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Nézov prihl48ky vynélezu: Lietivo na indukovanie T-bunkovej tolerancie

Anoticia:

Alogénna alebo xenogénna bunka s antagonistom re-
ceptora na povrchu tejto bunky sa pouZiva na pripravu
lietiva na indukovanie T-bunkovej tolerancie k tkanivu
alebo orgénu darcu u prijemcu. Alogénnu alebo xeno-
génnu bunku reprezentuje najmene;j jeden antigén darcu
a tito bunka mé na bunkovom povrchu ligand. Alogén-
nou alebo xenogénnou bunkou je lymfoidna bunka, vy-
hodne B-bunka, najmi pokojové B-bunka. Receptorom
na povrchu T-bunky prijemcu je gp39 a antagonistom
Jje anti-gp39 protildtka, ktorou je monoklonélna proti-
latka alebo antihuménna gp39 protilitka. Monoklonal-
nou protilatkou je MR1 alebo chimérickd monoklonal-
na protilatka alebo humanizovand monokionalna proti-
latka. Gp39 protilatkou je rozpustna forma gp39 ligan-
du, najmé CD40 spojovaci protein. Tkanivom alebo or-
génom st pankreatické ostrovéeky, pedeit, oblitka, srd-
ce, pl'aeny lalok, koZa, sval, nervové tkanivo, Zalidok a
freva.
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Lied¢ivo na indukovanie T-bunkovej tolerancie

Oblast technik

Vynalez sa tyka alogénnej alebo xenogénnej bunky s
antagonistom receptora na povrchu tejto bunky na pripravu liediva

na indukovanie T-bunkovej tolerancie vo¢i tkanivu alebo organu

darcu u prijemcu.

Doterajs$i stav techniky

Aby sa indukovala antigén-Specifickd T-bunkovi
aktivdcia a klondlna expanzia, musia Sa na povrch pokojovych
T-lymfocytov dodat dva signdly, ktoré vytvéaraji antigény
prezentujice bunky (APC) (Jenkins, M. a Schwartz, R.,
J.Exp.Med. 165, 302 - 319, 1987; Mueller, D.L. a spol.,
J.Immunol. 144, 3701 - 3709, 1990; Williams, I.R. a Unanue,
E.R., J.Immunol. 145, 85 - 93, 1990) . Prvy signél, ktory
udeluje 3Zpecifickost imunitnej odpovedi, sa sprostredkuje
cez T-bunkové receptory (TCR) s n&slednym rozpoznanim
cudzieho antigénového peptidu, prezentovaného v sivislosti
s hlavnym histokompatibilngm komplexom (MHC) . Druhy signél,
ktory sa nazyva kostimulé4cia, spbsobuje, Ze T-bunky
proliferujd a stand sa funkénymi (Schwartz, R.H., Science
248, 1349 - 1356, 1990). Kostimul&cia nie je ani
antigén-8pecifickd, ani MHC obmedzens a predpokladi sa, Ze
ju vyvolava jedna alebo viac odliSngch molekil povrchu
bunky, aktivovanych APC bunkami (Jenkins, M.K. a spol.,
J.Immunol. 140, 3324 - 3330, 1988; Linsley, P.S. a spol.,

J.Exp.Med. 173, 721 - 730, 1991; Gimmi, ¢C.D. a spol.,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 88, 6575 - 6579, 1991; Young,

J.W. a spol., J.Clin.Invest. 90, 229 - 237, 1992; Koulova L.
a spol., J.Exp.Med. 173, 759 - 762, 1991; Reiser, H.



a spol., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 89, 271 - 275, 1992;
144, 4579 - 4586,

van-Seventer, G.A. a spol., J.Immunol.
1990; LaSalle, J.M. a spol., J.Immunol. 147, 774 - 780,
1991; Dustin, M.I. a spol., J.Exp.Med. 169, 503, 1989;
Armitage, R.J. a spol., Nature 357, 80 - 82, 1992; Liu,
Y. a spol., J.Exp.Med. 175, 437 - 445, 1992). Jedna
kostimuladna cesta, zahrnutéa v T-bunkovej aktivacii,
zahrnuje molekulu CD28 na povrchu T-buniek. T4to molekula
mbdZe prijat kostimulaény signdl, dodany 1ligandom na
B-bunkdch alebo inych APC bunkdch. Ligandy pre CD28 zahrnujd
¢leny triedy B7 B-lymfocytovych aktiva&nych antigénov, ako

si B7-1 a/alebo B7-2 (Freedman, A.S. a spol., J.Immunol.
137, 3260 - 3267, 1987; Freeman, G.J. a spol., J.Immunol.
143, 2714 - 2722, 1989; Freeman, G.J. a spol., J.Exp.Med.
174, 625 - 631, 1991; Freeman, G.J. a spol., Science 262,
909 - 911, 1993; Azuma, M. a spol., Nature 366, 76 - 79,

1993; Freeman, G.J. a spol., J.Exp.Med. 178, 2185 - 2192,
1993). B7-1 a B7-2 s tieZ ligandami pre ind molekulu,
CTLA4, ktora je pritomnd na povrchu aktivovanych T-buniek,
hoci Gloha CTLA4 pri kostimuldcii je nejasni.

Dodanie antigén-Specifického signdlu s kostimulaénym
signalom T-bunke vedie k aktivacii T-bunky, ktord mdZe
zahrnovat aj proliferdciu T-buniek, aj vyludovanie cytokinu.
Naproti tomu sa predpokladas, Ze dodanie
antigén-Specifického  signdlu T-bunke za nepritomnosti
kostimuladného signdlu vyvold v T-bunke stav, Ze taito
neodpoveda alebo nereaguje na antigén, ¢&im sa Vv T-bunke
vyvola antigén-8pecifickd tolerancia.

Interakcie medzi T-bunkami a B-bunkami hrajd hlavnid
Glohu pri imunitnych odpovediach. Vyvolanie humorilnej
imunity vo€i od tymusu zA&vislého antigénu vyZaduje "pomoc",
ktord poskytuji T-pomocné bunky (dalej Th). Zatial &o urdita
pomoc, poskytovana B-lymfocytom, sa sprostredkuje
rozpustnymi molekulami, uvolnenymi Th-bunkami (napriklad
lymfokinmi, ako je 1IL-4 a IL-5), aktivdcia B-buniek tieZ



vy¥aduje od kontaktu zdvisld interakciu medzi B-bunkami
a Th-bunkami. Hirohata a spol., J.Immunol. 140, 3736
- 3744, 1988; Bartlett a spol., J.Immunol. 143, 1745
- 1754, 1989. To naznafuje, Ze aktivacia B-bunkiek zahrnuje
nevyhnutni interakciu medzi molekulami bunkového povrchu na
B-bunkdch a Th-bunkdch. Molekula(y) na T-bunke preto
sprostredkuje od kontaktu zavislé pomocné efektorové funkcie
T-bunky. Od kontaktu zavisld interakciu medzi molekulami na
B-bunkéch a T-bunkdch dalej potvrdzuje zistenie, Ze
izolované plazmové membrany aktivovanych T-buniek mdzZu
poskytovat  pomocné  funkcie, nevyhnutné na aktivaciu
B-buniek. Brian, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 85, 564 - 568,
1988; Hodgkin a spol., J.Immunol. 145, 2025 - 2034, 1990;
Noelle a spol., J.Immunol. 146, 1118 - 1124, 1991.

Na povrchu nezrelych a zrelych B-lymfocytov sa zistila

molekula CD40, ktora, ak je zosietovand protildtkami,
indukuje proliferdciu B-buniek. Valle a spol.,
Eur.J.Immunol. 19, 1463 - 1467, 1989; Gordon a spol.,
J.Immunol. 140, 1425 - 1430, 1988; Gruber a spol.,
J.Immunol. 142, 4144 - 4152, 1989. CD40 sa molekulovo

klonovala a charakterizovala. .Stamenkovic a spol. EMBO J.
8, 1403 - 1410, 1989. Ligand pre CD40, gp39 (tieZ nazyvany
CD40 1ligand alebo CD40L) bol tieZ molekulovo klonovany
a charakterizovany. Armitage a spol., Nature 357, 80 - 82,
1992; Lederman a spol., J.Exp.Med. 175, 1091 - 1101, 1992;
Hollenbaugh a spol., EMBO J. 11, 4313 - 4319, 1992. gp39
protein sa prejavuje na aktivovanych, ale nie pokojovych
cp4* Th-bunkdch. Spriggs a spol., J.Exp.Med. 176, 1543
- 1550, 1992; Lane a spol., Eur.J.Immunol. 22, 2573 - 2578,
1992; Roy a spol., J.Immunol. 151, 1 - 14, 1993. Bunky,
transfektované génom pre gp39 a prezentujice protein gp39 na
svojom povrchu, mdZu vyvolat proliferdciu B-buniek a spolu
s inymi stimulaénymi signdlmi mdZu  indukovat tvorbu
protildtok. Armitage a spol., Nature 357, 80 - 82, 1992;
Hollenbaugh a spol., EMBO J. 11, 4313 - 4319, 1992.




Podstata nidlezu

Molekuly na povrchu buniek, ktoré sprostredkuji od
kontaktu z&dvislé pomocné efektorové funkcie T-buniek, sa
dbéleZité na indukovanie imunitnych odpovedi, ktoré vyZaduji
pomoc T-buniek. Napriklad interakcia gp39 na Th-bunkéch

s CD40 na B-bunkdch hra hlavni Glohu pri aktivacii odpovedi
B-buniek na protildtku. Tento vyndlez spo&iva, prinajmenSom
¢iastoéne, na objave, Ze molekuly bunkového povrchu, ktoré
sprostredkuji od kontaktu zavislé pomocné efektorové funkcie
T-buniek, tieZ zohrdvaji kritickd Glohu pri odpovedi
T-buniek na aloantigény. Konkrétne sa zistilo, Ze pri
vhodnych  podmienkach interferencia s interakciou gp39
s ligandom na alogénnej bunke, ktora prezentuje aloantigény
T-bunke, mdZe indukovat toleranciu v T-bunke. S vyhodou
alogénna bunka, ktora prezentuje aloantigény T-bunke,
vyZaduje interakciu medzi gp39 ligandom na bunke a gp39 na
T-bunke, aby bola schopnd poskytniGt signdly, nevyhnutné na
aktivdciu T-bunky. Inhibovanie interakcie gp39 ligandu na
alogénnej bunke s gp39 na T-bunke zabrani aktivacii T-bunky
a skdér indukuje aloantigén-Zpecifickid T-bunkovi toleranciu.
Indukcia T-bunkovej tolerancie vo€i aloantigénom, ako je tu
opisang, sa mdze pouZit ako pripravny rezim pre
transplanticiu tkaniva alebo orgénu.

V stlade s tym podstatou tohto riesenia je pouzZitie
alogénnej alebo xenogénnej bunky s antagonistom receptora na
povrchu tejto bunky na pripravu liediva na indukovanie
T-bunkovej tolerancie vo¢i tkanivu alebo orgénu darcu u prijemcu.
Alogénnu alebo xenogénnu bunku reprezentuje najmenej jeden
antigén darcu a tato bunka ma na bunkovom povrchu ligand.
Alogénnou alebo xenogénnou bunkou je 1lymfoidna bunka, vyhodne

B-bunka, najmia pokojova B-bunka.



Receptorom na povrchu  T-bunky prijemcu je gp39
a antagonistom je anti-gp39 protilatka, ktorou je monoklondlna
protilatka alebo antihuméanna gp39 protilatka. Monoklondlnou
protilatkou je MR1 alebo chiméricka monoklondlna protilétka alebo

humanizovand monoklondlna protilatka.

Gp39 protilatkou je rozpustnad forma gp39 ligandu, najma CD40Q
spojovaci protein. Tkanivom alebo orgéanom si pankreatické
ostrovéeky, pedeii, oblidka, srdce, plicny lalok, koza, sval,
nervové tkanivo, Zalhudok a c&reva.

- - -

—Rlogénna alebo xenogénna bunka a antagonista (napr.
anti-gp39 protildtka) sa typicky podédvaja prijimajicemu
subjektu pred transplantdciou tkaniva alebo organu tomuto
subjektu. Napriklad sa prijemcovi podavaji lymfoidné bunky
(napr. B-bunky) od darcu tkaniva alebo orgdnu spolu
s antagonistom pred transplant&ciou tohto tkaniva alebo
organu prijemcovi.

Spbsoby podla tohto vyndlezu moZno pouZit napriklad na
indukovanie T-bunkovej tolerancie voé&i transplantovanému
tkanivu alebo orgdnom, ako si pedeii, obli&ka, srdce, plicny
lalok, koZa, sval, nervové tkanivo, ZallGdok a &revi.
V jednom  uskutoé&neni transplantované tkanivo zahrnuje
pankreatické ostrovfeky. V silade s tym tento vynélez
poskytuje spdsob lieCenia cukrovky, zahrnujtci podévanie
subjektu, ktory potrebuje 1liedenie: 1) alogénnych alebo
exogénnych buniek, ktoré prezentuji antigény darcu; 2)
antagonistu receptora na povrchu T-buniek prijemcu, ktory
sprostredkuje od kontaktu zavislé pomocné efektorové
funkcie, ako je gp39 antagonista (napr. anti-gp39
protilatka) ; a 3) pankreatickych ostrovéekov darcu.



Struény popis obréazkov

Obrazok 1 je grafickym zndzornenim prezZivania
transplantovanych implantdtov  pankreatickych ostrovcekov
u chemicky diabetickych my$i, predtym oSetrenych samotnou
anti-gp39 protildtkou alebo samotnymi nefrakcionovanymi
alebo frakcionovanymi alogénnymi slezinovymi bunkami.

Obrdzky 2A a 2B si grafickym zndzornenim preZivania
transplantovanych implantdtov pankreatickych ostrov&ekov,
meraného poklesom koncentrdcie glukdzy v plazme, u chemicky
diabetickych my8i, predtym oZetrenych jedinou davkou
frakcionovanych alogénnych slezinovych  buniek spolu
s lie&enim anti-gp39 protildtkou (MR1l) bud po dobu 2 tyZdiiov
(%ast A obrazku) alebo 7 tyZidiiov (Cast B obrdzku). KaiZda
krivka reprezentuje udaje o jednotlivej my3i. Otvorené

znadky oznadujid prijemcov, u ktorych ostrovlekovy implantat

spontdnne zlyhal. Plné znacky oznaCuji mySi, ktorych
ostrovéekové implantéty boli funkéné pri skonéeni
experimentu.

Obrazky 3A, B a C si prietokové cytometrické profily,
zndzorhujice zafarbenie 6 hodin aktivovanych Xudskych
periférnych krvnych lymfocytov bud’ CD40Ig (&ast A obrédzku),
mAb 4D9-8 (&ast B obrédzku) alebo mAb 4D9-9 (&ast C obréazku).

Obrazky 4A, B a C sl prietokové cytometrické profily,
znadzoriiujice zafarbenie 6 hodin aktivovanych Iudskych
periférnych krvngch lymfocytov, kultivovanych v pritomnosti
cykloporinu A, farbenych bud mAb 4D9-8 (Zast A obrazku), mAb
4D9-9 (&ast B obrdzku) alebo CD40Ig (&ast C obrédzku).

Obrazky 5A a B s prietokové cytometrické profily,
zndzornujice zafarbenie 6 hodin aktivovanych ITudskych
periférnych krvnych lymfocytov bud CD40Ig v pritomnosti
neznac¢kovaného mwAb  4D9-8 (¢ast A  obréazku) alebo
neznadkovaného mAb 4D9-9 (&ast B obréazku) .

Obréazok 6 je grafickym zndzornenim inhibicie



proliferdcie ludskych B-buniek, indukovanej rozpustnym gp39
a IL-4, ked sa bunky kultivuji v pritomnosti antihumannych
gp39 mAb 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76 alebo 89-79.

Obréazok 7 je grafickym zndzornenim inhibicie odpovede
aloSpecifickych zmieSanych lymfocytov, ked' sa bunky
kultivuja v pritomnosti antihumdnnych gp39 mAb 24-31 alebo
89-79.

Podrobny popis vyndlezu

Tento vynalez vyznaluje spdsoby indukovania T-bunkovej
tolerancie in vivo vol&i tkanivovému alebo orgadnovému
transplantatu darcu u prijemcu transplantdtu. Tieto spdsoby
zahrnuji podévanie prijemcovi 1) alogénnej alebo xenogénnej
bunky, ktord prezentuje antigény darcu, a ktord ma ligand na
bunkovom povrchu, ktory interaguje s receptorom na povrchu
T-bunky prijemcu, ktory sprostredkuje od kontaktu zavisld
pomocni efektorovi funkciu, a 2) antagonistu receptora na
povrchu T-bunky, ktory zabrafiuje interakcii tohto ligandu
a receptora. Tak, ako sa tu pouZiva, vyraz ‘"prijemca" sa
vztahuje na subjekt, do ktorého sa mi& tkanivovy alebo
orgdnovy transplantét transplantovat, transplantuje sa,
alebo sa uZ transplantoval. Ako je tu definované, "alogénna"
bunka sa ziska 2z iného jedinca toho istého druhu, ako je
prijemca, a prezentuje "aloantigény", ktoré sa liSia od
antigénov, ktoré prezentuji bunky prijemcu. "Xenogénna"
bunka sa ziska 2z iného druhu, neZ je prijemca a prezentuje
"xenoantigény", ktoré sa 1liZia od antigénov, prezentovangch
bunkami prijemcu. Ako sa tu pouZiva, vyraz "antigény darcu"
sa vztahuje na antigény, prezentované tkanivovym alebo
organovym transplantdtom darcu, ktory sa mi transplantovat
do prijemcu. Antigény darcu wmdZu byt aloantigénmi alebo
xenoantigénmi v zavislosti od zdroja transplantdtu. Alogénna
alebo xenogénna bunka, podavand prijemcovi ako sié&ast



tolerizaéného rezimu, prezentuje antigény darcu, ¢t.j.
prezentuje niektoré alebo v8etky z tych istych antigénov,
ktoré si pritomné v tkanive alebo orgéne darcu, ktory sa ma
transplantovat. Alogénna alebo xenogénna bunka sa s vyhodou
ziska od darcu z tkanivového alebo organového transplantéitu,
ale mdZe sa ziskat z jedného alebo viacerych zdrojov, ktoré
maji antigénne determinanty spolo¢né s darcom.

Okrem alogénnej alebo xenogénnej bunky sa prijemcovi
podéava antagonista  molekuly na  T-bunkéch, ktory
sprostredkuje od kontaktu zavislé pomocné efektorové
funkcie, ako stast tolerizadného refimu. Ako je tu
definované, molekulou alebo receptorom, ktory sprostredkuje
od kontaktu zavislé pomocné efektorové funkcie, je taky
receptor, ktory sa prezentuje na Th-bunke a interaguje
s ligandom na efektorovej bunke (napr. B-bunke), pri&om
interakcia molekuly s jej ligandom je nevyhnutnd na
vytvorenie odpovede efektorovej bunky (napr. aktivéacia
B-bunky). Okrem toho, Ze sa zGlastiluje na odpovediach
efektorovej bunky, sa teraz zistilo, Ze tak&to molekula
alebo receptor sa zilastifiuje na odpovedi T-bunky na antigén.
S vyhodou je molekulou na T-bunke, ktord sprostredkuje od
kontaktu z&visl(i pomocni efektorovi funkciu, gp39. V sidlade
s tym vo vyhodnych uskuto&neniach spbsoby podla tohto
vyndlezu zahrnujd poddvanie alogénnej alebo xenogénnej bunky
a gp39-antagonistu prijemcovi transplantétu. Aktivacia
T-buniek prijemcu alogénnou alebo xenogénnou bunkou zahrnuje
interakciu medzi gp39 na T-bunkdch prijemcu a gp39 ligandom
na uvedenej alogénnej alebo xenogénnej bunke. Inhibovanim
tejto interakcie gp39-antagonistom sa T-bunky prijemcu
neaktivujd antigénmi darcu, prezentovanymi alogénnou alebo
xenogénnou bunkou, ale skbr sa stani tolerizovanymi vodi
antigénom darcu. Indukcia tolerancie vo&i antigénom darcu
u prijemcu teda umoZiiuje Uspedni transplantdciu tkaniva
alebo orgdnu darcu bez imunitne sprostredkovaného
odmietnutia Fransplantétu od darcu.




Rézne aspekty tohto vyndlezu si dalej podrobnejs$ie
popisané v nasledujicich &astiach.

1. gp39-antagonisti

V siGlade so spdsobmi podla tohto vyndlezu sa gp39
antagonista podadva prijemcovi, aby sa ruSila interakcia
gp39 na T-bunkdch prijemcu s gp39 ligandom na alogénnej
alebo xenogénnej bunke, ako je B-bunka, podanej prijemcovi.
gp39 antagonista je definovany ako molekula, ktord ru3i tdto
interakciu. gp39-antagonistom mbéZe byt protilitka, namiereni
proti gp39 (napr. monoklondlna protildtka proti gp39),
fragment alebo derivat protildtky, namierenej proti gp39
(napr. Fab alebo F(ab)'2 fragmenty, chimérické protil&tky
alebo humanizované protildtky), rozpustné formy gp39 ligandu
(napr. rozpustnad CD40), rozpustné formy spojovacieho
proteinu gp39 ligandu (napr. rozpustny CD401g) alebo
farmaceutické €inidl&, ktoré preru$ia alebo ru$ia gp39-CD40
intefakciu.

A. Protilatky

Cicavec (napr. myS, Skrefok alebo kralik) sa da
imunizovat imunogénnou formou gp39 proteinu alebo
proteinového fragmentu (napr. peptidového fragmentu), ktory
vyvold odpoved na protildtku u cicavca. Bunka, ktora
prezentuje gp39 na svojom povrchu, sa tie? d& pouZit ako
imunogén. Alternativne imunogény zahrnujG &istené gp39
proteiny alebo proteinové fragmenty. gp39 sa di odistit

z gp39 prezentujicej bunky Standardnymi Cistiacimi
technikami. Naviac, gp39 cDNA (Armitage a spol., Nature
357, 80 - 82, 1992; Lederman a spol., J.Exp.Med. 175, 1091

- 1101, 1992; Hollenbaugh a spol., EMBO J. 11, 4313 - 4319,
1992) sa mbdZe prezentovat v hostitelskej bunke, napr.



v baktérii alebo v bunkovej linii cicavcov, a gp39 protein
sa mdze olistit z bunkovych kultir Standardnymi metdédami .
Alternativne sa mbZu gp39 peptidy syntetizovat na baze
sekvencie aminokyselin gp39 (popisané v Armitage a spol.,

Nature 357, 80 - 82, 1992); Lederman a spol., J.Exp.Med.
175, 1091 - 1101, 1992; Hollenbaugh a spol., EMBO J. 11,
4313 - 4319, 1992) s pouZitim zndmych metéd (napr. F-moc

alebo T-boc chemickd syntéza). Metdédy vyvolania imunogenity
na proteine zahrnujd konjugdciu s nosi&mi alebo iné metédy,
dobre zname v doterajSom stave techniky. Napriklad sa
protein mdZe poddvat v pritomnosti adjuvans. Postup
imunizdcie sa d& sledovat =zistovanim titrov protildtok
v plazme alebo v sére. Standardny ELISA alebo iné
imunologické testy moZno pouZit s imunogénom ako antigénom,
aby sa stanovili hladiny protil&tok.

Po imunizacii sa dajd =ziskat antiséra a, ak je to
potrebné, z tohto séra sa daji izolovat polyklondlne
protilatky. Na tvorbu monoklondlnych protildtok mo%no
z imunizovaného  zvierata odobrat  bunky  (lymfocyty),
vytvarajice protilatky a spojit ich s myelémovymi bunkami
Standardnymi metddami spdjania somatickych buniek, &im tieto
bunky nezanikni a vzniknd hybridémové bunky. Takéto metédy
sG v doterajSom stave techniky dobre znéame. Napriklad
hybridémovd metdéda, pdvodne vyvinutd Kohlerom a Milsteinom
(Nature 256, 495 - 497, 1975), ako aj iné metédy, ako ije
hybridémovd metdéda Iudskych B-buniek (Kozbar a spol.,
Immunol .Today 4, 72, 1983), EBV-hybridémova metdédda na tvorbu
Iudskych monoklondlnych protildtok (Cole a spol., Monoclonal
Antibodies in Cancer Therapy, 1985, Allen R. Bliss, Inc.,
str. 77 - 96) a skrining kombinaénych sérii protil&tok (Huse
a spol., Science 246, 1275, 1989). Hybridémové bunky sa méZu
skrinovat imunochemicky na tvorbu protildtok, Zpecificky
reagujicich s proteinom alebo peptidom a mdéZu sa izolovat
monoklondlne protilatky.

)



Vyraz protildtky, ako sa tu pouZiva, ma zahrnovat ich
fragmenty, ktoré S8pecificky reaguji s gp39 proteinom alebo
jeho peptidom, alebo s gp39 spojovacim proteinom. Protilatky
moZno fragmentovat s pouZitim beZnych metdd a uZito&nost
fragmentov sa mdZe skrinovat rovnakym spdsobom, ako sme
popisali vyS8ie pre celé protiléatky. Napriklad
F(ab) ',-fragmenty moZno vytvorit pdsobenim pepsinu na
protildtku. Vysledny F(ab)',-fragment moZno upravit, aby sa
znizil pocet disulfidovych mostikov a vznikli
Fab'-fragmenty. Protilatka podla tohto vyndlezu ma dalej
zahrnovat biSpecifické a chimérické molekuly s anti-gp39
¢astou.

Ked' sa protilatky, vytvorené v nehuminnych subjektoch,
terapeuticky pouZiji u Tudi, v «réznych stupfioch sa
rozpozndvajl ako cudzie a u pacienta mdZe vzniknit imunitna
odpoved. Jednym pristupom minimalizdcie alebo vylic¢enia
tohto problému, ktory je vyhodny pre vSeobecni
imunosupresiu, je vytvorenie derivatov  chimérickych
protildtok, t.j. molekll protildtok, ktoré spidjajd nehumdnnu
zvieraciu premenlivi oblast a humi&nnu kon$tantnd oblast.

Molekuly chimérickych protildtok md%u obsahovat
napriklad antigén viaZicu oblast z protildtky my3i, krysy,
alebo iného druhu, s huminnymi konStantnymi oblastami. Bolo
popisané mnoZstvo pristupov k vytvdraniu chimérickych
protildtok a moZno pouZit na vytvdranie chimérickych
protilétok, obsahujicich imunoglobulinovd premenlivi oblast,
ktord rozpoznava gp39. Pozri napriklad Morrison a spol.,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 81, 6851, 1985; Takeda a spol.,
Nature 314, 452, 1985, Cabilly a spol., U.S. Patent 4 816
567; Boss a spol., U.S. Patent 4 816 397; Tanaguchi a spol.,
Eurdépsky patentovy dokument EP171496; Eurdpsky patentovy
dokument 0173494; Britsky patent GB 2177096B. Odakiva sa, Ze
takéto chimérické protildtky by boli menej imunogénne
v ludskom subjekte nez zodpovedajice nechimérické
protilatky.



Na humédnne terapeutické Gfely sa monoklondlne alebo
chimérické protilatky, ktoré Specificky reagujia s gp39
proteinom alebo peptidom, mdZu dalej humanizovat vytvaranim
Tudskych chimér s variabilnymi oblastami, v ktorych &asti
variabilnych oblasti, najma oblasti nemennej Struktdry
antigén viazicej domény, sG Yudského pbévodu a len
hypervariabilné oblasti s nehumdnneho pdvodu. Takéto
zmenené imunoglobulinové molekuly moZno vytvorit Iubovolnou
z niekolkych metdd, znd&mych v doterajSom stave techniky
(napr. Teng a spol., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 80, 7308
- 7312, 1983; Kozbor a spol., Immunology Today 4, 7279,
1983; Olsson a spol., Meth.Enzymol. 92, 3 - 16, 1982),
a s vyhodou sa vytvoria v sGlade s poznatkami 2z PCT
dokumentu  W092/06193 alebo EP 0239400. Humanizované
protildtky moZno vyrdbat komerdne, napr. Scotgen Limited,
2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Great Britain.

Inou metddou vytvarania Specifickych protildtok alebo
fragmentov protilatok, reagujlcich proti gp39 proteinu alebo
peptidu, je skrining sérii  prezentacifi, kédujicich
imunoglobulinové gény alebo ich Casti, prezentované
baktériou s gp39 proteinom alebo peptidom. Napriklad aplné
Fab fragmenty, VH oblasti a FV oblasti sa md%u prezentovat
baktériou, ked sa pouZiji série fagovych prezentdcii. Pozri

napriklad Ward a spol., Nature 341, 544 - 546, 1989; Huse
a spol., Science 246, 1275 - 1281, 1989; a McCafferty
a spol., Nature 348, 552 - 554, 1990. Skrining takychto

sériif napriklad gp39 peptidom mdZe zistit imunoglobulinové
fragmenty, ktoré reagujG s gp39. Alternativne mo%no na
vytvdranie protilatok alebo ich fragmentov pouZit SCID-hu
myS (dostupnd od Genpharm) .

Metodiky vytvarania monoklondlnych protilétok,
namierenych proti gp39, vrdtane Iudského gp39 a myZieho
gp39, a monoklondlnych protildtok, vhodngch na pouZitie
v spdsoboch podla tohto vyndlezu, sG dalej podrobnejSie
popisané v priklade 2.



Na pouzitie pri indukovani antigén-Specifickej
T-bunkovej tolerancie s vyhodné anti-humdnne gp39
monoklondlne protildtky podla tohto vyndlezu. Vyhodné
protildtky zahrnujd monoklondlne protilatky 3E4, 2HS5, 2HS,
4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76, popisané v priklade 2.
Zvl4st vyhodnymi protildtkami sG monoklondlne protilédtky
89-76 a 24-31. 89-76 a 24-31 hybriddémy, vytvarajlice 89-76
a 24-31 protilatky, boli uloZené podla ustanoveni
Budape$tianskej dohody v Americkej zbierke typov kultir,
Parklawn Drive, Rockville, Md., 2. septembra 1994. Hybridému
89-76 bolo priradené ATCC pristupové ¢&islo HB11713
a hybridému 24-31 bolo priradené ATCC pristupové ¢&islo
HB11712. Protildtky 24-31 a 89-76 sl izotypu IgGl.

V inom uskutofneni anti-humédnny gp39 mAb na pouZitie
v spdsoboch podla tohto vyndlezu viaZe epitop, rozoznivany
monoklondlnou  protildtkou, vybranou zo skupiny, ktora
pozostdva z 3E4, 2H5, 2H8, 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43,
89-76 a 89-79. VyhodnejSie anti-humdnny gp39 mAb viaZe
epitop, rozozndvany monoklondlnou protildtkou 24-31 alebo

monoklondlnou protildtkou 89-76. Schopnost mAb viazat
epitop, rozozndvany  lubovolnou z vy88ie uvedenych
protilatok, moZno stanovit Standardnymi  kriZovymi

konkurenénymi testami. Napriklad protildtka, ktoré& viaZe ten
isty epitop, rozozndvany mAb 24-31, bude konkurovat pri
viazani znadkovanych 24-31 na aktivované T-bunky, zatial &o
protildtka, ktord viaZe odlidny epitop neZz ten, ktory
rozozndva mAb 24-31, nebude konkurovat viazaniu zna¢kovaného
24-31 na aktivované T-bunky.

B. Rozpustné ligan re 39
Medzi inych gp39-antagonistov, ktorych moZno poddvat na

indukovanie T-bunkovej tolerancie, patria rozpustné formy
gp39 ligandu. Monovalentny rozpustny ligand gp39, ako je
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rozpustnd CD40, sa mdZe naviazat na gp39, <&im zabrani
interakcii gp39 s CD40 na B-bunkdch. Vyraz "rozpustny"
znamend, Ze ligand nie je permanentne spojeny s bunkovou
membrénou. Rozpustny gp39 ligand moZno pripravit chemickou
syntézou alebo, s vyhodou, metédami rekombinantnej DNA,
napriklad prezentovanim len mimobunkovej oblasti (nepritomné
transmembridnové a cytoplazmové oblasti) ligandu. Vyhodnym
rozpustnym gp39 ligandom je rozpustnd CD40. Alternativne
méZe rozpustny gp39 ligand existovat vo forme spojovacieho
proteinu. Takyto spojovaci protein obsahuje prinajmensom
¢ast gp39 ligandu, viazand k druhej molekule. Napriklad
CD40 sa mdZe  prezentovat  ako spojovaci  protein
s imunoglobulinom (t.j. CD40Ig spojovaci protein). V jednom
uskutofneni sa vytvdra spojovaci protein, ktory obsahuje
aminokyselinové zvySky <&asti mimobunkovej domény CD40,
pripojené k aminokyselinovym zvySkom sekvencie,
zodpovedajicej pantovym, CH, a CH, oblastiam
imunoglobulinového taZkého retazca, napr. Cgamal, aby sa
vytvoril CD40Ig spojovaci protein (pozri napr. Linsley
a spol., J.Exp.Med. 1783, 721 - 730, 1991; Capon a spol .,
Nature 337, 525 - 531, 1989; a Capon U.S. 5 116 964).
Spojovaci protein mo¥no pripravit chemickou syntézou, alebo
s vfhodou metdédami rekombinantnej DNA, zaloZenymi na cDNA
CD40 (Stamenkovic a spol., EMBO J. 8, 1403 - 1410, 1989).

II. Bunky na indukovanie antigén-8pecifickej tolerancie

Tento vyndlez spoliva, prinajmenSom ¢&iastodne, na
objave, Ze prezentdcia aloantigénov B-bunkam alogénnymi
bunkami v pritomnosti gp39 antagonistu vedie k T-bunkovej
tolerancii vo&i aloantigénom. Bunky, Kktoré si schopné
indukovat toleranciu tymto mechanizmom, zahrnujd tie, ktoré
prezentujd antigén a aktivuja T-bunky interakciou s gp39
(t.j. interakcia medzi gp39 na T-bunkich a gp39 ligandom na
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bunke, prezentujicej antigén, je nevyhnutnd na to, aby sa
T-bunke dodali prislu$né signdly na T-bunkovi aktivaciu).
Inhibicia interakcie 1ligandu na alogénnej alebo xenogénnej
bunke s gp39 na T-bunkdach prijemcu zabrafiuje T-bunkovej
aktivéacii alo- alebo xenoantigénmi a skbr indukuje
T-bunkovi toleranciu vo&i tymto antigénom. RuSenie aktivacie
T-bunky cez gp39 mdZe zabrénit indukovaniu kostimulaén§ch
molekil na alogénnej alebo xenogénnej bunke (napr. skupina
B7 molekdl na B-bunke), takZe té&to bunka v nepritomnosti
kostimula&ného signdlu dodava T-bunke len antigénovy signil,
¢im indukuje toleranciu.

V silade s tym sa v spdsoboch podla tohto vyndlezu
subjektu prijemcu poddva alogénna alebo xenogénna bunka.
T4dto alogénna alebo xenogénna bunka je schopnd prezentovat
antigén T-bunkdm prijemcu, a je to napriklad B lymfocyt,
"profesiondlny" antigén prezentujica bunka (napr. monocyt,
dendritickd bunka, Langerhansova bunka) alebo ini bunka,
ktord prezentuje antigén imdnnym bunkdm (napr. keratinocyt,
endotelovad bunka, astrocyt, fibroblast, oligodendrocyt) .
Dalej je vyhodné, %e alogénna alebo xenogénna bunka m&
zniZend schopnost stimulovat kostimuladny signal
v T-bunkdch prijemcu. Napriklad, alogénna alebo xenogénna
bunka mdZe postrddat expresiu alebo prezentovat len nizke
hladiny kostimulaénych molekdl, ako si proteiny skupiny B7
(napr. B7-1 a B7-2). Expresiu kostimula&nych molekidl na
potencidlnych alogénnych alebo xenogénnych bunk&ch, ktoré sa
majd pouzit v spdsobe podla tohto vyndlezu, mo¥no dosiahnut
Standardnymi metdédami, napriklad prietokovou cytometriou
s pouzitim protilatok, namierenych proti kostimula&nym
molekul&m.

Vyhodnymi alogénnymi alebo xenogénnymi bunkami na
indukovanie  T-bunkovej tolerancie si lymfoidné bunky,
napriklad periférne krvné lymfocyty alebo slezinové bunky.
Vyhodnymi lymfoidnymi bunkami na indukovanie T-bunkovej




tolerancie siG B-bunky. B-bunky moZno ¢&istenim ziskat zo
zmieSanej populdcie  buniek (napr. iné typy buniek
v periférnej krvi alebo slezine) Standardnymi metédami na
separdciu buniek. Napriklad spojené bunky moZno odstranit
kultivaciou slezinovych buniek na plastickych miskach
a izoldciou populdcie nespojenych buniek. T-bunky moZno
odstranit zo zmieSanej populécie buniek  pdsobenim
anti-T-bunkovou protilatkou (napr. anti-Thyl.1 a/alebo
anti-Thyl.2) a komplementom. V jednom uskutoneni sa
pokojové lymfoidné bunky, s vyhodou pokojové B-bunky,
pouZijd ako antigén prezentujice bunky. Pokojové lymfoidné
bunky, ako si pokojové B-bunky, sa dajid izolovat metédami,
zndmymi v doterajSom stave techniky, napriklad na zaklade
ich malej velkosti a hustoty. Pokojové lymfoidné bunky moZno
izolovat napriklad protipridovym centrifugaénym premyvanim,
ako je popisané v priklade 1. Pri pouZiti protipridového
centrifugaéného premyvania moZno ziskat mald populdciu
pokojovych lymfoidnych buniek, zbavend buniek, ktoré mdzZu
aktivovat T-bunkové odpovede, odobranim frakcie(i) pri 14
- 19 ml/min., s vyhodou 19 ml/min. (pri 3200 ot./min.).
Alternativne moZno malé, pokojové lymfocyty (napr. B-bunky)
izolovat nespojitym odstredovanim s gradientom hustoty,
napriklad s pouZitim Ficollovho alebo Percollovho gradientu,
a po odstredovani sa da ziskat vrstva, obsahujica malé,
pokojové lymfocyty. Malé pokojové B-bunky sa tieZz dajid
odligit od aktivovanych B-buniek testovanim na expresiu
kostimula&nych molekdl, ako sG B7-1 a/alebo B7-2, na povrchu
aktivovanych B-buniek  Standardnymi metddami (napr.
imunofluorescenciou) .

Alogénne alebo xenogénne bunky, podané prijemcovi,
pdsobia, prinajmenZom CiastoCne, tak, aby sa prezentovali
antigény darcu T-bunkdm prijemcu. Teda bunky prezentuji
antigény, ktoré s tieZ prezentované tkanivom alebo orgéanom
darcu. Typicky sa toto mdZe uskuto&nit pouZitim alogénnych
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alebo xenogénnych buniek, ziskanych 2z tkanivového alebo
organového  transplantédtu darcu. Napriklad periférne
lymfoidné bunky, B-bunky alebo slezinové bunky darcu tkaniva
alebo orgdnu moZno izolovat a pouZit pri spdsobe podla tohto
vyndlezu. Alternativne moZno alogénne alebo xenogénne bunky
ziskat z iného zdroja neZ od darcu tkaniva alebo orgéanu,
pokial tieto bunky maji antigénové determinanty spolo&né
s darcom tkaniva alebo organu. Napriklad moZno pouzit
alogénne alebo xenogénne bunky, ktoré prezentuji (vadsinu
alebo vietky) antigény toho istého hlavného
histokompatibilného komplexu ako tkanivo alebo orgéan darcu.
Teda moZno pouZit alogénne alebo xenogénne bunky zo zdroja,
ktory zodpoveda MHC haplotypu darcu tkaniva alebo orgdnu
(napr. blizkeho pribuzného darcu transplantétu).

III. Podavanie buniek a gp39-antagonistov

T-bunkova tolerancia vo&i orgdnovému alebo tkanivovému
transplantdtu sa d& indukovat podla tohto vyndlezu podanim
prijemcovi transplantétu gp39-antagonistu v  spojeni
s alogénnou alebo xenogénnou bunkou, ktord prezentuje
antigény darcu a interaguje s T-bunkami prijemcu cez gp39.
Vo vyhodnom uskutofneni sa alogénna alebo xenogénna bunka
a gp39-antagonista podavaji prijemcovi sibeZne alebo
sGfasne. Alternativne sa gp39 antagonista mbéZe podat pred
podanim alogénnych alebo xenogénnych buniek, napriklad, ked’
antagonistom je protildtka s dlhym poldéasom Zivota. Vo
vyhodnom uskutoéneni  sa antagonista a alogénne alebo
xenogénne bunky podavajd prijemcovi pred transplantéaciou
orgdnu alebo tkaniva prijemcovi (t.j. prijemca je vopred
oSetreny antagonistom a bunkami) . Napriklad podanie
alogénnych alebo xenogénnych buniek a antagonistu moZno
uskuto€nit niekolko dni (napr. pat a% osem dni) pred
transplantdciou tkaniva alebo orgénu.



Zistilo sa, Ze podanie jedinej davky alogénnych buniek
(v kombindcii s antagonistom) je postadujlce na indukovanie
T-bunkovej tolerancie vo&i tkanivu alebo orgdnu darcu (pozri
priklad 1) . Polet podanych buniek sa mbZe menit v z&vislosti
od typu pouZitych buniek, typu tkanivového alebo orgdnového
transplantdtu, hmotnosti prijemcu, celkového stavu prijemcu
a od inych premennych, znamych skisenému odbornikovi. Vhodny
pofet buniek na pouZitie pri spdsobe podla tohto vyndlezu
mbZe stanovit osoba, Standardne skiisend v tejto oblasti,
beinymi metddami (napriklad, ako je popisané v priklade 1).
Bunky sa podavaja vo forme a cestou, ktoré si vhodné na
indukovanie T-bunkovej tolerancie u prijemcu. Bunky moZno
podéavat vo fyziologicky prijatelnom roztoku, ako je
pufrovany solny roztok alebo podobny nosi&. Bunky mo¥no
s vyhodou podat intravendzne.

Antagonista podla tohto vynilezu sa subjektu podéava
v biologicky kompatibilnej forme, vhodnej na podéivanie
lie€iva in vivo, aby sa indukovala T-bunkov&i tolerancia. Pod
"biologicky kompatibilnou formou, vhodnou na podavanie in
vivo" sa mysli forma antagonistu, ktory sa mé podat, pri
ktorej si akékolvek toxické G&inky vyv&Zené terapeutickymi
G€inkami zlG&eniny. Vyraz "subjekt" mA zahrnovat Zivé
organizmy, u ktorych sa da vyvolat imunitnd odpoved, napr.
cicavce. Priklady subjektov zahrnujd ludi, psy, macky, my$i,
krysy a ich transgénne druhy. Ich gp39-antagonista sa mdZe
podivat v lubovolnej farmakologickej forme, volitelne
s farmaceuticky prijatelnym nosicom. Pod podanim
terapeuticky G&inného mnoZstva antagonistu sa rozumie
mnoZstvo, G¢inné v davkach a v c&asovych intervaloch,
nevyhnutnych na dosiahnutie poZadovaného vysledku (napr.
T-bunkovej tolerancie). Napriklad terapeuticky G&inné
mnozstvo antagonistu gp39 sa mdZe menit podla faktorov, ako
si stav choroby, vek, pohlavie a hmotnost jednotlivca, a od
schopnosti antagonistu vyvolat poZadovani odpoved u tohto



jednotlivca. DA&vkovacie reZimy moZno nastavit tak, aby sa
dosiahla optimdlna terapeutickd odpoved. Napriklad moZno
podat niekolko delenych davok denne, alebo tito didvku moZno
primerane zniZit podla naliehavosti terapeutickej situédcie.
Ako je popisané v priklade 1 pre liefenie anti-gp39
protilatkou, G&¢inny liedebny reZim méZe =zahrnovat zadatie
podavania protildtky pred transplantdciou tkaniva alebo
orgdnu (napr. pat aZ osem dni pred transplantdciou), po
ktorom nasleduje opatovné podavanie protilatky (napr. kaZdy
druhy defi) po dobu niekolkych tyZdiiov (napr. dvoch a%
siedmich tyZdilov) po transplantacii.

Aktivna zli¢enina (napr. antagonista, ako je
protilédtka) sa mdZe poddvat beZnym spdsobom, ako je injekcia
(podkoZnd, vnitroZilova, atd.), ordlne podanie, inhaléicia,
transdermidlna aplikécia alebo rektdlne podanie. V zAvislosti
od cesty podania mbéZe byt aktivna zlG&enina potiahnuta
materidlom na ochranu zlG€eniny pred a&inkom enzymov,
kyselin a inych prirodzenych podmienok, ktoré by mohli
zlG&eninu  inaktivovat.  Vyhodnou cestou je podanie
vnitrozilovou injekciou.

Na podanie antagonistu gp39 inym ne% parenterdlnym
podanim mdZe Dbyt nevyhnutné potiahnut antagonistu
materidlom, ktory zabridni jeho inaktivicii, alebo st&asne
s nim ho podavat. Napriklad antagonistu moZno podavat
jednotlivcovi vo vhodnom nosi&i alebo riedidle, podévat ho
siasne s inhibitormi enzymov alebo vo vhodnom nosi&i, ako
si lipozémy. Farmaceuticky prijatelné riedidld zahrnujad
solné a vodné pufrovacie roztoky. Inhibitory enzymov
zahrnuja pankreaticky trypsinovy inhibitor,
diizopropylfluérfosfidt (DEP) a trasylol. Lipozémy zahrnuji
emulzie voda-v-oleji-vo-vode, ako aj beZné lipozémy (Strejan
27, 1984).

Aktivna zlG&enina sa tieZ mdZe podat parenterdlne alebo
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intraperitonedlne. Disperzie sa tieZz mbZu pripravit
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v glycerole, kvapalnych polyetylénglykoloch a v ich zmesiach
a v olejoch. Za normdlnych podmienok skladovania a pouZitia
md2u tieto pripravky obsahovat konzerva&ny prostriedok, aby
sa zabranilo rastu mikroorganizmov.

Farmaceutické kompozicie, vhodné na injeké&né pouZitie,
zahrnuji sterilné vodné roztoky (ak sG rozpustné vo vode)
alebo disperzie a sterilné praSky na pripravu sterilnych
injektovatelnych roztokov alebo disperzii podla receptu. Vo
vSetkych pripadoch musi byt kompozicia sterilnd a musi byt
tekutd do takej miery, aby bola lahko injektovatelnd. Musi
byt stabilnd pri podmienkach vyroby a skladovania a musi byt
chranend pred kontaminaénym G&inkom mikroorganizmov, ako s
baktérie a huby alebo plesne. Nosidom mbZe byt rozpistadlo
alebo disperzné médium, obsahujice napriklad vodu, etanol,
polyol (napriklad glycerol, propylénglykol a kvapalny
polyetylénglykol a podobne), a ich vhodné zmesi. Sprévna
tekutost sa dd udrZat napriklad pouZitim povlaku, ako je
lecitin, wudrZanim pozadovanej velkosti &astic v pripade
disperzie a pouZitim povrchovo aktivnych 1ldtok. Ochrana pred
G¢inkom mikroorganizmov = sa dd  dosiahnut réznymi
antibakteridlnymi a fungicidnymi prostriedkami, ako st
napriklad parabény, chlérbutanol, fenol, kyselina askorbovi,
timerosal, a podobne. V mnohych pripadoch bude vyhodné
zahrnit do kompozicie izotonické prostriedky, napriklad
cukry, polyalkoholy, ako 3je manitol, sorbitol, chlorid
sodny. Predl?end absorpcia injektovatelnych kompozicii sa d4
dosiahnut zahrnutim do kompozicie prostriedku, ktory
oneskoruje absorpciu, napriklad monostearatu hlinitého
a zelatiny.

Sterilné injektovatelné roztoky mo%no pripravit
v&lenenim aktivnej zlddeniny (napr. antagonistu gp39)
v pozadovanom mnoZstve do vhodného rozpiitadla s jednou
alebo s kombindciou vy83ie vymenovanych prisad podla
potreby, s mnaslednou sterilizaciou. Vo v3eobecnosti sa
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disperzie pripravuji v&lenenim aktivnej =zlG&eniny do
sterilného nosida, ktory obsahuje zdkladné disperzné médium
a pozadované dalSie prisady z tych, ktoré sme vymenovali
vy§8ie. V pripade sterilnych préaSkov na pripravu sterilnych
injektovatelnych roztokov siG vyhodnymi metédami pripravy
vdkuové suSenie a sufenie vymrazovanim, ktoré poskytuje
praSok aktivnej prisady (napr. antagonistu), plus akékolvek
dalSie poZadované prisady z predtym sterilne prefiltrovaného
roztoku.

Ak sa aktivna zlGlenina vhodne chréni, ako sme popisali
vyS8ie, protein sa mdZe poddvat ordlne, napriklad s inertnym
riedidlom alebo s asimilovatelnym jedlym nosi®om. Ako sa tu
pouZiva, vyraz "farmaceuticky prijatelny nosi&" zahrnuje
ktorékolvek a vZetky rozpGStadld, disperzné média, povlaky,
antibakteridlne a fungicidne prostriedky, izotonické
a absorpciu oneskorujice prostriedky, a podobne. Poufitie
takychto médii a prostriedkov pre farmaceuticky aktivne
ldtky je dobre zname v doterajSom stave techniky. S vynimkou
pripadov, kedy niektoré beZné médium alebo prostriedok je
nekompatibilny s aktivnou zldéeninou, predpokladd sa ich
pouZitie v terapeutickych kompozicidch. Do kompozicii tie%
mozno vélenit dalSie G&inné zlG&eniny.

Zvlast vyhodné je formulovat parenterdlne kompozicie vo
forme jednotkovych davok za Gfelom jednoduchého podivania
a rovnomernosti davky. Forma jednotkovej davky, ' ako sa tu
pouziva, sa vztahuje na fyzicky oddelené jednotky, vhodné
ako jednotkové davky pre subjekty cicavcov, ktoré sa maji
lie¢it; pri¢om kaZdéd jednotka obsahuje vopred stanovené
mnozZstvo aktivnej zludeniny, vypoditané na dosiahnutie
poZadovaného terapeutického G&inku v spojeni s poZadovanym
farmaceutickym nosiom. Specifikdcia jednotkovych d&vkovych
foriem podla tohto vyndlezu je ur&end a priamo zavisi od a)
jednoznadnej charakteristiky aktivnej zlG¢Ceniny
a konkrétneho terapeutického G€inku, ktory sa mé& dosiahnut,

a b) obmedzeni, vlastngch v doterajSom stave techniky




priprave takej aktivnej zld&eniny na ovplyvnenie citlivosti
jednotlivcov.

Po alebo slbeZne s tu popisanym tolerizaénym reZimom sa
tkanivo alebo orgén darcu transplantuje prijemcovi beZnymi

metddami.

IV. PouZitie spdsobov podla tohto vyndlezu

Spbsoby podla tohto vyndlezu moZno pouZit v mnohych
situéciéch transplantdcie tkaniv alebo orgénov. Tieto
spdsoby moZno pouzit na indukovanie T-bunkovej tolerancie
u prijemcu transplantdtu tkaniva alebo orgdnu, ako si
pankreatické ostrovéeky, peceii, obli¢ka, srdce, plicny
lalok, koZa, sval, nervové tkanivo, ZaldGdok a &reva. Teda
spdsoby podla tohto vyndlezu moZno pouZit pri liedeni choréb
alebo stavov, ktoré vyzadujl transplantdciu tkaniva alebo
organu (napr. transplantaciu pelene na lieCenie
hypercholesterolémie, transplantdciu svalovych buniek na
liecCenie svalovej dystrofie, transplantdaciu nervového
tkaniva na liecdenie Huntingtonovej choroby alebo
Parkinsonovej choroby, atd.). Vo vyhodnom uskutoéneni
transplantované tkanivo zahrnuje pankreatické ostrovéeky.
V slade s tym tento vyndlez zahrnuje spdsob 1liedenia
cukrovky transplantdciou buniek pankreatickych ostrovdekov.
Tento spdsob zahrnuje podavanie subjektu, ktory potrebuje
liedenie: 1) alogénnych alebo xenogénnych buniek, ktoré
prezentuja antigény darcu, 2) antagonistu molekuly,
prezentovaného na T-bunkdch prijemcu, ktory sprostredkuje od
kontaktu z&avislé pomocné efektorové funkcie, ako je gp39
antagonista (napr. anti-gp39 protilatka), a 3) buniek
pankreatickych ostrovfekov. S vyhodou sa alogénne alebo
xenogénne bunky a antagonista podavaja prijemcovi pred
podanim pankreatickych ostrov&ekov.

Vyndlez dalej ilustruje nasledujGci priklad, ktory sa

et e maamaman,



nemd chédpat ako obmedzujidci. Obsah  vSetkych odkazov,
patentov a publikovanych patentovych prihldSok, citovanych
v tejto prihlaske, je sem tymto zahrnuty odkazom.

PRIKLAD  1: Indukcia tolerancie  vod&i aloimplant&tom
pankreatickych ostrovéekov oSetrovanim

prijemcu alogénnymi bunkami a anti-gp39

Sicasné alotransplantacné Stdadie zavisia od
zovSeobecnenej imunosupresie, ktord neSpecificky odstrafiuje
imunitné efektorové funkcie. Av8ak imunosupresivne lie&iva
mdZu spdsobit zdvaZné vedlajSie G&inky. Naviac sa dok&zalo,
Ze alotransplantdcia Langerhansovych ostrov&ekov na liedenie
cukrovky pri tomto pristupe nezaberd (pozri napr. Robertson,
R.P., N.Engl.J.Med. 327, 1861, 1992). Terapie protil&tkami,
namierenymi proti  T-bunkam, méZu  umoZnit  dspednd
aloimplantdciu ostrov&ekov u hlodavcov, ale tento pristup
tiezZz vedie jednotne Kk celkovej imunosupresii (Carpenter,
C.B., N.Engl.J.Med. 322, 1224, 1990; Roark, J.H. a spol.,
Transplantation 54, 1098, 1992; Kahan, B.D.,
Curr.Opin.Immunol. 4, 553, 1992). V tomto priklade sa
tolerancia voci ostrovéekovym aloimplantdtom indukovala
u prijemcu transplantatu ovplyvnenim prezentacie aloantigénu
T-bunkam, aby sa zabrédnilo ich aktivacii. PreZivanie
ostrovéekovych aloimplantdtov u chemicky diabetickych
C57BL/6(H—2b) mySi sa skimalo s pouZitim nasledujiceho
postupu:

Indukovanie cukrovky

Samce C57Bl/6J (H-Zb) myS8i sa udrZovali diabetické
vnitroZilovym podavanim streptozotocinu (140 mg/kg) .
Permanentnd cukrovka sa potvrdila preukidzanim koncentracie
glukézy v plazme > 400 mg/dl v troch pripadoch v priebehu
jedného tyZdiia.
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Frakciondcia alogénnych slezinovych buniek

Alogénne bunky darcu na predbeZné oSetrenie prijemcu
transplantdtu sa ziskali z (C57 x BALB/c)(H-Zb/d)F1
hybridnych zvierat, aby sa zabrénilo chorobe
transplantat-kontra-hostitel. Na izolovanie malych
lymfocytovych buniek sa suspenzie slezinovych buniek z 8
tyZdiiov starych (C57 x BALB/c)F, samic myS$i zbavili
erytrocytov a potom sa frakcionovali podla velkosti
premyvanim, ako popisali Tony, H.P. a spol., J.Exp.Med.

161, 223, 1985; a Gosselin, E.J. a spol., J.Immunol. 140,
1408, 1988. Strufne povedané, malé lymfocyty sa izolujd
protipridovym centrifugaénym premyvanim, napriklad
s pouZitim modelu centrifligy J-6B (Beckman Instruments, Palo
Alto CA). Na priblifne 1 - 5 x 10% buniek v 8 ml

kultivaéného média alebo rovnovdZneho solného roztoku s 1,5
% zarodkového hovadzieho séra sa pdsobi deoxyribonukleédzou,
vloZia sa do premyvacej komory so zadiato&nym protipridovym
prietokom 13,5 ml/min. a odstreduji sa pri 4 C konZtantnou
rychlostou 3200 ot./min.. Frakcia malych buniek s velmi
malym mnoZstvom kontaminujicich velkych buniek sa eluuje
typicky pri 14 - 19 ml/min., hoci presny prietok mdze
zdvisiet od média, v ktorom sG bunky suspendované. V tu
popisanych pokusoch sa frakcia malych buniek odobrala pri
19 ml/min. (pri 3200 ot./min.). T&to frakcia sa dplne

zbavila Ziareniu odolnej (3000 rad) sprievodnej bunkovej

frakcie, ked sa testovala s T-bunkovymi liniami,
Specifickymi bud pre kralidi 1gG a H29(cDC35) alebo
aloreaktivnymi vocli H2b(D10.G4). Malé bunky

a nefrakcionované bunky sa dvakriat premyli v médiu bez séra
predtym, neZ sa injektovali do chvostovych %#il prijemcu

aloimplantdtu. PouZilo sa pribliZne 40 - 100 x 10° (C57
X BALB/c)Fl(H-Zb/d) nefrakcionovanych slezinovych buniek
alebo 40 - 100 x 10% (C57 x BALB/c)F, (H-2P/9) eluovangch

malych slezinovych buniek.
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Predbe?né oSetrenie prijemcov transplantitov

Prijemcovia transplantdtov sa predbeZne oSetrili bud’
nefrakcionovanymi  (C57 x BALB/c)Fl(H-Zb/d) alogénnymi
slezinovymi bunkami, eluovanou "frakciou 19" slezinovych
buniek s malym priemerom, ktoré boli zbavené APC aktivity
(izolované, ako bolo popisané vys§s§ie), anti-gp39
monoklondlnou protildtkou (MR1l, pozri priklad 2, pokus 3),
alebo kombindciou alogénnych buniek a anti-gp39 protiléatky.
Bunky frakcie 19 sa testovali vo dvoch rdznych davkovych
oblastiach, pri nizkej davke 40 - 44 x 10® bubiek alebo pri
vysokej davke 77 - 88 x 10% buniek. Kontrolné zvierats
neboli oSetrené ani alogénnymi bunkami ani protilétkou.
Alogénne bunky sa podali prijemcom transplantdtu injekciou
do chvostovej Zily pé&t aZ osem dni pred transplantéaciou
ostrovéekového aloimplantdtu. OSetrovanie MRl protildtkou sa
uskutoéiiovalo ddvkou 250 g/myS dvakrdt tyZdenne, pod&nic 7
dni pred transplantdciou ostrovéekov, a pokra&ovalo sa v fiom
2 - 7 tyidiiov alebo do zlyhania implantdtu. Prvd injekcia
protildtky sa typicky podala v ten isty deifi ako prva
injekcia alogénnych slezinovych buniek.

Transplantdcia ostrovéekového aloimplantétu

Alogénne BALB/c (H-29) ostrov&eky sa izolovali
modifikovanou metodou Stiepenia kolagenazy (Gottlieb,
P.A. a spol., Diabetes 39, 643, 1990). Ostrov&eky sa v divke
30 ostrovéekov/g telesnej hmotnosti implantovali do
subrendlneho puzdra prijemcu, C57B1/6J(H—2b) mySi, ihned po
izolovani. PreZivanie implantdtu sa definovalo ako udrZanie
koncentracie glukézy v plazme 200 mg/dl.
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Vysledky

V prvej sérii pokusov sa prijemcovia ostrovéekovych
aloimplantidtov predbeZne oSetrili bud samotnymi alogénnymi
slezinovymi bunkami alebo samotnou anti-gp39 protilétkou.
Ako je =zndzornené na obrdzku 1, bez predbeZného o$etrenia
slezinovymi bunkami boli vSetky ostrovéekové aloimplantaty
odmietnuté do 13 dni od transplantédcie (9 2 d; rozsah
5 - 13; N = 23). Zlé preZivanie ostrov&ekov sa pozorovalo
tieZ u zvierat, oSetrenych len nefrakcionovanymi slezinovymi
bunkami s normdlnou APC aktivitou (6 3 d; rozsah 4 - 12 4;
N = 7) alebo malou didvkou (40 - 44 x 10° buniek) buniek
frakcie 19, zbavenych APC aktivity (7 3 d; rozsah 3 - 14

d, N = 16). Naproti tomu injekcia vy%8ej davky malych
splenocytov frakcie 19, zbavenych APC (75 - 88 x 10°
buniek), predi?¥ila prefivanie aloimplantitu (19 10 d;

rozsah 7 - 40 d; N = 16). Tento G&€inok na trvanie preZfivania
transplantdtu bol Statisticky vyznamny (F3 gg = 17,3, p <
0,001 pri porovnani so skupinami, ktoré neboli ofetrené
nié¢im, alebo boli oSetrené transfiziami celej sleziny alebo
niZSou davkou slezinovych buniek frakcie 19), ale nebol
trvaly. PrediZené, ale kone¥né prefivanie alogénnych
ostrovéekov u diabetickych prijemcov malych buniek frakcie
19, zbavenych APC, naznadovalo, Ze tieto bunky samotné
nemdZu udrZat preZivanie aloimplantdtu. Dal%ia skupina
prijemcov transplantdtu bola ofetrend 77 - 88 x 10° bunkami
frakcie 20. Tato frakcia sa tieZ skladala prevaZne z malych
lymfocytov, ale 1iZila sa od populdcie frakcie 19 tym, Ze
vykazovala meratelni APC funkciu. Prijemcovia t§chto buniek
(N = 6) odmietli svoje transplantdty okamZite (strednéa
hodnota = 8,5 d, rozsah 6 - 12). Ind skupina prijemcov
transplantatu bola oSetrend 1len anti-gp39 monoklonidlnou
protildtkou MR1l. Obrazok 1 1ilustruje, Ze ostrov&ekové




aloimplantdty zlyhali v priebehu 15 dni u 7/11 mysi,
oSetrenych len anti-gp39 mAb. ZvySné Styri my$i mali funké&né
implantaty pri skonéeni pokusu na 48. denl. Vysledky
demonStruja, Ze podavanie prijemcovi MRl anti-gp39
protildtky samotnej md%Ze prediZit prefivanie ostrov&ekového
aloimplantdtu (strednda hodnota 20 = 19 d; rozsah 9 a?
neurdito; N = 5). Stupeil prediZenia bol Statisticky podobny
stupfiu, ktory sa dosiahol s pouZitim vy%%ej davky samotnych
slezinovych buniek frakcie 19 a bol vyznamne dlh$i ne%
stupefl, ktory sa dosiahol u dalSich troch skupin (p < 0,05).

Vy88ie popisand skupina pokusov naznadila, %e samotné
oSetrenie vysokymi davkami slezinovych buniek frakcie 19,
zbavenych APC, alebo anti-gp39 mAb mdZe zvySit prefivanie
aloimplantatu z pankreatickych ostrovekov v porovnani so
Ziadnym oSetrenim. AvSak ani samotné o$etrenie nebolo G&inné
pri indukovani dlhodobej tolerancie vo&i ostrovéekovym
aloimplantatom u prijemcu. V nasledujilcej sérii pokusov sa

oSetrenie prijemcu alogénnymi slezinovymi bunkami
kombinovalo ] oSetrenim anti-gp39. Zistilo sa, Ze
kombinované podanie alogénnych slezinovych buniek

a anti-gp39 je G€innejSie neZ ktorejkolvek samotnej zloZky.
Vysledky sG zndzornené na obrdzku 2, kde ka%di krivka
reprezentuje Gdaje o jednotlivej my3i. Otvorené symboly
oznaujd prijemcov, u ktorych ostrov&ekovy aloimplantat
spontanne zlyhal. Plné symboly oznaduji my$i, ktorych
ostrovfekové implantaty boli funké&éné pri skondeni pokusu.
Obrdzok 2 (&ast B obrazku) ukazuje, 2Ze neobmedzené
preZivanie implantdtu sa dosiahlo u v3etkych zvierat,
oSetrovanych 7 tyZdiov anti-gp39 mAb a jedinou injekciou
slezinovych buniek (N = 6) frakcie 19, zbavenych APC. Zmena
tohto protokolu skratenim trvania oSetrovania anti-gp39
zoslabila, ale nezruSila priaznivy G&inok na preZivanie
transplantétu. Neobmedzené preZivanie transplantitu sa
dosiahlo u 6/8 prijemcov, ked sa anti-gp39 mAb podédval len




2 tyzdne v kombindcii so slezinovymi bunkami frakcie 19
(obrazok 2, d&ast A obréazku) . Neobmedzené preZivanie
transplantdtu sa tieZ pozorovalo u prijemcov, oSetrovanych
anti-gp39 po dobu 2 alebo 7 tyZdhiov v kombindcii s jednou
injekciou nefrakcionovanych alogénnych slezinovych buniek.

Na potvrdenie funkcie ostrovfekového implantitu
a nepritomnosti vylu€ovania inzulinu zvySkovymi nativnymi
ostrovCekmi, neznidenymi streptozotocinovym oSetrenim, sa
odstrédnili oblilky neslce subrendlne implantdty. Vo vSetkych
pripadoch  jednostrannd nefrektémia viedla k né&vratu
hyperglykémie (> 300 mg/dl) do troch dni.

Ostrovéekové aloimplantéty a nativny pankreas sa
histologicky skimali u vSetkych zvierat, bud po zlyhani
transplantdtu alebo na konci pokusu. Histologické rezy
ostrovéekovych aloimplantatov v oblig&kdch prijemcov
frakcionovanych alogénnych malych lymfocytov a priebeZného
(7  tyzdriov) oSetrovania MR1 mAb vykazovali podetné
neporudené ostrovfeky, viditelné pod obalom oblidky, ktoré
boli zbavené mononukledrnej infiltrdcie a obsahovali dobre
granulovany inzulin a glukagbén-pozitivne bunky. Na rozdiel
od toho histologické rezy ostrovéekovych aloimplantétov
v obli¢kdch prijemcov, oSetrenych samotnym anti-gp39 mab,
vykazovali charakteristicky intenzivny zdpal
s mononukledrnymi  bunkami a posSkodenie sprievodnych
ostrov&ekovych buniek. Vo v3etkych hostitelskych pankreasoch
bola morfoldégia ostrovéekov rovnomerne konzistentnid so
streptozotocinovou cukrovkou.

PRIKLAD 2: Priprava a charakterizicia anti-gp39 protilétok

Pokus 1 - Protildtky, namierené proti ludskému gp39

Na indukovanie antigén-8pecifickej T-bunkovej
tolerancie v humannom subjekte je vyhodné podat protilatku,
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namierend proti Tudskému gp39. Na pripravu my3ich
anti-humdnnych gp39 monoklondlnych protildtok sa pouZil
nasledujici postup. Balb/c my5i sa imunizovali rozpustnym
gp39 spojovacim proteinom gp39-CD8 v Uplnom Freundovom
Adjuvans (CFA). My8i potom o 6 tyZdiiov dostali provokadni
davku rozpustného gp39-CD8 v NelGplnom Freundovom Adjuvans
(IFA) . Rozpustny gp39-CD8 bol podany v rozpustnej forme 4
tyZdne po sekundarnej imunizdcii. MySi potom dostali druhi
injekciu s aktivovanymi  Iudskymi periférnymi  krvnymi
lymfocytmi o 2 tyZdne a ndsledni koneéni davku rozpustného
gp39-CD8 po dalSich dvoch tyZdiioch. Splenocyty sa spojili
s NS-1 spojovacim partnerom vo Stvrtom dni po kone&nej
imuniz&cii podla Standardného protokolu.

Klony, vytvarajlce anti-humidnne gp39 protildtky, sa
vybrali na zdklade nésobného skriningového postupu. Klony sa
najprv skrinovali doStidky viaZGcimi testami s pouZitim
gp39-CD8. Pozitivne klony sa potom skrinovali voéi
kontrolnému CD8 spojovaciemu proteinu CD72-CD8. Klony, ktoré
boli pozitivne pri CD8-CD72 doStidky viaZicom teste, sa
vyradili. Zvy3né klony sa potom skrinovali na pokojovych
a6 hodin aktivovanych Iudsk§ch periférnych krvnych
lymfocytoch (PBL) prietokovou cytometrickou analyzou.
Hybridomami farbenim aktivované, ale nie pokojové PBL sa
povazovali za pozitivne. Nakoniec sa zvysné klony testovali
na svoju schopnost blokovat viazanie CD40Ig na do&ti&kami
viazany gp39.

V doSticky viaZlcich testoch sa pdvodne skrinovalo
pribliZne 300 klonov vo&i gp39-CD8 a CD72-CD8. Zistilo sa,
Ze 30 z tychto klonov detekovalo doStickami viazany gp39
a nie CD8. Tieto klony sa potom skrinovali na detekciu gp39
na aktivovanych ludskych PBL. PribliZne 15 klonov detekovalo
molekulu na aktivovanych PBL, ale nie na pokojovych bunké&ch.
Specifickost sa dalej potvrdila stanovenim schopnosti klonov
blokovat CD40Ig detekciu dostickami viazaného gp39. 3 z 10




testovanych klonov blokuji CD40lg viazanie v tomto teste.
Tieto klony boli 3E4, 2H5 a 2H8. Také klony si vyhodné na
pouzitie v tu popisanych spdsoboch. Klony, ktoré sa pri
testovani ukédzali byt pozitivnymi na aktivovanych, ale nie
na pokojovych PBL, sa tieZ skrinovali na reaktivitu
s aktivovanym krysim T-bunkovym klonom POMC8. Klon 2HS
vykdzal krizZovi reakciu s touto krysou T-bunkovou liniou.

Pokus 2 - Protildtky, namierené proti Yudskému gp39

Podobny postup imunizacie, ako je popisany v pokuse 1,
sa pouZil na pripravu dalSich protil&tok, namierenych proti
Tudskému gp39. Jedna Balb/c my§ sa imunizovala rozpustnjm
gp39-CD8 v CFA s naslednou provoka&nou davkou 6 hodin
aktivovanych Iudskych periférnych krvnych lymfocytov o 4
tyZdne neskdr. MyS potom dostala ddvku rozpustného gp39-CDS8
4 dni pred spojenim splenocytov s NS-1 spojovacim partnerom
podla &tandardného protokolu. Skrinovanie hybridémovych
klonov sa uskutoénilo prietokovym cytometrickym farbenim 6
hodin aktivovanych  Yudskych PBL. Vybrali sa farbenim
aktivované klony, ale nie pokojové Iludské PBL. Na dalgiu
analyzu sa vybralo Sest klonov, 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43,
89-76 a 89-79.

Specifickost  vybranych protildtok sa potvrdila
niekolkymi testami. Po prvé, prietokovd cytometrické analyza
demonStrovala, Ze vSetkych Sest mAb farbenim aktivovanych,
ale nie pokojovych periférnych krvnych T-buniek (pozri
obrazok 3B a 3C ako reprezentativny priklad, zn&zoriujici
farbenie éktivovanych T-buniek so 4D9-8 a 4D9-9). Expresia
molekuly, rozoznanej kazdou z tychto Siestich protil4tok, je
detekovatelnd do 4 hodin po aktivécii, je maximdlna medzi
6 a 8 hodinami po aktividcii a nedd sa detekovat 24 hodin po
aktivacii. VS8etkych  Sest mAb  rozoznidva  molekulu,
prezentovani na aktivovanych CD3* PBL, prevaine CD4%



fenotypu, ale &ast CD8% T-buniek tie# prezentuje tito
molekulu. Expresiu molekuly, rozoznanej uvedenymi Siestimi
mAb, inhibuje pritomnost cyklosporinu A v kultiva&nom médiu,
ako je expresia gp39 (pozri obrazky 4A a 4B ako
reprezentativny priklad, zndzorfiujlce farbenie cyklosporinom
oSetrenych T-buniek 4D9-8 a 4D9-9). Kinetika a distribicia
expresie molekuly, rozoznanej tymito mAb, je identicka
s kinetikou a distriblciou pre gp39, ako si detekované
spojovacim proteinom Iudského CD40Ig. Naviac, vetkych Zest
mAb blokuje farbenie gp39 s CD40Ig (pozri obrdzky 5A a 5B
ako reprezentativny priklad, zndzorilujlice inhibiciu farbenia
gp39 CD40Ig v pritomnosti 4D9-8 a 4D9-9). V ELISA-teste
vetkych Sest wmAb rozozndva gp39-CD8, rozpustnd spojovaciu
formu gp39 molekuly. Naviac, v3etkych Sest mAb
imunoprecipituje molekulu pribliZne 36 kd =z 35s-metioninom
znalkovanych aktivovanych Yudskych PBL. Imunoprecipitovani
molekula je totoZnd s molekulou, precipitovanou I'udskym
CD40Ig spojovacim proteinom.

Funk&na aktivita Siestich vybranych mAb (4D9-8, 4D9-9,
24-32, 24-43, 89-76 a 89-79) sa testovala nasledujicim
spdsobom. Po prvé sa merala schopnost mAb inhibovat
proliferdciu <&istenych  Iudskych B-buniek, kultivovanych
s IL-4 a rozpustnym gp39. Cistené ludské B-bunky sa
kultivovali s gp39 a IL-4 v pritomnosti alebo nepritomnosti
distenych monoklondlnych protildtok alebo CD40Ig v davkach
medzi 0 a 12,5 g/ml. B-bunkovad prolifericia sa stanovila po
3 diioch v kultire v&lenenim tymidinu. V¢sledky (zndzornené
na obrdzku 6) demon3truji, Ze vSetkych Sest mAb mbie
inhibovat B-bunkovi proliferdciu, indukovani gp39 a IL-4.
mAb 89-76 a 24-31 boli najGéinnej$ie pri inhibovani
indukovanej B-bunkovej prolifericie.

Potom sa skimala schopnost mAb inhibovat B-bunkovii
diferencidciu, merani tvorbou Ig, indukovanou anti-CD3
aktivovanymi T-bunkami a IL-2. Cistené IgD* Yudské B-bunky



sa pripravili pozitivnym vyberom s FACS a potom sa
kultivovali s anti-CD3 aktivovanymi ludskymi T-bunkami
(oSetrenymi mitomycinom C) a IL-2 po dobu 6 dni
v pritomnosti alebo nepritomnosti ¢istenych anti-gp39
monoklondlnych protildtok v davkach medzi 0 a 10 g/ml.
Tvorba IgM, IgG a IgA sa zistila pomocou ELISA na 6. deil.
vysledky (uvedené dalej v  tabulke 1) demon$truji, Ze
v8etkych Sest protildtok méZe inhibovat od T-buniek zavisld
B-bunkovi diferencidciu, merani tvorbou IgM, IgG a IgA.
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Tabulka 1

Tvorba imunoglobulinu
mAb g/ml IgM I1aG IgA
Ziadna - 17500 6710 4471
4D9-8 0,1 4813 2130 2819
1,0 4394 2558 1519
10,0 1081 389 396
4D9-9 0,1 3594 919 1731
1,0 2659 1233 1606
10,0 374 448 266
24-31 0,1 3863 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 7021 1232 1081
89-76 0,1 3783 1069 344
1,0 2180 352 171
10,0 818 551 19
89-79 0,1 9763 1924 3021
1,0 2314 460 156
10,0 183 135 434




Na preskimanie G&inku anti-gp39 mAb na T-bunkové
odpovede sa mAb zahrnuli do Standardnych reakcii zmieZanych
lymfocytov (MLR). 300 000 Iudskych periférnych krvnych
lymfocytov (reagujice bunky = R) sa kultivovalo so 100 000
oZiarenymi alogénnymi periférnymi krvnymi lymfocytmi
(stimulatory = 8) v pritomnosti alebo nepritomnosti
anti-gp39 mAb (10 g/ml). Ku kultiram sa pridal 3H-tymidin
na 4., 5. a 6. defl a odobrali sa o 18 hodin neskdr. V3etkych
Sest anti-humdnnych gp39 mAb inhibovalo alo-Specifické
odpovede, ako sa nameralo MLR (pozri obrdzok 7 ako
reprezentativny priklad, zobrazujici inhibiciu
alo-8pecifickych odpovedi, ked sa R a S inkubujid
v pritomnosti 24-31 alebo 89-76; CTLA4-imunoglobulinovy
spojovaci protein a anti-CD28 mAb sa pouZili ako pozitivne
kontroly) .

Na zistenie, &i tychto Sest mAb rozozndva rdzne epitopy
na JYudskej gp39 molekule, uskuto¢nili sa kriZové blokovacie
pokusy. Aktivované ludské PBL sa najprv blokovali kaZdym
z uvedenych  Siestich mab (25 g/ml  nekonjugovanej
protilédtky). Bunky sa premyli a potom sa zafarbili 10 g/ml
biotin-konjugovanej protildtky, po d&om nasledovala reakcia
fytoeritrin-konjugovanym avidinom (PE-Av). Zafarbenie buniek
pomocou PE-Av sa analyzovalo pomocou FACS. Vysledky si
uvedené niZsie v tabulke 2.

Tabulka 2

Blokovanie @~ Farbiaca protildtka

Ab 4D9-8 4D9-9 24-31 24-43 89-76 89-79
Ziadne +++ +++ +4++4 ++++ ++++ ++++
4D9-8 ND - ++++ ++++ +++ +++
4D9-9 +++ ND +++ ++++ +++ +++
24-31 + + ND +++ ++ ++
24-43 + + +++ ND ++ +
89-76 + + +++ +++ ND +++

89-79 + ++ +4+ +++ +++ ND

e
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Intenzita zafarbenia a percento pozitivnych buniek si
reprezentované symbolom + (++++ = MI > 200; +++ = MI > 125;
++ = MI > 50; + = MI > 25; - = Ziadne zafarbenie nad
pozadim). ND = neurcené.

VS8etky protildtky blokovali viazanie CD40Ig na
aktivované Iudské PBL. AvSak Gdaje, uvedené v tabulke 2,
jasne demonStruji neschopnost niektorych protildtok blokovat
viazanie inych protildtok na aktivované Yudské PBL, &o
naznaduje, Ze rozozndvajli 1rdzne epitopy na molekulédch
Tudského gp39.

Hybridémy 89-76 a 24-31, vytvarajlce 89-76 a 24-31
protildtky, sa uloZili podla ustanoveni Budapestianskej
dohody v Americkej zbierke typov kultdr, Parklawn Drive,
Rockville, Md., 2. septembra 1994. Hybridému 89-76 bolo
priradené ATCC pristupové ¢&islo HB11713 a hybridému 24-31
bolo priradené ATCC pristupové ¢islo HB11712.

Pokus 3 - Protildtky, namierené proti mySiemu gp39

V  jednom uskutogneni tohto vyndlezu je gp39
antagonistom anti-my$ia gp39 monoklondlna protil&tka MR1. Na
tvorbu MR1 monoklondlnej protildtky sa pouZil nasledujici
spésob, ktory sa mdZe pouZit na tvorbu inych protilitok,
namierenych proti gp39. )

S8kredky sa imunizovali intraperitonedlne 5 x 10°
aktivovanymi Tp1 bunkami (d1.6) v tyZdenngch intervaloch po
dobu Sest tyZdiiov. Ked bol sérovy titer proti murinu Tl
vadé8i neZ asi 1 : 10 000, uskutodnilo sa spojenie buniek
polyetylénglykolom s pouZitim iminnych splenocytov Zkre&kov
a NS-1. Supernatant zo zdrojov, obsahujtcich rastice
hybridémy, sa testoval prietokovou cytometriou na pokojovych
a aktivovanych Thl. Jeden  konkrétny hybridém, ktory
produkoval Mab, ktory selektivne rozoznéaval aktivované Ty
sa dalej testoval a subklonoval, aby sa ziskal MR1. MR1 sa
produkoval v .ascitoch a ¢&istil sa iénovymennou HPLC.
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Hybridém MR1 bol uloZeny v Americkej zbierke typov kultdr
a bolo mu priradené pristupové ¢islo HB11048.

Odbornici v tejto oblasti zistia, alebo budd schopni
zistit bez pouZitia ingch neZ rutinnych pokusov mnohé
ekvivalenty S&Specifickych uskutoéneni tohto vyndlezu, ktoré
sG tu popisané. Predpokladd sa, Ze takéto ekvivalenty
zahrnuji nasledujliGce néaroky. Obsah  vSetkych odkazov
a publikovanych patentovych prihl&a8ok, ktoré sdG citované
v tejto prihléaske, sG sem tymto zahrnuté odkazom.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie alogénnej alebo xenogénnej bunky s antagonistom
receptora na povrchu tejto bunky na pripravu 1lied¢iva na
indukovanie T-bunkovej tolerancie voci tkanivu alebo orgénu darcu

u prijemcu.
2. Pouzitie podla naroku 1, kde alogénnu alebo xenogénnu bunku
reprezentuje najmenej jeden antigén darcu a ktord m& na bunkovom

povrchu ligand.

3. PouzZitie podla ndroku 1, kde alogénnou alebo xenogénnou bunkou

je lymfoidna bunka.
4. Pouzitie podla ndroku 3, kde Ilymfoidnou bunkou je B-bunka.
5. Pouzitie podla naroku 4, kde B-bunkou je pokojova B-bunka.

6. Pouzitie podla naroku 1, kde receptorom na povrchu T-bunky
prijemcu je gp39.

7. Pouzitie podla naroku 1, kde antagonistom je anti-gp39
protilatka.

8. PouzZitie pod¥a naroku 7, kde anti-gp39 protilatkou je
monoklonalna protildtka alebo antihuménna gp39 protilatka.

9. Pouzitie podla ndroku 8, kde monoklondlnou protilatkou je MR1
alebo chiméricka monoklonédlna protilatka.

10. Pouzitie podla néroku 8, kde monoklondlnou protilatkou je

humanizovand monoklonadlna protilatka.

11. Pouzitie podla naroku 7 az 10, kde gp39 protilatkou je
rozpustnéd forma gp39 ligandu.

12. PouzZitie podla ndroku 11, kde rozpustnou formou gp39 ligandu
je CD40 spojovaci protein.



13. PouzZitie podTa naroku 1, kde tkanivom alebo organom sud

pankreatické ostrovceky, pederi, oblidka, srdce, plicny lalok,
koza, sval, nervové tkanivo, Zalidok a &reva.
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