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Pouzitie latok potlacajucich LTBR-sprostredkovanu aktivaciu

Oblast techniky

PredloZzeny vynalez sa tyka pouzitia latok, ktoré potlacaju LTBR-
| sprostredkovanu aktivaciu, na pripravu cytostatickych a zépal—inhibujﬂcich lieCiv na

prevenciu zapalov, autoimunitnych ochoreni a rastu nadorov.

Doterajsi stav techniky

Membranovy protein lymfotoxin-B (Browning a kol., Cell. Vol. 72, 847 — 856,
1993) viaZe v homomérnej a heteromérnej forme ku specifickému lymfotoxin-f3
receptoru (LTBR) (Crowe a kol., Science Vol. 264, 29. april 1994, 707 — 709).

Browning a kol. (J. Exp. Med. Vol. 183, marec 1996, 867 — 878) uvadzajd,
Ze signalizacia prostrednictvom LTBR systému sposobuje bunkovl smrt niektorych
nadorovych buniek adenokarcinému. Preto navrhuju aktivaciu LTBR ako moznu

protirakovinovu terapiu.

Degli-Esposti a kol. (Journal of Immunology, 1997, 158, 1756 — 1762)
uvadzaji, Ze rast buniek melanomu by mohol inhibovany aktivaciou LTBR

systému. Preto taktiez navrhuju liecenie tuhych nadorov s lymfotoxinom-f.

Naopak, nase vyskumy ukazali, Ze rast nadorov sa mdZe spomalit alebo

- zamedzit potlacenim aktivacie LTBR..

Podstata vynalezu

Predmetom predloZeného vynalezu je preto pouzitie latok, ktoré potlacaju
alebo najmenej zniZuju LTBR-sprostredkovanu aktivaciu, na pripravu
cytostatickych a zapal-inhibujucich lieciv na prevenciu zapalov, autoimunitnych

ochoreni a rastu nadorov.

Pouzitie je predovSetkym vhodné pri akitnych a chronickych zapaloch, ako

je reumatoidna artritida alebo kolitida a tuhé nadory.

Systém LTBR sa méze potlacat pri rozlicnych hladinach.
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Napriklad, expresia LTBR génu sa mozZe potlacit s pouzitim nezmyselnych
(antisense) molekul. Dalsia moZnost Specifického potladenia expresie LTBR génu
spociva v eliminacii mRNA receptora lymfotoxinu-B (LTBR), napriklad Specifickou

hydrolyzou pomocou vhodnych ribozymov.

DalSia moznost potladenia expresie LTBR génu spociva v blokovani
zodpovedajlcej transkripcie signalnych sekvencii, napriklad promotorovej oblasti
LTBR génu.

Inda mozZnost potlacenia aktivacie LTBR systému | spocCiva v pouziti
antagonistov lymfotoxinu-p, t.j. molekul, ktoré si schopné viazat sa ku LTBR, ale
nemozu ovplyvnit iiad'nu' aktivaciu systému receptora. Takéto latky sa daju najst
preskusanim latok, ktoré sa maju testovat v bunkovom testovacom systéme, pokial
ide o ich schopnost zniZovat aktivaciu LTBR systému v pritomnosti pridania

lymfotoxinu-f.

Pozorovalo sa, Ze potlacenie aktivacie LTBR ma vplyv na inhibiciu

angiogenézy nadorov, pricom vykazuje inhibicny ucinok na rast tuhych nadorov.

Z toho dovodu, prevencia aktivacie LTBR s pouzitim vyssie uvedenych

cinidiel je predovsetkym vhodna na inhibiciu angiogenézy nadorov.
Nasledujtice priklady objasfuju predloZeny vynalez.

Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obrazky znazornuju fotografie kontroinych nadorov (horna cast) a nadorov
transfekovanych s inhibitorom LTB-receptora (spodna Cast) na den 2 (Obrazok 2)

a na den 9 (Obrazok 3) po aplikacii nadorovych buniek.

Priklady uskutocnenia vynalezu

Prikiad 1

Nadorové bunky (BFS-1 ) sa transfekovali s fuznym proteinom LTBR a
imunoglobulinom (BFS-LTR). Tento fuzny protein LTBR a imunoglobulin pdsobil

ako inhibitor LTBR. V porovnani sdivym typom nadorovych buniek, tieto



transfekované nadorové bunky vykazovali inhibovany rast nadoru, ak sa zaviedli do

syngénnych mysi (obrazok).
Priklad 2

Ak sa vdruhom pokuse tieto nadorové bunky zaviedli do ligandovo-
deficitnych mysi (t.j. ,double-knockout* mysi, ktoré neprodukuju ani lymfotoxin-alfa
ani lymfotoxin-beta), nezistili sa Ziadne signifikantné rozdiely v raste nadorov
transfekovanych nadorovych buniek, ktoré by boli vySSie ako pri ,divom-type"

nadorovej bunky (obrazok).
Priklad 3
Pozorovanie rastu nadorov u mysi pomocou intravitalnej mikroskopie

Normalne nadorové bunky alebo nadorové bunky, ktoré sa transfekovali
s inhibitorom LTp-receptora (BSF-1-LTBR-IG:Fc) alebo s kontrolnym plazmidom
(p55TNF-receptor-Ig:Fc) sa subkutanne aplikovali mysSiam (C57BL/6) do koZnej
komory a pomocou intravitalnej mikroskopie sa skumal rast nadorovych buniek
alebo angiogenéza. Vznik edému na druhy den po aplikacii nadorovych buniek bol
uz znaéne mensi u zvierat, ktoré dostavali transfekované nadorové bunky inhibitora
LTB-receptora, nez pri kontrole. Zatial o normalne nadorové bunky a nadorové
bunky transfekované s kontrolnym konstruktom vyvolavali vyrazni angiogenézu po
piatich aZz deviatich dfioch a potom rastli obdobne ako néadory, Ziadna
angiongenéza v nadorovej oblasti a okolitych oblastiach koZe sa nepozorovala pri
nadoroch transfekovanych s inhibitorom LTp-receptora. Tieto nadory uz nebudd

rast ani dalej.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie latok, ktoré potlacaju LTBR-sprostredkovanu aktivaciu, na pripravu
cytostatickych a zapal-inhibujucich lieCiv na prevenciu zapalov, autoimunitnych

ochoreni a rastu nadorov.
2. Pouzitie podla naroku 1, kde sa potlaca expresia LTBR génu.
3. PouZitie podla naroku 2, kde sa pouziju LTBR nezmyselné molekuly.
4. Pouzitie podla naroku 2, kde LTBR mRNA sa Specificky hydrolyzuje.

5. Pougitie podla naroku 2, kde sa specificky blokuju LTBR transkripcné signaine

sekvencie.

6. Pouzitie podla naroku 2, kde sa Specificky blokuju transkripéné faktory

posobiace na LTBR transkripcné signalne sekvencie. |
7. Pouzitie podla naroku 1, kde sa pouziju antagonisty LTBR.
8. Pouzitie podla naroku 1, kde sa zachytia endogénne LTBR ligandy.

9. Pouzitie podla naroku 1 na inhibiciu angiogenézy nadorov.
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