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(57) Referatas:

Aprasomi vaistai, skirti T-lasteliy tolerancijai audinio arba organo transplantatui transplantato recipiente
indukavimui. Tokiy vaisty gamybai silloma panaudoti receptoriaus antagonista, kuris inhibuoja ligando
sgveikg su receptoriumi. lgie vaistai yra skirti vartoti kartu su alogeninémis arba ksenogennémis lastelémis,
kurios ekspresuoja donoro antigenus ir kurios turi liganda ant lgstelés paviriaus, saveikaujantj su receptoriumi
ant recipiento T lastelés pavirdiaus, tarpininkaujanéio priklausanéioje nuo kontakto helferio efektoriaus
funkcijoje. Tinkamiausiame realizavimo variante alogeninés arba ksenogeninés lastelés yra B Iastelés, geriau
ramybés blsenoje esandios lastelés, o molekulé ant T Igstelés pavirSiaus, kuri tarpininkauja priklausandioje
nuo kontakto helferio efektoriaus funkcijoje, yra gp39. Tinkamiausias gp39 antagonistas yra anti-gp39
antikiinas. Alogening arba ksenogening lastelg ir vaista, turintj gp39 antagonisto, sidlo skirti transplantato
recipientui prie$ audinio arba organo transplantacija.

I$radimas gali blti panaudotas T Iasteliy tolerancijos transplantatams, tokiems kaip kepenys, inkstas,
girdis, plaudiai, oda, raumuo, neuroninis audinys, skrandis ir arnos, indukavimui. Sie vaistai taip pat gali bati
panaudoti diabeto gydymui, skiriant juos kartu su alogenineémis arba ksenogeninémis lastelémis,
ekspresuojandiomis donoro antigenus, ir kasos saleliy lasteles.
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Norint indukuoti specifinés antigenui T Iastelés aktyvacijg ir kloning ekspansija, j
ramybéje esanciy T limfocity pavirSiy turi biiti paduodami du signalai, kuriuos pateikia
antigeng atstovaujancios lIastelés (APC) (Jenkins, M. and Schwartz, R. (1987)J. Exp. Med.
165, 302-319; Mueller, D.L., et al. (1990) J. Imunol. 144, 3701-3709; Williams, I.R. and
Unanue, E.R. (1990) J. Immunol. 145, 85-93). Pirmajam signalui, kuris suteikia
specifiskumg imuniniam atsakui, tarpininkauja T lastelés receptorius (TCR), po to eina
svetimo antigeninio peptido, esanCio didziojo histosuderinamumo komplekso (MHC)
struktliroje, atpaZinimas. Antrasis signalas, vadinamas kostimuliacija, skatina T Iasteliy
proliferacija ir funkcionavima (Schwartz, R.H. (1990) Science 248, 1349-1356).
Kostimuliacija néra nei specifiné antigenui, nei apribota MHC, ir yra manoma, kad ja
apsprendzia viena arba daugiau atskiry lastelés pavirSiaus molekuliy, ekspresuojamy APC
(Jenkins, M,K,, et al. (1988) J. Immunol. 140, 3324-3330; Linsley, P.S., et al. (1991) J. Exp.
Med. 173, 721-730; Gimmi, C.D., et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 6575-6579;
Young, J.W,, et al., (1992) J. Clin. Invest. 90, 229-237; Koulova, L., et al. (1991) J. Exp.
Med. 173, 759-762; Reiser, H., et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 271-275; van-
Seventer, G.A,, et al. (1990) J. Immunol. 144, 4579-4586; LaSalle, J.M., et al., (1991) J.
Immunol. 147, 774-80; Dustin, M.L, et al., (1989) J. Exp. Med. 175, 437-445). Vienas
kostimuliacijos kelias, susijgs su T lgstelés aktyvacija, turi ryj su CD28 molekule ant T
lasteliy pavirsiaus. Si molekulé gali gauti kostimuliacinj signala, kurj pateikia ligandas ant
B lasteliy arba kity APC. CD28 ligandai apima B limfocito aktyvavimo antigeny B7
Seimos narius, tokius kaip B7-1 ir/arba B7-2 (Freedman, A.S. et al. (1987) J. Immunol.
137, 3260-3267; Freeman, G.J. et al. (1989) J. Immunol. 143, 2714-2722; Freeman, G.J. et
al. (1991) J. Exp. Med. 174, 625-631; Freeman, G.J. et al. (1993) Science 262, 909-911;
Azuma, M. et al. (1993) Nature 366, 76-79; Freeman, G.J. et al. (1993) J.Exp. Med. 178,
2185-2192). B7-1 ir B7-2 yra ligandai taip pat ir kitai molekulei, CTLA4, esanciai ant

aktyvuoty T lasteliy pavirSiaus, nors CTLA4 vaidmuo kostimuliacijoje yra neaiskus.
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Specifinio antigenui signalo padavimas j T Iastel¢ kostimuliaciniu signalu sukelia T
lasteliy aktyvacija, kuri gali apimti tiek T lastelés proliferacija, tiek ir citokino sekrecijg.
Priesingai, specifinio antigenui signalo padavimas, nesant kostimuliacinio signalo, kaip
manoma, indukuoja neatsakomumo biiseng arba nejautrumg dirgikliams T lasteléje, ir
kaip iddava, T lasteléje indukuojama specifiné antigenui tolerancija.

Saveikos tarp T ir B lasteliy vaidina pagrindinj vaidmenj imuniniuose atsakuose.
Humoralinio imunikumo priklausantiems nuo uzkrii¢io liaukos antigeny indukcijai
reikalinga “pagalba”, kurig teikia T helferinés lastelés (toliau Th). Kadangi tam tikroje
pagalboje, kurig teikia B limfocitai, tarpininkauja tirpios molekulés, iSlaisvinamos Th
lasteliy (pavyzdziui, limfokinai, tokie kaip IL-4 ir IL-5), B lasteliy aktyvacijai reikia nuo
kontakto priklausancios saveikos tarp B lasteliy ir Th lasteliy (Hirohata et al., J.
Immunol., 140:3736-3744 (1988); Bartlett et al., J. Immunol., 143:1745-1754 (1989)). Tai
rodo, kad | B lasteliy aktyvacijg ijungiama biitina sgveika tarp lgsteles pavirSiaus
molekuliy ant B Igsteliy ir Th Iasteliy. Todél molekulé(és) ant T lastelés yra priklausanciy
nuo kontakto helferio efektoriaus T Iasteliy funkcijy tarpininkés. Priklausoma nuo
kontakto saveikg tarp molekuliy ant B ir T Igsteliy taip pat patvirtina ir pastebétas faktas,
kad izolivotos aktyvuoty T lasteliy plazmos membranos gali tureti helferio funkcijas,
kurios yra biitinos B lastelés aktyvavimui (Brian, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:564-568
(1988); Hodgkin et al., J. Immunol., 145:2025-2034 (1990); Noelle et al., J. Immunol.,
146:1118-1124 (1991)).

Ant nesubrendusiy ir subrendusiy B limfocity pavirSiaus buvo identifikuota
molekulé (CD40), kuri, kai ja suri$a antikiinai, sukelia B Iasteles proliferacija (Valle et al.,
Eur. J. Immunol., 19:1463-1467 (1989); Gordon et al., J. Immunol., 140:1425-1430 (1988);
Gruber et al., J. Immunol., 142:4144-4152 (1989)). Buvo atliktas CD40 molekulinis
klonavimas ir molekulés charakterizavimas (Stamenkovic et al., EMBO J, 8:1403-1410
(1989)). Taip pat atliktas ligando CD40, gp39 (vadinamo dar ir CD40 ligandu arba
CD40L) molekulinis klonavimas ir jo charakterizavimas (Armitage et al., Nature, 357:80-
82 (1992); Lederman et al., J. Exp. Med.,, 175:1091-1101 (1992); Hollenbaugh et al.,
EMBO J.,, 11:4313-4319 (1992)). gp39 baltymas yra ekspresuojamas ant aktyvuoty, bet ne
ramybeje esanciy CD4"Th lasteliy (Spriggs et al., J. Exp. Med.,, 176:1543-1550 (1992);
Lane et al.,, Eur. J. Immunol., 151:1-14 (1993)). Lasteles, transfekuotos gp39 genu ir
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vykdanéios gp39 baltymo ekspresija ant pavir§iaus, gali i3Saukti B lasteliy proliferacija ir
kartu su kitais stimuliaciniais signalais gali indukuoti antikiny gaminimasi (Armitage et

al., Nature, 357:80-82 (1992); Hollenbaugh et al., EMBO J,, 11:4313-4319 (1992)).

Lastelés pavirSiaus molekulés, kurios tarpininkauja T lasteliy priklausancio nuo
kontakto helferio efektoriaus funkcijose, yra svarbios imuniniy atsaky, kuriems riekalinga
T lastelés pagalba, sukélimui. Pavyzdziui, gp39 ant T lasteliy saveika su CD40 ant B
lasteliy vaidina pagrindinj vaidmenj B lastelés atsaky j antigeng aktyvavime. Sis isradimas,
bent jau dalinai, yra paremtas atradimu, kad lastelés pavirSiaus molekulés, kurios
tarpininkauja T lasteliy priklausanéio nuo kontakto helferio efektoriaus funkcijose, taip
pat vaidina kritinj vaidmenj T lasteliy atsake j aloantigenus. Konkreciau, buvo nustatyta,
kad tam tikromis sglygomis gp39 saveikos su ligandu ant alogenines lasteles, kuri pateikia
aloantigenus T lastelei, sutrukdymas gali sukelti tolerancija T lasteléje. Geriausiu atveju,
alogeniné lastelé, kuri perduoda aloantigenus T lastelei, reikalauja saveikos tarp gp39
ligando ant lgstelés ir gp39 ant T lastelés, kad galéty perduoti signalus, reikalingus T
lastelés aktyvacijai. Inhibuojant gp39 ligando ant alogeninés lastelés saveika su gp39 ant T
lastelés, iSvengiama T lastelés aktyvavimo ir sukeliama specifiné aloantigenui T Igstelés
tolerancija. T lastelés tolerancijos aloantigenams sukélimas, kaip €ia apraSyta, gali biiti
panaudotas kaip preparatyvinis rezimas audiniy arba organy transplantacijoje.

Taigi, iSradime sidlomos kombinacijos yra ypatingai naudingos T Iasteliy
tolerancijai donoro audiniui arba organui audinio arba organo recipiente pasiekti.
Kombinacijos apima: 1) alogening arba ksenogening lastelg, kuri ekspresuoja bent vieng
donoro antigeng ir kuri turi ant lastelés pavirSiaus liganda, saveikaujantj su receptoriumi
ant recipiento T lasteles pavirSiaus, kuris tarpininkauja priklausanéiose nuo kontakto
helferio efektoriaus funkcijose; ir 2) molekul¢ antagonista ant recipiento T lastelés
pavirSiaus, kuri tarpininkauja priklausanCiose nuo kontakto helferio efektoriaus
funkcijose, kurios yra skiriamos recipientui. Antagonistas inhibuoja saveika tarp
molekules ant T Iastelés ir jos ligando ant alogeninés arba ksenogeninés lastelés.

Tinkamiausiame realizavimo variante receptorius ant recipiento T lasteles, kuris
tarpininkauja priklausanciose nuo kontakto helferio efektoriaus funkcijose, yra gp39.

Siame variante antagonistas yra molekulé, kuri inhibuoja gp39 ant T lastelés ir gp39
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ligando ant alogeninés arba ksenogeninés lastelés saveika. Ypatingai tinkamas gp39
antagonistas yra anti-gp39 antikiinas. Kitame realizavimo variante gp39 antagonistas yra
tirpi gp39 ligando forma, pavyzdzui, tirpus CD40. Geriausia, kai alogenin¢ arba
ksenogeniné lastelé, skiriama recipientui, yra limfoidiné lastelé, pavyzdziui, B lastele. Kitu
atveju, alogeniné arba ksenogeniné lastelé yra maza ramybés biisenoje esanti B lastele.
Alogeniné arba ksenogeniné lastelé ir antagonistas (pvz., anti-gp39 antikiinas) paprastai
skiriami recipientui prie§ audinio arba organo transplantacija  subjekta. PavyzdZziui,
audinio arba organo donoro limfoidinés lastelés (pvz., B lastelés) skiriamos recipientui
kartu su antagonistu pries audinio arba organo transplantacija j recipiento organizma.

Sio i%radimo kombinacijos, pavyzdziui, gali biti panaudotos indukuoti
transplantuoto audinio arba organo, tokio kaip kepenys, inkstas, Sirdis, plautis, oda,
raumuo, neuroninis audinys, skrandis ir Zarnos, T Iasteliy tolerancijai. Viename
realizavimo variante transplantuotas audinys yra kasos salelés. Tokiu biidu, iSradime yra
siilomas tokiy kombinacijy panaudojimas diabetui gydyti, apimantis: 1) alogeniniy arba
ksenogeniniy lasteliy, kurios ekspresuoja donorinius antigenus; 2) receptoriaus ant
recipiento T lasteliy antagonisto, kuris tarpininkauja priklausanciose nuo kontakto
helferio efektoriaus funkcijose, tokio kaip gp39 antagonistas (pvz., anti-gp39 antikiinas); ir

3) donoro kasos saleliy skyrima tokio gydymo reikalingam subjektui.

Trumpas figiiry apraSymas
Fig.1. yra transplantuoty kasos saleliy alotransplantaty chemiskai sukeltu diabetu

serganCiose pelése, paveiktose tik anti-gp39 antikiinu arba paveiktose tik
nefrakcionuotomis arba frakcionuotomis alogeninémis bluznies lastelémis, iSgyvenimo
grafinis atvaizdavimas. |

Fig.2A ir 2B yra transplantuoty kasos saleliy alotransplantaty chemiskai sukeltu
diabetu serganCiose pelése, paveiktose vienkartine frakcionuoty alogeniniy bluZnies
lasteliy doze kartu su anti-gp39 antikiinu (MR1), gydyty 2 savaites (A) arba 7 savaites (B),
iSgyvenimo, jvertinto pagal gliukozés koncentracijos plazmoje maZzejima, grafinis
atvaizdavimas. Kiekviena kreive vaizduoja atskiros pelés duomenis. NeuztuSuotais

simboliais parodyti recipientai, kuriuose saleliy alotransplantatas nefunkcionavo.
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Uztuduoti simboliai parodo peles, kuriy saleliy transplantatai buvo veiksmingi iki
eksperimento pabaigos.

Fig.3A, B ir C yra citometrinés apykaitos diagramos, atvaizduojancios 6 val.
aktyvuoty Zmogaus periferinio kraujo limfocity nudazyma CD40Ig (A), mAb 4D9-8 (B)
arba mAb 4D9-9 (C). :

Fig.4A, B ir C yra citometrinés apykaitos diagramos, atvaizduojancios 6 val.
aktyvuoty Zmogaus periferinio kraujo limfocity, kultivuoty esant ciklosporinui A,
nudaZyma mAb 4D9-8 (A), mAb 4D9-9 (B) arba CD40Ig (C).

Fig.5A, B ir C yra citometrinés apykaitos diagramos, atvaizduojanios 6 val.
aktyvuoty zmogaus periferinio kraujo limfocity nudaZyma, esant neZzymetam mAb 4D9-8
(A) arba neZymétam mAb 4D9-9 (B).

Fig.6 yra Zmogaus B lastelés proliferacijos inhibicijos, sukeltos tirpaus gp39 ir IL-4,
kai Iastelés kultivuotos esant anti-Zmogaus gp39 mAb 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76
arba 89-79, grafinis atvaizdavimas.

Fig.7 yra alospecifinio miSraus limfocito inhibicijos atsako, kai lasteles yra

kultivuotos esant anti-Zzmogaus gp39 mAb 24-31 arba 89-79, grafinis atvaizdavimas.

Siame iSradime apraSomi vaistai, skirti T lasteliy tolerancijos in vivo donoro
audinio arba organo transplantatui transplantato recipiente indukavimui. Toks
indukavimas apima: 1) alogeninés arba ksenogeninés lgsteles, kuri ekspresuoja donoro
antigenus ir kuri ant lastelés pavirSiaus turi liganda, sgveikaujantj su receptoriumi ant
recipiento T lastelés pavirSiaus, kuris tarpininkauja priklausanciose nuo kontakto helferio
efektoriaus funkcijose, ir 2) receptoriaus ant T lastelés pavirSiaus antagonisto, kuris
inhibuoja ligando ir receptoriaus saveika, skyrima recipientui. Cia naudojamas terminas
“recipientas” reiSkia subjekts, kuriam reikia transplantuoti, yra transplantuojamas arba
buvo transplantuotas audinio arba organo transplantatas. Cia apibréZiama, kad
“alogeniné” lastelé yra gaunama i3 skirtingy ty paciy rtsiy, kaip ir recipientas, individy ir
ekspresuoja “aloantigenus”, kurie skiriasi nuo antigeny, kuriuos ekspresuoja recipiento
lastelés. “Ksenogeniné” lastelé yra gaunama i§ skirtingy rusiy nei recipientas, ir
ekspresuoja “ksenoantigenus”, kurie skiriasi nuo antigeny, kuriuos ekspresuoja recipiento
lastelés. Cia naudojamas terminas “donoro antigenai” reiSkia antigenus, Kuriuos

ekspresuoja donoro audinio arba organo transplantatas, transplantuotas j recipienta.
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Donoro antigenai gali biiti aloantigenai arba ksenoantigenai priklausomai nuo
transplantato $altinio. Alogeniné arba ksenogeniné¢ lastel¢, skiriama recipientui kaip dalis
toleravimo rezimo, ekspresuoja keleta arba visus tuos pacius antigenus, esanCius ant
transplantuojamo donoro audinio arba organo.. Alogening arba ksenogening lastele
geriausia gauti i§ transplantato audinio arba orgaho donoro, bet jas galima gauti taip pat ir
i3 vieno arba daugiau $altiniy, turin¢iy bendras antigenines determinantes su donoru.

Apart alogeninés arba ksenogeninés lastelés, kaip dalis toleravimo rezimo,
recipientui skiriama molekulés ant T lastelés, kuri tarpininkauja priklausanCiose nuo
kontakto helferio efektoriaus funkcijose, antagonistas. Cia priimama, kad molekulé arba
receptorius, kurie tarpininkauja priklausanCiose nuo kontakto helferio efektoriaus
funkcijose, yra tokie, kurie yra ekspresuojami ant Th Iastelés, ir sgveikauja su ligandu ant
efektoriaus Igstelés (pvz. B lgstelé), ir kur saveika tarp molekulés ir jo ligando yra biitina
efektoriaus lastelés atsakui (pvz. B lastelés aktyvavimui) sukelti. Dabar nustatyta, kad
apart dalyvavimo efektoriaus lastelés atsakuose, tokia molekulé arba receptorius
dalyvauja T lastelés atsake j antigeng. Geriausia, kai molekulé ant T lastelés, kuri
tarpininkauja priklausancioje nuo kontakto helferio efektoriaus funkcijoje, yra gp39. Is to
seka, kad tinkamiausiuose realizavimo variantuose iSradimo metodai apima alogeninés
arba ksenogeninés lastelés ir gp39 antagonisto skyrima transplantato recipientui.
Recipiento T lasteliy aktyvavimas alogenine arba ksenogenine lastele apima saveika tarp
gp39 ant recipiento T lasteliy ir gp39 ligando ant alogeninés arba ksenogeninés lastelés.
Inhibuojant Sia saveika gp39 antagonistu, recipiento T lasteliy neaktyvuoja donoro
antigenai, kuriuos ekspresuoja alogeniné arba ksenogeniné lastelé, bet, atvirk3diai, ja
toleruoja donoro antigenai. Taigi, tolerancijos donoro antigenams sukélimas recipiente
suteikia galimybe sékmingai transplantuoti donoro audinj arba organg, nesant imuniskai
valdomo donoro transplantato atmetimo.

Toliau duodamuose poskyriuose detaliai aprasomi jvairis $io iSradimo aspektai.

I. gp39 antagonistai
Pagal Siame iSradime sitlomus metodus, recipientui yra skiriamas gp39
antagonistas, kad buty sutrukdoma gp39 ant recipiento T lasteliy saveika su gp39 ligandu

ant alogeninés arba ksenogeninés lastelés, tokios kaip B lastelé, skiriamos recipientui.
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Laikoma, kad gp39 antagonistas yra molekulé, kuri trukdo tokiai saveikai. gp39
antagonistu gali biiti antikiinas prie§ gp39 (pvz., Fab arba F(ab)’2 fragmentai, chimeriniai
antikiinai arba humanizuoti antikiinai), tirpios gp39 ligando formos (pvz., tirpus CD40),
tirpios gp39 ligando sulieto baltymo formos (pvz., tirpus CD40lg) arba farmaciniai
agentai, kurie ardo arba sutrukdo gp39-CD40 sgveika.

A. Antikiinai

Zinduolis (pvz., pelé, Ziurkénas arba triudis) gali buti imunizuojamas gp39 baltymo
arba baltymo fragmento (pvz., peptidinio fragmento) imunogenine forma, kuri i33aukia
zinduolio antikiininj atsaka. Lastelé, kurios pavirdiuje ekspresuojamas gp39, taip pat gali
biiti naudojama kaip imunogenas. Kitokie imunogenai yra iSvalytas gp39 baltymas arba
baltymo fragmentai. gp39 gali biiti i3skirtas i§ gp39 ekspresuojancios Iastelés, panaudojant
standartines gryninimo metodikas. Be to, $eimininko, pvz., bakterijos arba Zinduoliy
lasteliy linijos, Iasteléje gali biti ekspresuojama gp39 KDNR (Armitage et al., Nature,
357:80-82 (1992); Lederman et al., J. Exp. Med., 175:1091-1101 (1992); Hollenbaugh et al.,
EMBO J,, 11:4313-4319 (1992)), ir i§ lasteliy kultiiry, panaudojant standartines metodikas,
iSskiriamas gp39 baltymas. Kitu biidu, remiantis gp39 aminorligs¢iy seka (ja nustate
Armitage et al., Nature, 357:80-82 (1992); Lederman et al., J. Exp. Med., 175:1091-1101
(1992); Hollenbaugh et al., EMBO J, 11:4313-4319 (1992)), panaudojant Zinomas
metodikas (pvz., F-moc arba T-boc chemines sintezes), gali biti susintetinti gp39 peptidai.
Imunogeni$kumo suteikimo baltymui metodikos yra prijungimas prie neSikliy arba
kitokios gerai Zinomos metodikos. Pavyzdziui, baltyma galima skirti su stimuliatoriumi.
Imunizacijos eiga galima kontroliuoti, nustatant antikino titrus plazmoje arba serume.
Antikiiny kiekiui jvertinti galima naudoti standarting ELISA arba kitokia imunologing
metodika, naudojant imunogena kaip antigena.

Po imunizacijos galima gauti antiserumus ir, jeigu norima, i§ serumo galima iSskirti
polikloninius antikinus. Norint gauti monokloninius antikinus, galima auginti imunizuoto
gyvu]iuko antikiinus produkuojanéias lasteles (limfocitus) ir pagal standartines somatiniy
lasteliy suliejimo metodikas sulietas su mieloma lasteles, tokiu biidu imortalizuojant Sias
lasteles ir gaunant hibridomines lasteles. Tokios metodikos yra gerai Zinomos $ios srities
specialistams. PavyzdZiui, hibridomy metodika, kuria iStobulino Kohler ir Milstein (Nature

(1975) 256:495-497), o taip pat ir kitokios metodikos, tokios kaip Zmogaus B-lgsteles
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hibridomos metodika (Kozbar et al., Immunoi. Today (1983) 4:72), EBV-hibridomos
metodika, duoda galimybe gauti Zmogaus monokloninius antikinus (Cole et al,
Monoclonal Antibodies in Cancer Therapy (1985) (Allen R. Bliss, Inc., p.77-96) ir atlikti
kombinaciniy antikiiny biblioteky skryninga (Huse et al., Sciene (1989) 246:1275). Galima
atlikti imunocheminj hibridominiy lasteliy skryninga, norint pagaminti antikiinus,
specifiskai reaguojancius su baltymu arba peptidu, ir idskirti monokloninius antikiinus.

Cia naudojamas terminas “antikiinas” apima ir jo fragmentus, kurie specifiSkai
reaguoja su gp39 baltymu arba jo peptidu, arba su gp39 sulietu baltymu. Antikiinus galima
suskaldyti j fragmentus, naudojant jprastas metodikas, ir atlikti fragmenty panaudojimo
skryninga taip pat, kaip auk3¢iau apraSyta pacdiy antikiiny atveju. PavyzdZziui, F(ab’)
fragmentus galima gauti, veikiant antikiing pepsinu. Gauta F(ab’), fragmenta galima
apdoroti taip, kad biity redukuojami disulfidiniai tilteliai ir susidaryty Fab’ fragmentai. Sio
isradimo antikiinas taip pat apima ir bispecifines bei chimerines molekules, turinCias anti-
gp39 dalj.

Kai Zzmoniy terapijoje naudojami neZmogiskuose subjektuose pagaminti antikiinai,
jie jvairiais laipsniais atpaZjstami kaip svetimi, ir paciente gali buti sukeliamas imuninis
atsakas. Vienas i§ Sios problemos minimizavimo arba eliminavimo budy, kuris yra
pageidautinas bendrame imunoslopinime, yra pagaminti chimerinius antiklino darinius,
t.y. antikino molekules, kurios susidéty i§ nezmogisko gyviino kintamosios srities ir
Zmogaus pastoviosios srities. I chimerinio antikiino molekulg, pavyzdziui, gali jeiti
antigeno riSanti dalis i§ pelés, Ziurkés arba kitos riiSies antikiino ir Zmogaus pastoviosios
sritys. Buvo apraSyta daug chimeriniy antikiing gavimo biidy, ir jie gali biiti panaudoti
gaminant chimerinius antikiinus, turin€ius imunoglobulining kintamg sritj, kuri atpaZzjsta
gp39. Zr. pvz., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:6851 (1985); Takeda et al.,
Nature, 314:452 (1985), Cabilly et al., U.S. Patent No. 4816567; Boss et al., U.S. Patent
No. 4816397, Tanaguchi et al., European Patent Publication EP171496; European Patent
Publication 0173494, United Kingdom Patent GB 2177096B. Tikimasi, kad tokie
chimeriniai antikiinai bus maZiau imunogeniski Zmogaus organizme, negu atitinkami
nechimeriniai antik@inai.

Zmoniy terapijos tikslams monokloniniai arba chimeriniai antikiinai, specifiskai

reaguojantys su gp39 baltymu arba peptidu, gali biiti toliau humanizuojami, pagaminant
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zmogaus Kintamos srities chimeras, kuriose kintamy sri¢iy dalys, ypatingai antigeno
riSancios dalies i3laikytos karkasinés sritys, yra ZmogiSkos kilmes, o nezmogiSkos kilmés
yra tik hiperkintamos sritys. Tokios pakeistos imunoglobuliny molekulés gali biti
pagaminamos pagal bet kuria i§ keleto Zinomy $ioje srityje metodiky (pvz., Teng et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:7308-7312 (1983); Kozbor et al., Immunology Today,
4:7279 (1983); Olsson et al., Meth. Enzymol., 92:3-16 (1982)), o geriausia jas gaminti pagal
PCT Publication W092/06193 arba EP 0239400. Humanizuotus antiklinus galima gauti
komerciniu keliu, pvz., Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Great
Britain.

Kitas specifiniy antikliny arba antikiny fragmenty, reaguojanciy su gp39 baltymu
arba peptidu, pagaminimo metodas yra ekspresijos biblioteky, koduojanciy
imunoglobulino genus arba jy dalis, ekspresuotus bakterijose su gp39 baltymu arba
peptidu, skryningas. PavyzdZiui, pilni Fab fragmentai, VH sritys ir FV sritys gali biti
ekspresuotos bakterijose, naudojant fago ekspresijos bibliotekas. Zr., pavyzdziui, Ward et
al., Nature, 341:544-546 (1989); Huse et al., Science, 246:1275-1281 (1989); ir McCafferty
et al., Nature, 348:552-554 (1990). Atliekant tokiy biblioteky skryninga su, pavyzdZiui,
gp39 peptidu, galima identifikuoti imunoglobulino fragmentus, reaguojancius su gp39.
Kitas budas yra toks, kad antikiinams arba jy fragmentams gauti gali biiti panaudotos
SCDU-hu pelés (gaunamos i§ Genpharm).

Monokloniniy antikiiny prie$ gp39, jskaitant Zmogaus gp39 ir pelés gp39, ir
antikiny, tinkamy naudoti $iame i$radime siilomuose metoduose, pagaminimo metodikos
detaliau aprasytos 2 pavyzdyje.

Specifinés antigenui T Iasteliy tolerancijos indukavimui, pagal § iSradima,
tinkamiausia naudoti anti-zmogaus gp39 monokloninius antikiinus. Tinkamiausi antikiinai
apima monokloninius antikiinus 3E4, 2HS, 2H8, 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76 ir 89-
79, apradytus 2 pavyzdyje. Ypatingai tinkami monokloniniai antikiinai yra 89-76 ir 24-31.
89-76 ir 24-31 hibridomos, gamihanéios atitinkamai 89-76 ir 24-31 antikiinus, buvo
deponuotos pagal Budapesto sutartj su American Type Culture 1994 m. rugséjo 2 d. 89-76
hibridomai buvo suteiktas ATCC katalogo numeris HB 11713, o 24-31 hibridomai buvo
suteiktas ATCC katalogo numeris HB 11712. 24-31 ir 89-76 antikiinai yra IgG1 izotipo.
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Kitame realizavimo variante anti-Zmogaus gp39 mAb, skirtas naudoti Siame
isradime siilomuose metoduose, suriSa epitopa, kurj atpaZjsta monokloninis antikiinas,
pasirinktas i§ grupés, kurig sudaro 3E4, 2HS, 2HS, 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 89-76 ir 89-79.
Geriausiu atveju, anti-zmogaus gp39 mAb suriSa epitopa, kurj atpaZjsta monokloninis
antikiinas 24-31 arba monokloninis antikiinas 89-76. mAb sugeb¢jima suristi epitopa, kurj
atpazjsta bet kuris i§ aukiGiau minéty antikiiny, galima nustatyti standartiniais kros-
konkurencijos bandymais. PavyzdZiui, antiklinas, kuris suriSa t3 patj epitopa, atpaZjstama
mADb 24-31, konkuruos zyméty 24-31 rysio sudaryme su aktyvuotomis T lastelemis, tuo
tarpu kai antikiinas, kuris suriSa skirtingg epitopa nei epitopas, kurj atpaZjsta mAb 24-31,
nekonkuruos rysio tarp Zyméty 24-31 ir aktyvuoty T Iasteliy sudaryme.

B. Tirpiis gp39 ligandai

Kiti gp39 antagonistai, kurie gali biiti skiriami, norint indukuoti T Iastelés
tolerancija, apima tirpias gp39 ligando formas. Vienvalentis tirpus gp39 ligandas, toks kaip
tirpus CG40, gali susiriti su gp39 ir tokiu bidu inhibuoti gp39 saveikg su CD40 ant B
Iasteliy. Terminas “tirpus” rodo, kad ligandas néra pastoviai susij¢s su lastelés membrana.
Tirpus gp39 ligandas gali biiti pagamintas cheminés sintezés bldu arba, geriau,
rekombinantinés DNR biidu, pavyzdZiui, ekspresuojant ligando tik ekstraceliuliaring sritj
(transmembranings ir citoplazminés sri¢iy néra). Tinkamiausias tirpus gp39 ligandas yra
tirpus CD40. Kitu atveju tirpus gp39 ligandas gali biti sulieto baltymo formos. ] tokj
sulietag baltymg jeina bent jau gp39 ligando dalis, prijungta prie antrosios molekulés.
Pavyzdziui, CD40 gali buti ekspresuotas kaip sulietas baltymas su imunoglobulinu (t.y.
CDA40Ig sulietas baltymas). Viename realizavimo variante gautas sulietas baltymas,
turintis CD40 ekstraceliuliarinés srities aminorfigdciy liekanas, prijungtas prie
aminorigs¢iy liekany sekos, atitinkancios imunoglobulino sunkiosios grandinés Kkilpas,
CH2 ir CH3 sritis, pvz., Cyl, susidarant CD40Ig sulietam baltymui (Zr., pvz.,Linsley et al.
(1991) J. Exp. Med. 1783:721-730; éapon et al. (1989) Nature 337:525-531; ir Capon U.S.
5116964). Sulietas baltymas gali biiti pagamintas cheminés sintezés budu arba, geriau,
rekombinantinés DNR technologijos, paremtos CD40 kDNR biidu (Stamenkovic et al.,
EMBO J, 8:1403-1410 (1989)).

IL. Lastelés, skirtos specifinei antigenui tolerancijai indukuoti
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Sis iSradimas, bent jau dalinai, paremtas atrastu faktu, kad kai alogeninés lasteleés
pateikia aloantigenus T lasteléms, esant gp39 antagonistui, T Iastelése atsiranda
tolerancija aloantigenams. Lastelés, kurios gali sukelti tolerancija pagal tokj mechanizma,
apima lasteles, kurios pateikia antigeng ir aktyvuoja T lasteles, saveikaudamos su gp39
(ty. saveika tarp gp39 ant T lasteliy ir gp39 ligando ant lasteles, pateikiancios antigena,
yra biitina, kad biity perduodami atitinkami T Iastelés aktyvavimui reikalingi signalai j T
lastele). Ligando ant alogeninés arba ksenogeninés lastelés saveikos su gp39 ant
recipiento T lastelés inhibicija leidzia i3vengti T lasteles aktyvavimo alo- arba
ksenoantigenais ir netgi indukuoja T lastelés tolerancijg antigenui. T lastelés aktyvavimo
gp39 sutrukdymas gali padéti iSvengti kostimuliatoriniy molekuliy ant alogeninés arba
ksenogeninés lastelés (pvz., B7 Seimos molekuliy ant B Iastelés) indukcijos taip, kad
lastelé paduoda tik antigeninj signala T lastelei, nesant kostimuliatorinio signalo, ir tokiu
biidu sukeliama tolerancija.

Taigi, pagal § iSradima, recipientui skiriama alogeniné arba ksenogenine lgstele.
Alogeniné arba ksenogeniné lastelé gali pateikti antigena recipiento T lasteléms ir,
pavyzdziui, yra B limfocitas, “profesionali” antigena pateikianti lastelé (pvz., monocitas,
dendritiné lastelé, Langerhano lgstelé) arba kitokia lasteleé, kuri pateikia antigena
imuninéms lasteléms (pvz., keratinocitas, endotelin¢ lastelé, astrocitas, fibroblastas,
oligodendrocitas). Be to, pageidautina, kad alogeniné arba ksenogenine lastele turéty
sumazinta sugebéjimg stimuliuoti kostimuliatorinj signala recipiento T lastelése.
Pavyzdziui, alogeniné arba ksenogeniné lastelé gali neekspresuoti arba ekspresuoti tik
nedidelj kostimuliatoriniy molekuliy, tokiy kaip B7 $eimos baltymai (pvz., B7-1 ir B7-2),
kiekj. Kostimuliatoriniy molekuliy ekspresija ant potencialiy alogeniniy arba
ksenogeniniy lasteliy, kurig sililoma panaudoti iSradimo metoduose, gali biiti jvertinama,
panaudojant standartines metodikas, pavyzdziui, apykaitos citometrija, naudojant
antikinus pries kostimuliatorines molekules.

Tinkamiausios alogeninés arba ksenogeninés lasteles T Iasteliy tolerancijai
indukuoti yra limfoidinés lastelés, pavyzdziui, periferinio kraujo limfocitai arba bluZnies
lastelés. Tinkamiausios limfoidinés lgstelés T lasteliy tolerancijai indukuoti yra B Iasteles.
B lastelés gali biti isskirtos i§ miSrios lasteliy populiacijos (pvz., atskirtos nuo kity

periferinio kraujo arba bluznies lasteliy tipy), panaudojant standartines Iasteliy atskyrimo
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metodikas. Pavyzdziui, sulipusios lastelés gali bliti paSalinamos, kultivuojant bluZnies
lasteles ant plastikiniy lekSteliy ir iSgaunant nesulipusiy lasteliy populiacija. T lastelés gali
bati i8skirtos i$ misrios lasteliy populiacijos, veikiant anti-T Iasteles antikiinu (pvz., anti-
Thyl.1 ir/arba anti Thyl.2) ir komplementu. Viename realizavimo variante ramybés
biisenoje esancios limfoidinés Iastelés yra maudojamos kaip antigena pateikiancios
Iastelés. Ramybeés biisenoje esancios limfoidinés lastelés, tokios kaip ramybés biisenoje
esanCios B lgstelés, gali biti iskiriamos pagal Sioje srityje Zinomas metodikas, pavyzdziui,
paremtas jy mazais dydziais ir tankiais. Ramybés biisenoje esancios limfoidinés lastelés,
pavyzdziui, gali biiti idskirtos, panaudojant prieSpriedinés srovés centrifuginj perplovima,
kaip apraSyta 1 pavyzdyje. Naudojant priepriesinés srovés centrifuginj perplovima, mazy,
ramybeés busenoje esanciy limfoidiniy lasteliy populiacijos, i§ kuriy paSalintos lastelés,
galinCios aktyvuoti T Iasteliy atsakus, gali biiti gaunamos, surenkant frakcija(as), esant 14-
19 ml/min., geriausia 19 ml/min. grei¢iui (3200 aps/min.). Kitu biidu, maZ, ramybés
biisenoje esantys limfocitai (pvz., B lastelés) gali biiti i3skirti, panaudojant nepertraukiama
tankio gradiento centrifugavima, pavyzdzZiui, panaudojant Fikol arba Perkol gradienta, ir
nucentrifugavus galima gauti sluoksnj, kuriame yra maZi, ramybés biisenoje esantys
limfocitai. MaZos, ramybés biisenoje esancios B lastelés taip pat gali biiti atskirtos nuo
aktyvuoty B lasteliy pagal kostimuliatoriniy molekuliy, tokiy kaip B7-1 ir/arba B7-2,
ekspresija ant aktyvuoty B lasteliy pavirsiaus, pasinaudojant standartinémis metodikomis
(pvz., imunofluorescencija).

Alogeninés arba ksenogeninés lastelés, skiriamos recipientui, funkcionuoja, bent
jau dalinai, pateikdamos donoro antigenus recipiento T lasteléms. Taigi, ios lastelés
ekspresuoja antigenus, kuriuos taip pat ekspresuoja donoro audinys arba organas. Tipisku
atveju, tai gali buti atlickama, panaudojant alogenines arba ksenogenines lasteles, gautas
i$ audinio arba organo transplantato donoro. PavyzdZiui, periferinés limfoidinés lastelés,
B lasteles arba bluZnies lastelés i§ audinio arba organo donoro gali bati isskirtos ir
panaudotos iSradime siilomose kompozicijose. Kitu atveju, alogeninés arba ksenogeninés
Iastelés gali buti gautos i§ 3altinio, kitokio nei audinio arba organo donoras, jeigu lastelés
turi bendras su audinio arba organo donoru antigenines determinantes. Pavyzdziui, galima
panaudoti alogenines arba ksenogenines lasteles, kurios ekspresuoja to paties didziojo

histosuderinamumo komplekso antigenus (dauguma arba visus), kaip ir donoro audinys
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arba organas. Taigi, galima panaudoti alogenines arba ksenogenines lasteles i§ altinio,
kuris yra MHC haplotipas, atitinkantis audinio arba organo donora (pvz., implantato
donoro artimas giminaitis).

II1. Lasteliy ir gp39 antagonisty vartojimas

Pagal §j iradima, T Iasteliy tolerancija ofgano arba audinio transplantatui galima
sukelti, skiriant transplantato recipientui gp39 antagonista kartu su alogenine arba
ksenogenine lastele, kuri ekspresuoja donoro antigenus ir sgveikauja su recipiento T
lastelémis per gp39. Tinkamiausiame iSradimo realizavimo variante alogeniné arba
ksenogeniné lastelé ir gp39 antagonistas yra skiriami recipientui vienu metu. Kitu atveju,
gp39 antagonistas gali biti skiriamas prie$ alogeniniy arba ksenogeniniy Iasteliy skyrima,
pavyzdziui, kai antagonistas yra didelj iSgyvenimo puslaikj turintis antiklinas.
Tinkamiausiame realizavimo variante antagonistas ir alogeninés arba ksenogenin€s
lastelés yra skiriamos recipientui prie organo arba audinio transplantacija | recipienta
(t.y. recipientas i§ anksto paveikiamas antagonistu ir lastelémis). PavyzdZiui, alogeninés
arba ksenogeninés lastelés ir antagonistas gali biiti skiriamos keleta dieny (pvz., nuo 5 iki
10) pries audinio arba organo transplantacija.

Buvo rasta, kad T lasteliy tolerancijai donoro audiniui arba organui indukuoti
pakanka vienkartinés alogeniniy lasteliy dozés (kartu su antagonistu) panaudojimo (Zzr. 1
pavyzdj). Skiriamy lasteliy skaicius gali keistis priklausomai nuo naudojamy lasteliy tipo,
audinio arba organo transplantato tipo, recipiento svorio, bendro recipiento stovio ir kity
parametry, Zinomy patyrusiam gydytojui. Reikiamas lasteliy, skirty panaudoti pagai $i
iSradima, skaiCius gali biiti nustatytas vienu i3 jprasty, Sioje srityje zinomy metody (pvz.,
tokiu kaip apraSytas 1 pavyzdyje). Lastelés vartojamos tokios formos ir tokiu bidu, kurie
tinka T lasteliy tolerancijai recipieﬁte indukuoti. Lastelés gali biiti vartojamos fiziologiskai
tinkamame tirpale, tokiame kaip buferinis druskos tirpalas arba panaSus tirpiklis.
Geriausia vartoti lasteles intraveniniu budu.

Sio iSradimo antagonistas yra skiriamas subjektui biologiSkai priimtinoje formoje,
tinkamoje farmaciniam vartojimui in vivo, norint indukuoti T lastelés tolerancija.
Terminas “biologiskai priimtina forma, tinkama vartoti in vivo” reiSkia skiriamo
antagonisto forma, kurioje bet kokius toksinius efektus persveria junginio terapiniai

efektai. Terminas “subjektas” apima gyvuosius organizmus, kuriuose galima sukelti
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imuninj atsaka, pvz., zinduolius. Subjekty pavyzdziais yra Zmonés, Sunys, kates, peles,
¥iurkés ir jy transgeninés ruSys. gp39 antagonistas gali biti vartojamas bet kokios
farmakologinés formos pavidalu, esant reikalui su farmaciSkai tinkamu nesikliu.
Terapi§kai aktyvaus antagonisto kiekio skyrimas reiskia efektywy kieki, kuris imant tam
tikras dozes ir vartojant tam tikra laika, yra reikdlingas norimam rezultatui (t.y. T lastelés
tolerancijai) pasiekti. Pavyzdziui, gp39 antagonisto terapiSkai aktyvus kiekis gali kisti
priklausomai nuo faktoriy, tokiy kaip ligos stovis, amzZius, lytis ir individo svoris, bei
antagonisto sugebéjimas sukelti norimg atsaka individe. Reikia pritaikyti dozavimo reZima
taip, kad biity pasiekiamas optimalus terapinis atsakas. PavyzdZiui, gali biti skiriama
keletas padalinty doziy kasdien arba dozé gali biiti proporcingai maZinama, jeigu to
neatidéliotinai reikalauja terapiné situacija. Kaip apradyta 1 pavyzdyje, gydant anti-gp39
antiki‘mu, efektyvus gydymo rezimas gali apimti antik@ino skyrima pradzioje prieS audinio
arba organo transplantacijg (t.y. nuo 5 iki 10 dieny pries transplantacija), o po to tolimesnj
antiklino vartojima (pvz., kas antra dieng) keleta savaiciy (pvz., nuo 2 iki 7 savaiciy) po
transplantacijos.

Veiklusis junginys (pvz., antagonistas, toks kaip antiklinas) gali biiti vartojamas
jprastu biidu, tokiu kaip injekcijos (subkutaninés, intraveninés ir t.t.), peroraliniu biidu,
inhaliacijomis, transderminiu arba rektaliniu bfidu. Priklausomai nuo vaisto vartojimo
biido, veiklusis junginys gali buti padengiamas medziaga, norint apsaugoti ji nu fermenty,
rigdciy bei kitokiy natliraliy salygy, kurios gali inaktyvuoti junginj, poveikio.
Tinkamiausias vartojimo btidas yra intraveninés injekcijos.

Norint vartoti gp39 antagonista kitokiu, ne parenteriniu badu, ji gali reikéti
padengti arba antagonista vartoti kartu su medziaga, kuri apsaugo ji nuo inaktyvacijos.
Pavyzdziui, antagonistas individui gali biti skiriamas atitinkamame neSiklyje arba
skiediklyje, vartojamas kartu su fermenty inhibitoriais, arba atitinkamame neSiklyje,
tokiame kaip liposomos. Farmaci$kai tinkamais skiedikliais yra valgomosios druskos
tirpalas ir vandeniniai buferiniai tirpalai. Fermenty inhibitoriais yra kasos tripsino
inhibitorius, diizopropilfluorfosfatas (DEP) ir trasilolis. Liposomos apima vanduo-alyvoje
alyva-vandenyje emulsijas, o taip pat ir jprastas liposomas (Strejan et al., (1984) J.

Neuroimmunol., T:27).
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Veiklusis junginys taip pat gali blti vartojamas parenteriniu arba intraperitoniniu
biidu. Taip pat gali biiti pagamintos dispersijos glicerine, skystuose polietilenglikoliuose ir
ju misiniuose, bei aliejuose. Jprastomis laikymo ir vartojimo salygomis Siuose preparatuose
gali biiti apsauginés medZziagos, kurios apsaugo nuo mikroorganizmy augimo.

Farmacinés kompozicijos, tinkamos injekcijoms, apima sterilius vandeninius
tirpalus (kai medZiaga tirpi vandenyje) arba dispersijas ir sterilius miltelius, skirtus steriliy,
injekcijoms skirty tirpaly arba dispersijy greitam paruoSimui. Visais atvejais kompozicijos
turi biiti sterilios ir turi biiti pakankamai skystos, kad biity galima lengvai jas jSvirksti. Jos
turi biiti stabilios gamybos ir laikymo salygose ir turi biiti apsaugotos nuo mikroorganizmy,
tokiy kaip bakterijos ir grybeliai, uzter$ianéio poveikio. NeSikliu gali buti tirpiklis arba
dispersiné terpé, susidedanti, pavyzdziui, i3 vandens, etanolio, poliolio (pavyzdziui,
glicerino, propilenglikolio ir skysto polietilenglikolio bei pan.) ir tinkamy jy misiniy.
Reikiamas skystumas gali biti palaikomas, pavyzdZiui, panaudojant padengiklius, tokius
kaip lecitinas, palaikant reikiama daleliy dydj dispersijy atveju, ir panaudojant pavirSiaus
aktyviasias medziagas. Apsaugoti nuo mikroorganizmy poveikio galima naudojant jvairius
priesbakterinius ir prie$grybelinius agentus, pavyzdziui, parabenus, chlorbutanolj, fenolj,
askorbo riigitj, timerosalj ir pan. Daugeliu atvejy pageidautina j kompozicijg jtraukti
izotoninius agentus, pavyzdziui, cukrus, polialkoholius, tokius kaip manitolis, sorbitolis,
natrio chlorida. Injekcijoms skirty kompozicijy prolonguota absorbcija gali biti
pasiekiama, pridedant i kompozicija agento, kuris sulétina absorbcija, pavyzdziui,
aliuminio monostearato arba Zelatinos. '

Steriliis injekcijoms skirti tirpalai gali biiti pagaminami, jdedant aktyvyji junginj
(pvz., gp39 antagonista) j reikiama kiekj atitinkamo tirpiklio su vienu arba kombinacija
auksciau isvardinty ingredienty, jeigu jy reikia, o po to atliekant sterilizacinj filtravima.
Bendru atveju, dispersijos gaminamos, jterpiant aktyvyji junginj j sterily tirpiklj, kuriame
yra pagrinding dispersiné terpé ir Kiti reikiami ingredientai, pasirinkti i auk$¢iau minety.
Steriliy milteliy, skirty steriliy injekcijy tirpaly paruoSimui, atveju tinkamiausi
pagaminimo biidai yra vakuuminis dziovinimas ir dZiovinimas 3altyje, duodantys veikliojo
ingrediento (pvz., antagonisto) ir bet kokio papildomo norimo ingrediento miltelius, kurie

susidaro i3 ankséiau steriliai nufiltruoto jy tirpalo.
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Jeigu veiklusis junginys yra tinkamai apsaugotas, kaip apraSyta auksCiau, baltymas
gali biiti vartojamas peroraliniu blidu, pavyzdziui, su inertiniu skiedikliu arba jsisavinamu
valgomu nesikliu. Cia naudojamas terminas “farmaciSkai tinkamas negiklis” reiskia bet
kokj ir visus tirpiklius, dispersines terpes, padengiklius, prieSbakterinius ir prieSgrybelinius
agentus, izotoninius ir absorbcija létinancius -agentus ir pan. Tokiy terpiy ir agenty
panaudojimas farmaciSkai aktyvioms medZiagoms yra gerai Zinomas S$ios srities
specialistams. Tais atvejais, kai kokia nors jprasta terpé arba agentas yra nesuderinamas
su veikliuoju junginiu, jy panaudojimas terapinése kompozicijose yra specialiai
aptariamas. | kompozicijas gali taip pat biiti pridedama ir papildomy veikliyjy junginiy.

Ypatingai pageidautina gaminti dozuoty vienety formos parenterinio vartojimo
kompozicijas, kad biity galima palengvinti vartojimg ir uZtikrinti dozavimo vienoduma.
Cia vartojamas terminas “dozuoty vienety forma” reiskia fiziskai atskirus vienetus,
pritaikytus kaip vienkartinés dozés gydymo reikalingiems Zinduoliams; kiekvienas vienetas
turi i$ anksto nustatyta veikliojo junginio kiekij, i§skaiiuota taip, kad jis duoty norima
terapinj efekta, kartu su reikiamu farmaciniu nesikliu. Sio i§radimo dozuoty vienety formy
specifikacija yra padiktuota ir tiesiogiai priklausoma nuo a) veikliojo junginio unikaliy
charakteristiky bei tam tikro siekiamo terapinio efekto ir b) apribojimy, iSkylanciy
sumai3ant tokius veikliuosius junginius, skirtus individo jautrumo gydymui.

Po 3io ¢ia apraSyto toleravimo rezimo arba tuo pacdiu metu, panaudojant jprastus
metodus, | transplantato recipienta persodinamas donoro audinys arba organas.

IV. ISradimo kompozicijy panaudojimas

ISradimo kombinacijos yra tinkamos labai jvairiose audiniy ir organy persodinimo
situacijose. Kombinacijos gali biiti panaudotos, norint indukuoti T lasteliy tolerancija
audinio arba organo transplantato, tokio kaip kasos salelés, kepenys, inkstas, Sirdis,
plautis, oda, raumuo, neuroninis audinys, skrandis ir Zarnos, recipiente. Tokiu biidu, $io
iSradimo kombinacijos gali biiti pritaikytos gydant ligas arba biisenas, kurias sukelia
audinio arba organo transplantacija (pvz., kepeny transplantacija, gydant
hipercholesterolemija, raumeny lasteliy transplantacija, gydant distrofija, neuroninio
audinio transplantacija, gydant Hantingtono arba Parkinsono ligas ir t.t.). Tinkamiausiame
realizavimo variante transplantuotas audinys yra kasos salelés. I§ to seka, kad iSradimas

apima ir 8iy kombinacijy panaudojimg diabeto gydymui, kuriame naudojama kasos saleliy
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lasteliy transplantacija. Toks panaudojimas apima: a)alogeniniy arba ksenogeniniy
lasteliy, kurios ekspreéuoja donoro antigenus, 2) molekulés, ekspresuotos ant recipiento T
lasteliy, kuri tarpininkauja priklausancioje nuo kontakto helferio efektoriaus funkcijoje,
antagonisto, tokio akip gp39 antagonistas (pvz., anti-gp39 antikiinas) ir 3) donoro kasos
saleliy lasteliy skyrima subjektui, kuriam reikia tokio gydymo. Geriausia, kai alogenines
arba ksenogeninés lastelés ir antagonistas yra skiriami recipientui prie$ skiriant kasos
saleles.

Toliau i$radima iliustruoja Zemiau duodami pavyzdZiai, kurie neturi bati laikomi
apribojanciais jo apimtj. Visy literatiros Saltiniy, patenty ir publikuoty paraisky

patentams, cituoty Sioje paraiSkoje, turiniai ¢ia pridedami kaip literattiros 3altiniai.

1 pavyzdys
Tolerancijos kasos saleliy alotransplantatams indukcija, veikiant recipienta alogeninémis
lastelémis ir anti-gp39

Dabartiniai alotransplantacijos tyrimai priklauso nuo bendrosios imunosupresijos,
kuri nespecifiSkai pasalina imunines efektoriaus funkcijas. Taliau, imunosupresiniai
vaistai gali sukelti didelius paSalinius efektus. Be to, pasirode, kad Langerhano saleliy
alotransplantacija diabetui gydyti nepasiduoda tokiam priéjimui (Zr., pvz., Robertson, R.P.
(1992) N. Eng. J. Med. 327, 1861). Terapijos, naudojant antikinus prie§ T lasteles, gali
duoti galimybg s¢kmingai alotransplantuoti saleles grauzikuose, bet $is pri¢jimas taip pat
duoda ir ir bendraja imunosupresija (Carpenter, C.B. (1990) N. Eng. J. Med. 322, 1224,
Roark, J.H. et al. (1992) Transplantation 54,1098; Kahan, B.D. (1992) Curr. Opin.
Immunol. 4, 553). Siame pavyzdyje transplantato recipiente tolerancija saleliy
alotransplantatams buvo sukelta, valdant aloantigeno padavima T lastelems taip, kad biity
sulaikoma jy aktyvacija. Saleliy alotransplantaty isgyvenimas CS7BL/6 (H-2") pelése,
kurioms buvo chemiskai sukeltas diabetas, buvo tyrinétas, naudojant tokia metodika:
Diabeto sukélimas

C57BI/6] (H-2") peliy patinéliams buvo sukeltas diabetas, suleidziant j veng
streptozotocino (140 mg/kg). Trim atvejais pastovy diabetg patvirtina gliukozes

koncentracija plazmoje > 400 mg/dl vienos savaités laikotarpyje.

Alogeniniy bluZznies lasteliy frakcionavimas
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Donoro alogeninés lastelés, skirtos preliminariniam transplantato recipientui
apdoroti, kad biity galima iSvengti transplantatas-pries recipienta ligos, buvo gautos i§
(C57xBALB/c)(H-2"*)F; hibridiniy gyvuliuky. Norint i$skirti maZas limfocity lasteles,
bluznies lasteliy, gauty i3 8 savailiy amziaus (C57xBALB/c)F; peliy pateliy, suspensijos
buvo isvalytos nuo eritrocity ir tada frakcionuofos pagal dydj, panaudojant perplovima,
kaip apradyta Tony, H.P. et al., (1985) J. Exp. Med. 161, 223; ir Gosselin E.J. et al. (1988)
J. Immunol. 140, 1408. Trumpai tariant, maZieji limfocitai atskirti panaudojant
prieSpriedinés srovés centrifuginj perplovima, pavyzdZziui, naudojant J 6B. modelio
centrifuga (Beckman Instruments, Palo Alto CA). Apie 1-5x10° Iasteliy 8 ml kultiirinés
terpés arba subalansuoto druskos tirpalo su 1,5 % fetalinio jauCio serumo veikiama
deoksiribonukleaze, patalpinama j perplovimo kamera, esant 13,5 ml/min. prieSpriesines
stovés greiéiui, ir sukama 4 °C temperatiiroje pastoviu 3200 aps./min. grei¢iu. Paprastai
maXyjy lasteliy frakcija su labai nedideliu kiekiu didziyjy lasteliy priemaiSy eliuuojama,
esant 14-19 ml/min., nors tikslus srauto greitis gali priklausyti nuo terpés, kurioje
suspenduotos lastelés. Cia apradytuose eksperimentuose mazyjy lasteliy frakcija surinkta,
esant 19 ml/min. greiciui (3200 aps./min.). Si frakcija visiSkai laisva nuo radiacijai atspariy
(3000 rads) papildomy lasteliy frakcijos, kai tiriama su T lasteliy linijomis, specifinémis
arba triusio IgG ir H2® (CDC35) arba aloreaktingomis H2° (D10.G4). Pries suleidziant j
alotransplantaty recipiento uodegos vena, mazosios lastelés ir nefrakcionuotos Iastelés
buvo perplautos du kartus neturindia serumo terpe. Panaudota apie 40-100x10°
(CS7xBALB/c)F:  (H-2") nefrakcionuoty bluZnies lasteliy arba 40-100x10°
(C57xBALB/c)F1(H-2"¢) perplauty mazyjy bluZnies lasteliy.

Transplantato recipienty preliminarinis apdorojimas

Transplantato recipientai preliminariai apdorojami arba nefrakcionuotomis
(CS7TxBALB/c)F1(H-2"?) alogeninémis bluznies lastelémis, iSplautos “19 frakcijos” mazo
diametro bluZnies lastelémis, i8 kuriy paSalintas APC aktyvumas (iSskirtomis taip kaip
aprasyta auki$Giau), anti-gp39 monokloniniu antikinu (MR1, Zr. 2 pavyzdj, 3
eksperimentg), arba alogeniniy lasteliy ir anti-gp39 antikiino kombinacija. 19 frakcijos
lastelés buvo tiriamos, imant du skirtingus doziy intervalus - mazg 40-44x10° Iasteliy doze
arba didele 77-88x10° lasteliy dozg. Kontroliniai gyvuliukai negavo alogeniniy lasteliy ir

nebuvo paveikti antikiinu. Alogeninés lastelés buvo suleistos j transplantato recipiento
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uodegos veng 5-8 dienos prie$ saleliy alotransplantaty transplantacija. Apdorojimas MR1
antikiinu buvo pradétas 7 dienos prie§ saleliy transplantacija ir tgsiamas 2-7 savaites arba
tol, kol transplantatas buvo atmestas, imant 250 mg/pelei doz¢ ir leidziama du kartus per
savaite. Pirmoji antikiino injekcija paprastai padaroma ta pacig diena, kaip ir pirmoji
alogeniniy bluZnies lasteliy injekcija. ‘

Saleliu alotransplantato transplantacija

Alogeninés BALB/c (H-2%) salelés buvo iskirtos, panaudojant modifikuotg
kolagenazinio suskaldymo metoda (Gottlieb, P.A. et al. (1990) Diabetes, 39, 643). Salelés,
kuriy dozé 30 saleliykg kiino svorio, buvo implantuotos j recipiento (C57Bl/6J (H-2°)
pelés) subrenaling kapsulg tuoj pat po jy isskyrimo. Transplantato iSgyvenimas buvo
nustatomas pagal gliukozés koncentracijos plazmoje issilaikyma <200 mg/dl.

Rezultatai

Pirmoje eksperimenty serijoje saleliy alotransplantaty recipientai buvo
preliminariai apdoroti arba vien tik alogeninémis bluznies lastelémis, arba tik anti-gp39
antikinu. Kaip parodyta fig.1, nesant preliminarinio apdorojimo bluZnies lastelémis, visi
saleliy alotransplantatai buvo atmesti per 13 dieny po transplantacijos (9+2 d., 5-13 d
intervalas, N=23). Blogas saleliy iSgyvenimas stebétas taip pat ir gyvuliukuose, kurie buvo
apdoroti tik nefrakcionuotomis bluZznies lastelémis, turiniomis normaly APC aktyvuma
(6+3 d., 4-12 d. intervalas, N=7), arba mazomis dozémis (40-44x10° 1asteliy) 19 frakcijos,
kurioje pasalintas APC aktyvumas, bluZnies lasteliy (7+3 d., 3-14 d. intervalas, N=16).
PrieSingai, suleidus didesn¢ 19 frakcijos, kurioje paSalintas APC aktyvumas, maZyjy
splenocity (77-88x10° lasteliy) dozg, pailgéjo alotransplantato i$gyvenimas (19+10 d., 7-40
d. intervalas, N=16). Sis efektas transplantato iSgyvenimo trukmei buvo statistidkai
reikSmingas (Fﬁ;ss =17,3 p<0,001, lyginant su neapdorota grupe, grupe, gavusia pilnos
bluznies transfuzija, ir grupe, apdorota 19 frakcijos bluZnies lasteliy mazaja doze), bet
nebuvo tolydinis. Pailgintas, bet baigtinis alogeniniy Iasteliy iSgyvenimas diabetu
serganéiuose recipientuose, gavusiuose be APC 19 frakcijos maZasias lasteles, leidzia
manyti, kad vienos Sios lastelés negali iSlaikyti alotransplantato iSgyvenimo. Papildoma
transplantato recipienty grupé buvo apdorota 77-88x10° 20frakcijos lasteliy. Sia frakcija
taip pat pagrindinai sudaré maZieji limfocitai, bet nuo 19 frakcijos ji skiriasi tuo, kad ji turi

iSmatuojama APC funkcija. Visi $iy lasteliy recipientai (N=6) atmeté transplantatus i$
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karto (vidurkis 8,5 d., 6-12 d. intervalas). Kita transplantato recipienty grupé buvo
apdorota vien tik anti-gp39 monokloniniu antikiinu MRI1. Fig.1 parodyta, kad saleliy
alotransplantatai 7uvo per 15 dieny 7 i§ 11 peliy, apdoroty vien tik anti-gp39 mAb.
Likusios 4 pelés turéjo funkcionuojanéius transplantatus iki eksperimento pabaigos (48
dienos). Sie rezultatai rodo, kad vieno MR1 anff-gp39 antikiino skyrimas recipientui gali
pailginti saleliy alotransplantato i3gyvenima (vidurkis 20=19 d., 9-neapibreéztas intervalas,
N=5). Pailginimo laipsnis buvo statistikai panaus i laipsni, pasiekta naudojant vien tik
didesne 19 frakcijos bluZnies lasteliy dozg, ir daug ilgesnis, nei pasiektas kitose trijose
grupése (p<0,05).

Auksciau apradyty eksperimenty serijos parodé, kad apdorojimas didesnémis 19
frakcijos be APC bluZnies lasteliy dozémis arba vienu anti-gp39 mAb gali sustiprinti kasos
saleliy alotransplantato iSgyvenima, lyginant su neapdorotais gyvuliukais. Taliau nei
vienas apdorojimas néra efektyvus, norint indukuoti ilgalaike tolerancija saleliy
alotransplantatams recipientuose. Kitose eksperimenty serijose apdorojimas alogeninémis
bluZnies lastelémis buvo sujuhgtas su recipiento apdorojimu anti-gp39. Rasta, kad
kombinuotas alogeniniy bluZznies lasteliy ir anti-gp39 panaudojimas yra efektyvesnis, negu
vieno bet kurio reagento. Rezultatai parodyti fig.2, kurioje kiekviena kreivé vaizduoja
atskiros pelés duomenis. NeuztuSuoti simboliai rodo recipientus, kuriuose saleliy
alotransplantatas i§ karto neprigijo. UZtuSuoti simboliai rodo peles, kuriose saleliy
transplantatai funkcionavo iki eksperimento pabaigos. Fig.2(B) rodo, kad pasiektas
neapibréztas transplantato iSgyvenimas visuose gyvuliukuose, kurie 7 savaites buvo
veikiami anti-gp39 mAb ir kuriems padaryta tik viena 19 frakcijos be APC bluZnies
Iasteliy injekcija (N=6). Metodikos pakeitimas, sumazinant apdorojimo anti-gp39 trukme,
susilpnino bet neanuliavo teigiamo efekto j transplantato iSgyvenima. Neapibreztas
transplantato iSgyvenimas buvo pasiektas 6 i§ 8 recipienty, kai anti-gp39 mAb buvo
vartojamas tik 2 savaites kartu su 19 frakcijos bluznies lastelemis (fig.2A). Neapibreztas
transplantato igyvenimas taip pat stebétas recipientuose, paveiktuose anti-gp39 2 arba 7
savaites kartu su viena nefrakcionuoty alogeniniy bluZnies lasteliy injekcija.

Norint patvirtinti saleliy transplantato funkcija ir tai, ar likusios natyvios saleles,

kuriy nesuardé apdorojimas streptozotocinu, neisskiria insulino, buvo paSalinti inkstai,
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turintys subrenalinius implantatus. Visais atvejais vienpusé nefrektomija 3 dieny begyje
davé hiperglikemijos (>300 mg/dl) recidyva.

Atlikti visy gyvuliuky (tiek su Zuvusiais transplantatais, tiek ir eksperimento
pabaigoje) saleliy alotransplantaty ir natyvios kasos histologiniai tyrimai. Recipienty,
gavusiy frakcionuotus alogeninius maZzuosius limfocitus ir nepertraukiama (7 savaites)
poveiki MR1 mAb, inkstuose saleliy alotransplantaty histologiniai pjuviai parodé gausias
nepaZeistas saleles, matomas Zemiau inksto kapsulés, kurios neturi vienbranduoliniy
infiltracijy ir turi gerai granuliuotas insulino ir glukagono teigiamas saleles. PrieSingai,
recipienty, paveikty vien tik anti-gp39 mAb, inkstuose saleliy alotransplantaty
histologiniai pjiiviai parodé charakteringg intensyvy vienbranduolinés lastelés uzdegima ir
gretimos salelés lasteliy destrukcija. Visose $eimininky kepenyse saleliy morfologija buvo

vienodai charakteringa streptozotocitiniam diabetui.

2 pavyzdys
Anti-gp39 antikiiny gavimas ir charakterizavimas
1 eksperimentas - Antikiinai prie§ Zmogaus gp39

Norint indukuoti specifing antigenui T lastelés tolerancija Zmogaus organizme,
pageidautina vartoti antikiing prie§ Zmogaus gp39. Pelés anti-Zmogaus gp39
monokloniniams antikinams pagaminti buvo naudojama tokia metodika: Balb/c pelés
buvo imunizuojamos tirpiu gp39 sulietu baltymu (gp39-CD8) pilname Froindo
stimuliatoriuje (CFA). Po to, pelés po 6 savai¢iy buvo paveikiamos tirpiu gp39-CD8
nepilname Froindo stimuliatoriuje (IFA). Tirpus gp39-CD8 buvo duodamas tirpioje
formoje, praéjus 4 savaitéms po antrinio imunizavimo. Tada po 2 savaiCiy pelés buvo
reimunizuotos aktyvuotais Zmogaus periferinio kraujo limfocitais, o dar po 2 savaiiy
galutinai reimunizuotos tirpiu gp39-CD8. Ketvirta diena po galutinés imunizacijos
splenocitai sulieti su NS-1 suliejimo partneriu pagal standartines metodikas.

Remiantis daugeliu skryningo biidy, atrinkti klonai, gaminantys anti-Zmogaus gp39
antiklinus. Klony atrinkimas i§ pradziy buvo atliktas pagal susiriSimo su plokstele testa,
naudojant gp39-CD8. Tada atrinkti teigiami klonai kontrolinio CD8 sulieto baltymo -
CD72-CD8- atzvilgiu. Klonai, kurie nedavé teigiamo atsako CD8-CD72 ploksteles

susiriSimo teste, buvo atmesti. Po to atliktas likusiy klony skryningas ramybéje esanciy ir 6
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val. aktyvuoty Zmogaus periferinio kraujo limfocity (PBL) atzvilgiu, panaudojant

apykaitos citometring analiz¢. Hibridomas nudaZantys aktyvuoti, bet ne ramybés bisenoje
esantys PBL buvo laikomi teigiamais. Pagaliau buvo tiriamas likusiy klony sugebéjimas
blokuoti CD40Ig prisirisima prie plok3telés su prijungtu gp39.

I§ pradziy buvo atrinkta apie 300 klony gp39-CD8 ir CD72-CD8 atzvilgiu,
naudojant susiri§imo su plok3tele testus. Buvo rasta, kad 30 i3 $iy klony detektuoja prirista
prie plokitelés gp39, bet nedetektuoja CD8. Po to atliktas iy klony skryningas gp39 ant
aktyvuoty zmogaus PBL detektavimo atzvilgiu. Apie 15 klony detektavo molekulg ant
aktyvuoty PBL, bet nedetektavo ant ramybés biisenoje esanciy lasteliy. Specifiskumas
buvo papildomai patvirtintas, panaudojant klony sugeb¢jima blokuoti CD40Ig detekeija
ant prie plokstelés prijungto gp39. Trys i3 10 tirty klony blokavo CD40Ig susijungima
Siame teste. Sie klonai buvo 3E4, 2HS5 ir 2HS8. Tokie klonai geriausiai tinka panaudoti
isradime siilomuose biiduose. Klonai, kurie rodé teigiama atsaka ant aktyvuoty, bet ne
ramybés biisenoje esanciy PBL, buvo taip pat atrenkami, nustatant jy reaktinguma su
aktyvuotu Ziurkés T lastelés klonu POMCS. 2H8 klonas rode krosreaktinguma su Sia
ziurkés T Iasteliy linija. '

2 eksperimentas - Antikiinai prie§ Zmogaus gp39

Panasi j 1 eksperimente imunizavimo metodika buvo panaudota papildomiems
antikiinams prie$ Zmogaus gp39 gauti. Viena Balb/c pelé buvo imunizuota tirpiu gp39-
CD8 CFA, po to po 4 savai¢iy apdorota 6 valandas aktyvuotais Zmogaus periferinio kraujo
limfocitais. Po to pelé buvo reimunizuota tirpiu gp39-CD8 4 dienas prie$ splenocity
suliejima su NS-1 suliejimo partneriu pagal standarting metodikg. Hibridomos klony
skryningas atliktas 6 val. aktyvuoty Zmogaus PBL apykaitos citometrinio nuspalvinimo
biidu. Atrinkti klonus nudaZantys aktyvuoti, bet ne ramybés biisenoje esantys PBL.
Tolesnei analizei atrinkti $esi klonai: 4D9-8, 4D9-9, 24-31, 24-43, 89-76 ir 89-79.

Atrinkty antikiiny specifilkumas buvo patvirtintas keletu bandymy. Pirma,
apykaitds citometriné analizé parodé, kad visi $e§i mAb daZo aktyvuotas, bet ne ramybes
biisenoje esandias kraujo T lasteles (Zr. fig.2A ir 3C, kaip parodomajj pavyzdj, vaizduojantj
aktyvuoty T Iasteliy nuspalvinima atitinkamai 4D9-8 ir 4D9-9). Molekulés, kurig atpaZjsta
kiekvienas i 6 antikiiny, ekspresija yra pastebima 4 aktyvacijos valandy beégyje,

maksimalia reikme pasiekia tarp 6 ir 8 val. po aktyvacijos ir nebepastebima praéjus 24



23

LT 4309 B

val. po aktyvacijos. Visi $eSi mAb atpazista molekulg, ekspresuota ant aktyvuoty
CD3'PBL, geriau CD4* fenotipo, bet CD8* T lasteliy dalis taip pat ekspresuoja $ig
molekule. Molekulés, atpaZjstamos 3ediy mAb, ekspresija inhibuoja ciklosporino A
buvimas kultiirinéje terpéje, kaip ir gp39 ekspresija (Zr. fig.4A ir 4B, kaip parodomaji
pavyzdj, vaizduojantj ciklosporinu apdoroty T lasteliy nuspalvinima atitinkamai 4D9-8 ir
4D9-9). Molekulés, atpaZjstamos $iy mAb, ekspresijos kinetka ir pasiskirstymas yra
identiski gp39, kas buvo nustatyta pagal zmogaus CD40Ig suliejimo baltyma. Be to, visi
$edi mAb blokuoja gp39 nudazyma CD40Ig (Zr. fig.5A ir 5B, kaip parodomaji pavyzdi,
vaizduojantj gp39 nudazymo CD40Ig inhibicija, esant atitinkamai 4D9-8 ir 4D9-9). ELISA
bandyme visi $e$i mAb atpaZjsta gp39-CD8 - tirpia sulieta gp39 molekulés formg. Be to,
visi $e§i mAb imunonusodina apytikriai 36 kd molekulg i3 35S-metioninu Zyméty aktyvuoty
7mogaus PBL. Imunonusodinta molekulé yra identiSka molekulei, nusodintai Zmogaus
CD40Ig sulietu baltymu.

Sediy atrinkty mAb (4D9-8, 4D9-9, 24-32, 24-43, 89-76 ir 89-79) funkcinis
aktyvumas buvo iSbandytas taip: pirmiausia buvo iSmatuotas mAb sugebéjimas inhibuoti
iSgryninty Zmogaus B lasteliy, kultivuoty su IL-4 ir tirpiu gp39. ISgrynintos Zmogaus B
lastelés buvo kultivuotos su gp39 ir IL-4, esant arba nesant idgryninty monokloniniy
antikiiny arba CD40Ig, naudojant 0-12,5 pg/ml dozes. B lastelés proliferacija buvo
nustatyta po 3 dieny kultiiroje, panaudojant timidino inkorporacija. Rezultatai (parodyti
fig.6) rodo, kad visi $¢3i mAb gali inhibuoti B Iastelés proliferacija, sukelta gp39 ir IL-4.
89-76 ir 24-31 mAb efektyviausiai inhibavo indukuotos B lastelés proliferacija. ’

Tada buvo tirtas mAb sugebéjimas inhibuoti B lastelés diferenciacija, matuojant
pagal Ig pasigaminima, indukuotg anti-CD3 aktyvuoty T lgsteliy ir IL-2. I3valytos Zmogaus
IgD* B Iastelés buvo gautos, panaudojant teigiama selekcija su FACS, ir tada kultivuotos
su anti-CD3 aktyvuotomis Zmogaus T lastelémis (apdorota mitomicinu C) ir II-2 3eSias
dienas, esant arba nesant i3valyty anti-gp39 monokloniniy antikiny, naudojant 0-10 ug/ml
dozes. Seta dieng jvertinta IgM, IgG ir IgA pasigaminimas ELISA metodu. Rezultatai
(parodyti 1 lenteléje) rodo, kad visi 3edi antikiinai gali inhibuoti priklausanéia nuo T
Iasteliy B lasteliy diferenciacija, matuojant pagal IgM, IgG ir IgA pasigaminima.

1 lentele

Imunoglobulino pasigaminimas
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mAb pug/ml IgM IgG IgA
néra - 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

Norint iStirti anti-gp39 mAb jtaka | T lastelés atsakus, mAb buvo jvesti j
standartines miSriy limfocity reakcijas (MLR). 300000 Zmogaus periferinio kraujo
limfocity (reagentai = R) buvo kultivuojami su 100000 apspinduliuoty alogeniniy
periferinio kraujo limfocity (stimuliatoriai = S), esant arba nesant anti-gp39 mAb (10
png/ml). Kultiros paveiktos 3H timidinu 4-ta, 5-t3 ir 6-t3 dieng, ir po 18 valandy surinktos
lastelés. Visi $esi anti-zmogaus gp39 mAb inhibavo alospecifinius atsakus, iSmatuojamus
pagal MLR (Zr. fig.7, kaip parodomajj pavyzdj, vaizduojantj alospecifiniy atsaky inhibicija,
kai R ir S yra inkubuojami, esant 24-31 arba 89-76; sulietas baltymas CTLA4-
imunoglobulinas ir anti-CD28 mAb buvo naudoti kaip teigiamos kontrol¢s).

Norint nustatyti ar visi $e§i mAb atpazjsta skirtingus epitopus ant Zmogaus gp39
molekulés, atlikti krosblokavimo eksperimentai. Aktyvuoti Zmogaus PBL pirmiausia buvo
blokuoti su kiekvienu i3 $eSiy mAb (25 pg/ml nekonjuguoto antikiino). Lastelés perplautos
ir nudazytos 10 ug/ml biotino-konjuguoto antikino, po to paveiktos fitoeritrinu
konjuguotu su avidinu (PE-Av). Lasteliy nusidazymas PE-Av analizuotas FACS metodu.
Rezultatai parodyti 2 lenteleje

2 lentelé
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Blokavimo : NudaZymo antikiinas
Ab 4D9-8 4D9-9 24-31 24-43 89-76 89-79
néra +++ +++ +++4+  ++++ +HH+ 4+
4D9-8 ND - ++++ 4+ +++  +++
4D9-9 +4++ ND +++ +4+++ +++  +++
24-31 + + ND +++ ++ ++
24-43 + + +++ ND ++ +
89-76 + + +++ +++ ND +++
89-79 + + +++ +++ +++ ND

NudaZymo intensyvumas ir teigiamy daleliy procentai atvaizduoti + simboliu (++++
=MI>200; +++ = MI>125; ++ = MI>50; + =MI>25; - nesiskiria nuo fono). ND -
nenustatyta.

Visi antikiinai blokavo CD40Ig susiri$ima su aktyvuotais zmogaus PBL. Taciau 2 lenteleje
pateikti duomenys aiSkiai rodo, kad kai kurie antikiinai neblokuoja kity antikiiny
susiridimo su aktyvuotais zmogaus PBL, kas duoda pagrindo manyti, kad jie atpaZjsta
atskirus epitopus ant zmogaus gp39 molekuliy.

89-76 ir 24-31 hibridomos, produkuojanéios atitinkamai 89-76 ir 24-31 antikiinus,
buvo deponuotos pagal Budapesto sutartj su American Type Culture Collection, Parklawn
Drive, Rockville, Md., 1994 m. rugséjo 2 d. 89-76 hibridomai priskirtas ATCC depozito
numeris HB 11713, 0 24-31 hibridomai priskirtas ATCC depozito numeris HB 11712.

3 eksperimentas - Antikinai prie$ pelés gp39

Viename i3 $io iSradimo realizavimo varianty gp39 antagonistas yra anti-pelés gp39
monokloninis antikiinas, MR1. MR1 monokloniniam antikiinui gauti naudotas toliau
apraSomas metodas, ir jj galima naudoti kitiems antikiinams prie$ gp39 generuoti.

Ziurkénai buvo imunizuojami, suleidziant j pilva karta per savaite 5x10° aktyvuoty
Tul Iasteliy (d1.6) 6 savaites. Kai serumo titras pagal pelés Tyl buvo didesnis nei 1:10000, ’
atliktas .lqsteliq suliejimas su polietilenglikoliu, naudojant imunizuoto Ziurkéno splenocitus
ir NS-1. Supernatantas i§ talpy, turin¢iy augancias hibridomas, buvo iSskirstytas j ramybeés
biisenoje esancias ir aktyvuotas Tul. Viena ypatinga hibridoma, kuri gamino Mab,

selektyviai atpaZjstantj aktyvuota Th, buvo toliau testuojama ir subklonuojama, norint
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gauti MR1. MR1 buvo pagamintas ascituose ir iSvalytas jony mainy HPLC. MRI
hibridoma deponuota American Type Culture Collection su depozito numeriu HB 11048.
Ekvivalentai
Sios srities specialistai pripaZins arba galés uztikrinti, naudodami ne daugiau negu
iprastus eksperimentus, daugybg ekvivalenty Sio iSradimo Cia apraSytiems realizavimo
variantams. Manoma, kad tokius ekvivalentus apima toliau duodama apibréztis. Visos
literatiiros nuorodos ir publikuotos paraiskos patentams, cituojamos Sioje paraiSkoje, Cia

jeina kaip literatiiros Saltiniai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kombinacijos, susidedancios is:

a) alogeninés arba ksenogeninés lastelés, kuri ekspresuoja bent viena donoro
antigeng ir kuri turi liganda ant lastelés pavirSiaus, saveikaujantj su receptoriumi ant
recipiento T lastelés pavirsiaus, kuris tarpininkauja priklausancioje nuo kontakto helferio
efektoriaus funkcijoje; ir

b) receptoriaus ant T lastelés pavirSiaus antagonisto, kuris inhibuoja ligando
saveika su receptoriumi,
panaudojimas vaisty, skirty T lastelés tolerancijos donoro audiniui arba organui audinio
arba organo recipiente indukavimui, kuris yra reikalingas organy transplantacijoje,
gamyboje.

2. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad receptorius ant recipiento T
lastelés pavirSiaus, Kuris tarpininkauja priklausan¢ioje nuo kontakto helferio efektoriaus
funkcijoje, yra gp39.

3. Panaudojimas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad antagonistas yra anti-gp39
antikiinas.

4. Panaudojimas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antik@inas yra
monokloninis antikiinas.

5. Panaudojimas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antikiinas yra
anti-zmogaus gp39 antikiinas.

6. Panaudojimas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas yra
MR1.

7. Panaudojimas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas yra
chimerinis monokloninis antik{inas. |

8. Panaudojimas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas yra
humanizuotas monokloninis antikiinas.

9. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad alogeninés arba
ksenogeninés lastelés yra limfoidinés lastelés, tokios kaip B limfocitai, “profesionalus”

antigenas, pateikiantis Iasteles, tokias kaip monocitai, dendritinés lgstelés ir Langerhamo
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lastelés, ir kitos lastelés, kurios pateikia antigeng imuninéms lasteléms, tokios kaip
keratinocitai, endotelinés lastelés, astrocitai, fibroblastai ir oligodendrocitai.

10. Panaudojimas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad limfoidine lgstele yra B
lastele.

11. Panaudojimas pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad B lastelé yra ramybes
biisenoje esanti B Iastelé.

12. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad pagaminami vaistai yra
skirti naudoti prie$ transplantuojant audinj arba organg.

13. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad pagaminami vaistai yra
skirti donoro audiniy arba organy, kurie apima kepenis, inkstus, Sirdj, plaucius, oda,
raumenis, neuroninj audinj, skrrand] ir Zarnas, T lasteliy tolerancijai recipiente indukuoti.

14. Panaudojimas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad audinys arba organas yra
kasos saleles.

15. Kombinacijos, susidedancios is:

a) alogeninés arba ksenogeninés lastelés, kuri ekspresuoja bent viena donoro
antigena, ir

b) gp39 antagonisto,
panaudojimas vaisty, skirty T lastelés tolerancijos donoro audiniui arba organui audinio
arba organo recipiente indukavimui, kuris yra reikalingas organy transplantacijoje,
gamyboje.

16. Panaudojimas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad gp39 antagonistas yra
anti-gp39 antikiinas.

17. Panaudojimas pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antikiinas yra
monokloninis antikiinas. |

18. Panaudojimas pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antikiinas yra
anti-zmogaus gp39 antik{inas.

19. Panaudojimas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas
yra MR1.

20. Panaudojimas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas

yra chimerinis monokloninis antikiinas.
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21. Panaudojimas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikinas
yra humanizuotas monokloninis antikiinas.

22. Panaudojimas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad gp39 antagonistas yra
gp39 ligando tirpi forma.

23. Panaudojimas pagal 22 punkta, besiskiriantis tuo, kad gp39 ligando tirpi forma
yra CD40 sulietas baltymas.

24. Panaudojimas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad alogeniné arba
ksenogeniné Iastelé yra limfoidiné lastele.

25. Panaudojimas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad limfoidiné lastele yra B
lastele.

26. Panaudojimas pagal 25 punkta, besiskiriantis tuo, kad B lastelé yra ramybeés
biisenoje esanti B lastele.

27. Panaudojimas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad pagaminami vaistai yra
skirti naudoti prie$ tranplantuojant audinj arba organa.

28. Panaudojimas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad pagaminami vaistai yra
skirti donoro audiniy arba organy, kurie apima kepenis, inkstus, Sirdj, plaucius, oda,
raumenis, neuroninj audinj, skrrandj ir Zarnas, T lasteliy tolerancijai recipiente indukuoti.

29. Panaudojimas pagal 28 punkta, besiskiriantis tuo, kad audinys arba organas yra
kasos salelés.

30. Kombinacijos, susidedancios is:

a) alogeninés arba ksenogeninés lastelés, kuri ekspresuoja bent vieng donoro
antigena, ir

b) gp39 antagonisto,
panaudojimas vaisty, skirty diabeto gydymui, kai transplantuojamos donoro kasos saleliy
lastelés, gamyboje.

31. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antikiinas yra
monokloninis antikiinas.

32. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad anti-gp39 antikiinas yra
anti-zmogaus gp39 antikiinas.

33. Panaudojimas pagal 31 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antiktinas

yra MR1.
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34. Panaudojimas pagal 31 punkts, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antiklinas
yra chimerinis monokloninis antiktinas.

35. Panaudojimas pagal 31 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antikiinas
yra humanizuotas monokloninis antikinas.

36. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad gp39 antagonistas yra
gp39 ligando tirpi forma.

37. Panaudojimas pagal 36 punkta, besiskiriantis tuo, kad gp39 ligando tirpi forma
yra CD40 sulietas baltymas.

38. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad alogeniné arba
ksenogeniné lastelé yra limfoidiné lastele.

39. Panaudojimas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad limfoidin¢ lastele yra B
lastelé.

40. Panaudojimas pagal 39 punkts, besiskiriantis tuo, kad B lastel¢ yra ramybes
biisenoje esanti B lastele.

41. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad pagaminami vaistai yra
skirti naudoti prie§ tranplantuojant kasos saleliy lasteles.

42. Vaistas, skirtas T lasteliy tolerancijos donoro audiniui arba organui audinio
arba organo recipiente indukavimui, besiskiriantis tuo, kad jis recipienta paveikia
alogeninémis arba ksenogeninémis lastelémis, kurios ekspresuoja donoro antigeng, ir
kuriame yra gp39 antagonisto.

43. Vaistas pagal 42 punktg, besiskiriantis tuo, kad alogeninés arba ksenogenings
lastelés yra limfoidinés lastelés, tokios kaip B limfocitai, “profesionalus” antigenas,
pateikiantis lasteles, tokias kaip monocitai, dendritinés lastelés ir Langerhamo lasteles, it
kitos lastelés, kurios pateikia antigeng imuninéms lasteléms, tokios kaip keratinocitai,
endotelinés lastelés, astrocitai, fibroblastai ir oligodendrocitai.

44. Vaistas pagal 42 punkta, besiskiriantis tuo, kad antigeng pateikianti Iastele yra
B lz;stelé.

45. Vaistas pagal 42 punktg, besiskiriantis tuo, kad donoro audinys arba organas
yra kepenys, inkstai, Sirdis, plauciai, oda, raumenys, neuroninis audinys, skrandis ir Zarnos.

46. Vaistas, skirtas diabeto gydymui subjekto, kuriam transplantuojamos donoriaus
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kasos saleliy lastelés, besiskiriantis tuo, kad jis recipienty paveikia alogeninémis arba
ksenogeninémis lastelémis, ekspresuojanciomis bent vieng donoriaus antigena, ir kuriame
yra gp39 antagonisto.

47. Vaistas pagal 46 punkta, besiskiriantis tuo, kad alogeninés arba ksenogeninés
lastelés, kurios ekspresuoja bent vieng donoro antigeng yra limfoidinés lastelés, tokios
kaip B limfocitai, dendritinés l3stelés, monocitai ir Langerhano lastelés.

48. Vaistas pagal bet kurj i§ 42-47 punkty, besiskiriantis tuo, kad gp39 antagonistas
yra anti-gp39 antikiinas arba tirpus CD40 sulietas baltymas.

49. Vaistas pagal 48 punkta, besiskiriantis tuo, kad antikiinas yra monokloninis
antizmogaus gp39 antikunas.

50. Vaistas pagal 49 punkta, besiskiriantis tuo, kad monokloninis antiktinas yra

chimerinis antikiinas arba humanizuotas monokloninis antikiinas.
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