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(57) Anotace:

Popisuje se kombinace a) allogenni nebo xenogenni buiiky,
ktera exprimuje alespoii jeden donortiv antigen a kterd ma na
povrchu buiiky ligand vstupujici do interakce s receptorem na
povrchu recipientovy T-buiiky, ktery zprostredkovava
helperovou efektorovou funkei zavislou na kontaktu, a b)
antagonisty tohoto receptoru na povrchu T-buiiky, ktery
inhibuje interakei ligandu s receptorem, k indukci tolerance T-
butiky viiéi donorové tkani nebo organu v recipientovi této
tkéné nebo organu. Podle vyhodného provedeni je allogenni
nebo xenogenni buitkou B-burika, vyhodné klidova B-buiika,
a molekulou na povrchu T-buiiky, ktera zprostfedkovava
helperovou efektorovou funkei zavislou na kontaktu, gp39.
Vyhodnym antagonistou gp39 je protilatka proti gp39. Slozky
a) a b) kombinace se typicky podévaji recipientovi
transplantétu pfed transplantaci tkané nebo organu.
Kombinaci podle vynilezu lze pouzit pro indukei tolerance T-
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buriky vii¢i transplantatiim, jako jsou jatra, ledvina, srdce,
plice, kiiZe, sval, nervova tkaf, Zaludek a stfevo. Popisuje se
rovnéz kombinace allogenni nebo xenogenni butiky, ktera
exprimuje alespoti jeden donorilv antigen, antagonisty gp39, a
donorovych bunék pankreatickych ostrlivkd, k o3eteni
cukrovky.
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Kombinace k indukei tolerance T-buiiky vii¢i donorové tkani nebo orginu v recipientovi

Oblast techniky

Vynalez se tykad kombinace kindukci tolerance u cytotoxickych T-lymfocytd. Navozeni
tolerance T-bunék vii¢i alloantigentim kombinaci podle vynalezu miize byt pouZito jako pfipravy
na transplantaci tkani nebo organd.

Dosavadni stav techniky

K indukei antigen—specifické aktivace a klonalni expanze klidového T-lymfocytu jsou nezbytné
dva signaly zprosttedkované prostfednictvim povrchovych molekul antigen—-prezentujicich bunék
(APC) (Jenkins, M. a Schwartz, R. (1987) J. Exp. Med. 165, 302 az 319; Mueller, D. L., a dalsi
(1990) J. Immunol. 144, 3 701 az 3 709; Williams, L. R. a Unanue, E. R. (1990) J. Immunol. 145,
85 az 93). U prvniho signalu, jenZ zajifuje antigenni specifikénost imunitni odpovédi, je
cizorody antigenni peptid prezentovany prostfednictvim hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC) rozpoznavan prostfednictvim TCR (receptoru T-bunék). Druhy signal, nazyvany téz
kostimulaéni signél, indukuje proliferaci T-bungk a umoZziuje tak T-buiikdm pfechod do
funk&niho stavu (Schwartz, R. H. (1990) Science 248, 1349 az 1356). Konstimulace neni
antigen—specificka ani neni zavisla na pfitomnosti MHC. Predpoklada se, ze konstimulace je
zprostfedkovana jednou &i vice molekulami exprimovanymi na povrchu APC, jeZ jsou odli3né od
molekul, které zprostredkovavaji prenos ,,prvniho* signdlu (Jenkins, M. K., a dal3i (1988)
J. Immunol. 140, 3 324 az 3 330; Linsley, P. S., a dalsi (1991) J. Exp. Med. 173, 721 az 730;
Gimmi, C. D., a dal$i (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88, 6 575 az 6 579; Young, J. W,
a dalsi (1992) J. Clin. Invest. 90, 229 az 237; Koulova, L., a dal3i (1991) J. Exp. Med. 173, 759
a? 762; Reiser H. , a dal3i (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89, 271 aZ 275; van—Seventer,
G. A., a dalsi (1990) J. Immunol. 144, 4 579 az 4 586; LaSalle, J. M., a dal3i (1991) J. Immunol.
147, 774 az 780; Dustin, M. 1., a dal3i (1989) J. Exp. Med. 169, 503; Armitage, R. J., a dal3i
(1992) Nature 357, 80 az 82; Liu, Y., a dal3i (1992) J. Exp. Med. 175, 437 az 445). Jedna
kostimulaéni draha umoZiiujici aktivaci T-bun€k je zprostiedkovéna pfes molekuly CD28
piitomné na povrchu T-bun&k. Tato molekula miize zminény kostimulatni signal pfijmout
prosttednictvim interakce s ligandem na povrchu B-bunék nebo APC. Mezi ligandy pro CD28
patfi zastupci rodiny aktiva¢nich antigend B-lymfocytd B7, jako napfiklad B7-1 a/nebo B7-2
(Freedman, A. S., a dal3i (1987) J. Immunol. 137, 3 260 az 3 267; Freeman, G. J., a dalsi (1989)
J. Immunol. 143, 2 714 a2 2 722; Freeman, G. J., a dal3i (1991) J. Exp. Med. 174, 625 aZ 631;
Freeman, G. J., a dal§i (1993) Science 262, 909 az 911; Azuma, M., a dalsi (1993) Nature 366, 76
a2 79; Freeman, G. J., a dal3i (1993) J. Exp. Med. 178, 2 185 az 2 192). B7-a B7--2 jsou rovnéz
ligandy pro jinou molekulu (CTLA4) pfitomnou na povrchu aktivovanych T-bungk, nicméné&
iloha CTLA4 v procesu kostimulace je nejasna.

Jestlize T—buiiky obdrzi spolu s antigen—specifickym signalem i kostimula¢ni signal, dojde
k jejich aktivaci, coz znamen4 jednak jejich proliferaci a jednak sekreci cytokind. Naopak,
obdrzi-1i T-buiiky pouze antigen—specificky signal (bez kostimula¢niho signalu) predpoklada se,
%e tento proces indukuje u T-bunék stav funkéniho ,uml¢eni® nebo anergie, a tudiZ vlastné
indukuje antigen—specifickou toleranci T-bunék.

Interakce mezi T—buiikami a B-buiikami hraje pfi imunitni odpov&di kli¢ovou tlohu. K indukci
humoralni imunity vi&i antigendm zavislym na thymu je zapotfebi ,ppomoc® poskytovana
pomocnymi T-buitkami (T helper cells, Th-bufiky). Pomoc poskytovand B-lymfocytim je
z &asti zprostfedkovani prostfednictvim rozpustnych molekul produkovanych Th-buiikami
(naptiklad lymfokiny jako IL-4 alIL-5), nicméné kaktivaci B-bunék je rovnéZ nezbytna
interakce mezi B-buiikami a Th-buiikami, kterd je zavisld na jejich vzidjemném kontaktu
(dotyku) (Hirohata a dalgi, J. Immunol., 140 : 3 736 az 3 744 (1988); Barlett a dal3i, J. Immunol.
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143 : 1 745 az 1 754 (1989). Tato data naznacuji, Ze k aktivaci B-bunék je nezbytny kontakt mezi
povrchovymi molekulami B-bunék a Th-bunék. Molekula nebo molekuly pfitomné na povrchu
T-bunky tudiz zprostiedkovavaji helperovou efektorovou funkci zavislou na kontaktu. Idea
interakce mezi B-butikami a T-buiikami zévislé na kontaktu je dale podporovana pozorovanim,
Ze izolované plazmatické membrany aktivovanych T-bungék mohou poskytovat helperové
efektorové funkce nezbytné k aktivaci B-buiiky. Brian, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:564 az
568 (1988); Hodgkin a dalii, J. Immunol.,, 145:2 025 az 2034 (1990); Noelle a dalsi,
J. Immunol., 146 : 1 118 az 1 124 (1991).

Na povrchu zralych i nezralych B-lymfocyti byla identifikovana molekula CD40, jenz je
schopna po zesitovani prostfednictvim protilétek indukovat proliferaci B-bunék. Valle a dalsi,
Eur. J. Immunol,, 19: 1463 az 1 467 (1989); Gordon a dalsi, J. Immunol., 140 : 1 425 az 1 430
(1988); Gruber a dalsi, J. Immunol., 142:4 144 az 4152 (1989). CD40 byla molekularné
klonovéna a charakterizovéna. Stamenkovic a daldi, EMBO J., 8 : 1403 aZ 1 410 (1989). Protein
gp39 (rovnéZ je nazyvan CD40L), jenz je ligandem pro CD40, byl rovn& molekularné klonovan
a charakterizovan. Armitage a dalsi, Nature, 357 : 80 az 82 (1992); Lederman a dalgi, J. Exp.
Med., 175 :1 091 az 1101 (1992); Hollebaugh a dalsi, EMBO J., 11:4 313 az 4319 (1992).
Protein gp39 je exprimovan na povrchu aktivovanych CD4™ Th-bungk, ale neni exprimovan na
povrchu klidovych CD4" Th-bungk. Spriggs a dali, J. Exp. Med., 176 : 1 543 az 1 550 (1992);
Lane a dalsi, Eur. J. Immunol., 22 :2 573 .2 578 (1992); Roy a dal3i, J. Immunol., 151 :1 az 14
(1993). Buiiky transfikované genem gp39 a exprimujici na svém povrchu protein gp39, jsou
schopny ,,spustit“ proliferaci B~bun&k, a pti dostupnosti dal3ich stimulaénich signali, mohou
indukovat produkci protilatek, viz Armitage a dalgi, Nature, 357 : 80 a% 82 (1992); Hollebaugh
adalsi, EMBOJ.,, 11:4 313 az4 319 (1992).

Podstata vynalezu

Pro indukci imunitni odpovédi, pro niz je nezbytni pomoc Th-buriky, jsou velmi dalezité
povrchové molekuly T-bunék, které zprostredkovavaji helperové efektorové funkce zavislé na
kontaktu. Napfiklad interakce molekuly gp39 na povrchu T-bunék s receptorem CD40 na
povrchu B-bunék hraje kli¢ovou tlohu pfi aktivaci imunitni odpovédi B-bunék vi&i uréitému
antigenu. Vynélez je mimo jiné zaloZen na objevu, Ze povrchové molekuly, které u T-bunék
zprostfedkovavaji na kontaktu zavislé helperové efektorové funkee, hraji rovnéz rozhodujici
ulohu pfi odpovédi T-bunék vigi alloantigeniim. Bylo zjisténo, ze za vhodnych podminek mize
mit ruivy zasah do interakce mezi proteinem gp39 a ligandem na povrchu allogenni buiky
prezentujici alloantigeny T-buiice za nasledek navozeni tolerance u T-buriky. Vyhodné je,
Jestlize je allogenni buitka prezentujici alloantigeny T—bufice schopna poskytnout signaly
nezbytné k aktivaci T-buiiky pouze prostiednictvim interakce mezi ligandem proteinu gp39 na
svém povrchu a proteinem gp39 na povrchu T-buiiky. Inhibici interakce mezi ligandem
proteinu gp39 na povrchu allogenni buttky a proteinem gp39 na povrchu T-builky se zamezi
aktivaci T-buiiky a navic dojde k navozeni tolerance T-buriky viici pfisluinému alloantigenu.
Navozeni tolerance T-buiiky vii&i alloantigenim kombinaci podle vyndlezu maze byt pouzito
Jako pfipravy na transplantaci tkani nebo organi.

Pfedmétem vynélezu je kombinace zvl4$té vhodna k indukei (navozeni) tolerance T-burky vici
donoroveé tkéni nebo orgénu v recipientovi této tkané nebo organu. Jedna se o kombinaci 1) uréité
allogenni nebo xenogenni butiky, ktera exprimuje na svém povrchu alespoii jeden donortiv
antigen a ktera nese na svém buné&&ném povrchu ligand, jenz vstupuje do interakci s receptorem
na povrchu recipientovy T-buiiky, ktery zprostfedkovava helperové efektorové funkce zavislé na
kontaktu; a 2) antagonisty této molekuly (receptoru) exprimované na povrchu recipientivy
T-buriky, kterd zprostfedkovava helperové efektorové funkce zavislé na kontaktu. Zminény
antagonista inhibuje interakci mezi touto molekulou na povrchu T-buiiky a jejim ligandem na
povrchu allogenni nebo xenogenni buriky.
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Ve vyhodném provedeni vynilezu je povrchovym T-bun&nym receptorem v recipientnim
organismu, zprostiedkovavajicim helperové efektorové funkce zavislé na kontaktu,
molekula gp39. V popsaném provedeni vynalezu je danym antagonistou molekula, které inhibuje
interakci mezi proteinem gp39 na povrchu T-buiiky a ligandem pro protein gp39 na povrchu
allogenni nebo xenogenni buiiky. Zvlasté vyhodnym antagonistou molekuly gp39 je protilatka
proti proteinu gp39. V jiném provedeni vynalezu je antagonistou molekuly gp39 rozpustna forma
ligandu pro protein gp39, naptiklad rozpustny protein CD40. Jako allogenni nebo xenogenni
buiika, ktera je podéna recipientovi, je nejvhodn&jsi n&jaka lymfoidni buiika, naptiklad B-buiika.
Jinou moznosti je pouziti malé klidové B-bufiky. Allogenni a xenogenni bufika a antagonista
(naptiklad protilitka proti proteinu gp39) jsou obvykle recipientovi podavany pred vlastni
transplantaci tkdné nebo organu tomuto subjektu. Lymfoidni buriky (napfiklad B-buiiky)
pochazejici od donora tkang& nebo organu jsou napfiklad spolu s prislusnym antagonistou podany
recipientovi pfed vlastni transplantaci tkané nebo organu tomuto subjektu.

Kombinace podle vynalezu mize byt napiiklad vyuZito k navozeni tolerance T-bunék vigi
transplantovanym tkanim nebo orgdnim jako jsou napfiklad jatra, ledviny, srdce, plice, kuze,
sval, nervova tkéfi, Zaludek nebo stfevo. V jednom pipadé byly jako transplantovana tkan
pouZity pankreatické ostriivky. Vynilez tudiz popisuje kombinace k oSetfeni cukrovky, které
zahrnuji 1) allogenni a xenogenni buiiky exprimujici donorovy antigeny; 2) antagonistu receptoru
na povrchu recipientovych T-bungk, ktery zprostiedkovavé helperové efektorové funkce zavislé
na kontaktu. Timto antagonistou mize byt napfiklad antagonista proteinu gp39 (napriklad
protilatka proti proteinu gp39); a 3) donorovy pankreatické ostravky.

Piehled obrazkii na vykresech

Obrazek 1 je grafickym znazornénim pieZiviich transplantovanych allo$tépt pankreatickych
ostrivkdl u my3i s chemicky indukovanym diabetes. Témto mysim byla pfed vlastni transplantaci
podina bud’ samotna protilatka proti proteinu gp39, nebo pouze frakcionované nebo
nefrakcionované allogenni slezinné buiiky. Na ose x jsou vyjidfeny dny od poZatku experimentu,
zatimco osa y udava kumulativni procento preziviich allodtépi. Legenda k symbolim: ¢ara A
odpovida my$im jimz nebyly pfed transplantaci podany zadné buiiky ani protilatky (N= 32), ¢ara
B plati pro my3i jim2 byly podany nefrakcionované slezinné buiky (75 az 88 x 10°, N = 7), &ara
C jsou my3i jimz byla podana 19. Frakce slezinnych bunék (75 az 88 x 105, N = 13), ¢ara D plati
pro mysi jimz byla podana 19, frakce slezinnych bunék v mnoZzstvi 40 az44 x 10°, N = 16)
akonetnd ¢ara E plati pro mysi jimz byla podana samotna protilatka proti proteinu gp39

(N =11).

Obrazky 2Aa2B jsou grafickym znazom&nim preziviich transplantovanych allostépii
pankreatickych ostrivkd u mysi s chemicky indukovanym diabetes. Mnozstvi prezivich
transplantovanych allo3tépd bylo stanoveno méfenim zmény hladiny koncentrace glukézy
v plazmg. Témto my$im byla pfed vlastni transplantaci podana jedna davka frakcionovanych
allogennich slezinnych bun&k a soutasng byla my3im podévana protilatka proti proteinu gp39
(MR1), a to po dobu dvou tydnti (obr. 2A) nebo 7 tydni (obr. 2B). Kazda z kfivek reprezentuje
data ziskani od jednoho jedince. Prazdné symboly oznauji recipienty, u nichz doslo ke
spontannimu odvrZeni allo§t&pu. PIné symboly oznaguji mysi, u nichz byly $tépy pankreatickych
ostriivkii v dob& ukon&eni experimentu je3té funkéni. Na svislé ose je vyznaCena koncentrace
glukézy v plazmé uveden v mg na 100 mi. Na vodorovné ose jsou dny, pfiemz pocatek osy je
v den transplantace Stépu.

Obrazky 3A, BaC jsou ziznamy zpritokového cytometru zobrazujici lidské lymfocyty
periferniho krevniho ob&hu aktivované po dobu 6 hodin a znaCené bud’ CD40Ig (obr. 3A)
poptipadé monoklonalni protilatkou 4D9-8 (obr. 3B), nebo 4D9-9 (obr. 3C).
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Obrazky 4A, B a C jsou ziznamy z priitokového cytometru zobrazujici lidské lymfocyty perifer-
niho krevniho ob&hu aktivované po dobu 6 hodin a kultivované za p¥itomnosti cykloporinu A,
znaené bud’ monoklonalni protilatkou 4D9-8 (obr. 4A), nebo protilatkou 4D9-9 (obr. 4B)
nebo CD40lg (obr. 4C).

Obrazky SA a B jsou zaznamy z priitokového cytometru zobrazujici lidské lymfocyty periferniho
krevniho obéhu aktivované po dobu 6 hodin znadené CD40Ig za pfitomnosti neznaené
monoklonalni protiltky 4D9-8 (obr. 5A) nebo neznatené protilitky mAb 4D9-9 (obr. 5B).

Obrézek 6 je grafickym znézorn&nim inhibice proliferace lidskych B-bun&k indukované pomoci
rozpustného proteinu gp39 a IL—4, pfi¢emz tyto buiiky jsou kultivovany za pfitomnosti mono-
klonalnich protilatek 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76 nebo 89-79 proti  lidskému
proteinu gp39. Na vodorovné ose je vyjadiena koncentrace pouZité monoklonalni protilatky
v mg/ml, na ose svislé je cpm.

Obrazek 7 je grafickym znézornénim inhibice allospecifické odpovédi smidené populace
lymfocytd kultivovanych za ptitomnosti monoklonlnich protilatek 24-31 nebo 89—79 proti
lidskému proteinu gp39.

Podrobny popis vynalezu

Tento vynalez popisuje kombinaci, ktera slouzi in vivo k indukei tolerance T-bun&k recipienta
transplantatu vii¢i donorové transplantované tkani nebo organu. Jedné se o kombinaci 1) urgité
allogenni nebo xenogenni butiky, ktera exprimuje na svém povrchu donorovy antigeny a ktera
nese na svém bunééném povrchu ligand, jenz vstupuje do interakci s receptorem na povrchu
recipientovy T-buiiky, ktery zprostfedkovava helperovou efektorovou funkei zavislou na
kontaktu; a 2) antagonisty této molekuly (receptoru) exprimované na povrchu recipientovy
T-buiiky, ktery inhibuje interakci mezi ligandem a pfisluinym receptorem. Pouzivany termin
»fecipient™ oznaluje subjekt, jemuZz bude, je nebo byl transplantovan tkaiiovy nebo orgénovy
5tép. Podle vynalezu je ,,allogenni* buiika definovana jako bufika ziskana z jiného jedince, ktery
oviem naleZi ke stejnému druhu jako recipient, a tato burika exprimuje ,,alloantigeny* ligici se od
antigeni exprimovanych na buiikach recipienta. ,,Xenogenni“ buiika je ziskana z jedince, ktery
nalezi k jinému druhu neZ recipient, a tato buiika exprimuje ,,xenoantigeny* lisici se od antigenli
exprimovanych na buiikich recipienta. ,,Donorovymi antigeny* podle vynalezu se rozumi
antigeny exprimované na donorové tkilovém nebo orginovém 3tépu, ktery je urCen
k transplantaci do organismu recipienta. Donorovy antigeny mohou byt v zavislosti na zdroji
Stépu bud’ alloantigeny, nebo xenoantigeny. Allogenni nebo xenogenni buiika podévana
recipientovi jako soucast kombinace slouzici k navozeni tolerance podle vynalezu exprimuje
donorovy antigeny. Exprimuje tedy nékteré nebo viechny antigeny pFitomné na donorové
tkafiovém nebo orgdnovém §tépu, jenZ je urden k transplantaci recipientovi. Allogenni nebo
xenogenni burika je vyhodné ziskavana od donora tkafiového nebo organového 3tépu, ale mize
byt ziskana z jednoho nebo vice zdroji, které maji s donorem spole&né antigenni determinanty.

Krome allogenni a xenogenni buiiky je recipientovi jako sougast kombinace k navozeni tolerance
podle vynilezu podavan rovn&z antagonista povrchové molekuly T-bungk. Tato povrchova
molekula T-bunék zprostiedkovava helperové efektorové funkce zavislé na kontaktu. Podle
vynalezu jako molekulu nebo receptor zprosttedkovavajici helperové efektorové funkce zavislé
na kontaktu oznaCujeme molekulu nebo receptor, ktery je exprimovan na Th-buiice a ktery
vstupuje do interakce s ligandem na efektorové buiice (naptiklad B-buiice). Interakce zmin&né
molekuly s pfisluSnym ligandem je nezbytna k vytvofeni efektorové bun&tné odpovédi
(napfiklad kaktivaci B-buiiky). Neddvno bylo zjidténo, Ze tato molekula nebo receptor
participuje nejen v procesu efektorové bunéiné odpovédi, ale rovndz i pti odpovédi T-buiiky
vii antigenu. Jako molekula na povrchu T-buiiky, kterd zprostiedkovava helperovou
efektorovou funkci zivislou na kontaktu, se vyhodné pouZiva protein gp39. Ve vyhodnych
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provedenich vynalezu zahrnuje kombinace podle vynélezu allogenni nebo xenogenni buiiku
a antagonistu gp39 k podéni recipientovi transplantatu. Aktivace T-bungk recipienta prostied-
nictvim allogenni nebo xenogenni buiiky zahrnuje interakci mezi proteinem gp39 na povrchu T-
bundk recipienta a ligandem pro protein gp39 na povrchu piisluiné allogenni nebo xenogenni
buiiky. Inhibice této interakce pomoci antagonisty protein gp39 vede ktomu, Ze T-buiiky
recipienta nejsou pfitomnosti antigendi donora exprimovanych na allogenni nebo xenogenni
buiice aktivovany, ale je u nich spiSe navozena tolerance viigi témto antigenim. Navozeni
tolerance v organismu recipienta vidi tmto antigenim. Navozeni tolerance v organismu
recipienta vi¢i antigenim donora tudiz umoZiiuje isp&snou transplantaci donorovy tkané nebo
organu bez nasledného odvrZeni tohoto $t&pu, jez by bylo zpiisobeno reakei imunitniho systému.

V nasledujicich odstavcich jsou podrobné popséna riizna provedeni vynélezu.
I.  Antagonisté proteinu gp39

V kombinaci podle vynilezu je antagonista proteinu gp39 podavan recipientovi za ucelem
naruleni interakce mezi proteinem gp39 na povrchu T-bun€k recipienta a ligandem pro
protein gp39 na povrchu allogenni nebo xenogenni buiiky, jako napfiklad B-buiiky, podavané
recipientovi. Antagonista proteinu gp39 je definovan jako molekula, ktera narusuje tuto interakci.
Antagonistou proteinu gp39 miZe byt protilitka proti proteinu gp39 (napfiklad monoklonalni
protilatka proti proteinu gp39), fragment nebo derivat takovéto protilatky proti proteinu gp39
(naptiklad Fab nebo F(ab)2 fragmenty, chimérické protilitky nebo humanizované protilatky),
rozpustné formy ligandu pro protein gp39 (napfiklad rozpustny CD40), rozpustné formy fazniho
proteinu ligandu pro protein gp39 (napiklad rozpustny CD40Ig) nebo farmaceuticka agens, ktera
jsou schopna &astedné narusit nebo zcela pferusit interakci mezi proteinem gp39
a receptorem CDA40.

A. Protilatky

Savec (napiiklad my3, kietek nebo kralik) muZe byt imunizovén imunogenni formou
proteinu gp39 nebo jeho proteinového fragmentu (napfiklad peptidového fragmentu), ktera je
schopna v daném organismu vyvolat pfislusnou humoralni imunitni reakei. Jako imunogen miize
byt rovnéz pouzita buiika exprimujici na svém povrchu protein gp39. Jako alternativni
imunogeny slozi purifikovany protein gp39 nebo jeho proteinové fragmenty. Protein gp39 je
mozné purifikovat zbunék exprimujicich tento protein pomoci standardnich purifika¢nich
technik. Déle pak miize byt v hostitelskych buikach, naptiklad v bakteriich nebo v néjaké savci
bun&ené linii, exprimovéana gp39 cDNA (Armitage a dalsi, Nature, 357: 80 az 82 (1992);
Lederman a dalgi, J. Exp. Med., 175: 1091 az 1101 (1992); Hollebaugh a dalsi, EMBO J.,,
11:4313 az 4319 (1992)) a protein gp39 nasledné purifikovan z pfislu§né bunétné kultury
pomoci standardnich technik. Jinou alternativou je pfima syntéza proteinu gp39 podle znamé
aminokyselinové sekvence (Armitage a dal3i, Nature, 357 : 80 az 82 (1992); Lederman a dalsi, J.
Exp. Med., 175:1 091 az 1101 (1992); Hollebaugh a dalsi, EMBO J,, 11 14313 az 4319
(1992)) za pouziti znamych zpiisobii (napfiklad F~moc nebo T-boc chemicka syntéza). Zpisoby
slouzici ke zvy3eni imunogenity zahrnuji naptiklad konjugaci proteinu s nosii nebo jiné techniky
dobie v soudasnosti znamé. Pfisluiny protein miZe byt napiiklad aplikovan spolu s adjuvans.
Imunitni odpovéd’ miize byt sledovéna stanovovanim titru pfislusné protilatky v séru nebo
plazm&. Ke stanoveni hladiny protilatek miZe byt pouZita ELISA ¢&i jiné standardni
imunostanoveni, kde jako antigen bude pouZit pfislusny imunogen.

Nasledné po imunizaci miiZe byt ziskano antisérum nebo, je-li to Zadouci, mohou byt ze séra
izolovany polyklonlni protilétky. Za ti¢elem produkce monoklonélnich protilatek mohou byt
z imunizovaného zvifete izolovany buiiky produkujici protilatky (lymfocyty) a jejich naslednou
fiizi s myeloidnimi butikami pomoci standardnich postupd slouZicich k fizi somatickych bun¢k
miZeme ziskat imortalizované butiky-hybridomy. Zptisoby slouZici popsanému &elu jsou dobie
znamy ze stavu techniky. Pfikladem zminénych postupi je zpusob pripravy hybridomi. Tento
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zpilisob byl pivodné vyvinut Kohlerem a Milsteinem (Nature (1975) 256 : 495 az 497). Dalgimi
podobnymi zpiisoby jsou napiiklad metoda pro pfipravu hybridomii lidskych B~bunék (Kozbar
a dalsi, Immunol. Today (1983) 4 : 72), metoda pro piipravu hybridomii produkujicich lidské
monoklonélni protilitky pomoci EBV (Cole a dal§i Monoclonal Antibodies in Cancer Therapy
(1985) (Allen R. Bliss, Inc., stranky 77 az 96) a screening kombinovanych knihoven protilatek
(Huse a dalsi, Science (1989) 246 : 1 275). Hybridomy produkujici protilatky specificky reagujici
s danym proteinem nebo peptidem mohou byt rozpoznany a ptislusné protilatky néasledng
izolovany.

Podle vynilezu je termin protilatka pouZivan i koznaleni fragmentd této protilatky, jenz
specificky reaguji s proteinem gp39, jeho fragmentem nebo fiiznim proteinem gp39. Protilatky
mohou byt rozit&peny za pouziti konvenénich zpusobl a pouzitelnost takto ziskanych fragmentd
mizZe byt uréena stejnym zplisobem jako u intaktnich molekul protilatek. Napfiklad F(ab")
2 fragmenty mohou byt ptipraveny piisobenim pepsinu na protilatku. U takto pfipravenych F(ab")
2 fragmenti mohou byt redukovany disulfidické mustky, coz ma za nasledek vznik Fab’
fragment. Termin protilitka je podle vynélezu pouZivan rovnéz k oznadeni bispecifickych
a chimérickych molekul, které maji ve své molekule usek specificky rozeznavajici pro
protein gp39.

Jsou-li u lidi terapeuticky vyuzivany protilatky produkované v jinych nez lidskych subjektech,
jsou tyto protilatky v rozdilné mite rozpoznany jako cizorodé a tudiz u daného pacienta existuje
moZnost vzniku imunitni reakce. Jednim z pfistupd, jenz je vyhodnéjsi nez celkova imuno-
suprese, pouZivanych k minimalizaci nebo dokonce eliminaci tohoto problému je produkce
chimérickych derivati protilatek, tzn. Protilatek, které ve své molekule obsahuji variabilni oblast
Jiného nez lidského subjektu a lidskou konstantni oblast. Chimérické molekuly protilatek mohou
napfiklad obsahovat doménu zodpovédnou za vazbu antigenu odvozenou z my3i nebo krysi
protilatky nebo protilatky n&jakého jiného druhu, spolu s lidskou konstantni oblasti.

Bylo popsano velké mnoZstvi pfistupti slouZicich k pfipravé chimérickych protilatek a tyto
pristupy mohou byt pouzity k ptipravé chimérickych protilatek obsahujicich imunoglobulinovou
variabilni oblast, ktera je schopna rozpoznat protein gp39. Viz. Naptiklad Morrison a dalsi, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 81 : 6 851 (1985); Takeda a dal3i, Nature 314 . 452 (1985); Cabilly a dals;i,
Patent US4 416 567; Boss a dalgi, Patent US 4 816 397; Tanaguchi a dal3i, Europian Patent
Publication EP 171 496; Europian Patent Publication 0 173 494, United Kingdom Patent
GB 217 709 6B. Pfedpoklada se, Ze tyto chimérické protilatky by mély byt pro &lovéka méng
imunogenni nez odpovidajici non—chimérické protilatky.

Jsou-li monoklonalni nebo chimérické protilatky specificky reagujici s proteinem gp39 nebo jeho
peptidovym fragmentem uréeny k 16¢b& lidi, mohou byt protilatky dale humanizovany tak, e
jsou vytvofeny chimérické variabilni oblasti, kde &Ast této variabilni oblasti, zvlast¢ pak
konzervované peptidové tiseky domény vézici antigen, je lidského piivodu, a jiného nez lidského
puvodu jsou pouze hypervariabiln{ useky. Takto pozm&néné imunoglobulinové molekuly mohou
byt pfipraveny nékterou z mnoha v soutasné dob& znamych technik (naptiklad Teng a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80: 7308 az 7312 (1983); Kozbor a dal3i, Immunology Today,
4:7279 (1983); Olsson a dalsi, Meth. Enzymol., 92:3 az 16 (1982)) a vyhodné rovnéz
technikou popsanou v PCT Publication WO 92/06193 nebo EP 0239 400. Humanizované
protilatky mohou byt komeréng pripraveny naptiklad firmou Scotgen Limited, 2 Holly Road,
Twickenham, Middlesex, Velk4 Britanie.

Jingm zpisobem slouZicim k piipravé specifickych protildtek (nebo jejich fragment) proti
proteinu gp39 nebo jeho peptidovému fragmentu, Je screening (pravé pomoci proteinu gp39 nebo
jeho peptidového fragmentu) expresnich knihoven kédujicich imunoglobulinové geny nebo jejich
Casti exprimované v bakterialnich buitkich. Kompletni Fab fragmenty, VH oblasti a FV oblasti
mohou byt napfiklad exprimovany v bakteriich za pouZiti fagovych expresnich knihoven.
Viz. naptiklad Ward a dal3i, Nature, 341 : 544 a2 546 (1989); Huse a dal3i, Science, 246 : 1275
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az 1281 (1989); a McCafferty a dalsi, Nature, 348 : 552 az 554 (1990). Screening takovych
knihoven pomoci, napfiklad, peptidového fragmentu proteinu gp39 muize identifikovat
imunoglobulinové fragmenty reagujici s proteinem gp39. Jinou moznosti k produkei protilatek
nebo jejich fragmentd je vyuziti SCID-hu my$i (Genpharm).

Metodologie pro produkci monoklonélnich protilatek proti proteinu gp39, a to jak proti lidskému
proteinu gp39, tak proti mySimu gp39, jakoZ i monoklonalni protilatky vhodné k pouZziti
kombinaci podle vynalezu, jsou podrobng popsény v Pfikladu 2.

Podle vynalezu jsou k navozeni antigen—specifické tolerance T-bungk vyhodné pouzity mono-
klonalni protilatky proti lidskému proteinu gp39. Mezi vyhodné protilatky patii monoklonalni
protilatky 3E4, 2H5, 2H8, 4D9-8, 4D9-9, 24-31,23-43, 89-76 a 89-79, popsané v Prikladu 2.
Zv1até vyhodné protilitky jsou monoklondlni protilatky 89-76 a 24-31. Hybridomy 89-76
a24-31 produkujici protilatky 89-76 a24-31 byly umistény podle ustanoveni Budapest'ské
smlouvy u ATCC (American Type Culture Collection, Parklawn Drive, Rockville, Md., 2. zifi,
1994). Hybridom 89-76 byl uloZen pod &islem HB 117 13 a hybridom 24-31 byl ulozen pod
&islem HB 117 12. Protilatky 24-31 a 89-76 jsou protildtkami izotopu IgG,.

V jiném provedeni vynalezu se monoklonalni protilatka proti lidskému proteinu gp39 pouzivana
v kombinaci podle vynalezu vaZe na epitop rozpoznavany monoklonalni protilatkou vybranou ze
skupiny  sestavajici z monoklonélnich protilatek  3E4, 2HS5, 2H8, 4D9-8, 4D9-9, 24-31,
23-43, 89-76 a 89-79. Vyhodnéji se monoklonalni protilatka proti lidskému proteinu gp39 vaze
na epitop rozpoznavany monoklonalni protilatkou 24-31 nebo monoklonalni protilatkou 89-76.
Schopnost monoklonalnich protilatek vazat se na epitop rozpoznavany nékterou z dfive zming-
nych protilitek mize byt stanovena standardnimi kompetitivnimi vazebnymi testy. Napfiklad
protilitka, kterd se vadZe na epitop rozpoznavany rovnéz monoklonalni protilatkou
24-31, bude se znatenou protilatkou 24-31 kompetovat o vazbu na povrch aktivovanych
t-bunék, zatimco protilatka, kterd se vaze na epitop odlisny od epitopu rozpoznavané¢ho
monoklonalni protildtkou 24-31, se znatenou protilatkou 24-31 kompetovat nebude.

B. Rozpustné ligandy proteinu gp39

Mezi jiné antagonisty proteinu gp39, které mohou byt podavany za i¢elem navozeni tolerance
T—bungk, naleZi rozpustné formy ligandu pro protein gp39. Monovalentni rozpustny ligand
proteinu gp39, jako napfiklad rozpustny receptor CD40, se miiZe vazat na protein gp39 a tudiz
muiZe inhibovat interakei mezi proteinem gp39 a receptorem CD40 na povrchu B-bunék. Termin
Jrozpustny® oznaluje skutenost, Ze ligand neni trvale asociovan s plazmatickou membréanou.
Rozpustny ligand pro protein gp39 mize byt syntetizovan chemickou cestou nebo vyhodné
pomoci rekombinantnich DNA technik, napfiklad tak, e je exprimovana pouze extracelularni
doména prisluiného ligandu (zcela chybi transmembrénova a cytoplazmatickd doména).
Upfednostiiovanym rozpustnym ligandem proteinu gp39 je rozpustny receptor CD40. Jinou
moznosti je pouziti fiazniho proteinu jako rozpustného ligandu pro protein gp39. Takovy fiizni
protein tvofi alespofi Cast ligandu proteinu gp39 pfipojena k jiné molekule. Napfiklad
receptor CD40 muZe byt exprimovan jako fuzni protein s imunoglobulinem (napfiklad fazni
protein slozen z aminokyselinovych zbytkil extracelularni domény &asti CD40 a na tuto strukturu
jsou pripojeny aminokyselinové zbytky Gseku, ktery odpovida patentové, CH2 a CH oblastem
t&zkého imunoglobulinového fetézce, napfiklad Cgl. Vznikly fizni protein oznadujeme CD40Ig
(viz. Napriklad Linsley a dalsi (1991) J. Exp. Med. 1783 : 721 az 730; Capon a dalsi (1989)
Nature 337, 525 a2 531; a Capon US 5 116 964). Fuzni protein miZe byt syntetizovan chemickou
cestou nebo vyhodngji za pouziti rekombinantnich DNA technik vyuzivajicich cDNA molekuly
CD40 (Stamenkovic a dal§i, EMBO J., 8 : 1 403 az 1 410 (1989)).
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Il Buiiky pouZivané k navozeni antigen-specifické tolerance

Tento vynalez je, alespoti z &asti, zaloZen na objevu, Ze za pritomnosti antagonisty proteinu gp39
ma prezentace alloantigeni T-butikim prostfednictvim allogennich bunék za nasledek navozeni
tolerance T-bun&k viici alloantigenim. Mezi buitky schopné navodit timto mechanismem
toleranci T-bun€k naleZi ty buiiky, které prezentuji antigen a aktivuji T-buriky prosttednictvim
interakce s proteinem gp39 (tzn., e interakce mezi proteinem gp39 na povrchu T-bungk
a ligandem proteinu gp39 na povrchu prezentujicich bungk je nepostradatelna pro prenos signali
nezbytnych k aktivaci T-buriky). Inhibice interakce mezi ligandem na povrchu allogenni nebo
xenogenni buiiky a proteinem gp39 na povrchu T-bunék recipienta zamezi aktivaci T-bunky
alloantigenem nebo xenoantigenem a navodi spise toleranci T—buriky viigi pfisludnym antigeniim.

Pfi podani kombinace podle vynélezu je tudiZ recipientovi podana allogenni nebo xenogenni
buiika. Tato allogenni nebo xenogenni buiika je schopna prezentovat recipientovym T-buiikdm
urCity antigen. Jako pfiklad téchto bundk mize slouzit B-lymfocyt, ,profesionalni“ antigen
prezentujici buiika (napfiklad monocyt, dendritickd buiika, Langerhansova buiika) nebo i jind
bufika prezentujici antigen bufikim imunitniho systému (keratinocyt, endothelidlni burika,
astrocyt, fibroblast, oligodendrocyt). Déle je vyhodné, aby allogenni nebo xenogenni buiika méla
snizenou schopnost stimulace kostimulaéniho signalu v T-buiikach recipienta. Allogenni nebo
xenogenni bufika miZe naptiklad GipIn€ postradat kostimula¢ni molekuly, jako napfiklad proteiny
rodiny B7 (naptiklad B7-1 a B7-2), nebo miize tyto molekuly exprimovat na svém povrchu jen
v omezeném pottu. Exprese kostimulagnich molekul na povrchu potencionalnich allogennich
nebo xenogennich bungk pouzivanych v kombinaci podle vyndlezu mize byt stanovena pomoci
standardnich technik, napfiklad pritokovou cytometrii za pouziti protilatek proti t&mto
kostimula¢nim molekulam.

K vyhodnym allogennim nebo xenogennim buiikdm pouZivanym k navozeni tolerance T-buitky
patfi lymfoidni buiiky, naptiklad lymfocyty periferniho krevniho ob&hu nebo slezinné buriky.
K vyhodnym lymfoidnim buiikim pouZivanym k navozeni tolerance T-buitky patfi B-buriky.
B-buiiky mohou byt ze smési obsahujici rizné populace bunék (naptiklad jinych typli bung&k
pfitomnych v periférnim krevnim ob&hu nebo slezing) purifikovany pouzitim standardnich
separaCnich technik. Napiiklad adhezni buiiky mohou byt od populace difiznich bungk
odstranény kultivaci slezinnych bunék v kultiva&nich plastikovych miskach. T-buriky mohou byt
ze smési obsahujici rlzné populace bungk odstranény pouzitim protilatky proti T-buiice
(napfiklad protilitka proti Thy l.1 a/nebo protilatka proti Thy 1.2) spolu s komplementem.
V jednom provedeni vynélezu jsou jako antigen prezentujici buniky pouzity klidové lymfoidni
buiiky, vyhodngji pak klidové B-buiiky. Klidové lymfoidni buiiky, jako napiiklad klidové
B-buriky, mohou byt izolovany pomoci v soudasnosti zndmych zpisoba, napiiklad pomoci
zplsobi vyuZivajicich malou velikost a vysokou hustotu téchto bungk. Klidové lymfoidni buiiky
mohou byt napfiklad izolovany pouZitim protiproudového centrifugaéniho propiréani (counterflow
centrifugal elutriation) popsaném v ptikladu 1. Pfi pouziti protiproudového centrifugaéniho
propirani miize byt populace malych klidovych lymfoidnich bunék zbavena bunék schopnych
aktivovat imunitni odpov&d® T-buiiky ziskani sbé&rem frakci pii pritoku 14 az 19 ml/min.,
vyhodnéji pak sbérem frakei p¥i pritoku 19 ml/min. (pti 3,200 ot/min). Jinou moznosti izolace
malych klidovych lymfocytd (napfiklad B-bunék) je pouziti centrifugace v diskontinualnim
hustotnim gradientu. Jako gradient je moZné pouzit naptiklad komeréni preparaty Ficoll nebo
Percoll a po centrifugaci ziskame vrstvu obsahujici malé klidové lymfocyty. Malé klidové
lymfocyty mohou byt rovnéz od aktivovanych B-bungk rozlieny na zéklad& pfitomnos-
ti/nepfitomnosti  kostimuladnich molekul, jako naptiklad B7-1 a/nebo B7-2, jenz jsou
exprimovany pouze na povrchu aktivovanych B-bungk, a to pouZitim standardnich technik
(napfiklad imunofluorescence).

Ukolem allogennich nebo xenogennich bung€k podavanych recipientovi je, alespoii z &asti,
prezentace donorovych antigenti T-buitkim recipienta. Tyto buiiky tudiz na svém povrchu
exprimuji antigeny pfitomné rovn&Z na donorové tkani nebo organu. Této skute&nosti je obvykle
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dosazeno pouzitim allogennich nebo xenogennich bun&k ziskanych z donorova tkariového nebo
organového $tépu. V kombinacich podle vynalezu mohou byt pouZity napfiklad lymfoidni burky
periferniho krevniho obghu, B-butiky nebo slezinné buiiky izolované z donorovy tkan& nebo
organu. Jinou moZnosti je ziskéni allogennich nebo xenogennich bunék ze zdroje, ktery neni
donorem tkané nebo organu, jestlize oviem tyto buiiky maji stkni nebo orgnem donora
spole&né antigenni determinanty. Mohou byt napfikiad pouZity allogenni nebo xenogenni bunky,
které exprimuji (v&t3inu nebo viechny) antigeny hlavniho histokompatibilniho komplexu shodné
s odpovidajicimi antigeny na donorové tkani nebo orgnu. Jako zdroj allogennich nebo
xenogennich bungk miZe tedy fungovat subjekt, ktery ma stejny MHC haplotyp jako donor tkané
nebo organu (napfiklad blizky pfibuzny donora $tépu).

III. Podéavani bunék a antagonistt proteinu gp39

Podle vynalezu mitZe byt tolerance T-bunék viii organu nebo tkaiiovému $t€pu vyvolana, kdyz
se prijemci transplantatu pod4 antagonista proteinu gp39 spolené s allogenni nebo xenogenni
buitkou, ktera exprimuje darcovy antigeny a interaguje s T-buiikami pfijemce pfes protein gp39.
Ve vyhodném provedeni vynélezu jsou allogenni &i xenogenni buiika a antagonista proteinu gp39
podany pfijemci soulasné. Eventueln€ muiZze byt antagonista proteinu gp39 podin pted
allogennimi & xenogennimi buiikami, napfiklad je-li antagonistou protilatka s dlouhym
polotasem Zivota. V jiném vyhodném provedeni vynilezu jsou antagonista a allogenni
&i xenogenni buiiky podany pifjemci pred transplantaci organu nebo tkané tomuto ptijemci
(tzn. e je ptijemce predem vystaven pisobeni antagonisty a bun&k). Podani allogennich
&i xenogennich bungk a antagonisty miZe byt napfiklad provedeno n€kolik dni (naptiklad pét az
osm dnf) pfed transplantaci tkané nebo organu.

Bylo zjisténo, 7e podani jediné davky allogennich bungk (v kombinaci s antagonistou) je
dostaujici pro vyvolani tolerance T-bun&k ktkani &i organu darce (viz priklad 1). Pocet
podanych bunék se mize ménit v zavislosti na typu pouzitych bungk, na typu tkafiového nebo
organového $tépu, hmotnosti pfijemce, na celkovém stavu pijemce a dalsich odbornikim
znamych proménnych. Vhodny pocet bun&k pouzity v kombinaci podle vynalezu mize byt uren
odbornikem pomoci konvenénich zptisobti (napfiklad tak, jak je to popsano v pfikladé 1). Buiiky
jsou podavany v takové formé a takovym zplsobem, které jsou vhodné pro indukci tolerance
T-bundk v pfijemci. Mohou byt podavany ve fyziologicky akceptovatelném roztoku jako je
napfiklad pufrovany fyziologicky roztok nebo podobné médium. Vyhodnym zpisobem podavani
bunék je intravendzni aplikace.

Pro vyvolani tolerance T-bunék podle vynélezu je subjektu podavan antagonista v biologicky
kompatibilni form& vhodné pro farmaceutické podavani in vivo. ,Biologicky kompatibilni
formou vhodnou pro podavéni in vivo“ se mini forma antagonisty, ktery ma byt podéavén, jejiZ
terapeutické Giinky prevazuji nad Gginky toxickymi. Termin subjekt zahrnuje Zivé organismy, ve
kterych miZe byt vyvolana imunitni odpovéd’, napfiklad savce. Priklady subjekt zahrnuji lidi,
psy, kotky, mysi, potkany a jejich transgenni druhy. Antagonista proteinu gp39 mize byt
podévén v jakékoliv farmakologické formg, piipadné s farmaceuticky akceptovatelnym nosi¢em.
Podavani terapeuticky aktivniho mnoZstvi antagonisty je definovano jako mnoZstvi, které je
efektivni v takovém davkovani a v takovych &asovych periodach, které jsou nutné k dosazeni
pozadovaného vysledku (napfiklad tolerance T-bungk). Terapeutické mnoZzstvi antagonisty
proteinu gp39 miZe kolisat napfiklad v zavislosti na faktorech jako jsou nemoc, vék, pohlavi
a hmotnost daného individua a také na schopnosti antagonisty vyvolat pozadovanou odpovéd
vtomto individuu. Davkovaci rezim miZe byt nastaven tak, aby byla vybavena optimélni
terapeutické odpovéd’. Napiiklad miZe byt denné podavano vice rozdélenych davek nebo dani
dévka am&mé zmensena podle toho, jak to vyzaduje terapeuticka situace. Efektivni léCebny
re¥im miZe zahrnovat poateéni podani protilitky pred transplantaci tkin€ nebo organu
(naptiklad p&t az osm dni pred transplantaci), nésledované dal$im podavanim protilatky (napfi-
klad kazdy dal$i den) po dobu n&kolika tydni (napfiklad dvou az sedmi tydni) po transplantaci
(viz ptiklad 1, kde je pouzita protilatka proti proteinu gp39).
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Aktivni latka (naptiklad antagonista, kterym méze byt protilatka) miZe byt podédvana riznym
zpisobem, v zavislosti na situaci — naptiklad injekci (subkutanni, intravenézni atd.), peroralné,
rektalng, dile miZe byt inhalovana nebo aplikovéna transderméalng. V zavislosti na zpisobu
podavani miZe byt aktivni litka potaZena materidlem, ktery ji chrani pfed piisobenim enzyma,
kyselin a dalSich ptirozenych vlivii, které mohou inaktivovat aktivni latku. Vyhodnym zplisobem
podani je intravendzni injekce.

Pokud je antagonista proteinu gp39 podavan jinak nez parenteralné, miZe byt nutné povleceni
antagonisty materidlem, &i spolu s antagonistou podat i materiél, ktery chrani jeho inaktivaci.
Antagonista miZe byt individuu podan napfiklad ve vhodném nosici &i rozpoustédle nebo mohou
byt spolu s antagonistou podévany inhibitory enzymi Ci pfisluSny nosi¢ jakym jsou naptiklad
liposomy. Mezi farmaceuticky akceptovatelna rozpoustédla patii fyziologicky roztok a pufrované
vodné roztoky. Mezi inhibitory enzymii patfi inhibitor pankreatického trypsinu, di~izopropyl-
fluorofosfat (DEP) a trasylol. Liposomy se rozumi emulze voda-olej—voda stejné jako konvenéni
liposomy (Strejan a ost., (1984) J. Neuroimmunol 7 : 27).

Aktivni latka miize byt také podévana parenteraln& nebo intraperitonealng. Disperze mohou byt
piipraveny také v glycerolu, kapalnych polyethylenglykolech, jejich smésich, a v olejich. Za
b&Znych podminek uskladnéni a pouziti mohou tyto preparaty obsahovat ochranné prostiedky
k zabranéni ristu mikroorganisma.

Mezi farmaceutické smési vhodné pro injekéni pouZiti patii sterilni vodné roztoky ( u latek
rozpustnych ve vodg) &i disperze a sterilni sypké smési pro rychlou ptipravu sterilniho injek&niho
roztoku nebo disperze. V kazdém piipadé musi byt smés sterilni a musi byt tekuté do té miry, aby
byla umoZn&na snadné injekéni aplikace. Musi byt stabilni za podminek vyroby a uskladn&ni
amusi byt chrinéna pfed kontaminaci mikroorganismy Jjako jsou bakterie &i houby. Nosi¢em
miZe byt rozpoust&dlo nebo disperzni médium obsahujici napfiklad vodu, ethanol, polyalkoholy
(napfiklad glycerol, propylenglykol a kapalny polyethylenglykol apod.) a jejich vhodné smési.
Vhodné viskozita miZe byt udrzovana napfiklad pouzitim emulgétort jako je lecitin, zachovanim
poZadované velikosti &astic v pripadé disperze a pouZitim surfaktantd. Ochrana pted piisobenim
mikroorganism mize byt zaji§téna pouzitim riiznych antibakterialnich a fungicidnich ginidel,
napfiklad parabens, chlorbutanolu, fenolu, kyseliny askorbové, thimerosalu apod. V mnoha
pfipadech bude vyhodn&jsi, bude-li smé&s obsahovat izotonicka Cinidla jako jsou napfiklad cukry,
polyalkoholy jako manitol, sorbitol a nebo chlorid sodny. ProdlouZeni absorpce injekéni smési
miize byt dosazeno pfidanim takovych &inidel, ktera zpozd'uji absorpci, naptiklad monostearanu
hlinitého a Zelatiny.

Sterilni injek&ni roztoky mohou byt pfipravovany inkorporaci pozadovaného mnozstvi aktivni
latky (napfiklad antagonisty proteinu gp39) do vhodného rozpoustédla, spolu s kombinaci vyse
zminénych ingredienci. Sterilni injekéni roztoky mohou byt dale upravovany filtraéni sterilizaci.
Obecné jsou disperze ptipravovany inkorporaci aktivni latky do sterilniho pojidla, které obsahuje
vySe jmenované zékladni disperzni médium a dalgi poZadované slozky. V pfipadé sterilnich
sypkych smési uréenych pro pripravu sterilnich injekénich roztokd Jjsou vyhodnymi zplisoby
pfipravy vakuové suleni a suSeni za zmrazeného stavu. Tyto zpisoby poskytuji sypkou smés,
ktera obsahuje aktivni danou slozku (napfiklad antagonistu). Po pfidani sterilné filtrovaného
roztoku miize byt tato sypka smés obohacena i o libovolnou dal3i pozadovanou ingredienci.

Pokud je aktivni slougenina patfi&n& chranéna, jak je popsano vy3e, miize byt protein podavan
peroralné, napfikiad s inertnim rozpoudtédlem nebo s poZivatelnym nosi¢em. ,,Farmaceuticky
akceptovatelny nosi¢“ podle vynalezu zahrnuje viechna rozpoust&dla, disperzni média, povlaky,
antibakterialni a fungicidni ¢inidla, izotonick4 a absorpci prodluzujici &inidla apod. Pouziti t&chto
médii a Einidel pro farmaceuticky aktivni substance je zndmo ze stavu techniky. Je zvazovano
pouZiti konven¢nich médii a &inidel v terapeutickych smésich. Vyjimku tvofi takovd média
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a tinidla, kterd jsou nekompatibilni s aktivni slougeninou. Dodateéné mohou byt aktivni
slougeniny inkorporovany do smési.

Zviadté vyhodné je smési pro mimostfevni aplikaci pripravit v jednotkové davkovaci formé
zdivodd snadného podavani a jednotnosti davkovani. Jednotkova davkovaci forma podle
vynalezu odpovida fyzicky diskrétnim jednotkam, které jsou vhodné jako jednotko davkovani pro
16¢bu savct. Kazda jednotka obsahuje pfedem uréené mnoZstvi aktivni latky ve spojeni
s potfebnym farmaceutickym nosi¢em. Toto mnoZstvi aktivni latky je vypogitané tak, aby byl
vyvolan pozadovany terapeuticky efekt. Udaje pro jednotkové davkovaci formy vynalezu jsou
ptimo zévislé (a) na specifickych charakteristikach aktivni latky a na specifickém terapeutickém
efektu, ktery ma byt dosaZen, a (b) na vymezenich danych technikou piipravy takovych slou¢enin
jako je aktivni latka pouzivana pro lé€eni senzitivity.

Donorova tkéii nebo organ jsou konvenénimi zpiisoby transplantovany prijemci transplantatu
soudasné s popsanym toleriza¢nim rezimem nebo po ném.

V1. Pouziti kombinaci podle vynalezu

Kombinace podle vynélezu jsou aplikovatelné pfi riznych transplantacich tkani a orgént. Mohou
byt pouZivany knavozeni tolerance T-bun&k piijemce organového nebo tkéfového Stépu,
pochazejictho z nasledujicich tkéni a orgéni : Langerhansovy ostriivky slinivky bfiSni, jétra,
ledviny, srdce, plice, kiiZe svaly, nervova tkafi, Zaludek a streva. Kombinace podle vynélezu tedy
mohou byt pouzivany pfi é¢eni takovych onemocnéni €i stavil, které vyzaduji transplantaci tkan&
nebo organu (naptiklad transplantace jater pfi hypercholesterolemii, transplantace svalovych
bunsk pki svalové dystrofii, transplantace nervové tkang pfi Huntingtonové &i Parkinsonové
chorobé atd.). Ve vyhodném provedeni jsou transplantovanou tkani pankreatické ostrivky.
Vynilez tedy popisuje kombinaci pro léCeni cukrovky pomoci transplantace bunék
pankreatickych ostriivkii. Kombinace podle vynalezu tedy zahrnuje:

1) allogenni &i xenogenni buiiky, které exprimuji donorovy antigeny,

2) antagonistu molekuly exprimované na povrchu T-bun&k recipienta, ktera zprostfedkovava
helperovu efektorovou funkei zavislou na kontaktu, piikladem takového antagonisty je
antagonista proteinu gp39 (napfiklad protilatka proti proteinu gp39) a

3) donorové buiiky pankreatickych ostravki.

Allogenni & xenogenni buiiky a antagonista jsou, pokud mozno, recipientovi podavany pied
podavanim pankreatickych ostrivki.

Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi ptiklady, které viak vynélez neomezuji.

Priklad 1:  Vyvolani tolerance recipienta vici $t€pim z pankreatickych ostriivkli piisobenim
allogennich bungk a protilatky proti proteinu gp39

Soudasné allotransplantaéni studie zavisi na celkové imunosupresi, ktera nespecificky potlatuje
imunitni efektorové funkce. Imunosupresivni 1éky v3ak mohou vyvolavat podstatné vedle;jsi
efekty. Navic bylo prokizino, Ze imunosuprese je nevhodna pfi allotransplantaci
Langerhansovych ostrivki, pouzivané pfi 1é¢eni cukrovky (viz naptiklad Robertson, R. P. (1992)
N. Engl. J. Med. 327, 1861). Terapie pomoci protilatek proti T-buiikim mohou umoZiiovat
Gspé$nou transplantaci allogennich $t€pi u hlodavcii, ale tento pristup mé stejn€ za nasledek
celkovou imunosepresi (Carpenter, C. B. (1990) N. Engl. J. Med. 322, 1224, Roark, J. H. a ost.
(1992) Transplantation 54, 1098, Kahan, B. D. (1992) Curr. Opin. Immunol. 4, 553). V tomto
piikladé byla v recipientovi transplantatu indukovana tolerance viigi allodt&piim ovlivnénim
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prezentace alloantigenu T-burikam. V dusledku tohoto ovlivnéni j‘e zabranéno jejich aktivaci.
PreZivani allo$tépi z pankreatickych ostrivki v mySich, u kterych byla chemicky indukovana
cukrovka C57BL/6 (H-2b) bylo ovéfovano pouzitim nasledujicich zptisobi:

Indukce cukrovky

Cukrovka u mysi C57B1/6J (H-2b) sam&iho pohlavi byla indukovana podanim streptozotocinu
(140 mg/kg). Trvani cukrovky bylo ov&fovano méfenim plazmatické koncentrace glukézy,
pfi¢emz pro cukrovku typické byly pozadovany hodnoty od 400 mg/100 ml. Mé&feni byla
provadéna tfikrat béhem jednoho tydne.

Frakcionace allogennich bungk sleziny

Reakei $tépu proti hostiteli bylo zabranéno tim, e darci allogennich bun&k, uréenych pro
piedbézné oletfeni piijemci $tépd, byli ziskani z (C57 x BALB/c) (H-2b/d) F1 hybridnich zvitat.
Malé lymfoidni buiiky byly izolovany tak, ze suspenze slezinnych bungk staré alespori 8 tydnti
(C57x BALB/c) F1 mysi sami¢iho pohlavi byly zbaveny erytrocytl a pak frakcionovany podle
velikosti propiranim (elutriation), jak popisuje Tony, H. P. a ost. (1985) J. Exp. Med. 161, 223,
a Gosselin E. J. a ost. (1988) J. Immunol. 140, 1 408. Malé lymfocyty byly izolovany pomoci
protiproudového  centrifuga¢niho propirdni naptiklad za pouZiti modelu centrifugy
J-6B (Beckman Instruments, Palo Alto CA). Pfiblizn& 1 a% 5 x 108 bun&k v 8 ml kultiva¢niho
média nebo vyvazeného solného roztoku s 1,5 % fetalnim hovézim sérem Jje vystaveno plisobeni
deoxyribonukleasy, zavedeno do propiraci komurky s pocatedni rychlosti protiproudového
toku 13, 5ml/min a roztogeny konstantni rychlosti 3,200 rpm pii teploté¢ 4 °C. Pritokova
rychlost frakce malych bunék je typicky 14 az 19 ml/min. Tato frakce je jen velmi malo
kontaminovéna velkymi buiikami. Konkrétni rychlost toku miiZe zaviset na médiu, ve kterém
Jsou buiiky suspendovény. V experimentech, které jsou popsény zde, byla frakce malych bungk
odebirana pfi priitokové rychlosti 19 ml/min (3, 200 rpm). Vedkeré doplitkové bunééné frakce
slouZici k radiaéni resistenci (3 000 rad) byly vyCerpany. To bylo ovéfeno buné&énymi liniemi
T-lymfocytt specifickymi pro krali&i IgG a H,d (CDC35) nebo allokreativnimi s H;b (D10 . G4).
Pfed injikovanim do ocasni Zily ptijemce allostépu byly malé buriky a nefrakcionované buiiky
dvakrat promyty v médiu, které neobsahovalo sérum. Bylo pouZivano pfiblizné 40-100 x 10°
(C57 x BALB/c) F1 (H-2b/d) nefrakcionovanych bun&k nebo 40-100 x 10° (C57 x BALB/c) F1
(H-2b/d) propranych malych slezinnych bun&k.

Predbézné o3etfeni recipientli $tépu

Prijemci $tépu byli pfedem oSetfeni bud’ nefrakcionovanymi (C57 x BALB/c) F1 (H-2b/d)
allogennimi slezinnymi buiikami, propranymi (,,frakce 19%) malymi slezinnymi burikami, které
byly zbaveny APC aktivity (izolovanymi tak, jak je popsano vyse), a monoklonalni protilatkou
proti proteinu gp39 (MR, viz ptiklad 2, experiment 3), nebo kombinaci allogennich bunék
a protilatky proti proteinu gp39 . 19. Frakce bun&k byla testovana ve dvou odlisnych rozsazich
davek. Pri nizkych davkach 40 az 44 x 10° bungk a p¥i vysokych dévkach 77 aZ 88 x 10° bungk.
Kontrolni zvifata nedostala ani allogenni buiiky, ani protilatky. Allogenni buriky byly pfijemci
St€pu injikovany do ocasni Zily pét az osm dni pied transplantaci alloStépti z pankreatickych
ostrivkil. Protilitka MR1 byla my$im podavana dvakrat tydn& v davkach 250 ug/mys. Pogatek
imunizace byl sedm dni pfed transplantaci a imunizace dale pokracovala po dobu 2 az sedmi
tydnd nebo dokud nebyl $t&p odmitnut. Prvni ddvka protilatky byla my$im injikovana tentyz den
jako prvni davka allogennich slezinnych bungk.

Transplantace allogennich 3tépt z pankreatickych ostrivki
Allogenni pankreatické ostriivky zmy$i BALB/c (H-2d) byly izolovany modifikovanym

zpisobem podle prace Gottlieb P. A. dalsi (1990), Diabetes 39, 643, vyuzivajicim &asteéného
St€peni pomoci kolagenasy. Do subrenalnich kapsuli recipientnich mysi C57B1/6] (H-2d) byly
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okamzité po izolaci implantovany ostrivky v mnoZstvi 30 ostriivkGl na jeden gram hmotnosti
recipienta, PreZiti ostrivkd bylo definovano schopnosti udrzet koncentraci glukozy v plazmé pod
200 mg/ml.

Vysledky

V prvni sadé experimentii byly jednotlivé recipientni my3i pred vlastni implantaci allogennich
$téph odetfeny bud’ allogennimi nebo slezinnymi buiikami, nebo protilatkou proti proteinu gp39.
Jak je patrné zobrazku 1, u mysi, které nebyly pfedem o3etfeny slezinnymi buiikami, doSlo
odhojeni viech allogennich §tépi do 13 dni po transplantaci. Pomémé vyrazné odhojovani bylo
moZno pozorovat rovnéZz u zvifat, které byly o3etfeny pouze nefrakcionovanymi slezinnymi
buitkami s normalni APC aktivitou (6 3 dni, rozsah 4 az 12 dni N = 7), nebo malymi davkami
(40 az44 x 10%) bunék z 19. Frakce slezinnych bun&€k bez APC aktivit6y (7+3 dni, rozsah
3 a7 14 dni, N = 16). Naproti tomu injekce velkych davek (75 az 88 x 10°) t&chto bunék z 19.
Frakce malych slezinnych bunék bez APC aktivity prodlouZily dobu pieziti allodtépi na
19+ 10 dni pfi rozsah 7 az40 dni, N = 16. Tento vliv na dobu preziti $tépt se ukazal jako
statisticky vyznamny (F3, 58 =17, 3, p <0, 001) ve srovnani se skupinami, které nebyly pfedem
oetfeny, nebo byly oSetfeny celym spektrem slezinnych bun&k nebo malymi déavkami
frakcionovanych splenocytii. Nicméné ani u takto ofetenych mysi nelze mluvit o trvalém
prijmuti $t&pu. Z delsiho, nicmén& Easoveé omezeného pieziti $tépd allogennich pankreatickych
ostravkd v prijemcich oSetfenych 19. Frakci malych slezinnych bun&k bez APC aktivity lze
usuzovat, 7e tyto buiiky sami o sob& nemohou zajistit preZiti allo3tépd. Dal3i skupina recipientd
$téph byla osetfena injekci 77 aZ 88 x 10° bungk z 20. Frakce. Tato frakce je z pfevaziné &asti
rovné? tvofena malymi tymfocyty, ale od frakce 19 se lisi tim, Ze obsahuje méfitelnou APC
aktivitu. Vichni recipienti (6 mysi) odhojili transplantované 3tépy okamzité (v primeéru za
8,5 dne, rozsah 6 az 12 dni). Dalsi skupina recipientd byla pfed transplantaci $tépl oSetiena
pouze monoklonalni protilatkou MR1 proti proteinu gp39. Obrazek 1 znazoriiuje jak bylo témito
recipienty v prib&hu 15 dni odmitnuto 7z 11 implantovanych allodtépii. Zbyvajici 4 pokusna
zvifata si zachovala funk&ni §t&py jesté v dob& ukonéeni pokusu po 48 dnech. Z vysledkt
vyplyva, 7e podéni samotné monoklonalni protilatky MR1 proti proteinu gp39 recipientnimu
organismu mize prodlouZit dobu preziti alloStépi pankreatickych ostrivkii (pramér 20 az 19 dni,
rozsah 9 az nekone&no, N = 5). Mira prodlouzeni byla statisticky podobna prodlouZeni jez bylo
dosazeno po podéni vyssich davek slezinnych bungk z 19. frakce, a byla rovnéZ vyrazng delsi nez
prodlouzeni dosaZené v dal3ich tfech pokusnych skupinach (p <0,5).

Ve vyse popsané sérii experimenti bylo dokazano, ze podéani vysoké davky slezinnych bun&k bez
APC aktivity (19. frakce) nebo monoklonalni protildtky proti proteinu gp39 miiZze prodlouZit
dobu preziti allostépli pankreatickych ostrivkid ve srovnani s postupem, kdy transplantaci
nepiedchazi Zadna piprava. Nicméné ukazuje se, Ze 7adny zplsob piipravy, pfi kterém se
samostatné podava pouze jedna GEinna slozka neni dostatetné u¢inny pfi indukci dlouhodobé
tolerance k allogtdpim pankreatickych ostriivkdi. Vysledky znézoriiuje obrazek 2, kde kazda
kfivka znézorfiuje data platna pro jednu z pokusnych mysi. Prazdné symboly plati pro mySi,
u kterych do3lo ke spontanimu odmitnuti $tépi, zatimco vyplnéné symboly znazorfiuji zvifata,
jejichz pankreatické allostépy byly funkéni v dobé ukonZeni experimentu. Obrazek 2 (Cast B)
znézoriiuje, 7¢ neomezené doby preZiti $t&pl bylo dosazeno u zvifat 7 tydnii ofetfovanych
monoklonélni protilatkou proti proteinu gp39 a jednou injekei slezinnych bunék bez APC aktivity
z frakce 19 (N = 6). Zkraceni doby, po kterou byly podavany monoklonalni protilatky proti
proteinu gp39, zmensilo ponékud pozitivni {i¢inek na prijmuti §t8pd, nicméné tento GCinek byl
stale patrny. Neomezené doby pFijmuti $tépl bylo dosazeno u Sesti z osmi pokusnych zvifat,
u kterych byla doba podavéani monoklonalni protilitky proti proteinu gp39 zkracena ze sedmi na
dva tydny v kombinaci s podanim 19. frakce slezinnych bungk (obrazek 2, &ast A). Neomezené
zivotnosti allodtépi bylo dosaZeno rovnéz u pfijemci osetfovanych monoklonalni protilatky proti
proteinu gp39 po dobu 2 nebo 7 tydni spolu s jednou injekei nefrakcionovanych allogennich
slezinnych bunék.
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Funk¢nost $t€pl pankreatickych ostrivki a absence jakékoli prirozené sekrece insulinu
pankreatickymi ostrivky, které by pfezily oSetfeni streptozotocinem, byla ovéfena tak, 7e byly
zvifatim odebrany ledviny, ve kterych byly umistény subrenalni implantaty. Ve viech piipadech
vedla jednostranna nefrektomie k hyperglykemii ( > 300 mg/100 ml) v prib&hu 3 dnii.

Allostépy pankreatickych ostriivkii a nativni slinivky v3ech zvifat byly histologicky prozkouma-
ny poté co dodlo k odmitnuti $t€pu nebo po ukonleni experimentu. Histologické tezy Stépu
z pankreatickych ostrivkii zledvin recipientnich zvifat, kterd byla oSetfena podanim
frakcionovanych allogennich malych lymfocytd a kontinualnim (7 tydennim) podavanim mono-
klonalni protilitky MRI1, vykazovaly velké mnoZstvi intaktnich pankreatickych ostrivki
viditelnych pod povrchem renélni kapsule. Tyto ostriivky byly prosté jakékoli infiltrace mono-
cyty a obsahovaly granulované insulin a glukagon pozitivni buiiky. Naproti tomu histologické
fezy $tépd pankreatickych ostriivkii zledvin recipienti, ktefi byli oSetfeni pouze podanim
monoklonalni protilatky proti proteinu gp39 vykazovaly charakteristické rysy intenzivniho
zanétu zplsobeného monocyty, ktery byl doprovazen destrukci bun&k 3t&pu. Slinivky viech
pokusnych zvifat vykazovaly morfologické rysy charakteristické pro streptozocinem indukovany
diabetes.

Priklad 2: Produkce a charakterizace protilatek proti proteinu gp39.
Pokus 1: Protilatky proti proteinu gp39

K indukei antigenné-specifické tolerance T-bundk v lidském piijemci je vyhodné pouzit
protilatky proti lidskému proteinu gp39. Mysi monoklonalni protilatky proti lidskému
proteinu gp39 byly pfipraveny podle nasledujicich postupi. My3i Balb/c byly imunizovany
rozpustnym fiznim proteinem gp39, gp39-CD8 v kompletnim Freundové adjuvans (CFA). Po- -
6 tydnech byly my3i exponovany injekei rozpustného proteinu gp39-CD8 v netplném Freundové
adjuvans (IFA). Rozpustny protein gp39-CD8 byl podén v rozpu$téné form& 4 tydny po =
sekundérni imunizaci. Dva tydny na to byla my3im podéna posilovaci divka (booster) tvofena
aktivovanymi lidskymi lymfocyty z periferniho krevniho ob&hu. Dva tydny po této davce
nasledovala zdvérena posilovaci davka tvofena rozpustnym gp39-CD8. Slezinné buiiky byly
4 dny po posledni imunizaci fizovany s buitkami NS1 podle standardniho postupu.

Neékolikandsobnym screeningem byly vybrany klony bun&k produkujici monoklonélni protilatky
proti lidskému proteinu gp39. Uvodni vyhledavaci krok byl proveden na titradnich deskach
potaZenych proteinem gp39—-CD8. Pozitivni klony byly testovany vazbou na kontrolni CD8 fuzni
protein, CD72-CD8. Klony, které byly schopny se na desce vazat na protein CD72-CD$ byly
zdalSiho postupu vyloudeny. Zbyvajici klony byly poté testovany pritokovou cytometrii
sklidovymi a 6 hodin aktivovanymi lidskymi lymfocyty z periferniho krevniho obéhu
(PBL~-peripheral blood lymphocytes). Hybridomy, které barvily aktivované, ale ne klidové PBL,
byly povaZovany za pozitivni. V poslednim kroku byly zbyvajici klony testovany na jejich
schopnost blokovat vazbu CD40Ig na imobilizovany protein gp39.

Pfiblizné 300 klonii bylo v pogate€ni fazi testovano proti gp39-CD8 ve vazebnych testech na
mikrotitratnich deskich. Ztéch bylo vybrano30 klonii, které byly schopny vézat se na
imobilizovany protein gp39 a pFitom se nevazaly na CD8. Tyto klony byly poté testovany na
svoji schopnost véizat se na proteingp39 na povrch aktivovanych lidskych PBL.
Priblizné 15 kloni se bylo schopno véazat na molekuly na povrchu aktivovanych PBL. Specifita
klonti byla dale potvrzena stanovenim schopnosti blokovat vazbu protilatky CD40lg na titradni
desku potaZenou proteinem gp39. T¥i zdeseti klond v tomto testu dokédzaly blokovat vazbu
protilatky CD40Ig. Témito klony byly klony 3E4, 2H5 a2H8. Tyto klony jsou vyhodné pro
pouZiti v kombinaci podle vyndlezu. Klony, které byly pozitivng vyselektovany pfi vazbé na
aktivované, aviak nerozpoznavaly klidové PBL, byly dale testovany na schopnost vazby na klon
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aktivovanych krysich T-lymfocytii POMCS8. Klon 2H8 by! schopen reakce s touto bun&&nou linii
krysich T-lymfocytd.

Pokus 2: Protilatky proti lidskému proteinu gp39

Podobné imuniza&ni schéma jako v pokusu 1 bylo pouZito k pfipravé dalSich protilatek proti
lidskému proteinu gp39. Jedna my$ Balb/c byla imunizovana rozpustnym proteinem gp39-CD8
v CFA, po &tyfech tydnech nasledovala expozice 6 hodin aktivovanymi lymfocyty z periferniho
krevniho ob&hu. Ctyfi dny pied fizi byla my$im podana obnovovaci davka obsahujici rozpustny
protein gp39-CD8. Poté byly mysi usmrceny a byla provedena fuze jejich slezinnych bun&k
s buitkami NS—1. Fuaze byla provedena podle standardniho protokolu. Screening hybrido-
matickych klond byl provadén pomoci pritokové cytometrie. Byly vybrany klony barvici 6 hodin
aktivované, nikoli viak klidové PBL. Pro dalsi analyzu bylo vybrano 6 kloni 4D9-8, 4D9-9,
24-31,24-43, 89-76 a 89-79.

Specifita vybranych protilatek byla ovéfena n&kolika testy. Nejprve bylo pritokovou cytometrii
dokézano, 7e viech Sest monoklonalnich protilatek obarvuje aktivované av3ak nikoli klidové
T buitky z periferniho krevniho ob&hu (viz obrazek 3B a3C, ktery znézorfiuje barveni
aktivovanych T-lymfocyti protilatkami kioni 4D9-8, respektive 4D-9). Exprese molekuly, ktera
je rozeznévana kazdou ze 3esti monoklondlnich protilitek je detekovatelna jiz 4 hodiny po
aktivaci. Maximalnich hladin dosahne exprese této molekuly mezi 6 az 8 hodinou po aktivaci. Po
24 hodinach od aktivagniho signalu jiz nelze tuto molekulu detekovat. VSech Sest monoklonal-
nich protllatek rozeznavd molekulu na povrchu aktlvovanych lymfocyti CD3", prevazné
fenotypu CD4", ale rovnéz jista ¢ast T-lymfocytit CD8" exprimuje tuto molekulu. Exprese této
rozpoznavané molekuly je inhibovéana v pfitomnosti cyklosporinu A v kultivaénim médiu tak,
jako je inhibovana i exprese proteinu gp39 (viz obrizek 4A a 4B znézorfiujici barveni T-
lymfocytti, oSetfenych cyklosporinem, pomoci protilitek produkovanych klony 4D9-8
respektive 4D9-9). Kinetika a distribuce exprese této molekuly rozpoznavané t€mito mono-
klonalnimi protildtkami je shodna s kinetikou a distribuci proteinu gp39, jak byla zjiSt€na pomoci
fazniho proteinu obsahujiciho lidskou CD40lg. Navic viech 6 monoklonalnich protilatek dokaze
zablokovat barveni proteinu gp39 pomoci CD40lg (viz obrazek SA a 5B, ktery znézorfiuje
inhibici barveni proteinu gp39 pomoci CD40Ig v pfitomnosti 4D9-8 respektive 4D9-9).
V ELISA testu rozeznalo véech 6 monoklonalnich protilatek protein gp39-CD8, coZ je rozpustna
fazni forma proteinu gp39. Navic viech $est monoklonalnich protilatek dokazalo precipitovat
molekulu o velikosti ptiblizn& 36 kd zaktivovanych lidskych PBL znagenych pomoci
35S-methioninu. Tato precipitovana molekula je identicka s molekulou, kter byla precipitovana
fuznim lidskym proteinem CD40lg.

Funkéni aktivita Sesti vybranych monoklonélnich protilatek ( 4D9-8,4D9-9, 24-31, 2343,
89-76 a 89-79) byla ovéfena nasledujicim zpisobem. Nejprve byla zméfena schopnost mono-
klonalnich protilatek inhibovat proliferaci purifikovanych lidskych B-lymfocytd kultivovanych
na médiu, které obsahovalo IL-4 a rozpustny protein gp39. Purifikované lidské B-lymfocyty
byly kultivovany na médiu, které obsahovalo IL—4, rozpustny protein gp39 a déale pak bud’
obsahovalo, nebo neobsahovalo purifikované monoklonalni protilatky nebo fazni protein CD40Ig
v koncentracich 0 az 12,5 pg/ml. Proliferace B-lymfocytii byla stanovena na zéklad€ inkorporace
thymidinu po 3 dnech kultivace. Vysledky (viz obrazek 6) ukazuji, Ze vSech 6 monoklonalnich
protilatek inhibuji proliferaci B-lymfocytdi indukovanou proteinem gp39 a IL—4. V této inhibici
byly nejicinnéjsi protilatky 89-76 a 24-31.

Dale byla stanovena schopnost monoklonlnich protilatek inhibovat diferenciaci B-lymfocytd.
Tato schopnost byla méfena na zékladé produkce Ig po indukci aktivovanymi T—lymfocyty
anti-CD-3 a interleukinem IL-2. Pozitivni selekci pomoci FACS byly purifikovany IgD" lidské
B-lymfocyty. Tyto lymfocyty byly poté kultivovény s aktivovanymi lidskymi T-lymfocyty
anti-CD3 (o3etfenymi mitomycinem C) a sIL-2 po dobu 6 dni pfidavkem respektive bez
pfidavku purifikovanych monokloralnich protilatek proti proteinu gp39. Tyto protilatky byly
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vmédiu pfitomny v koncentracich 0 a% 10 pg/ml. Pomoci ELISA testu byla po 6 dnech
vyhodnocena produkce IgM, IgG a IgA. Zméfenim produkce IgM, IgG a IgA bylo prokézano, ze
viech Sest monoklonélnich protilitek je schopno inhibovat na T-lymfocytech zavislou
diferenciaci B~lymfocytd (viz tabulka 1).

Tabulka 1
Produkce imunoglobulinti
mAb pg/mi M IeG IgA
Z4dna - 17 500 6710 4 471
4D9-8 0,1 4 813 2013 2 819
1,0 4394 2558 1519
10,0 1081 389 396
4D9-9 0,1 3 594 919 1731
1,0 2 659 1233 1 606
10,0 374 448 266
24-31 0,1 3 863 981 344
1,0 1287 314 165
10,0 1120 596 23
24-43 0,1 6227 4132 432
1,0 3193 2130 192
10,0 721 1232 1081
89-76 0,1 3783 1 069 344
1,0 2180 352 171
10,0 818 551 119
89-79 0,1 9763 1924 3021
1,0 2314 460 156
10,0 183 135 434

Ukinek monoklonalnich protilatek proti proteinu gp39 na odpovéd® T-lymfocytd byl stanoven
tak, Ze byly tyto monoklonélni protilatky pfidany do standardni reak&ni smési se smiSenou
populaci lymfocyti (MLR-mixed lymphocyte reaction). 300.000 lidskych lymfocytii
z periferniho krevniho ob&hu (R= respondentni buiiky) bylo kultivovéno spolu se 100 . 000
ozafenymi allogennimi lymfocyty z periferniho krevniho ob&hu (S = stimula&ni buiiky)
v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti 10 pg/ml monoklonalni protilatky proti proteinu gp39. Ke
kulturdm byl 4,5 a 6 dne ptidan *H-thymidin a po dalsich 18 hodinach byly buiiky odebrany.
Viech 6 monoklondlnich protilatek proti lidskému proteinu gp39 dokézalo inhibovat
allospecifickou odpovéd’ (viz obrazek 7, ktery znzorfiuje inhibici allospecifické odpovédi,
R a8 byly inkubovény v ptitomnosti protilatek 24-31 nebo 89-76, fizni protein imunoglobulinu
CTLA~4 a monoklonélni protilatka proti proteinu CD-28 byly pouzity jako pozitivni kontrola).

Dale byly provedeny kompetitivni vazebné testy. Témito testy bylo stanoveno, zda-li jednotlivé
monoklonalni protilitky rozeznavaji rizné epitopy na povrchu lidského proteinu gp39.
Aktivované lidské PBL byly nejprve blokovany kazdou ze esti monoklonalnich protilatek
(25 pg/ml neznatené protilitky). Poté byly buiiky promyty a obarveny 10 pg/ml protilatky
znatené biotinem. Znalené protilatky byly detekovény konjugitem avidin—phytoerythrin
(PE-Av). Pomoci FACS byla nakonec vyhodnocena barevna reakce. Vysledky viz tabulka 2.
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Tabulka 2
Blokujici Zna&en4 protilatka
protilatka 4D9-8 4D9-9 24-31 24-43 89-76 89-79
74dna +++ 4+ +4+++ ++++ +4+++ +4+++
4D9-8 nezj. - ++++ ++++ -+ +++
4D9-9 —+ nezj . +++ ++++ +++ +++
24-31 + + nezj. +H+ ++ ++
2443 + + +++ nezj. ++ +
89-76 + + +++ +++ nezj. +++
89-79 + ++ +++ +++ +++ nezj.

Intensita obarveni a procento pozitivnich bunék je vyjadieno symbolem + (++++ znali
primérnou intenzitu vy3$3i nez 200, +++ vy33i nez 125, ++ vy33i neZ 50, + vy3si nez 25, - znadi
intenzitu shodnou s pozadim, nezj. — nebylo stanoveno).

Viech Sest monoklonalnich protilatek blokovalo vazbu protilitky CD40Ig na aktivované lidské
PBL. Nicméné udaje v tabulce 2 ukazuji neschopnost n&kterych protiltek blokovat vazbu jinych
protilatek na aktivované lidské PBL, coz lze vysvétlit tim, Ze rozeznavaji vzdalené epitopy na
povrchu lidského gp39.

Hybridomy 89-76 a24-31 produkujici protilatky 89-76 respektive 24-31 byly 2. zafi 1994
ulozeny podle ustanoveni Budapeit'ské smlouvy u Americké sbirky kultur (ATCC, Parklawn
Drive, Rockville, Md). Hybridom 89-76 byl uloZen pod &islem HB 11 713 a hybridom 24-31 byl
uloZen pod ¢islem HB 11 712.

Pokus 3: Protilatky proti my$imu proteinu gp39

V jednom z provedeni vynalezu je antagonistou proteinu gp39 monoklonélni protilatka (MR1)
proti my3imu proteinu gp39. Monoklonélni protilitka MRI byla pfipravena nasledujicim
zpiisobem. Tento zplisob miiZe byt rovnéz pouzit k pipravé jinych protilatek proti proteinu gp39.

V pribéhu 6 tydni byly v tydennich intervalech imunizovéni kfecci intraperitonealni injekci
5 x 10° aktivovanych Th1 bunék (d1. 6). Buné&na fize byla provedena v dobg, kdy byl titr séra
proti my3$im Th1 lymfocyti vy$si nez 1 : 10. 000. K fuzi pomoci polyethylenglykolu byly pouzity
slezinné buiiky imunizovanych kie¢k a bufiky NS—1. Supernatant z jamek, které obsahovaly
rostouci hybridomy, byl testovan priitokovou cytometrii proti klidovym a aktivovanym Thl
lymfocytim. Jeden hybridom, ktery produkoval monoklonalni protilatku schopnou selektivné
rozeznat aktivované Th1 lymfocyty byl déle testovan a subklonovén za vzniku protilatky MR1.
Protilatka MR1 byla produkovana v ascitickych tekutinach a purifikovand pomoci HPLC na

iontom&Fici. Hybridom MR1 byl ulozen v Americké sbirce kultur (ATCC) pod ¢&islem
HB 11 048.

Odbornici mohou rozeznat nebo uréit, pouze pomoci rutinniho experimentovani mnoho dalSich

ekvivalenti specifickych provedeni vynalezu. Takovéto ekvivalenty jsou vSak pokryty
nasledujicimi naroky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kombinace
a) allogenni nebo xenogenni buiiky, ktera exprimuje alespoii jeden donortiv antigen a ktera ma
na povrchu bufiky ligand vstupujici do interakce s receptorem na povrchu recipientovy

T-bunky, ktery zprostfedkovava helperovou efektorovou funkci zavislou na kontaktu, a

b) antagonisty tohoto receptoru na povrchu T-butiky, ktery inhibuje interakci ligandu
s receptorem,

k indukci tolerance T-buiiky vii donorové tkani nebo orgénu v recipientovi této tkané nebo
organu.

2. Kombinace podle nirokul, vyznaéujici se tim, e receptorem na povrchu
recipientovy T-buiiky, ktery zprostfedkovava helperovou efektorovou funkeci zavislou na
kontaktu, je gp39.

3. Kombinace podle niroku 2, vyznaéujici se tim, Ze antagonistou je protilatka
proti gp39.

4. Kombinace podle néroku3, vyzna&ujici se tim, Ze protilitkou proti gp39 je
monoklonalni protilatka.

S.  Kombinace podle niroku3, vyznadujici se tim, Ze protilatkou proti gp39 je
protilatka proti lidskému gp39.

6. Kombinace podle nédroku4, vyzna&ujici se tim, Ze monoklonélni protilitkou je
hybridom MR1 ulozeny v ATCC pod &islem HB 11 048.

7. Kombinace podle néroku4, vyznaéujici se tim, Ze monoklonélni protilatkou je
chimerickd monoklonélni protilatka.

8. Kombinace podle néroku4, vyznaéujici se tim, Ze monoklonélni protilitkou je
humanizovana monoklonélni protilatka.

9. Kombinace podle niroku |, vyznaéujici se tim, Ze allogenni nebo xenogenni
burikou je lymfoidni buiika.

10. Kombinace podle naroku9,vyznaéujici se tim,Ze lymfoidni bufikou je B-buiika.
11. .Kombinace podle naroku 10,vyznaéujici se tim,Ze B-buiikou je klidova buiika.

12. Kombinace podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze allogenni nebo xenogenni
burika a antagonista jsou uréeny k podani recipientovi pfed transplantaci tkian& nebo organu.

13. .Kombinace podle néroku 1, vyznaédujici se tim, Ze tkaii nebo orgin zahrnuje
pankreatické ostriivky.

14. Kombinace podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze tkdi nebo organ jsou vybrany
ze skupiny zahrnujici jatra, ledvinu, srdce, plici, kiZi, sval, nervovou tkaii, Zaludek a stfevo.
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15. Kombinace
a) allogenni nebo xenogenni buiiky, ktera exprimuje alespoii jeden donortiv antigen, a
b) antagonisty gp39,

k indukei tolerance T-buiiky viéi donorové tkani nebo organu v recipientovi této tkdn& nebo
organu.

16. Kombinace podle néroku15, vyznadujici se tim, Ze antagonistou gp39 je
protilatka proti gp39.

17. Kombinace podle naroku 16, vyzna&ujici se tim, Ze protilitkou proti gp39 je
monoklonalni protilatka.

18. Kombinace podle néroku 16, vyznadujici se tim, Ze protilatkou proti gp39 je
protilatka proti lidskému gp39.

19. Kombinace podle ndroku 17, vyzna&ujici se tim, Zze monoklonalni protilatkou je
hybridom MR1 ulozeny v ATCC pod ¢islem HB 11 048.

20. Kombinace podle naroku 17, vyzna€ujici se tim, Ze monoklonlni protilitkou je
chimericka monoklonalni protilatka.

21. Kombinace podle néroku 17, vyzna&ujici se tim, Ze monoklonalni protilitkou je
humanizovana monoklonalni protilatka.

22. Kombinace podle naroku15, vyzma&ujici se tim, Ze antagonistou gp39 je
rozpustna forma ligandu gp39.

23. Kombinace podle naroku22, vyznaéujici se tim, Ze rozpustnou formou
ligandu gp39 je fuzni protein CD40.

24. Kombinace podle naroku 15, vyznacujici se tim, Ze allogenni nebo xenogenni
buiikou je lymfoidni burika.

25. Kombinace podle niroku24, vyznaéujici se tim, Ze lymfoidni buikou je
B-buiika.

26. Kombinace podle naroku25, vyzna&ujici se tim, Ze B-buitkou je klidova
B-burika.

27. Kombinace podle niroku 15, vyzna&ujici se tim, Ze allogenni nebo xenogenni
buiika a antagonista jsou ureny k podani recipientovi pred transplantaci tkan€ nebo organu.

28. Kombinace podle niroku 15, vyzna&ujici se tim, Ze tkaii nebo orgin zahrnuje
pankreatické ostriivky.

29. Kombinace podle naroku 15,vyzna&ujici se tim, Ze tkiii nebo organ jsou vybrany
ze skupiny zahrnujici jatra, ledvinu, srdce, plici, kiiZi, sval, nervovou tkati, Zaludek a stievo.
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30. Kombinace

a) allogenni nebo xenogenni buiiky, ktera exprimuje alespoti jeden donoriiv antigen,
b) antagonisty gp39, a

c) donorovych bunék pankreatickych ostritvki, k oeteni cukrovky.

31. Kombinace podle niroku30, vyzna&ujici se tim, Ze protilitkou proti gp39 je
monoklonalni protilatka.

32. Kombinace podle niroku30, vyzna&ujici se tim, Ze protilatkou proti gp39 je
protilatka proti lidskému gp39.

33. Kombinace podle ndroku 31, vyzna&ujici se tim, e monoklonalni protilatkou je
hybridom MR1 uloZeny v ATCC pod gislem HB 11 048.

34. Kombinace podle niroku 31, vyzna&ujici se tim, ze monoklonlni protilatkou je
chimerickd monoklonélni protilatka.

35. Kombinace podle naroku 31, vyznaédujici se tim, Zze monoklonalni protilatkou je
humanizovana monoklonalni protilatka.

36. Kombinace podle niroku30, vyzna&ujici se tim, Ze antagonistou gp39 je
rozpustna forma ligandu gp39.

37. Kombinace podle naroku36, vyznadujici se tim, Ze rozpustnou formou
ligandu gp39 je fuzni protein CD40.

38. Kombinace podle néroku, 30, vyzna&ujici se tim, e allogenni nebo xenogenni
burikou je lymfoidni burika.

39. Kombinace podle niroku38, vyznaédujici se tim, Ze lymfoidni buikou je
B-buiika.

40. Kombinace podle niroku39, vyznadujici se tim, Ze B-buikou je klidova
B-buiika.

41. Kombinace podle naroku 30, vyzna&ujici se tim, Ze allogenni ncho xenogenni
burika a antagonista jsou uréeny k podéni recipientovi pfed transplantaci bunék pankreatickych
ostrivka.

42. Kombinace

a) donorovy allogenni buiiky, a

b) protilatka proti gp39,

pfi¢emZ tato donorova allogenni buiika a protilatka proti gp39 jsou uréeny pro podani recipiento-
vi pfed transplantaci tkdn& nebo orgénu,

k indukei tolerance T-buiiky vi¢i donorové tkani nebo organu v recipientovi této tkan& nebo
organu.
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43. Kombinace podle naroku42, vyzna&ujici se tim, Ze protilatkou protigp39 je
monoklonalni protilatka.

44. Kombinace podle naroku42, vyzna&ujici se tim, Ze protilitkou proti gp39 je
protilatka proti lidskému gp39.

45. Kombinace podle naroku 43, vyznaéujici se tim , ze monoklonalni protilatkou je
hybridom MR1 ulozeny v ATCC pod &islem HB 11 048.

46. Kombinace podle naroku44, vyzna&ujici se tim, ze monoklonalni protilatkou je
chimerickd monoklonalni protilatka.

47. Kombinace podle naroku44, vyznaéujici se tim, Ze monoklonalni protilatkou je
humanizovana monoklonalni protilatka.

48. Kombinace podle niroku 42, vyznadujici se tim,Ze donorovou allogenni buiikou
je lymfoidni buiika.

49. Kombinace podle niroku48, vyzna&ujici se tim, Ze lymfoidni buikou je
B-burika.

50. Kombinace podle naroku49, vyzna&ujici se tim, Zze B-buikou je klidova
B-burika.

51. Pouziti antagonisty receptoru na povrchu T-buiky, ktery inhibuje interakci ligandu
s receptorem, k piipravé farmaceutického prostfedku k indukci tolerance T-buiiky v recipientovi
donorovy tkén& nebo organu, kterdZto tkai nebo organ obsahuje allogenni nebo xenogenni
buttku, ktera exprimuje alespoii jeden donoriiv antigen a kterd mé na povrchu bufiky ligand
vstupujici do interakce s receptorem na povrchu recipientovy T-buiiky, ktery zprostfedkovava
helperovou efektorovou funkci zavislou na kontaktu.

52. Pouziti podle naroku5l, vyznalujici se tim, Ze receptorem na povrchu
recipientovy T-buiiky, ktery zprostfedkovava helperovou efektorovou funkei zavislou na
kontaktu, je gp39.

53. Pouziti podle naroku52, vyzmad&ujici se tim, Ze antagonistou je protilitka
proti gp39.

54. pouziti podle naroku53, vyzma&ujici se tim, Ze protilitkou protigp39 je
monoklonalni protilatka.

55. Pouziti podle niroku53, vyzna&ujici se tim, Ze protilitkou protigp39 je
protilatka proti lidskému gp39.

56. Pouziti podle naroku54, vyznaéujici se tim, Z¢ monoklondlni protilitkou je
chimericka protilatka.

57. Pouziti podle néroku54, vyzna&ujici se tim, Ze monoklondlni protildtkou je
humanizovana monoklonélni protilatka.

58. Pouziti podle naroku 51,vyzna&ujici se tim, Ze xenogenni nebo allogenni buiikou
je lymfoidni buiika.

59, Pouziti podle ndroku 58, vyznaé&ujici se tim,Ze lymfoidni buiikou je B-buiika.
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60. Pouziti podle niroku51, vyznadujici se tim, e tkaii nebo organ obsahujici
uvedenou allogenni nebo xenogenni buitku jsou vybrany ze skupiny zahrnujici jatra, ledvinu
srdce, plici, kiiZi, sval, nervovou tkafi, Zaludek a strevo.

o

8 vykresu
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Obr. 1
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Obr. 2A
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Obr. 4B

Obr. 4C
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QObr. 5A
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