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
L104EA29YIg (SEQ ID NO.: 3-4), jak jsou popsény v pfrikladu
8, dale.

Obr. 16 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
L104EA29LIg (SEQ ID NO: 5-6), jak jsou popsany Vv ptikladu 8,
dale.

Obr. 17 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
L104EA29TIg (SEQ ID NO: 7-8), jak jsou popsény v piikladu 8

dale.

Obr. 18 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
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L104EA29Wig (SEQ ID NO: 9-10), jak jsou popsény v p¥ikladu
8, dale. ‘

Obr. 19 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
CTLA4 receptoru (SEQ ID NO: 11-12).

Obr. 20 ukazuje nukleotidové a aminokyselinové sekvence
CTLA4Ig (SEQ ID NO: 13-14).

Obr. 21 ukazuje SDS gel (Obr. Z1A) pro CTLA4Ig (dréha 1),
L104EIg (draha 2), a L104EA29YIg (draha 3A); a
chromatografii s vyluCovanim podle velikosti CTLA4Ig
(obr.21B) a L104EA29YIg (obr.21C).

Obr. 22 (levy a pravy obr.) je diagram CTLA4
extracelulédrniho Ig V-like sloZeni generovaného ze struktury
ur&ené NMR spektroskopii. (Obr. 22 (vpravo) ukazuje
roz3i¥eny pohled na CDR-1 (S25-R33) region a MYPPPY (SEQ ID
NO: 15) region ukazujici umisténi a lokalizaci vedlejSich

Yet&zcl u mutaci se zvySenou aviditou, L104 a AZ29.

Obr. 23A a 23B ukazuji FACS testy ukazujici vazbu
L104EA29YIg, L104EIg a CTLA4Ig na lidské CD80- nebo
CDh86-transfektované CHO buiiky, jak je popséno v p¥ikladu 9,
dale. -

Obr. 24A a 24B jsou grafy ukazujici inhibici proliferace
CD80-pozitivnich a CD86-pozitivnich CHO bunék, Jjak je

popsano v pfikladu 9, déle.

Obr. 25A a 25B jsou grafy ukazujici, Ze L104EA29YIg Je
U¢innéjsi neZ CTLA4Ig v inhibici proliferace primarnich a

sekundarnich allostimulovanych T-lymfocytd, jak je popséano v
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ptikladu 9, dale.

Obr. 26A-C jsou grafy ilustrujici, Ze L104EA29YIg je
G¢inndjsi neZ CTLA4Ig v inhibovani produkce IL-2 (Obr. 2634),
IL-4 (Obr. 26B), a gamma (y)-interferonu (Obr.

26C) v allostimulovanych lidskych T-lymfocytech, jak je
popsano v ptikladu 9, dale.

Obr. 27 je graf wukazujici, Ze L104EA29YIg Jje ucCinné&j3i neZ
CTLA4Ig v inhibovéni proliferaée fytohemaglutininem (PHA)
stimulovanych opi&ich T-lymfocytd, jak je popséno v pEikladu
9, déale.

Obr. 28 je graf ukazujici analyzu vazebné rovnovahy pro
L104EA29YIg, L104EIg, a pfirozeny CTLA4Ig k CD86Ig, jak jJe

popséano v ptrikladu 9, déle.

Obr. 29 je graf ukazujici, Ze infekce LCMV brani
vyrazné&jsimu pfeZivani allotransplantatld po oSetfeni
anti~CD40L a anti-CTLA4-Ig, jak je popsano v p¥ikladu 10,
dale.

Obr. 30 ukazuje, Ze akutni LCMV infekce bréni toleranci,
smidenému chimérismu, a deleci donor-reaktivnich
T-lymfocytt, jak je popséno v pfikladu 10, dale. A, B6 mySim
se aplikoval BALB/c koZni 3t&p spolu s BALB/c kostni d¥eni
ve dny 0 a 6 po operaci. V8em skupinadm se také podala

" anti-CD40L a CTLA4-Ig ve dny 0, 2, 4 a 6. My3i se potom
1é¢ily busulfanem selektivnim pro hematopoetické buiiky a

v den 5 po transplantaci. B, u neinfikovanych my3i se nadale
vyvijelo >60% H-2Kd* bun&k v periferni krvi u vSech zvifat
’do dne 120 po transplantaci. Infikované my3i, s nebo bez

deplece CD8 T-lymfocytl, selhdvaly ve vyvoji smiSeného
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chimérismu. Podskupiny CD4 T-lymfocytlh exprimujicich V5 )C)
a V11 (D) byly deletovany u‘neinfikovanYCh my3i v den 60 po
operaci. Tyto podskupiny jsou normalné deletovany u BALB/c,
ale ne u B6 my3i, v disledku exprese MMTV superantigent
spoledn& s I-E u BALB/c bunék. Infikované mySi, s nebo bez
deplece CD8 T-lymfocytth, selhévaji v deletovéani téchto
podskupin T-lymfocytd. VSechny chybové sloupce predstavuji
SEM.

Obr. 31 ukazuje, Ze oddalend LCMV infekce nenarusuje (A)
indukci tolerance; nebo (B) vyvoj smiSeného chimérismu, Jak

je popséano v pf¥ikladu 10, dale.

Obr. 32 ukazuje, Ze antivirova T-lymfocytarni ieakce po
oddélené infekci je mirné sniZena, ale epitopové hierafchie
s0stava nezménéna, jak je popséano v prikladu 10, dale. Jedné
skupin& byla podéna allogenni (BALB/c) kostni d¥en a
transplantaty kGZe, zatimco druhé skupin& se podala syngenni

(B6) kostni dfefi a transplantédty kuZe.

Obr. 33 ukazuje, e tetramer-pozitivni LCMV-imunitni CD8
T-lymfocyty se nedéli v reakci na alloantigen, jak Je
popsano v pfikladu 10, déle. BALB/c mySi byly ozé&feny. -
Naivni a LCMV imunitni darcovské splenoéyty byly obohaceny o
T-lymfocyty. Bufiky byly oznaleny fluorescentnim barvivem
CFSE (Molecular Probes) a byly injek&n& aplikovény ozafenym
pFijemctim. Splenocyty se odebiraly 3 dny po pfenosu a
barvily se na expresi CD8 a tetrameru. V prvnim sloupci byly
splenocyty barveny na CD8 expresi a histogramy ukazuji CFSE
fluorescenci. Piky v pravé Casti histogramu predstavuiji
vysoce fluorescentni, nedé&lici se bunky, zatimco piky smérem
doleva m&¥i ztratu fluorescence stoupajici s kaZdym dal3im

délenim bun&k. Potom se splenocyty rozd&lily na ned€lici se
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(stfedni sloupec) a znalné se délici (&ty¥i aZ osm déleni,
pravy sloupec) CD8 T-lymfocyty a hodnotily se na,schopnost‘
vazby na tetramery t¥idy I sloZené do dvou imunodominantnich
LCMV peptida. Jsou uvedeny reprezentativni vzorky od tEi
my3i na skupinu.

Obr.. 34 ukazuje, Ze IFN-y LCMV-imunitni buiiky se nedéli

v reakci na alloantigen, jak je popséno v pfikladu 10, déale.
Naivni a LCMV imunitni T-lymfocyty znalené CSFE se podaly
oz&Fenym BALB/c my3im a odebiraly se stejné& jako na obr. 33.
Splenocyty se inkubovaly s brefeldinem A s LCMV-infikovanymi
nebo neinfikovanymi MC57 fibrosarkomovymi bufikami po dobu 5

hodin. Bufky se fixovaly a permeabilizovaly, barvily se na

expresi CD8 a IFN-y', a analyzovaly se priitokovou cytometrii.
Splenocyty se t¥idily podle CD8 exprese (levy sloupec) a
testovaly se na CFSE fluorescenci, Jjak je popséano na Obr.
33. Neddlici se (stfedni sloupec) a vysoce se délici (CtyFi

a? osm d&leni, pravy sloupec) CDS T-lymfocyty se hodnotily

na IFN-y barveni. Je uveden reprezentativni vzorek ze dvou
samostatnych pokusu.

Obr. 35 ukazuje, Ze LCMV stimuluje CD28/CD40-independentni
generovani alloreaktivnich IFN-y-produkujicich T-lymfocytd,
jak je popséno v ptikladu 10, dale. C3H/HeJ mySim se
aplikoval bud BALB/c koZni 3tép (SG) nebo koZni Stép s
blokadou kostimulace (CE). T¥eti skupiné& se aplikoval koZni
itdp a blokada kostimulace s LCMV infekci, zatimco &tvrté

skupin& se aplikovala pouze LCMV infekce. Sleziny se od my3i

odebraly v uvedené dny a frekvence bun&k produkujicich IFN-y
specifickych pro LCMV nebo alloantigen se urlila za pouZiti
ELISPLT testu, jak je popsan v p¥ikladu 10. Chybové sloupce
pfedstavuji SEM (n=3 pro vSechny skupiny) .




Obr. 36 ukazuje, Ze LCMV infekce ridi CD28/CD40- }
independentni zrani dendritickych bunék, jak je popsano v
prikladu 10, ddle. B6 mysSim se aplikovala bud BALB/c kostni
dfen a blokdda kostimulace, nebo totéZ s LCMV infekci.
Sleziny se odebraly v den 6 po transplantaci. cpilcet
dendritické burikky se koncentrovaly, barvily se uvedenymi Ab
a analyzovaly se prutokovou cytometrii. Histogramy
reprezentuji expresi uvedenych molekul v burikdch s expresi
CD1l. Plné histogramy ukazuji my$i 1écéené kostni d¥eni a
blokadou kostimulace, plné ¢ary predstavuji mysi se
soucasnou LCMV infekci, a teckované &ary predstavujl
isotypové kontroly. Tyto hlstogramy jsou ziskané ze dvou
samostatnych pokusu.

Vyndlez je nyni popsan v nasledujicim popisu
smérujicim k objasnéni Sirsich souvislosti a aplikaénich

moznosti.

V souladu s pfedkladanym vyndlezem jsou umoznény zplsoby pro
indukovani titrovatelného hematopoetického chimérismu podle
zamyslenych aplikaci. Napriklad niZ$i hladiny chimérismu
jsou vhodné pro indukci tolerance k transplantovanym organtm
a vy$$i hladiny chimérismu jsou vhodné pro lédbu
hemoglobinopatii, jako je srpkovita anemie nebo rtzné
thalassemie. Vyhodné je chimérismus indukovan bez
myeloablativnich pripravnych rezimi nebo 1lé&by. Nicménég,
myeloablativni priprava nebo léc¢ba miZe byt provedena pred,
béhem nebo po zpusobech provedeni jako doplrikova lédba.

V jednom provedeni zpusob indukce smlseneho
hematopoetického chimérismu zahrnuje podan1 bunek kostni
dfené zbavenych T-lymfocytl jedinci, a podani alkylaéniho
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¢inidla jedinci. Tento zplUsob dadle zahrnuje dal&i krok nebo
kroky, kterym je poddni imunosupresivniho &inidla, a/nebo
podéni dal&i d4&vky nebo davek bunék kostni drené zbavenych T-
lymfocytl, jedinci. Uvedené metody jsou také vhodné pro
lé¢eni hemoglobinopatii, a/nebo inhibovani rejekce
organovych nebo tkanovych transplantdtl u jedince, jak je

zde popséano.

Aplikace pritomného vyndlezu poskytuje zpisoby pro léseni
hemoglobinopatii u jednice. Ve vyhodném provedeni zpusoby
zahrnuji kroky podani bunék kostni drené zbavenych T-
lymfocytld a imunosupresivniho ¢inidla jedinci, a podéani
alkylaéniho ¢inidla jedinci. Zpusoby mohou také zahrnovat
dalsi krok podéni druhé davky bunék kostni drené ébavenych T-
lymfocytd a/nebo imunosupresivniho ¢inidla jedinci. Tyto
zplsoby mohou také zahrnovat dal&i krok podani dal&ich davek
imunosupresivniho ¢inidla a/nebo alkylaéniho &inidla
jedinci. V nékterych provedenich je,hemoglobinopétii beta-
thalassemie nebo srpkovitd anemnie. |

V jiném provedeni jsou poskytnuty zplisoby inhibice
rejekce organovych nebo tkanovych transplantdta, které
zahrnuji podani alkylaé¢niho &inidla a bunék kostni drené
zbavenych T-lymfocytl jedinci, ktery je prijemcem
transplantatu. Alkylac¢ni ¢inidlo mGZe byt poddno jedinci
béhem 24 hodin pred transplantaci.

Vyndlez dadle umoZnuje provadét zpusoby pro redukci rejekce
orgadnovych transplantdtd u jedince, které zahrnuji kroky,
pfi kterych je jedinci podédna (1) prvni ddvka bunék kostni
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dfené zbavenych T-lymfocytd; (2) imunosupresivniho ¢inidla,
alkylaéniho ¢inidla, a druhad davka bunék kostni drené
zbavenych T-lymfocytll a imunosupresivniho &inidla. Alkylaéni
¢inidlo miZe byt podéno pfed, bé&hem nebo po podani kostni
dfené. Druhd davka kostni dfené mize byt podédna pred, béhem
nebo po podéni alkylaéniho ¢inidla. Dale, zplsoby mohou
zahrnovat dalsi krok nebo kroky podéni imunosupresivniho
¢inidla a/nebo alkyla¢niho ¢inidla jedinci.

Jak bylo uvedeno vys$e, imunosupresivniho &inidla
pbouzitelna v uvedenych zplsobech zahrnuji prostredky majici
molekuly, které prednostné interferuji s interakeci
kostimulac¢nich molekul T- a B-lymfocytd. Priklady vyhodnych
imunosupresivnich ¢inidel jsou molekuly, které interferuji s
vazbou CD28 antigenu na B7 antigen, a molekuly, které
interferuji s vazbou gp39 antigenu na CD40 antigen. Priklady
takovych ¢inidel jsou rozpustné formy CTLA4, (napi., CTLA4-
Ig), rozpustné formy CD28 (napf., CD28-Ig), anti-B7 mAbs a
anti~gp39 (anti-CD40L) mAbs.

Dale, jak bylo uvedeno vyse, je vyhodnym alkyladnim
¢inidlem pouzZitym v uvedenych metoddch alkyl-sulfonat.
Vyhodnéji je alkyl-sulfondtem busulfan.

Detailni popis predkladaného vynalezu

Definice

Vsechny odborné a technické terminy pouZité v tomto

vynalezu maji beéZné pouzivané vyznamy, pokud neni uvedeno
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‘Jinak. V uvedeném vynalezu maji nasledujici vyrazy a fraze
tyto vyznamy.

Termin "rejekce transplantdtu", jak je zde pouzZit,
oznacuje témér Uplnou nebo Uplnou ztratu $ivé tkanés
transplantdtu u prijemce. V pripadé koZnich transplantatld je
"rejekce" definovéna jako témér Uplnd nebo Uplna ztrata zivé
tkané epidermdlniho &tépu.

Termin "smieny hematopoeticky chimérismus" je definovan
jako pritomnost krevnich progenitorovych a zralych bunék
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(nap?. krevnich bunék) od pfijemce i od dérce za absence

(nebo nedetekovatelné pfitomnosti) imunitni reakce.

Termin “kostimulaéni draha” oznaduje biochemickou dréhu
vznikajici pfi interakci ko-stimula&nich signall na
T-lymfocytech a bufikdch prezentujicich antigen (APC).
Kostimuladni signaly napoméhaji p¥i uréeni velikosti
imunologické reakce na antigen. Jeden ko-stimulacni signal
je dodavan interakci T-lymfocytadrnich receptort CD28 a CTLA4
a B7 molekul na APC. Termin “B7” zahrnuje téZ B7-1 (téZ
CD80), B7-2 (téZ oznalovany Jjako CD86), B7—3 (téZ oznalovany
jako CD74), a B7 rodinu, napE. kombinaci B7-1, B7-2, a/nebo
B7-3. Jiny priklad je dodavan interakci CD40 a gp39 (teéz
oznatovaného jako CD154). Gp39 je také oznaCovany jako CD154
nebo CD40L. Terminy gp39, CD154 a CD40L jsou v pfedkladaném

vyndlezu zaménitelné.

Termin “blokada ko-stimulace” oznaluje protokol, p¥i
kterém jsou jedinci podany jedno nebo vice &inidel, ktereée
blokuji nebo interferuji s kostimuladni dréhou, jak Jje
definovana vyge. PPiklady &inidel, kterd interferuji
s ko-stimuladni blokadou, jsou rozpustny CTLA4, rozpustny
CD28, anti-B7 monoklondlni protildtky (mAb), rozpustny CD40
a anti-gp39 mAb. Tato ¢inidla jsou také povaZovéana za
“imunosupresivni &inidla”. “Imunosupresivni ¢inidlo” je
definovano jako prost¥edek obsahujici jedenu nebo vice typt
molekul, které brani prib&hu imunitni reakce nebo oslabuji

imunitni systém jedince.

Vyraz “monoklonadlni protildtky namifené proti gp39” nebo
“anti-gp39 mAb” nebo “anti-CD154 mAb” nebo “anti-CD40L mAb
oznaduji jakoukoliv molekulu protilédtka, jeji fragment nebo

rekombinantni vazebny protein, ktery rozpoznavéa a vaZe se na
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gp39, nebo jeji fragment.

Termin “rozpustny ligand, ktery rozpoznava a vaie se na
B7 antigen” oznaduje CTLA4-Ig, CD28—Ig nebo jiné rozpustné
formy CTLA4 a CD28, vletné& rekombinantnich a/nebo mutantnich
CTLA4 a CD28, a oznaduje jakoukoliv protilédtkovou molekulu,
jeji fragment nebo rekombinantni vazebny protein, které
rozpoznava a vaZe se na B7 antigen. Tato Cinidla Jsou také
povafovana za ligandy, které interferuji s vazbou CD28 na B7
a gp39 na CD40. Termin “kostni dfen ochuzenad o T-lymfocyty”
oznaduje kostni d¥efl odebranou z kosti, ktera byla
zpracovéna zplsobem zplsobujicim depleci T-lymfocytd. Zplsob
zpisobujici depleci T-lymfocytld oznaluje zplsob vedouci
k odstran&ni T-lymfocyt® z kostni dfené. Zpusoby pro
selektivni odstran&ni T-lymfocytl jsou dobXe zné&mé v oboru.
P¥ikladem zptsobu pro odstranédni T-lymfocytd je oSet¥eni
kostni d¥ené& protilatkou specifickou pro T-lymfocyty, Jjako
je anti-CD3, anti-CD4, anti-CD5, anti-CD8, a anti-CD90
monoklonadlni protilatka, kde protiléatky jsou cytotoxické pro
T-lymfocyty. Alternativné, protilatky mohou byt navazany na
magnetické Gastice, aby bylo moZné odstranit T-lymfocyty z
kostni d¥end pomoci magnetického pole. DalSim p¥ikladem
zplisobu pro odstran&ni T-lymfocytd je oSetfeni T-lymfocytd
kostni dfend anti-lymfocytérnim sérem nebo

anti-thymocytdrnim globulinem.

Termin “toleriza&ni davka kostni dfené& zbavené
T-lymfocytt” je definovana jako poléte&ni davka kostni dfené
ochuzené o T-lymfocyty, kterd je podéna jedinci za ucCelem

inaktivace potencialnich T-lymfocytd reaktivnich se 3tépem.

Termin “transplantac¢ni davka kostni d¥ené& ochuzené o

T-lymfocyty” je definovén jako nasledujici davka kostni
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d¥end& ochuzené o T-lymfocyty, kterd je podéana jedinci za
G&elem navozeni smideného hematopoetického chimérismu.
Transplantadni davka kostni dfen& ochuzené o T-lymfocyty
bude proto podana po tolerizalni davce kostni d¥ené ochuzené

o T-lymfocyty.

Termin “tkafiovy transplantat” je definovén jako tkan
z organu nebo cely orgén, ktera Jje transplantovana pfijemci.
V né&kterych provedenich je tkai z jednoho nebo vice
solidnich organti. P¥iklady tkéani nebo orgéni Jjsou kﬁie,‘
plice, srdce, slinivka b¥isni, ledviny, Jjatra, kostni d¥en,
bufiky ostravkd pankreatu, bunélné suspenze a geneticky
modifikované bufiky. Tka#i miZe byt odebréna od jedince nebo
miZe byt vykultivovéna in vitro. Transplantat miuZe byt
autotransplantat, isotransplantat, allotransplantat nebo

xenotransplantadt, nebo kombinace uvedenych moZnosti.

Termin “podavani” nebo “podéni” oznaluje podani provedené
jakymkoliv zplsobem, vetné intravenosniho (i.v.) podéni,
intra-peritonealniho (i.p.) podani, intramuskulé&rniho
(i.m.) podéani, subkuténniho podéni, oralniho podéni, podéni
ve form& &ipkt, nebo lokdlné&, nebo implantace prost¥edku
s dlouhodobym uvolfiovanim, jako je miniosmoticka pumpa,

jedinci.

“p¥irozeny CTLA4” nebo “nemutovany CTLA4” md
aminokyselinovou sekvenci p¥irozeného, kompletniho CTLAA4,
jak je uvedena na obr. 19 (a popséana Vv U.S. Patentech ¢&.
5,434,131, 5,844,095, 5,851,795), nebo jakékoliv jeho ¢éasti
nebo derivatu, a rozpoznava a vaie se na B7 nebo interferuje
s B7 tak, Ze blokuje vazbu na CD28 a/nebo CTLA4 (napt.,
endogenni CD28 a/nebo CTLA4). V konkrétnich provedenich

zadina extraceluldrni doména prirozeného CTLA4 methioninem v
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pozici +1 a kon&i kyselinou asparagovou v pozici +124, nebo
zatind extraceluldrni doména pfirozeného CTLA4 alaninem Vv
pozici -1 a kon&i kyselinou asparagovou v pozici +124.
Pf¥irozeny CTLA4 je bun&dny povrchovy protein, ktery ma
N-termindlni extraceluldrni doménu, transmembrénovou doménu
a a C-termindlni cytoplasmatickou doménu. Extracelularni
doména se vaZe na cilové molekuly, jako je B7 molekula.

V Bufice je pfirozeny CTLA4 protein translatovan jako nezraly
polypeptide, ktery obsahuje signdlni peptid na N-konci.
Nezraly polypeptide je post-transla&né zpracovan, coZ
zahrnuje &t&peni a odstranéni signdlniho peptidu za zisku
CTLA4 3tépného produktu majiciho nové vytvo¥eny N-konec,
ktery se 1i31 od N-konce nezralé formy. Odbornikim v oboru
bude jasné, Ze miZe probé&hnout dal3i post-translacni
zpracovani, které odstrani jednu nebo vice aminokyselin

z nové vytvo¥eného konce produktu Stépeni CTLA4.
Alternativn& nemusi byt signélni peptid odstranén zcela, za
vzniku molekul, které zalinaji pF¥ed obvyklou poclatelni
aminokyselinou, methioninem. Tak miZe zraly CTLA4 protein
zatinat methioninem'v pozici +1 nebo alaninem v pozici —1.
Zrald forma CTLA4 molekuly obsahuje extracelulérni doménu

nebo jakoukoliv jeji Cést, kteréd se vaZe na B7.

Termin “CTLA4 mutantni molekula” oznaluje pfirozeny
CTLA4, jak je uveden na obr. 19, nebo jakoukoliv jeho cast
nebo derivéat, ktery obsahuje mutaci nebo vice mutaci
(vyhodn& v extracelularni domén& p¥irozeného CTLA4). CTLA4
mutantni molekula mé sekvenci, kteréd je podobnad, ale ne
identickd se sekvenci p¥irozené CTLA4 molekuly, ale stale
je8t& vaZe B7. Mutacemi mohou byt jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytkl substituovanych aminokyselinami
majicimi konzervativni (nap¥. substituce leucinu

isoleucinem) nebo nekonzervativni (nap¥. substituce glycinu
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tryptofanem) strukturu nebo chemické vlastnosti,
‘aminokyselinové delece, adice, posuny Cteciho ramce nebo
zkridceni. CTLA4 mutantni molekuly mohou obsahovat non-CTLA4
molekulu, kterd je na tuto molekulu navazani. Mutantni
molekuly mohou byt rozpustné (tj. cirkulujici) nebo vazané
na povrch bundk. Mezi dal3i CTLA4 mutantni molekuly patfi
molekuly popsané v U.S. Patentovych pfihlaskach potradovéa é..
09/865,321, 60/214,065 a 60/287,576; v U.S. Patentech €.
6,090,914, 5,844,095 a 5,773,253; a v Peach, R. J., et al.,
v J Exp. Med. 180:2049-2058 (1994)). CTLA4 mutantni molekuly

mohou byt vyrobeny synteticky nebo rekombinantné.

“CTLA4Ig” je rozpustny fizni protein obsahujici
extracelularni doménu prirozeného CTLA4 navéazanou na Ig
koncovku, nebo jeho Cast, kterd se vaZe na B7. Konkrétni
provedeni obsahuji extraceluléarni doménu ptirozeného CTLA4
(jak je uvedeno na obr. 19) zaCinajici methioninem v pozici
+1 a kon&ici kyselinou asparagovou v pozici +124; nebo
za&inajici alaninem v pozici -1 a konCici kyselinou
asparagovou v pozici +124; a spojovaci aminokysélinovy
zbytek glutamin v pozici +125; a imunoglobulinovou cést
obsahujici kyselinu glutamovou v pozici +126 aZ lysin v
pozici +357 (DNA kédujici CTLA4Ig byla uloZena 31.5.1991 v
American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University
Blvd., Manassas, VA 20110-2209, podle podminek Budapestské
smlouvy, pod ATCC p¥irtstkovym &. ATCC 68629; Linsley, P.,
et al., 1994 Immunity 1:793-80). CTLA4Ig-24, Chinese Hamster
Ovary (CHO) bun&&na linie exprimujici CTLA4Ig byla uloZena
31.5.1991 pod ATCC identifikalnim &. CRL-10762). Solubilni
CTLA4Ig molekuly pouZité ve zplUsobech a/nebo kitech podle
pfedkladaného vyndlezu mohou a nemusi obsahovat signalni
(vedouci) peptidovou sekvenci. Obvykle ve zpUsobech a/nebo

kitech podle p¥edklédaného vynédlezu molekuly neobsahuji
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signalni peptidovou sekvenci.

“[104IEA29YIg” je fuzni protein, kterym je rozpustna
CTLA4 mutantni molekula obsahujici extracelularni doménu
pfirozeného CTLA4 s aminokyselinovou zménou A29Y'(tyrosin
substituovany za alanin v pozici 29) a L104E (kyselina
glutamova substituovana za leucin v pozici +104), nebo jeji
tast, kterd se vaZe na B7 molekulu, navazanou na Ig koncovku
(jak je uvedeno na obr. 15; DNA kbdujici L104EA29YIg byla
uloZena 20.6.2000 pod ATCC &. PTA-2104; chrénéno v U.S.
Patentovych pt¥ihléagkach &. 09/579,927, 601287,576 a
601214,065, které jsou zde uvedeny Jjako odkazy). Solubilni
L104EA29YIg molekuly pouZité ve zptsobech a/nebo kitech
podle p¥edkléadaného vynalezu mohou a nemusi obsahovat
signalni (vedouci) peptidovou sekvenci. Obvykle ve zplusobech
a/nebo kitech podle predkléadaného vynédlezu molekuly

neobsahuji signalni peptidovou sekvenci.

Termin “rozpustna” oznaluje jakoukoliv molekulu, nebo
jeji fragmenty a derivaty, nenavazanou na budku, tj.
cirkulujici. Nap¥iklad, CTLA4, B7 nebo CD28 mohou byt
uéinény rozpustnymi navazanim na imunoglobulinové (Ig)
skupiny na extracelularni doménu CTLA4, B7 nebo CD28, Vv
p¥isludném pofadi. Alternativné, molekula, jako je CTLA4,
miZe byt uéindna rozpustnou odstranénim jeji transmembranové
domény. Obvykle solubilni molekuly pouZité ve zplsobech
podle ptedkladaného vynalezu neobsahuji signélni (nebo

vedouci) sekvenci.

Termin “rozpustné CTLA4 molekuly” oznacuje na buiiky
nenavézané (tj. cirkulujici) CTLA4 molekuly (pfirozené nebo
mutantni) nebo jakoukoliv funkéni ¢ast CTLA4 molekuly, které

se vaZe na B7, vdetnd, napfiklad: CTLA4Ig fuznich proteint
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(nap¥. ATCC 68629), kde extraceluldrni doména CTLA4 je
flizovand na imunoglobulinovou (Ig) skupinu, coZ zplisobuje
rozpustnost fuzni molekuly, nebo jejich fragmentd a
derivatt; proteiny s extracelﬁlérni doménou CTLA4 fuzovanou
nebo navazanou na &ast biologicky nebo chemicky aktivniho
proteinu, jako je papillomavirovy E7 genovy produkt
(CTLA4-E7), melanomovy-asociovany antigen p97 (CTLA4-p97)
nebo HIV env protein (CTLA4-env gpl20), nebo jejich
fragmenty a derivaty; hybridni (chimérické) fuzni proteiny,
jako je CD28/CTLA4Ig, nebo jejich fragmenty a derivéaty;
CTLA4 molekuly s odstrané&nou transmembranovou doménou pro
dosaZeni rozpustnosti proteinu (Oaks, M. K., et al., 2000
Cellular Immunology 201:144-~153), nebo jejich fragmenty a
derivaty. “Rozpustné CTLA4 molekuly” také zahrnuji jejich
fragmenty, &asti a derivaty; a rozpustné CTLA4 mutantni
molekuly majici vazebné aktivity CTLA4. Solubilni CTLA4
molekuly pouZité ve zpusobech podle predkladaného vynalezu
mohou a nemusi obsahovat signélﬁi (vedouci) peptidovou
sekvenci. Obvykle ve zplsobech a/nebo kitech podle
predkladaného vynadlezu molekuly neobsahuji signalni

peptidovou sekvenci.

Termin “extraceluldrni doména CTLA4” oznacluje Cast CTLA4,
kterad rozpoznava a vaZe se na CTLA4 ligandy, jako jsou B7
molekuly. Napfiklad, extracelulédrni doména CTLA4 zahrnuje
methionin v pozici +1 aZ kyselinou asparagovou Vv pozici +124
(obr. 19). Alternativné, extraceluldrni doména CTLAA4
zahrnuje alanin v pozici —1 a¥ kyselinou asparagovou V
pozici +124 (obr. 19). Extraceluldrni doména zahrnuje
fragmenty nebo derivaty CTLA4, které se v&Zi na B7 molekulu.
Extraceluldrni doména CTLA4, jak je uvedena na Obr. 19, mtZe
také obsahovat mutace, které mé&ni vazebnou aviditu CTLA4

molekul pro B7 molekulu.
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Termin mutace oznacuje zménu nukleotidové nebo

aminokyselinové sekvence ptirozené molekuly, nap¥iklad zménu

v DNA a/nebo aminokyselinové sekvenci pfirozené CTLA4

extraceluldrni domény. Mutace V DNA mohou m&nit kodony, coZ

vede ke zméné aminokyselinové sekvence. Mezi zmény v DNA

pat¥i substituce, delece, inserce, alternativni sestfih nebo

zkraceni. Mezi aminokyselinové zmény pat¥i substituce,

delece, inserce, adice, zkraceni nebo zmény ve zpracovani

nebo %t&peni proteinu. Alternativné, mutace Vv nukleotidové

sekvenci mohou vést ke vzniku 51lentn1ch mutaci

aminokyselinové sekvence, jak Jje dobfe znamé v oboru.

-V tomto ohledu nékteré nukleotidové kodony k6duji stejné
aminokyseliny. p¥iklady jsou nukleotldove kodony CGU, CGG,

(R); nebo kodony

(D).

CGC, a CGA koédujici aminokyselinu arginin

GAU a GAC koédujici aminokyselinu kyselinu asparagovou

Tak mtZe byt protein kédovan jednou nebo vice molekulami

nukleové kyseliny, které se 1i%i ve své specifické

nukleotidové sekvenci, ale které kéduji proteinoveé molekuly

majici identické sekvence. Aminokyselinové kédujici sekvence

jsou néasledu] ici:

Aminokyselina Symbol  Jednopismenna zkratka Kodony

Alanin Ala A GCU, GCC, GCA, GCG
Cystein Cys C UGU, UGC
Kvselina asparagova '

y paragova  Asp D GAU, GAC

Kyselina glutamova Glu E GAA, GAG
Phenylalanine  Phe F YU, UUC
Glycin Gly G GGU, GGC, GGA, GGG
Histidin: His H CAU, CAC
Tsoleucin Te I ~ AUU, AUC, AUA

Lysin Lys K - AAAAAG

Y




Leucin'
Methionin
A&pﬁa@n
Prolin
Ghnmphl
Arginin :
Serin
TMbmﬁﬁ
Valine
Tryptofan

Tyrosin

Len

Met

Pro

Gln

Ser

Val
Trp

Tyr

< g < H @wmom O W Z E b
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UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
AUG -

AAU, AAC

CCU, CCC, CCA, CCG

CAA, CAG

CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG

. UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC

ACU, ACC, ACA, ACG
GUU, GUC, GUA, GUG
UGG

UAU, UAC

Mutantni molekula miZe obsahovat jednu nebo vice mutaci.

Termin “non-CTLA4 proteinova sekvence” nebo “non-CTLA4

molekula” oznacduje jakoukoliv proteinovou molekulu, které se

nevadZ’e na B7 a neinterferuje s vazbou CTLA4 na cilovou

sekvenci. PFikladem je imunoglobulinovy (Ig) konstantni

region nebo jeho Cast. Vyhodné je Ig konstantni region

lidsky nebo opi&i Ig konstantni region, napf., lidsky

C(gamma) 1,

véetné pantu,

CH2 a CH3 region. Ig konstantni

region mtiZe byt mutovany pro sniZeni jeho efektorovych

funkci (U.S. Patenty 5,637,481,

5,844,095 a 5,434,131).

Termin “fragment” nebo “Cast” oznacluje jakoukoliv Cast

nebo segment CTLA4 molekuly, vyhodné extracelulérni doménu

CTLA4 nebo jeji Cast nebo segment,

kterd rozpozndva a véZe
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se na cilovou strukturu, napf¥. B7 molekulu.

Termin “B7” oznaduje B7 rodinu molekul, v&etnd B7-1
(CD80), B7-2 (CD86) a B7-3, které rozpoznavaji a vaZi se na
CTLA4 a/nebo CD28.

Termin “B7-pozitivni buiiky” oznaluje bunk exprimujici na
y

povrchu jednu nebo vice molekul typu B7.

Termin “derivat” oznaduje molekulu majici homologii
sekvence a stejnou aktivitu jako plvodni molekula.
Napf¥iklad, derivat CTLA4 je rozpustna CTLA4 molekula majici
aminokyselinovou sekvenci z alespoil 70% stejnou jako je
extracelularni doména p¥firozeného CTLA4, a kteréd rozpoznava
a var’e se na B7, nap¥. CTLA4Ig nebo rozpustny CTLA4 mutantni
molekula L104EA29YIg.

Termin “blokovani” nebo “inhibice” receptoru, signélu
nebo molekuly ozna&uje interferenci s aktivaci receptoru,
signalu nebo molekuly, detekovanou'testy znamymi v oboru.
Napfiklad, blokdda bundné imunitni reakce miZe byt
detekovana stanovenim redukce rejekce transplantdtu nebo
zmirn&nim p¥iznakl souvisejicich s hemoglobinopatii. Blokada

nebo inhibice mGZe byt Uplna nebo Castelna.

Termin “blokovani B7 interakce” oznacuje interferenci s
vazbou B7 na jeho ligandy, jako je CD28 a/nebo CTLA4, coZ
zplisobuje blokédu interakce T-lymfocytli a B7-pozitivnich
punék. Priklady sloudenin, které blokuji B7 interakce, Jjsou
molekuly, jako jsou protilatky (nebo jejich Casti Ci
derivaty), které rozpoznévaji a vaZzi se na jakoukoliv z
CTLA4, CD28 nebo B7 molekul (napt. 37—1, B7-2); rozpustné

formy (nebo jejich &asti nebo derivaty) molekul, jako je




rozpustny CTLA4; peptidové fragmenty nebo jiné malé molekuly
navrZené tak, aby interferovaly s bﬁnéénou signalizaci ptes
CTLA4/CD28/B7—zprostfedkovahé interakce. Ve vyhodném
provedeni je blokovacim &inidlem rozpustna CTLA4 molekula,
jako je CTLA4Ig (ATCC 68629) nebo L104ER29YIg (ATCC |
PTA-2104), rozpustnd CD28 molekula, jako je CD28Ig (ATCC
68628), rozpustnd B7 molekula, jako je B7Ig (ATCC 68627),
anti-B7 monoklondlni protilatka (nap¥. ATCC HB-253, ATCC
CRL-2223, ATCC CRL-2226, ATCC HB-30l1, ATCC HB-11341 a
monoklon&lni protilatky popsané v Anderson et al., U.S.
Patent 6,113,898 nebo Yokochi et al., 1982. J. Immun.,

128(2) :823-827), anti-CTLA4 monoklondlni protilatka (napkf.
ATCC HB-304, a monoklondlni protilétky popsané v odkazech
82-83) a/nebo anti-CD28 monoklonadlni protilatka (napZ. ATCC
HB 11944 a mAb 9.3 popsanad v Hansen (Hansen et al., 1980.
Immunogenetics 10:247-260) nebo Martin (Martin et al., 1984.
J. Clin. Immun., 4(1):18-22)).

Termin “onemocnéni imunitnihovsystému” oznacuje
onemocnéni zprostfedkované interakci T-lymfocytl
s B7-pozitivnimi bufikami, v&etné&, napF¥iklad, autoimunitnich
onemocné&ni, onemocn&ni souvisejicich se 3tépem a
imunoproliferativnich onemocnéni. Pfiklady onemocnéni
imunitniho systému jsou reakce 3té&pu proti hostiteli (GVHD)
(nap?iklad p¥i transplantaci kostni d¥en& nebo pfi indukci
tolerance), imunitni poruchy asociované s rejekci
transplantatu, chronickou rejekci, tkéfiovymi nebo organovymi
allo- nebo xenotransplantaty, v&etné& solidnich orgénil, kuze,
ostruvkt pankreatu, hepatocytli, neuronti. P¥iklady
imunoproliferativnich onemocnéni jsou napfiklad psoriasa,
T-lymfocytarni lymfom, T-lymfocytérni akutni lymfoblasticka
leukemie, testikularni angiocentricky T-lymfocytérni lymfom,

benignni lymfocytarni angiitis, lupus (napZ¥. lupus




erythematosus, lupus nephritis), Hashimotova thyroiditis,
primédrni myxedem, Gravesova nemoc, perniciosni anemie,
autoimunni atrofickd gastritis, Addisonova nemoc, diabetes
(nap¥. insulin dependentni diabetes mellitus, diabetes
mellitus typu I, diabetes mellitus typu II), Good-Pasteuruv
syndrom, myasthenia gravis, pemphigus, Crohnova nemoc,
sympathetickd ophthalmie, autoimunitni uveitis, roztrouSena
sklerosa, autoimunitni hemolyticka anemie, idiopatickéa
trombocytpryzdnéie, primarni bilidrni cirhosa, chronicka
infek&ni hepatitida, ulcerosni colitis, Sjogrenav syndrom,
revmaticka onemocné&ni (nap¥. revmatoidni arthritis),
polymyositis, sklerodermie, smiSené onemocné&ni pojivoveé

tkané.

Vynéalez bude nyni podrobnéji popsén v nasledujicim

popisu.
Zplasoby

P¥fedkladany vynalez poskytuje zpusoby pro navozeni
smiSeného hematopoetického chimérismu u jedinch. Mezi
jedince pat¥i, napfiklad, 1idé, opice, prasata, koné&, ryby,
psi, kolky a kravy. Hematopoeticky chimérismus miZe byt
pouZitelny pro inhibici imunitni reakce, napf. pro
inhibovani rejekce transplantédtu, napf., tkéiového nebo
- organového transplantdtu, a/nebo miZe byt pouZitelny pro
1é%eni hemoglobinopatii, jako je srpkovitéd anemie a
thalassemie. Orgdnové nebo tkarniové transplantaty mohou byt
jakékoliv organy ¢i tké&né vhodné pro transplantaci.
Nap¥iklad mtiZe byt tkan vybréana ze skupiny zahrnujici kaiZi,
kostni dfefi, srdce, plice, ledviny, jétra, slinivku b¥isni,
ostruvky pankreatu, bunélné suspenze a geneticky

modifikované bufiky. V jednom provedeni jsou tkéafovymi




transplantaty koZni transplantdty. Tké&d mbZe byt odebrana od
darce nebo miZe byt kultivovéna in vitro. Transplantatem
maZe byt autotransplantét[ isotransplantdt, allotransplantéat

nebo xenotransplantédt, nebo jejich kombinace.

V jednom provedeni ptedkladany vynalez poskytuje zplUsoby
pro léZeni onemocné&ni imunitniho systému a/nebo
hemoglobinopatii, ktery zahrnuje podéni alkylaniho ¢inidla
a kostni d¥ené& ochuzené o T-lymfocyty, s nebo bez

imunosupresivniho &inidla.

Zptisob podle p¥edklé&daného vynélezu dale zahrnuje podani
jedné nebo vice davek buné&k kostni dfené zbavené T-lymfocytl
(tolerizaéni.a/nebo transplantadni davky) jedinci. Zplsob
podle pfedkléddaného vynalezu také dale zahrnuje podani jedné
nebo vice davek alkyla&éniho &inidla jedinci. Dale mlZe
zplsob zahrnovat podani jednoho nebo vice imunosupresivnich

ginidel jedinci, soufasné nebo v rizné dobé.

V jednom provedeni je prvni davka kostni d¥ené& ochuzené o
T-lymfocyty (toleriza&ni dévka) a imunosupresivniho &inidla
podana p¥ibliZiné ve stejnou dobu jako transplantovany orgéan.
Vyhodné jsou kostni dfefi a imunosupresivni Cinidlo podéany
pFed podanim busulfanu. Zptsob miZe zahrnovat dalsi krok
nebo kroky, kterymi je podani alespofi jednoho typu
imunosupresivniho ¢inidla po podani busulfanu. Dale zplsob
zahrnuje podani druhé davky kostni dfené ochuzené o)

T-lymfocyty (transplantaéni davky) Jjedinci.

Jak bylo uvedeno vy3e, je alkylaénim &inidlem vyhodné
anti-proliferativni &inidlo (nap¥. &inidlo, které inhibuje
bunéd&nou proliferaci). Jednim p¥ikladem vyhodného

alkyladniho &inidla je alkylsulfonat, nap¥. busulfan.
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Daldimi p¥iklady alkylsulfonétd jsou alkyl-ptoluensulfonéaty,

alkyltrifluormethansulfonaty, p-bromfenylsulfonaty,
alkylarylsulfondty a dal3i. DalSimi p¥iklady alkylacnich
¢inidel jsou, nap¥iklad, nitrogen mustardy (mechlorethaminy,
chlorambucil, melphalan, uracil mustard), oxazaposporiny
(cyklosfosfamid, perfosfamid, trofosfamid), a

nitrosomoloviny.

A&koliv vyhodna provedeni p¥edkladaného vynalezu
vyuZivaji alkylsulfonadt, busulfan, jako anti-proliferativni
&inidlo, mohou jind provedeni p¥edkladdaného vynalezu
pouZivat jind anti-proliferativni, chemoterapeuticka
&inidla. V n&kterych provedenich budou zejména vyhodna
alkyla&ni chemoterapeutickd &¢inidla. Pfiklady takovych
alkyla&nich chemoterapeutickych ¢inidel jsou carmustin,
chlorambucil, cisplatina, lomustin, cyklofosfamid, melfalan,
mechlorethamin, prokarbazin, thiotepa, uracil mustard,
triethylenmelamin, pipobroman, streptozocin, ifosfamid,

dakarbazin, karboplatina a hexamethyhmelamin.

Podani alkyla&niho &inidla, stejné jako jinych cinidel,
jedinci, miZe byt provedeno mnoha rhznymi zpﬁsoby, Naptiklad
miZe byt alkylac¢ni &inidlo podéno intravenosné;
intramuskulérné nebo intra-peritonedlné&. Alternativné muZe
byt &inidlo podéno orédlné nebo podkoZn&. Nékteré metody pro
podani busulfanu jsou popsény v U.S. Pat. &. 5,430,057 a
5,559,148. Dal8i metody podani budou zna&mé odbornikim
v oboru. Obdobné&, kostni d¥ené ochuzené o T-lymfocyty mohou
byt podéany mnoha ruznymi zpisoby znémymi odbornikim v oboru.
Jednim p¥ikladem je intravenosni infuse. V nékterych
provedenich mtiZe byt alkyladni ¢inidlo podéno béhem 24-hodin

po podani kostni d¥ené& ochuzené o T-lymfocyty.




Dale, davka alkylééniho ¢inidla a‘kostni d¥ené& ochuzené o
T-lymfocyty miZe byt urcena b&Znymi pokusy a mﬁZe byt
empiricky optimalizovéna. Davkovani terapeutického Cinidla
nebo imunosupresivniho ¢inidla je z&vislé na mnoha
faktorech, jako je hapfiklad typ jedince (napf¥fiklad druh),
pouZité &inidlo (nap#. busulfan nebo rozpustny CTLA4 nebo
anti-gp39 mAb), lokalizace antigenni expozice, typ postiienév
tkan&, typ lé&eného onemocnéni, zavainost onemocnéni,
celkovy zdravotni stav jedince a reakce na léCbu Cinidlem.
Proto se davkovani. ¢inidla 1i38i pro kaZdého jedince, Cinidlo
a zptsob podani. Jak je zde popséano, mohou byt davky
busulfanu titrovany za Ulelem stanoveni optimalni davky
nutné pro dosaZeni optimédlnich uCinkt. Napfiklad, buéulfan
miZe byt podavan v davce mezi 0,1 a 20 mg/kg hmotnosti
jedince, napf. 4 mg/kg, 8-16 mg/kg, 4-16 mg/kg (Slavin, S.
et al., Blood 91:756-763 (1998); Lucarelli et al., vy3e).
Podobné&, davka kostni d¥ené ochuéené o T-lymfocyty mtZe byt
titrovana v b&Znych pokusech pro stanoveni mnoZstvi nutného

pro dosaZeni poZadovaného efektu.

V nékterych provedenich je alkylacni &inidlo, napk.,
busulfan, podéno p¥ed transplantaci, napf. transplantaci
tkané& nebo solidniho orgéanu. Konkrétnimi provedenimi je
podéni busulfanu b&hem dne, b&hem 12 hodin nebo b&hem 6
hodin p¥ed transplantaci solidniho orgénu. Nicmén&, busulfan
ntZfe byt podédn i d¥ive, pokud je dosaZeno poZadovaného
efektu z hlediska organovych nebo tkafovych transpléntétﬁ.

V alternativnim provedeni mtZe byt Zadouci podéni busulfanu

po transplantaci organu.

Podéni alkyla&niho &inidla a/nebo kostni d¥ené& ochuzené o
T-lymfocyty miZe probé&hnout pfibliZné v téZe dobé jako

transplantace solidniho orgénu u jedince. Podéni alkylacniho
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&inidla nebo kostni d¥end v pribliZn& stejné dob& znamena,
e alkyladni &inidlo nebo kostni dfen Je podéano jedinci jako
soulést pFipravného postupu pro podani organovych nebo
tkafiovych transplantatt. Neni nutné, aby byloAalkylaéni
&inidlo nebo kostni d¥efi podano v pfesné stejnou dobu (tj.
b&hem minut) jako organovy transplantéat. Jak bude odbornikim
v oboru jasné, nalasovani podéni prost¥edkd miZe byt razné.
Nap¥iklad, podani bunék kostni dfend zbavené T-lymfocytﬁ
miZe byt provedeno pfed, po nebo souCasné s podéanim
pusulfanu. Obdobn&, nadasovani podani miZe byt rtzné

z hlediska podani imunosupresivniho Cinidla nebo provedeni

organové transplantace.

Vyhodnymi imunosupresivnimi Cinidly jsou &inidla, ktera
inhibuji imunitni reakci. Vyhodn&ji cCinidla redukuji nebo
brani proliferaci T-lymfocyth. N&ktera ¢inidla mohou
inhibovat Proliferaci T—lymfocytﬁ inhibovanim interakce
T-lymfocytll s daliimi bufikami prezentujicimi antigen. Jednim
p¥ikladem bun&k prezentujicich antigen je B-lymfocyt.
P¥iklady &inidel, které interferuji s interakcemi
T-lymfocyt s bufikami prezentujicimi antigen, a tim inhibuji
proliferaci T-lymfocyt®, jsou ligandy pro B7 antigeny,
ligandy pro CTLA4 antigen, ligandy pro CD28 antigen, ligandy
pro T-lymfocytdrni receptor (TCR), ligandy pro gp39
antigeny, ligandy pro CD40 antigeny, ligandy pro CD4, a
ligandy pro CDS. P¥iklady ligandd pro B7 antigeny jsou
rozpustny CTLA4 (napf. ATCC 68629, ATCC PTA 2104), rozpustny
CD28 (nap¥., ATCC 68628), nebo monoklonalni protilatky,
které rozpoznavaji a vaZi se na B7 antigeny nebo jejich
fragmenty (napf., ATCC JIB253, ATCC CRL-2223, ATCC CRL-2226,
ATCC 118-301, ATCC 118-11341; monoklondlni protilatky
popsané v Anderson et al., U.S. Patent 6,113,898 nebo
Yokochi et al., 1982. J. Immun., 128(2)823-827). Jednim
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vyhodnym ¢inidlem je CTLA4-Ig (ATCC 68629). Jiné rozpustné
CTLA4 molekuly mohou byt také s vyhodou pouZity, vletné
rozpustnych CTLA4 mutantnich molekul (ATCC PTA 2104).

Ligandy pro CTLA4 nebo CD28 antigeny zahrnuji
monoklonalni protilatky, které rozpoznédvaji a vaZi se na
CTLA4 (napf. ATCC HB-304, a monoklonélni protilatky popsané
v Linsley et al, U.S Patent &. 6,090,914 a Linsley et at.,
1992. J. Exp. Med 176: 1595-1604) a/nebo CD28 (napf. ATCC HB
11944 a mAb 9.3 popsand v Hansen (Hansen et at., 1980.
Immunogenetics 10: 247-260) nebo Martin (Martin et al.,
1984. J. Clin. Immun., 4(1):18-22)), nebo jejich fragmenty.
Dal3imi ligandy pro CTLA4 nebo CD28 jsou rozpustné B7
molekuly, jako je B7Ig (nap¥., ATCC 68627).

P¥iklady ligandl pro gp39 jsou rozpustny CD40 nebo
monoklondlni protilatky, které rozpoznédvaji a vadZi se na
gp39 antigen (nap¥. anti-CD40L), nebo jejich fragmenty.
Jednim p¥ikladem gp39 (anti-CD40L) mAb je MR1 (Bioexpress,
Lebanon, Nil). Daldimi p¥iklady anti-lidsky-gp39 mAb jsou
ATCC HB 11822, ATCC HB 11816, ATCC HB 11821, ATCC HB 11808,
ATCC HB 11823, jak jsou popsény v Evropské patentové
ptihléd&ce &. EP 8071 75A2.

P¥riklady ligandl pro CD40 jsou rozpustny gp32 nebo
monoklondlni protildtky, které rozpoznavaji a vaZi se na
CD40 antigen, nebo jeho fragment. OdbornikGm v oboru bude
jasné, Ze 1 daldi C¢inidla nebo ligandy mohou byt pouZita pro
inhibovani interakce CD28 s B7, a/nebo gp39 s CD40. Takova
&inidla mohou byt vybréna pro pouZiti ve zpusobech podle
pFedkladaného vynédlezu podle znédmych vlastnosti ¢&inidla,
nap¥iklad podle toho, zda ¢inidlo interferuje s interakcil
CTLA4/CD28 s B7, a/nebo interferuje s interakci gp39 s CD40.
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Pokud &inidlo interferuje s témito interakcemi, tak miZe
odbornik v oboru provadét zplsoby podle p¥fedkléadaného

vynadlezu s témito Cinidly.

I dal3i imunosupresivni &inidla mohou byt pouZita ve
zplisobech podle pfedklédaného vynadlezu. P¥iklady jsou:
cyklosporin, azathioprin, methotrexat, lymfocytdrni imunitni
globulin, anti-CD3 protilatky, Rho (D) imunoglobulin,
adrenokortikosterody, sulfasalzin, FK-506, methoxsalen,
mykofenolatmofetil (CELLCEPT), kofisky anti-lidsky
thymocytarni globulin (ATGAM), humanizovanad anti-TAC (HAT),
basiliximab (SIMULECT), krali&i anti-lidsky thymocytérni
globulin (THYMOGLOBULIN), sirolimus nebo thalidomid.

Ve vyhodném provedeni jsou imunosupresivni ¢inidla podéna
jedinci sou&asné& (tj. jsou podana Vv kombinované 1éCbé&). Ve
vyhodn&jdim provedeni je kombinaci kombinace prvniho
ligandu, ktery interferuje vazbou CD28 antigenu na B7
antigen, a druhého ligandu, ktery interferuje s vazbou gp39
antigenu (téZ oznééovaného jako CD‘154) s CD40 antigenem.
Jak bylo popséano vy3e, je prvni ligand vyﬁodné rozpustna
CTLA4 molekula, jako je CTLA4-Ig. Druhy ligand je thédné
anti-gp39 mAb (tj monoklonadlni protilédtka, kterd rozpoznava
a vaZe se na gp39 antigen, nebo jeho fragment). Jednim
pfikladem je MRI1.

V jednom provedeni p¥edkladaného vynalezu jsou CTLA4Ig a
MR1 podany v kombinaci pro blokovani kostimulaéni aktivity
CTLA4/CD28/B7 a gp39/CD40. Dal3i provedeni zahrnuji CTLA4Ig
a anti-lidsky-gp39 mAb. P¥iklady anti-lidsky-gp39 mAb jsou
ATCC HB 11822, ATCC HB 11816, ATCC HB 11821, ATCC HB 11808,
ATCC HB 11823, popsané v Evropské patentové ptihla3ce C. EP
807175A2. Tato kombinace je zde oznalovana jako “blokada
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kostimulace”. Naptiklad, rozpustné CTLA4 molekuly mohou byt
podéany v davce mezi 0,1 a 20,0 mg/kg hmotnosti jedince,
vyhodné& mezi 0,5 a 10,0 mg/kg. '

V jednom zplsobu predklédany vynalez zahrnuje lécCbu
hemoglobinopatii u jedinct, kde tato léCba také zahrnuje
daldi krok podani druhé davky kostni dfené ochuzené o
T-lymfocyty jedinci. Podobné mohou zpusoby 1lé&by dale
zahrnovat jeden nebo vice dal3ich krokd podani dalsich davek

imunosupresivniho &inidla Jjedinci.

V n&kterych provedenich je hemoglobinopatii
beta-thalassemie. V jiném provedeni je hemoglobinopatii
srpkovitd anemie. Korekce hemoglobinopatie miZe byt
stanovena mnoha zpusoby. Jednim p¥ikladem je me&feni mnoZstvi
hemoglobinovych prouZzk@l (napfiklad hlavnich a vedleijs8ich)

v krvi pfijemce.

Ve vyhodném provedeni predkladaného vynalezu zplsoby
zahrnuji podéni prvni davky kostni d¥fené ochuzené o
T-lymfocyty a soulasné podani kombinace rozpustného CTLA4 a
gp39 mAb jedinci, potom poddni dalSich davek solubilniho
CTLA4 a gp3% mAb jedinci, potom podéni alkyla¢niho &inidla
jedinci, a podani druhé davky kostni dfené ochuzené o
T-lymfocyty jedinci. Uvedeny zplUsob je zejména vhodny pro
navozeni hematopoetického chimérismu, pro lécCbu beta
thalassemie, a pro inhibovani rejekce tkéafiového nebo

organového transplantéatu.
Prostfedky

Vynalez poskytuje prost¥edky pouZitelné pro navozeni

chimérismu u jedincti. Prost¥edky budou proto pouZitelné pro
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inhibovani imunitni reakce, napf. inhibovani rejekce
tkafiovych nebo orgénovych transplantatt. Prostfedky budou

také vhodné'pro korekci hemoglobinopatii.

Prostfedky podle pfedklédaného vynalezu vyhodné& obsahuji
alkyla®ni &inidlo, jako Je busulfan, a jedno nebo vice typid
imunosupresivnich &inidel. Dale prost¥edky mohou obsahovat
kostni d¥eii ochuzenou o T-lymfocyty. Vyhodné kostni dfen
ochuzena o T-lymfocyty imunologicky odpovida lécenému

jedinci.

Ve vyhodném provedeni obsahuji prostfedky busulfan a/nebo
kombinaci rozpustného CTLA4 a anti-gp323 mAb. Specifickymi
ptiklady je CTLA4Ig a MR1.

Prosttedek podle predkladaného vynalezu je vyhodné& podan
ve farmaceuticky p¥ijatelném nosici, jak je popséno vyse.
Jak bude odborniktm v oboru jasné, neni nutné, aby byly |
prost¥edky obsahujici ¢inidla podéany soulasné&. Napfiklad,
pusulfan maZe byt aplikovan separované od blokady
ko-stimulace, a pFfesto mhZe plscbit jako kompozice, ktera
ntZe byt pouZita ve zplsobech podle ptredklédaného vynalezu.
Alternativng, prostfedek miZe obsahovat busulfan, rozpustny
CTLA4, a anti-gp39 mAb v jedno nosi&i. Jsou moZna i dalsi

provedeni.

Vynalez také zahrnuje pouZiti prostfedkl podle
predkladaného vynalezu spole&né s dalSimi farmaceutickymi
&inidly pro léZbu onemocnéni imunitniho systému a/nebo
hemoglobinopatii. Napfiklad, onemocnéni imunitniho systému
nebo hemoglobinopatie mohou byt lé¢eny molekulami podle
ptedkladaného vynalezu spole&né& s - nap¥iklad -

imunosupresivy uvedenymi vyse a déle kortikosteroidy,




39

cyklosporinem (Mathiesen 1989 Cancer Lett. 44(2):151-156),
prednisonem, azathioprinem, methotrexatem (R.
Handschumacher, v: “Drugs Used for Immunosuppression str.
1264-1276), TNF blokdtory nebo antagonisty (New England
Journalvof Medicine, vol. 340: 253-259, 1999; The Lancet
vol. 354: 1932-39, 1999, Annals of Internal Medicine, vol.
130: 478-486), nebo jakymkoliv jinym biologick?m Cinidlem
cilené& ovliviujicim zanétlivé cytokiny, nesteroidnimi
protizédnétlivymi léky/Cox-2 inhibitory, hydroxychlorochinem,
sulfasalazopryinem, solemi zlata, etanerceptem,
infliximabem, rapamycinem, mykofenoldt-mofetilem,
azathioprinem, tacrolismem, basiliximabem, cytoxanem,
interferonem beta-la, interferonem beta-1b, glatiramer-
acetatem, mitoxantron-hydrochloridem, anakinrou a/nebo

jinymi biologickymi &inidly.

Dale, vynélez pY¥edpoklédd pouZiti prostfedkl podle
pfedkladaného vynadlezu spolecné s anti-virovymi &inidly pro

navozeni tolerance u jedince se sou&asnou virovou infekci.

Dadle vynédlez poskytuje terapeutické kombinace, nap¥. kit,
nap¥. pro pouZiti v jakékoliv metodé popsané vy3e, které
obsahuji rozpustnou molekulu CTLA4, ve volné formé& nebo ve
formé€ farmaceuticky p¥ijatelné soli, kterd je pouZita
konkomitantné nebo v sekvenci s alespofi jednim
farmaceutickym prostfedkem obsahujicim imunosupresivni
¢inidlo, imunomodulacéni ¢inidlo nebo protizanétlivé 1léc&ivo,
a/nebo alkylacni ¢inidlo. Kit mlZe obsahovat navod pro jeho
podéni. Imunosupresivni ¢inidlo, imunomodulacni ¢inidlo nebo
protizénétlivé léCivo mlZe byt ve volné formé nebo ve formé
farmaceuticky p¥ijatelné soli. Dale, alkylac¢ni &inidlo mbZe
byt ve volné formé nebo ve formé farmaceuticky p¥ijatelné

soli.
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Rozpustné CTLA4 molekuly jsou thodnYmi ligandy, které
interferuji s CTLA4/CD28/B7 interakcemi. CTLA4 molekuly, s
mutantni nebo pFirozenymi sekvencemi, mohou byt upraveny
tak, aby byly rozpustné, deletovanim CTLA4 transmembréanového
segmentu (Oaks, M. K., et al., 2000 Cellular Immunology
201:144-153).

Alternativné, rozpustné CTLA4 molekuly, s mutantnimi nebo
pfirozenymi sekvencemi, mohou byt fizni proteiny, ve kterych
jsou CTLA4 molekuly fuzované na non-CTLA4 skupiny, jako jsou
imunoglobulinové (Ig) molekuly, ktereé udileji CTLA4
molekuldm rozpustnost. Nap¥iklad, CTLA4 fuzni protein miZe
obsahovat extracelularni doménu CTLA4 fuzovanou na
imunoglobulinovou konstantni doménu, coZz vede ke vzniku
CTLA4Ig molekuly (Obr. 20) (Linsley, P. S., et al., 1994
Immunity 1:793-80).

Pro klinické protokoly je vyhodné, aby imunoglobulinovy
region nevyvolaval $kodlivou imunitni reakci u jedince.
Vyhodnou skupinou je konstantni region imunoglobulinu,
v&etnd lidského nebo opi&iho imunoglobulinového konstantniho
regionu. P¥ikladem imunoglobulinového regionu je lidsky C1,
v&etn& pantového regionu, CH2 a CH3 regiony, které mohou
zprosttedkovat efektorové funkce, jako je vazba na Fc
receptory, zprostfedkovani komplement—dependeﬁtni
cytotoxicity (CDC), nebo zprostfedkovani bunécéné
cytotoxicity zavislé na protilatkach (ADCC).
Imunoglobulinova skupina mtZe obsahovat jednu nebo vice
mutaci (nap¥. v CH2 domén&, pro redukci efektorovych funkci,
jako je CDC nebo ADCC), kde mutace moduluje vazebnou
kapacitu imunoglobulinu k jeho ligandu tim, Ze zvysuje nebo

sniZuje vazebnou kapacitu imunoglobulinu na Fc receptory.
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Napfiklad, mutace v imunoglobulinu mohou zahrnovat zmény
jakéhokoliv nebo v3ech cysteinovych zbytkt v pantové doménég,
napfiklad, cysteint v pozicich +130, +136, a +139, které
jsou substituované serinem (Obr. 20). Imunoglobulinova
molekula miZe také obsahovat prolin v pozici +148
substituovany serinem, jak je uvedeno na Obr. 20. Dal3i
mutaci v imunoglobulinové skupiné miZe byt substituce
leucinu v pozici +144 za fenylalanin, leucinu v pozici +145

za kyselinu glutamovou nebo glycinu v pozici +147 za alanin.

Daldimi non-CTLA4 skupinami vhodnymi pro pouziti v
;solubilni CTLA4 molekule nebo rozpustné CTLA4 mutantni
molekule jsou, nap¥iklad, p97 molekula, env gpl20 molekula,
E7 molekula, a ova molekula (Dash, B. et al. 1994 J. Gen.
Virol. 75 (Pt 6):1389-97; Ikeda, T., et al. 1994 Gene

138 (1-2):193-6; Falk, K., et al. 1993 Cell. Immunol.

150 (2) : 447-52; Fujisaka, K. et al. 1994 Virology

204 (2):789-93) . Vhodné jsou i dalsi molekuly (Gerard, C. et
al. 1994 Neuroscience 62(3):721; Byrn, R. et al. 1989
63(10):4370; Smith,D. et al. 1987 Science 238:1704; Lasky,
L. 1996 Science 233 :209).

Solubilni CTLA4 molekula podle pfedkléddaného vynédlezu
miZe obsahovat sekvenci signadlniho peptidu navazanou na
N-terminalni konec extracelularni domény CTLA4 Casti
molekuly. Signalnim peptidem miZe byt jakdkoliv sekvence,
ktera umo¥ni sekreci molekuly, v&etné signélniho peptidu z
onkostatinu M (Malik, et al., (1989) Molec. Cell. Biol. 9:
2847-2853), nebo CD5 (Jones, N. H. et al., (1986) Nature 323
:346-349), nebo‘signélniho peptidu z jakéhokoliv

extraceluldrniho proteinu.

Solubilni CTLA4 molekula podle pfedklédaného vynalezu
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miZe obsahovat signalni peptid onkostatinu M navazany na
N-termindlni konec extracelulédrni domény CTLA4, a lidskou
imunoglobulinovou molekulu (nap¥. pant, CH2 a CH3) navazanou
na C-terminalni konec extraceluldrni domény (p¥irozené nebo
mutované) CTLA4. Tato molekula obsahuje signalni peptid
onkostatinu M majici aminokyselinovou sekvenci s methioninem
v pozici —26 aZ k alaninu v pozici —1, CTLA4 Cast tvo¥enou
aminokyselinovou sekvenci od methioninu v pozici +1 do
kyseliny asparagové Vv pozici +124, a spojovaci
aminokyselinovy zbytek glutamin v pozici +125, a
imunoglobulinovou &ast tvofenou aminokyselinovou sekvenci
majici kyselinu glutamovou v pozici +126 aZ lysin v pozici
+357.

Konkrétné, solubilni CTLA4 mutantni molekuly podle
pfedkladdaného vynélezu, obsahujici mutované CTLA4 sekvence
popsané dale, jsou fuzni molekuly obsahujici lidské IgCl

skupiny fluzované na mutované CTLA4 fragmenty.

V jednom provedeni obsahuji solubilni CTLA4 mutantni
molekuly IgCl skupinu fizovanou na CTLA4 fragment obsahujici
jedinou mutaci v extracelulérni doméné. Extracelularni
doména CTLA4 obsahuje methionin v pozici +1 aZ kyselinu
asparagovou v pozici +124 (napf. obr. 19). Extracelularni
Z4st CTLA4 miZe obsahovat alanin v pozici —1 aZ kyselinu

asparagovou v pozici +124 (napf¥. obr. 19).

P¥iklady jednotlivych mutaci jsou uvedeny v nasledujici
tabulce, ve které je leucin v pozici +104 zménén na

jakoukoliv jinou aminokyselinu:
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Mutanti s jednou mut;ci zména kodonu

L104Elg ' Kyselina glutamova GAG -
11045Ig Serins AGT

1.104T1g Threonint ACG

L104Aig Alanint GCG

L104Wig Tryptofan TGG

L1040l Glutamin CAG

1.104K1g Lysin AAG

T.104RIg Argimin - CGG

L104GlIg Glycin : GGG

Dale predkladany vynalez poskytuje mutantni molekuly

majici extracelularni doménu CTLA4 se dvéma mutacemi

flzovanou na IgCl skupinu. P¥iklady jsou nasledujici

molekuly majici leucin v pozici +104 zménén na jinou

aminokyselinu (nap¥. kyselinu g_lutamovou) a glycin v pozici

+105, serin v pozici +25, threonin v pozici +30 nebo alanin

v pozici +29 zmé&nén na jakoukoliv jinou aminokyselimi:

Mutanti se dvéma mutacemi zména kodonu
L104EG105Flg Fenylalanin TTC
L104EG105WlIg Tryptofan TGG
L104EG105LIg Leucinn CTT

L1 Q4ESZSRIg Arginin CGG

L 104ET30GIz “Glycin GGG
L104ET30NIg Asparaginn AAT
L104EA29YIg Tymsm( TAT
L104EA29LIg Leucin TTG
L104EA29TIg Threonin ACT
L104BEA2GW g

Trypiofan TGG
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Jedtd dale vynalez poskytuje mutantni molekuly majici
extracelularni doménu CTLA4 obsahujici t¥i mutace fuzovanou
na IgCl skupinu. P¥iklady jsou nédsledujici molekuly, ve
kterych je leucin v pozici +104 zm&né&n na jinou
aminokyselinu (nap¥. kyselinu glutamovou), alanin Vv pozici
+29 je zmé&né&n na jinou aminokyselinu (napf. tyrosin), a

serin v pozici +25 je zménén na jinou aminokyselinu:

Mutanti se tfema mutacemi - zména kodonu
L104EA29YS25KIg Lysin: AAA
{104EA20VS25K1g ' Tysin: AAG
L104BEA29YS25NIg : Asparagin AAC
L104EA29YS25R]Ig Arginin - CGG

Rozpustné CTLA4 mutantni molekuly mohou obsahovat
spojovaci aminokyselinovy zbytek, ktery je umistén mezi
CTLA4 &ast a Ig Cast molekuly. Spojovaci aminokyselinou miuZe
byt jakdkoliv aminokyselina, v&etnd glutaminu. Spojovaci
aminokyselina miZe byt vloZena metodami molekuldrnimi nebo

chemickou syntézou, jak jsou znamé v oboru.

P¥edkladany vynélez poskytuje CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici signédlni peptidovou sekvenci navézanou na
N-terminalni konec extracelularni domény CTLA4 Casti
mutantni molekuly. Signélnim peptidem miZe byt jakékoliv
sekvence, ktera umoZni sekreci mutantni molekuly, vietné&
signalniho peptidu z oncostatinu M (Malik, et al., 1989
Molec. Cell. Biol. 9: 2847-2853), nebo CD5 (Jones, N. H. et
al., 1986 Nature 323:346-349), nebo signalniho peptidu

z jakéhokoliv extracelularniho proteinu.
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Vynélez poskytuje rozpustné CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici jedinou mutaci v extraceluldrni doméné CTLA4,
jako je L104EIg (jak je uvedena na Obr. 14) nebo L104SIg,
kde L104EIg a L104SIg jsou mutované ve své CTLA4 sekvenci
tak, Ze leucin v pozici +104 Jje substituovany kyselinou
glutamovou nebo serinem, Vv pFisludném pofadi. Mutantni
molekuly s mutaci v jednom misté& dale obsahuji CTLA4 Casti
obsahujici methionin v pozici +1 aZ kyselinu asparagovou Vv
pozici +124, a spojovaci aminokyselinovy zbytek glutamin v
pozici +125, a imunoglobulinovou gast tvoFenou kyselinou
glutamovou v pozici +126 aZ lysinem v pozici +357.
Imunoglobulinova &ast mutantni molekuly miiZe byt také
mutovana tak, Ze cysteiny v pozicich +130, +136 a +139 jsou
substituované serinem a prolin v pozici +148 Jje
substituovany seriném. Alternativn&, rozpustnd CTLA4
mutantni molekula s jednou mutaci miZe mit CTLA4 ¢ast
tvorenou alaninem v pozici -1 aZ kyselinou asparagovou

v pozici +124.

Vynalez poskytuje rozpustné CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici dvé mutace v extraceluldrni doméné& CTLA4, jako Je
L104EA29YIg, L104EA29LIg, L104EA29TIg nebo L104EA29WIg, kde
leucin v pozici +104 je substituovany kyselinou glutamovou,
a alanin v pozici +29 je substituovany tyrosinem, leucinem,
'threoninem nebo tryptofanem, v pFisludném pofadi. Sekvence
pro L104EA29YIg, L104EA29LIg, L104EA29TIg a L104EAZSWIg,
zatinajici methioninem v pozici +1 a kon&ici lysinem Vv
pozici +357, plus signalni (vedouci) peptidové sekvence,
jsou obsaieﬁy v sekvencich uvedenych na obr. 15-18, v
pr¥isludném pofadi. Mutantni molekuly se dvéma mutacemi dale
obsahuji CTLA4 Casti tvofené methioninem v pozici +1 aZ
kyselinou asparagovou V pozici +124, a spojovacim

aminokyselinovym zbytkem glutaminem v pozici + 125, a
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imunoglobulinoovu &é&st tvofenou kyselinou glutamovou Vv
pozici +126 aZ lysinem Vv pozici +357. Imunoglobulinova &ast
mutantni molekuly miZe byt také mutovanéd tak, Ze cysteiny v
pozicich +130, +136 a +139 jsou substituované serinem, a
prolin v pozici +148 je substituovany serinem. Alternativné,
tyto mutantni molekuly mohou obsahovat CTLA4 C&st tvofenou

alaninem v pozici -1 aZ kyselinou asparagovou V pozici +124.

Vynalez poskytuje rozpustné CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici na dvou mistech mutace Vv extracelularni doméné
CTLA4, jako je L104EG105FIg, L104EG105WIg a L104EG105LIg,
kde leucin v pozici +104 je substituovany kyselinou
glutamovou a glycin v pozici +105 je substituovany
fenylalaninem, tryptofanem nebo leucinem, v p¥fisludném
pofadi. Mutantni molekuly se dvéma mutacemi mohou dale
obsahovat CTLA4 Zasti tvoFené methioninem v pozici +1 aZ
kyselinou asparagovou Vv pozici +124, spojovacim
aminokyselinovym zbytkem glutaminem v pozici +125, a
imunoglobulinovou Casti tvotenou kyselinou glutamovou Vv
pozici +126 aZ lysinem Vv pozici +357. Imunoglobulinova céast
miZe byt také mutovana tak, Z¥e cysteiny v pozicich +130,
+136 a +139 jsou substituované serinem, a prolin v pozici
+148 je substituovany serinem. Alternativné, tyto mutantni
molekuly mohou obsahovat CTLA4 Cast tvoFenou alaninem Vv

pozici -1 ai kyselinou asparagovou VvV pozici +124.

Vynélez dale poskytuje L104ES25RIg, co? je mutantni
molekula se dvéma mutacemi obsahujici CTLA4 &ast tvofenou
methioninem v pozici +1 aZ kyselinou asparagovou v pozici
+124, spojovacim aminokyselinovym zbytkem glutaminem Vv
pozici +125, a imunoglobulinovou &&sti tvofenou kyselinou
glutamovou v pozici +126 aZ lysinem v pozici +357. Cast

obsahujici extracelulérni doménu CTLA4 je mutovanad tak, Ze
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serin v pozici +25 je substituovany argininem a leucin v
pozici +104 je substituovany kyselinou glutamovou.
Alternativnd, L104ES25Rig miZe obsahovat CTLA4 Cast tvofenou

alaninem v pozici -1 aZ kyselinou asparagovou V pozici +124.

Vynalez poskytuje rozpustné CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici mutace ve dvou mistech extraceluldrni domény
CTLA4, jako je L104ET30GIg a L104ET30NIg, kde je leucin v
pozici +104 substituovany kyselinou glutamovou, a threonin v
pozici +30 je substituovany glycinem nebo asparaginem, v
ptisludném pofadi. Mutantni molekuly s mutacemi na dvou
mistech déle obsahuji CTLA4 &asti tvofené methioninem v
pozici +1 aZ kyselinou asparagovou V pozici +124,
spojovacim aminokyéelinonm zbytkem glutaminem v pozici
+125, a imunoglobulinovou Casti tvofenou kyselinou
glutamovou v pozici +126 a? lysinem v pozici +357.
Imunoglobulinova Cast mlZe byt také mutovanad tak, Ze
cysteiny v pozicich +130, +136 a +139 jsou substituované
serinem, a prolin v pozici +148 je substituovany serinem.
Alternativn&, tyto mutantni molekuly mohou obsahovat CTLA4
%4st tvofenou alaninem v pozici -1 aZ kyselinou asparagovou

v pozici +124.

Vynalez poskytuje rozpustné CTLA4 mutantni molekuly
obsahujici mutace ve t¥ech mistech extracelularni domény
CTLA4, jako je L104IEA29YS25KIg, L104EA29YS25N1g,
L104EA29YS25RIg, kde je leucin v pozici +104 substituovany
kyselinou glutamovou, alanin Vv pozici +29 je substituovany
tyrosinem, a serin v pozici +25 je zménén na lysin,
asparagin nebo arginin, Vv pFisludném pofadi. Mutantni
molekuly s mutacemi na t¥ech mistech dédle obsahuji CTLA4
G4asti tvorené methioninem v pozici +1 aZ kyselinou

asparagovou v pozici +124, spojovacim aminokyselinovym
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zbytkem glutaminem v pozici +125, a imunoglobulinovou &ésti
tvorenou kyselinou glutamovou v pozici +126 aZ lysinem v
pozici +357. Imunoglobulinovad cast miiZe byt také mutované
tak, Ze cysteiny v pozicich +130, +136 a +139 jsou
substituované serinem, a prolin v pozici +148 je
substituovany serinem. Alternativné&, tyto mutantni molekuly
mohou obsahovat CTLA4 &ast tvorenou alaninem v pozici -1 aZ

kyselinou asparagovou Vv pozici +124.

Dal3imi provedenimi rozpustnych CTLA4 mutantnich molekul
jsou chimérické CTLA4/CD28 homologni mutantni molekuly,
které se vaZi na B7 (Peach, R. I., et al., 1994 J. Exp. Med.
180:2049-2058) . Priklady t&chto chimérickych CTLA4/CD2S
mutantnich molekul jsou HS1, 13152, HS3, HS4, HS5, 13156,
HS4A, HS4B, HS7, HS8, 13159, 131510, HS11l, HS12, HS13 a HS14
(U.S. patent &. 5,773,253).

Vyhodnymi provedenimi predkladaného vynadlezu jsou
roipustné CTLA4 molekuly, jako je CTLA4Ig (uvedeny na obr.
20, zalinajici methioninem v pozici +1 a konCici lysinem v
pozici +357) a rozpustny CTLA4 mutantni L104EA29YIg (uvedeny
na obr. 15, zadinajici methioninem v pozici +1 a kon¢ici
lysinem v pozici +357). Vynélez dale poskytuje molekuly
nukleové kyseliny kédujici aminokyselinoveé sekvence
odpovidajici solubilnim CTLA4 molekulam podle ptredkladaného
vynédlezu. V jednom provedeni je molekulou nukleové kyseliny
DNA (napf. cDNA) nebo jeji hybrid. DNA kébdujici CTLA4Ig
(Obr. 20) byla uloZena 31.5.1999 v American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110-2209 a bylo ji ptidéleno ATCC pFirtistkové &. ATCC
68629. DNA kodujici L104EA29YIg (sekvence uvedend na Obr.
15) byla uloZena 19.6.2000 v ATCC pod ATCC pEfirtstkovym &.
PTA-2104. Alternativnd jsou molekulami nukleové kyseliny RNA
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nebo jeji hybridy.

Déle vynalez poskytuje vektor, ktery obsahuje
nukleotidové sekvence podle pfedkladaného vynalezu. PEFiklady
expresnich vektorld Jjsou, nap¥iklad, vektory pro savci
hostitelské bufiky (nap¥., BPV-1, pHyg, PRSV, pSV2, pTK2
(Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2.vydani, Sambrook,
Fritch, a Maniatis 1989, Cold Spring Harbor Press); pIRES
(Clontech); pRc/CMV2, PRCIRSV, pSFV1 (Life Technologies);
pVPakc vektory, pCMV vektory, pSG5 vektory (Stratagene)), ‘L
retrovirové vektory (nap¥., pFB vektory (Stratagene) ),
pCDNA-3 (Invitrogen) nebo jejich modifikované formy,
adenovirové vektory; adeno-associované virové vektory,
pakulovirové vektory, kvasinkové vektory (napt., pPESC

vektory (Stratagene)).

Vynélez také poskytuje systém hostitel-vektor. systém
hostitel-vektor obsahuje vektor podle pfedklédaného vynalezu
ve vhodné hostitelské bufice. Pfiklady vhodnych hostitelskych
bun&k jsou, nap¥iklad, prokaryotické a eukaryotické bunky. V
predkladaném vynalezu jsou eukaryotické bufiky vhodnymi
hostitelskymi bufikami. P¥iklady eukaryotickych bun&k jsou
jakékoliv zvifeci bunky, at primarni, nebo imortalizovahé,
kvasinky (nap¥. Saccharomyces cerevisiae,
schizosaccharomyces pombe a Pichia pastoris), a rostlinné
buiiky. Myelomové, COS a CHO jsou daldimi p¥iklady bunék,
které mohou byt pouZity jako hostitelské bufiky. Mezi
konkrétni CHO bufiky patfi, napfiklad, DG44 (Chasm, et al.,
1986 Som. Cell. Molec. Genet. 12:555-556; Kolkekar 1997
Biochemistry 36:10901-10909), CHO-K1 (ATCC &. CCL-61),
CHO-K1 Tet-On bun&lné linie (Clontech), CHO oznalena ECACC
85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK), CHO klon 13
(GEIMG, Genova, IT), CHO klon B (GEIMG, Genova, IT),




50

CHO-K1/SF oznalend ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury,
Wiltshire, UK), a RR-CHOKI1 oznalend jako ECACC 92052129
(CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK) . PFiklady rostlinnych bunék
jsou tabakové (z celych rostlin, bun&&né kultury nebo kalu),
kukufiéné, so6jové a ryZové buiky. P*¥ijatelnd jsou také

kukuridna, sojova a ryZova semena.

CTLA4 mutantni molekuly podle p¥edkladaného vynalezu
mohou byt izolovéany Jjako pFirozené polypeptidy, nebo
z jakéhokoliv zdroje, at je prirozeny, synteticky,
semi-synteticky nebo rekombinantni. V souladu s tim mohou
byt CTLA4 mutantni polypeptidové molekuly izolovany jako
pfirozené proteiny z jakéhokoliv druhu, konkrétné od savcl,
véetnd hov&ziho dobytka, ovci, prasat, , mysi, koni a -
vyhodn& — &lov&ka. Alternativné mohou byt CTLA4 mutantni
polypeptidové molekuly izolovany Jjako rekombinantni
polypeptidy, které jsou exprimovany v prokaryotickych nebo
eukaryotickych hostitelskych buiikdch, nebo které jsou

izolovany jako chemicky syntetizované polypeptidy.

Odbornik v oboru snadno pouZije standardnich izolacnich
metod pro ziskéni izolovanych CTLA4 mutantnich molekul. Typ
a stupefi izolace bude zaviset na zdroji a zamy3leném pouZiti

izolovanych molekul.

'CTLA4 mutantni molekuly a jejich fragmenty nebo derivaty
mohou byt produkovany rekombinantnimi metodami. Tak mbZe byt
izolovana nukleotidova sekvence koédujici pFirozenou CTLA4
molekulu upravena tak, aby obsahovala mutace, za zisku
nukleotidovych sekvenci, které k6duji CTLA4 mutantni
polypeptidové molekuly. Napfiklad, nukleotidové sekvence
k6dujici CTLA4 mutantni molekuly mohou byt generovany

metodou mistné-clené mutagenese, 2za poufiti primert a PCR
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amplifikace. Primery mohou obsahovat specifické sekvence’
ur&ené pro vkladéni poZadovanych mutaci. Alternativné mohou
byt primery navrZeny tak, aby obéahovaly nahodné nebo
tastednd nahodné sekvence, za ulelem vkladéni nédhodnych
mutaci. Standardni rekombinantni metody (Molecular Cloning;
A Laboratory Manual, 2.vydéni, Sambrook, Fritch, and
Maniatis 1989, Cold Spring Harbor Press) a PCR technologie
(U.S.Patent &. 4,603,102) mohou byt pouZity pro generovani a
izolovani CTLA4 mutantnich polynukleotidd kédujicich CTLA4
mutantni polypeptidy.

Vynélez zahrnuje farmaceutické prostfedky pro pouZziti pfi
16Eb& onemocn&ni imunitniho systému, kde tyto prostfedky
obsahuji farmaceuticky uZinné mnoZstvi rozpustné CTLA4
molekuly. V nékterych provedenich jsou onemocnéni imunitniho
systému zprostiedkovdna CD28/CTLA4/B7 interakcemi. Solubilni
CTLA4 molekuly jsou vyhodn& rozpustné CTLA4 molekuly s
pfirozenou sekvenci a/nebo rozpustné CTLA4 molekuly
obsahujici jednu nebo vice mutaci v extraceluldrni doméné
CTLA4. Farmaceuticky prost¥edek miZe obsahovat rozpustnou
CTLA4 proteinovou molekulu a/nebo molekulu nukleové
kyseliny, a/nebo vektor kédujici molekulu. Ve vyhodném
provedeni maji solubilni CTLA4 molekuly aminokyselinové
sekvence extracelularni domény CTLA4 uvedené na Obr. 20 nebo
15 (CTLA4Ig nebo L104EA29Y, v pFislusném poradi). JeStd
vyhodn&ji je solubilni CTLA4 mutantni molekulou L104EA29Yig,
jak je zde popséna. Prostfedky mohou didle obsahovat dalsi
terapeuticka ¢inidla, v&etné léCivych toxint, enzyml,

protiladtek nebo konjugatd.

Jak je standardni praxi v oboru, poskytuje vynalez
farmaceutické prost¥edky obsahujici molekuly podle

pfedkladaného vynalezu smisené s p¥ijatelnym nosicem nebo




52

adjuvans, které jsou znamé odborniktm v oboru. Farmaceutické
prost¥edky vyhodné obsahuji vhodné nosicCe a adjuvans,
kterymi mGZe byt jakykoliv materidl, ktery po smiseni

s molekulami podle p¥edklédaného vynélezu (napf. rozpustnou
CTLA4 molekulou, jako je CTLA4Ig nebo L104EA29Y) zachovava
aktivitu molekuly a je nereaktivni s imunitnim systémem
jedince. Mezi tyto nosi&e a adjuvans pat¥i, napfiklad,
iontom&nice, kamence; aluminium-stearat, lecitin, sérové
proteiny, jako Jje 1lidsky sérovy albumin, pufrovaci
substance, jako jsou fosfaty, glycin, kyselina sorbové,
kalium-sorbat, &astedné sm&si glyceridd nasycenych
rostlinnych mastnych kyselin, fosfatem pufrované salinické
roztoky, voda, emulze (napf. emulze olej/voda), soli nebo
elektrolyty, Jjako Je protamin-sulfat, hydrogenfosforecnan
sodny, hydrogenfosforelnan draselny, chlorid sodny, soli
zinku, koloidni oxid k¥emidity, kFemilitan hofecnaty,
polyvinylpyrolidon, substance na bazi celulosy a
polyethylenglykol. Jiné nosil emohou také obsahovat sterilni
roztoky; tablety, vcetné potahovanych tablet a kapsli.
Obvykle takové nosice obsahuji pfisady, jako Je gkrob,
nléko, cukr (napfiklad sacharosa, glukosa, maltosa), nékteré
typy hlinek, Zelatinu, kyselinu stearovou nebo jeji soli,
magnesium- nebo kalcium-stearat, talek, rostlinné tuky nebo
oleje, klovatiny, glykoly, nebo jiné znamé prisady. Takové
nosi&e mohou také obsahovat chutova nebo pachovéa korigens
nebo jiné sloZky. Prostfedky obsahujici takové nosile Jjsou
pfipraveny zplusoby znamymi v oboru. Takové prost¥edky mohou
byt také formulovany s riiznymi lipidovymi kompozicemi, Jjako
jsou napfiklad liposomy, stejn& jako s ruaznymi polymernimi

prost¥edky, jako jsou polymerové mikrosféry.

Kity obsahujici farmaceutické prostfedky pro 1lécbu

onemocnéni imunitniho systému také spadaji do rozsahu
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predkladaného vynalezu. V jednom provedeni je kit obsahujici
jeden nebo vice farmaceutickych prost¥edkldt podle
p¥edkladaného vynalezu pouZit pro lécCbu onemocnéni
imunitniho systému. Napfiklad farmaceuticky prostfedek
obsahuje u¢inné mnoZstvi rozpustné CTLA4 mutantni molekuly,
kterad se vaZe na B7 molekuly na B7-pozitivnich bufikach, coZ
vede k blokovéani vazby B7 molekuly na CTLA4 a/nebo CDz28 na
T-lymfocytech. Dale miZe kit obsahovat jedno nebo vice
imunosupresivnich &inidel pro spolecné poﬁiiti s
farmaceutickymi prostfedky podle pfedkladaného vynalezu.
Mezi moZna imunosupresivni ginidla pat¥i, napfiklad,
kortikosteroidy, nesteroidni protizéandtlive léky (napt.
Cox-2 inhibitory), cyklosporin, prednison, azathioprin,
methotrexat, TNF- blokatory a antagonisté, infliximab,
jakékoliv biologické &inidlo namitené proti zanétlivym
cytokintm, hydroxychlorochin, sulfasalazopryin, soli zlata,

etanercept a anakinra.

Nasledujici p¥iklady jsou uvedeny pro ilustrovéani efektu
pouZziti busulfanu a kostni dfend bez T-lymfocytld v navozeni
chimérismu u jedinct. Pfiklady také ilustruji efekty pouZiti
busulfanu, kostni dfené bez T-lymfocytl, a blokady
kostimulace v inhibovéani rejekci orgénovych/tkéanovych
transplantatd a v 1éCbé hemoglobinopatii. Postupy uvedené
v ptikladech a vysledky mohou byt velmi zavislé na
zamySleném cili lecCby a pouZitych postupech. Tyto pfiklady

nijak neomezuji rozsah predkladaného vynalezu.

P¥iklady provedeni vynalezu

Obecné metody

Mysi. Dospé&li samci 6-8 tydnti starych C57IBL/6 (H-2°) ; Balb/c
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(H-2¢), C3H/Hed (H-2%), C5H7BL/6Scid (H-2P) byly ziskéni od
Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) . C57BL/6JHbb®" my31
samci (H-2°) byly ziskéni od Dr. David Archer. My3i byly

chovany ve specifickych bezpatogennich podminkach a podle

navodu pro chov.

priprava kostni d¥end a terapeutické protokoly. Kostni dfen
se vysala z tibii, femurti a humert za pouZiti b&iZnych
technik. Provedla se ferro-magnetickd deplece T-lymfocyta
pomoci anti-CD3 (Pharmingen, San Diegd, CA) nebo anti-CD90
protilatky a systému kolon pro magnetické t¥idéni bunék
(MAC) (Miltenyi, Auburn, CA) a ptovedlo se potvrzeni
prutokovou cytometrii (anti-CD3, anti-CD4, anti~-CD8 a
antiCD5 protiléatky, Pharmingen, San Diego, CA). Lyza
erytrocytl se provedla za pouziti Trizma bazického roztoku
chloridu amonného. Builky kostni dfend se resuspendovaly

v koncentraci 2x107bun&k/500 1 sterilniho salinického
roztoku a injikovaly se intravenosn& pfijemci. V né&kterych
pokusech se kteddi anti-mysi CD40L (MR1, Bioexpress,
Lebanon, NH) a CTLA4-Ig (Bristol-Myers Squibb, Princeton,
NJ) podaly ve dnech 0, 2, 4, 6, 14 a 28 (500 kg/dévku i.p.)s
den 0 pfedstavuje den transplantace kostni d¥end. In-vivo
deplece CD4+ T-lymfocytl se provedla podanim 100 g anti-CD4
mAb (GK1.5) intraperitonedlné& ve dny -3, -2, -1, 0, a potom
jednou tydné&; weekly thereafter; den 0 pfedstavuje den

transplantace.

Ko?ni transplantaty. KoZni transplantédty plné tloudtky (cca
1 cm?) se transplantovaly na dorsalni &ast hrudniku ptijemch

se zaji&t&nim Band-Aide poO dobu 7 dna.

Analyza prutokovou cytometrii. Periferni krev se analyzovala

parvenim protilétkami konjugovanymi s fluorochromem
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(anti-CD3, anti-CDS5, anti-CD11b, anti-GR1l, anti-B220,
anti-H-2K¢, anti-H-2K°, anti-V11, anti-v5.1/5.2,
anti-v8.1/8.2 (Pharmingen), anti-CD4, anti-CD8 (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA), nebo imunoglobulinovymi
isotypovymi kontrolami (Pharmingen)), potom se provedla lyza
erytrocytl a promyti pomoci kitu pro lyzu celych buné&k. (R+D
Systems, Minneapolis, MN). Bérvené buiiky se analyzovaly za
pouziti Cellquest softwaru na FACSCalibur pruatokovém

cytometru (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

Testy cytotoxicity. Balb/c CL.7 se pouZzily jako cile a
suspendovaly se v koncentraci cca 1x107/ml s 750Ci °Cr (NEN
Life Science Products, Boston, MA) na dobu 90 minut pfi 37°C.
Cilové buiiky se promyly t¥ikrat a umistily se na plotnu

v koncentraci 1x10‘cilovych bun&k/jamku. Efektory se
pfipravily jako splenocyty protladené p¥es nylonovou tkaninu
a vnesly se na plotny ve vhodnych pom&rech ve ctyfech
provedenich. Celkova lyza se md&¥ila pfidénim 2% Triton-X

k cilovym bufikdm a sponténni lyza se mé&¥ila pfidénim R-10
pez efektorovych bun&k. Po 5 hodinach se odebral supernatant
a analyzoval se na -kamefe. Procento specifické lyzy se
urdilo za pouZiti nésledujiciho vzorce: 100 X (cpm

neznama-cpm sponténni)/ (cpm celkovy-cpm spontéanni).

IFNy ELISpot testy. Allospecifické T-lymfocytarni reakce se
m&Fily pomoci IFNY Enzyme-Linked Immunospot (ELISpot) testu
za pouZiti splenocytl protlaenych pfes nylonovou tkaninu od
pokusnych C57BL/6 my3i. zachytna protilatka, krysi anti-myS$i

IFN (klon R4-6A2; Pharmingen), se inkubovala v koncentraci 4
ug/ml ve fosfatem-pufrovaném salinickém roztoku (PBS) (100

ng/jamku) p¥i teploté& 4 °C pfes noc Vv plotnéch s
ester-celulosovym dnem (Millipore, France). Po promyti se

pfidaly ruzna fedéni efektorovych bun&k. Stimulatory,
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défcovské dendritické buiiky, ziskané adherovanim ptes noc,
se oza¥ily (2000 rad) a ptidaly se Vv pomé&ru stimuldtorovych:
efektorovych bunék 1:10. Efektorové builky se inkubovaly po
dobu 14-16 hodin p¥i 37°C s nebo bez stimulatort. Po
xultivaci se biotinylovana anti-mysi IFNy (klon XMG1l.2;
Pharmingen) pridala v koncentraci 4 pg/ml (100 pl na jamku) .
Po 2-3 hodinach pfi teploté& 4°C se odstranila nenavézana
protilatka a pfridala se kfenova peroxidasa-avidin D (Sigma,
st. Louis, MO). Skvrny se vyvijely se substratem
3-amino-9-ethyl-karbazolem, Sigma) s 0,015% H,0,. Kaida
skvrna predstavuje buiiku secernujici IFNy, a frekvence se
ur&ila vydé&lenim poltu skvrn v ka?dé jamce celkovym poltem

bun&k p¥i daném fedéni.

CFSR test. Bufiky sleziny a mesenterické lymfatické uzliny se
odebraly od pokusnych mysi. Po lyze erytrocytl a protlaCeni
pfes nylonové tkanivo se buiiky inkubovaly s 10 M
karboxyfluorescein—sukcinimidylesteru (CFSE; Molecular
Probes, Eugene, OR). Ozafené (1800 rad) Balb/c, C57BL/6,
nebo C3H my3im se potom intravenosn& podalo 1x107-1x10°CFSE
znadenych bun&k. PO 66-72 hodinach se splenocyty odebraly od
pfijemcl, provedla se lyze erytrocytd a zbyvajici buniky se
barvily anti-CD4 a anti-CD8 (Pharmingen) a analyzovaly se
pruatokovou cytometrii, jak Jje popsano vySe. Koncentrace CFSE

v bufikach se p¥i kaZdém déleni sniZuje o 50%.

Hematologické monitorovéani. Hemavet™ série hematologickych
prustroji (1500 R serie, CDC Technologies, Oxford, CT) se

pouZila k urceni kompletnich krevnich obrazl.

Elektroforesa hemoglobinu. Elektroforesa hemoglobinu se
provedla za pouZiti cystamin—hemoglobin—celulosa acetatové

gelové elektroforesy (Whitney et al., Biochem. Genet.,
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16:667-672 (1978)). struéné&, 2 1 plné krve se smisily se 7 1
roztoku obsahujiciho 83 mM cystaminu, 0,25% hydroxidu
amonného a 0,01 M dithiothreitolu (DTT). smés se inkubovala
p¥i teploté mistnosti po dobu 15 minut a potom se aplikovala
na celulosa-acetéatové gely (Helena Labs, Beaumont, TX) a
zpracovala se elektroforesou po dobu 45 minut p¥i 350
voltech v HighHeme pufru (Helena Labs). Gely se potom
parvily pomoci Ponceau S (Sigma, St. Louis, MO) pro

vizualizaci hemoglobinu.

potet retikulocytli. Retikulocyty se kvantifikovaly barvenim
plné krve RNA-specifickou Thiazol-Orange (Sigma, St. Louis,
MO), anti-CD45 a Ter-119 protilétkami (Pharmingen, San
Diego, CA). Retikulocyty se definovaly jako buiiky, které
jsou Ter-119 pozitivni, Thiazol—Orange—pozitivni a

CD45-negativni.
p¥iklad 1

Blokada kostimulaénich drah a podani busulfanu umoZiuje
navozeni titrovatelného smiseného chimérismu bez

myelosuprese.

Tento p¥iklad demonstruje, Ze podani busulfanu jedinci
umoifiuje navozeni titrovatelného smiZeného chimérismu bez

myelosuprese.

C57BL/6 (B6) mySim (H-2°, CD45.2) se podala jedna davka
pusulfanu (0 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, nebo 30 mg/kg, i.p.;
méné ne? davka LD50 136 mg/kg, se z4achranou kostni d¥ené
(Yeager et al., vySe)) jeden den p¥ed intravenosni infdzi
2x107 B6.SJL (H-2% cD45.1) bund&k kostni d¥eni bez

T-lymfocytld. Hladiny hematopoetického chimérismu, méfené
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pratokovou cytometrii periferni krve, jak bylo popséno vySe,
byly p¥imo umérné podané davce busulfanu (obr. 1A). Podobné
vysledky byly dosaZeny tehdy, kdyZ byl busulfan podan 6 nebo
12 hodin p¥ed podénim bunék kostni dfené bez T-lymfocytl.

Byla testovéna schopnost podobného mikro-kondicionovaciho
refimu indukovat smiseny alogenni chimérismus a
tranéplantaéni toleranci v kontextu blokddy kostimulace.
Podéni “toleriza&ni” davky dércovéké kostni d¥en& spolecné
s blokadou kostimulacnich drah (nap¥., CD28/B7 a CD40/CD40L;
blokadou kostimulace) by mélo inaktivovat T-lymfocyty
periferni krve darce (Sayegh et al., Transplantation,
64:1646-1650 (1997); Pearson et al., Transplantation,
61:997-1004 (1996); Markees et al., J. Clin. Invest.,
101:2446-2455 (1998)).

p&t dnt po prvni infusi darcovskych buné&k se podala
jedind davka busulfanu a potom se dal3i den podala dal3i
transplanta&ni dévka kostni d¥ené bez T-lymfocytl.
Konkrétn&, B6 my3im se intravenosné podala allogeni kostni
drefi zbavena T-lymfocytlt (Balb/c (H-29) 2x10"buné&k; den O a
den 6), aplikovala se blokada kostimulace (500 g CTLA4-Ig a
anti-CD40L; den 0, den 2, den 4, den 6, den 14 a den
28), a rtizné davky busulfanu (0 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg a
30 mg/kg; den O). Kontrolnimi skupinami byla zvifata, kterym
nebyla podéna Z%&dné davka, kostni d¥efl bez T-lymfocytl
samotna, busulfan a kostni dfeni bez T-lymfocytl, busulfan
samotny, blokéda kostimulace samotnd nebo kostni dfeni bez

T-lymfocytl a blokada kostimulace.

U viech zviFat s experimentédlni lécbou vznikl vysoky,
multi-lineovy hematopoeticky chimérismus pretrvavajici >220

dntt (Obr. 1B). Stejné& jako v kongennim pokusu byla aroven
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chimérismu p¥imo Gmdrna davce busulfanu. U zvifat

v kontrolnich skupinéch nebyl nikdy prokazén hematopoeticky
chimérismus (obr. 1B a 1C). Hladiny hematopoetického
chimérismu pozorované u allogennich transplantatd byly
podobné hladinam pozorovanym u mySi, kterym byla podana
kongenni kostni dfeil bez T-lymfocytl, coZ naznatuje, Ze
p¥idéni dércovskych bundk a blokady kostimulace ucinné
eliminovalo imunologickou bariéru k transplantaci kostni

d¥en& bez T-lymfocytl.

ProtoZe inicialni pokusy dosahly vysoké hladiny
chimérismu za pouZiti transplantadni davky kostni dfeni bez
T-1ymfocytt, kterd byla pouze jednou desetinou kvantity
pouZivané bez pfipravy pfijemce (Wekerle et al., Nature
Medicine 6:464~469 (2000); Durham et al., Journal of
Tmunology 165:1-4 (2000)), lze ptredpokladat, Ze nizsi davky
kostni d¥end bez T-lymfocyth mohou indukovat stabilni

smiseny chimérismus.

Transplantalni davka kostni dfené bez T-lymfocytl (den
6) se titrovala od 2x107do 0. V den >120 po transplantaci
periferni darcovské bufiky p¥imo korelovaly s transplantacni
davkou kostni df¥ené bez T-lymfocytl (2x107-65%, 1x107-57%,
5x10-37%, 2x10%-26%; Obr. 1D). Stabilni makrochimérismus byl
dosaZen za pouZiti transplantalni davky jiZ 2x10°bunék
kostni dfené& bez T-lymfocytl (10-krat nénd bun&k kostni
d¥ené bez T-lymfocytlh neZ ve d#ivéjsich pokusech

vyuZzivajicich nemyelosupresivni rezZimy) .

Tyto vysledky naznalduji, Ze dosaZena Uroveii chimérismu je
titrovatelna bud pomoci zmény davky kostni dfené nebo
modifikaci davky busulfanu. V jinych pokusech maZe byt misto

tolerizadni” davky kostni dfené pouZito ozafené kostni dfené
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nebo splenocyti.

Tomita et al. Popisuii, Ze celot&lové ozafeni (WBI)
davkou 3 Gy Je minimalni davkou nutnou pro dosaZeni
spolehlivé dlouhodobé transplantace syngennich
pluripotentnich‘hematopoetickYCh kmenQVYCh bundk. Dale tito
vyzkumnici hodnotily profil toxicity asocio#any s timto
transplantanim protokolem spojenym s WBI a zjistili, Ze 3
Gy byly v podstaté nemyelosupresivni (Tomita et at, Blood
§3:939-948 (1994)). Dale, podobny protokol zahrnujici 3 Gy
WBI a blokadu ko-stimulace pyl oviizen jako dostatecny pro
dosaZeni spolehlivych hladin chimérismu Vv alogennim modelu
(Wekerle et al., J. Exp. Med., 187:2037-2044 (1998)).

Pro srovnani se hodnotila toxicita protokolu s busulfanem
(2x10” Balb/c kostni d¥end bez T-lymfocytld pro C57BL16
pfijemce s 500 g blokady kostimulace podané ve dny 0, 2, 4,
a 6; 20 mg/kg busulfanu den —1; n=5) a protokolu s ozéfenim
(2x107 Balb/c builky kostni dfené& pro C57BL16 pfijemce s 450 g
anti-CD40L v den 0 a 500 g CTLAd-Ig V den 2, 3 Gy ozéafeni
v den 0; n=5). Jak je uvedeno na obr. 2, Jjsou oba protokoly
v podstateé nemyelosupresivni (nadir pocltu leukocytl:
protokol na bazi ozaFovani - den 13, 2,86 x103/mm3®, protokol
na bazi busulfanu - den 13, 4,04 x103%/mm®) . Déle, protokolem
na bazi busulfanu bylo 1é&eno vice neZ 200 zvi¥at a bylo
pPOZOrOVANO pouze jedno umrti (v dasledku anestesie). Tyto
vysledky ukazuji, Ze vysoké urovei chimérismu miZe bbyt

dosaZena za absence gamma-zé¥eni.
P¥iklad 2

Blokéada kostimulace/busulfanovy protokol koriguje

hemoglobinopatie
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Tento ptiklad ukazuje efekty mikro-kondicionovani a
blokédy kostimulace V protokolu pro indukci chimérismu

v experimentélnich modelech hemoglobinopatie.

Byl hodnocen stupeii, na ktery miZe protokol pro indukci
chimérismu navodit nadhradu kompartmentu erytrocytd v Hbb™?
my3im modelu ~thalassemie (Shehee et al. Proc. Natl. Acad.
gci. USA, 90:3177-3181 (1993)). Tento model -thalassemie,
ptipraveny inser&nim narudenim my8iho dospélého genu pro
-hlavni globin, wvede k perinatalni smrti homozygot®, zatimco
heterozygoti pfeZivaji, ale vykazuji fenotyp podobny lidské
intermedidrni ~thalassemii, které je charakterizovana

zkracenym preZivanim erytrocytl, anemii a retikulocytosou.

B-thalassemilti heterozygotni p¥ijemci (H-2°) byly léceni
tolerizadni davkou (2x107 bunék) Balb/c kostni d¥ené bez
T-1lynfocytl (den 0), blokadou kostimulace (dny 0, 2, 4, 6),
20 mg/kg busulfanu (den 5) a transplanta&ni davkou (2x107
punék) Balb/c kostni d¥ené& bez T—lymfocytﬁ (den 6).
Kontrolnim p¥ijemclm byla aplikovana blokada kostimulace a
kostni dfeid bez T-lymfocytd bez busulfanu. Hodnoceni
chimérismu leukocytl a erytrocyti, hladin hemoglobinu (Rb) a
retikulocyt® bylo provedeno pfed indukci a 2 tydny, 4 tydny

a potom kaZdy mésic po transplantaci kostni d¥eneé.

Stejné jako v ptredeSlych pokusech s B6 pFijemci vznikl
leukocytarni chimérismus u p¥ijemct léZenych blokadou
kostimulace, kostni dfeni bez T-lymfocytl a busulfanem, ale
ne u prijemct, kterym byla aplikovana pouze blokéada
kostimulace a kostni dfeni bez T-lymfocytil. Dale, témé&f
kompletni nahrazeni patologického Hb prouzku funk&ni Balb/c

major Hb alelou bylo pozorovano u chimérickych p¥ijemch, ale
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ne v kontrolni skupin& (obr. 3A). Draha 1 predstavuje
nelédeny thalassemicky Hb (slaby a jediny prouZek) a dréha 2
pfedstavuje darcovsky Hb (Balb/c, maly a velky prouZek).
Drahy 3-4 reprezentuji thalassemicka zvifata (>den 150),
kterym byl podén busulfan v den 5 (20 mg/kg), allogenni
kostni dieit bez T-lymfocytl (Balb/c) (dny 0 a 6) a blokdda
kostimulace. Abnormalni thalassemicky Hb je tém&f¥ kompletné
nahrazen normalnim Balb/c hemoglobinem. Drahy 5-6 ukazuji Hb
z thalassemickych zvifat, ktera byla lé&ena kostni d¥eni a
blokadou kostimulace, ale bez busulfanu. Je zFejmé, Ze

jediny ptitomny hemoglobin je hemoglobin od p¥ijemce.

P¥ed induk&nim protokolem bylo procento retikulocytla v
thalassemické periferni krvi 12,0% u zvirat, kterym nebyl
podan busulfan (Obr. 3B; plna koleka, n = 3) a 13,7% (Obr.
3B; plné &tverelky, n = 3) u zvitat lé&enych busulfanem. V
den 120 po induk&nim protokolu méla zvifata lécena
‘pbusulfanem normalizovanou retikulocytosu (4,2%), zatimco u
nechimérickych zvif¥at p¥etrvavaly abnormalné& vysoké hladiny
retikulocyta v periferni krvi (10,1%). Sedé sloupce
predstavuji norméalni po&ty retikulocytl u normalnich B6
zvi¥at (n = 10). Chybové sloupce p¥edstavuii standardnl
odchylku od priméru. Polty retikulocytl a hladiny
hemoglobinu (Hb) se u chimérickych thalassemickych my3i
normalizovaly, coZ naznaluje to, Ze patogenesé onemocnéni

byla eliminovana.
P¥iklad 3

Protokol blokaéda kostimulace/busulfan navozuje toleranci pro

organové/tkafiové transplantaty

Tento p¥iklad demonstruje efekty nikro-kondicionovéani,
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blokady kostimulace pro navozeni chimérismu, p¥i
transplantacich organt/tkani. Pro testovani toho, zda
protokol “mikro-kondicionovani” a blokady kostimulace miZe
navodit toleranci k allotransplantdtim solidnich orgédni se
poZzil imunologicky rigorosni (Balb/c na B6) model koZnich

transplantétl.

B6 my3im se aplikovalo 2x107 bundk Balb/c kostni dfené& bez
T-lymfocytf, blokéda kostimulace a busulfan (20 mg/kg), Jak
bylo popséano vySe. Dale se zvi¥atlm pfenesly v den 0 koZni
$t&py od Balb/c mySi.

Kontrolni skupiny (bez 1éCby, préazdné kosoltverce, n=3;
kostni dfeii bez T-lymfocytd a busulfan, préazdné
trojuhelnicky, n=3; nebo blokada kostimulace a busulfan;
prazdné &tverelky, n=3) vSechny rychle odmitly Balb/c
allotransplantaty (Obr. 4A). Prijemci, kterym byia
aplikovana kostni d¥ed bez T-lymfocytd a blokdda kostimulace
bez busulfanu (plné &tverelky, n=7) vykazovaly znacCné
prodloufené preiivéani (obr. 47), ale nakonec odmitly
allotransplantaty. Naopak, zvifata, kterym byl podan
busulfan, kostni dfefi bez T-lymfocytl a blokada kostimulace
(plné kolelka, n=7), pfijala koZni transplantédty na dobu
deldi ne? >250 dnti bez znédmek rejekce (Obr. 4A). Podobné
vysledky byly dosaZeny u obracené kombinace kment mySi.

7 klinického hlediska je vyznamné, Ze souCasné pfeneseni
koniho transplantatu specifického pro darce nebrénilo

vzniku hematopoetického chimérismu.

100 dnt po inicia&nim protokolu se zvifattim aplikovaly
ko¥ni Sté&py od druhého darce (Balb/c, H-29 a od tfetiho
subjektu (C3H, H-2%). Po 100 dnech bylo pfeZivéni koZnich

gt&ph ve skupin& s kostni dfeni a blokadou kostimulace (plné
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Stveredky, n = 7) 86%, zatimco u zvifat s blokédou
kostimulace, kostni d¥eni, busulfanem (pln&d kolecka, n = 7)
bylo p¥eZivani &t&pu 100%. Po pfeneseni koZniho Stépu od
druhého darce zvirata s aplikovanou kostni d¥eni a blokadou
kostimulace bez busulfanu rychle odmitla koZni Sté&py jak od
primadrniho, tak od sekundarniho darce (medidn doby p¥eZivani
(MST) 7 dnfi). Naopak, primdrni koZni transplantaty na
zvifatech léCenych blokddou kostimulace, kostni dfeni,
busulfanem preZivaly trvale (>250 dn@) 1 po nasledné

transplantaci ¥tépu od druhého darce.

Potom se zviFatlm s aplikovanou kostni d¥eni, blokadou
kostimulace a busulfanem aplikovaly p¥ibliZné& 100 dnd po -
prvni transplantaci koZni 3té&py od darce (Balb/c) nebo
t¥etiho subjektu (C3H/HeJ) (Obr. 4B). Kontrolni zvifata
rychle odmitla jak Balb/c, tak C3R/HeJ koZni transplantaty
(MST 10 dntt a 12 dnt1, v pfisludném pofadi). Chiméricka
zvifata rychle odmitla koZni transplantéaty od tZ¥etich
subjekth (Obr. 41B, prazdnad kolecka, MST 10 dnl), zatimco
ko?ni transplantaty od sekundédrnich darct pfeZivaly ve 100%
vice ne? 150 dnt (Obr. 41B, plné kolelka). Podobné vysledky
byly dosaZeny v dalSich pokusech.

Podani kostni d¥ené& bez T-lymfocytd a blokada
kostimuladnich drah bez indukce smiSeného chimérismu (tJ.
skupina, které byla aplikovéna blokadda kostimulace a kostni
d¥ent bez T-lymfocytti, ale ne busulfan), mé&la sznamné deldi
pfeZivani primarniho allotransplantédtu, ale nedo3lo u ni
k indukci trvalé tolerance (ptvodni &tép MST 107 dnt,
déarcovsky specificky re-transplantdt MST 8 dni1) . Naopak, u
my3i, kterym byl aplikovan busulfan, kostni dfen bez
T-lymfocyt® a blokéda kostimulace, byly vyraznymi chimérami

a uniformné& akceptovaly druhy specificky Balb/c koini
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transplantat (MST >125 dnt), a rychle odmitaly C3H/HeJ
transplantaty (MST 10 dnti, Obr. 4B). DuileZité je to, Ze
Balb/c ko’ni transplantaty a chiméricky stav byly nezm&né&ny

po opakované transplantaci (Obr. 4A).

Krom& toho bylo dosaZeno robustni tolerance a stabilniho
chimérismu p¥i pouZiti jediné davky 2x10" bundk kostni df¥ené
pez T-lymfocyt® v den transplantace kiZe s jedinou davkou
busul fanu -24, -12, nebo -6 hodin pfed aplikaci kostni df¥ené

bez T-lymfocytl.
P¥iklad 4

Darcovska kostni dfefi a blokdda kostimulace doasné
eliminuji reakci proti T-lymfocytim od darce, ale smiSeny

chimérismus je nutny pro dosaZeni trvalé tolerance

Byla hodnocena schopnost tolerantnich a netolerantnich

ny3i generovat cytolytickou (CTL) a IFNy (ELISpot) reakci
proti T-lymfocytim od darce po transplantaci koZnich
transplantatt jak Casné (den 10), tak pozdn& (>den 100).
Splenické T-lymfocyty se ptipravily od B6 pfijemct Balb/c
ko?nich transplantatt, kterym byla podéna bud kostni d¥en
bez T-lymfocytll a blokéda kostimulace, kostni d¥enl bez
T-lymfocytl a busulfan, kostni d¥efl bez T-lymfocytld a
blokada kostimulace s busulfanem, 74dna lécba, nebo od

naivnich B6 mySi.

Nelé®ené B6 my3i generovaly velké polty bunék

produkujicich IFNy (Obr. 5A) a silné CTL reakce (Obr. SB) 10
dnt po koZni transplantaci. B&hem induk&ni periody (v den

10) bylo jako generovani pundk produkujicich IFNy, tak CTL
reakce, inhibovéany ve v8ech skupinach s blokadou kostimulace
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a v podstat& byla eliminovéna u zvifat s blokédou
kostimulace a podanim kostni dfeneé (s nebo bez busulfaﬁu,
Obr. 5A a 5B).

Nicméné, pozd&ji (100 dni po inicidlni koZni
transplantaci a indukci tolerance), generovala zvifata
1é&end kostni d¥eni bez T-lymfocytld a blokadou kostimulace
vyznamné polty bunék produkujicich IFNy reaktivnich s darcem
a vyznamnou CTL aktivitu namifenou proti darci, po preneseni
druhého ko¥niho transplantatu; naopak, zvifata 1é%end kostni
dfeni bez T-lymfocytld, blokadou kostimulace a busulfanem
nevyvijela Z&dnou CTL aktivitu namifenou proti darci ani IFN
reakci (Obr. 5A a 5C). Obé& skupiny si udrZovaly podobnou
reakci proti t¥etimu subjektu (C3H, H-2%) . Podobné vysledky

byly pozorovany ve dvou dal3ich pokusech.

Tyto vysledky naznaCuji, Ye inicialni doCasna
hyporeaktivita k antigentm darce navozena kostni d¥eni bez
T-lymfocytd za pritomnosti blokady kostimulace s Casem
slabne, pravdépodobné v disledku pfitomnosti novych bunék
pfesunutych z thymu nebo Vv disledku rozpadu regulacnich
T-lymfocytli. Naopak, p¥idani jediné, nemyelosupresivni davky
busulfanu, pfed transplantalni davkou kostni d¥ené, vede ke
vzniku hematopoetického chimérismu vedouciho k robustni,

dlouhodobé specifické toleranci k darci.
P¥iklad 5

CD4+ T-lymfocyty pfijemce jsou nutné pro vznik chimérismu a

tolerance, ale ne pro jeho udrZeni

D¥ivdj3i prace naznacily, Ze dlouhodobé preZivani

indukované CD40/CD40L blokadou a donor-specifickou transfuzi
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vyZaduje uast CD4+ T-lymfocytl (Markees et al., J. Clin.
Invest., 101:2446-2455 (1998)). Nicméné&, neni znamo, zda
protokoly, které indukuji toleranci cestou navozeni

smiSeného chimérismu, také vyZaduji CD4+ T-lymfocyty.

Pro vyteSeni této otézky se kostni dfen prijemct zbavila
CD4+ T-lymfocytf in vivo pomoci anti-CD4 monoklonalni
protilatky pfed a b&hem indukce tolerance. Za absence CD4+
bundk zvirata oZet¥end kostni dfeni od darce, 20 mg/kg
pusulfanu, a blokadou kostimulace (jako vySe) uniformné
selhavala v navozeni chimérismu, coZ ukazuje na zésadni
Glohu CD4+ bunék bé&hem indukce chimérismu (koZni
transplantaty — MST 29 dnt).

Pro vyzkum toho, zda jsou CD4+ buiiky také nutné pro
udrZeni tolerance/chimérismu, jsme odstranily CD4+ bufiky
z dlouhodobych chimér (300 dnii). Oproti indukéni fazi, kde
maji CD4+ buiiky zésadni tlohu, nenaru$ila béhem udrZovaci
faze deplece CD4+ bun&k ani pfeZivéani koZnich transplantéatt,

ani chiméricky stav.

Protofe existuji silné dikazy, Ze dominantni regulalni
mechanismy mchou mit zésadni tlohu v udrZovani tolerance
v jinych modelech blokady kostimulace, provedli jsme také
pokusy s adoptivnim pfenosem, za uCelem testovani dikazu
regulace (Honey et al., J. Immunol. 163:4805-4810 (1999)).
Adotivn& se prenesli T-lymfocyty z tolerantnich/chimérickych
my$i, T-lymfocyty od naivnich B6 my8i, nebo smési
tolerantnich a naivnich T-lymfocytt, do C57BL/6 Scid my3i
(B6 Scid) s Balb/c a C3H koZnimi transplantéty. Za pf¥ibliZné
150 dnt po terapii (posledni kostni dfefl bez T-1lymfocytd v
den 6 a posledni blokdda kostimulace v den 28) se pripravily

T-lymfocyty ze slezin my3i, které byly oSetfeny tak, e byly
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specificky tolerantni k Balb/c koZnim transplantatim (ale
odmitaly transplantéty od tfetich jedincl) podle naSeho
protokolu. Potom se B6 Scid nyS$im podalo 5x10°p¥enesenych
T-lymfocytld od chimérickych-tolerantnich zvifat (kostni
dfeti bez T-lymfocytl, blokada kostimulace, busulfan), bunék
od tolerantnich zvifat ve sm&si s 5x10°T-lymfocyty od

naivnich B6 my3i nebo pouze bun&k od naivnich B6 mysi.

T-1lymfocyty od naivnich zvifat rychle odmitaly
transplantaty od darce (Obr. SD, plné Etverelky) a od
t¥etiho subjektu (MST 10 a 12 dnd v prisludném pofadi, Obr.
SD, prazdna kolelka). Naopak, 100% zvirat s aplikovanymi
T-lymfocyty od tolerantnich zvi¥at (plné kolecka)
akceptovalo Balb/c koZni transplantaty (>75 dnt1) a odmitalo
allotransplantaty od t¥etich subjektt: (MST = 12 dnf, Obr.
sD) . KdyZ byly naivni T-lymfocyty smiseny s tolerantnimi
T-lymfocyty, tak bylo pozorovano rychlé odmiténi Balb/c
ko¥nich transplantatd (MST 12 dnfi, Obr. 5D, plné
trojuhelnicky) .

Tato data potvrzuji, Ze T-lymfocyty od zvitat lécCenych
podle nadeho protokolu kostni d¥eni bez T-lymfocytd,
busul fanem a blokadou kostimulace, Jjsou vyznamné a
specificky tolerantni ke kostni dfeni od darce, coiZ
naznaduje, Z¥e adkoliv miZe regulalni mechanismus hrat
vyznamnou ulohu v indukci tolerance, neni pravdépodobné, Ze
by byl hlavnim mechanismem, kterym je v tomto modelu

tolerance udrZovéna.
P¥iklad 6

Klonalni delece alloreaktivnich T-lymfocytd je hlavnim

mechanismem udrZovani tolerance
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Pro ur&eni toho, zda byl tolerantni stav asociovan
s klonalni deleci T-lymfocytl reaktivnich s déarcem se
testovalo pouZiti V TCR segment pfed, bé&hem a po indukci

tolerance.

Balb/c my$i maji dleci T-lymfocytl@ s VB11l a VB5, zatimco
B6 my5i neexprimuji MHC molekulu t¥idy II, I-E, a maji vB11
na 4-5% CD4+ T-lymfocytl a VB5.1/5.2 na 2-3% CD4+
T-lymfocyt@ (Dyson et al., Nature, 349:531-534 (1991); Bill
et al., J. Exp. Med., 169:1405-1419 (1989).

Kontrolni skupiny (blokédda kostimulace nebo kbstni d¥fenn
bez T-lymfocyt@ nebo busulfan samotné) nemély deleci VI11*
nebo VB5°CD4* T-lymfocytd (Obr. 6A). Hladiny VB1l® a
VB5.1/5.2* odpovidaly hladinadm v normalnich B6 my3ich (4-5% a
2-3%, v pFisludném po¥adi). Naopak, p¥ijemci Balb/c kostni
d¥end bez T-lymfocyt®i, busulfanu a blokady kostimulace mély
témd¥ kompletni depleci CD4* VPB1l1l* a CD4*VB5* T-1lymfocytl v den
60. Procento CD4* T-lymfocyt@l s V8, ktery je exprimovan na
pfibliZn& 15-20% Balb/C a B6 CD4* T-lymfocytd, bylo podobné u
viech skupin, coZ naznacuje, Ze deplece T-lymfocytt byla
specificka pro darce (obr. 6A). Podobné vysledky byly

pozorovany u 100 my3i v né&kolika pokusech.

Protofe MMT systém slouZi jako nédhradni marker pro
alloreaktivitu, provedl se in vivo alloproliferalni test
reakce 3tdpu proti hostiteli (GVHD) pro pfimé testovani na
pfitomnost residudlni alloreaktivity (Lyons et al., Journal
of Immunological Methods, 171:131437 (1994)). T-lymfocyty
z chimérickych (kostni dfefi depletovand o T-lymfocyty,

blokédda kostimulace, busulfan), non-chimérickych (kostni
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d¥ent depletovand o T-lymfocyty, blokada kostimulace) a
naivnich zvitat se odebraly ze sleziny a mesenteridlni
lymfatické uzliny (LN) (T-lymfocyty byly ziskény od zvifat
>100 dnfi po transplantaci). Po znaleni 10 pM CFSE se
T-lymfocyty p¥enesly pfijemci (Balb/c nebo C3H), ktery byl
ozéten supra-letélni davkou 1800 radua. Po 72 hodinéach se

splenocyty odebraly a analyzovaly se pritokovou cytometrii.

vatimco CD4*a CD8*T-lymfocyty z naivni a non-chimérické
skupiny se extenzivné d&lily v reakci na.Balb/c hostitele,
T-lymfocyty od tolerantnich my3i negenerovaly Zadnou
proliferativni reakci proti darci (Obr. 6B) . Silné
proliferativni reakce proti t¥etimu subjektu (C3H) byly vSak
podobné ve véech'skupinéch (Obr. 6B). Dohromady s analyzou
repertodru poskytuje absence CD4* nebo CD8* T-lymfocytl
schopnych d&leni v tomto modelu reakce §té&pu proti hostiteli
dal3i duakaz toho, Ze tolerantni stav dosaZeny timto
protokolem vede k tém&r kompletni eliminaci T-lymfocytt
specifickych pro darce. Srovnatelné vysledky byly pozorovany

v dal&ich pokusech.
P¥iklad 7

Non-myeloablativni allogenni transplantace kostni dfené 1éCi

srpkovitou anemii

Transgenni knock-outované mySi, kterym chybi vSechny mysi
hemoglobiny a misto nich produkuji vyluéné lidsky , , a
srpkovity--globin (Paszty et al., Science, 278:876-878
(1997)), se pouZily pro testovani schopnosti
transplantaénich postupl podle pfedkladaného vynélézu 1é&¢it
srpkovitou anemii. Tento my31i model napodobuje mnoho

z komplexnich charakteristik multiorganového onemocnéni u
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pacent se srpkovitou anemii.

Popsané vysledky poprvé prokazuji, Ye nemyeloablativni
prekondicionovéani busulfanem spolednd s blokadou kostimulace
miZe produkovat fenotypové vyléceni my3i srpkovité anemie
v dasledku navozeni stabilniho smiZeného chimérismu. Dale je
toto vylé&eni provedeno se zcela chybné MHC-sparovanou dfeni

darce.
Metody

My3i se srpkovitou anemii byly ziskadny od Dr. Paszty z
Lawrence Berkley National Laboratory a v souCasnosti jsou
uchovavany v Emory University. P¥ijemcil transpnatatd (samci;
7-12 tydnt) exprimujici vylu¢né lidsky a srpkovity globin
byly k¥iZeni pomoci selektivniho kfiZeni a existuji na
smifeném genetickém pozadi (kmeny: FVB/N; 129; DBA/2;
C57BL/6; a Black Swiss). BALB/c my3i se pouZily Jako darci
kostni d¥ené. BALB/c a C3H/HeJ my3i se pouZily pro testy
donor-specifické tolerance, a C57BL/6 my3i se pouZily jako

hematologicky norméalni kontrolni mySi.

P¥ijemctm bylo podano 2x10’ BALB/c kostni d¥ené zbavené
T-lymfocytl (pomoci anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 protiléatek,
Miltenyi Inc., Auburn, CA) (TDBM) v den 0, jak bylo popsano
vy8e, BUSULFEX (busulfan 20 mg/kg, i.p., Orphan Medical,
Minnetonka, MN) v den -1, a 500 g k¥elli anti-my$i-CD40L mAb
(MR1, BioExpress, Lebanon, NH) a 500 g lidského CTLA4-Ig
(Bristol-Myers Squibb, Princeton, ND, (pro blokéadu
kostimulace) i.p., ve dny 0, 2, 4, 6 vzhledem ke
transplantaci kostni dfeneé. Kontrolnim mySim se aplikovala
blokada kostimulace a kostni dfefi ochuzend o T-lymfocyty,

ale Zadny busulfan. Zakladni hematologické parametry se
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m&¥ily jeden tyden p¥ed transplantaci a chimérismus se
testoval dva tydny, &ty¥i tydny a jednou za mésic po
transplantaci.

Periferni krev se analyzovala barvenim protilatkami
konjugovanymi s fluorochromem (anti-CD3, anti-CD5,
anti-CD11b, anti-GR1, anti-B220, anti-H-2K¢ anti-H-2K",
antiv VB5.1/5.2 (Pharmingen, Inc., San Diego, CA), anti-CD4,
anti-CD8 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA)) nebo
imunoglobulinovymi izotypovymi kontrolami (Pharmingen), a
potom se provedla lyza erytrocytt a promyti kitem pro 1yzu

plné krve (R+D Systems, Minneapolis, MN).

Nabarvené builky se analyzovaly za pouZiti bud WinList
(Verity Software House Inc., Topshani, M7E) nebo Cellquest
(Beckton Dickinson, Mountain Viéw, CA) softwaru na FACScan
nebo FACSCalibur prttokovém cytometru (Beckton Dickinson) .
Chimérismus bilych krvinek se stanovil barvenim dércovskymi
(anti-H2K%) nebo prijemcovymi (anti-H2K®) protilatkami a
specifick?mi markery pro linie, a analyzovénim prutokovou
cytometrii. V delece se urc¢ila barvenim V5 protilatkami a
specifickymi markery pro linie lineage markers, a

analyzovanim pritokovou cytometrii.

Kompletni krevni obrazy se stanovily na HEMAVET 1500
analyzatoru krve (1500 R série, CDC technologies, Oxford,
CT). Podty retikulocytl se urcily pomoci prutokové
cytometrie periferni krve barvené protilatkami specifickymi
pro erytrocyty (anti-Ter-119, Pharmingen) a leukocyty
(anti-CD45, Pharmingen) a fluorescentni sondou RNA,
Thiazol-Orange (Sigma Inc., St. Louils, MO). Polty
retikulocyttt se definovaly jako procento buné&k periferni

krve, které jsou Ter-119-pozitivni, Thiazol-Orange-pozitivni
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a CD45-negativni. “Stresové” retikulocyty se také
analyzovaly barvenim protilatkou proti transferrinovému

receptoru (CD71, Pharmingen).

Polodas erytrocytové populace byl uren v pokusu s pulsni
bioitnylaci, ktery se provedl popsanym zpiscbem (Christian
et al., Exp. Hematol., 24:82-88 (1996). Strucné, 50 mg/kg
N-hydroxysukcidimid-biotinu (Calbiochem, San Diego, CA;
inici&dlné& rozpudténého v koncentraci 50 mg/ml v
N, -N, -dimethylacetamidu a nafedéného do 250 1 normalniho
salinického roztoku bezprost¥edné p¥ed pouZitim) se
injikovalo (i.v.) transplantovanym nebo naivnim zviFfatlm se
srpkovitou anemii. Takto se biotinem pulsovala periferni
krev. Krev se odebirala po biotinylaci v pravidelnych
intervalech bud z retroorbitédlniho venosniho plexu nebo
z na¥iznutého ocasu. Procento erytrocytl v periferni krvi,
které byly biotinylované, se ur¢ilo priitokovou cytometrii za
pouziti fluorescentniho Strepdavidin—cychromu‘(Pharmingen)
pro identifikaci biotinylovanych bunék, a fluorescentni
Ter-119-fykoerytrinové protildtky (Pharmingen) pro
identifikaci eryrocytfl. Pokles biotinylace je pfimo umeérny
eliminaci biotinylovanych erytrocytid z periferni cirkulace a
proto mife byt timto zplsobem urcen pololas populace

erytrocytt.

Expozice fosfatidylserinu na plasmatick?éh membranédch se
md¥ila procentem bun&k, které byly pozitivni v testu vazby
na Annexin-V (Pharmingen). Testy vazby annexinu V se
provedly inkubovéanim 1x10°bun&k periferni krve s 5 1
Annexinu-V a a vhodnou protilatkou specifickou pro linii [v
Annexinovém vazebném pufru (Pharmingen) po dobu 30 minut p¥i
teploté& mistnosti. Builtky se protom promyly jednou

annexinovym vazebnym pufrem a analyzovaly se prutokovou




cytometrii pro stanoveni procenta Annexin-V-pozitivnich

bunék.

Scramblasové enzymové testy na erytrocytech se provedly
zpisobem popsanym d¥ive (Bevers et al., Biol. Chem.,
8-9:973-986 (1998)). Strudng, 2x10° bunék periferni krve se
inkubovalo s 3 nanomoly/ml fluorescentniho analogu
fosfatidylcholinu palmitoyl-Cé6- (N~ (7-nitrobenz-2-oxy-1, 3~
diazol-4-yl)- fosfatidylcholinem (NIBDPC; Avanti Polar
Lipids, Birmingham, AL) ve fosfadtem pufrovaném salinickém
roztoku obsahujicim 1 mM CaCl,po dobu 30 minut p¥i 37 °C.
Builky se potom ochladily na ledu a promyly se pufrem
obsahujicim 10 mg/ml beztukového hov&ziho sérového albuminu
(BSA)
fosfolipida. Bufiky se potom inkubovaly s vhodnymi

(Sigma, Inc.) pro zpé&tnou vyménu neinternalizovanych

protilatkami specifickymi pro linii (Pharmingen) po dobu 20

minut p¥i 40 °C a potom se analyzovaly prutokovou cytometrii.

Chimérismus erytrocytl se stanovil diferencni

elektroforesou hemoglobinu provedenou s hemoglobinem od

dadrce a od p¥ijemce. Darcovsky
hlavniho a vedlejsiho izomeru,
elektroforetickou mobilitu neZ

anemie ptrijemce. Elektroforesa

-globin se skléddéd z my3iho
které maji jinou
lidsky —-globin srpkovité

hemoglobinu se provedla na

Helena Titan III elektroforetickém systému
TX) .

(Helena

Laboratories, Beaumont, Gely se skenovaly a procento

darcovského nebo p¥ijemcového hemoglobinu se stanovilo

densitometrii za pouZiti Kodak 1-D Image Analysis softwaru

(Kodak Inc., Rochester, NY).
CFSE testy se provedly pro stanoveni tolerance

k antigentm darce. 0Od experimentdlnich my3i se odebraly

bufiky sleziny a mesenteridlni mizni uzliny. Po lyze




erytrocytll a protlaZeni p¥es nylonovou tkaninu se buiiky
inkubovaly v 10 M CFSE (Mdlecular Probes, Eugene, OR).
Oza¥enym (1800 rad) BALB/c nebo C3H my3im se potom
intravenosn& podalo 1x107-1x10° CFSE-znalenych bun&k. Po 66-72
hodinéch se splenocyty odebraly od pfijemce, erytrocyty se
lyzovaly a zbyvajici buliky se barvily anti-CD4 a

anti-CD8 protilatkami nebo izotypovymi kontrolami a

analyzovaly se prutokovou cytometrii, jak bylo popséano vyse.

Pro stanoveni hematopoetické rovnovahy
v hematopoetickych orgénech p¥ijemce se my3i utratily a za
pouZiti b&Znych technik se odebraly jejich splenocyty a
kostni dfefi. Hematopoetické rovnovadha se urlila stanovenim
procenta bun&k kostni d¥ené& a sleziny, které byly bud
erytrocyty (Ter-119-pozitivni, CD45-negativni) retikulocyty
(Ter-119-pozitivni, CD45-negativni, Thiazol-pozitivni) nebo

leukocyty (Ter-119-negativni, CD45-pozitivni).
Vysledky

Vytvofeni stabilnich chiér za pouZiti busulfanu a blokady

kostimulace.

Jak bylo uvedeno vySe, byly my3i se srpkovitou anemii
lé&eny reZimem, ktery zahrnoval busulfan (20 mg/kg) v den —1
(den 0 pfedstavuje den transplantace kostni dfené),
transplantaci kostni d¥ené ochuzené o T-lymfocyty od BALB/c
my%i v den 0, a blokddou kostimulace 500 g kaZzdé anti-CD40L
a CTLA4-Ig ve dny 0, 2, 4 a 6. Tato skupina zvifat Jje zde
oznadovana jako skupina “1éCend busulfanem”. Zbyvajicim
zvifattm byl aplikovan kontrolni protokol zahrnujici
transplantaci kostni dfen& a blokddu kostimulace, ale ne

1é6&bu busulfanem. Tento protokol byl dob¥e tolerovan a byl
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nemyelosupresivni u vice kmenl mySi.

U zvifat lé&enych busulfanem 11/13 zvifat doséhlo
multi-liniového smiZeného chimérismu leukocytl (primér
43+10% v den 184), ktery dosahl vrcholu za 3 mé€sice po
transplantaci a ktery byl stabilni po dobu >150 dnl (obr.
7AY . My&i, kterym byla aplikovana pouze blokédda kostimulace
(ale %&dny busulfan) vykazovaly nizké aZ nedetekovatelné
hladiny chimérismu perifernich leukocytd (<2Z,5%) ve stejném
pokusném obdobi (Obr. 7A). periferni chimérismus u zvitat
lé&enych busulfanem se odrazil v jejich hematopoetickych
orgénech, jak je uvedeno na obr. 7B (kostni d¥efi (58%),
slezina (51%) a thymus (52%)). My3i, kterym byla provedena
transplantace kostni d¥ené, nejevily Zadné znamky GVHD, ti.
jejich hmotnos tzlstédvala stabilni a nekropsie po
transplantaci ukazaly normélni histologické nalezy na viech

organech.

Chimérismus perifernich leukocytt byl srovnatelny
s vysledky dosaZenymi p¥i pouZiti busulfanu a blokéady
kostimulace u allogennich pfifozen?ch a -thalasemickych my3i
(jak bylo popséano vyde), zatimco chimérismus perifernich
erytrocytli byl vyrazné vy33i u transplantovanych jedinclh se
srpkovitou anemii. Kvantifikace darcovskych (normalni BALB/c
-globin, hlavni a vedlej3i alela) a p¥ijemcovskych (lidsky
srpkovity —-globin) hemoglobini separovanych elektroforesou
na celulosa-acetatovych gelech ukézala 78-90% darcovsky
chimérismus ve dvou tydnech, ktery dosahl 100% za jeden
mésic u vsech transplantovanych my3i se srpkovitou anemii
(obr. 8). PFijemci m&ly ptvodné& pouze lidsky srpkovity
~globin (drdha 1), zatimco darci meély hlavni a vedlejsi
alely my3iho .globinu (dradha 2). Draha 3 ukazuje

reprezentativni transplantovanou myS$ s kompletni periferni
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nahradou darcovskym -globinem. Kompletni nahrada periferni
krve darcovskym hemoglobinem prob&hla bé&hem jednoho mésice
po transplantaci a byla stabilni po celé sledované obdobi
(>150 dnti po transplantaci) u v8ech transplantovanych my3i
(Hu=lidsky; Mu= my3i). Vy33i hladiny periferniho chimérismu
erytrocytt ve srovnani s chimérismem leukocytia jsou

v souladu s akumulaci a del3im pF¥eZivéanim normalnich
erytrocyttt v prostfedi s rychlym obratem a degradaci

srpkovitych erytrocytl.

U 5 z 9 kontrolnich my$i, které byly léCeny pouze
blokéddou kostimulace (tj. bez busulfanu), vznikl vyznamny
chimérismus erytrocytd (10-54%; Obr. 9) i pfes minimadlni
chimérismus leukocytd (<2,5%; Obr. 7A). Draha 1 na Obr. 9
vkazuje reprezentativni my$ bez transplantace, s pouze
lidskym -srpkovitym hemoglobinem. Dréha 2 ukazujé
reprezentativni my§ 3 mésice po transplantaci s RBC
chimérismem, ktera m& jak pFijemcovsky (lidsky -srpkovity
hemoglobin), tak darcovsky (my$i hlavni a vedlejéi‘

-hemoglobin) .

Chimérické my3i jsou specificky tolerantni k darcovskému

antigenu

BALB/c my3i exprimuji I-E a proto deletuji T-lymfocyty
nesouci V5, zatimco my3i se srpkovitou anemii neexprimuji
I-E a specificky vyuZivajil VVb5.1/2 na 2-3% CD4+ T-lymfocytd
(Dyson et al. Nature, 349:531-549 (1991); Bill et al., J.
Exp. Med., 169:1405-1419 (1989)) . Jak se pfedpokladalo,
netransplantovana zvifata nedeletovala V5-CD4+ T-lymfocyty
reaktivni s darcem (Obr. 10A).naopak, u transplantovanych
zvitat dodlo k tém&F kompletni deleci CD4-V5-T-lymfocytd v

den 60. Procento CD4+ T-lymfocytd s V8, normé&lné& tvorici u




BALB/c a srpkovitych CD4+ T-lymfocytld 15-25%, bylo podobné
ve véech skupindch, coZ naznaluje, Ze delece T-lymfocytl
byla specifickd z hlediska dérce. Tyto vysledky naznacuji,
e darcovské bufiky nesouci I-E odvozené od kostni dfené
ovliviuji selekci repertodru T-lymfocytd u mySi léCenych
busulfanem, co? ve svém dusledku vede k robustni dlouhodobé

specifické toleranci k darci.

Souasnd s dlouhodobym chimérismem pozorovanym u zvifat
lé¢enych busulfanem vykazovala tato zvirata také specifickou
toleranci k allogenim transplantatim BALB/c kostni dfené
(Obr. 10B). Rigorosni in vivo allo-proliferacni (GVHD) test
vyuZivajici CFSE barvivd se provedl pro testovani na
p¥itomnost pfetrvavajici alloreaktivity (Lyons et al., J
Immunol. Meth., 171:131-137 (1994)). T-lymfocyty od
transplantovanych a netransplantovanych zvifat se ziskaly ze
slezin a mesenteriadlnich lymfatickych uzlin (T-lymfocyty se
ziskaly od pokusnych zvifat >100 dnd po transplantaci). Po
znadeni 10 M CFSE se T-lymfocyty podaly p¥ijemctm (BALB/cC
(darce) nebo C3H (tF¥eti subjekt)), ktefi byly sﬁpraletélné
ozaYeni 1800 rady. Splenocyty se odebiraly o 72 hodin

pozd&ji a analyzovaly se prlitokovou cytometrii.

zatimco CD4+ a CD8+ T-lymfocyty z netransplantovanych

skupin se vyznamn& dé&lily v reakci na BALB/c a tfeti (C3H)
hostitele, ukazuji histogramy na obr. 10B, Ze T-lymfocyty od
transplantovanych my3i negenerovaly proliferativni reakci
proti darci. Jak se pfedpokladalo, byly u transplantovanych
mySi pozbrovany jasné proliferativni reakce na tfeti subjekt
(C3H) (Obr. 10B). Tyto vysledky potvrzuji specifickou
absenci s darcem alloreaktivnich CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyti,
které by se mohly u chimérickych zvifat délit. Tolerantni

zvifata tak nevykazuji Zadnou proliferaci v reakci na darce,
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ale normalni proliferativni reakci va&i tfetimu subjektu
(C3H, H-2%). Netransplantovanad zvifata reaguji v tomto modelu

GVHD podobné& na antigeny od darce i od t¥etiho subjektu.
Chimérické my3i jsou vyléleny ze srpkovité anemie

Transplantované my3i se srpkovitou anemiil vykazovaly
fenotypové vyléZeni jejich srpkovité anemie podle mnoha
parametrt. Jak je patrné z obr. 1lA a 11B, po transplantaci
kondicionované busulfanem se v natérech periferni krve
nevyskytovaly bufiky ireversibilné& zmé&néné p¥i srpkovité
anemii. Zipky na obr.l1A ukazuji reprezentativni buiiky
postiZené srpkovitou anemii v krvi nelélenych zvitat. U
transplantovanych my3i také doslo k normalizaci jejich

hematologickych abnormalit (Obr. 11C), vletné hemoglobinu

(Hb; 4,5 pg/dl se upravilo na 10 g/dl), hematokritu (Hct;
16% na 40%), a % perifernich thiaiol—pozitivnich
retikulocyt® (Retik.; 49% na 3,5%), coZ je v souladu

s vyléZenim jejich hemolytické anemie. Dale se u
transplantovanych my3i upravily abnorméalné zvySené hodnoty

leukocyt@t (WBC) pozorované u naivnich mysi se sprkovitou

anemii (20000/pl na 5100/ul). Normalizace hematologickych
parametrfi byla stabilni po celou dobu pokusu (>150 dntl) .
Jsou uvedeny primdry scm pro C57BL/6 kontroly,
netransplantované my3i (Zern&) a transplantované mysSi (bile)
v reprezentativnim pokusu provedeném t¥i mésice po

transplantaci.

Stav novych chimérickych erytrocytl se hodnotil za
pouZiti t#i fyziologickych markeru. Za prvé se pomoci
biotinylaéniho pokusu uril pololas populace erytrocytt, jak
je popsédno v Christian et al., Exp. Hematol., 24:82-88
(1996) (Obr. 11D). nelélenym a transplantovanym ny3im se
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srpkovitou anemil se intravenosné& injikoval
Nhydroxysukcidimid—biotin pro znaleni periferni krve
biotinem. Polodas erytrocytl (identifikovanych jako
Ter-119-pozitivni, CcD45-negativni, biotinylované buiiky) se
ur¢il pomoci ubytku biotinylovanych erytrocytd v Case za

pouZiti prutokové cytometrie.

Erytrocyty od naivnich zvitat se srpkovitou anemii (plné
dtverelky) maji vyjimelné kratké periferni poloclasy (0,8
dnt) ve srovnani s normalnimi kontrolnimi C57BL/6 my3mi
(plné trojudhelnilky; pologas 18 dni). Transplantované
zvitata (prazdné &tverecCky) maji poloclas erytrocytl
neodlisitelny od normélnich mysi, coZ je v souladu
s nahrazenim erytrocytl postiZenych onemocnénim norméalnimi
erytrocyty. Za druhé se mé&fila produkce
transferin-pozitivnich “wstresovych” retikulocytd u
transplantovanych a netransplantovanych my3i. Tyto bunky
jsou ukazately nadm&rné erytropoesi a soudi se, Ze
p¥ispivaji k adhesi srpkovitych retikulocyt® k vaskulatufe
(Serke et al., Br. J. Haematol.. 81:432-439 (1992); Swerlick
et al., Blood 82:1891-1899 (1993); a Joneckis et al., Blood
82:3548-3555 (1993)). Obr. 1llE ukazuje, Ze procento téchto
pundk se sni¥ilo z 27% na 3% u transplantovanych mysi, coZ
odpovida normalizacl obratu erytrocytl u téchto zvitat. Za
t¥eti se analyzoval obsah fosfatidylserinu v plasmaticke
membrand, ktery se zvy3uje Vv buiikdch postiZenych srpkovitou
anemii (Wood et al., Blood 8:1873-1 880 (1996); Kuypers et
al., Blood, 87:1179-1187 (1996)). PF¥edpokladd se, Ze
fosfatidylserin p¥ispiva ke zvydené eliminaci téchto bunék
makrofagy a monocyty a Ze miZe téy prispivat k abnormalni
adhesi na endotel (Closse et al., Br. J. Haematol.,
107:300-302 (1999). PouZily se dva testy. Jeden test méril

vazbu na Annexin-V, coZ znamena p¥imé mé&¥eni
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fosfatidylserinovych zbytkld (Vermes et al., J. Immunol.
Meth., 184:39-51 (1995), a druhy test mé&fil NBD-PC
internalizaci, coZ je m&Feni enzymu scrablasy, ktery
zpuisobuje expozici fosfatidylserinovych zbytkl na
plasmatické membrané (Frasch et al., J. Biol. Chem., 275:
£3065-23073 (2000); Bevers et al., Biol. Chem. 8-9:973-986
(1998); a Brattonet al., J. Biol. Chem. 272:26159-26165
(1997)). Obr. 11B ukazuje, Ze my3i se srpkovitou anemii maji
pravidelné& pfed transplantaci vysokou expozici
fosfatidylserinu (podle vazby na Annexin-V), ale u
transplantovanych my8i je patrné vyznamné sniZeni této
expozice fosfatidylserinu. Obr. 11E také ukazuje, Ze po
transplantaci do8lo ke dramatickému sniZeni polty erytrocytud
s aktivni scramblasou, coZ je v souladu se sniZenim'expozice

fosfatidylserinu.

Sleziny od transplantovanych nydi také vykazuji znamky

reverze srpkovitého fenotypu.

Jednim ze zédkladnich pPiznakli srpkovité anemie u nysSi je
dramatické zvydeni velikosti sleziny ve srovnani
s normalnimi zvifaty (Pastzy et al., Science, 278:876-878
(1997)). Toto souvisl s poZadavkem na hematopoesu ve
slezin&, kterad je nutna pro dopliiovani rychle destruovanych
srpkovitych erytrocytia. Jak je uvedeno na obr. 12A, dochézi
u transplantovanych my3i k vyznamnému zmenSeni sleziny (z
7,3% celkové té&lesné hmotnosti u naivnich srpkovitych my§i
na 0,6% celkové télesné hmotnosti u transplantovanych myS8i,
pfi m&feni za 3 mésice po transplantaci). Obr. 12B ukazuje,
Ye zatimco u nelélenych my3i je slezina hlavnim
hematopoetickym organem, dochédzi u transplantovanych my3i
kK navozeni normaln&jdi rovnovéhy mezi bilou a Fervenou

hematopoesou. Obr. 12C a 12D ukazuji histologicke srovnani
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slezin od naivnich a transplantovanych my$i, kde je patrné,
Ze transplantované mySi maji rozliSenou charakteristickou
hyperreaktivni hematopoesu a sekvestraci erytrocytl
charakteristickou pro srpkovitou anemii. Obr. 12C ukazuje,
Ze slezina od zvifete se srpkovitou anemii je znad&né
abnormalni s nahromad&nim sprkovitych erytrocytd a oblastmi
zvy8ené hematopoesy. Sipka oznaduje reprezentativni shluk
erytrocyti. Zadné shlukovani erytrocytl neni patrné u

transplantovanych my3i.

Histologické vySetfeni ledvin je u transplantovanych my3i

normalni

Kromé& defektl v periferni krvi a hematopoetickych
organech se u my3i se srpkovitou anemii projevuji téZ
patologické zmény solidnich orgéni, které jsou podobné
zménam pozorovanym u pacientli se srpkovitou anemii (Pastzy
et al., Science, 278:876-878 (1997)).Stejné jako v puavodnim
popisu my3iho modelu srpkovité anemie (Pastzy et al.,
Science, 278:876-878 (1997)) jsme zaznamenali u nelécenych
zvi¥at se srpkovitou anemii patologické zmé&ny v mnoha
orgénech, véetné ledvin, jater, plic a srdce. Pro stanoveni
efektu transplantace kostni d¥ené na strukturu a histologii
organli se provedly nekropsie naivnich a transplantovanych
zvifat a tkéné& se pF¥ipravily pro histologickou analyzu.
Transplantovand zvifata mé€la normalni histologii vSech
testovanych orgént, véetné ledvin, jater, ssrdce a plic. U
téchto zvifat do3lo k normalizaci histologickych nédlezll a
obr. 13A a 13B ukazuji srovnani histologie ledvin u
nelécCenych a transplantovanych my$i. Obr. 13A ukazuje
membranoproliferativni glomerulonefritidu pravidelné
pozorovanou u nelélenych my3i se srpkovitou anemii. Sipka

ukazuje na zesilenou glomeruldrni membrédnu a hrot Siky
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ukazuje na zuZeny glomeruldrni prostor. Obr. 13B ukazuje, Ze
transplantovand zvi¥ata maji normalni histologii ledvin,
v&etnd normalizace glomeruldrniho prostoru a tloustky

glomerularni membrany.
Priklad 8

Tento p¥iklad poskytuje popis metod pouZithh pro
generovani nukleotidovych sekvenci kédujicich CTLA4 molekuly

podle pfedklddaného vynélezu.

Nejprve byl pfipraven CTLA4Ig kdédujici plasmid a bylo
prokézéano, Ze exprimuje CTLA4Ig molekuly, jak je popséno v
U.S. Patentech &. 5,434,131, 5,885,579 a 5,851,795. Potom se
z CTLA4Ig koédujici sekvence pfipravily mutantni molekuly
s jedinou mutaci (napf., L104EIg), ty se exprimovaly a
testovaly se na kinetiku wvazby k riznym B7 molekulém.
L104EIg nukleotidovéd sekvence (jak je obsaZena v sekvenci
uvedené na obr. 14) se pouZila jako templat pro generovani
CTLA4 mutantnich sekvenci s mutacemi na dvou mistech (jak
jsou obsaZeny v sekvencich uvedenych na obr. 15-18), které
byly exprimovény jako proteiny, které byly testovany na
kinetiky vazby. Mezi CTLA4 mutantni sekvence s mutacemi na
dvo mistech pat¥i: L104EA29YIg, L104EA29LIg, L104EA29TIg a
L104EA29WIg. Také se pfipravily mutantni molekuly s mutacemi

na tfrech mistech.
Konstrukce CTLA4Ig

Geneticky konstrukt kéddujici CTLA4Ig obsahujici
extraceluldrni doménu CTLA4 a IgCgammal doménu se pripravil
zplsobem popsanym v U.S. Patentech 5,434,131, 5,844,095 a
5,851,795, jejichZ obsahy jsou zde uvedeny jako odkazy. Gen
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pro extraceluldrni doménu CTLA4 byl klonovan pomoci PCR za
pouZiti syntetickych oligonukleotidd odpovidajicich |
publikované sekvenci (Dariavach et al., Eur. Journ. Immunol.
18:1901~1905 (1988)).

ProtoZe v CTLA4 genu nebyl identifikovan signélni peptid
pro CTLA4, fuzoval se N-konec ptedpokladané sekvence CTLA4
ve dvou stupnich za pouZifi pfekryvajicich se
oligonukleotidl na signdlni peptid oncostatinu M (Malik et
al., Mol. and Cell. Biol. 9:2847 (1989)). Pro prvni krok se
oligonukleotid CTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCAT
GGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCC (SEQ ID NO.:16) (ktery kdéduje
C-koncovych 15 aminokyselin ze signalniho peptidu
oncostatinu M fuzovanych na N-koncovych 7 aminokyselin
CTLA4) pouZil jako kédujici primer, a
TTTGGGCTCCTGATCAGAATCTGGGCACGGTTG (SEQ ID NO:17) (kbédujici
aminokyselinové zbytky 119-125 aminokyselinové sekvence
ké6dujici CTLA4 receptor a obsahujici BclI restrik&ni misto)
se pouZil jako reverzni primer. Templéatem pro tento stupeit
byla cDNA syntetizovand z 1 g celkové RNA z H38 bund&k ( HTLV
II infikovanéd bunécnéd linie T-lymfocytarni leukemie ziskané
od Drs. Salahudin a Gallo, NCI, Bethesda, MD). Cast PCR
produktu z prvniho stupné se reamplifikovala za pouzZiti
pfekryvajiciho se kdédujiciho primeru, ktery kéduje
N-koncovou ¢é&st signédlniho peptidu onkostatinu M a obsahuje
Hind III restrikéni misto, CTAGCCACTGAAGCTTCACCAATGGGTG
TACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTC (SEQ ID NO:18),
a stejného reverzniho primeru. Produkt PCR reakce se travil
Hind III a B¢l I a ligoval se s Bcl I/Xba I cDNA fragmentem
kédujicim aminokyselinové sekvence odpovidajici pantovému,
CH2Z a CH3 regiontim IgC(gamma)l do Hind III/Xba I &té&peného
expresniho vektoru, CDM8 nebo Hind III/Xba I 3té&peného

expresniho vektoru pilN (ktery je také oznalovan jako IN).
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DNA kédujici aminokyselinové sekvence odpovidajici
CTLA4Ig byla uloZena v ATCC za podminek Budape&tské smlouvy
31.5.1991 pod ATCC p¥irustkovym &. 68629.

Mutagenese CTLA4Ig na bazi kodonu

Byla vyvinuta mutagenni a skriningova strategie pro
identifikaci mutantnich CTLA4Ig molekul, které maji niZzi
rychlosti disociace (off rychlosti) z CD80 a/nebo CD86
molekul, tj. maji lepSi vazebnou schopnost. V tomto
provedeni se mutace provedly v a/nebo pobliZ zbytkd v CDR-1,
CDR-2 (téZ zn&mém jako C Fetézec) a/nebo CDR-3 regionech
extraceluldrni domény CTLA4 (jak je popséno v U.S. Patentech
¢. 6,090,914, 5,773,253 a 5,844,095; v souvisejici U.S.
patentové pfihléaSce pofadové &. 60/2 14,065; a v Peach,
R.J., et al., J. Exp Med. 1994 180:2049-2058. A CDR-like
region zahrnoval kaZdy CDR region a presahoval, o n&kolik
aminokyselin, dop¥edu nebo dozadu CDR motiv). Tato mista
byla vybréna podle studii provedenych na chimérickych
CD28/CTLA4 fuznich proteinech (Peach et al., J. Exp. Med.,
1994, 180:2049-2058), a podle modelu p¥edpokladajicim, které
vedlej3i fet&zce aminokyselin mohou byt vystaveny
rozpousStédlu, a podle chybé&ni identity nebo homologie
aminokyselin v nékterych pozicich mezi CD28 a CTLA4. Také
jakykoliv zbytek, ktery z prostorového hlediska v t&sné
blizkosti (5-20 Angstromll) identifikovanych zbytkd je

povaZovan za soucléast predkladdaného vynélezu.

Pro syntetizovani a testovani rozpustnych CTLA4
mutantnich molekul s alterovanymi afinitami k B7 molekule
(nap¥. CD80, CD86) se pouZila dvoustupifiovd strategie.

V pokusech se nejprve p¥ipravila knihovna mutaci ve
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specifickych kodonech extraceluldrni &asti CTLA4 a potom se
tato knihovna testovala za pouZiti BIAcore analyzy pro
ur¢eni mutant® s alterovanou reaktivitou s B7. Biacore
testovaci systém (Pharmacia, Piscataway, N.J.) vyuziva
detekce pomoci povrchové plasmonové rezonance, ktery vyuZiva
kovalentni vazby CD80Ig nebo CD86Ig na dextranem potaZeny
sensorovy Cip, ktery je umist&n v detektoru. Testovana
molekula se potom injikuje do komtirky obsahujici Sensorovy
¢ip a mnoZstvi komplementérniho proteinu, ktery se navéie,b
miZe byt hodnoceno podle zmé&ny molekulové hmotnosti, ktera
je fyzikalné& asociovand s dextranem-potaZenou stranou
sensorového &ipu; zména molekulové hmotnosti mtiZe byt m&Fena .

detektorovym systémem.

Konkrétné, mutantni nukleotidové sekvence s mutaci
v jednom misté se generovaly za pouZiti nemutovahé (nap¥.,
pfirozené) DNA koédujici CTLA4Ig (U.S. Paténty ¢: 5,434,131,
5,844,095; 5,851,795; a 5,885,796; ATCC p¥irustkové &.
68629) jako templétu. Mutagenni oligonukleotidové PCR
primery se navrhly pro nadhodnou mutagenesi specifickych
kodonl tak, Ze umoZiiovaly jakoukoliv bazi v pozici 1 a 2
kodonu, ale v pozici 3 pouze guanin nebo thymin (XXG/T nebo
téZ NNG/T). Timto zplsobem mtZe byt n&hodn& mutovany

specificky kodon kédujici kaZdou z 20 aminokyselin. Z tohoto

hlediska vede XXG/T mutagenese ke 32 potenciilnim kodontm
kédujicim kaZdou z 20 aminokyselin. PCR produkty koédujici
mutace v tésné blizkosti CDR3-like smy&ky CTLA4Ig (MYPPPY)
se travily SacI/Xbal a subklonovaly se do podobné traveného
CTLA4Ig (jak je uveden na obr. 20) LN expresniho vektoru.
Tento zplsob se pouZil ke generovani CTLA4 mutantni molekuly
L104EIg s mutaci na jednom mist& (jak je uvedena na obr.
14).
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Pro mutagenesi v blizkosti CDR-1-like smyd&ky CTLA4Ig'se
nejprve 5 k této smy&ce vloZilo silentni NheI restrikéni
misto, pomoci PCR primerem ¥izené mutagenese. PCR produkty
se travily NheI/Xbal a subklonovaly se do podobn& traveného
CTLA4Ig nebo L104EIg expresniho vektoru. Tento zplsob se
pouzil pro pripravu CTLA4 mutantni molekuly L104EA29Yig
s mutacemi na dvou mistech (jak je uvedeno na obr.15).
Konkrétné&, molekula nukleové kyseliny kédujici CTLA4
mutantni molekulu s mutaci v jednom mistég, L104EIg, pouZila
jako templat pro generovani CTLA4 mutantni molekuly
L104EA29Yig s mutacemi ve dvou mistech.

Mutantni nukleotidové sekvence kédujici CTLA4 mutantni
molekuly s mutacemi na dvou mistech, jako je L104EA29YIg
(uloZend 19.6.200 v American Type Culture Collection (ATCC),
10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, pod ATCC
prirtstkovym &. PTA-2104), se pFripravily opakovanéu »
mutagenesi popsanou vySe za pouZiti L104EIg jako templatu.
Tento zplsob se pouZil pro generovani mnoha dvojitych
mutantnich nukleotidovych sekvenci, jako jsou sekvence
kédujici CTLA4 molekuly L104EA29YIg (jak je uvedena
v sekvenci uvedené na obr. 15), L104EA29LIg (jak je uvedena
v sekvenci uvedené na obr.16), L104EA29TIg (jak je uvedena
v sekvenci uvedené na obr.17), a LIO4EA29WIg (jak je uvedena

v sekvenci uvedené na obr.18). Také se pfipravily mutanty se

tfemi mutacemi, jako jsou sekvence kédujici L104EA29YS25KIg,
L104EA29YS25NIg a L104EA29YS25RIqg.

Solubilni CTLA4 molekuly byly exprimovany z
nukleotidovych sekvenci a byly pouZity ve féazi ITII

klinickych studii popsanych v p¥ikladu 3, déale.

Odbornikim v oboru bude jasné, Ze replikace sekvenci
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nukleové kyseliny, zejména PCR amplifikace, snadno vnasi
zmény do DNA Fet&zct. Nicméné&, nukleotidové zmény nemusi byt
nutné translatovéany do aminokyselinovych zmé&n, protoZe
nékteré kodony kéduji stejné nukleové kyseliny. Jakakoliv
zména nukleotidu od ptvodni sekvence, silentni (tj.
nezplisobujici zm&nu translatovanou do aminokyselinové zmé&ny)

nebo jinou, spadaji do rozsahu p¥edkladaného vynédlezu.
Priklad 9

Nasledujici p¥iklad poskytuje popis zplsobl pouZitych
pro identifikaci mutantnich CTLA polypeptidd s jednou nebo
dvéma mutacemi, exprimovanych z konstrukts popsanych
v p¥ikladu 8, které vykazuji vy$8i vazebnou aviditu pro B7

molekuly ve srovnédni s nemutovanymi CTLA4Ig molekulami.

SouCasné pokusy in vitro a in vivo ukazuji, Ze CTLA4Ig
sam neni schopen zcela blokovat priming antigenem specificky
aktivovanych T-lymfocyt@. In vitro studie s CTLA4Ig a bud
monoklonalni protilétkou specifickou pro CD80, nebo CD86,

méfici inhibovani proliferace T-lymfocytl ukazuji, Ze
anti~CD80 monoklonalni protilatka nezvy3uje CTLA4Ig
inhibici. Nicméné&, anti-CD86 monoklon&alni protilatka zvy3uje
inhibici, coZ naznauje, Ze CTLA4Ig neni tak G&inny v
blokovani CD86 interakci. Tato data podporujivdfivéjéi
objevy Linsley et al. (Immunity, (1994), 1:793-801), Ze
inhibice CD80-zprost¥edkované bun&&né reakce vyZadovala
pEibliZné& 100~-krat niZ3i koncentrace CTLA4Ig neZ reakce
zprostfedkovand CD86. Podle t&chto objevl se usoudilo, Ze
rozpustné CTLA4 mutantni molekuly majici vy88i aviditu k
CD86 neZ pfirozené CTLA4 by m&ly byt lépe schopny blokovat
priming specifickych antigenem aktivovanych buné&k neZ
CTLA4Ig.
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Proto byly solubilni CTLA4 mutantni molekuly popsané v
ptikladu 8 testovédny za pouZiti nové skriningové procedury
za UCelem identifikace nékolika mutaci v extracelulérni
doméné CTLA4, které zlep3uji vazebnou aviditu pro CD80 a
CD86. Tato skriningova strategie poskytuje t¢innou metodu
pro pfimé identifikovani mutantd s jasné pomalejsi
disocia&ni rychlosti bez nutnosti pfedidténi nebo
kvantifikace proteinli, protoZe stanoveni rychlosti disociace
je nezadvislé na koncentraci (0’Shannessy et al., (1993)
Anal. Biochem., 212:457-468).

COS buiiky se transfektovaly jednotlivymi miniprepy
prec¢i&téné plasmidové DNA a propagovaly se po dobu nékolika
dnti. T¥i-denni kondicionované kultivaéni medium se
aplikovalo do BIAcore biosenzorovych ¢ipt (Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, Sweden) potaZenych rozpustnym CD80Ig nebo
CD86Ig. Specifickad vazba a disociace mutantnich proteinli se
mé¥ila povrchovou plasmonovou rezonanci (O'Shannessy, D. J.,
et al., 1997 Anal. Biochem. 212:457-468). V3echny pokusy se
provedly na BIACore™ nebo BIAcore™ 2000 biosensorech p¥i
25°C. Ligandy se imobilizovaly na NCM5 sensorovych &ipech
pokusné Cistoty (Pharmacia) za pouZiti standardni
N—ethyl—N’—(dimethylaminopropyl)karbodiimid-N-hydroxysukcini
midové vazby (Johnsson, B., et al. (1991) Anal. Biochem.
198: 268-277; Khulko, S.N., et al.(1993) J. Biol. Chem
268:5425-5434) .

Skriningova metoda
COS butiky kultivované ve 24-jamkovych kultivacnich

plotnadch se dolasné transfektovaly mutantnim CTLA4Ig.

Kultivaéni medium obsahujici secernovany rozpustny mutantni
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CTLA4Ig se odebiralo o 3 dny pozdé&ji.

Kondicionované medium COS bunék se nechalo projit ptres
BlAcore biosensorové Cipy derivatizované CD86Ig nebo CD80Ig
(jak je popséno v Greene et al., 1996 J. Biol. Chem. 271:
26762-26771), a identifikovaly se mutantni molekuly |
s rychlostmi disociace niZ3imi neZ jsou rychlosti pozorované
pro pfirozeny CTLA4Ig. DNA odpovidajici vybranym vzork(m
media se sekvenovaly a pripravilo se vice DNA pro proVedeni
doCasné transfekce COS bunék ve v&t3im rozsahu a z té&chto
bunék se potom po preCisténi kultivacniho media na proteinu

A pfipravil CTLA4Ig mutantni protein.

Podminky BIAcore analyzy a analyzy vazby byly stejné
jako v J. Greene et al. 1996 J Biol. Chem. 271:26762-26771 a
v U.S. Patentovych p¥ihla3kach pofadova &. 09/579,927, a
60/214,065, které jsou zde uvedeny jako odkazy.

Analyza BIAcore dat

Zadkladni hodnoty senosorgrami se p¥ed analyzou
normalizovaly na nulové reakéni jednotky (RU). Vzorky se
zpracovaly na faleSné derivatizovanych pritokovych kyvetach
pro stanoveni zakladni RU hodnot, které vznikaji v disledku
znacnych rozdild v idenxech lomu mezi roztoky. RovnovaZné
disocialni konstanty (Kd) se vypoletly z grafl R, versus C,
kde R, je rovnovaZné reakce minus reakce na falednd
derivatizovaném &ipu, a C je molarni koncentrace analytu.
Vazebné krivky se analyzovaly za pouZiti komer&niho softwaru

pro nelineédrni k¥ivky (Prism, GraphPAD Software).

Experimentélni data se nejprve upravila pro model vazby

ligandu na jediny receptor (l-mistny model, tj. jednoduchy
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langmuir systém, A+B AB), a rovnovainé asocialni konstanty
(K=[A] .B/[AB]) se vypo&italy z rovnice R=R_ .C/(K#C). Potom
se data upravila pro nejjednodu3s3i dvoumistny odel vazby
ligandu (tj. na receptor majici dvé heinteragujici nezavisla
vazebnd mista, jak je popsén rovnici

R=Rmax.C\ (KutC) +Rmaxz-C\ (K tC) .

Spravnost téchto dvou modelll se analyzovala vizudlné
srovnanim s experimentdlnimi daty a statisticky za pouZiti
F-testu soudtu Ctverch. Jednomistny model byl vybran jako
nejleps$i, pokud nebyl dvoumistny model vyznamné lepsi
(p<0,1).

Analyza asociace a disociace se provedly za pouZiti BIA
hodnoticiho 2.1 Softwaru (Pharmacia). AsociaCni rychlostni
konstanty k., se vypoletly dvéma zplUsoby, za hodnoceni pro
homogenni jedndmistné interakce a paralelni dvoumistné
interakce. Pro jednomistné interakce byly hodnoty kg
vypolteny podle rovnicei&me(l—exp*““wh kde R, je reakce
v daném Case, t; R, je rovnovazina reakCe; t, je Cas na
zalatku injekce; a k=dR/dt=k..Ck,: kde C je koncentrace
analytu, vypoltend ve smyslu monomerniho vazebného testu.
Pro dvoumistné interakce se hodnoty k., vypoletly podle
rovnice R&=Ry (1-exp™ ™)+ R, (1l-exp™?*®) . Pro kaZdy model se
hodnoty k., urc¢ily z vypolteného sklonu (do p¥ibliZné& 70%

maximdlni asociace) grafu k, versus C.

Disocia¢ni data se analyzovala podle jednomistnych
(AB=A+B) nebo dvoumistnych (AiBj=Ai+Bj) modell a rychlostni
konstanty (k.:) se vypoletly z nejlépe odpovidajicich kE¥ivek.
PouZil se model vazebného mista, kromé& situace, kdy byly
zbytky vét$i neZ pozadi p¥istroje (2-10RU, podle pristroje),

a v takové situaci se pouZil model dvou vazebnych mist.
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PoloCasy obsazeni receptoru se vypocletly za pouZiti vztahu
ty,,=0, 693/ k. |

Pritokové cytometrie

My3i mAb L307.4 (anti-CD80) se zakoupila od Becton
Dickinson (San Jose, California) a IT2.2 (anti-B7-0 [téZ
oznaCovand jako CD86}) od Pharmingen (San Diego,
California). Pro imunobarveni se CD80-pozitivni a/nebo
CD86-pozitivni CHO buhky odebraly z kultivalnich nadob
pomoci inkubace s fosfadtem-pufrovanym salinickym roztokem
(PBS) obsahuijicim 10 mM EDTA. CHO buiiky (1-10 x 10°) se
nejprve inkubovaly s mAb nebo imunoglobulinovymi fuzni
proteiny v DMEM obsahujicim 10% fetédlni hovézi sérum (FBS),
potom se promyly a inkubovaly se s reak&im &inidlem druhého
stupné, kterym byl anti-my3i nebo anti-lidsky imunogiobulin
konjugovany s fluoresceinem isothiokyanédtem (Tago,
Burlingame, California). Builky se potom naposledy propléchly

a analyzovaly se na FACScan (Becton Dickinson).
SDS-PAGE a chromatografie s vylucCovanim podle velikosti

SDS-PAGE se provedla na Tris/glycinovych 4-20%
akrylamidovych gelech (Novex, San Diego, CA). Analytické
gely se barvily Coomassie Blue a obrazky vlhkych geld se
ziskaly pomoci digitédlniho skenovéni. CTLA4Ig (25 g) a
L104EA29YIg (25 g) se analyzovaly chromatografii
s vylulovanim podle velikosti za pouZiti TSK-GEL G300 SW,,
kolony (7,8 x 300 mm, Tosohaas, Montgomeryville, PA) uvedené
do rovnovahy ve fosfatem pufrovaném salinickém roztoku

obsahujicim 0,02% NAN,p#fi pratoku 1,0 ml/min.

CTLA4X c1p0s @ L1OAEA2 9YX 0ps




93

Jedno¥eté&zcovy CTLA4X.,s se p¥ipravil zplsobem popsanym
dfive (Linsley et al., (1995) J. Biol. Chen.,
270:15417-15424) . Strucné, Briefly, an onkostatin M CTLA4
(OMCTLA4) expresni plasmid se pouZil jako templét, kdédujici
primer, GAGGTGATAAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAG (SEQ ID
NO:19) byl vybrén tak, aby odpovidal sekvenci ve vektoru; a
reversni primer, GTGGTGTATTGGTCTAGATCAATCAGAATCTGOGCACGGTTC
(SEQ ID NO: 20) odpovidal poslednim sedmi aminokyseliném
(tj. aminokyselinédm 118-124) v extraceluléarni doméné CTLA4,
a obsahoval misto pro restrik&ni enzym a stop kodon (TGA).
Reversni primer ur&oval mutaci C1l20S (cystein na serine v
pozici 120). Konkrétné&, nukleotidové sekvence GCA
(nukleotidy 34-36) reversniho primeru uvedend vySe je
nahrazena jednou z nasedujicich nukleotidovych sekvenci:
AGA, GGA, TGA, CGA, ACT, nebo GCT. Jak bude odbornikﬁm
v oboru jasné, nukleotidova sekvence GCA Jje revertovana
komplementarni sekvence kodonu TGC pro cystein. Obdobnég,
nukleotidové sekvence AGA, GGA, TGA, CGA, ACT, nebo GCT,
jsou revertované komplementérni sekvence kodontl pro serin.
Produkty polymerasové ¥etézové reakce se travily
HindIII/Xbal a p¥imo se subklonovaly do expresniho vektoru
LN (Bristol-Myers Squibb Company, Princeton, NJ).
L104EA29YX .05 Se pYipravil identickym zplsobem. KaZdy
konstrukt byl ové&fen sekvenovanim DNA.

Identifikace a biochemickd charakterizace mutantd s vysokou

aviditou

24 aminokyselin bylo vybrano pro mutagenesi a ziskanych
2300 mutantnich proteind bylo testovano na CD86Ig vazbu
pomoci povrchové plasmonové rezonance (SPR; jak byla popséna

vy&e) . Predominantni efekty mutagenese v kaZdém misté jsou
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shrnuty v tabulce II, d&le. Ndhodn& mutagenese nékterych
aminokyselin v CDR-1 regionu (S25-R33) zjevné neovliviiuje
vazbu ligandu. Mutagenese E31 a R33 a zbytkd M97-Y102 zjevné
vede k redukované vazbé na ligand. Mutagenese zbytkd S25,
A29 a T30, K93, L96, Y103, L104, a G105, vede k zisku
proteint s pomalymi “on- a/nebo “off rychlostmi. Tyto
vysledky potvrzuji pfedchozi objevy, Ze zbytky v CDR-1
(S25-R33) regionu a zbytky v nebo pobliZ M97-Y102 ovliviiuji
vazbu ligandu (Peach et‘al., (1994) J. Exp. Med..
180:2049-2058) . ‘

Mutagenese mist $25, T30, K93, L96, Y103 a G105 vedla
k identifikaci né&kterych mutantnich proteinfi, které mély
pomalej3i “off rychlosti z CD86Ig. Nicméné&, v té&chto
pfipadech byly pomalej3i “off rychlosti spojeny
s pomalejdimi on rychlostmi, coZ wvedlo k zisku mutantnich
proteinl s celkovou aviditou pro CD86Ig podobnou jako je
avidita prirozeného CTLA4Ig. Dale, mutagenese K93 vedla
k vyznamné agregaci, kterd byla odpovédnéd za pozorované

zmény kinetiky.

Nédhodnéd mutagenese L104 nasledovanéd transfekci COS buné&k
a skriningem vzorkl kultivadniho media SPR s imobilizovanym
CD86Ig vedla k zisku 8esti vzorkd media, které obsahovaly
mutantni proteiny s p¥ibliZné 2-krit pomalejdi rychlosti
disociace neZ mé& p¥irozeny CTLA4Ig. KdyZ se p¥islu3né cDNA
téchto mutantl sekvenovaly, tak bylo zjidténo, Ze kaiZdy
kéduje mutaci ménici leucin na kyselinu glutamovou (L104IE).
Je zfejmé, Ze substituce leucinu 104 kyselinou asparagovou

(L104D) neovliviiuje vazbu CD86Ig.

Mutagenese se potom opakovala v kaZdém misté uvedeném
v tabulce II, tentokrat za pouZiti L104E jako PCR templéatu
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misto pfirozeného CTLA4Ig, jak bylo popséno vY§é. SPR
analyza, opét za pouZiti imobilizovaného CD861gq,
identifikovala Sest vzorkl kultivac¢niho media z mutagenese
alaninu 29, kde tyto proteiny mély p#ibliZn& 4-krat
pomalejsi rychlosti disociace neZ pfirozeny CTLA4Ig. Dvéma
nejpomalejdimi byly tyrosinové substituce (L104EA29Y), dvé
byly leucinové substituce (L104EA29L), jedna byla
tryptofanovd substituce (L104EA29W), a jedna byla
threoninovéa substituce (L104EA29T). V pfirozeném CTLA4Ig
nebyly pozorovany Zadné mutanty s pomalou rychlosti

disociace, kdyZ byly alanin 29 mutovany ndhodné&, samostatn¥.

Relativni molekulovd hmotnost a stav agregace
pfecisténych L104E a L104EA29YIg se hodnotil SDS-PAGE a
chromatografii s vylucCovanim podle velikosti. L104EA29YIg ;
(cca 1 g; dréha 3) a L104EIg (cca 1 g; drédha 2) m&ly stejnou
elektroforetickou mobilitu jako CTLA4Ig (cca 1 g; dréha 1)
za redukujicich (=50 kDa; +ME; plus 2-merkaptoethanol) a
neredukujicich (cca 100 kDa; -ME) podminek (Obr. 21A).
Chromatografie s vylucovanim podle velikosti prokdzala, Ze
L140EA29YIg (Obr. 21C) mé stejnou mobilitu jako dimerni
CTLA4Ig (Obr. 21B). Hlavni piky pfedstavuji proteinovy
dimer, zatimco rychleji eluujici vedlej8i pik na Obr. 21B
p¥edstavuje agregity s vy38i molekulovou hmotnosti.
PfibliZné 5,0% CTLA4Ig bylo pt¥itomno jako agregaty s vy33i
molekulovou hmotnosti, ale nebyly patrny znamky agregace
L104EA29Yig nebo L104Eig. Proto nemiZe byt silnéjéi vazba na
CD86Ig pozorovand pro L104EIg a L104EA29YIg prisouzena

agregaci indukované mutagenesi.
Analyza rovnovahy a kinetiky vazby

Analyza rovnovadhy a kinetiky vazby se provedla na




96 Pt

CTLA4Lg, L104EIg a L104EA29Yig pFfecidténych na proteinu A za
pouZiti povrchové plasmonové rezonance (SPR}). VYslédky jsou
uvedeny v tabulce I, dale. Pozorované rovnovéiné disociaéni.
konstanty (K,;; Tabulka I) byly vypolteny z vazebnych kfivek
generovanych v rozmezi koncentraci (5,0-200 nM). L104EA29YIg
se vaZe na CD86Ig silnéji neZ L104ELg nebo CTLA4Ig. NiZ8i K,
1104EA29YIg (3,21 nM) neZ L104EIg (6,06 M) nebo CTLA4Ig
(13,9 nM) ukazuje na vy88i vazebnou aviditu L104EA29YIg k
CD86Ig. NiZ3i K, L104EA29YIg (3,66 nM) ne? L104EIg (4,47 nM)
nebo CTLA4Ig (6,51 nM) ukazuje na vy381 vazebnou aviditu
L104EA29YIg k CD80Ig.

Analyza kinetiky vazby ukédzala srovnatelné “on” rychlosti
pro vazbu CTLA4Ig, L104EIg a L104EA29YIg na CD80, stejné
jako byly podobné “on” rychlosti pro CD86Ig (Tabulka I).
Nicméné&, “off rychlosti pro tyto molekuly nebyly
ekvivalentni (Tabulka I). Ve srovnadni s CTLA4Ig ma
L104EA29YIg pf¥ibliZné 2-krat pomalej3$i rychlost disociace z
CD80Ig, a pribliZné 4-krat pomale]jsi rychiost disociace z
CDB6Ig. L104E mé& rychlosti disociace mezi L104EA29YIg a
CTLA4Ig. ProtoZe vloZeni téchto mutaci neovliviuje
vyznamn&jsim zpusobem rychlosti asociace, je zvySeni avidity.
pro CD80Ig a CD86Ig pozorované u L104EA29YIg pravdépodobné

zpusobeno sniZenim rychlosti disociace.

Pro stanoveni toho, zda je zvy3eni avidity L104EA29Yig
pro CD86Ig a CD80Ig zplsobeno mutacemi ovliviujicimi zplsob,
kterym je kaZdy monomer asociovan v dimer, nebo zda jsou
strukturidlni zmény zvysujici aviditu vloZeny do kaZdého
monomeru, se pfipravily jednoreté&zcové konstrukty CTLA4 a
L104EA29Y extraceluldrnich domén, po mutagenesi cysteinu 120
na serin, Jjak bylo popséano vy3e a v Linsley et al., (1895)
J. Biol. Chem., 270:15417-15424 (84). PrecCisSténé proteiny
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CTLA4X 1,0 @ L104EA29YX 50 bYly podle gelové permeadni
chromatografie monomerni (Linsley et al., (1995), vySe) pFfed
analyzou jejich vazebnych schopnosti pro ligand pomoci SPR.
Vysledky ukazuji, Ze vazebna afinita obou monomernich
proteinl pro CD86Ig byla pfibliZné& 35-80-krdt nizZs3i nez
afinita pozorovanad pro prisludné dimery (Tabulka 1). Toto
podporuje d¥ive publikovana data, Ze dimerizace CTLA4 je
nutnd pro vysokou aviditu vazby ligandu (Greene et al.,
(1996) J. Biol. Chem. 271:26762-26771) ’

L104EA29YX 105 S€ Vazal s pribliZné 2-krat vyssi afinitou
neZ CTLA4X.,s na CDB80Ig i CD86Ig. Vyssi afinita byla
zpusobena pf¥ibliZné 3-krat pomalej3i rychlosti disociace
z obou ligandd. Proto byla silnéj$i vazba L104EA29Y na
ligand s nejvétii pravdépodobnosti zplisobena strukturdlnimi
zménami zvySujicimi aviditu, které byly vneseny do kaZdého
monomerniho fetézce, a nikoliv zménami v dimerizaci

molekuly.
Umisténi a strukturdlni analyza mutaci zvySujicich aviditu

Struktura extracelul&rni IgV-like domény CTLA4 byla
nedadvno urcena NMR spektroskopii (Metzler et al., (1997)
Nature Struct. Biol., 4:527-531). Toto umoZiuje pfesnou
lokalizaci leucinu 104 a alaninu 29 ve trojrozmérném obrazu
(obr. 22, vlevo a vpravo). Leucin 104 Jje umistén pobliZ
vysoce konzervované MYPPPY aminokyselinové sekvence. Alanin
29 je umistén pobliZ C-termindlniho konce CDR-1 (S25-R33)
regionu, ktery prostorové sousedi s MYPPPY regionem. Ackoliv
existuje vyznamnd interakce mezi zbytky na bazi téchto dvou
regiont, neexistuje Zadnéd p¥imd interakce mezi L104 a A29,
ackoliv oba tvori &&st kontinu&lniho hydrofobniho jédra

proteinu. Strukturélni nésledky dvou mutaci zvy3ujicich
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aviditu byly hodnoceny modelovanim. A29Y mutace miZe byt
snadno upravena trhlinou mezi CDR-1 (S525-R33) regionem a
MYPPPY regionem a miZe slouZit pro stabilizaci konformace
MYPPPY regionu. V prirozeném CTLA4 vytvari L104 vyznamné
hydrofobni interakce s L96 a V94 pobliZ MYPPPY regionu. Ze
dvou davodll je znalné nepravdépodobné, Ze by mutace kyseliny
glutamové zplsobovala konformaci podobnou L104. Za prvé,
neni dosatek prostoru pro zapojeni del3iho vedlejsiho
‘feté&zce kyseliny glutamové do struktury bez vyznamnéjsiho
naruSeni CDR~1 (S25-R33 region). Za druhé, energetické
néklady spojené s negativnim nébojem vedlejZiho Fet&zce
kyseliny glutamové jsou znacné. Modelové studie
pfedpokladaji, Ze vedlejdi Fetdzec kyseliny glutamové
vyénivad na povrch molekuly, kde m@iZe byt jeho naboj
stabilizovan solvataci. Takova zména konfdrmaée maZe byt
snadno upravena G105, s minimdlnim posunem dalS8ich zbytkl

v regionu.

Vazba mutantil s vysokou aviditou na CHO buiky exprimujici
CD80 nebo CD86

FACS analyza (obr. 23) vazby CTLA4Ig a mutantnich molekul
na stabilné transfektované CD80+ a CD86+ CHO buiiky se
provedla zplsobem, ktery je zde popséan. CD80-pozitivni a
CD86-pozitivni CHO bunky se inkubovaly se stoupajicimi
koncentracemi CTLA4Ig, L104EA29YIg nebo L104EIg, a potom se
promyly. Navédzany imunoglobulinovy fuzni protein se
detekoval za pouZiti koziho anti-lidského imunoglobulinu
konjugovaného na fluorescein isothiokyanatan.

Jak je uvedeno na obr. 23, CD80-pozitivni nebo
CDh86~pozitivni CHO buitky (1,5x10°) se inkubovaly s uvedenymi
koncentracemi CTLA4Ig (plné Ctverecky), L104EA29YIg
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(koleCka), nebo L104EIg (trojthelnicky) po dobu 2 hodin pfi
teploté 23°C, promyly se a inkubovaly se s kozim anti-lidskym
imunoglobulinem konjugovanym na fluorescein isothiokyanatan.
Analyzovala se vazba celkem 5000 Zivych bunék (jediné
stanoveni) pomoci FACScan, a primérnad intenzita fluorescence
(MFL) se stanovila z dat histogrami za pouZiti PC-LYSYS.

Data se korigovala pro fluorescenci pozadi mé&fenou na

bunikdch inkubovanych s reakénim &inidlem druhého stupné

samotnym (MFI=7). Kontrolni L6 mAb (80 pug/ml) méla MFI < 30.
Tyto vysledky jsou ziskdny ze &ty¥ nezédvislych pokusu.

Vazba L104EA29YIg, L104EIg a CTLA4Ig na lidské
CDh80-transfektované CHO buinky je p¥ribliZné stejna (obr.
23A). L104EA29YIg a L104EIg se vaZi silnéji na CHO buniky
stabilné transfektované lidskym CD86 neZ CTLA4Ig (Obr.
23B) .

Funkdéni testy

Lidské CD4-pozitivni T-lymfocyty se izolovaly

imunomagnetickou negativni selekci (Linsley et al., (1992)
- J. Exp. Med. 176:1595-1604). Izolované CD4-pozitivni
T-lymfocyty se stimulovaly forbol-myristat-acetatem (PMA)
"plus CD8O0-pozitivnimi nebo CD86-pozitivnimi CHO bunfikami za
pritomnosti titraénich koncentraci inhibitoru. CD4-pozitivni
T-lymfocyty (8-10 x 10%/jamku) se kultivovaly za pfitomnosti
1 nM PMA s nebo bez oza¥enych stimulac¢nich CHO bunék.
Prolifera¢ni reakce se méfila p¥idanim 1 Ci/jamku
[3H]thymidinu béhem poslednich 7 hodin 72 hodinové
kultivace. Provedla se inhibice stimulace T-lymfocytt PMA
plus CD80-pozitivnimi CHO, nebo CD86-pozitivnimi CHO pomoci
L104EA29YIg a CTLA4Ig. Vysledky jsou uvedeny na obr. 24.
L104EA29YIg inhiboval proliferaci CD80-pozitivnich PMA
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oéetfenych CHO bun&k vice neZ CTLA4Ig (Obr. 24A).
L104EA29YIg byl také u&inné&jsi neZ CTLA4Ig v inhibovani
proliferace CD86-pozitivnich PMA oSet¥enych CHO bunék (Obr.
24B). Tak je L104EA29YIg G¢innéjsim inhibitorem jak CD80-,
tak CD86-zprost¥edkované kostimulace T-lymfocyti.

Obr. 25 ukazuje inhibici allostimulovanych lidskych
T-lymfocytl p¥ipravenych zplisobem popsanym vySe pomoci
L104EA29YIg a CTLA4Ig, kde tyto lymfocyty byly dale
allostimulovany lidskou B-lymfoblastoidni buné&fnou linii
(LCL) oznalovanou jako PM, kterd exprimuje CD80 a CD86 (T
lymfocyty v koncentraci 3,0x10‘/jamku a PM v koncentraci
8,0x10%/jamku) . Primarni allostimulace probihala po dobu 6
dnft a potom se buiiky pulsovaly H-thymidinem po dobu 7 hodin

a pak se stanovila inkorporace radioaktivniho ¢&inidla.

Sekundarni allostimulace se provedla nasledujicim
zplisobem. 7-dnt primdrné& allostimulované T-lymfocyty se
odebraly pomoci lymfocytdrniho separacniho media (LSM) (ICN,
Aurora, OH) a ponechaly se v klidu po dobu 24 hodin.
T-lymfocyty se potom restimulovaly (sekundarne) za
pFfitomnosti titranich mnoZistvi CTLA4Ig nebo L104EA29YIg, za
p¥idéani PM ve stejném poméru jako vySe. Stimulace probihala
po dobu 3 dntt a potom se bufiky pulsovaly radioaktivnim
¢inidlem a odebraly se zplhscbem popsanym vySe. Efekt
L104EA29YIg na primarn& allostimulované T-lymfocyty je
uveden na Obr. 25A. Efekt L104EA29YIg na sekundarné
allostimulované T-lymfocyty je uveden na obr. 205B.
L104EA29YIg inhiboval jak prim&rni, tak sekundarni
proliferativni reakci T-lymfocytl lépe neZ CTLA4Ig.

Pro mé&feni produkce cytokint (Obr. 26) se pfipravily

dvojité plotny pro sekundédrni allostimulaci. Po 3 dnech se




101 e

kultivadéni medium testovalo za pouZiti ELISA kit
(Biosource, Camarillo, CA) podle navodu vyrobce. Bylo
zjigténo, Ze L104EA29YIg je ulinné&j3i neZ CTLA4Ig Vv
blokovani produkce IL-2, IL-4, a -IFNy cytokind T-lymfocyty
po sekundarnim allogennim stimulu (obr. 26A-C).

Efekty L104EA29YIg a CTLA4Ig na reakci opidich smiSenych
lymfocytd (MLR) jsou uvedeny na Obr. 27. Mononukle&rni buliky
periferni krve (PBMC; 3,5x10' bunék/jamku od kaZdé opice) od
dvou opic se preéistily pomoci lymfocytédrniho separacniho
media (LSM) a smisily se s 2 pg/ml fytohemaglutininu (PHA).
Buiiky se stimulovaly 3 dny a potom se pulsovaly
radioaktivnim &inidlem po dobu 16 hodin a odebraly se.
L104EA29YIg inhiboval proliferaci opicich T-lymfocytl lépe
neZ CTLA4Ig.




Tabulka 1:
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Tabulka uvadi rovnovaZné a zFetelné kinetické konstanty

(hodnoty Jjsou priméry

pokusti:

imobilizovany Analyt

standardni odchylky ze t¥i rhznych

Fon (x 10%) ko (x 10%) Ka
Protein M's? s nM

CD80lg CTLA4Ig 3445029 2214018 6.51+£1.08
CD80lg L104EIg 3.02+005 1.35+008 4.47+0.36
CD80Ig L104EA29YTg 2.96+£020 1.08+005 3.66%0.41
CD80lg CTLA4X c1208 120+1.0 23010 195 £ 25
CD80lg L104EA29YXcips 83%026  71%5 85.0%2.5
CD86lg CTLA4Ig 595£057 816052 13.9£227
CDS86lg L104EIg 703+£022 426+011 6.06%0.05
CDB86lg L104EA29YTg 6.42+040 206003 3.21+023
CD86lg CTLA4Xc1208 16505  840+£55  511%17
CD86lg L104BA29YXcis  11.4%16 300210  267+29
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Tabulka II
Efekt mutagenese CTLA4Ig v uvedenych mistech na vazbu
CD86Ig, jak byl urcen SPR, jak je popséno vySe. Prevladajici

efekt je oznacen +

Misto mutagenese 7 Efekt mutagenese
Zadny zjevny Pomala asociace/ Redukovani vazba
efekt pomala disociace . ligandu

S25 + ' =

P26 +

G27
K28
A29 T

T30

E31

R33

K93 ¥

19 - +
MS7

Y98

P99
P100
P101
Y102
Y103 n
L1104
G105 ‘ +
1106
G107
Q111
Y113

I115

+{+

+

+ |+

+ |+ ]+

-+

+{+| ]|+

Jak bude odbornikim v oboru jasné, zahrnuje vyndlez i
jinéd neZ popsand provedeni a tato provedeni spadaiji do
rozsahu pfedkléddaného vynédlezu. Uvedend provedeni jsou proto

ilustrativni a nijak neomezuji rozsah vynélezu.
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Ptiklad 10

Nasledujici ptiklad uvadi charakterizaci virem
zprostfedkované inhibice smiSeného chimérismu a
allospecifické tolerance. Konkrétné tento p¥iklad ukazuje,
Ye LCMV infekce brani preZivéni allotransplantéatu po
CD28/CD40 kombinované blokadé.

My&i a virova infekce. Dosp&li samci BALB/c, B6, a C3H/HeJ
my3i sta¥i 6-8 tydnlt se zakoupily od Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). My3i se infikovaly 2 x 10° PFU LCMV Armstrong,
ktery se injikoval intra-peritonedlné& (i.p.) Zasobni viry se
kultivovaly a kvantifikovaly d¥five popsanym zpusobem (Ahmed
et al., J. Exp. Med., 160:521 (1984)).

KoZni transplantaty. KoZni transplantaty plné tloustky (1
cm?) se transplantovaly na zadni &ast hrudniku my$i a
zajistily se Band-Aid (Johnson & Johnson, Arlington, TX) na
dobu 7 dnti. P¥eZivéani transplantdtu se sledovalo denné
vizudln&. Rejekce se definovala jako kompletni ztrata Zive
epidermalni tké&n& transplantdtu. Statisticka analyza se

provedla za pouZiti Mann-Whitney U testu.

Pfiprava kostni d¥en& a léCebné protokoly: P¥ijemci kozZnich
transplantatt se 1é&ili 500 g kfe&ci anti-my$i CDAOL Ab
(MR1) a lidského CTLA4-Ig podanych i.p. v den transplantace
(den 0) a postopera&ni dny 2, 4 a 6. CD4- a CD8-depletované
experimentalni skupiny dostaly 100 g krysi anti-my3i CD4
(GK1.5) nebo krysi anti-my%i CD8 (TIB105) i.p. ve dny -3,
-2, -1, a jednou tydn& do odbéru. My3i léCené busulfanem
(Busulfex; Orphan Medical, Minnetonka, MN) dostaly 600 g

v den 5 po operaci. Kostni dfefl se aspirovala z tibii,
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femura a humerd a erytrocyty se lyzovaly za pouZiti
Tris-pufrovaného roztoku chloridu amonného. Bunky se
resuspendovaly v salinickém roztoku a injikovaly se
intra-venosnd (i.v.) v koncentraci 2 x 10’ bunék/davku ve dny

0 a 6 po operaci.

CFSE zna&eni a adoptivni p¥enosy. Znadeni naivnich nebo
imunnich B6 T-lymfocytt a adoptivni transfer do ozafenych
BALB/c my3i se provedli zpisobem popsanym dfive (Williams et
al., J. Immunol., 165:6849 (2000)). Ziskané splenocyty se

analyzovaly pritokovou cytometrii.

Intraceluldrni IFN-y test. Intraceluldrni exprese IFN-Yy

v odpovédi na restimulaci LCMV peptidy se analyzovala
zplisobem popsanym dfive (Murali-Krishna et al., Immunity
‘8:177 (1998)). V pripad® oza¥fenych p¥ijemch bunék znaCenych
CFSE se ziskané splenocyty inkubovaly po dobu 5 hodin s
LCMV-infikovanymi nebo neinfikovanymi MC57 fibroblasty za
pritomnosti brefeldinu A (GolgiPlug; BD PharMingen, San

Diego, CA). V GVHD testu se peptid-specifickd produkce IFN-y
hodnotila restimulaci neinfikovanych IC21 makrofagl

pulsovanych vhodnym LCMV peptidem v davce 0,1 pg/ml. Po
barveni povrchtl se buiiky permeabilizovaly a barvily se na
expresi IFN-y za pouZiti Cytofix/Cytoperm kitu (BD
PharMingen) podle néavodu vyrobce.

IFN-y ELISPOT testy. Odpovédi allospecifickych T-lymfocytl
se méFily za pouZiti IFN-y ELISPOT testu. Trojnasobnd Fedéni
splenocyttl od pfijemct (H-2* nebo H-2°) se stimulovaly pfes
noc 5x10° oza¥enych splenocytod darce (H-2% na Jamku

v plotnédch s ester-celulosovym dnem (Millipore, Bedford,

MA), které byly predem potaZeny IFN-y zachytnou BAb. Pro
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méfeni LCMV-specifickych reakci se splenocyty restimulovaly
pfes noc infikovanymi L929 (H-2%) nebo MCS7 (H-2P) bunkami.
Plotny se potéhly a vyvijely se zplsoben popsanym dfive
(Williams et al., J. Imunol. 165:6849 (2000)).

Bun&&né pripravky a prutokova cytometrie; P¥ipravily se
tetramery MHC t¥idy I a skladaly se s ,mikroglobulinem a
vhodnym peptidem zplsobem popsanym dfive (Murali-Krishna et
al., Immunity 8:177 (1998)). Analyzy splenocytld od ozafenych
pfijemct T-lymfocytd znalenych CFSE se provedly za pouZiti
Ab konjugovanych s fluorochromem (krysi IgGZa PE, krysi
IgG2b PE, anti-CD4 PE, anti-CD8 PE; BD PharMingen) a APC

zna&enych tetramert. Pro intracelulédrni barveni se bunky

znadily anti-CD8 PE a krysim IgG2b APC nebo anti-IFN~-y APC
(BD PharMingen). Periferni krev se analyzovala barvenim Ab
konjugovanych na fluorochrom (krysi IgGZa APC, anti-CD4 APC,
my3i IgG2a FITC, anti-H-2K® FITC, mySi IgGl FITC, anti-V5
FITC, krysi IgG2b FITC, anti-V1l FITC; BD PharMingen), a
potom se provedla lyza erytrocytid a promyti kitem pro lyzu
plné krve (R&D Systems, Minneapolis, MN). Sleziné
dendritické buiiky se koncentrovaly na Optiprep koloné
(Nyconied, Oslo, Norway) zpusobem popsanym dfive (Ruedl et
al., Eur. J Imunol. 26:1801(1996)) a analyzovaly se za
pouZiti Ab konjugovanych na fluorochrom (ham IgG PE,
anti-CDllc PE, ham IgM FITC, anti-CD40 FITC, anti-CD54 FITC,
krysi IgG2a FITC, anti-CD80 FITC, anti-CD86 FITC, mySi IgG2Za
FLTC, anti H-2K* FITC, anti-I-A® FITC; BD PharMingen) .
Pritokova cytometrie se provedla za pouZiti FACSCaliber,

s odbé&rem dat pro CFSE fluorescenci na FLI (FITC) kanédlu.
Data se analyzovala za pouZiti CellQuest softwaru (BD

Biosciences, Braintree, MA)}.

Bun&®né linie. Fibrosarkomova buné&né linie MC57 (H-2**) a
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jaterni bun&fné linie L929 (H-2¥) se kultivovaly a
pasédZovaly v RPMI 1640 doplnéném 10% FBS, antibiotiky a
2-ME.

Vysledky

Akutni LCMV infekce naruduje dlouhodobé preZivani
allotransplantatu indukované blokédou CD28/CD40

T-lymfocytdrni kostimulacdni drahou.

Nedavné dakazy naznalovaly, Ze nékteré virové infekce
(nap¥., LCMV a PV) inhibuji dlouhodobé pfeZivani koZnich
allotransplantédtd indukované blokddou CD40 drahy a podénim
splenocyt® od dérce (Welsh et al., J. Virol. 74:2210
(2000) ). Bylo hodnoceno zda akutni LCMV infekce mlZe
alterovat dobu pfeZivani koZnich transplantéatld pri
simulténni bloké&dé CD28 a CD40 T-lymfocytérnich
kostimula&nich drah. C3H/Hed my3im se aplikovaly Balb/c
koZni allotransplantaty spolecné& s CTLA4-Ig a anti-CD40L ve
dny 0, 2, 4 a 6 po transplantaci. Median doby pfeZivani
(MST) byl > 80 dn@i (n = 5). C3H/HeJ my3i, kterym se
aplikovaly BALB/c koZni allotransplantaty a blokéada
kostimulace, p¥eZivaly >80 dni (Obr. 29). Naopak, myS3i,
které mély stejné procedury a lécbu, soucasné
s konkomitantni infekci 2x10° - LCMV Armstrong v nebo okolo
dnu transplantace, rychle odmitly transplantaty (MST = 20
dnt; Obr. 29). Pro urceni relativniho p¥ispéni kaZdé
subpopulace T-lymfocytll k rejekci koinichvallotransplantétﬁ
resistentni na blokéddu kostimulace po akutni LCMV infekci se
CD4+ a CD8+ T-lymfocyty depletovaly in vivo za pouZiti GK1.5
a TIB105 Ab, v ptisluSném pofadi. Jak je uvedeno na obr. 29,
deplece CD4+ T-lymfocytlh neméni schopnost C3H/HeJ my3i
odmitat BALB/c koZni transplantaty po infekci LCMV (MST = 18
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dnt) . Deplece CD8+ T—lymfoéytﬁ vede k mirnému oddéleni
rejekce koZnich transplantdtl (MST=26 dna). Deplece obou
podskupin soulasné vedla k dlouhodobému pfeZivani
allotransplantattt (MST> 60 dnll) (Obr. 29), coZ naznaluije, Ze
deplece byly ufinné a Ze virus neni pf¥imo 3kodlivy pro

allotransplantéaty.

Tyto vysledky demonstruji, Ze LCMV indukuje akcelerovanou
rejekci transplantdtu pfi kombinované blokadé CD28 a CD40
T-lymfocytédrnich kostimula&nich drah. Vysledky také ukazuji,
Ze CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty jsou dostatelné pro
zprost¥edkovani rejekce koZnich transplantatd indukované
LCMV infekci.

Akutni LCMV infekce naruduje vznik Castecdného _
hematopoetického chimérismu, deleci alloreaktivnich

T-lymfocytd a indukci tolerance specifické pro darce.

Zjis8tovalo se, zda m& LCMV infekce stejny efekt v modelu
indukce robustni tolerance, konkrétné to, zda akutni LCMV
infekce mliZe narusit blokadou kostimulace-zprostfedkovanou
indukci smiSeného hematopoetického chimérismu a tolerance
specifické pro dérce. Podéni kostni dfené od darce
nadsledované podanim toxinu selektivniho pro kmenové builky,
busulfanu, spolelné s blokddou CD40/CD28 kostimulacnich
drah, vedlo k vysokym hladinadm chimérismu, deleci _
donor-reaktivnich T-lymfocytl a trvalé donor-specifické
tolerance (Adams et al., J. Immunol. 167:1103 (2001)).

Jak je vidét na obr. 30A, 5/5 B6 my3i, které dostaly
BALB/c koZni transplantdt a kostni d¥efi, stejné jako
busulfan a blokaddu ko-stimulace, mélo vice neZ 200-denni

pfeZivani koZniho transplantdtu u 100% testovanych my3i.
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Naopak, 5/5 my$8i, které mély stejnou lécbu konkomitantné

s akutni LCMV infekci, odmitlo rychle transplantaty (MST =
14 dnl). Tyto vysledky jsou ziskané ze tfi samostatnych
pokusti. Stejné& jako ve dfivéjSim modelu predeplece CD8+
T-lymfocyth prokézala, Ze CD4+ T-lymfocyty mohou
zprost¥edkovat rejekce, ackoliv o néco pomalejsSim zpisobem.
Po depleci nebyly Zadné CD8+ T-lymfocyty detekovatelné

v periferni krvi, a simulténni deplece obou subpopulaci
b&hem infekce vedla k trvalému preZivani 3tépu, coi

naznauje, Ze deplece byla G&inna.

Podle vy3e uvedeného postupu se u neinfikovanych my3i
vyvinul vyznamny hematopoeticky chimérismus (obr. 30B). V
den 125 bylo vice neZ 60% leukocytl periferni krve u vSech
my3i H-2K* (n = 5). Chimérismus byl pozorovan ve v3ech
testovanych liniich, v&etné& CD4+, CD8+, B220+, CDllb+ a
GR-1+ bufikach. |

Naopak, u my3i se stejnou léCbou soulasné s LCMV v dobé
transplantace se nikdy nevyvinul detekovatelny dlouhodoby
chimérismus. Predeplece CD8+ T-lymfocytl (obr. 30B) neménila

schopnost infekce ru3it vznik chimérismu.

Donor-specifickd tolerance po transplantaci kostni dEfene
a blokad& kostimulace je zplsobena alespon Castecné delecl
alloreaktivnich T-lymfocytl {(Wekerle et al., J. Exp. Med.
187:2037 (1998), Durham et at, J. Immunol. 165:1'(2000). Pro
stanoveni toho, zda LCMV-indukovana rejekce koZnich

transplantat® byla asociovand s naruSenou periferni deleci
T-lymfocyth reaktivnich s dércem se srovnavalo vyuziti Vp1l

a VB5.1/2 CD4+ T—lymfocyty od B6 pfijemcl v neinfikované
skupin& (kterd akceptovala jak kostni dfefn, tak koZni

transplantaty) a v infikované skupiné (kterd odmitla kostni
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dfefi a koZni transplantéty). BALB/c my3i deletuji VB11l a
VB5-nesouci T-lymfocyty v thymu v disledku jejich vysoké
afinity pro endogenni retrovirové superantigeny (virus
my3ich mamdrnich tumord (MMTV)) presentované I-E molekulami
MHC t¥idy II. B6 my3i neexprimuji neexprimuji I-E a proto
vyuZivaji VB11l na 5-7% CD4+ T-lymfocytd a VB5.1 na 3-5%
CD4+ T-lymfocytli. V tomto pokusu vykazovaly'neinfikované

- my8i lécené po transplantaci kGZe blokédou kostimulace,
kostni dfeni a busulfanem sniZené procento VB11-CD4+ a
VB5-CD4+ T-lymfocytl v periferni krvi v den 28 po
transplantaci. V den 60 po transplantaci byla exprese téchto
buné&&nych populaci témé&¥ nedetekovatelnd v periferni krvi,
kde tvoFily témé&F stejné procento celkové CD4+ populace jako
u BALB/c my3i. Naopak, my3i, kterym bylo podéno 2 x 10°PFU
LCMV Armstrong v dobé transplantace nedeletovaly‘VBS—CD4+ a
VB11-CD4+ T-lymfocyty v Zadnou dobu po transplantaci (Obr.
30, C a D). Chybé&ni delece téchto buné&énych populaci
prob&hlo bez ohledu na pfitomnost CD8+ T-lymfocytd. Toto
koreluje s d¥ivé&jdim pozorovéanim, Ze LCMV-indukuje inhibici
periferni delece alloreaktivnich T-lymfocytd po naruSeni
CD40/CD40L drahy (Turgeon et al., J. Surg. Res. 93:63
(2000)) .

Tyto vysledky ukazuji na ulohu LCMV v prekonéani
tolerizadnich efektl kombinované blokady kostimulace a
podani kostni d¥ené&. Data ukazuji, Ze je p¥itomna rychla
rejekce koZnich a hematopoetickych allotransplantatd po
akutni infekci, coZ bréani indukci tolerance specifické pro
darce. Dale, za pouZiti stejné 1lécby byly provedeny
heterotopni allotransplantace srdce za pouZiti stejnych
podminek, a opét LCMV inhibovala indukci tolerance

specifické pro darce. Tento efekt nemlZie byt pFfisouzen CD8+
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nebo CD4+ T-lymfocytlm samotnym, protoZe obé& subpopulace se
zdaji byt schopny indukovat rychlou CD40/CD28-independentni
rejekci transplantédtu po akutni infekci. Podle pfeZivani
transplantdtu nejsou u infikovanych my3i deletovéany
T-lymfocyty, zatimco u neinfikovanych my8i tolerizalni reZim
deletuje subpopulaci T-lymfocytl reaktivni s MMTV

superantigenem bé&hem 60 dnt.
LCMV infekce nenaruduje jiZ vzniklou toleranci

Je nepravd&podobné, Ze by oddédlenéd infekce LCMV mohla
indukovat rejekci transplantatd ktZe nebo kostni dfené u
tolerantnich chimérickych my$i. Pro testovani této hypotézy
byly my3i infikovany LCMV 4-5 tydnl po transplantaci a
indukci tolerance. 5/5 my8i bylo vice neZ z 20% chimérickych
v periferni krvi v dobé& infekce. Po infekci se sledovalo
preZivani koZnich transplantatd a vyvoj chimérismu. Jak Jje
vid&t na obr. 31, A a B, koZni transplantaty na my3ich
oddalend& infikovanych LCMV pfeZivaly trvale a hematopoeticky
chimérismus se vyvijel normdlné, ve srovnani

s neinfikovanymi kontrolami.

LCMV infekce miZe generovat T-lymfocytédrni reakci, ktera
je zk¥iZen& reaktivni s alloantigenem na drovni TCR, a tato
reakce je zésadni pro rejekci transplantatu indukovanbu
LCMV. Na zaklad® p¥edchozich vysledkl ukazujicich deleci
T-lymfocytlh reaktivnich s darcem a nemoZnost detekovat
jejich pfitomnost u chimérickych tolerantnich my3i (Wekerle
et al., J. Exp. Med.. 187:203 7 (1998); Durham et al., J.
Immunol., 165:1(2000)) je moZné pfedpokladat, Ze
alloreaktivni T-lymfocyty, které také rozpoznavaji LCMV
epitop, budou v den 28 deletovény nebo inaktivovany. Proto

je mo¥né pfedpokladat zménu repertodru T-lymfocytl
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dostupnych pro reakci na LCMV‘u tolerantnich mySi. Pto
testovani této moZnosti se u tolerantnich my3i analyzovaly
LCMV-specifické imunitni reakce. Selektivni naruSeni
T-lymfocytédrni reakce na jakykoliv konkrétni epitop bylo

v souladu s TCR zkf¥iZenou-reaktivitou.

B6 my3i se aplikovaly BALB/c koZni transplantaty a kostni
d¥eni, spolelné s blokéddou ko-stimulace a busulfanem.
Kontrolnim my3im se aplikoval stejny reZim, ale se syngenni
kostni dfeni a koZnimi transplantéty. V den 28 po
transplantaci se my3i infikovaly LCMV. O 8 dnd pozdé&ji se
ziskaly splenocyty, ty se restimulovaly po dobu 5 hodin LCMV
peptidy za p¥itomnosti brefeldinu A a barvily se na

intraceluldrni expresi IFN-y. Testovanymi peptidy byly
nukleoprotein (NP)396—404, gp33—41, gp276—286, NP205-214 a
t¥idou II restrihovany peptid gp61-80. VSechny testované
epitopy generovaly velké mnoZstvi Ag-specifickych
T-lymfocytld ve sleziné v den 8 po infekci u zvifat se
syngennimi transplantaty kiZe a kostni d¥ené. U my3i

s allogennimi transplantaty byl po&et antivirovych
T-lymfocytl ve sleziné& 8 den po infekci o néco niZ3i pro
viechny testované epitopy (1,5- aZ 2-krat), patrné

v d@sledku migrace APC neexprimujicich H-2°. Nicméné&, nebyla
detekovéna Zadna vyznamnd delece jakehokoliv konkrétniho
epitopu, ani Za&dna zjevnad zména Vv hierarchii epitopti mezi
zvitaty se syngennimi transplantéty a zvifaty s allogenimi
transplantaty (viz obr. 32). Tyto vysledky naznacuji, Ze je
p¥itomno mirné sniZeni antivirové reakce po indukci
smiSeného chimérismu, ale neukazuji na TCR zkZiZenou

reaktivitu Zadného specifického epitopu s alloantigenem.

LCMV~specifické T-lymfocyty se ned&li v reakci na

alloantigen.
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Pro primé vyfeSeni otézky, zda jsou LCMV-specifické CD8
T-lymfocyty také alloreaktivni se pouZil dfive popsany model
GVHD (Wells et al., J. Clin. Invest. 100:3173 (1997)).
T-lymfocyty od LCMV-imunnich B6 mySi (>30 dnd po infekci) se
znaCily fluorescentnim barvivem CFSE (Molecular Probes,
Eugene, OR) a injikovaly se i.v. do ozafenych (1800 rad)
allogennich BALB/c my3i. V tomto modelu ztraceni allogenni
T-lymfocyty reagujici na Ag s kaZdym dé€lenim fluorescenci,
coZ umoZiiuje kvantifikaci a analyzu rychle se délicich
alloreaktivnich bunék prutokovou cytometrii. Za pouZiti
LCMV-imunich my8i jako darci jsme hodnotili to, zda se
LCMV~reaktivni T-lymfocyty také déli v reakci na
alloantigen, za pouZiti p¥imého barveni D°/NP396-404,
D°/gp33-41, a K°/gp34-43 MHC tetramert t¥idy I. Splenocyty se
odebraly 72 hodin po transferu, barvily se anti-CD8 Ab a

tetramery a analyzovaly se prutokovou cytometrii.

CD8-T-lymfocyty od naivnich a imunich my3i se vyznamné
d&lily v reakci na alloantigen, a velky pocet bunék z obou
skupin dosahl alespoili 8 d&leni. Naopak, CD8+ T-lymfocyty od
kaZdé skupiny injikované do oza¥enych syngennich p¥ijemch se
ned&lily vice neZ 3-krat. Proto se t¥idily nedélené a
maximalné dé&lené (4-8 déleni) CD8+ T-lymfocyty a analyzovala
se vazba tetrameru v kaZdé populaci (obr. 33).
LCMV-specifické CD8 T-lymfocyty byly snadno detekovatelné
v ned&lené populaci u pfijemctt LCMV-imunich T-lymfocytl pro
kaZzdy testovany tetramer. Nicméné, Zadné detekovatelné
barveni vy%3i neZ pozadi nebylo detekovédno pro jakykoliv
tetramer v maxima&lné délené populaci (obr. 33). Vysledky
jsou shrnuty v tabulce III. Pro kontrolu toho, Ze nemoZnost
detekce tetrameru nebyyla pouze disledkem TCR down-modulace

ve vysece se délicich bunikach exprese TCR stanovila
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barvenim. SniZend exprese TCR v d&licich se buifikdch nebyla
v tomto testu detekovéna. Dale, v pfedchozich studiich se
zjistilo, Ze proliferace LCMV specifickych CD8 T-lymfocytd
v lymfopenickych hostitelich nevykazuije sniZenou vazbu na
MHC tetramery (Murali-Krishna et al., J. Immunol., 165:1733
(2000)) .

ACkoliv tento pokus vyluduje t#i zdkladni epitopy jako
kandidaty pro alloreaktivitu, urdilo se to, zda miZe byt u
bunék od immunich my8i detekovéna zk¥iZend reaktivita po
restimulaci celymi LCMV a specifickymi LCMV peptidy in
vitro. Pro dosaZeni tohoto cile‘se my31 splenocyty odebraly
od BALB/c my3i v den 3 zplsobem popsanym vySe, tyto bunky se
restimulovaly po dobu 5 hodin infikovanymi nebo
neinfikovanymi buiikami MC57 a brefeldinem A,
permeabilizovaly se a barvily se na intracelularni expresi
IFN-y a analyzovaly se pratokovou cytometrii. Jak je patrné
z obr. 34, Zadné exprese IFNy vy38i neZ pozadi nebyla
detekovana v ned&€licich se CD8 T-lymfocytech stimulovanych
infikovanymi MCS57 bufikami. Reakce na &tyfi LCMV epitopy byly'
potom analyzovany stejnym zplsobem. V t&chto pokusech se
misto stimulace infikovanymi bufikami ziskané splenocyty
restimulovaly MC57 buiikami pulsovanymi LCMV peptidy
(NP396—404, gp33—41,9gp276-286, NP205-214). Zadny z t&chto
peptidd neindukoval produkci IFNy vy33i neZ pozadi u
délicich se, alloreaktivnich CD8 T-lymfocyt®i. Naopak, LCMV
specifické CD8 T-lymfocyty byly snadno detekovatelné

v ned€lici se populaci po restimulaci t&mito peptidy. Jednou

z prekaZek v tomto pokusu je vysokd zadkladni produkce IFNy
ve znacné se délicich se buiikdch, pravd&podobné& vznikla
v disledku cyklovani a nizké hladiny stimulace t&chto bun&k

bé&hem inkubace s brefeldinem A.
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Tabulka 3: LCMV-specifické T-lymfocyty se nedé€li v reakci na

alloantigen
Tetramer LCmJVinnnuﬂdéKn.
0-1 div. 4-8 div.
D®/NP396-404 1.83+£.046%  .13+.074%
DY/GP33-41 1.59+.088%  .15+.135%
K*/GP34-43 173 % .250% 26 %.094%

2x107 CFSE znacenych T-lymfocytl od LCMV imunich (>30 dnti po
infekci) B6 my3i se injekéné i.v. podalo ozé&¥enym (1800 rad)
Balb/c my3im. Sp!enocyty od té&chto my3i se odebiraly o 72
hodin pozdé&ji a analyzovaly se trojbarevnou pritokovou
cytometrii na expresi CD8, CFSE fluorescenci a wvazbu na MHC
tetramer. Cisla ukazuji procento CD8+ T-lymfocytl

v uvedenych délicich se populacich, které vaZe MHC tetramer.
Uvedené chyby pfedstavuji standardnich odchylky od prtméru
(n=3).

LCMV usnadiiuje CD28/CD40-nezavislou tvorbu alloreaktivnich

bunék produkujicich IFNy

Pro lep&i charakterizovédni allogenni a antivirové

T-lymfocytdrni reakce po LCMV infekci se splenocyty

monitorovaly na svou schopnost produkovat IFNy po
restimulaci in vitro za pouZiti ELISPOT testu. V tomto

pokusu se u C3H/HeJ my3i s BALB/c koZnimi transplantaty
tvofilo ve sleziné 3—4x10° allospecifickych T-lymfocytl v den
8 po transplantaci a tento polet bunék mirné& poklesl v den
15. Aplikace blokady kostimulace zcela zru$ila allogenni
reakci v téchto ¢asech. U my$i s aplikovanymi koZnimi
transplantadty a blokédou kostimulace soulasné s akutni

infekci LCMV se tvo¥ilo malé mnoZstvi (9x10* allospecifickych
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bunék ve sleziné v den 8. V den 15 pfekonaly tyto mysi
imunosupresivni G&inek blok&dy kostimulace a generovaly
alloreakci srovnatelnou s neoSetfenymi kontrolami (2,5x10%).
Jak bylo popséno dfive, vede akutni LCMV infekce za absence

koZnich transplantatd ke generovadni néjakych

allospecifickych bunék produkujicich IFNy v den 8 (3x10°%).
V den 15 se tento efekt znatelnd sniZil na 4x10! bunék

produkujicich IFNy na slezinu (Obr. 35).

Pro mé¥eni LCMV-specifické reakce se splenocyty z kaZdé
skupiny inkubovaly s infikovanymi L929 bufikami p¥es noc na
ELISPOT plotné. Jak se pfedpokléddalo, infekce LCMV samotné
indukovala silnou antivirovou reakci, generujici ve slezing
1,2x107 T-lymfocytd produkujicich IFNy, zatimco my3i, kterym
byla aplikovéna kombinace blokéddy a BALB/c koZnich
transplantatd produkovaly sice vyznamnou reakci, ale tato
reakce byla 3xkrat niZ3i v poltu LCMV-specifickych buné&k ve
sleziné& (4x10° . V den 15 vykazovaly sleziny od
LCMV~infikovanych mySi 3- aZ 4-ndsobné sniZeni poctu
LCMV-specifickych buné&k. U my3i s kombinovanou blokéddou byl

pokles o néco vét3i (obr. 35).

Pro generovani toho, zda vznikd u my3i infikovanych LCMV
pamét na alloantigen se B6 my3i infikovaly a poclet |
allospecifickych bunék ve sleziné se kvantifikoval v dobé&
vrcholu infekce (den 8) a po vzniku imunitni pamé&ti (30 dnt
po infekci) za pouZiti IFN-y ELISPOT. LCMV-infikované my3i
generovaly allospecifické T-lymfocyty (7,29x10° 1,78x10% n
= 3) v dobé& vrcholu infekce, ale v den 30 po infekci poclet
téchto bunék ve sleziné poklesl 50- aZ 100-krat (1x10* + 9,9
x10%, n=3). Naopak, polet T-lymfocytd specifickych pro
nékolik znédmych imunodominantnich a subdominantniéh LCMV
epitopll (NP396-404, gp33—41, gp276—286, NP205-214) poklesl
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ve sleziné za stejnou dobu 10- a2 12-nasobné& (1,52x10" 1,13
x10° aZ 1,40x10¢ 1,38x10°% n=3 pro ob& skupiny). Tato urovei
LCMV paméti je podobn& jako v p¥edchozich zpravach
(Murali-Krishna et al., Immunity 8:177 (1998)).

Tyto vysledky demonstruji, Ze LCMV infekce stimuluje
aktivaci alespofl subpopulace allogennich T-lymfocyth
CD40/CD28-independentnimi mechanismy, které p¥ekonavaji
imunosupresivni efekty blokaddy kostimulace a vedou k Gasné
rejekci transplantatu. Podle vysledkl CFSE a ELISPOT je
pravdépodobné, Ze frekvence virus-specifickych T-lymfocyth

majicich také TCR specificitu k alloantigenu je nizka.

LCMV infekce indukuje CD28/CD40-independentni maturaci

dendritickych bunék ve sleziné

Zkoumaly se dal3i moZné mechanismy, kterymi miZe LCMV
infekce ruSit toleranci k transplantédtu a stimulovat
aktivaci alloreaktivnich T-lymfocytti. DFiv&jsi pokusy
studujici deleci V subpopulaci zjistily, Ze za pFitomnosti
LCMV infekce nejsou CTLA4-Ig a anti-CD40L schopné iniciovat
deleci alloreaktivnich T-lymfocyti. LCMV infekce mfiZe byt
schopna ovliviiovat indukci a/nebo aktivaci kostimula&nich
drah pro T-lymfocyty prostfednictvim APC. Dale, LCMV maZe
indukovat expresi molekul nebo faktorh ovliviujicich
pfeZivani, které brani deleci alloreaktivnich T-lymfocytd.
Pro testovéni této hypotézy se analyzovaly efekty LCMV
infekce na expresi kostimuladnich molekul a MHC v CDllc*

dendritickych buiikach sleziny.

MySim se aplikovaly BALB/c koZni transplantaty a kostni
dfefi, blokédda ko-stimulace a busulfan. Jedna skupina se

infikovala LCMV Armstrong v den 0, zatimco dal3i se
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neinfikovala. Splenocyty se odebraly v den 6 a separovaly se
podle bunécné density na Optiprep kolon& (Nycomed) zpusobem
popsanym d¥ive (Ruedl et al., Eur. J. Immunol. 26:1801
(1996)) . Frakce s nizkou hustotou, bohatd na dendritické
buriky, se odebrala a barvila se na CDllc expresi, spoledné&

s barvenim na MHC t¥idy I a II, ICAM-1, CD40, CD80 a CD86.
Po analyze prutokovou cytometrii se analyzovala exprese
téchto molekul na CDllc' butikdch. Jak je patrné z obr. 36,
vedla infekce LCMV ke zvySené expresi v3ech téchto molekul,
bez ohledu na pfitomnost blokaddy kostimulace. Tak indukuje
LCMV infekce vy33i aktivaci dendritickych bunék. Nep¥iznivé
efekty LCMV infekce na indukci tolerance mohou byt zplsobeny
vy381 schopnosti APC stimulovat a aktivovat alloreaktivni

T-lymfocyty.

Tento pfiklad ukazuje, Ze LCMV infekce zplsobuje rychlou
rejekci allotransplantdtu po kombinované terapii CTLA4-Ig a
anti-CD40L. Tento efekt miZe byt rozZifen na model indukce
robustni tolerance, protoZe LCMV infekce naru3uje jak trvalé
pfeZivani koZniho allotransplantidtu, tak smiSeny
hematopoeticky chimérismus po podéni kostni d¥ené& od darce,
busulfanu, CTLA-Ig a anti-CD40L. Acdkoliv je tento efekt o
néco pomalejSi v absenci CD8 T-lymfocytl, probihi bez
detekovatelné exprese CD8 v krvi a deplece CD4 T-lymfocyti
m& maly nebo Zadny vliv na p¥eZivani it&pu. Rejekce
allotransplantatu indukovand LCMV koreluje se selhédnim
delece CD4 T-lymfocytl reaktivnich s darcem, jak je mé&¥eno
podle sledovani subpopulace T-lymfocytd reaktivnich se
superantigenem V. Infekce musi prob&hnout v bé&hem nebo
blizko transplantace, protoZe opoZdé&ni infekce o 3-4 tydny
nemad Zadny vliv na pfeZivani transplantédtu nebo indukci
smiSeného chimérismu. Tyto pokusy potvrzuji d¥iv&j3i prace

ukazujici na LCMV-zprost¥fedkované naru3eni pfeZivani koZnich
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transplantatl po podani darcovskych splenocyt® a anti-CD40L
'(Welsh et al., J. Virol., 74:22 10 (2000)), a roz3iruiji je o
zjisténi, Ze LCMV-indukovana rejekce transplantatu neni
zprostfedkovand CD40-independentni up-regulaci B7.1 nebo
B7.2. Jednou z obav doprovazejicich pouZiti strategii
indukce tolerance je moZnost indukce tolerance k soulasné
virové infekci. Je velmi zajimavé, Ze imunitni reakce na
LCMV se nestanou tolerantnimi po pouZiti reZimu spoéivajicim
v blokadé kostimulace a toto je v souladu s dfivéjdimi
pozorovanimi, Ze LCMV T-lymfocytdrni reakce jsou zna&né&
nezavislé na CD28 a CD40 (Whitmire et al., J. Virol. 70:8375
(1996) ; Andreasen et al., J. Immunol., 164:3689 (2000);
Shahinian et al., Science 261:609 (1993)).

Jednim moZnym vysvétlenim Zkodlivych U&inkd LCMV infekce
na pfrezivani transplantdtl je pritomnost zk¥iZené reaktivity
k alloantigenu na uUrovni TCR/MHC rozpoznavani b&hem
antivirové reakce (Welsh et al., J. Virol., 74:2210 (2000)).
V tomto scénafi antivitové reakce zahrnuji také n&které
buriky, které jsou specifické pro alloantigen. Na podporu
této hypotézy bylo prokdzano, Ze LCMV indukuje
H-2%specifické CD8 T-lymfocyty v dob& vrcholu T-lymfocytarni
reakce (Yang et al., J. Immunol, 136:1186 (1986) ). AcCkoliv
vySe uvedeny priklad poskytuje podobné vysledky, existuje
malo dikazd pro vyznamnou zk¥iZenou reaktivitu
LCMV-specifickych CD8 T-lymfocytl generovanych in vivo s H-2¢
alloantigenem. OpoZd&na primarni infekce (4 tydny po
transplantaci) vyvolava antivirovou reakci s nezménénou
hierarchii epitopli, alkoliv po&et aktivovanych CDS8
T-lymfocytd je celkové o n&co niZ%i. Dale, za pouZiti
citlivého single cell testu vyuZivajiciho intracelulérniho
barveni na cytokiny a MHC tetramery nebylo d&leni

LCMV~imunich CD8 T-lymfocytd v reakci na alloantigen
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detekovano. Nicméné, jak bylo popséno d¥ive, LCMV primérni
infekce negeneruje alloreaktivni bufiky. Pod&et té&chto bundk
vyznamné klesd v den 15 po infekci a jsou st&Zi
detekovatelné u LCMV-imunnich my3i (>30 dnli po infekci).
Tyto pokusy naznacuji, Ze frekvence LCMV-specifickych CD8
T-lymfocytl, které jsou zk¥iZené& reaktivni s alloantigenem,
je nizka a Ze mohou byt p¥itomny zkfiﬁené reaktivni CD4

T-lymfocyty.

Primédrni mechanismus, kterym jsouvalloreaktivni
T-lymfocyty aktivovany b&hem LCMV infekce, zlstdva neznamy.
V poslednich letech pokusy ukédzaly, Ze velkd vé&t3ina
aktivovanych CD8 T-lymfocytd generovanych b&hem antivirowvé
reakce jsou Ag-specifické (Murali-Krishna et al., Immunity
8:177 (1998); Butz et al., Immunity 8:167 (1998); Zarozinski
et al., J. Exp. Med. 185:1629 (1997)). Za dané vysoké
frekvence alloreaktivnich CD8 T~lymfocyt® u naivnich my3i
miZe existovat vyznamnéd zk¥iZend reaktivita na trovni
TCR/MHC interakce. Nebyli jsme v3ak schopni detekovat
vyznamné hladiny allospecifické aktivace CFSE znadenych LCMV
specifickych CD8 T-lymfocytd po injekci ozé&¥enym BALB/c
darchm. Dale, LCMV-indukované alloreaktivni buifiky se
nechovaji jako jiné virus-specifické populace, protoZe maji
pfehnanou death fézi po vrcholu reakce. Jak CD4, tak CD8
T-lymfocytarni subpopulace samotné jsou schopné zabréanit
indukci tolerance a vzniku smiSeného chimérismu. Zajimavé
je, Ze naruSeni kostimuladénich drah b&hem LCMV infekce ma
maly vliv na CD8" T-lymfocytédrni reakce, ale blokuje tvorbu
CD4* antivirovych T-lymfocytt (Whitmire et al., J. Immunol.,
163:3194 (1999)). Nicméné&, CD4* T-lymfocyty jsou dostadujici
pro zprostfedkovani LCMV-indukované prevence indukce
tolerance k alloantigenu. Alkoliv zk¥iZenéd reaktivita

k alloantigenu na néjaké drovni patrné existuje, naznaduji
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tato data, Ze tato reaktivita je malo Casta b&hem LCMV
infekce. Je zajimavé, Ze LCMV reakce jsou u my3i

s aplikovanym reZimem indukce tolerance niZ$i. Toto miZe byt
zplisobeno nespecifickymi imunosupresivnimi efekty allogenni
kostni d¥ené a blokady kostimulace. Alternativné, vstup H-2d*
darcovskych APC do imunitniho systému miZe nafedit dostupny
Ag pro stimulovéni H-2"-restrihované reakce. Jsou nutné dal3i
pokusy pro hodnoceni dlouhodobych efektt indukce tolerance

na imunitni reakce k jinym patogentm.

Bez ohledu na rozsah, ve kterém jsou béhem primadrni LCMV
infekce generovany prostfednictvim TCR zk¥iZené reaktivity
alloreaktivni buniky, maji dal8i mechanismy vyznamnou roli
v LCMV-zprostfedkovaném prekonani CD28/CD40 drah. Nap¥iklad,
MCMV a VV oba generujl allogenni reakce béhem primédrni
infekce (Yang et al., J. Immunol., 142:1710 (1989)), i kdyZ
bylo zatim prokdzéno, Ze infekce témito viry nenéruéuje
pfeZivani transplantdtu (Welsh et al., J. Virol. 74:2210
(2000)). Bylo prokazéno, Ze primarni CD8' anti-LCMV reakce
samotnd je znadné nezavislad na CD28 a CD40 dradhéch (Whitmire
et al., J. Virol., 70:8375 (1996); Andreasen et al., J.
Immunol., 164:3689 (2000); Shahinian et al., Science 261:609
(1993)) .Zajimavé je, Ze nedéVny pokus prokézal, Ze

LCMV-specifické reakce, ale ne reakce namitrené proti VvV,

‘mohou byt ¥izeny parenchymovymi bufikami (Lenz et al., J.

Exp. Med. 192:1135 (2000)). Toto naznaluje, Ze LCMV, ale ne
VV, miZe sniZovat prdh nutny pro plnou aktivaci efektorovych
bunék. Jednou moZnosti je to, Ze LCMV spoudti specifické
vrozené imunitni mechanismy, které umoZiiuji obejiti téchto
drah p¥i generovani T-lymfocytdrni reakce. Dadle, anti-LCMV
reakce mohou dodéavat cytokiny a rustové faktory, které
napoméhaji generovéani CD40/CD28-independentni kostimuladnich

drah. Pro podporu této posledni uvedené moZnosti vyse
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uvedeny pfiklad ukazuje, Ze LCMV infekce zprost¥edkuje
CD28/CD40—independentni zvySeni exprese MHC a kostimuladnich
molekul na dendritickych bufikdch. Tak mGiZe infekce LCMV
usnadnovat aktivaci alloreaktivnich bunék v ptipadé blokady
kostimulace cestou zvy3eni exprese alternativnich ‘
kostimulaénich molekul na povrchu APC. V tomto modelu miiZe
byt potfeba kostimulace a aktivace dendritickych bundk
prostfednictvim CD28 nebo CD40 drah vyru3ena infekci LCMV.

Odbornikim v oboru bude jasné, Ze pfedkladany vynélez ma
i jin& provedeni, neZ jsou provedeni popsanad vy3e, kterad se
neodchyluji od mySlenky &i zakladnich charakteristik
pfedkladaného vynélezu. Konkrétni provedeni vynalezu popsana
vySe jsou proto pouze ilustrativni a nijak neomezuji rozsah
pfedkléadaného vynélezu, ktery je vymezen pouze pf¥ipojenymi

patentovymi néroky.
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Leu

Pro

20

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

100

Tyr

Ile

Asp’

Pro

Pro

180

Thr

Asn

Arg

val

Leu
5
Ser
Ala
Gly
Gln
Thr
85
val
Ile
Gly
Ser
Ser
165
Pro
Cys
Trp

Glu

Leu

Th

Met

Sexr

Lys

val

70

Phe

Asn

Cys

Asn

Asp

150

Pro

Lys

Val

Tyxr

Glu

230

His

Gln

Ala

Ser

Ala

55

Thr

Leu

Leu

Lys

Gly

135

Gln

Ala

Pro

val

Val

215

Gln

Gln

sekvence

Arg
Ser
Arg

40
Thr
Glu
Asp
Thr
Val
120
Thr

Glu

Pro

Val
200
Asp

Tyr

Asp

124

Thr Leu Leu

Met

25

Gly

Glu

Val

Asp

Ile

105

Glu

Gln

Pro

Glu

Asp

185

Asp

Gly

Asn

Trp

10

Ala

Ile

val

Cys

Ser

90

Gln

Leu

Ile

Lys

Leu

170

Thr

Val

val

Ser

Leu

Met
Ala
Arg
Ala

75
Ile
Gly
Met
Tyr
Ser
155
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr

235

Asn

Serxr

His

Ser

Val

. 60

Ala

Cys

Leu

Tyr

vVal

140

Ser

Gly

Met

val
220

Tyr

Gly

L104EIg

Leu
val
Phe

45
Thr
Thx
Thr
Arg
Pro
125
Ile
Asp
Gly
Ile
Glu
205
His
Arg

Lys

Val
Ala

30
Val
Val
Tyxr
Gly
Ala
110
Pro
Asp
Lys
Sexr
Ser
190
Asp
Asn
Val

Glu

Leu
15

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

S5

Met

Pro

Pro

Thr

Ser
175

Ala

val

Tyr

Ala
Pro
Glu
Arg
Met

80
Ser
Asp
Tyxr
Glu
His
160
val
Thx
Glu
Lys
Ser

240

Lys




Cys Lys Val

Ala
275

Ser Lys

Ser
290

Pro Arg

Val
305

Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp Gly Ser

Gln
355

Trp Gln

His Asn His

370

3
1152
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2235

245
Ser Asn
260

Lys

Asp Glu

Phe Tyr

Glu Asn

325
Phe Phe
340

Gly Asn

Tyr Thr

sekvence

<400> 3

atgggtgtac
agcatggega
ggcatecgcta
acagtgettce
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctoatgt
attgatccag
acatcccceac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgece
gggcagceegg
tectctaca
tgctecgtga
ccgggtaaat

tgectcacaca
gcatggcaat
gctttgtgtg
ggcaggetga
tgaccttect
ctatccaagg
acccacegcec
aaccgtgecec
cgtecccage
aggacaccct
acgaagacce
agacaaagcc
tecectgeaccea
tcecagecece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgagge
ga

Lys
Gly Gln
Leu
Pro
310
Asn
Leu

val

Gln

Ala Leu

Pro Arg

280

Thr
295

Lys
Ser Asp
Tyr Lys

Tyr Ser

Pro Ala
265

Glu Pro
Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

125

250

Pro

Gln

vVal

"Val

315

Pro
330

Lys Leu Thr

345

Sexr
360

Phe

Lys Ser

375

Artificidlni sekvence

gaggacgctg
gcacgtggcce
tgagtatgca
cagccaggtg
agatgattce
actgagggcc
atactacgag
agattctgat
acctgaactce
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggetg
catcgagaaa
gcececcateco
cttctatcecee
caagaccacyg
cgtggacaag
tetgecacaac

Cys Ser Vval

Leu Ser Leu

ctcagtctgg
cagccetgctg
tctecaggea
actgaagtct
atctgecacgg
atggacacgg
ggcataggca
caggagccca
ctggggggat
cggaccceetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctecca
cgggatgagce
agcgacatcg
ccteecgtge
agcaggtggce
cactacacgce

LX)

sose
(XX XY
*s »

Ile

Glu Lys

255

Thr Ile

270

val Tyr

285
Ser Leu
300

Glu Trp

Pro Val

Val Asp

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

Leu Pro
Cys Leu
Ser Asn

320

Asp Ser
335

Ser Arg

350

His
365'

Met

Ser Pro

380

Popis artificidlni sekvence: L104EA29YIg

tcettgeact
tggtactgge
aatatactga
gtgcggeaac
gcacctecag
gactctacat
acggaaccca
aatcttctga
cgtcagtcett
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

Glu

Gly

Ala Leu

Lys

cctgtttcca
cagcagccga
ggteccgggtyg
ctacatgatg
tggaaatcaa
ctgcaaggtg
gatttatgta
caaaactcac
cctettecece
cgtggtggtg
cgtggaggtyg
tgtggtcage
caaggtctcece
gcagecccega
ccaggtecage
ggagagcaat
cggctecotte
cgtcttetea
Ctecctgtcet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1152




Val Leu Thr

Cys Lys Val

Ala
275

Ser Lys

Ser
290

Pro Arg

Val.
308

Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp Gly Ser

Gln
355

Trp Gln

Asn His

370

His

<210> §

<211s> 1152
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

Leu
245

val

Ser Asn

260
Lys

Asp

Phe

His

Lys

Trp Leu
250

Gln Asp

Leu Pro Ala Pro

265

Ala

Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

Pro Arg

280

Thr
295

Lys

Ser Asp

310

Asn
325

Glu

Phe Phe

340

Gly Asn

Tyr Thr

sekvence

<400> §

atgggtgtac.
agcatggcga
ggcategceta
acagtgcettc
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctcatgt
attgatccag
acatcecceac
Cccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtecctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgaccetgcee
gggcagcegg
ttecctctaca
tgctecgtga

tgctcacaca
gcatggcaat
gctttgtgtg
ggcaggctga
tgaccttect
ctateccaagg
acccaccgce
aaccgtgcce
cgtceccage
aggacaccct
acgaagacce
agacaaagcece
tecctgecacca
tceccagecee
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

Asn

Leu

Val

Gln

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

360
Lys Ser
375

Artificidlni sekvence

Popis artificidlni sekvence:

gaggacgctg
gcacgtggcece
tgagtatgca
cagccaggtg
agatgattcc
actgagggcec
atactacgag
agattctgat
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggcetg
catcgagaaa
gcececcatcee
cttctatece
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

Glu Pro

Asn Gln

Ile

Thr

Lys

345

Cys

Leu

Gln

Val

Val
315

Ala

Thr Pro

330

Leu Thr

Ser Val

Ser Leu

ctcagtctgg
cagcctgetg
tcteccaggea
actgaagtct
atctgcacgg
atggacacgg
ggcataggca
caggagccca
ctggggggat
cggaccecetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctceca
cgggatgagc
agcgacatcg
ccteeegtge
agcaggtgge
cactacacgce

Asn Gly Lys Glu

Ile Glu

Lys

Tyr Lys
255

Thr Ile

270

Val Tyr

285
Ser Leu
300

Glu Trp

Pro val

Val Lys

350

Asp

His
365

Met

Ser Pro

380

L104EA29LIg

teettgeact
tggtactgge
aattgactga
gtgcggeaac
gcacctccag
gactctacat
acggaacccea
aatcttctga
cgtcagtcectt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

Thr
Thr
‘Glu

Leu

Glu

Gly

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn
320

Asp Ser
335

Ser Arg

Ala Leu

Lys

cctgttteca
cagcagccga
ggtcegggtg
ctacatgatg

tggaaatcaa.

ctgcaaggtg
gatttatgta
Caaaactcac
cctettecee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
Caaggtctcce
gcagcecega
Ccaggtcage
ggagagcaat
cggctcette
cgtcttctea
ctcectgtet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140




ccgggtaaat ga

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> | Popis artificiidlni sekvence: L104EA29LIg

sekvence

<400> 6
Met Gly Val Leu Leu Thr

1

. Leu

Ala

Gln

65

Gly

Sexr

Thr

Tyr

Pro

145

Thr

Phe

Pro

Val

Thr
225

Leu

Vval

Ala

383
PRT

Artificiadlni sekvence

Phe

Val
35

Ser

50

Ala

Asn

Gly

Gly

Glu

130

Cys

Ser

Leu

Glu

Lys

210

Lys

Asp
Glu
Asn
Leu
115
Gly
Pro
Pro
Phe
Val
195

Phe

Pro

Pro
20

Leu

Pro

éer

Leu

Gln

100

Tyr

Ile

Asp

Pro

Pro

180

Thr

Asn

Arg

5

Ser Met

Ala Ser

Gly Lys

Gln val

70

Thxr Phe
85

Val Asn

Ile Cys

Gly Asn

Ser Asp
150

Ser Pro
165

Pro Lys
Cys Val

Txp Tyr

Glu Glu
230

Gln

Ala

Ser

Leu

55

Thr

Leu

Leu

Lys

Gly

135

Gln

Ala

Val
215

Gln

Arg

Ser

Arg

40

Thr

Glu

Asp

Thr

Val

120

Thr

Glu

Pro

Lys

Val

200

Asp

Tyr

Thr
Met

25
Gly
Glu

val

Asp

Ile-

105

Glu

Gln

Pro

Glu

Asp

185

Asp

Gly

Asn

127

Leu

10

Ala

Ile

Val

Cys

Ser

20

Gln

Leu

Ile

Lys

Leu

170

Thr

val

val

Ser

Leu
Met
Ala
Arg
Ala

75
Ile
Gly
Met
Tyr
Ser
155
Leu
Leun
Ser

Glu

Thr

235

Ser

His

Ser

Val

60

Ala

Cys

Leu

Tyr

Val

140

Ser

Gly

Met

His

val
220

Tyr

Leu

Val

Phe

45

Thr

Thr

Thr

Arg

Pro

125

Ile

Asp

Gly

Ile

Glu

205

His

Arg

1152

Val Leu Ala

Ala

30

Val

Val

Tyr

Gly

Ala

110

Pro

Asp

Lys

Ser

Ser

150

Asp

Asn

Val

15

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

95

Met

Pro

Pro

Thr

Ser

175

Arg

Pro

Ala

Val

Pro
Glu
Arg
Met

80
Sexr
Asp
Tyr
Glu
His
160
Val
Thr
Glu

Lys

Ser
240




128

ttcctectaca gecaagetcac cgtggacaag agecaggtgge agcaggggaa cgtcttctca 1080
tgectcegtga tgecatgagge tetgcacaac cactacacgc agaagagcct cteccctgtet 1140

ccgggtaaat ga 1152

<210> 10
<211> 383

<212> PRT

<213> Artificidlni sekvence

<220>
<223> popis artificidlni sekvence; L104EA29WIg
sekvence
<400> 10
Met Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val TLeu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Phe Pro Ser Met Ala Ser Met Ala Met His Val Ala Gln Pro
20 25 30

Ala Val Vval Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu
35 40 . 45

Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Trp Thr Glu Val Arg Val Thr val Leu Arg
50 55 60

Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met
€65 70 75 80

Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser
85 80 95

Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp
100 105 110

Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr
115 ; 120 125

Tyr Glu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu
130 . 135 140

Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys Ser Ser -Asp Lys Thr His
145 150 155 160

Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val
165 170 175

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
180 185 190

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
195 200 205

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn aAla Lys
210 215 220




Thr Pro

225

Lys

Val Leu Thr

Cys Lys Val

Ala
275

Ser Lys

Ser
290

Pro Axrg

val
305

Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp Gly Ser

Gln Gln

355

Trp

Asn His

370

His

<210> 11
<211> 636
<212> DNA
<213> Homo

<400> 11

atgggtgtac
agcatggcga
ggcatcgcca
acagtgette
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctcatgt
attgatccag
tcggggttgt
aaaagaagcc
gaaaagcaat

<210> 12
<211> 212
<212> PRT
<213> Homo

<400> 12

Arg Glu

Glu

Gln Tyx

230

Leu
245

val

Ser Asn

260

Lys Gly

Asp Glu

Phe Tyr

His

Lys

Gln

Leu

Pro

Gln Asp

Ala Leu

Asn

Trp

Pro

129

Thr
235

Ser

Leu Asn

250

Ala Pro

265

Pro Arg

280

Thx
295

Lys

Ser Asp

310

Asn
325

Glu

Phe Phe

340

Gly Asn

Tyr Thr

sapiens

tgctcacaca
gecatggcaat
gctttgtgtg
ggcaggctga
tgaccttcect
ctatccaagg
acccacecgee
aaccgtgece
ttttttatag
ctcttacaac
ttcagcctta

sapiens

Asn

Leu

Val

Gln

Tyr Lys

Tyxr Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

Pro Gln

Gln val

Val
315

Ala

Thr Pro

330

Leu Thr

345

Ser
360

Phe

Lys Ser

375

gaggacgctg
gcacgtggcce
tgagtatgca
cagccaggtg
agatgattcc
actgagggcece
atactacctg
agattctgac
ctttetecte
aggggtctat
ttttattcce

Cys

Leu

Ser Val

Ser Leu

ctcagtetgg
cagcctgetg
tctecaggea
actgaagtct
atctgcacgg
atggacacgg
ggcataggca
ttectcctet
acagctgttt
gtgaaaatgce
atcaat

Tyr Arg Val

Gly Lys

Ile Glu Lys

270

Val Tyr Thr

285

Ser Leu Thr

300

Glu Trp Glu

Pro Val Leu

Val Asp Lys

350
His Glu
365

Met

Ser Pro Gly

380

teecttgeact
tggtactgge
aagccactga
gtgecggeaac
gcacctecag
gactctacat
acggaaccca
ggatccttgce
ctttgagcaa
ccceaacaga

Glu Tyr

Ser
240

Val
Lys
255

Thr Ile

Leu Pro
Leu

Cys

Asn
320

Ser

Asp Ser

335

Ser Arg

Ala Leu

Lys

cctgttteca
cagcagccga
ggtccgggtg
ctacatgatg
tggaaatcaa
ctgcaaggtg
gatttatgta
agcagttagt
aatgctaaag
gccagaatgt

Met Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val Leu Ala

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
636




on (XY

UL
in i
130 A e 0:..:.,
1 5 10 15

Leu Leu Phe Pro Ser Met Ala Ser Met Ala Met His Val Ala Gln Pro
‘ 20 25 30

Ala Val val Leu‘Ala Ser Ser Arg Gly Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu
35 40 45

H

Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val Arg Val Thr Val Leu Arg
50 55 60

Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met
65 70 75 80

Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser
85 . 90 o5

Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp
100 105 110

Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr
115 120 125

Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu
o130 135 © 140

Pro Cys Pro Asp Ser Asp Phe Leu Leu Trp Ile Leu Ala Ala Val Ser
145 150 155 160

Ser Gly Leu Phe Phe Tyr Ser Phe Leu Leu Thr Ala Val Ser Leu Ser
165 170 175

Lys Met Leu Lys Lys Arg Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Tyr Val Lys
180 185 190

Met Pro Pro Thr Glu Pro Glu Cys Glu Lys Gln Phe Gln Pro Tyr Phe
195 200 205

Ile Pro Ile Asn
210 °

<210> 13
<211l> 1152
<212> DNA

<213> Artificialni sekvence

<220>
<223> Popis artificidlni sekvence:

sekvence

CTLA4Ig

<400> 13

atgggtgtac tgctcacaca gaggacgcetg ctcagtctgg tecttgcact cctgtttcca 60
agcatggcga gcatggcaat gcacgtggce cagectgetg tggtactggce cagcageccga 120
ggcatcecgeta getttgtgty tgagtatgeca tctcecaggca aageccactga ggtcececgggtg 180
acagtgcttc ggcaggctga cagccaggtg actgaagtct gtgcggcaac ctacatgatg 240
gggaatgagt tgaccttcct agatgattce atctgecacgg gcacctccag tggaaatcaa 300




gtgaacctca
gagctcatgt
attgatccag
acatecceccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
.aacaaagcce
gaaccacagg
ctgacectgee
gggecagccgyg
ttcctetaca
tgctcegtga
cecgggtaaat

14
383
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

ctatccaagg
acccaccgee
aaccgtgccc
cgtcecccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tecctgcacca
tcecagecee
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgagge
ga

Artificié&lni

sekvence

<400> 14

Met Gly val Leu Leu

1

Leu Leu

Ala Vval

Ala
50

Tyr

Gln
65

Ala
Gly Asn
Gly

Ser

Thr Gly

Phe Pro

val Leu

35

Ser

Asp

Glu

Asn

Leu

5

Ser
20

Ala
Gly

Pro

Ser Gln

Thr

Met

Ser

Lys

val

actgagggcce
atactacctg
agattctgat
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gegggaggag
ggactggcetg
catcgagaaa
geccecatee
cttctateccee
caagaccacyg

cgtggacaag

tctgecacaac

sekvence

Popis artificidlni sekvence:

Gln
Ser

Ala

Arg
40

Sex

Ala Thr

55

Thr Glu

70

Thr
85

Leu

Gln val

100

Tyr Ile

115

Leu
130

Tyr

Pro
145

Cys

Gly

Pro

Ile Gly

Asp Ser

Phe

Asn

Cys

Asn

Asp

Leu Asp

Thr

Leu

Val
120

Lys

Gly Thr

135

Gln Glu

150

Arg Thr

Met

Gly

Glu

val

Asp

Ile

105

Glu

Gln

Pro L

131

atggacacgg
ggcataggca
caggagccca
ctgggtggat
cggacccectg
ttecaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagce
agcgacateg
cecteceecgtge
agcaggtgge
cactacacgc

Leu Leu

10
Ala Met
25

Ile Ala

val Arg

Ala
75

Cys

Ser Ile

S0

Gln Gly

Met

Leu

Ile Tyr

155

Ser S

aeew

gactctacat
acggaaccca
aatcttctga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactcecga
agcaggggaa
agaagagcct

CTLA4Ig

Ser Leu Val

Ala
30

His Val

Phe Val

45

Ser

val Val

60

Thr

Ala Thr Tyr

Cys Thr Gly

Ala
110

Leu Arg

Pro Pro

125

TyTr

val Ile

140

Asp

Asp Lys

(X ]

* o
*e o
]

A2

. .

ctgcaaggtg
gatttatgta
caaaactcac
cctetteece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtcage
caaggtctcc
gcagccocga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttectea
ctcectgtet

Leu Ala

15

Gln Pro

Cys Glu

Leu Arg

Met Met

80

Thr
95

Ser

Met

Asp

Pro

Pro

Thr His

160

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1152




Thxr

Phe

Pro

Val

Thr

225

Val

Cys

Ser

Pro

Val

305

Gly

Asp

Trp

His

<210>

Ser

Leu

Glu

Lys

210

Lys

Leu

Lys

Lys
275

Ser
290
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
370

<211l> 6

<212>

Pro

Phe

val

195

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

358

His

15

PRT

Pro

Pro

180

Thr

Asn

Arg

val

Ser

260

Lys

‘Asp

Phe

Glu

Phe
340

Gly

Tyx

Ser
165

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

245

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

325

Phe

Asn

Thxr

<213> Homo sapiens

<400> 15
Met Tyr Pro Pro Pro Tyr

1

<210> 16

<211>

65

<212> DNA
<213> Artificidlni sekvence

5

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

230

Lys

Gln

Leu

Pro

310

Asn

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

val

215

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

295

Ser

Tyr

Tyx

Phe

Lys
375

Pro
Lys
Val
200
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
280
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

360

Ser

132

Glu
Asp
185

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

265

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

345

Cys

Leu

Leu

170

Thr

val

Val

Ser

Leu

250

Ala

Pro

cla’

Ala

Thr

330

Leu

Ser

Ser

Leu Gly Gly

Leu

Ser

Glu

Thx
235

Asn

Pro

Gln

Val

val

315

Pro

Thr

Val

Leu

Met
His
Val
220
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
300
Glu
Pro

val

Met

Ile

Glu

205

Arg

Lys

Glu

Tyr
285

Leu

Trp

val

Asp

His

365

Ser
380

Pro

*eO»
L X %Y

Ser
Sexr
190
Asp
Asn
val
Glu
Lys
270
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
350

Glu

Gly

Ser Val
175

Arg Thr
Pro Glu
Ala Lys
Val Ser

240

Tyr Lys
255

Thr Ilg
Leu Pro
Cys Leu
Ser Asn

320
Asp Ser
335
Ser Arg

Ala Leu

Lys
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<220>
<223> Popis artificidlni se
sekvence kédujici fizni proteln on

kvence: primerova
kostatin M-CTLA4

<400> 16 .
ctcagtetgg tccttgeact cctgttteca agcatggega gcatggcaat gcacgtggee 60

cagce 65

<210> 17
<211> 33
‘<212> DNA

<213> prtificialni sekvence

<220>

<223> Popis artificidlni sekvence: primerova

sekvence kédujici CTLA4 sekvencil

<400> 17
tttgggctee tgatcagaat ctgggcacgg ttg 33

<210> 18
<211> 72
<212> DNA

<213> a.tificidlni sekvence

<220>
<223>popis artificidlni sekvence: primerova

sekvence kdédujici sekvenci signédlniho peptidu onkostatinu M

o e ————

<400> 18
ctagccactg aagettcacc aatgggtgta ctgctcacac agaggacget gctcagtctg 60

gtecttgeac tc 72

<210> 19
<211> 41

<212> DNA

<213> Artificidlni sekvence

<220> : .
<223> Popis artificidlni sekvence: primerova

sekvence z vektorové sekvence

<400> 19
gaggtgataa agcttcacca atgggtgtac tgctcacaca g 41

<210> 20
<211l> 42

<212> DNA

<213> Artificialni sekvence

<220>
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<223, Popis artificidlni sekvence: primerova
sekvence kédujici CTLA4 sekvenci

<400> 20
gtggtgtatt ggtctagatc aatcagaatc tgggcacggt tc

. 42
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1. Pouziti alkyladéniho ¢inidla pro vyrobu lé&iva pro navozeni
smifeného hematopoetického chimérismu u jedince, kde navozeni
smiseného hematopoetického chimérismu zahrnuje podavani bunék
kostni drené zbavenych T-lymfocytd jedinci.

2. Pouziti alkylac¢niho ¢inidla a imunosupresivniho p¥ipravku,
ktery blokuje kostimulaéni signaly pro T-lymfocyty pro vyrobu
léc¢iva pro navozeni hematopoetického chimérismu u jedince,
kde navozeni smiSeného hematopoetického chimérismu zahrnuje
podédni bunék kostni dfené zbavenych T-lymfocytdl jedinci.

3. Pouziti alkylaé¢niho &inidla a imunosupresivniho ptipravku,
ktery blokuje kostimula¢ni signdly pro T-lymfocyty pro vyrobu
lé¢iva pro léceni hemoglobinopatie u jedince, kde l1lédéeni
hemoglobinopatie zahrnuje podédni bunék kostni d¥ené zbavenych
T-lymfocytl jedinéi.

4. Pouziti podle naroku 3, kde hemoglobinopatii'je
beta~-thalassenie.

5. Pouziti podle ndroku 3, kde hemoglobinopatii je srpkovita
anenmie.

6. Pouziti alkylac¢niho ¢inidla a imunosupresivniho pripravku,
ktery blokuje kostimulaéni signaly pro T-lymfocyty pro vyrobu
lé¢iva pro inhibici nebo sniZeni rejekci transplantédtu
solidniho orgdnu nebo tkéariového/bunééného transplantatu

u jedince, kde inhibice nebo sniZeni rejekci transplantétu
solidniho‘orgénu nebo tkanového/bunéc¢ného transplantatu
zahrnuje podani bunék kostni dfené zbavenych T-lymfocyta
jedinci.
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7. Pouziti podle ndroku 6, kde transplantatem solidniho
organu nebo tkanovym/bunédnym transplantitem je kogZni
transplantat.

8. PouZiti podle nékterého z predchazejicich naroku, kde
alkylac¢ni ¢inidlo je podavano pred, bdhem nebo po podani
bunék kostni dfené zbavenych T-lymfocytu.

9. Pouziti podle nékterého z narokll 6 aZ 8, kde alkylacni
¢inidlo je podavéno jeden den pred umisténim transplantatu
solidniho orgdnu nebo tkarového/buné&ného transplantéatu.

10. PouZiti podle nékterého z narokd 6 aZ 8, kde alkyla&ni
¢inidlo je poddvéno 12 hodin pred umisténim transplantatu
solidniho organu nebo tkanového/buné&ného transplantatu.

11. Pouziti podle nékterého z nadroki 6 as 8, kde alkylacni
¢inidlo je podavéno 6 hodin pred umisténim transplantatu
solidniho organu nebo tkariového/bunééného transplantatu.

12. Pouziti podle nékterého z naroka 6 aZ 8, kde alkylac¢ni
¢inidlo je podavéano nasledné po umisténi transplantatu
solidniho org&nu nebo tkarového/bunéé&ného transplantatu.

13. PouzZiti podle nékterého z nadrokd 6 aZ 12, kde bunky
kostni dfené zbavené T-lymfocytl jsou podavdny v podstaté
soucasné s umisténim transplantdtu solidniho orgénu nebo
tkanového/bunééného transplantatu.

14. Pouziti podle nékterého z predchazejicich naroki, kde
podavani bunék kostni dfené zbavenych T-lymfocyt@ zahrnuje
prvni ddvku a druhou davku.
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15. PouZiti podle nékterého z pfedchézejicich nérokﬁ) kde
podavani alkylaéniho ¢inidla a imunosupresivniho pripravku,
ktery blokuje kostimulaéni signdly pro T-lymfocyty je
provadéno soucasné nebo oddélené.

16. PouzZiti podle nékterého z narokli 6 az 15, kde prvni davka
bunék kostni drené zbavenych T-lymfocytd a imunosupresivniho
pripravku, ktery blokuje kostimuladni signaly pro
T-lymfocyty je provadéno pfibliZné soudasné s umisténim
transplantatu solidniho orgdnu nebo tkanového/bunédného
transplantatu.

17. Pouziti podle nékterého z predchézejicich naroku, kde
alkylacéni ¢inidlo je podavano nasledné po podani prvni davky
bunék kostni drené zbavenjch T-lymfocytl a imunosupresivniho
pripravku, ktery blokuje kostimulaéni signaly pro
T-lymfocyty.

18. PouZiti podle nékterého z pfedchdzejicich ndrokl, kde
podédvani imunosupresivniho p¥ipravku, ktery blokuje
kostimulaéni signadly pro T-lymfocyty, zahrnuje alespori dvé
davky.

19. Pouziti podle nékterého z narokl 6 aZ 18, které zahrnuje
a) podani prvni davky bunék kostni drené zbavenych T-
lymfocytd a imunosupresivniho p¥ipravku, ktery blokuje
kostimulaéni signdly pro T-lymfocyty:

b) umisténi transplantatu éolidniho orgdnu nebo tkarnového/

. bunéé&ného transplantatu;

¢) podavani alkylaéniho ¢inidla; a

d) podavani druhé davky bunék kostni drené zbavenych T-
lymfocyth a imunosupresivniho ¢inidla, ktery blokuje
kostimulaéni signdly pro T-lymfocyty.
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20. PouZiti podle nékterého z predchdzejicich ndroktl, kde
alkylacénim ¢inidlem je busulfan.

21. PouZiti podle nékterého z predchazejicich ndroka, kde
imunosupresivni pripravek, ktery blokuje kostimuladéni signily
pro T-lymfocyty se pouZije v kombinaci s doplnikovym o
imunosupresivnim pr¥ipravkem.

22. PouZiti podle naroku 21, kde doplikovym imunosupresivnim
pripravkem je pripravek, ktery blokuje kostimulaéni signaly
pro T-lymfocyty.

23. PouZiti podle nékterého z predchdzejicich narokid, kde
imunosupresivnim pripravkem, ktery blokuje kostimulacéni
signdly pro T-lymfocyty, je ligand, ktery interferuje

s vazbou CD28 na B7 antigen.

24. PouZiti podle naroku 23, kde ligandem, ktery interferuje
s vazbou CD28 na B7 antigen, je ligand pro B7 antigen.

25. PouZiti podle naroku 24, kde ligand pro B7 antigen je
vybradn ze souboru sestavajiciho z rozpustné formy CTLA4
molekuly, rozpustné formy CD28 molekuly, anti-B7 mAbs

a jejich fragmentu.

26. Pouziti podle naroku 25, kde rozpustnad forma CTLA4
molekuly zahrnuje extraceluldrni doménu CTLA4, kterd vazZe B7

antigen.

27. Pouziti podle néroku 26, kde extraceluldrni doména CTLA4
obsahuje aminokyselinovou sekvenci, kterd zac¢ind methioninem
v pozici +1 a konc¢i kyselinou asparagovou Vv pozici +124, jak
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je znazornéno na obr. 20, nebo zadind alaninem v pozici -1
a kon¢i kyselinou asparagovou v pozici +124, jak je
znadzornéno na obr. 20.

28. PouzZiti podle nadroku 25, kde rozpustnou CTLA4 molekulou
je rozpustnd CTLA4 mutantni molekula.

29. PouzZiti podle naroku 28, kde rozpustnad CTLA4 mutantni
molekula zahrnuje mutantni extraceluldrni doménu CTLA4, ktera
vaZe B7 antigen.

30. PouZiti podle naroku 29, kde mutantni extraceluldrni

- doména CTLA4 obsahuje aminokyselinovou sekvenci, kterd zadina
methioninem v pozici +1 a koné¢i kyselinou asparagovou

v pozici +124, jak je zndzornéno na obr. 14, nebo zadina
alaninem v pozici -1 a kon¢i kyselinou asparagovou v pozici
+124, jak je zndzornéno na obr. 14. ‘

31. PouZiti podle ndroku 29, kde mutantni extraceluldrni
doména CTLA4 obsahuje aminokyselinovou sekvenci, kterd zadina
methioninem v pozici +1 a koné¢i kyselinou asparagovou

v pozici +124, jak je zndzornéno na obr. 15, nebo zadina
alaninem v pozici -1 a konc¢i kyselinou asparagovou v pozici
+124, jak je zndzornéno na obr. 15.

32. PouZiti podle nékterého z narokli 26 aZ 31, kde molekulou
je fuzni protein, ve kterém extraceluldrni doména je navazana

na non-CTLA d&ast.

33. PouzZiti podle naroku 32, kde non-CTLA &ast zahrnuje

imunoglubulinovou skupinu.

34. PouzZiti podle naroku 33, kde imunoglubulinovou skupinou
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je imunoglobulinovy konstantni region nebo jeho c¢ast.

35. Pouziti podle nadroku 34, kde imunoglobulinovy konstantni
region nebo jeho ¢ast obsahuje jeden nebo vice mutantu pro

sniZovani efektorovych funkci.

36. Pouziti podle naroku 34 nebo 36, kde imunoglobulinovy
konstantni region zahrnuje pantovy region, CH2 a CH3 region
molekuly imunoglobulinu.

37. PouZiti podle nékterého z ndroku 34 aZ 36, kde
imunoglobulinovym konstantnim regionem nebo jeho &asti je
konstatntni region imunoglobulinu ¢lovéka nebo opice.

38. Pouziti podle narocku 32, kde fuiznim proteinem je CTLA4Ig
obsahujici aminokyselinovou sekvenci, kterd zadina
methioninem v pozici +1 a konéi lysinem v pozici +357, jak je
zndzornéno na obr. 20, nebo zac¢ind alaninem v pozici -1

a kon¢i lysinem v pozici +357, jak je zndzorndno na obr. 20.

39. PouZiti podle ndroku 32, kde fuznim proteinem je L104EIg
obsahujici aminokyselinovou sekvenci, kterd zadina
methioninem v pozici +1 a kon¢i lysinem v pozici +357, jak je
znazornéno na obr. 14, nebo zadind alaninem v pozici -1

a kon¢i lysinem v pozici 4357, jak je znazornéno na obr. 14.

40. Pouziti podle naroku 32, kde fuiznim proteinem je
L104EA29YIg obsahujici aminokyselinovou sekvenci, kterd
za¢ind methioninem v pozici +1 a kon¢i lysinem v pozici
+357, jak je zndzornéno na obr. 15, nebo zadind alaninem

v pozici -1 a kon¢i lysinem v poZici +357, jak je znazornéno
na obr. 15.
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41. PouZiti podle naroku 22, kde dopliikovym imunosupresivnim
pripravkem, ktery blokuje kostimuladni signdly pro '
T-lymfocyty, je ligand, ktery interferuje s vazbou CD154 na
CD40.

42. Pouziti podle naroku 41, kde ligandem, ktery interferuje
s vazbou CD154 na CD40, je ligand pro CD154.

43. PouZiti podle ndroku 42, kde ligand pro CD154 je vybran
ze souboru sestavajiciho z rozpustné formy CD40 molekuly,
anti-CD154 mAbs a jejich fragmentt.

44. Pouziti podle nadroku 43, kde anti-CD154 je vybran ze
souboru sestavajiciho z MR1, ATCC HB 11809, ATCC HB 11815,
ATCC HB 11816, ATCC HB 11817, ATCC HB 11819, ATCC HB 11821,
ATCC HB 11822, ATCC HB 11808 a ATCC HB 11823.

45. PouZiti podle ndroku 41, kde ligandenm, ktery interferuje
S vazbou CD154 na CD40, je ligand pro CD40.

- 46. Pouziti podle nadroku 45, kde ligand pro CD40 je vybrén‘ze
souboru sestavajiciho z rozpustné formy CD154 molekuly,
anti-CD40 mAbs a jejich fragmentt.
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ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCA
M~~Go~VaaLval~a~a T~ ~Qeo~Re~TPan e~ Lo~ Sv~ Lo ~Von Lo~ Arnlnval~ o Pon P

AGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGA
S~~M~~Br~Ge~rMa~Av M s B n Ve v A e Qe a Pr s An s Vaa Ve L aa B~ S~ v Go ~ R~
+1

GGCATCGCTAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCARAGCCACTGAGGTCCGGGTG
Gr~In~Av~S~nFraVmaConE~v~vY~aRAv~§~~PurGr~K~aRAv~Tm~E~~Vr~Ro~V~~

ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATG
T~~V~~Lr~Re~Q~~A~~D~~§~~Q~~V~~T~~E~~Ve~Cr~A~~RAv~Tr~ Y~ ~M~~ Mo~

GGGARTGAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGARATCAA
G~~N~~E~~L~~aT~~F~~l~~Dv~D~~S~~I~~CraTw~GunTr~S~~Gw~GonNe~Qm

GTGRACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTG
Ve nNwm L4 Tem I~~Qn~G~~Lw~R~A~~M~~ D~ ~ T~ ~Gr~ Lo~ Y~ n L~ ~Con K e Y

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA
E~~L~~MvaYn~PanPan Prn Yo YonEvaGon InmGraN~~Grn TanQn T nn Y Vn~

ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCARATCTTCTGACAARACTCAC
I~~D~~P~~E~~P~~Co~P~o Do~ Sv~Dr~Qe~E~~P~~K~~S~~§vn D~ Kv~To~Ho~

ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
T~nG~nPunPrnSmnPunAmn Pr~Ev~Loa Lo~ GraGonG~mSn~Van FonLv~Fr~ Do

CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
Pr~~K~~Pr~KmnDonTonLoaMe s I~ m S~ ~Roa T~ Pu~E~ Vo n o CrnVra Vo Vs

GACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCARGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
D~~V~~S~~H~~E~~D~~P~~E~~V~~K~~FraN=~Wr~Y~aVenDr~GrnVe~E~~Ve~

CATAATGCCAAGACRRAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC
H~~N~~A~~K~~T~~K~=~P~~R~~E~~E~~Q~~Y=~N~~§~~Tr~Y~~Ro~V~~Vrn S~

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGTACAAGTGCAAGETCTCC
VrnLonTaaVan L~ g~ ~QunDv ~W~ Lo aN~~Gr~ K~ ~Ev~Y ~~K~~Cv K~ nVnnSn~

AACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARCCATCTCCARAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
N~~K~~A~~L~~P~~A~~Pr~I~~E~~K~v~T~~I~~S~~K~~A~~K~~G~~Q~~P~~R~~

GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCARGARCCAGGTCAGE
E~~P~~Q~~V~aY~nT~~Lv~PrmPunSaaRe~Dv~Ev~Lo~Tr e Ko mNe~QeaVnn S n

CTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
Le~TwnCrnLonVanK~nGrnFrnY~ePrn§vaDr~ I ~~A~~V~~E~~H~~E~~S~~N~~

GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
G~~Qu~P~~E~~N~~N~~Y~rK~aTanTonPraPrnVa~L~aDer§eaDrnGrnSmnFr~

TTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACARGAGCAGGTGGCAGCAGGGGARCGTCTTCTCA
Fr~L~~Y~~S~~K~~L~~T~~VanDm~K~~S~~R~~W~~Q~~Q~~G~~N~~V~~F~~5~~

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACGCAGARGAGCCTCTCCCTGTCT
C~~S~~V~~M~~H~~E~~B~~L~~H~~N~~H~~ Yo~ T~~Q~~Ke~ S~~~ ~S~~L~~S~~

CCGGGTAAATGA
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ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCA
M~~GraVonL~aLavaT~~QnaRm~Tanl v~~~ SanLaaY~ala v A~ v~~~ Fr~ Pr~

AGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGA
S~~M~~A~~SnaMr A~ M m o aVnn RnmQeaBonAnn VeV s L v Ann S ne S m R~
+1

GGCATCGCTAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCARATATACTGAGGTCCGGGTG
Gn~I~~A~~S~~F~~V~aCronE~~Y~~RA~~S~aPr~GroKn~ Y~ nTonEn Y Ron Ve

ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATG
T~~V~~L~~R~~Q~~A~~D~~S~~Q~~Vr~T~~E~~V~~Cr~A~~A~~Tr~ Y~ M~ ~M~~

GGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGAAATCAA
Gr~N~~E~~Lo~T~~Fv~L~~D~~D~~S~~I~~C~~Tr~GrrTrn G n G nGrrNe~Qm

GTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTG
VaaN~~L~~Ta~I~~Qw~Gr~Lo~Re~A~x~Mv~DenTmaGrnLva Yo n TonCnm K~ Vo

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA
E~~L~~M~~Y~~PanPanPraY~nY~~E~xnGrnIvmGraNenGonPronQe~ I o~ Yo n Ve

ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCARATCTTCTGACARAACTCAC
I~~D~~Pr~E~v~Prn~CronPr~D~~S~~D~~Qu~E~~Pv~K~~S~~S~~DnK~~TomHr~

ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
T~~S~~P~~P~~S~~Pr~An~Pu~E~aL~~Lo~Gr~Gr~S~~S~nVanFrnl~~FrnPan

CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
P~~K~~P~~K~~D~~T~~L~~M~~I~~SrvRr~TrnPrsEnvaVanTanConVmn VeV~

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
D~~V~~S~~H~~E~~Dw~Pr~~E~~Va~K~v~FvnNo~Hn Y e~ Vaa Do Go Ve~ Ena Vo

CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC
H~~N~~A~~K~~T~~K~~P~~R~~E~~E~~Q~~Y~~N~~S~~T~~Y~~Ro~VanVan Gmn

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
V~~L~~T~~V~m~L~aHv~Qu~De~W~ L ~NonGe K~ ~E~~ Y~ K~ ~Con K mVan G

ARCARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARCCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
N~~K~~A~~L~~P~~A~~P~~I~~E~~K~~T~~I~~S~~K~~A~~K~~GrnQu~Pon R~

GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC
E~~P~~Q~~Vn~YrnTrnl~nPrnPunGuaRe~DenEvnLvnTo~Kv~Na~Q~~Van San

CTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
Le~T~~ConLnnVenK~nGenFr~Y~nPun§~nDon I~ ~A~~VrnEn~Wn~E~~ S~ ~N~

GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
G~~Q~~P~~E~~N~o~N~~Y~~K~~T~~T~~PunPeaVa~l~~Dr~Gm~Dr~Gr~Gn~Fon

) TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA

P~~L~~Y~~S~~K~~L~~Tr~Vn~Do~K~~S~~RorW~~Q~~Q~~Gr~NoaVan FraSm~

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
C~~S~~V~aM~~H~~E~~A~~Lv~H~~N~~H~~Y~~Tm~Qn~ K~ SonLvmSv L~ S~ n

CCGGGTAAATGA
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ATGGATGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTOCACTCCTRITICCA

AGCATGGCGAGCATIGCAATOCACATGGCCCAGCCTGCCTE TAGTACTCGCCAGCAGCCGA
+1 . o
GOCATCOCTAGCT PTG TGO TG TOAGTATCCATCTCCAGGCAAATTGAC TAAGITCCGOGTS

ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTOACTGAARTCTGTGCGGCAACCTACATGATG
PTYTVTTLTTRYTQTUATIDTISTVQTIV T TP TR IVISCT AT AT TRTTY TN KT

GGGMTGKG?D‘GLCCNCCTWTGA'I'PCCANTGCACGGGCACCTCCAGTGGA.M\TCAA
G-~N- qx- .x‘v 'T. 'Y"b"D' uD-u ~8—~I--c~ -T. -G-:-T-os--se -G--u- .Q- -
GTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATC TGCAAGG TG
V-l-N-wbv -T-q'I O-Q- -'GUGIL.IUR- -A--M--D~ -T--debd -Y-~I .ncvnxn nv- -

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA
E UL TRTTYT R URTURNTYTYY TR QT INTGTONTIGTITTIQNILTIYTIVT

ATTGATCCAGAACCOTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAARCTCAC

ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGAACTCCTOOGGGGATCGTCAGTCTTCCTCTTICCCC

CCAMAACCCAAGGACACCCTCATRATCTCCCGGACCCCTEGAGGTCACATECATGRTGGTS
PY K PTTKY DT TITCLTIMTTICYST TR TP IRPTTRTIYIILTICNIVIIVE VTS

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGATACGTGCACGGCGTGGAGGTG

CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGOAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCATGTGGTCAGC
HY"N""A~ K"~ " "K " “P " "R™"E" B "Q Y "TN"TE" T "TY RTVTTYTTS™"

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC

AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA

GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATAAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC

CTGACCTGCCTGOTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
L T~ T LTIV TKT TG T TR TY T PN TS ID Y VIV TAY VT TET TN TET VST N

GGGCAGCCGRAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC

TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACATCTTCTCA

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
Co 8=~V " "R E“ AT L TR TNTTRT YT TTTIQTKTUS LTS TILTTS T

CCGGGTMATGA'-""'.-.~~--~‘~'~‘-~-'~-‘~~.'~~--- --------- - -

- ay v~ - PRI LA L X R EE X E & & N R & X & K & R R XXX T F X2 WA s e as At A e
PTTGTTKTY

. obr- 16
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AWWMMGWWWWACNMCA

AGCATGGCURGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTOTORTACTGGCCAGCAGCCGA
+1 . :
OGCATCGCTAGCTTTCTCTOTCAGTATGCATCTCCAGGCAAARC TACTGAGGICCGGETS

ACAGTGCTTCCCCAGGCTGACAGCCAGGTCACTGAAGTCTGTCCCGCAACCTACATGATG
T--v~~nv~R~~Q-~A~~D~—s~~Q-~v~~T--B--v—-cquh--h~-T--Y--vaM-.
GGOAATGAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGAAATCAA
0--N~o5-~bn-derd-b-vD-—DMUSU-Id-C~-Td~G--Tcasuusnfcwduwsonq
G'I‘GMCCTCACTJ\Z‘C&A&GGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCWTG
vu-N~-L-~T--I--Q~~G~-L~-R--A~-M~~D~uTuac-ubnuyn-I-acnuxvuv-w

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA

ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTC TGATCAGGAGCCCARATC TTCTGACARAACTCAL
I.QD- -P-"B'-P..-c-..'P.-D.'-s‘-o--o.-x. -pnﬂx-~s~~snﬂp--x- -T- QH--
ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTCAACTCCTGGGGAGATCATCAGTCTTCCTCTTCCCC
T.nsw np--Ph -sﬂOIPU-‘A' ~P~~E.-L-”L--G~ ”G"S"’s“’V"’F“’”L"”F- -Pw ~

CCAAPACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGETGETG
PETRTTPTTKT DT T TL T T TIT ST IR YT IRV ICTTVINYT YT

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGETG
DTV T BT HT TR TDTTRYYETTIVI KT TP TN N TY YTV DT NG TV Y RT TV

CATAATGCCAAGACARAGCCGCOGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCCTGTGRTCAGS
HY"N""A" X" T "K*“P" R"E""B Q7Y NTTSTTTTTY"TRTVVITVTTgCT

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTCACTCAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
VEILTT TV TR DT W T LT TN TG KT YR YY T YK YCT KT VTS

AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAALCATCTCCAARGCCARAGGGCAGCCCCGA

GAACCACAGOTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC

CTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTCGAGTGGGAGAGCART
) Pt A clatd Vit Vit Gl it At At S0 - 20 20 S Nl A it ad ‘e et

GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGEACTCCGACGGCTCCTTC
G QT P TTRTTNTINT YT TR YT TR TRV TLT DT TDT G TS TR

TTICCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG TGGCAGCAGCGGAACGTCTTCTCA
FooLo oY "8 " K "L T VT DT K" TS TRYTW Q" "Q "G~ "N~ Y~ ~p~ "5~

TCCTCCGTGATGCATAAGGCTCTCCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
oS TV M TR E AT LT T N TR YT TP TQT KT TS T LT TS "L s

CCGGETAAATGA™ "~ 7 " "~=~=~ Tomes

P--g-nx--.~~-—--n~.~~----~~---~ ----------- LR T

Obr. 47

- - -
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ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCA A

MWWMWWWWGA
+ .

GGQNWTWGMMWCAMWW
G~ dI ..'A"'S'.'F'.'V'“'C--E".Y“"A".S"'P--G' -xoavw-'-—q,dbgdlvuuxcnvnd

MAGWWWWWWCGGWCWR&WN
VLT R AT DTNV T R Y~ OV AN A~ K St dald Tiadhe Tkt

GGOAATGAGTTGACC TTCC TAGATGAPTCCATC TG CACOGGCACCTCCAGTGRARATCAA

G'I‘GAACC'I‘CACTANCMGGAC‘I‘GAGGGéCA‘I‘GGACACGGGAC’ICTAQ.’I‘CTGCAAGG’I’G
VN L T I QT TG LT TR AT YT D ST G Y VLN Y T~ I M YO T VK~V -

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA

ATTGATCCAGAACCATGCCCAGATTCTGATCACGAGCCCAAATCTTCTGACAAARCTCAC
I°°D""P""B~TP""CT"P""D""8~"D" 'Q"'B'"P"’"'K_'.'_"S‘f":S""D""X""'I'"H""'

ACATCCCCACCOTCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEGGATCATCAGTCTICCTCTTCCOC

CCNUU\CCCMGGACACCCTCATGM‘CTCCCGGACCCCTGAGQTCACBTGCOTGGTCGTG
PR TR TR NPT LY TN IS YRV PY TPV ~E -y~ B el odnien ' dnied Anden T

GACOTGAGCCACGAAGACCCNAGGTCMOWMWGTACGNGACGGCGTGGAGGTG

CATAATGCCARGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTOTGGTCAGE

GNCTCACCM‘CCNCACCAGGACNGCTGMTGGCMGGAGTACMGTGCMGGTC?CC

MCMAGCCC'I‘CCCAGCCCCCA’I‘CGAGAMACCATC’I‘CCAMGCCMAGGGCAGCCCCGA

GMCCACAGG’I‘G'I‘ACACCCNCCCCCATCCCGGOA'PGAGC’X‘GACCMGMCCAGG’I’CAGC

C’I‘G).CCTGCC'PGG’I‘CMMCWANCCAGCQCANWCGNGAGNGMMMT
L LT YT KT G TP YT P YD T IT ATV VB "W "E~"§"~ "N~

GGGCAGCCGAAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCRTACTOGACTCCGACCGCTCOTMC
G QT P BTN TN Y KT P TSP PTIVUNL "D 8D~ G~ "5 P~ "

mmrammcmmcm&m&cmccmmucmmmmm

'I‘GCTCCGTGATGCATGAGGCNTGCACAACCACTACACGCRGMGAGCC?CTCCCWT

dade L R Ry R P

CCGGATAAATGA™ "= =7 = m- vvrumca~ce

P.-Gn--x-..vs--n—uu.-----:u-v-vdu--n LA A AL L L LT TR T T2 Prpupeg

~obr. 48
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Signélni peptid okostatiny M |
¥ 6 Vv L L T @ R T L L § L V L
ATG GGT GTA CTG CTC ACA CAG AGG ACG CTG CTC AGT CTG GIC CTT 45

-13+1

A L L F P S M A § M A" M R vV a
GCA CTC CTG TTT CCA AGC ATG GCG AGC ATG GCA ATG CAC GTG GCC 90

A \4 v L & S S R G I A S F
CAG CCT GCT GTG GTA CTG GCC AGC AGC CGA GGC ATC GCC AGC TTT 135

‘ c E Y A S P G K A T E v R Vv
GTG TGT GAG TAT GCA TCT CCA GGC AAA GCC ACT GAG GTC CGG GTG 180 ..

T v L R Q A D ] Q v T E v c A
ACA GTG CTT CGG CAG GCT GAC AGC CAG GTG ACT GAA GTC TGT GCG 225

A T Y M M G N E L T F L D D 8§ . ..
GCA ACC TAC ATG ATG GGG AAT GAG TTG ACC TTC CTA GAT GAT TCC 270

¢ T 8 G N Q VvV N L T I
ATC TGC ACG GGC ACC TCC AGT GGA AAT CAA GTG AAC CTC ACT ATC 315

Q G L R A M D T G L Y I C X v
CAAR GGA CTG AGG GCC ATG GAC ACG GGA CTC TAC ATC TGC AAG GTG 360

GLYCOSYLATION SITE
P P Y Y L G X G N G |
GAG CTC ATG TAC CCA CCG CCA TAC TAC CTG GGC ATA GGC AAC GGA 405

T l Q X Y v I D P E P c P D s D
ACC CAG ATT TAT GTA ATT GAT CCA GAA CCG TGC CCA GAT TCT GAC 450

L W A s ] G L F F
TTC CTC CTC TGG ATC CTT GCA GCA GTT AGT TCG GGG TTG TTT TTT 495

A v s L S X M L KX

8 T
TAT AGC TTT CTC CTC ACA GCT GTT TCT TTG AGC AAA ATG CTA AAG 540

X L T T G v b4 vV K M P P
AAR AGA AGC CCT CTT ACA ACA GGG GTC TAT GTG AAA ATG CCC CCA 585

T E P E c E KX Q F Q P Y F I P
ACA GAG CCA GAA TGT GAA AAG CAR TTT CAG CCT TAT TTT ATT CCC 630

I N :
6236




vea
oowge
oo o
*
»
®e0see

23739

ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCA
M~~G~~VoLw~L~~T~~Q~~Re~T~~LoaL~~S~~LaaVanLo~Av~Laa Lo~ Faepon

AGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGA
S~~M~~A~~S~~M~~A~~M~~H~~V~~A~~Q~~P~~A~~V~~V~~L~~A~~S~~S~~R~~
+1

GGCATCGCTAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCAAAGCCACTGAGGTCCGRGTG
Gr~I~~A~~S~~F~~V~sCrnE~~Y~~A~~S~~P~~Gu~K~~A~~Tr~E~~Vou~Rm Ve

ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATG
T ~V~~LoaRy~QunA~~Dra S~ ~QuaVun TovE~ vV aCn A~ A~ T Y Mo Mo

GGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGAT TCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGARATCAA
Gr~N~~E~~L~~T~~Fr~L~~D~~Du~S~~ I~ wCoaTr G~ T~ S nSmm G mNorn Qo

GTGRACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTG
VrsN~~L~oTx~ IvnQmaGrnLe~Re~A~~M~~ D~ To v G n Lo Yoo T oo G Koo m Yoo

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACCTGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA
E~x~LaaMr~Y~n PanPrnPrn Y~ YL n G T v G Na~ o~ T mQrn T Y e YV m m

ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCAC
I~~D~~P~~E~~P~~C~~P~~D~~S~~D~~Q~~E~~Pr~K~~S~~S~aDm~KnaT o

ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGARCTCCTGEGTGGATCGTCAGTCTTCCTCTTCCAE
T~~S~~P~~P~~SvnPraAnnPr~E~~LonLv~GrnGa~Sm~§vaVanFan Lo n Fam P

CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
Pr~K~~P~~K~~D~v~T~~Lv~M~~I~~§~~Ro~To~Pr~E~~VanTanCo eV VmnYm o

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCARCTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
D~~V~~S~~H~~E~~D~~Pr~E~~VanK~~FrnNo W~ Yo~ Vo D e G eV ~ B Vo

CATAATGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGE
H~~N~~A~~K~~T~~K~~P~~R~~E~~E~~Q~~Y~~N~nS~~TrnYn R~ Vanlmn Gun

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGCAAGGAGTACAAGTGCARGGTCTCC
Ves L~ TwaVanLvaHr o Qna Do~ W ~LanNo~ G~ K~ ~E~~ Y~ Koo m G~ K~ U G

AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGCCARAGGGCAGCCCCGA
N~~K~~A~~L~~Pv~Av~Pr~~~E~~K~~TonIv v Svn K~ ~A~~ K~ Gr~Q~ ~ PraRon

GARCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGE
E~~P~~Q~~V~~Y~~T~~~~PrnPa~§vnRunDrmEva Lo~ Ton K~ N~~~ ~ Vo~ S

CTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
L~~T~~CrnLvaVanKnvaGrnFonY~nPrenSonDon I v~ AnvaVan B~~~ E~~ SN~

GGGCAGCCGGAGAACAACTACARGACCACGCCTC CGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
G~~Q~~P~~E~~N~~N~~Y~~K~~T~~T~~PusPraVonLo~DunS~~ Do~ GonGmn o

TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA
FrorL~~Y~~S~nKnnL~~TrnVrnD~~K~ v SenvRea W~ ~Qn~Qn~Gn~No~ Vo m Fom Smm

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
Cr~8nnVmoM~~Hr~E~~A~~Le~H~~N~~H~~ Y~ ~ Trn Qo ~ K~ S~ ~ L~ S n Liv ~ S~

CCGGGTAAATGA
P~~Gr~Knn
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- 200
- 118
- 107
" 68
- 43
- 37
27
20

Cas (minuty) /

|
obr., 21C | S

A280

0 S 10 15

Cas (minuty) |




25/ 39

22

Obr.




Prumérnia intenzita fluorescence

Prumérna intenzita fluorescence
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CD80 CHO + PMA : Kostimulace |
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| Primarni alloreakce
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