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PouZiti kompozice inhibujici interakci LT-§ a jeho receptoru pro vyrobu pripravku
k 1éceni folikularniho lymfomu

Oblast technik

Vynilez se tyka farmaceutickych pripravkd, obsahujicich inhibitory lymfotoxinové signdlni
drahy. Tyto pFipravky jsou uZiteéné k léceni lymfomad, které pochazeji z germinalnich center, tj.
folikulamich lymfom.

Dosavadni stav techniky

Cytokiny piibuzné nidorovému nekrotickému faktoru (TNF, ,,Tumor Necrosis Factor*) jsou
mediatory hostitelské obranné a imunitni regulace. Cleny této proteinové rodiny se vyskytuji ve
formé ukotvené na bunéinou membranu, kdy pusobi lokalné prostfednictvim vzijemného kon-
taktu mezi buiikami, nebo se vyskytuji jako vyluéované proteiny, které jsou schopné difundovat
ke vzdalen&jdim ciliim. Paralelni rodina receptorii upozoriiuje na vyskyt téchto molekul vedouci
k iniciaci bunéné smrti nebo bunééné proliferace a diferenciace v cilové tkni. V soucasnosti
rodina TNF ligandi a receptoril obsahuje nejméné 11 znémych paru receptor—ligand: TNF. TNF-
R, LT-:TNF-R, LT—-w/B:LT-p-R, FasL:Fas, CD40L:CD40, CD30L:CD30, CD27L: CD27,
0X40L:0X40 a 4-1BBL:4-1BB.

Cleny rodiny TNF mohou byt nejlépe popsany jako hlavni pfepinade v imunitnim systému pro
fizeni prezivani bunék a diferenciace. V soudasnosti jsou znamy pouze dva secernované cytoki-
ny, a sice TNF a LTa, na rozdil od v&t§iny ostatnich ¢leni rodiny TNF zakotvenych v membrang.
Zatimco membranové formy TNF byly dobfe charakterizovany a pravdépodobné maji jedinednou
biologickou funkci, funkci secenovanych TNF je vieobecna signalizace ,,poplachu® buiikim
vzdalenym od mista udalosti, ktera piislu$nou udélost vyvolala. Sekrece TNF miize zndsobit uda-
lost vedouci k dobfe zndmym zmé&nam ve vystelce cév a v buiikich v misté zan&tu, Naproti tomu
&leny TNF rodiny vazané na membranu pfedavaji signal prostfednictvim receptoru typu TNF
pouze buitkdm v pfimém kontaktu. Tak napf. pomocné T-buitky poskytuji ,,pomoc* zpro-
stfedkovanou CD40 pouze takovym B-buiikdam, se kterymi se dostanou do piimého kontaktu
prostfednictvim interakci TCR. Podobna omezeni na bezprostfedni bun&tny kontakt se tykaji
schopnosti indukovat bunéénou smrt u dobfe prozkoumaného systému Fas.

Vétdina komplexit LTa/p asociovanych s membrinou (povrchovych LT) ma stechiometrii
LTal/B2 (Browning a kol., Cell 72: 847-856, 1993, Browning a kol., J. Inmunol. 154: 3346,
1995). Povrchové LT ligandy se nevaZou na TNF-R s vysokou afinitou a neaktivuji signalni
drahu TNF-R. Aviak LT receptor (LTB-R) vaze tyto povrchové lymfotoxinové komplexy
s vysokou afinitou (Crowe a kol., Science 264: 707-710, 1994).

Signalizace LTP-R, podobné jako signalizace TNF-R, ma antiproliferativni i¢inek a miZe mit
cytotoxicky Udinek na nddorové buiiky. V soutasné projednavané patentové pfihliice pivodcd
piedkladaného vyndlezu (piihlaZka US 08/378 968) jsou popsany pipravky a zplisoby pro selek-
tivni stimulaci LTB~-R uZitim &inidla aktivujiciho LTP~R. Agens aktivujici LTP-R je uZitetné
pro inhibici ristu nadorovych bungk, aniZ by soutasné vedlo k aktivaci zanétlivé reakce nebo
imunoregulacni drahy indukované TNF-R.

Soucasny vyzkum genového zaméfovani (,.gene targeting“) piedpoklada dlohu LTa/B ve vyvoji
sekundamich lymfatickych organd (Banks etal,, J. Inmunol. 155, 1685-1693, 1995, DeTogni
et al., Science 264, 703-706, 1994) Skute¢né mys$i s deficitem LTa postradaji lymfatické uzliny
(LN) a Peyerovy ostriivky (PP). Jejich sleziny maji narusenou architekturu a exprese funkénich
markerd na buiikach marginilni zony sleziny je pozménéna (Banks et al., 1995, De Togni et al,,
1994, Hatsumoto et al., Science 271, 12891291, 1996). Zadn4 z téchto vlastnosti nebyla popsa-
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na u mys i s geneticky vyfazenou funkci (,knock out*) TNF receptoru (Erickson et al., Nature
372, 560-563, 1994, Pfeffer et al., Cell 73, 457467, 1993, Rothe et al., Nature 364, 798-802,
1993). Pivodce vynilezu nedavno definoval roli membranovych komplexii LTo/B ve vyvoji
sekundamich lymfatickych organii tim, e ukazal, ?¢ potomstvo mysi, kterym byla v priabéhu
gestace injikovana rozpustna forma LTP-R fuzovaného s dsekem Fc lidského IgGi (LTP-R-Ig)
postrada vétsinu lymfatickych uzlin a vykazuje narugenou architekturu sleziny (Rennert et al.,
1996, Surface lymphotoxin alpha/beta complex is required for the development of peripheral
lymphoid organs, J. Exp. Med. 184, 1999-2006). V jiné studii bylo ukazano, Ze mysi s podobny—
m konstruktem L.TB-R-Ig, jehoZ exprese zatala tfi dny po narozeni, mély lymfatické uzliny. Ale
mély naruSenou architekturu sleziny a nékolik markeri slezinné marginalni zény nebylo expri-
movéno (Ettinger et al., Disrupted splenic architecture, but normal lymph node development in
mice expressing a soluble LTB-R/IgG1 fusion protein, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 13 102-7).
Tyto adaje spoletné ukazuji, Ze zde existuje dodasny poZadavek na membranové funkce LT pro
zprostfedkovani 0¢inkd na vyvoj sekundarnich lymfatickych organi, ale bez t¢inku na architek-
turu sleziny.

Systém TNF se také {Castni ve vyvoji sleziny. Builky marginalni zony sleziny mysi deficitnich
na TNF neexprimuji makrofagové markery nebo MAACAM-1 (Alexopoulou et al., 60th Int. TNF
Congress, Eur. Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis et al., 60th Int. TNF Congress, Eur.
Cytokine Network, 239, 1996). Mysi deficitni v TNF-RS55 také postradaji (ale nikoliv MOMA~
1) v marginalni zoné sleziny (Neumann et al., J. Exp. MEd. 184, 259-264, 1996, Matsumoto et
al.. Science 271, 1289-1291, 1996).

Lymfaticka tkai nebo tkan podobného typu nevznika jen v pribéhu vyvoje, ale také pii uréitych
patologickych stavech, jako jsou napf. chronické zanéty, v procesu zvaném neolymfoorgano-
geneze (Picker a Butcher, Annu. Rev. Immunol. 10, 561-591, 1992, Kratz et al., J. Exp. Med.
183, 14611471, 1996). Tyto procesy jsou zjevné ovliviiovany ¢leny rodiny TNF. U transgennich
my3i s genem LTa fizenym promotorem genu inzulinu potkana (RIP-LT) se vyvinuly chronické

2 walt r

1471, 1995, Picarella et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10 036-10 040, 1992).

Vyhodnoceni funkce LT v pritbéhu imunitni odpovédi zavislé na T burikach pomoci mysi deficit-
nich v LTa ukdzalo na nezbytnost LT pro vytvareni GC, a zfejmé také pro udrZovani organizova-
né struktury folikularnich dendritickych bunék (FDC) a pro imunitni humoralni odpovéd’ (Banks
etal., J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995, Matsumoto et al.,, Science 271, 1289-1291, 1996,
Matsumoto et al., Nature 382, 462466, 1996). Mysi deficitni v TNF-R55 také postradaji FDC,
nevyviji se u nich GC a nejsou schopny optimalni imunitni odpovédi na ovei ervené krvinky
(SRBC). To predpoklada, ze TNF-R55 mize byt spoustén rozpustnym LT nebo TNF ve vét§ing
takovych odpovédi (LeHir et al., ). Exp. Med. 183, 2367-2372, 1996, Alexopoulou et al., 60th
Int. TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis ¢t al., 60th Int. TNF Congress,
Eur. Cytokine Network, 239, 1996).

Receptor LT, ¢len rodiny receptori TNF, specificky vaze povrchové LT ligandy. LTB-R vaze
heteromerické LT komplexy (pfevainé LTal/p2 a LTo2/B1), ale nevaZe ani TNF ani LTa
(Crowe a kol., Science 264: 707-710, 1994) mRNA pro LTB-R byla nalezena v lidské slezing,
brzliku i dalSich orgdnech spojenych s imunitou. Agkoliv vyzkum exprese LTB-R je teprve
v pocatetni fazi, profil exprese LTP-R je podobny profilu pS5-TNF-R, kromé toho, ze LTB-R
chybi naT a B buiikach periferni krve a na liniich T a B bungk.

Komplexy povrchovych lymfotoxini (LT) byly charakterizovany v hybridomovych T burikdch
CD4" (11-23.D7), které exprimuji vysokou hladinu LT (Browning et al., J. Immunol. 147: 1230
1237, 1991, Androlewicz et al, J, Biol. Chem. 267: 2542-2547, 1992). Exprese a biologicka
funkce LTB-R, LT podjednotek a povrchovych LT komplexii jsou popsany v prehledu Ware, C.
F., .The ligands and receptors of the lymphotoxin systém*, v: Pathways for Cytolysis. Current
Topics Microbiol. Immunol. Springer-Verlag, s.175-218, 1995, ktery je zahrnut formou odkazu.
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Exprese LTa je indukovana a LTa je primarné secemovan aktivovanymi T a B lymfocyty a
cytotoxickymi ,,zabijeSskymi* buikami (NK, ,natural killer”). LTa je produkovan v ramci
pomocnych T bunék podskupinou Thi, ale nikoliv podskupinou Th2 bunék. LTa byl
také-nalezen v melanocytech. Mikroglie a T buiiky v lézich u pacientd s roztrousenou mozkomis-
ni sklerézou reaguji pozitivné s antisétem anti-LTa (Selmaj et al., J. Clin. Invest. 87, 949-954,
1991).

Lymfotoxin B (zvany také p33) je exprimovéan na povrchu my3ich i lidskych T lymfocytd, linii
T bunék, linii B bunék a ,,zabijedskych” bunék aktivovanych lymfokinem (LAK). LT je pred-
métem soudasné projedndvanych patentovych pfihladek stejnych piivoded, a sice PCT/USO1/-
04588, publikované 9. ledna 1992 jako dokument WO 92/00329, a PCT/US93/11669, publikova-
né 23. Servna 1994 jako WO 94/13808, které jsou zahrnuty formou odkazu.

Povrchové, LT komplexy jsou exprimovany primamné aktivovanymi T lymfocyty (pomocnymi,
Th1 i zabijedskymi buitkami) a B lymfocyty a zabijedskymi bufikami, jak se dé ukizat analyzou
pomoci FACS nebo imunohistologickou analyzou uzitim protildtek anti-LT nebo rozpustnych
fizznich proteinii LTB-R—Fc. V projednavané prihlasce stejného piivodee US 08/505 606 podané
21, Servence 1995 jsou popsany pripravky a zpisoby uZivajici rozpustné LTP receptory a proti-
latky specifické proti LTP receptoru a ligandu jako léSivo pro lédeni imunitnich chorob zpro-
stredkovanych Thi buitkami. Povrchové LT byly také nalezeny na klonech lidskych cytotoxic-
kych T lymfocytd (CTL), v aktivovanych perifernich mononuklearnich lymfocytech (PML),
lymfocytech periferni krve aktivovanych IL-2 perifernich B lymfocytech aktivovanych bud’
mitogenem z Phytolacca americiana nebo anti-CD40 (PBL), a riiznych T a B bungk pochézeji-
cich z lymfoidnich nadorii. Zapojeni cilovych bunék nesoucich alloantigen specificky indukuje
expresi povrchovych LT u klond CD4T a CD8" CTL.

Pavodee vynalezu popsal n¥kolik imunologickych funkei povrchového LT a ukazal vliv LTa/p
vazebného &inidla na vyvolani a charakter imunoglobulinové odpovédi, udrzovani bun&né orga-
nizace sekundérni lymfatické tkénd véetn& G&inku na diferenciatni stav folikularnich dendritic-
kych bungk a vytvafeni germinalnich center, a také troveii exprese adresind, kterd ovliviiuje
buné&ny transport. Plivodce tak definoval terapeutické vyuziti vazebnych Linidel povrchovych
LTo/P a LTa receptorii.

Studie ukézaly, e B buiiky jsou aktivovany v lymfatickych uzlinich (LN) a sleziné po setkani
s riiznymi antigeny. Ve specializovanych strukturéch LN a sleziny, které se nazyvaji germindlni
centra, kde se tvofi oblasti bohaté na B busiky, B buiiky dozravaji a tvofi se pamétové B bufiky
(). B buitky jsou schopné n4dorové transformace po vétdinu svého vyvoje (*). Transformace
B bunék vede k lymfomiim, a lymfomy pochézejici z B bunék germinalnich center se nazyvaji
folikularni lymfomy. Pfesné vymezeni riznych druhi lymfomii se stale provadi a zpiesiiuje,
nebot se nachaz stale vice povrchovych markeri, které umoZiuji presnéji stanovit pivod bunék.
Folikulami lymfomy lze rozdélit do mnoha podskupin na zékladg stadia nebo typu B bunek, které
proliferuji, a také prognéza je velmi odlidna v zivislosti na typu bungk. Konventni chemotera-
peutické rezimy jsou schopné pomoci a 1é&it pacienty s bufikami nizkého stupné. Nicméng
néktefi z téchto pacientii jsou rezistentni k chemoterapii a maji $patnou prognozu.

Tudiz i pes pokroky v lé¢eni nadord stale pretrvava potfeba novych pfistupu v 1é¢ni nadori, zej-
ména rezistentnich k chemoterapii, a také potfeba novych lé¢ebnych rezimu s men3imi vedlejimi
uéinky, nez maji souasné terapie.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je pouZiti sloudeniny, ktera inhibuje interakei LTP s receptorem pro vyrobu
léku k lédeni nadort. Predkladany vynalez poskytuje pripravky k 1é¢eni nédorli jako jsou foliku-
larni lymfomy: Tyto nové léky maji znaéné vyhody ve srovnani s dosud znamymi a nabizeji
moznost alternativni terapie v pripadé nadori rezistentnich k soutasné chemoterapii.
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Vyhodné provedeni predkladaného vynalezu se tyka légeni subjektu, ktery trpi folikuldrmim lym-
fomem, kdy se subjektu podava uginné mnozstvi pripravku, ktery blokuje interakci heteromeru
LTa/B s receptorem. Podle vyhodnych provedeni vynalezu piipravky obsahuji, pficemz vycet
neni omezujici, rozpustné receptory lymfotoxinu B, protildtky namiteni proti LT receptorim a
lymfotoxinu B, které maji vazebnou doménu ligandu, ktera mize selektivné vazat povrchovy LT
figand, jako je napt. rozpustns forma LTB-R fiizovana s Fc doménou humanniho imunoglobu-
linu. Kromé toho k vyhodnym ptipravkiim patfi monoklondlni protilitky, které jsou namireny
proti LTP receptoriim, véetn& humanizovanych a chimérickych protilatek nebo jinak modifikova-
nych protilatek.

V jiném provedeni se pfedkladany vynalez tyka lé¢eni subjektu trpiciho folikularnim lymfomem,
kdy se podava blokujici &inidlo, dokud nedojde k regresi nebo zastaveni rlistu nadoru. Cinidla
blokujici LT drahu se mohou podavat v kombinaci s jinymi €inidly, ktera jsou uzitena pri léCeni
nadoril, jako jsou napf. chemoterapeutika. Kromé toho je moZné podavat piipravky podle pred-
kladaného vynilezu spole¢né s ozafovanim nebo transplantaci kostni deng.

V jeité daldim provedeni pfedkladaného vynalezu se ¢inidlo blokujici LTP-R podavé spoletné

s ¢inidlem blokujicim drahu jinych &lend rodiny TNF. Napt. ¢inidlo blokujici TNF se miize poda-
vat souasné nebo stfidavé s ¢inidlem podle predkladaného vynalezu.

Podrobny popis vynalezu

V této &asti je vynalez jesté podrobnéji popsan, aby mohl byt zcela vysvétlen a pochopen, a jsou
zde definovany pouZité terminy.

Termin ,,imunoglobulinova odpovéd™ nebo ,,humordlni odpovéd™ se v tomto textu uZiva k ozna-
deni imunitni odpovédi zvitete na cizorody antigen, pii které zvite produkuje protilatky proti uve-
denému antigenu. Tfida Th2 pomocnych T bunék je diilezitd pro produkei protilatek s vysokou
aftnitou.

Termin ,,zdrode¢né centrum® (nebo ,.germindlni centrum®) oznaduje folikul B bunék, které se
vytvafeji po imunizaci antigenem. Objeveni se takového histologického mista souvisi s optimal-
nim vytvafenim paméti, pfepinanim isotypd, somatickou hypermutaci a tedy afinitnim zranim
imunitni odpovédi.

Termin ,,marginalni zéna“ nebo ,,oblast typu marginalni zony* se tyka histologicky popsaného
kompartmentu sekundarni lymfatické tkané obsahujici pfedeviim makrofagy marginalni zony
{MZM), metalofilni makrofagy (MM), B buiiky marginaini zony a retikulocyty, a také T buriky a
dendritické buiiky, Vyusténi arteridlniho krevniho fedi$té do oblasti marginalnich sinusd umoz-
fiuje piimy pFistup antigend k bufikim a podporuje bun&né reakce na antigen v téchto mistech.

Termin ,pomocna T bufika (Th bufika)* oznaduje funk&ni podtfidu T bunék, které poméhaji
generovat cytotoxické T buiiky a které spolupracuji s B bufikami a stimuluji tak tvorbu protilatek.
Pomocné T buitky rozpoznavaji antigen ve spojeni s molekulami MHC Il téidy a poskytuji
kontaktné zavislé a kontaktné nezavislé (cytokiny) pro efektorové buiiky.

Termin ,doména Fc,, protildtky oznatuje &ist molekuly obsahujici kloubovou oblast, doménu
CH2 a CH3, ale neobsahuje misto vazici antigen. Termin je také pouzit k oznadeni odpovidajici
oblasti IgM nebo protilatky jiného isotypu.

Termin ,protilatka anti-L.T-B-receptor” popisuje jakoukoliv protilatku, ktera se specificky viZze
k alespoift jednomu epitopu na receptoru LTP.
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Termin ,,protilatka anti-LT“ popisuje jakoukoliv protilitku, ktera se specificky vaZe k alespoi
jednomu epitopu na LTa, LTp, nebo komplexu LTo/p.

Termin ,,signdlni draha LTP-R* (,signalizace LTB—R*) oznaduje molekulirni reakce spojene
s celou metabolickou cestou prenosu signalu LTB-R a dal$i molekulamni reakee, které k ni vedou.

Termin ,&inidlo blokujici LTB-R* oznaguje takové &inidlo, které narusi vazbu ligandu na LT~
R, shlukovani LTB-R na bunééném povrchu nebo signalizaci LTP-R, nebo které zpisobi zménu
v tom, jak je signal drahy LTB-R interpretovan v bufice. Cinidlo blokujici LTB-R, které piisobi
v kroku vazby ligand-receptor, inhibuje vazbu LT ligandu na LTB-R alespoii o 20 %. Pfiklady
Zinidla blokujiciho LTB-R zahmuji rozpustné molekuly LTB-R-Fc a protilatky anti-LTa, anti-
LTP, anti-LTe/p a anti-LTB-R. Vyhodné& protilatky nereaguji kii2ové se secernovanou formou
LTa.

Termin ,,biologicka aktivita LTB-R* znamen4 1) schopnost molekuly LT-B-R nebo jejich deri-
vt soutézit o rozpustny nebo povrchovy LT ligand vaZici se k rozpustné nebo povrchové mole-
kule LT-B—R, nebo 2) nativni aktivitu LT-f jako je schopnost stimulovat regulaéni imunitni
odpovéd’ nebo obecng cytotoxickou aktivitu.

Termin ,,LT ligand“ znamen4 heteromericky komplex LTe/P nebo jeho derivit, ktery se specific-
ky vaZe na receptor LTP.

Termin ,,vazebni doména LTB-R ligandu® popisuje &ast nebo &asti LTP-R, které se G&astni spe-
cifického rozpoznani a interakce s ligandem LT.

Terminy ,povrchovy LT* a ,povrchovy LT komplex“ oznaduji komplex, skladajici se z pod-
jednotky LTa a podjednotky LTP vazané na membranu, mutovanych, pozménénych a chimeé-
rickych forem jedné nebo vice podjednotek, kteryZ to komplex je prezentovan na povrchu buiiky.
+Povrchovy ligand LT“ znamena povrchovy LT komplex nebo jeho derivat, ktery se specificky
vaze na receptor LTp.

Termin ,.subjekt* zde znamena zvite nebo jednu & n&kolik bun€k pochazejicich ze zvifete.
Vyhodné je zvite savcem. Buiiky jsou v jakékoliv formé, véetn, ale ne vyluéng, bunék obsaze-
nych ve tkani, shiuku bungk, imortalizovanych, transfekovanych nebo transformovanych bunék,
a také bunék pochazejicich ze zvifete, které bylo fyzikilné nebo fenotypové zménéno.

Jak jiz bylo zminéno vy3e, transformace B bun¢k vede ke vzniku lymfomi, a transformace B
bun&k pochézejicich z germinalnich center, specializovanych struktur vyskytujicich se v lymfa-
tickych uzlinach a ve slezin& v oblastech bohatych na B buiiky, vede ke vzniku lymfomi nazy-
vanych folikuldri lymfomy. Germinaini centra B bun&k vyZzaduji specifické prostfedi pro dozra-
véni a proliferaci dendritické buiiky poskytuji jak antigen tak i v&tSinou specifické signaly pro
B buttky germinalnich center, které spou§téji dozravani, prezivani a proliferaci bunék. Studie na
SJL my$ich, které spontdnné vytvafeji sarkomy retikularnich bunék (RCS, pivodni nizev tohoto
druhu nadori) poskytly transplantovatelné bun&éné a také in vitro tinie bunék RCS (CRCS), které
jsou vhodné jako model pro zkoumani interakce mezi hostitelem a nadorem (**). Tyto RCS
vznikaji dasto v LN my3i SJL, jsou heterogenni a obsahuji rizné typy hematopoetickych bunék.
Vyznamné ditkazy ukazuji na to, e tyto lymfomy pochizeji z germinalnich center a pro své
prezivéni a proliferaci vyZaduji rizné signaly nebo faktory poskytované hostitelem (*%). Moznost
ménit tyto signaly nezbytné k ptezivani poskytuje prostfedek, jak kontrolovat rist téchto nadord.

Jeden typ bunék, které se nazyvaji folikularni dendritické busiky (FDC), méa rozhodujici vyznam
pro vytvafeni a funkci germinalnich center. M4 se za to, Ze na pfezivani a udrzovani germinal-
nich center B bunék se podileji mnohé faktory. Zejména Eleny rodiny TMF cytokinil, které jsou
signélnimi ligandy na buné&ném po-vrchu, se na tom podileji jak ze strany B bunék, napt. CD40,
tak ze strany FDC, napf. receptory TNF a lymfotoxinu (LT). Mysi s deficitni LT nebo TNF osou
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maji take defektni FDC a tudiZ postradaji germindlni centra ('). Osa TNF je kriticka pro vyvoj
FDC, i kdyZ zfejmé existuji i ,,downstream* funkce. Osa LT se zd4 byt vice kriticka pro udrzo-
vani FDC ve funkénim stavu. Systém LT zahmuje signalizaci z riznych lymfocytl pozitivnich na
ligandy na bufiky pozitivni na receptory, které jsou pravdépodobné derivéty jinych bunék nez
kostni dfené, napf. derivaty FDC, aby se FDC udrzely v pIné funkénim stavu. Plivodce vynalezu
zjistil, ze zablokovani této signalni drahy, bud’to napf. protilatkami k LT ligandiim nebo rozpust-
nym fiznim proteinem receptor-imunoglobulin, vede ke ztrat€ zralych FDC (Mackay a
Browning, 1998, Nature V. 395, 26-27). Kromé toho inhibice LT drahy vede ke ztraté tvorby
germinalnich center a k ur¢ité desorganizaci sleziny ().

Piivodee piedkladaného vynalezu poprvé publikoval v této piihlasce, Ze inhibitory LT drahy rusi
interakci mezi B buitkami folikularniho lymfomu a jejich okolim, tj. FDC, a vedou ke zpomaleni
nebo zastaveni riistu nadort. TudiZ takové inhibitory jsou uZite¢né k lé¢eni téchto apornych
nadord v primarni terapii nebo k doplnéni konvenéni chemoterapie. Specificky, i kdyz v oboru
byla znama domnénka, Ze aktivace LT drdhy by se mohla vyuZit v nddorové terapii, pivodce
prekvapive zjistil, Ze pfechodné zablokovani LT drihy vede ke zpomaleni nebo zastaveni ristu
nadott jako jsou napf. folikularni lymfomy.

V SirSim smyslu se predkladany vynalez tyka pripravki k lééeni nadori nebo lymfomd, konkrét-
né folikularniho lymfomu, tim, Ze se subjektu podava a¢inné mnoZstvi pfipravku, ktery inhibuje
LT drahu. Takovy pfipravek miize obsahovat rozpustny LTP receptor, filzni protein obsahujici
LTPR-R, protilatky proti LTB-R a protilatky proti LT ligandim. Takové inhibujici pfipravky
vyhodné obsahuji farmaceuticky pfijatelny nosig.

Subjektem je vyhodné savec, nejvyhodnéji &lovék.

Pfipravek podle vynéalezu se podava subjektu, dokud neni patrny lstup nebo zastaveni ristu
nadoru. Doba Ié&eni je tedy velmi proménliva a miZe byt od nékolika tydni po nékolik mésicu,
v nékterych piipadech i znacné delsi. Odbornik je schopen uréit, kdy doslo k Ustupu nebo zasta-
veni ristu nadory, a lze k tomu uZit jakoukoli v oboru znamou metodu. PouZiti markeri FACS
k rozdéleni B lymfom( se znalné zlepiilo a lze- olekavat, Ze lymofomy jistych subtypl bude
mozne zvladat terapii pomoci pfipravkd podle pfedkladaného vynalezu.

Je pravdépodobné, Ze také dal3i regulaéni molekuly imunitniho systému, jako jsou napf. ostatni
¢leny rodiny TNF, se podileji na udrzovani architektury organit imunitniho systému a tudiz
pfispivayi k vytvafeni prostfedi vhodného k proliferaci lymfomd. Tudiz kombinovéni inhibice LT
drahy s daldimi drahami mazZe byt GEinnym prostfedkem k lé¢eni nékterych subjektd. Tak napf. je
mozné uzit inhibitord LT drahy v kombinaci napf. s ¢inidiem blokujicim CD40/ligand CD40
dréahu. MiiZe to byt jakékoliv &inidlo blokujici tuto drahu, tedy napf. protilatky, rozpustné ligandy
nebo receptory. Je vyhodné podavat protilatky proti ligandu CD40 v kombinaci s inhibitory LT
drahy. Pokud se poddva vice nez jedno &inidlo blokujici dréhu €leni TNF rodiny, pfipravky je
mozné podavat v podstaté soudasné, nebo stéidavé, jedno &inidlo po druhém. Odbornik snadno
ur¢i nejucinnéjsi zphsob pro léceni konkrétniho pacienta v zavislosti na nadoru, jaky je 1é¢en a
stavu pacienta.

Konvenéni chemoterapeutické protokoly se mohou uzit k eliminaci zbytkid nadoru po pfipravky
podle predkladaného vynalezu, nebo je 1ze v n&kterych piipadech pouzit soutasné nebo také pred
pripravky podle vynalezu. Inhibitory LT drahy lze uZit k zastaveni ristu lymfomd pted tim, nez
se nastoupi konven¢ni chemoterapeuticky rezim. Je pravd&podobné, Ze ztrata signali podporuji-
cich rist a/nebo pFeZivani zpisobi, ze lymfom se stane citlivéjsi k chemoterapeutickym ¢inidlm,
a tudiz je vyhodné podavat inhibitory LT drahy pted podavanim tradi¢nich chemoterapeutickych
¢inided. '
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Piiklady provedeni vynalezu

Pfiklad ]
Lé¢eni nadord SIL RCS inhibitory LT drahy redukuje LN/velikost nadoru

Mysi SIL byly lé&eny bud'to 3 dny pred transplantaci nidoru (D-3), nebo v dobé transplantace
(D0) a nebo 3 dny po transplantaci (D3) podanim 0,3 a2 0,4 mg fuzniho proteinu mysi LTBR-
higG1 intraperitonealnim zpiisobem. Transplantace nadoru byla provedena v podstaté jak bylo
popsano v (). 5 x 10° bungk RCS zbavenych T bungk bylo iv injikovano a ponechano, aby se
usadilo v orgénech a zadalo riist. Po 5 az 7 dnech mesenterialni, brachialni a axilarni LN byly
vyjmuty a byla stanovena jejich hmotnost a vyjadfena jako procento celkové télesné hmotnosti.
Tabulka 1 ukazuje, Ze velikost uzlin byla sniZena ve vSech pokusech. Velikost sleziny byla také
snizena v jednom ze 3 pokusd, ale toto sniZeni nebylo velké. SniZeni hmotnosti LN bylo 50%
s jedinym podéanim a 80 az 90 % pfi nékolikanasobném podani.

V jiném provedeni vynalezu je potfeba podavat inhibitory LT drahy soudasné s radia¢ni terapi,
nebo pied a nebo po této terapii. Odbornikovi je piitom ztejmé, Ze vyhodné terapie je zaloZena na
posouzeni individualnich charakteristik jako je stav pacienta a typ nadoru, ktery je lécen.
Inhibujici protilitky anti-LTB-R a jina &inidla blokujici LTB-R !ze identifikovat zpisobem,
ktery byl jiz diive popsan (v soudasné projednavané pfihlasce USA &. 03/378 968).

Tabulka 1

Inhibi¢ni G¢inek LTBR-Ig na rist RCS u normélnich my3i SJL

Injikevani my3:1 Hmotnost D Hmotnost P
(den:davkxa v mg) [LN * (n) sleziny °?

Experiment 1

kontrolni hulgG [2,70%0,37(7) 3,18%0,37(7)
(utraceny D3)
aLTPR-Ig° 1,42£0,15(4) |< 0,001 [3,29+0,18(4) |NS ©

(DO,+3:0,4, 0,3)
Experiment 2

kontrolni huIlgG |3,35z0,21(3) 4,04%0,34(3)
(utraceny D7)
mLTRR-Ig 2,37=0,24(4) |0,0024 |3,04%0,19(4) {0,004

(DO, +3:0,3, 0,2)
Experiment 3

kontrelni hulgG |2,34%0,11(5) 2,93%0,57(5)
{utracerny D6)

aLTAR-Ig 1,10=0,38(3) 10,0024 |2,27+£1,39¢(3) (NS
(D-3:0,4)

mLTBR-Ig 0,75%0,02(3) |<0,000% }3,95£0,53(3) |0,046T
(D-3,0:0,4, ©0,3)

mLTBR-Ig 0,92%0,10(3) |<0,0001 |3,25+0,1(3) (NS
{D0:0,3)
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Hmotnost organu je vyjadiena v procentech celkové télesné hmotnosti. Hmotnost LN bez
1é€eni je typicky 0.5 % télesné hmotnosti.

NS = neni vyznamny

°  mLTPR-Ig je fazni protein extracelularni domény L.TPR a Gsekd CH2 a CH3 higGl

Cinidlo blokujici LTB-R podie jednoho provedeni tohoto vynalezu obsahuje rozpustnou moleku-
lu LTP receptoru. Sekvence extracelularniho Gseku lidského LT-B-R, uvedena zde jako sekvence
id. €. 1, koéduje doménu vazici ligand. Na zakladé znalosti sekvence id. ¢, | a vyuZitim postupl
rekombinantni DNA v oboru dobfe znamych, je mozné klonovat funkéni fragment domény vaza-
Jici ligand do vektoru a pak exprimovat ve vhodné hostitelské burice, a tak pfipravit rozpustnou
molekulu LTP-R.

Rozpustné LTP receptory obsahujici sekvenci aminokyselin uvedenou v sekvenciid. &. 1 se
mohou pripojit k jedné nebo vice heterologni proteinové doméné (,,fizni doméné*), aby se zvysi-
la in vivo stabilita receptorového fuzniho proteinu, nebo aby se modulovala jeho biologicka akti-
vita nebo lokalizace.

Vyhodné jsou pouzity k vytvofeni receptorovych faznich proteini stabilni plazmatické proteiny,
které maji typicky polocas ob&hu vétsi nez 20 hodin. Takové plazmatické proteiny jsou napf. (ale
vyCet neni omezujici) imunoglobuliny, sérovy albumin, lipoproteiny, apolipoproteiny a trans-
ferrin. Sekvence, které zaméfi rozpustnou LTP-R molekulu do urgitého bunééného nebo tkano-
vého typu, se mohou také pipojit k doméné vézajici ligand, aby se vytvofil specificky lokalizo-
vany rozpustny fazni protein LTB-R.

Bud’ cely, nebo funkeni tisek z extraceluldrni oblasti LTB-R (sekvence. id. &. 1) obsahujici domé-
nu vazajici ligand, se muze fazovat s konstantnim asekem imunoglobulinu, napf. s Fc doménou
tézkeho fetézce lidského IgG1 (Browning a kol., J. Immunol. 154; 3346, 1995). Rozpustné fuzni
proteiny receptor-IgG jsou vyhodné, jsou obecnd uzivanym imunologickym reagens a zpiisoby
jejich pripravy jsou v oboru dobfe zndmy (viz napf. patent USA 5225 538, ktery je zahrnut
formou odkazu).

Funkéni doména vazajici ligand LTB-R se mize fuzovat s Fc doménou imunoglobulinu (Ig)
odvozeného z imunoglobulinu jiné tfidy ¢i podtfidy nez IgG1. Fc domény protilatek patficich do
odlidnych tid nebo podtfid mohou aktivovat odliné druhotné efektorové funkce. K aktivaci doj-
de, kdyZ se Fc doména navaZe na vhodny receptor. Druhotné efektorové funkce zahrnuji napf.
schopnost aktivovat komplement, kiiZové reagovat s placentou nebo vazat riizné proteiny mikro-
organismil.

Pokud by bylo vyhodné poskodit nebo usmrtit cilové buiiky nesouci LT ligand, lze vybrat zviaste
aktivni Fc doménu (IgG1) pro flzni receptorovy protein. Pokud by bylo Zidouci zacilit fixzni
protein LTB—R—Fc na buiiku, aniZ by se aktivoval komplement, vybere se neaktivni Fc doména
1gG4.

Mutace v Fc doméné, které redukuji nebo zcela eliminuji vazbu na Fc receptor a aktivaci komple-
mentu, byly popsany (Morrison, 5., Annu. Rev. Immunol. 10: 239-265, 1992). Téchto mutaci, at’
uz samotnych nebo v kombinaci, Ize vyuzit k optimalizaci aktivity Fc domén uZitych pro vytvo-
feni fuzniho proteinu LTp-R~Fe,

Riizné aminokyselinové zbytky tvofici spojovaci bod ve filznim proteinu receptor-lg ovliviiuji
strukturu, stabilitu a tedy i konecnou biologickou aktivitu rozpustného LTP receptorového fizzni-
ho proteinu. Jedna nebo vice aminokyselin se maZe pfidat k C-konci vybraného fragmentu LT}
R, a tak lze modifikovat spojovaci bod ve vybrané fuzni doméné.
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Také N—-konec fiizniho proteinu LTB-R se mi%e pozménit tim, ze se méni poloha, ve které je
vybrany DNA fragment LTB-R #t&pen na svém 5°—konci, aby mohl byt vlozen do rekombinant-
niho expresniho vektoru. Stabilita a aktivita kazdého fizniho proteinu LT-B-R se testuje a opti-
malizuje uZitim rutinnich testd a také pomoci testu pro vybér &inidla blokujicich LTB-R, tak jak
je popsan v této pfihlasce.

Na zdklads sekvence LTP-R domény vazajici ligand uvniti extracelulirni domény (sekvence id.
& 1) lze vytvafet rizné sekvenini varianty, aby se modifikovala afinita rozpustného LT-P
receptoru nebo fiizniho proteinu pro LT ligand. Rozpustné molekuly LTB-R podle vynilezu
mohou soutéZit o navazani povrchového LT ligandu s endogennimi receptory LTB-R na povrchu
bungk. Da se pfedpokladat, Ze jakakoliv rozpustnd molekula obsahujici doménu LTB-R vazajici
ligand, ktera sout&i s povrchovymi buné&nymi receptory LTB o navazini LT ligandd, je bloku-
jici €inidlo ve smyslu pfedkladaného vynélezu.

V jiném provedeni tohoto vynalezu protilatky namifené proti lidskému LT receptoru (protilatka
anti-LTB-R) piisobi jako ¢inidlo blokujici LTB-R. Protilétky anti-LTB-R podle predkladaného
vynalezu jsou budto polyklonalni nebo monoklonlni protilétky a lze je modifikovat tak, aby
bylo dosaZeno optimalni schopnosti blokovat signalni drahu LTB-R, jejich in vivo biologickou
dostupnost, stabilitu nebo jiné potfebné znaky.

Polyklondlni protilitkové sérum proti lidskému LT receptoru se pfipravi konvencnim zplisobem
tak, Ze se zvife jako napf. koza, kralik, potkan, kfetek nebo my3 subkutinné injikuje lidskym
faznim proteinem ,LTP receptor-Ig* (viz piiklad 1) v kompletnim Freundové adjuvans, a poté
nasleduje druha (spoustéci) intraperitoneaini nebo subkuténni injekce s neipinym Freundovym
adjuvans. Polyklonalni sérum obsahujici pozadované protilatky se testuje obvyklym imuno-
chemickym zptsobem.

My3i monoklonalni protilatky proti lidskému fiiznimu proteinu LTP receptor—Fc se piipravi tak,
jak bylo popsano v prihlace USA 08/378968. Hybridomova bunéina linie BD.A8.ABY, ktera
produkuje my3i monoklonalni protilitku BDA8 namifenou proti lidskému LTp-R byla uloZena
v American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) v souladu s Budapet'skou doho-
dou dne 12. ledna 1995 pod piistupovym &islem CRL11964, Viechna omezeni dostupnosti pro
vefejnost takto ulozeného vzorku budou zrudena, jakmile bude ud€len patent.

Rozné formy protilatek anti-LTP-R mohou byt pfipraveny standardnimi technikami rekom-
binantni DNA (Winter a Milstein, Nature 349: 293-299, 1991). Naptiklad Ize vytvofit ,.chimé-
rické“ protilatky, ve kterych jsou domény vizajici antigen ze zvifeci protilatky spojeny s lidskou
konstantni doménou (Cabillya kol., US 4,816,567, Morrison a kol., Proc. Natl. Acad. Sei. US.A.
81: 6851-6855, 1984). P¥i klinickém pouziti bylo pozorovano, chimérické protiltky redukuji
imunitni reakci vyvolanou zvifecimi protilatkami pouZitymi u éloveéka.

Kromé toho se mohou syntetizovat i rekombinantni ,,humanizované protilatky* rozpoznavajici
LTB-R. Humanizované protilatky jsou chimérické molekuly obsahujici vétSinou sekvence lidské-
ho IgG, do nichZ byly vlozeny taseky, odpovidajici za specifickou vazbu s antigenem (napf.
WO 94/04679). Zvifata se imunizuji poZzadovanym antigenem, odpovidajici protilitka se pak
izoluje a odstrani se variabilni Gsek zodpovédny za specifickou vazbu s antigenem. Usek, odvo-
zeny ze zviteci molekuly, zodpovédny za specifickou vazbu s antigenem, se potom klonuje do
vhodného mista v genu lidské protilatky, ze kterého byla odstranéna oblast specificky vaZici anti-
gen. Humanizované protilatky minimalizuji uZiti heterolognich (mezidruhovych) sekvenci v lids-
kych protilitkach, a tudi? s mnohem men3i pravdépodobnosti vyvolavaji neZidouci imunitni
odpovéd’ odetiovaného.

Rizné tiidy rekombinantnich protilatek proti LTB-R se mohou konstruovat jako chimérické nebo
humanizované protilitky obsahujici variabilni domény protilitek anti-LTB-R a lidskych kons-
tantnich domén (CH1, CH2, CH3) izolovanych z riznych tiid imunoglobulind. Tak napf. proti-
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latky anti-LTP-R-IgM se zvySenou valenci mist vazajicich antigen lze pfipravit metodami
rekombinantni DNA tak, Ze se klonuje misto vdzajici antigen do vektoru, ktery obsahuje kons-
tantni oblast lidského T—fetézce (Arulanandam a kol., J. Exp. Med.. 177: 1439-1450, 1993, Lane
a kol., Eur. J. Immunol, 22: 257378, 1993, Traunecker a kol., Nature 339: 68-70, 1989).

Navic Ize uzit standardni techniky rekombinantni DNA, aby se zménila afinita vazby rekombi-
nantnich protilitek s antigenem, a to tim, Ze se zm&ni aminokyseliny sousedici s vazebnym mis-
tem. Afinitu k antigenu u humanizovanych protilatek lze zvy$it mutagenezi zalozenou na mole-
kularnim modelovani (Queen a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10 029-10 033, 1989,
WO 94/04679).

MuZe ,byt také tfeba zvysit nebo sniZit afinitu protilatek anti-LTP-R k LTB-R podle typu cilové
tkané nebo v zdvislosti na predpokladaném Iédebném postupu. Tak napf. z profylaktickych
divodu miZe byt vyhodné oSetfovat pacienta tak, Ze se pouzije konstantni hladina anti-LT§-R se
snizenou schopnosti prenaset signal v signdlni draze LTB-R. Inhibi&ni anti-LTB-R se zvySenou
afinitou k LTB-R mohou byt zase vyhodné pro kratkodobé o3etfovani.

Protilatky anti-LTB-R jako ¢inidlo blokujici LTB-R

Protilatky anti-LTB-R, které piisobi jako &inidlo blokujici LTP-R, se mohou selektovat testova-
nim jejich schopnosti inhibovat LTB-R indukovanou cytotoxicitu pro nadorové buitky. Testovani
jinych protilatek namifenych proti lidskému LTP receptoru rutinnimi metodami nebo testy zde
popsanymi lze identifikovat dal$i anti-LTB-R protilatky, které pisobi jako &inidlo blokujici
LTP-R u &lovéka.

K dal3imu vyhodnému provedeni pfedkliadaného vynalezu patfi pfipravky, které obsahuji proti-
tatky namifené proti LT ligand, které piisobi jako ¢inidlo blokujici LTB-R. Jak bylo jiz vyse
popsano pro protilatky anti-LTP-R, protilitky anti-LT ligand, které piisobi jako &inidlo blokujici
LTB-R, mohou byt jak monoklonalni tak polyklonalni protilatky a mohou byt rutinnimi postupy
modifikovany, aby se modulovaly jejich vazebné vlastnosti pro antigen a jejich imungenicita.

Protilatky anti-LT podle ptedkliadaného vynalezu mohou byt namifeny individualng proti jedné
ze dvou podjednotek LT, a to véetn&, rozpustnych, mutovanych, zm&nénych nebo chimérickych
forem LT podjednotek. Pokud se uZije podjednotek LT, je vyhodné, kdyz jsou to LTP pod-
Jednotky. Pokud se uziji LT-o podjednotky, je vyhodné, kdy2 se vysledné anti-LTa protilatky
vazi s povrchovy—m LT ligandem a nereaguji kiiZové se secernovanym LTao ani nemoduluji
aktivitu TNF-R.

Alternativné se mohou pfipravit protilatky namitené proti homomerickym (LTP) nebo hetero-
merickym (LTe/p) komplexiim, sloZenym z jedné nebo vice LT podjednotek, a pak testovat na
aktivitu blokujici LTB-R. Vyhodng je jako antigen uZit komplex LTal/B2. Jak bylo jiz zminéno
vyse, je vyhodné, kdyz se vysledné anti-L.Tal/B2 protilatky vazi s povrchovym LT ligandem a
nereaguji kiizové se secernovanym LTa ani nemoduluji aktivitu TNF-R.

Produkce polyklondlnich protitidskych protilitek LTo. je popséna v jiz podané patentové piihlas-
ce piivodce WO 94/13808. Také monoklonaini protildtky anti-LTo a anti-L TP byly publikovéany
{Browning a kol., J. Immunol. 154: 3346, 1993).

Pfipravky podle vynalezu

Pfipravky podle vynalezu obsahuji jakékoliv slou¢eniny, které blokuji interakci LTP s receptorem
LT a tudiz inhibuji signalni dréhu LT. Ke slou¢eninam anti-LT patii jak polyklonalni protilatky
tak moneklonalni protilatky (mAb), a také derivaty protilatek jako jsou chimérické molekuly,
humanizované moiekuly, molekuly s redukovanou efektorovou funkei, bispecifické molekuly a
konjugaty protilatek.
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Predkladany vynélez zahrnuje i molekuly anti-LTB a anti-LTB receptor jinych typd, jako jsou
iplné protilitkové fragmenty Fab, F (ab"), fragmenty, Gseky Vi nebo useky Fy, jednofetezcové
protitatky (viz napf. WO 96/23071), polypeptidy, fizni konstrukty polypeptidd, flize receptoru,
malé molekuly jako napf. malé semi—peptidové slouceniny nebo slouceniny jiné nez peptidy,
které jsou schopné blokovat LT drahu.

Riizné formy protilétek je moiné ptipravit standardnimi technikami rekombinantni DNA (Winter
a Milstein, Nature 349: 293-299, 1991). Napf. je moZné konstruovat takové chimérické proti-
latky, kde vazebna doména pro antigen z protilatky zvifete je spojena s lidskou konstantni dome-
nou (Cabilly et al., patentové ptihladka USA 4 816 567). Chimérické protilatky redukuji pozoro-
vanou imunitni odpovéd’ vyvolanou zvifecim protilatkami, kdyz jsou pouZity v klinickych aplika-
cich pro lidské pacienty.

Kromé toho se mohou syntetizovat rekombinantni humanizované® protiltky. Takoveto humani-
zované protilatky jsou protilatky, pvodné ziskané ze savce jiného neZ ¢loveka, kde byly metody
genové inzenyrstvi vyuZity k nahrazeni nékterych nebo viech aminokyselin, které nejsou nutné
pro vazbu antigenu aminokyselinami z odpovidajicich Gsekd lehkého nebo t&zkého fetézce lids-
kého imunoglobulinu (chiméry obsahuji hlavng sekvence 1gG, do nichz byly vioZeny useky zod-
povédnych za specifickou vazbu antigenu, viz napf. mezinirodni patentova piihlaska
WO 94/04679). Zvifata se imunizuji pozadovanym antigenem, pak se izoluje ptisluind protilitka
a odstrani se z ni &ast variabilniho Gseku zodpov&dna za specifickou vazbu antigenu. Usek véza-
jici antigen ze zvitete se pak klonuje do vhodného mista genu lidské protilatky, ze kterého byl
odstranén tsek vézajici antigen. Humanizované protilatky minimalizuji pouZiti heterolognich (tj.
mezidruhovych) sekvenci v lidskych protilatkéch, které pak s mensi pravdépodobnosti vyvolaji
imunitni odpovéd’ u 1é¢eného pacienta.

Podle predkladaného vyndlezu jsou také uZitetné protilitky primatd nebo tzv. ,,primatizované®
protilatky.

V pripravcich podle predkladaného vynalezu se mohou také uZit protilitkové fragmenty nebo
univalentni protilatky. Univalentni protilatky obsahuji dimer ,tézky fetézec/lehky fetézec™ vaza-
ny k aseku Fc (tzv. stonku) druhého tézkého fetézce. Useky Fab jsou takové dseky obou fetézed,
které jsou ptiblizné shodné nebo analogické se sekvencemi obsahujicimi vétvici se dsek tvaru y
t&zkého fetdzce a celé lehké Fetdzce, a které dohromady (jako agregaty) vykazuji protildtkovou
aktivitu. Protein Fab obsahuje agregaty jednoho t&2kého a jednoho lehkého Fetdzce (vieobecné
znamé jako Fab’) a také tetramery, které odpovidaji dvouramennym segmentiim protilatky tvaru
Y (vieobecnd znamé jako F(ab),), at uZ jsou kovalentné i nekovalentné agregovany, pokud jsou
agregaty schopny selektivni reakce s konkrétnim nebo rodinou antigend.

Kromé toho lze pouZit standardni techniky rekombinantni DNA pro zménu vazebné afinity
rekombinantnich protilatek s jejich antigeny tim, Ze se zméni zbytky aminokyselin v blizkosti
vazebného mista pro antigen.

Subjekty

Subjekty, pro které je urden pfipravek podle predkladaného vynalezu, trpi folikulirnim tymfo-
mem.

Zptisoby podavani

Ptipravky podle predkladaného vynalezu mohou byt podavany jakymkoliv zplisobem, ktery je
lékaisky piijatelny. K takovym zpiisobiim podévéni patfi injek&ni parenteralni podavani, a sice,
intravendzni, intravaskulani, intraarteridlni, subkutanni, intramuskuldrni, intraperitonealni, intra-
tumorové, intreperitonealni, intraventrikularni, intraepiduralni. jsou také vhodné dal8i zpisoby
jako je peroralni, nazalni, oftalmicky, rektalni nebo topicky. Lékové formy s prodiouZenym uvol-
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iovdnim lé¢iva jsou zvlasté vyhodné, napf. depotni injekce. Neékteré formy ¢inidel blokujicich
LT mohou byt vhodné pro peroralni podava a mohou byt formulovany do suspenzi nebo pilulek.

Davkovani a frekvence podavani

Velikost davky a frekvence davek konkrétni slougeniny poddvané pacientovi k lédeni urcité
nemoci posoudi oSetfujici Iékaf na zikladé celé Fady faktori. Obecné davkovani je stanoveno
v klinickych testech, které zahrnuji extenzivni experimenty ke stanoveni prospéiného Ucinku a
vedlejich nezadoucich uginki pfi riznych davkach pacientovi. Ale i kdyz takovéto doporudeni
existuje, oSetfujici Iéka Casto méni takové davkovani na zakladé dvahy tykajici se pacientova
véku, zdravotniho stavu, hmotnosti, pohlavi a piipadné soucasné léSby jinymi pfipravky. Stano-
veni optimiIni davky konkrétniho pfipravku blokujiciho LT k léeni folikularniho lymfomu je
tedy v kompetenci odbornika v oboru mediciny a farmacie.

Obecné je frekvence ddvek stanovena oSetfujicim Iékafem, a mize jit o jednotlivou davku nebo
opakované davky, bud'to denné nebo v intervalech 2 aZ 6 dnd, tydne, dvou tydnii nebo mésice.

Pti kombinované terapii podle pfedkladaného vynalezu se uZivaji k 1é8eni folikularniho tymfomu
Jjiné piipravky nebo prostfedky zaméfené na takovy lymfom, jako je ozafovani, chemoterapie a
Jjiné zplisoby lé¢eni adbornikim znamé,

Slougenina blokujici LT podle pfedkladaného vynilezu se pacientovi podéva jako farmaceuticky
ptipravek, ktery obsahuje farmaceuticky ptijatelny nosi¢. Tento nosi& je pro pacienta netoxicky a
inertni v koncentracich nutnych pro Gcinek blokujici sloudeniny nebo jiné u&inné latky, takze
vedleji acinky noside nijak neoslabuji pisobeni Gi¢inné latky. Pfipravek miZe obsahovat i dalsi
kompatibilni latky, coz znamena takové sloZky, které jsou schopny miseni se slouéeninou bloku-
Jici LT, aniZ by doslo k podstatnému sniZeni terapeutickou (¢innost lé¢iva. P¥ipravky podle pied-
kladaného vyndlezu vhodné pro perordlni podavani mohou byt v podob& oddélenych jednotek
Jako jsou tobolky, tablety, pilulky pastilky a papirové sa¢ky, obsahujici pfedem stanovené 0¢inné
tatky v podobg prasku nebo granulatu, nebo jako liposomy, suspenze ve vodné nebo jiné kapaling
jakozto sirup, nebo elixir, emulze nebo vytazek.

Ptipravek podle pfedkladaného vyndlezu miZe byt v nadobce, kterd zajist'uje sterilitu a ochrafiuje
aktivitu 0¢inné litky po dobu distribuce a skladovani a sou¢asné umoziuje pohodlny a Géinny
zplisob podani pfipravku pacientovi. Slougeniny blokujici LT formulované pro injek&ni poddvani
mohou byt doddvany v uzaviené lahvi¢ce vhodné pro odebrani obsahu pomoci injekéni stiikacky
s jehlou. Takova lahvitka je bud'to pro jedno nebo pro opakované pouZiti. Pripravek se mize
dodavat také ve formé pfedem naplnéné injeké&ni stfikacky. V nékterych piipadech je piipravek
formulovén jako kapalny, jindy v suchém nebo lyofilizovaném stavu a vyzaduje rekonstituci
standardnim nebo soutasné doddvanym fedidlem. Pokud se ptipravek dodava jako kapalny
pfipravek pro intravendzni podavani, miZe byt v sterilnim vaku nebo kontejneru vhodném
k napojeni na soupravu pro intravenozni poddvéani nebo katetr. V ptipadg, Ze se blokujici slou-
Cenina podava v peroralni formé jako tablety nebo pilulky, je ve sklenéné lahvi/kontejneru
s odnimatelnym uzivérem. Kontejner je oznaten udaji jako je jméno sloudeniny, o kterou se
jednd, jméno vyrobce nebo distributora, indikace, ddvkovani a dal3i instrukce pro vhodné sklado-
vani nebo podavani.
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Seznam sekvenci

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SKVENCE:
(A) DELKA: 197 aminokyselin
(B) TYP: aminokyse¢liny
(C) TYP VLAKNA:
(D) TOPOLOGIE: lineami

(i) TYP MOLEKULY: peptid

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 1:

R 3 8
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Ser Gln Pro Gln aAla Val Pro Pro Tyr Ala Sexr Glu Asn Gln Thr Cys
1 5 10 15

Arg Asp Gla Glu Lys Glu Tyr Tyr Glu Pro Gln His Arg Ile Cys Cys
29 25 30

Ser Arg Cys Pzo Pro Gly Thr Tyr Val Ser Ala Lys Cys Ser Arg Ile
35 40 a2

Azg Asp Thr Val Cys Ala Thr Cys 2la Glu Asna Ser Tyr Asn Glu His
50 55 &0

Trp Asn Tyr Ley Thr Ila Cys Gla Leu Cys Arg Pro Cys Asp Pro Val
5 70 73 80

¥at Gly Leu Glu Glu Ile Ala Pro Cys Thr Sar Lys Arg Lys Thr Gln
BS 30 S

Cys Azg Cys Gln Pra Gly Mer Phe Cys Ala Ala Trp Ala Leu Glu Cys
100 108 110

Thr His Cys Glu Leu Leu Ser Asp Cys Pro Pro Gly Thr Glu Ala Glu
115 120 125

Leu Lys Asp Glu Val Gly Lys.Gly hsn' Asn His Cys Val Pro Cys Lys
130 118 140

Ala Gly His Phe 6ln Asx Thr Ser Ser Pra Ser Al Azg €ys Gln Pro
163 150 154 ida

His Thx Arg Cys Glu As3d Oln Gly Leu Val Glu Ala Ala Pro Gly Thr
‘168 170 17§

Ala Gin Se¥ Asp Thr Thr Cys Lys Asn Pre Leu Glu Pro Leu Pro Pro
180 185 190

Glu Met Sa&r Gly Thr
138

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti kompozice, kterd inhibuje interakci mezi LT-P a jeho receptorem, pro vyrobu farma-
ceutického pfipravku k zastaveni nebo zpomaleni rozvoje, zavaZnosti nebo piisobeni nadoru u
pactenta s folikuldrnim lymfomem.

2. Pouiiti podle naroku 1, kdy se kompozice nebo inhibitor interakce mezi LT-P a jeho recep-
torem podéva pacientovi.
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3. Poutiti podle naroku 2, kdy pacient je 1é%en ozafovanim nebo transplantaci kostni dfené.

4. Poutziti podle naroku 2 nebo 3, kdy se pacientovi podéva v kombinaci alespoii jeden chemo-
terapeuticky ptipravek a/nebo inhibitor jiné TNF drahy.

5. Pouziti podle naroku 4, kdy TNF draha je CD40/ligand CD40 dréha.

6. Pousiti podle niroku 4 nebo 5, kdy inhibitor TNF drahy je protilatka anti-CD40 ligand.

7.  Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokd 1 az 6, kdy ptipravek a/nebo inhibitor interakce mezi
LT-B a jeho receptorem je vybran ze skupiny, kterou tvofi rozpustny LT-p receptor, protilatka
anti-LT—a, protilatka anti-LT—P a protilatka anti-LT-B-R.

8. Poutiti podle niroku 7, kdy slougenina nebo inhibitor je rozpustny LT-P receptor, ktery
obsahuje ligand vazajici doménu, kterd s¢ selektivné vaze k povrchovému LT ligandu, a dale

obsahuje F¢ doménu humanniho imunoglobulinu.

9. Pouziti podle naroku 7, kdy anti-LT-B-R protildtka je monoklonalni protilatka, humanizo-
vana a/nebo chimérické protilatka.

10. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 2 aZ 9, kdy pacientem je savec.

11. Pouziti podle naroku 10, kdy pacientem je ¢lovek.

Konec dokumentu
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