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PouZiti &inidla ru8iciho vazbu CD40:CD154 pro p¥ipravu léku

k zabranédni odhojeni S$tépu tkané tvofici inzulin

Tato ptihlé&sdka je pfihlééka castecné pokracovaci
k prozatimni p¥ihla3ce USA 60/050 267 podané 20. Cervna 1997
a k prozatimni prihléd3ce USA 60/077 265 podané 9. Dbfezna
1998. Popis vynalezu =z té&chto pfedchozich pfihla3ek Je

zahrnut formou odkazu v pfedklédané prihl&sce.

Oblast techniky

P¥edkladany vynélez se tykd obecné& potlaceni neZadouci
imunitni odpovédi, zvlaité protiadaptivni imunitni odpoveédi
zprostfedkované T-lymfocyty. Vyndlez se konkrétné& tyka
prevence, léceni, suprese nebo reverze odhojeni
transplantované tkéané nebo transplantovaného orgénu

zpUsobeného imunitnim systémem prijemce.

Dosavadni stav techniky

Transplantace organt mezi dvéma 3jedinci, ktefi nejsou
geneticky identicti, vede viZdy k imunologické rejekci
(odhojeni) organu zpllsobenému mechanismem z&vislym na
T-buiikdch, pokud proces odhojovdni neni omezen podavanim
1é&iv, kterd potlacuji funkce T-bunék.

Nékolik patentad USA, nap¥. ¢&. US 5104858, 5008246
a 5068323, popisuje pouZiti imunosupresivnich léciv
k inhibici odhojeni &tépu (transplantatu). Jinéi konvenéni
¢inidla popsali Suthanthiran et al. (1994, 331, New Eng.
Med. J. 365-376). Jak inhibitory kalcineurinfosfatazy tak




glukokortikosteroidy se wuZivaji klinicky, obé tato agens
zabrafiuji uvolifiovani aktivujicich cytokinl zprostfedkovanému
T-butikami, zv1asté IL-2. AvSak terapie timto typem
konvenéniho agens je nedokonald. Oba typy agens Ucinkuji tak,
e naruduji signalizaci vedenou pfes antigenni receptor
T-bunék (TCR), coZ je jediny medidtor antigenni specifilnosti
T-bun&k, a udinkuji tedy na v8ech T-bunkdch bez rozdilu.
Krom& toho, u&inek té&chto 1lé&iv neni trvaly, takZie preruSeni
lé¢eni obecné vede ke ztraté &tépu. TudiZ pro udrZeni
7ivotaschopnosti &t&pu a jeho funk&ni integraci musi pfijemce
transplantatu trpét nasledky dlouhodobé nespecifické
imunosuprese. K t&mto disledkim pat¥i zvySené riziko infekce

a malignit, a také toxicita, zejména pro citlivé organy

a tkané&, jako Jjsou ledviny, Jjatra a pankreas (slinivka
bridni). |

Transplantace bunék ostruavka (ICT, Islet Cell
Transplantation) maZe  vést k odstranéni hyperglykémii

a k normalizaci metabolické kontroly krevni glukdzy (Ricordi,
Diabetes Reviews 4: 356-369, 1996, Sharp et al, Diabetes 39:
515-518, 1990, Socci et al., Acta Diabetol. 28: 151-157,
1991, Warnok et al., Diabetologia 34: 55-58, 1991, Ricordi et
al., Transplantation 53: 407-414, 1992, Gores et al., Lancet
341: 19-21, 1993, Alejandro et al., Diabetes 46: 1983-1989,
1997) u jedincl, kte¥i maji diabetes mellitus (DM). Dokonce
i v pripadé, Ze neni inzulinova nezavislost, ' podéani
redukované davky exogenniho inzulinu p¥ijemci transplantatu
s funk&énim alloZtépem ostruvkad (bazdlni tvorba c-peptidu
> 1,0 ng/ml) vede k vyborné metabolické kontrole
a normalizaci hemoglobin Alc (HbAlc) (Ricordi, Diabetes
Reviews 4: 356-369, 1996, Sharp et al, Diabetes 39: 515-518,
1990, Socci et al., Acta Diabetol. 28: 151-157, 1991, Warnok
et al., Diabetologia 34: 55-58, 1991, Ricordi et al.,




Transplantation 53: 407-414, 1992, Gores et al., Lancet 341:
19-21, 1993, Alejandro et al., Diabetes 46: 1983-1989, 1997).
V dob& vice neZ 6 let po transplantaci nebyla pozorovéna
hypoglykémie a byly popsény funkéni allo3tépy ostrivka
u pfijemce s autoiminitnim diabetem (Alejandro et al.,
Diabetes 46: 1983-1989, 1997). I ptfes tyto vyznamné pokroky
je 3irokd aplikace transplantace ostruvkd pro kontrolu DM
omezena poZadavkem trvalé generalizované imunosuprese
u pfijemce. Tato omezeni se netykaji jen nebezpeli spojeného
s chronickou imunosupresi, ale také diabetogenniho uCinku
imunosupresivnich 1lé&iv uZivanych v soucasné dobé.

Zminéné omezeni soucasnych terapeutickych postupt
v lé&eni DM stimulovala 3Siroky zajem o vyvoj novych terapii
pro indukci donorové-specifické imunologické tolerance, <imZ
by se vyhnulo pot¥ebé& celoZivotni imunosuprese u prijemce
dtépu. Byly ziskény pocateéni slibné vysledky vV pokusech
s allotranplantacenmi na raznych modelovych systémech
hlodavca. KdyZz byly testovany na preklinickych modelech
velkych zvifat (psi, primati kromé& <&lovéka), wukazaly se
vysledky z modelovych hlodavcl jako velmi Spatné prediktivni
pro ICT ve srovnédni s modely 1lépe vystihujicimi ICT
u ¢lovéka.

Existuje tudiZ potreba zlep3eného nebo ucinné&jsiho
léceni pomoci imunosuprese nebo imuncomodulace u ptijemch
transplantath. 2Zv1&3t& je potfebné takové 1éCeni, které
nevede k vieobecné supresi (pansupresi) T-bunék, tj. léceni,
které nezvy3uje nachylnost pIijemce k malignitédm nebo
oportunnim infekcim. Pfedev3im je v3ak potreba 1éCeni, které
je méné& toxické, neZ soucasné uZivana terapeutickd agens.
Sou¢asn® Jje pot¥eba takového 1lécCeni, které podporuje
dlouhodobou funk&ni integraci 3Sté&pu, tj. integraci, ktera

pretrvava ukonceni 1léceni.




Podstata vynadlezu

Pr¥edm&tem vynalezu je pouZiti imunomodulaéniho ¢Cinidla,
které zmirfiuje protiadaptivni odpovéd T-bunék, aniZ by byla
potfebnd celkovd imunosuprese T-buné&k. Dalsi pfredmét vynéalezu
je imunomodula&ni &inidlo, které podporuje funkéni integraci
tkéanového Stépu, zv1asté tkafového Stépu odvozeného
z ostruvki pankreatu, u pfijemce, =zejména Clovéka. Dalsim
pfedmé&tem vynalezu je imunomodulacni ¢&inidlo, které inhibuije
imunologické odhojeni transplantované tkéané, zejména
transplantovanych pankreatickych ostriivkl nebo Jjiné tkané
tvotici inzulin. Dalsdi pfedmét vynélezu poskytuje
imunomodulad&ni ¢&inidlo, které pferuduje prenos kostimulacniho
signadlu aktivovanym T-bufikdm. Predmé&tem vynalezu je pak
zv145té &inidlo rusici vazbu (pferudovad vazby) CD40:CD145
pro pouZiti k léleni, zvlasté pro pouZiti ke zmirnéni nebo
oddaleni nebo zabran&ni imunologické rejekce (odhojeni)
transplantované tkéne. Dalsim obecnéjsim predmétem
predkladaného vynélezu Jje zlepZeni dostupnosti tkafiovych
§tépn, zvl1as3td tkanovych &téph tvoficich inzulin, tim, Ze
 poskytuje imunomodula&ni p¥ipravek, ktery dovoluje funkéni
integraci cizorodé (nap¥. allogenni nebo xenogenni) tkané
pfijemcem (hostitelem). Dal3im obecnym pfedmetem vynadlezu Jje
zabranéni, zmirnéni, oslabeni nebo légeni diabetes
mellitus (DM).

P¥edkladany vyndlez je zaloZen na objevu, Ze pouZiti
&inidla ru3iciho vazbu CD40:CD154, budto samotného nebo
v kombinaci s jinymi terapeutickymi &inidly, jako Jjsou napt.
imunomodula&ni nebo tolerizadni &inidla (&inidla vytvafejici
toleranci), vede k oslabeni, potlaceni, zabréanéni, zpoZdéni
nebo odstran&ni rejekce transplantované tké&né& produkujici

inzulin, zptsobené protiadaptivni odpov&di imunitniho systému
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hostitele, ani? by byla potfebn& celkovd suprese pIijemcova
imunitniho systému.

Predkladany vyndlez tudiZ poskytuje pouZiti <¢inidla
rudiciho vazbu CD40:CD154 k pripravé terapeutického pIZipravku
a vlastni pt¥ipravky k imunomodulacni terapii u ptijemct
tkafiovych 5t&pl (transplantatd) tvoficich inzulin. Tyto
pripravky lze pouZit v riznym zpusobem (ddle pouZiti podle
vynalezu). Prvni pouZiti podle vynadlezu Je k inhibici
odvrZeni tkafhového &tépu tvoficiho inzulin. Druhé pouZiti
podle vynalezu je k prodlouZeni pfeZivani Stépu u prijemce.
Treti pouZiti podle vynélezu Jje ke zruSeni odvrZeni tké&nového
dtépu. Ctvrté pouZiti je k uchovani funkce tkaniového Stépu.
Paté pouZiti je k obnoveni funkce poSkozeného Stépu. Sesté
pouZiti je k indukci imunologické tolerance ke tké&novému
tépu. V3echna vy3e uvedend pouZiti se tykajil pouZziti c¢inidla
rudiciho vazbu CD40:CD154 (CD40L) k pfipravé 1léku, ktery se
podava pfijemci Stépu. Cinidlo rudici wvazbu CD40:CD154
znamena jakékoliv ¢&inidlo rudici wvazbu CD40 ligand (CD40OL
oznad&ovany také CD154 nebo antigen 5c8, a né&kdy také gp39) ke
svému prot&jsdku, neboli rozpoznavanému receptoru (zde CD40).
Vyhodné& je prerudujicim ¢&inidlem ¢&inidlo blokujici CD154
(CD40L), &imZ se mysli jakékoliv &inidlo, které se vaZe na
CD154 a tim zabrafiuje vazb& nebo rus8i jeho vazbu na
pfisludnay receptor (napt. CD40) . Prikladem ¢inidla
blokujiciho CD154 Jje monoklondlni protilatka, konkrétné
monoklonalni protilatka, kterd md vazebné charakteristiky pro
antigen shodné s monoklonadlni protildtkou 5c8 popsanou
v patentu US 5 474 771, na jehoZ popis se timto odkazujeme.

PouZiti podle predkladaného vynadlezu vySe zminéna jsou
vhodnad pro viechny typy tkéafiovych 3tépu tvoficich inzulin,
jako Je napf; tkai pankreatu nebo pankreatické ostravky

izolované konven&nimi zplsoby. Vynalez Jje tedy uZitelny pro




pouziti v pripadech, Ze p¥ijemcem (hostitelem) Stépu je
savec, vvhodnd primat, nejvyhodnéji <&lovék. Zvlaste je
vynalez vyhodny, pokud prijemce S$tépu trpi nebo je ohroZen
po&kozenim glukbdzového metabolismu, jako napE. pri DM. Darcem
Et&pu je syngenni &len stejného fylogenetického druhu jako Je
pFijemce (tzn. allogenni darce, ktery poskytuje tkanovy
allo3tép) nebo ¢&len odlidného fylogenetického druhu (tzn.
darce Jje xenogenni, poskytuje tkéﬁovy. xenodtép). Pokud se
jako zdroje transplantované tkané uZije xenogenni dérce, je
vyhodné, kdyZ Jje relativné MHC-kompatibilni s ptijemcem,
nap¥. pavian nebo &impanz by byly vyhodnymi dadrci pro
¢lovéka. Vynalez vyhodné& podporuje ujmuti Stépu jakékoliv
jiné tk&n& tvo¥ici inzulin, vcetné populaci izolovanych
fetadlnich nebo dospé&lych B buné&k ostruvkid nebo kultivovanych
B bun&k ostruvkl (bez ohledu na to, zda pochézeji z primarni
kultury nebo imortalizované buné&&né linie). Vynélez‘ je
skute&né& vhodny k tomu, aby podpofil ujmuti 3tépu jakychkoliv
pun&k exprimujicich, indukovanym nebo trvalym zplUsobem,
inzulinovy gen, jako jsou napf. hostitelské bunky pripravené
konvendnimi zpltisoby genového inZenyrstvi. Pfipadné& mbZe Dbyt
tkan tvoFici inzulin fyzicky oddélena od tkédné pIijemce
imunoizolacénim zafizenim.

Ve sv&tle predchoziho popisu Jje Jasné, <Ze vynalez
umozZiiuje obnoveni metabolické kontroly glukézového
metabolismu u savcl, ktefi to pot¥ebuji. Toto obnoveni
spo&ivad v tom, Ze se implantuje tkéid tvofici inzulin savci
a pak se savci podavd <¢&inidlo ru$ici vazbu CD40:CD154,
vyhodn& &inidlo blokujici CD154. Ve vyhodném provedeni
vynéalezu je ¢inidlem blokujicim CD154 monoklonédlni
protilatka, kterd ma antigenné specifické vazebné vlastnosti
jako monoklondlni protildtka 5c8. V prikladném protokolu,

ktery byl ov&¥en testy na velkych zvifatech slouZicich jako




relevantni preklinické modely DM, pfijeti $té&pu je indukovano
podavanim monoklondlni protildtky pfed ICT, po kterém pak
nasledovalo (vyhodn&) alespoii dvé dal3i podédni monoklonalni
protilatky b&hem 2 tydnl po provedeni ICT (tj. po implantaci
tkand produkujici inzulin). Poté, pokud Jje to treba, Je
uchyceni &tépu udrZovéno podavanim monoklondlni protilatky po
jeden mésic (tj. definovadno jako 4 tydny) po ICT. Toto
udrfovani lze opakovat, pokud je to nutné, nebo pokud je to
shleddno rozumnym.

Voliteln& lze zlep$it prijeti 3tépu soucasnym podavanim
toleriza&niho ¢&inidla (&inidla vyvolévajiciho toleranci)
savci, &imZ se mysli jakékoliv &inidlo, které udriuje Stép po
ukonceni imunomodulacni nebo imunoisupresivni 1é&by.
Pfikladem tolerizadniho &inidla je tka&idl kostni dfené&, nebo
populace bunék odvozenych z kostni dfené&, kteréito bunky jsou
MHC-kompatibilni s tkahovym 3tépem (tj. s tkéni produkujici
inzulin). Vyhodn& je kostni dfefi nebo buitiky kostni dfené
syngenni s darcem (donorem) nebo zdrojem tkané produkujici
inzulin. Dlouhodobé preZivéani tolerizac¢niho ¢inidla
v prfijemci 3t&pu &ini tudiZ z p¥ijemce imunologickou chiméru,
tj. stav projevujicil se donorové&-specifickou imunologickou
toleranci. Populace hematopoetickych bunék CD34(+) odvozenych
z kostni dfené (kmenovych  bunék) je zv1asté vyhodné
toleriza&ni &inidlo. Daldim zvl1a3té vyhodnym tolerizalnim
ginidlem je populace kmenovych bun&k s fenotypem CD40 (-) na
buné&céném povrchu.

Dal3i aspekt predkladaného vynadlezu poskytuje zplsob
detekce poSkozeni metabolické kontroly glukbézového
metabolismu u savci. Tento zplsob Jje dostatedné& citlivy
k tomu, aby odhalil subklinické (nap¥. kryptické nebo
asymptomatické, tj. skryté ¢&i Dbez priznakll)) poSkozeni

metabolismu glukézy v krvi, nap¥. u savce, Xktery Je ohroZen




vyvojem DM nebo ktery je ohroZen pocatecnim stadiem odhojeni
implantované tkané& tvofici inzulin. Zplsob spofiva v tom, 2ze
se hodnoti hladina glukézy ve vzorku krve, odebrané savci
alespoii 1 hodinu a ménd neZ 6 hodin (vyhodn& 2 hodiny) po
tom, co savec stravil 3jidlo. M& se za to, Ze savce ma
posdkozeny glukézovy metabolismus, kdyZ Je obsah glukdzy
v postprandidlnim (PPD) vzorku 150 mg/dl nebo vy33i (tj.
pFfesahuje 150 mg/dl). Spolehlivost metody se zvy$i, kdyZ se
odeberou 2 vzorky ve dvou po sobé& néasledujicich dnech a oba

vykaZi obsah glukézy 150 mg/dl nebo vyS3i.

Popis obréazku

Popisovany vynédlez, jeho vlastnosti a vyhody bude moZné
lépe pochopi pomoci néasledujicich obrazkdl a popisu vyhodnych

provedeni vynalezu.

Obr. 1 je graf, kde je vynesena hladina krevni glukédzy
po hladové&ni (FG) u paviédna, p¥i terapii blokovani CD154 po

ICT, jako funkce dnG po provedeni operace (POD).

Obr. 2 Jje graf, kde Jje vynesena hladina FG u makaka
"rhesus", pfi terapii blokovéani CD154 po ICT, jako funkce dnu

po provedeni operace (POD).

Obr. 3 Jje graf, kde se srovndvd hladina FG makaka
"rhesus" uvedend na obr. 2 s hladinou FG C&lovéka, ktery trpi

DM a je léCen konven&ni inzulinovou nahrazovaci terapii.



Podrobny popis vynalezu

Aktivace T-bun&k, a na ni =zavislé dalsi imunologické
procesy, vyZaduje Jak signdly zprostfedkované receptory
T-bundk (TCR), tak simultédnné predavané tzv. kostimulaéni
signaly. DuleZity kostimuladni signdl je prenaSen navazanim
CD40 bunék prezentujicich antigen, 3jako napf. B-bunék, na
CD40L (CD154) T-bund&k. Lidsky CD40 Jje buné&ny povrchovy
protein velikosti 50 kD exprimovany na zralych B bunkach,
a také na makrofagach a aktivovanych endotelovych burnkach.
CD40 pat?i do t¥idy receptort podilejicich se na programovaneé
bun&né smrti (apoptéze), kam pat¥i také Fas/CD95 a alfa
receptor nadorového nekrotického faktoru (TNF). Lidsky CD154
(CD40L) je membranovy glykoprotien typu II velikosti 32 kD,
ktery vykazuje homologii s TNF alfa, ktery Je pFechodné
exprimovan primadrné& na aktivovanych T-buiikdch. Bylo ukazano,
e vazba CD40:CD154 je nutnd pro v3echny typy protiléatkové
odpovédi zavislé na T-butikdch. Konkrétné vazba CD40:CD154
poskytuje antiapoptoticky a/nebo stimulac¢ni signal pro
lymfokiny.

DileZitost vazby CD40:CD154 pro stimulaci biologické
odpovddi zavislé na T-buifikdch byla podtriena objevem, Ze
syndrom X-vazané hyper-IgM (X-HIGM) u 1lidi Je fenotyp
vyplyvajici z genetického nedostatku funk&niho CD154.
Jedinci s X-HIGM maji normalni nebo vysoké hladiny IgM, ale
selhdvd u nich tvorba protildtek IhG, IgA nebo IgE a trpi
opakovanymi, nékdy velmi téZkymi, bakteridlnimi

a parazitarnimi infekcemi, a také =zvySenym vyskytem Ilymfomi

a abdomindlnich rakovin. Obdobny fenotyp byl pozorovan
u zvifat nulizygotnich pro gen kéduijici CD154 (tzv.
"knockout", tJ. S vy¥fazenou funkci genu) . B-bunky

nulizygotnich zvi¥at mohou produkovat IgM i za absence vazby

CD40:CD154, nejsou v3ak v takovych podminkach  schopny
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pfepnuti isotypu ("isotype switching") nebo normalné pfeZivat
po afinitnim zrani (maturaci). V nepfitomnosti  funkéni
interakce CD40:CD154 se nevyvijeji spravné germindlni centra
lymfatickych uzlin a pamétové B-buifiky budto maji naruSeny
vyvoj nebo upln& chybi. Tyto defekty pak funk&né pFispivaji
k silnému sniZeni nebo Uplnému vymizeni druhotné (zralé)
protilatkové odpové&di. Byly pozorovany také defekty bunécéni
imunity, které se projevuji zvy3enym vyskytem bakterialnich
a parazitarnich infekci. Mnoho z téchto defektl
zprostfedkovanych butikami je reverzibilnich, tj. miZe byt
odstranéno podavanim IL-12 nebo IFN-gamma. Tyto udaje
opodstatiiuji nézor, Ze normédlni vazba CD40:CD154 podporuje
vyvoj imunitni odpovédi T-pomocnych bunék typu I.

Rada preklinickych vyzkumd zjistila, Ze ¢&inidla schopna
pferudit vazbu CD40:CD154 Jjsou slibnymi imunomodulacnimi
g¢inidly. Zejména transplantaini modely orgédnd nebo tkani
malych zvifat ukdzaly, Ze ¢&inidla ruSici vazbu CD40:CD154
podporuji preZivani alogennich Stépt (transplantatl).
Ve vybranych modelech pfechodné podéavani ¢inidla
interferujiciho s kostimulaci T-bunék  vedlo k  indukci
trvalého prijeti 3t&pu. Prerudeni vazby CD40:CD154 vedlo ke
zvléété‘slibnYm vysledkim, nebot se zdalo, Ze ucast tohoto
paru receptoru a jeho proté&jdku predchédzi chronologicky
i hierarchicky jinym kostimuladnim signélim (Ranheim et al.,
J. Exp. Med. 177: 925-935, 1993, Roy et al., Eur. J. Immunol.
25: 596-603, 1995, Han et al., J. Immunol. 155: 556-567,
1995, Shinde et al., J. Immunol. 157: 2764-2768, 1996, Yang
et al., Scinecve 273: 1862-1864, 1996, Grewal et al, Science
273: 1864-1867, 1996, Lederman et al., J. Immunol. 149: 3817~
3862, 1992. Blokovani vazby CD40:CD154 vedlo k prodlouZeni
srde&nich allo3téplt (Larsen et al., Transplantation 61: 4-9,
1996, Larsen et al., Nature 381: 434-438, 1996), koZnich
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stépa  (Nature 381:  434-438, 1996, Merkees et al.,
Transplantation 64; 329-335) a allo3té&pl ostrivkd ( Parker et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 9560-9564, 1995, Rossini
et al., Cell Tfansplant. 5: 49-52) u hlodavcl a allogennich
ledvin u primatd (Kirk et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
194: 8789-8794, 1997). Bylo také demonstrovano zpoZdéni
nastupu autoimunitniho diabetu u neobéznich diabetickych
(NOD)my$i (Balasa et al., J. Immunol. 159: 4620-4627, 1997).
Bylo také publikovano, Ze rudeni vazby CD40:CD154 zabranuje
tvorb& zandtlivych cytokinl (Dechanet et al., J. Immunol.
159: 5640-5647, 1997, Kiener et al., J. Immunol. 155: 4917-
4925, 19995).

Blokovani CD40:CD154 tudiZ poskytuje potencidalné ucinnou
terapii k prevenci selhani alloZté&pu nebo xenoZtépu ostruvkid
u jedincd s nemoci glukézového metabolismu, jako Jje napr.
diabetes typu I. AvSak jak bylo jiZ zminéno vy3e, vSechny
dfive publikované studie dlouhodobého  pfeZivéani Stépu
u hlodavch se neshodovaly s vysledky testovédni na velkych
zvitatech, zejména priméatech.

zde se popisuji studie G&inkl vyhodného <inidla
blokujiciho CD154, humanizované protildtky s antigenné-
vazebnymi vlastnostmi monoklondlni protilatky 5c8 (Lederman
et al., J. Exp. Med. 175: 1091-1101, 1992) na preklinickych
modelech trans?lantace ostrivklt u velkych zvifat. Popisované
modely zahrnuji monoterapii ¢inidlem blokujicim CD154
u paviant (Papio hamadryas) a jinych primath kromé& clovéka.
Vysledky ziskané na té&chto modelech silné podporuji nazor, Ze
monoterapie blokovani CD154 podporuje dlouhodobé prFijeti
tkadné tvofici inzulin u 1idi, zejména>u lidi trpicich DM nebo

podobnou poruchou homeostazy glukozy.
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Nasledujici diskuse demonstruje Ffadu okolnosti, za
jakych lze vynalez vyuZit, a =zékladni princip  prokazujici

studii v&etné& p¥riklada specifickych provedeni vynalezu.

P¥ijemci

Vynalez je moZné vyuZit pfri 1éCeni nebo profylaxi
u jakéhokoliv p¥ijemce tkaflového Stépu produkujiciho inzulin
nebo u jakéhokoliv savce, ktery potfebuje transplantaci tkané
produkujiciho inzulin. Vyhodny prijemce (n&€kdy téZ oznacovan
jako prijemce-hostitel nebo Jjen hostitel)je ten, ktery trpi
nebo je ohroZen poruchou metabolické kontroly metabolismu
krevni glukézy (glukédzové homeostéazy). Napf. Je pfijemce
hyper- nebo hypoglykemicky. Vyndlez je zejména vyhodny pro
prijemce trpici diabetem, 2zvla3té@ pro pfijemce s diabetes
mellitus (DM). Prijemce je vyhodné primédt, vyhodné&ji vyS§si
primdt a nejvyhodné&ji &lov&k. V jinych provedenich vynalezu
je prijemcem jiny Zivo&ich, ktery potfebuje tkafovy Stép,
zejména komer&né& vyznamny Zivo¢idny druh, nebo spolecenské
domédci zvife nebo Jjiny hodnotny <Zivocich, jako napf.
pfisludnik ohroZeného druhu. TakZe k vhodnym pfijemcum patfi
(ptidemZ vy&et neni omezujici) ovce, kon&, kravy, kozy,
prasata, psi, ko¢ky, krélici, morcCata, k¥e&ci, piskomilové,

krysy a myS3i.

Darci tkanového Stépu

Vynélez je mozZné vyuzZit pfi jakémkoliv druhu
transplantace nebo p¥enosu tkéané produkujici inzulin, zv1asté
pak tam, kde darcovska tkan (3tép) Jje ohroZena tim, Ze bude
odhojena diky pfrijemcovu imunitnimu systému. Konkrétné Jje
moZné vynalez vyuZit vZdy tam, kde dé&rcovska tkan neni
histokompatibilni (MHC-kompatibilni) s pfijemcem. TakZe kromé

autologni nebo syngenni dércovské tk&né je moZné uiit vynéalez
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pro allogenni nebo dokonce i xenogenni darcovskou tkan.
Darcovska tkan mtZe byt ziskédna konvencnim zplsobem od
dobrovolnych darcti nebo jinych Zivych darci nebo se mlZe
ziskat od zemFelého darce (tj. z kadaveru). Vyhodné je darce
histokompatibilni s p¥ijemcem v nejvy3$3i moZné mife. Pokud je
prijemcem <&lovék, vyhodnd darcovskd tkan Je autologni
a allogeni. Av3ak darcovskou tkan je moZné ziskat
z heterologniho druhu (v takovém pfipadé se oznacuje Jjako
heterodt&p) jako nap¥. z primdtd jinych neZ clovék (Simpanz
nebo pavian) nebo jiného relativné kompatibilniho zviFfete
(nap¥. prasete).

V nékterych provedenich vyndlezu darcovska tkan (3teép,
transplantat) je cely pankreas (slinivka bfisSni). V jinych
provedenich vynalezu obsahuje 3tép Cc&st nebo biopsii
darcovského pankreatu. Darcovsky pankreas miZe byt ziskén od
3ivého darce nebo miZe byt odebrdn ze zemfelého darce. Pokud
se uZije odbé&r 2z kadaveru, nemél by byt pankreas vystaven
chladu v ischemickém stavu déle ne? 8 hodin. V je3té& daldich
provedenich vynalezu darcovskou tkéan predstavuji buiky
produkujici inzulin, 2zv148té 1izolované nebo suspendované
ostrivky nebo bufky ostruvkd, véetn& buné&k vyjmutych nebo
vy¥iznutych z fetédlniho &i dospélého darce, bunék udrZovanych
v primdrni kultufe nebo bunék imortalizovanych bunécnych
linii. Vhodné postupy k pripravé darcovskych ostravkd nebo
suspenzi bundk ostravkad z celého pankreatu Jjsou odbornikim
znamy (viz nap¥. Ricordi et al., 1988, 37 Diabetes, 413-420,
Tzakis et al., 1990, 336 Lancet, 402-405, Linetsky et al.,
1997, 46 Diabetes, 1120-1123). Vhodny pankreat lze ziskat od
darce, ktery v podstat® netrpi Zadnym defektem homeostazy
krevni glukézy. K dald3im zdrojum bunék tvoficich inzulimn
pat¥i fetalni prekurzorové bufiky ostrivkil, pfipadné& namnoZené

v primarni kultufe. Je moZné uZit jakékoliv buiky, vcetné
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bundk obsahujicich exogenni geneticky material koédujici
exprimovatelny inzulinovy gen. TakZe vynalez se také tyké
buné&k nesoucich exogenni geneticky material, jako Jjsou napE.
transfekované nebo transformované hostitelské bunky, které
byly (nebo jsou odvozeny z takovych buné&k, ktereé puavodné
byly) upraveny metodami genového inZenyrstvi @ tak, aby
exprimovaly inzulin, budto konstitutivnim nebo indukovatelnym
zpisobem (nap¥. pod kontrolou promotoru nebo enhanceru
odpovidajiciho na glukdézu). V dalSich provedenich vynalezu
mohou byt pankreatické builky nebo darcovské buiky jiného typu
ziskany =z transgennich savcd, kte¥i byly upraveni metodami
genového inZenyrstvi tak, aby obsahovaly v nékterych nebo ve
viech tkanich té&la geneticky materidl nutny k produkci
inzulinu.

Tkafi produkujici inzulin (d&rcovskd tkan) se vnasi
systémové nebo lokadlné& do pfijemce. Tak napt. izolované,
suspendované nebo dispergované bufiky tvorici inzulin se
podéavaji intravaskuléarni infuzi nebo implantovany na
poZadované misto Jjako 3Jjsou napf. dutiny v kostni dfeni,
jatra, ledvinné pouzdro, nebo se mohou podat intramuskulédrné
nebo intraperitone&ln&. V né&kterych provedenich vynadlezu jde
o bufiky, které nejsou mitoticky kompetentni, ale =zlustavaji
Yivé v darci a tvofi nebo exprimuji inzulin. V kaZdém pfipadé
se implantuje u&inné mnoZstvi tk&né nebo buné&k tvoficich
inzulin, &imZ se mysli mnoZstvi, které je dostatecCné k tomu,
aby oslabilo (detekovételné zmirnilo) nedostatky v glukdzovém
metabolismu pfijemce (nap¥. hypo- nebo hyperglykémii).
V optimalnim p¥ipadé je toto mnoiZstvi dostatecné k tomu, aby
obnovilo schopnost prijemce udrZovat glukézovou homeostazu,
tzn. osvobodilo ho od zavislosti na konvenéni (tj. pomoci

injekci nebo inhalaci) inzulinové nahrazovaci terapii.




15

V nékterych provedenich je tkan tvofici inzulin fyzicky
oddélena (izolovéna) od okolnich tkani pfijemce
imunoizolalnim zafizenim. Vhodné zafizeni chréni tkan tvofici
inzulin pFfed vykonnymi prvky bun&fné a humoradlni imunity,
vcetné (aniz by vycet byl omezujici) leukocytu,
imunoglobulini a komplementu. Imunoizolacni zafFizeni obecné
poskytuje semipermeabilni bariéru, Jjako je napf¥f. membrana,
s poéry velikosti dostateéné k tomu, aby =zabranily difuzi
molekul vé&tSich neZ 50 aZ 100 kD. Touto bariérou je vymezena
izola&ni komtirka, ve které je uloZena tkan tvofici inzulin,
a neobsahuje Z&dn& mista, kde by pf¥isla tkan tvof¥ici inzulin
do fyzického kontaktu s bufikami nebo tkanémi wvné této
bariéry. Je moZné uZit jakékoliv konvenéni zafizeni, obal,
tobolku nebo mikrotobolku, v&etné& algindtovych mikrotobolek
s jednoduchou nebo dvojitou sté&nou (viz napf. patent US 5 227
298) . K dal3im konvendnim mikrotobolkdm pat¥i alginat-
polylysinové tobolky, tobolky z chemicky zesiténého alginatu
nebo jinych  biokompatibilnich  polymert, tvarované do
strukturné spolehlivého imunoizola&niho zafizeni Jjakéhokoliv
poZadovaného tvaru a velikosti (viz napf. Jaink et al., 1996,
61 Transplantation, 4).

V dal&ich provedenich vynadlezu se implantuje hostitelil
také tolerizadéni &inidlo, jako jsou nap¥. builky kostni dfené
nebo bufiky z ni pochézejici. Jak&koliv tolerogenni tkan nebo
buiiky se mohou pouZit jako tolerizaéni ¢&inidlo, vCetné
pankreatickych stromidlnich bunék a bun&k kostni dFfene.
Tolerogenni buflky Jjsou MHC-kompatibilni s tké&ni tvofici
inzulin a vyhodn& jsou ziskdny =z darce, ktery poskytl tkan
tvofici inzulin nebo Jjsou s nim syngenni. Vhodné postupy
k ptipravé kostni dfené& nebo buné&énych populaci kostni dfene
jsou odbornikovi znédmy (viz napf. Sharp et al., 1984, 69,

J. Immunol. Meth. 187-195, Fontes et al, 1995, In: Methods in
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Cell Tranplantation, Ricordi, ed., R.G.Landes Co., s. 619-
628) . Vyhodné& se kostni dfefl zpracovava systémem Ceprate® SC
Stem Cell Concentration System (CellPro, Inc., Bothell, WA,
viz p¥irudka CellPro Inestigator, revidovand 06.01.97, nebo
obdobnym, &imZ se ziska& populace bunék kostni dfené obohacena
o hematopoetické bunky CD34 (+). Standardni metodou
fluorescenci aktivovaného tridéni bunék (FACS) nebo
imunofluorescenénim barvenim lze zjistit, Ze populace bunék
CD34 (+) je v podstaté zbavena bunék CD40(+), avSak Jje moZné
pozorovat slahé barveni na CD40. JelikoZ populace bunék
CD34 (+) je dynamickd populace kmenovych bunék , véri se , Ze
pFfitomnost nizké hladiny buné&k CD40(+) odpovidad frekvenci,
s jakou zahajuji diferencici smérem Kk buntkdm B-rfady.
Skute&n& predb&Zné studie s FACS ukézaly, Ze pouze bunky
CD40 (+) (které typicky predstavuji ne vice neZ 0,7 3%
celkového po&tu) v populaci kmenovych bunék CD34 (+) jsou také
CD19(+). CD19 je nejEasndj3i marker z dosud znamych markeru
buné&k tady B. TudiZ aby se zajistilo, Ze se Jjako tolerizalni
¢inidlo wuZije skutecné populace kmenovych bunék, Dbunky
CD34 (+) mohou byt dale oddéleny od bunék CD40(+) konvencnimi
metodami negativni selekce (napf. selektivni cytolyzou,

buné&énym t¥idénim, tzv. ryZovanim a pod.).

Pfiklady ¢inidel ruSicich vazbu CD40:CD154

K terapeutickym sloueninadm vhodnym pro zpusoby podle
vynalezu pat¥i jakdkoliv sloulenina, kterd blokuje interakci
CD40 na buné&&ném povrchu (nap¥. na B-buiikdch) s CD40L (CD154)
exprimovanym napr. na povrchu aktivovanych T-bunék.
Sloudeniny ru3ici vazbu CD40:CD154, jako Jje napf. <&inidlo
blokujici CD154, které jsou specificky zahrnuty do vynalezu,
jsou nap¥. polyklonadlni protilatky a monoklondlni protilatky

(MAb), a také derivaty protilatek Jjako Jsou chimérické
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molekuly, humanizované molekuly, molekuly se sniZenou
efektorovou funkci, bispecifické molekuly a konjugaty
protilatek. Ve vyhodném provedeni vyndlezu jde o protilatku,
kterd m& v podstat& stejné antigenné-specifické vazebné
charakteristiky jako protiladtka 5c8, ktera byia popséana
v Patentu US 5 474 771, na ktery se timto plné odkazujeme.
V soulasném velmi vyhodném provedeni vynédlezu je protilatka
humanizované protiléatka 5¢c8 (hu5c8) . K dalsim zZnamym
protiladtkam proti CD154 pat¥i protilatky ImxM90, ImxM91
a ImxM92 (od firmy Immunex Corp., Seattle, WA), monoklonélni
protiladtka anti-CD40L komer&né dostupnd od firmy Ancell (klon
24-31, katalog. &. 353-020, Bayport, MN) a monoklondlni
protiladtka anti-CD154 komerc¢né dostupnd od firmy Genzyme
(Cambridge, MA, katalog. &. 80-3703-01). Také Je komercneé
dostupnd monoklonélni protiladtka anti-CD154 firmy PharMingen
(San Diego, katalog. ¢&. 33580D). Mnohé dalsi protilatky
anti-CD40L byly pfipraveny a charakterizovany (viz napE.
prihlaska WO 96/23071, Bristol-Myers Squibb, na JjejiZ popis
se timto odkazujeme).

Vynalez se také tykd pouZiti dalsich ¢inidel blokujicich
CD154, jako jsou nap¥. uUplné fragmenty Fab, F(ab’)., useky Vy,
Fv, Jjednofeté&zcové protilatky (viz napf. WO 96/23071),
polypeptidy, fuzni konstrukty polypeptidd, fuze obsahujici
CD40 (jako nap¥. CD40Ig, viz publikace Hollenbaugh et al.,
J. Immunol. Meth. 188: 1-7, 1995) a slouCeniny s malymi
molekulami Jjako Jjsou malé semipeptidové sloucCeniny nebo
nepeptidové sloueniny, schopné Dblokovat nebo pferusSovat
vazbu CD40:CD154. Zpusoby, Jjak navrhovat malé molekuly,
provadét jejich screening a optimalizovat je, byly popsany
v patentové p¥ihla3ce PCT/US96/10664, podané 21. Cervna 1996,

na kterou se timto odkazujeme.
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Ve vynélezu lze uZit protilatky pripravené standardnimi
technikami rekombinantni DNA (Winter a Milstein, Nature 349:
293-99, 1991). Nap?. lze pFfipravit chimérické protilatky nebo
fuzni proteiny, které 3Jjsou konstruovany tak, Ze antigen
vazajici doménu protilatky =zvifete poZadované specifilnosti
spojena s lidskou konstantni doménou (protilatka ziskana
pivodn& ze savce Jjiného neZ ¢&lovéka, kde Dbyla pomoci
technologie rekombinantni DNA nahrazena celd nebo <Cast
kloubové oblasti a konstantni uUsek téZkého fetézce a/nebo
konstantni usek lehkého Fetézce odpovidajicimi useky lehkého
nebo t&%kého tetézce 1lidského imunoglobulinu, viz napf.
Cabilly et al., patent US 4 816 567, Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA  81: 6851-55, 1984). Chimérické
protilatky redukuji imunogenni odpovéd vyvolanou zvifecimi
protilatkami, kdyZ se pouZiji v klinickém oSetfeni nebo
profylaxi u &lovéka.

Kromé toho mohou byt syntetizovany rekombinantni
"humanizované” protiléatky. Humanizované protildtky Jsou
protilatky s poZadovanou specificnosti ziskané ze savce
jiného neZ &lovéka, ve kterych byla technologie rekombinantni
DNA uZita k nahrazeni nékterych nebo vSech kodonl pro
aminokyseliny, které nejsou pot¥eba pro navazéani antigenu,
jinymi kodony pro aminokyseliny z odpovidajicich usekt
lehkého a téZkého Feté&zce imunoglobulinu &lovéka. Neboli jsou
to chiméry obsahujici z v&t3i &asti lidské imunoglobulinové
sekvence, do kterych byly vloZeny metodami genového
in¥enyrstvi Useky odpovidajici za specifickou vazbu antigenu
(viz nap?. patentova p¥ihla3ka PCT W094/04679). Humanizované
protilatky se ziskaji tak, e se imunizuji zvifata
poZadovanym antigenem, izoluji se odpovidajici protiléatky
a odstrani se &4st sekvence variabilniho useku zodpovédna za

specifickou vazbu antigenu. Useky véZici antigen pochazejici
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ze zvifete se pak klonuji do vhodnych mist lidskych genu pro
protilatky, ze kterych byly odstranény useky pro vazbu
antigenu. Humanizované protildtky minimalizuji pouzZiti
heterolognich (mezidruhovych) sekvenci v protilédtkach pro
léceni 1lidi a vyvolavaji tudiZz s men3i pravdépodobnosti
nefaddouci imunitni odpovéd. Podobné mohou byt pfipraveny
i primatizované plky.

Daldi provedeni wvynalezu =zahrnuji pouziti lidskych
protilatek, které 1lze pripravovat ve zvifFatech, napf.
v transgennich zvifatech, kterd nesou integrovany jeden nebo
nékolik lidskych imunoglobulinovych transgenti. Takova zvirfata
se mohou uZit napf. Jjako zdroj splenocytll pro pifipravu
hybridomt, jak bylo popséano v patentu US 5 569 825.

Je také moZné uZit fragmenty monoklondlnich protilatek
nebo univalentni monoklonédlni protiléatky. Univalentni
protilatky obsahuji dimer té&Zky/lehky ~fetézec vazany k Fc
Useku ("stonku") druhého té&Zkého Fretézce. Usek Fab ozna&uje
takovy tusek fetézcu, ktery Je =zhruba ekvivalentni nebo
analogicky sekvenci, kterd obsahuje uUsek té&Zkého Fetézce
2z oblasti rozvétveni ve tvaru Y a cely lehky Fetézec, a ktery
v agregadtech projevuje protildtkovou aktivitu. Protein Fab
obsahuje agregaty té&Zkého a lehkého fetézce (obecn& znamé
jako Fab’) a také tetramery, které odpovidaji rozvétvenym
segmentim protilatky tvaru Y (zndmym jako F(ab):), at uZ jsou
agregovény kovalentn& nebo nekovalentné&, pokud Jjsou agregaty
schopny selektivné reagovat s urcitym antigenem nebo
antigenni rodinou.

Kromé& toho lze uZit standardni techniky rekombinantni
DNA ke zméné& vazebné afinity rekombinantnich protilatek
s jejich antigeny tim, Ze se zméni aminokyselinové zbytky
v blizkosti mist vazajicich antigen. Vazebnd afinita pro

antigen humanizované protilatky se da zvy8it mutagenezi




20

zaloZenou na molekuldrnim modelovédni (Queen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-33, 1989, PCT patentova
prihlaska WO 94/04679. MuZe totiZ byt Zadouci zvysit nebo
sniZit vazebnou afinitu protildtek k CD40L, v zavislosti na
typu cilové tkan& nebo pFfedpoklédaném konkrétnim 1lécCebném
schematu. To lze ud&lat pomoci metody fégové expozice ("phage
display tehnique", viz nap¥. Winter et al., Annu. Rev,
Immunol. 12: 433-445, 1994 a Schier et al., J. Mol. Biol.
255: 28-43, 1996, které timto zahrnujeme do odkaz®). NapE.
miZe byt vyhodné podéavat pacientovi konstantni hladinu
protiléatek se sniZenou afinitou k CD40L s Céstecéné
profylaktickym cilem. Podobné protilatky se zvySenou afinitou

k CD40 mohou byt vyhodné pro kratkodobad lécCeni.

Zplusoby podavani

Cinidla rudici  vazbu  CD40:CD154, vCetné ¢inidel
blokujicich CD154, pouZitd podle vyndlezu, se mohou podavat
jakymkoliv léka¥sky pfijatelnym zplUsobem. V zavislosti na
specifickych okolnostech mbZe byt Z&douci lokalni nebo

systémové podavani. Vyhodné& se ¢&inidlo podle vynédlezu podava

parenterélné, napr. intravendzni, intraarterialni,
subkutéanni, intramuskulédrni, intraorbitalni,
intraventrikularni, intraperitoneédlni, subkapsuléarni,

intrakranidlni, intraspindlni nebo intranas&lni injekci, nebo
infuzi &i inhalaci. Cinidlo mGZe byt také podavéno subjektu
implantaci infuzni pumpy nebo formou biokompatibilniho nebo
biocerodovatelného implantéatu s dlouhodobym uvoliovanim
~léd¢iva. Alternativnd, n&které slouCeniny podle vynalezu nebo
pFipravky, které Jje obsahuji, 3Jsou vhodné pro peroralni
podédvani nebo enterdlni podavéni. DalSi pEipravky podle

vynalezu jsou vhodné pro topické podavani.
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V jiném provedeni vyndlezu se <¢&inidlo rusici wvazbu
CD40:CD154 poskytuje subjektu nepfimo, a to tak, Ze se podava
vektor nebo jiny exprimovatelny geneticky material kdédujici
uvedené ¢inidlo. Geneticky materidl Jje internalizovan
a exprimovan v buikidch nebo tkani subjektu, &imZ je in situ
tvoteno &inidlo rudici vazbu. Nap¥#. vhodny konstrukt nukleové
kyseliny obsahuje sekvence koédujici Jjeden nebo né&kolik
imunoglobulinovych (Ig) Yet&zci monoklondlni protiléatky
MAb 5c8, jak je popséno v patentu US 5 474 771. Dalsi vhodné
konstrukty obsahuji sekvence kédujici chimérické nebo
humanizované verze imunoglobulinovych Fetézcl monoklonalni
protilatky 5c8 nebo 3jeji antigen vaZici fragmenty. Jesteé
dal&i vhodné konstrukty obsahuji sekvence kédujici &ast nebo
celou jinou monoklonadlni protilatku specifickou pro CD154.
Konstrukty jsou podavany systémové nebo lok&lné&, napf. do
mista v blizkosti mista implantace inzulin-exprimujici tkané.

Alternativn& dje vektor nebo Jiny geneticky material
kédujici &inidlo rudici vazbu internalizovén vhodnou populaci
izolovanych bunék, ¢imz vzniknou hostitelské bunky
produkujici uvedené <&inidlo. Tyto hostitelské bunky se pak
implantuji pfijemci nebo podavaji infuzi, budto lokalné nebo
systémové, coZ poskytuje in situ tvorbu cinidla ruSiciho
vazbu  CD40:CD154. K vhodnym hostitelskym bunkédm patfi
kultivované bufiky Jjako Jjsou nap¥. imortalizované bunky,
a také buiiky ziskané z pfijemce (nap¥. buiky periferni krve
nebo buiiky lymfatickych uzlin, napkt. tzv. cytotoxické
NK bunky) .

Obecné& 1lze shrnout, Ze pfipravky podle vynalezu se
podavaji pfijemci 3t&pu. Av3ak je moZné je podavat také darci
nebo do darcovské tkand&. Nap¥. ¢&inidlo podle vynédlezu mbZe

byt souddsti promyvaciho nebo konzervacniho roztoku, ve
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kterém se darcovskd tkan uchovdvd nebo transportuje pred

pfenesenim do pfijemce.

Formulace pfipravkl

Obecn& Jjsou slouleniny podle vynédlezu suspendovany,
rozpudt&ny nebo dispergovany ve farmaceuticky pfijatelném
nosi&i nebo excipientu. Vysledny terapeuticky pripravek
neovliviAuje nep¥iznivé pfijemcovu homeostédzu, zvlasté pak
elekrolytovou rovnovédhu. Tak napf¥. vhodny nosic¢ obsahuje
normalni fyziologicky roztok (0,15M NaCl, pH 7,0 ai 7,4).
Mnohé dal3i p¥ijatelné nosice jsou odbornikovi dobfe znamy
a jsou ©popsény Vv odborné literatufe, napt. v publikaci
"Remington’s Pharmaceutical Sciences", Gennaro (ed), Mack

Publishing Co., 1990. K p¥ijatelnym nosiclm také patfi nosice

obsahujici biokompatibilni, inertni nebo biologicky
absorbovatelné soli, pufrujici ¢inidla, oligo- nebo
polysacharidy, polymery, ¢inidla upravuijici viskozitu,

konzervacni latky apod.

Jakékoliv &inidlo rudici vazbu CD40:CD154, jako Jje napf.
&inidlo blokujici CD154, které se uZivd podle vynalezu, Je
formulovano tak, Ze se podavad ve farmaceuticky uc¢inném nebo
terapeuticky ulinném mnoZstvi nebo davce, coZ je mnoZstvi,
které dje schopné vyvolat detekovatelny, vyhodné lékarsky
prosp&sny, U&inek u p¥ijemce. Lékafsky prospé&sny ucinek
znamena prevenci, zpoZdéni nebo zmirnéni zhorSovéani
zdravotniho stavu nebo znatelné zlep3eni =zdravotniho stavu
pfijemce. Nap#. funkce ledvin a stav allo3tépu nebo xeno3tépu
ledvin se mohou monitorovat rutinnim mé&fenim koncentrace
mo&ovinového dusiku nebo kreatininu v krvi, objemem moci nebo
latek rozpoudténych v mocCi nebo sledovanim clearance
relevantni 1latky =z krve do mo&i. Podobné& glukoregulalni

funkce a stav allo3t&pu nebo xenodtépu produkujiciho inzulin
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je moZné monitorovat rutinnim mé&Ffenim koncentrce glukbdzy
v krvi nebo mo&i, glukdzovych metabolitd nebo inzulinu, nebo
m&¥enim odpov&di inzulinu na glukbézovou vyzvu, napf. pomoci
konvenéniho glukézového tolerandniho testu. TakZe ucCinné
mno#stvi terapeutického pFipravku podle vyndlezu, jako Je
nap¥. ¢&inidlo blokujici CD154, Jje jakékoliv mnoZstvi, které
detekovatelnym zplUsobem snizi zadvislost piijemce na
inzulinové nahrazovaci terapii. Optimadlni uc¢inné mnoZstvi je
takové mnoZstvi, které v podstaté odstrani zavislost pfijemce
na exogennim inzulinu. Konkrétné uc¢inné mnoZstvi je takove
mnoZstvi, které indukuje <&astecné nebo Uplné pfijeti 3Steépu

(prijmuti a funkci) dércovské tkéané tvorici inzulin.

Davkovani a frekvence léceni

Velikost a frekvence davek Jjakékoliv  konkrétniho
p¥ipravku podle vynadlezu, ktery se md podavat pacientovi,
spadd do kompetence a klinického usudku p¥isluSného odbornika
v oboru lékaFstvi, napf. transplantacniho chirurga. V3eobecné
davkovani a reZim podavani se stanovi na zédklade
preklinickych a klinickych studii, které zahrnuji extenzivni,
ale rutinni studie k ur&eni optimadlnich parametrtt pro
podavani dané slouleniny. Dokonce i poté, co jsou poskytnuty
tyto v3eobecné pokyny pro podavéni, oSetfujici 1léka¥ <casto

z z

mé&ni davkovani pro rlUzné pfijemce na =zakladé Fady uvah,

~

tykajicich se nap¥. véku, zdravotniho stavu, hmotnosti,
pohlavi a pPipadné 1lé&eni dald3imi pfipravky u konkrétniho
jedince. Stanoveni u&innych davek a 1é&ebného reZimu pro
kazZdé z ¢inidel pferusujicich  vazbu CD40:CD154 podle
vynalezu, Je rutinni =zaleZitosti pro odborniky v oboru
farmacie a léka¥stvi. Davky a 1léCebny reiim by mély byt
dostate&né k tomu, aby zplsobily klinicky prospé&Snou zménu

alespon v jednom nebo nékolika klinickych priznacich
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pacientova zdravotniho stavu. PEiklady Casového pribéhu
léCeni a davkovaciho reZimu jsou uvedeny v zdkladni princip
dokazujici studii zahrnuté v pfikladech. V podstaté& se podava
¢inidlo rusSici vazbu CD40:CD154 (napt. humanizovanéa
monoklonalni protilatka 5c8, hubc8) v reZimu indukujicim
pfijeti, ktery je néasledovan, pokud se povaZuje za pot¥ebny,
reZimem udrZovacim.

Abychom uvedli né&jaky p¥iklad davkovani anti-CD40L
slouceniny, uvadime davkovaci strategii monoklonalni
protilatky anti-CD40L. D&avky lze podle toho snadno stanovit
i pro jiné typy slouenin anti-CD40L. Obecné& pripadd v dvahu
jednotliva davka 0,05 aZ 50 mg/kg té&lesné hmotnosti pacienta,
p¥iZem? nejdast&jsi jsou davky 1 aZi 20 mg/kg. Pro akutni
lé¢eni, nap¥. pfed nebo v dobé transplantace nebo jako reakce
na polate&ni priznaky odvrZeni 3tépu, U¢innad davka protilatky
je 1 mg/kg aZ 20 mg/kg té&lesné hmotnosti podévanad denné po

dobu 1 aZ 5 dnt, vyhodn& injekci Jjako bolus. Stejné davky

a davkovaci rezim je mozZné pouZit v zatéZové fazi
a v udrZovaci fazi, kdy se v udrZovaci fazi podéva
intravenézné nebo intramuskulédrné protiléatky v davce

0,1 mg/kg aZ 20 mg/kg té&lesné hmotnosti po celou dobu lé&eni
jedenkrat tydn& aZ jedenkradt za tfi mé&sice. Chronické léceni
lze provadét v udrZovacim reZimu, kdy se protilatky podévaji
intravendzn®& nebo intramuskuldrné v davce 0,1 mg/kg aZ
20 mg/kg t&lesné hmotnosti Jjedenkrat tydn& aZ Jedenkrat =za
t¥i m&sice. Krom& toho 1lze chronické 1léceni provadét
intermitentnim intravenéznim bolusovym reZimem, kdy se podava
protilatka v davce 1,0 mg/kg aZ 100 mg/kg té&lesné hmotnosti
s intervalem mezi dvéma néslednymi davkami 1 aZ 6 mé&sici. Ve
viech ptripadech, kromé& intermitentniho bolusového reZimuy,
miZe byt zpusob podavani také perorédlni, pulmonarni, naséalni

nebo subkutanni.
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Pokud je to tFfeba, uUfinnost protilatek Jje moZné zvysit
tim, Ze se podavaji sériové nebo v kombinaci s konven&nimi
pfipravky a léky proti odhojeni Stépu (napf. kortikosteroidy
nebo imunosupresiva). Alternativné mohou byt protilatky
konjugovany s konvenénimi Cinidly. To vyhodné dovoluje
podavani konvencénich &inidel v mnoZstvi, které je men3i neiZ
obvykle uZivané davky, nap¥. méné& neZi 50 % konvencéni davky,
pokud by se ¢inidlo podavalo v monoterapii. Timto zpﬁsobem
lze odstranit mnohé vedlejdi ulinky konvenénich Cinidel.

Kombinované terapie odhojeni §tépu podle vynalezu
zahrnuje pouZiti protiladtek anti-CD40L spolecné s Cinidly
cilenymi na B-butiky Jjako Jjsou nap¥. protilatky anti-CD19,
anti-CD28 nebo anti-CD20 (nekonjugované nebo radioaktivné
znafené), antagonisté IL-14, LJP394 (blokator receptoru,
LaJolla Pharmaceuticals), IR-1116 (mald molekula, Takeda)
a anti-Ig idiotypové monoklondlni protilatky. Alternativné
mohou kombinace obsahovat ¢inidla zamé¥ena na
T-buiiky/B-bufiky, jako jsou napf. CTLA4Ig, antagonisté IL-2Z,
antagonisté 1IL-4, antagonisté IL-6, antagonisté receptoru,
monoklonadlni protilatky anti-CD80/CD86, TNF, antagonisté
LFA1/ICAM, antagonisté VLA4/VCAM, konjugity brequinaru a IL-2
toxinu (napt. DAB), prednison, monoklondlni protiléatka
anti-CD3 (OKTB); mykofenoldtmofetil (MMF) , cyklofosfamid
a daldi imunosupresiva jako jsou napf. blokadtory signalizace
kalcineurinu, kam pat¥i (aniZ by vyfet byl limitujici) napt.
tacrolimus (FK506). Kombinace mtiZe také obsahovat <cinidla
zamifend na T-buniky, jako Jjsou antagonisté CD4, antagonisté
CDh2 a IL-12.

Pro udrZovani integrace &té&pu nebo v obdobi nasledujicim
po akunti epozodé odhojeni Stépu, se podavaji, pokud je to
tfeba, udrZovaci davky protiladtek anti-CD40L, at samotnych

nebo v kombinaci s konven&nimi p#ipravky proti odhojeni. Po
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té je moiné sniZit davku nebo frekvenci podavani nebo oboji.
Pokud nejsou Zadné ptriznaky odhojeni Stépu, 1léCeni mlZe
ustat, pPFic¢em? trva pe&livé monitorovéni pfiznaku odhojovéani.
V jinych ptipadech, pokud tak stanovi odbornik, lze podéavat
pripravky obc&asn&, napf¥. v intervalu 4 tydny nebo delsim.
Avsak pfijemce mize pot¥ebovat intermitentni léceni

dlouhodobé& pokud se kdykoliv znovu objevi symptomy nemoci.

P¥iklady provedenl vynalezu

Preklinické modelové systémy pro hodnoceni 1lé&ebnych reZimt
¢inidla rudici vazbu CD40:CD154

P¥ikladem vyhodného modelového systému pro testovani
G&innosti &inidla rudiciho vazbu CD40:CD154 (napf. anti-CD40L
sloudeniny nebo ¢inidla blokujiciho CD154 jako je
monoklonalni protiladtka se specificitou protildtky 5c8) Jsou
modely allodtépu ostrivkd u primdtd (pavian an makak
"rhesus") popsané v prozatimni patentové prihlasce US S.N.
60/050 267 (06/20/97), na jejichZ popis se timto odkazujeme.
Popisované modely na primdtech se ukéazaly opakované jako
velmi rigorézni modely pro testovani ovliviovéani imunity,
jsou extrémné& citlivé na sebemen3i zmény ve funkci allostépu
nebo na nepfiznivé zmé&ny v hojeni réany u pfijemce nebo funkce
imunitniho systému. Krom& toho vykazuji z¥ejmou biologickou
podobnost s transplantaci ledvin u <¢&lovéka. Zv1asté geny,
které kéduji proteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC) jsou velmi konzervativni p¥i srovnani téchto primata
a &lovdka a odhojeni (rejekce) vaskularizovanych orgéani Jje

paralelou toho, co je pozorovéano klinicky.




27

P¥riklad 1

ICT u paviana jako model pankreatektomii indukovaného diabetu

Identifikace paru darce-pfijemce

Ve smigené leukocytové kultufe {(MLC) se uzily
mononuklearni buiiky periferni krve (PMBC) z 10 pavidnid (Papio
hamadryas, samice i samci, std¥i 1 aZ 2 roky, hmotnost asi
4 kg) - potenciédlnich prijemct z Mannheimské stanice
(Homestead, FL) jako bufiky odpovidajici na PMBC z 11 darcu
(samice, sta¥i vice neZ 2 roky, =zakoupené od Southwest
Foundation, Texas) . MLC z paviénu se provadély
stanndardizovanym zplsobem pro lidské MLC. Vzhledem k nizkému
pozadi a vysoce specifické reaktivitg, pouZziti média
doplné&ného 1lidskym sérem vedlo k vynikajicim vysledkim, ve
srovnani s médiem s telecim sérem nebo sérem paviana. Darci
byly dostate&né& velci na to, aby se ziskalo z jednoho darce
dostatek tkané& ostravkl a kostni dfené pro transplantaci
dvéma pFijemctm. V kontrastu k mirné reakci MLC, kdyZ byly
pouzity PMBC zvifrat z Mannheimu jako odpovidajici
a stimulujici bufiky byla reaktivita MLC mezi témito zvifaty
vynikajici, se v3enmi potencidlnimi pIijemci byl stimulaéni
index (S.I.) nejmén& 10 proti stimulé&toru (darci, pozadi
mensi ne?Z 200 aZ 300 impulzt za minutu, cpm). Byla snaha
vybrat dva prijemce s podobnou MLC reaktivitou k Jjednomu
ur&enému darci a byly vybrany péary pfijemce-darce s ruznou
mirou alloreaktivity. MLC S.I. vy33i neZ 10 byl povaZovan za
indikaci vysoké reaktivity a byl =zvolen jako nejmen3i
prijatelnd rozdilnost. Jen pro srovnani, pokud byla zvifata

z Mannheimu uZita jako darci a pfijemci, MLC S.I. byl obvykle

men3i neZ 5.
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Priprava ostrUvkd/kostni dfené& a prenos

Ostriivky byly vyjmuty 2z pankreatu jeden den pred ICT
(tj. den =1 studie) mirné modifikovanou automatizovanou
metodou pro izolaci lidskych ostrivkd (viz Ricordi et al.,
Diabetes 37: 413-420, 1988, Selvaggi et al., Transpalnt.
Proc. 29: 1967-1968, 1997) pomoci liberazy (Liberase®,
0,47 mg/ml roztok kolagenazy, Boehringer-Mannheiom,
Indianapolis, IN). Doba chladové ischémie pankreatu byla
pfibliZné& 0,5 + 0,1 hodiny. Ostruvky byly izolovany pomoci
trojvrstevného diskontinuadlniho gradientu Euroficollu (1,108,
1,096, 1,037), kde natrdvend tkan pankreatu byla nanesena do
spodni vrstvy 1,108. Separdtor bunék COBE 299 1 (COBE,
Lakewood, CO) byl pouZit k odstfedéni gradientd (Robertson,
Chadwick, Contractor, James, London, Acta Diabtologica 30:
93-98, 1993). Polet, objem a &istota ziskanych ostruvky byly
stanoveny néasledujicim zpGsobem: posledni preparat ostravkd
byl suspendovan ve 250 ml roztoku RPMI 1640 a tfi vzorky po
100 nl byly obarveny dithizonem (Latif et al.,
Transplantation 45: 827-830, 1988) a spoCitany, aby se
vyhodnotil celkovy vytéZek ostruvky, a data pak Dbyla
matematicky zpracovéna, aby byl stanoven celkovy pocCet
ostrivkd s pramérnou hodnotou priméru 150 pm (ostruvkovy
ekvivalent, IEQ) (Ricordi, Acta Diabetol. Lat. 27: 185-195,
1990).

Pro studium zvySovani tolerance byla odebréna tkaid teéla
obratlt z darct pankreatu a zpracovana modifikovanym rutinnim
zplisobem pouZivanym pro lidské obratle, aby se ziskaly buiiky
kostni d¥ené& darce (DBMC). PFijemctm darcovské kostni diené
byly podavany infuze 5. a 11. den po ICT, celkova podana
davka byla 10° jadernych bun&k na 1 kg télesné hmotnosti

pfijemce.

B T I A O AR AT
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Znehybnéni zvifat

pro chemické znehybnéni zvifrat byl injikovéan
ketaminhydrochlorid do sedaciho svalu (10 mg/kg télesné
hmotnosti). ProdlouZeného sedativniho uc¢inku bylo dosaZeno
podavanim ketaminhydrochloridu i.m. v davce 5 mg/kg. Dals3i
ketamin byl podavéan kdykoliv se ukézalo, Ze zvife reaguje na
podndt Stipnutim. JjelikoZ predchozi studie ukézaly, Ze
ketamin redukuje prvni fazi inzulinové odpovédi na glukdzu
(FPIR), byly davky ketaminu udrZovany na nejniZsi moZné mife
ve viech metabolickych testech (lehmann et al., J. Med.
Primatol. 26: 312-321, 1997) . Celkovd dévka ketaminu
k udrZeni dostated&ného zklidn&ni po dobu 30 minut byla 35 % 2
mg/kg. Zvifata byla fyzicky znehybneéna sedativnim ucinkem
ketaminu. Mista, kde do3lo k chirurgické nebo cévni penetraci
byla oSetfena betadinem a alkoholem. Vnitini katétry byly

umistény intravendzné a zaji3tény.

Pankreatektomie (odstranéni pankreatu) a ICT

V den, kdy se provadé&la ICT (den O studie) byl preparat
ostrivkid centrifugovan a palet byl resuspendovadn v doplnéném
médiu CMRL1066 a pak pfes noc kultivovan ve 22 °C. Pred
transplantaci byl preparadt centrifugovan a pelét byl
resuspendovan ve 20 ml roztoku RPMI 1640 obsahujici 2,5%
darcovské sérum a 200 IU heparinu. Pocet IEQ byl stanoven
bezprost¥fedn& p¥ed transplantaci. Celkova pankreatektomie
byla provedena obvyklym chirurgickym zpusobem. Po jejim
provedeni byl angiokatétr 20G zaveden do jednoho
z mesenterickych p¥itokd vratnice a ICT byla provedena

gravitaéni infuzi preparatd ostrivkd po dobu 10 minut.




L4 *so8e L L X J e

(X ] v [ 2 ) - L * L
™ . » L] * [ 4
. [ L] [ ] * » ree
* * L d L d .

ese & “es 8000 o0

30
Imunosuprese a pooperacni péce

Jako vhodné imunosupresivum byl vybran FK506

(tacrolimus), nebot tento 1lék se Dbé&Zné uZivd pri ICT
u Glovéka. Podavani FK506 bylo zahdjeno 5 dna p¥ed ICT.
Paviantm - prijemctim se podavala davka 0,1 mg/kg/den i.m.
Hladina lé&iva se monitorovala denné a dévky se upravovaly
tak, aby se udrZovala hladina p¥ibliZné 15ng/l. Humanizovana
anti-CD154 (odvozend =z monoklondlni plky 5c8, viz Ledermann
et al., J. Exp. Med. 175:1091-1101, 1992) byla podéna 1i.v.
v den studie -1, 3 a 10 v davce 10 nebo 20 mg/kg a hladina
5¢c8 a anti-5c¢8 v krvi byla stanovena pomoci ELISA testu.
Prvni pooperadni den (den studie 1, PODl)dostaly paviani
intravendézné tekutiny. Pak byla zvifata krmena dietou
obsahujici 60 g sacharidl denné sestéavajici z 45 g opicich
suSenek (s pridavkem viokazy) a 15 g ovoce. Na zakladé
zku3enosti s prvnimi dvéma zvifaty léZenymi anti-CD154, byla
dalsim zviFatim podavédna subkutédnné mald déavka inzulinu
(0,5 U/kg t&lesné hmotnosti na den) po dobu 14 aZ 20 dnl po
transplantaci ostruvkl, aby se zabranilo "vycerpani" ostravkl
a tim se optimalizovaly podminky nezbytné pro uspésSné prijeti

Stépu.

Monitorovani

Hladina krevni glukézy po hladovéni (FG) a po jidle
(PPG) odbéry krve z paty a testovanim pomoci glukometru Elite
alespofi jednou tydné a vzorky krve byly odebréany k ziskani
plazmy pro stanoveni FG pomoci analyzdtoru glukézy firmy
Beckmann. Krevni vzorky byly také odebréany pro potvrzeni
obvykle vysokych hodnot. Krevni vzorky byly odebrény od vSech
zvifat ve studii anti-CD154 pfed kaZdou davkou monoklonélni
protilatky (pfed dnem -1 a pak pravé pfed podénim protilatky

3. a 10. den). P¥ibliZn& 3 mésice po transplantaci byla
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frekvence testovéani sniZena na 1lx za 2 tydny. Krevni vzorky
byly uZity pro fenotypizaci periferni krve k vyhodnoceni
populaci leukocytlh a stanoveni CBC a chemického sloZeni,
hladiny 5c8 a anti-5c¢8, inzulinu a C-peptidu a chimérismu.
Krev byla také pravidelné& odebirdna pro opakované testovani

MLC reaktivity na antigeny dérce a antigeny tfeti strany.

Testy

Plazmaticky inzulin byl stanovovan metodou s dvéma
protilatkami (Linco Research, Inc., St. Charles, MO). Spodni
limit detekce byl 20 pmol/l a prumérny mezitestovy koeficient
rozptylu byl 6 %. Plazmatickd glukéza byla mé&fena pomoci
analyzédtoru glukdézy (Beckmann Instruments, Palo Alto, Ca).
celkovd hladina glukdézy v krevnich kapilédrdch byla mé&fena
glukometremn Elite (Bayer, Elkhard, IN). Platnost
inzulinovych testli byla demonstrovana srovnanim koncentraci
inzulinu v Fedé&ném séru s inzulinovou standardni kE¥ivkou.
Glukagon byl m&fen také metodou s dvéma protilatkami (DPC,
Los Angeles, CA). Tyto komeréni soupravy byly pred pouZiti
ovéreny pomoci sériového redéni (Goodner et al., Diabetes 38:

925-931, 1989).

Intravendzni glukdzovy tolerancéni test (IVGTT)

Bylo jiZ dfive ukézano, Ze in vivo test funkce bunék
ostrivkl poskytuje pFresny obraz zmén v hmotnosti [ bunék
(McCulloch et al., Diabetes 40: 673-679, 1991). Intravenézni
glukézovy tolerandni test se provadél po 16 aiZ 18hodinovém
hladovéni p¥es noc, jak bylo jiZ publikovéno (Lehmann et al.,
J. med. Primatol. 26: 312-321, 1997). Ve strucnosti: vzorky
krve byly odebrany v &ase ~10, -5 a 0 minut. Pak bylo
injikovano 0,5 g glukdézy na 1 kg télesné hmotnosti ve formé

50% roztoku glukézy béhem 20 sekund do vena saphena. Pak se

[ ]
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odebiraly 1,5ml wvzorky 2z kontralaterdlni femordlni arterie
1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 a 30 minut po injekci. Celkem bylo
tedy odebréno 12 vzorkd krve béhem 40 minut. Vzorky byly
pfeneseny do.sklenéné zkumavky obsahujici 0,05 ml 15% EDTA
a 0,2 ml trasylolu (500 K.I.U. aprotinin/ml krve), umistény
na led a do deseti minut stocleny,. Plazma pak byla zamraZena
v -80 °C a pozdéji testovdna na glukdzu, imunoreaktivni

inzulin a glukagon.

Statistickd analyza a vypoclty

Vysledky Jjsou uvadény Jjako prumérnéd hodnota £ stfedni
chyba praméru (SEM). Z IVGTT byla vypoltena konstanta ubyvéani
glukdézy (Kg) jako velikost smérnice poklesu funkce loge (1n)
plazmatické glukézy mezi 10. a 30.minutou po injekci glukdzy
vynadsobend 100. Akutni inzulinovad odpovéd na glukdzu (AIRG)
se vypoletla jako pfirtstek plochy pod k¥ivkou inzulinu
(AUC)mezi 1. a 10. minutou po IV injekci glukdézy. P¥irlGstkové
odpoveédi (AUCglukdza, AUCinzulin) byly pocitédny pomoci
lichobé&Znikopvého pravidla s odectenim zakladni hodnoty od 1
do 30. minuty. Data byla analyzovdna programovym vybavenim
"Statistica for Windows" (verze 5,0, 1997, Statsoft, Inc.,

Tulsa, OK, USA).
Vysledky

Terapie ©blokovédni CD154 prodluZuje pfeZivédni a funkci
allo3dtépu ostrivkid

V&ichni paviédni m&ly bezprostfedné po transplantaci
normalni glykemii. jak je uké&zano v tabulce 1, ICT
allogennich ostruvk, v nepfitomnosti imunosupresiv nebo
terapie blokujici CD154, vedla k odhojeni 8. den. Konvencni

imunosuprese pomoci FK506 (samotného nebo v kombinaci
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s bufikami kostni dfené& nebo selektovanymi kmenovymi bufikami
z kostni dfend) nevedla ke zlep3eni pF¥eZivani ostrhvky,
k odhojeni do%lo 10, 8 a 10. den. naproti tomu, 1léCeni
monoklonalni protiladtkou anti-CD154 (5c¢8) vedlo u 4 zvifat
z 5 k podstatnému prodlouZeni Zivota alloStépu ostravkl ve
srovnani s kontrolnimi zvifaty 1léCenymi FK506. Vysledky
z této studie jsou ukézany také v grafu na obr. 1, kde Je
vynesena hladina krevni glukézy po hladovéni (FG) jako funkce
dntt po operaci (POD). Predkléddané vysledky ukazuji, a to
poprvé, Ze terapie blokovani CD154 prodluZuje dobu snéadeni
alloit&pu ostruvkd na modelu pankreatektomii indukovaného
diabetu u priméatd. Vyznamné je, Ze vysledky také demonstruji

schopnost terapie anti-CD154 zvratit akutni rejekci.

Terapie blokovani CD154 se mhZe aplikovat spolelné s pfenosem
bunék kostni dfené

T¥i paviani obdrZeli opoZdénou infuzi kompletni kostni
d¥ené (n=2) nebo selektovanych kmenovych Dbunék (pomoci
kolony Ceprate® firmy CellPro, Bothell, WA) kostni dfené
(n=1)5. a 11. postoperadni den (POD 5 a 11). Paviani byli
podrobeni 5c8 induk&ni terapii (20 mg/kg ve dny -1, 3 a 10)
a pak m&si&ni udrZovaci terapii poCinaje dnem POD 28. Jedno
zvite si vedlo extrémné dob¥e, bylo zcela bez priznakid
rejekce aZ do 241. dne (POD 241). U druhého zvifete se
projevila rejekce 112. poopera¢ni den (POD 112), pak bylo
udrZovano aZ do 162. poopera&niho dne. LéCeni tretiho zvifete

zaCalo 70. den a udrZelo se do 124. dne.

U&inek terapie blokovani CD154 na funkci tépu vcetné
kontroly glukézového metabolismu
Opakované testy IVGTT u kontrolnich zvitat ukédzaly

vynikaji reprodukovatelnost prvni féaze sekrece inzulinu

[ ]
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(FPIS). Zvlaste jeden test tolerance glukbdzy (IPGTT)
a imunohistochemie provedené na =zvifeti utraceném 79. den
prokdzaly funk&ni tkafiovy Stép v jatrech Dbez jakékoliv
rezidudlni tvorby inzulinu jinde neZ v jatrech. U ostatnich
zvifat byly zjidtény funk&ni allodtépy ostrivkd s pfeZivanim
delsim neZ 125 aZ 220 dnG. Opakované IVGTT v obdobi 4 aZ 16
tydn@ po pankreatektomii a transplantaci ostravkl ukézaly
tém&¥ shodné hodnoty Kg u vdech zvifat aZ po 8. pooperalni
tyden. Hodnota Kg se pak sniZovala u paviadnt léCenych hubc8
v okamZiku rejekce. Stabilni hodnoty byly pozorovany
u paviant 1léZenych udrZovacimi davkami  hubc8. Hmotnost
ostruvki, urdend pomoci FPIS, se s Casem sniZovala po kaZzdé
epizod& rejekce. Naproti tomu hodnota FPIS (aZ dop 16. tydne)
po transplantaci u zvifat na udrZovaci terapii hu3c8 se dobre
drfela. Byla sledovadna také dvé kontrolni zvifata. pEl
ndkterych IVGTT technické problémy vyvolaly potfebu podat
vice ketaminu ne? v predchozi studii, coZ vedlo ke sniZeni
hodnot Kg a FPIR. AvZak dale po standardnich davkéch ketaminu
se tyto indik&atory vratily k normalu.

V pribé&hu této studie bylo zjisténo, Ze odhojeni S5tépu
je moZné detekovat Je3té pfed =zvySenim FG hodnocenim
2hodinového PPG. Historicky rejekce 3&tépu ostravkid byla
definovéana tim, kdyZ dvé po sob& nasledujici FG byly vy35i neZ
250 mg/dl. AvSak nyni bylo zjisté&no, Ze dvé po sobé
nédsledujici 2hodinové PPG vy33i neZ 150 mg/dl poskytuji
citlivy indikator <&asného stadia rejekce Stépu. Aplikace
terapie proti rejekci, at uZ ¢&inidla blokujiciho CD154 nebo
konvenéniho &inidla, m@Ze byt nasazena dostatelné vcCas
v ranné fazi odhojeni, takZe umoZni zachranit metabolicky
aktivni tkai 3tépu. Pro zachranu odhojované tkané pomoci 5c8
byl opakovan stejny davkovaci reZim jako byl uZit pro indukci

prijeti Stépu.
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Zavéry ze studie na paviénech

Studie prokédzala, Ze 5c8 podporuje p¥ijeti ostravky,
dovoluje dlouhodobé p¥eZivani allogennich ostravkd a neméd
Zadné vedlej3i Zkodlivé u¢inky ani na sekreci inzulinu ani na
celkovou inzulinovou citlivost. Navic tyto studie poprvé
prokazaly, Ze pomoci blokovani CD154 miZe byt Stép udrZovan
a e je moiny zvrat epizod rejekce ostrivkld na modelu velkych
zvifat. Zde uvedené terapie mohou vést k uchovidni sekrece

inzulinu a celkové inzulinové citlivosti na UuGrovni pFfed

transplantaci bunék ostruvkld u velkych zvirat.

Tabulka 1
prodlouZeni pFeZivani allo3tépu u primdtd (kromé& Cclovéka)

pomoci anti-CD154

Skupina N Druh Doba
nezavislosti na
inzulinu (dny po
operaci, POD)

Kontrola 1 Pavian 8

FK506 3 Pavian 8, 10, 10
anti-CD154 5 |Paviéan 2g, P59, €229,
indukce+antirejekce ‘ 4264, °284
anti-CD154 2 |pavian £113, 9238
indukce+udrZovani

anti-CD154 4 |Makak "rhesus" 16, >80, >984,
indukce+udrZovani >166

a) dostal sniZenou davku 5c8

b) zvife 34R, utraceno 79. den ©po operaci (79 POD)
s Castelnou funkci, epizoda rejekce 58. POD TUuspé&3né
zastavena

c) zvire 12R, utraceno 302. POD s castecnou funkci, Sest
Uspé&3né& lécenych epizod rejekce od 59. POD
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d) zvife 29R, utraceno 300. POD s Uplnou rejekci, Jedna
epizoda rejekce

e) zviFe 14R, utraceno 301. POD s Castecnou funkci, C<&tyFi
Uspé&3né lécené epizody rejekce od 31. POD

f) utraceno 130. POD, uplna rejekce

g) utraceno 253. POD, castelné funkce

h) viz diskuse déle

i) uhynulo, nezavislé na inzulinu, z davodu Castecné
intestindlni obstrukce

Priklad 2

ICT u makaka jako model pankreatektomii indukovaného diabetu

Pokud nebude uvedeno jinak, v3echny postupy byly obecné

shodné s postupy popsanymi ve studii na pavianech.

Zvitata

Makakové "rhesus" SPF stéa¥i 2 aZz 7 let se daji ziskat od
COVANCE (Alice, TX) nebec Mannheimer Foundation, Inc.
(Homestead, FL) nebo podobného prodejce. Po pPijeti byla
vEechna zvirata vySetfena, aby se urlil Jjejich vSeobecny
zdravotni stav, fyzicky a psychicky stav. Zvifata hladovéla
12 a? 18 hodin pred chirurgickym z&krokem a byla pfedbé&iné
anestetizovana i.m. ketaminem (10 mg/kg) a atropinem (0,04
mg/kg). jakmile bylo zvife zklidné&no, bylo endotrachealné
intubovano a byl zaveden i.v. katetr. Endotrachealni intubace
byla wuZita pro ochrédnéni dychacich cest a pro pfipad
nouzového podani 1léku. Zvifat byla anestetizovéna kombinaci
isofluranu a kysliku. V pribé&hu celé procedury ICT byla
katetrem podavana infuze fyziologického roztoku pro injekce
rychlosti 10 ml/kg/hod.

St¥edovou incizi byl vytvofen pFfistup k orgédnim b¥isni

dutiny. Jak u darce tak u piijemce byla provedena totéalni
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pankreatektomie s uchovanim duodena. Ostrlivky byly izolovany
konven&nimi prostfedky z pankreatu darce pro naslednou
transplantaci do diabetického p¥ijemce. Po odkrveni darce
v anestézii byla odebréna b¥iZni incizi hmota obratll pomoci
Strikerovy pilky. Kost byla ihned o&etfena tak, aby se
ziskala kostni d¥efi. U n&kterych p¥ijemcd byly bunky kostni
d¥en& pouZity k infuzi p#ijemci prostfednictvim cefalické
cévy pomoci soupravy typu y s filtrem.

Po pankreatektomii p#ijemce byl do pfivodu dolni nebo
horni mesenterické Zily zaveden katetr a ostravky byly
p¥eneseny gravita&ni drenadZi do jater. Poté byl fez uzavien
obvyklym zptsobem. Na konci procedury byla zvifat pouze pod
kyslikem a kdyZ zvifata procitla natolik, Ze byla schopna
sama dychat, byla odstranéna endotrachealni intubace. Po ICT
byly pfijemci umist&ni v klecich na Jjednotce intenzivni péce
a pozorovani dokud se klinicky nestabilizovali. Pooperacné
byla podavéna antibiotika (Baytril, 5 mg/kg i.m., Jednou za
24 hod po 5 dnu). Bupomorfin (0,05 mg/kg, i.m.) byl v nutném
pripadé jako analgetikum.

Po operaci opice hladov&ly a 1. den (POD 1) dostaly
gatorade p.o. 2. den (POD 2) dostéavaly 2x denné slabou dietu,
obsahujici banadn a z¥edénou (vodou) vysokproteinovou stravu
prd opice obsahujici viokadzu (1 bandn a 4 sulenky). od 3.
dne pokralovala normédlni strava (6 aZ 8 sul3enek s viokazou,
ovoce, 2x dennd). Ka?dé zvife bylo krmeno jednotlivé, aby se
zabranilo kompetici b&hem krmeni. Nemocni jedinci byli krmeni
ruéné, aby se zlep3il jejich celkovy stav a vyZiva. Zvifata
v kritickém stavu byla v izolaci, doku se Jjejich stav
nezlepdil. 2Zvi¥ata, u kterych byla shledana nelécitelnymi
nebo v terminalnim stadiu, byla utracena rychlou i.v. injekci

chloridu draselného i.v. katetrem.
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Monitorovéani

Vzorky krve pro sledovéani glukézy a inzulinu
a imunologie neptesdhly nikdy 1 % télesné hmotnosti nebo 7 %
b&hem mé&siZniho obdobi. Hladina glukédzy po hladovéni (FG)
byla stanovena 2z malé kapky krve =ziskané bodnutim skalpelu
paty pomoci glukometrického prouZku. V urcitych pZipadech,
nap¥. pokud byla vysokd glukdzy (>200 mg/dl) byla napichnuta
Zila, aby se =ziskala plazma pro zméfeni na analyzétoru
glukbézy Beckmann. Vzorky krve byly také odebirédny pfed a pak
v nékolika intervalech po transplantaci ke stanoveni proti-
darcovské imunoreaktivity pfijemce. Intravendzni glukdzové
tolerancni testy (IVGTT) byly provadény 3jak bylo popséno
v pfedchozim prikladu, pfred transplantaci a v 4 ai 6

tydennich intervalech po transplantaci.
Vysledky

Terapie blokovadni CD154 prodluzZuje preZivdni a funkci
allost&pu ostrlvkl u makakl "rhesus" s diabetem a paviént

Jak bylo jiz ukéazano v tab. 1, tato studie
demonstrovala, Ze terapie s hubc8 prodluZuje dobu snaSeni
S5tépu ostrivkld i u dalsiho druhu primédthd. V této studii byl
uZit reZim indukce p#ijeti podavanim hub5¢c8 v den -1, 0, 3
a 10. Pak néasledoval mésicéni udriovagi reZim, aby se udrZela
sérovd hladina 5c8. Vysledky, uvedené také na obr. 2, Jjsou
pfekvapivé: funk&ni allodtépy ostrlvkd se udrZuji aniZ by
do3lo k epizod& rejekce (odhojeni). Vyznam tohoto zjiSténi je
podtrZen jedt& srovnatelnymi uUdaji uvedenymi na obr. 3, kde
krom& studie na makaku je ukézadna FG Clovéka (Jjménem LAURA)
trpiciho DM a 1lé&eného intenzivni inzulinovou nahrazovaci

terapii. DM byla u LAURY diagnostikovdna ve véku 14 mé&sict
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a v dob& studie, kdy byla stara 6 let, dostévala inzulinové

injekce 2 aZ 3x denné.

Ekvivalence

Predkladany vynalez miZe mnit 1 Jiné vyhodné formy
provedeni, které Jjsou taktéZi vysledkem stejneé vynédlezecké
ginnosti. Uvedené ptiklady Jjsou proto pouze ilustrativni
a vynadlez nijak neomezuji. Pfedmét vynalezu je definovan
nasledujicimi patentovymi néroky a spadaji do ného také

v3echny zmé&ny a modifikace ve smyslu ekvivalence.
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PATENTOVE NAROKY

PouZiti &inidla rudiciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu léku
k inhibici odhojeni (rejekce) tkanhového Stépu tvoriciho
inzulin pfijemcem 3Sté&pu, kterym Je primat, piiCemZ se

lékem podava prijemci 3tépu ulinné mnoZstvi &inidla.

PouZiti ¢&inidla ruSiciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu léku
k prodlouZeni pfeZivani transplantované tkané tvofici
inzulin u p¥ijemce 5t&pu, kterym je primét, pficemZ se

lékem podava prijemci 3tépu ulinné mnoZstvi Cinidla.

PouZiti &inidla rudiciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu 1éku
pro reverzi akutniho odhojeni transplantované tkané
tvorici inzulin u prijemce 3tépu, kterym Jje primat,
pfidemZ se lékem podava pEijemci Stépu ucinné mnoZstvi

ginidla.

PouZiti ¢&inidla ru$iciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu léku
k uchovani funkce transplantované tk&né tvorici inzulin
u pfijemce 3tépu, kterym Je primdt, priCemZz se lékem

podava prijemci 3t&pu U¢inné mnoZstvi Cinidla.

Pou¥iti &inidla rudiciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu léku
k obnoveni funkce poSkozené transplantované tkané& tvofici
inzulin u pfijemce &tépu, kterym je primat, pfilemZ se

lékem podava prijemci $tépu uZinné mnoZstvi cinidla.

PouZiti podle naroku 1, 2, 3, 4 nebo 5, kde &inidlo rusici
vazbu CD40:CD154 je: a)c&inidlo blokujici CD154 (Cb40oL),

nebo b) monoklondlni protilatka, nebo c) monoklonalni
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protilétka, které ma antigenné specifické vazebné
charakteristiky protilétky 5c8 ptipravené z ATCC
¢. HB 10916.

PouZiti podle naroku 1, 2, 3, 4, nebo 5, kde tkan tvofici
inzulin Jje a) tkan celého pankreatu, Db) izolované
pankreatické ostruvky, c) populace bunék obsahujici
izolované dosp&lé B bufiky ostruvkd, d) populace bunék
obsahujici izolované fetdlni B bunky ostravkl,
e) populace buné&k obsahujici kultivované B bufiky ostruvku,
f) populace buné&k obsahujici imortalizované f builky
ostravkd, g) populace bunék obsahujici hostitelské buiky
stabiln& exprimujici inzulinovy gen, nebo h) populace
bunék obsahujici hostitelské bunky indukovatelné

exprimujici inzulinovy gen.

Pou?iti podle néroku 1, 2, 3, 4, nebo 5, kde tkan tvofici
inzulin Jje fyzicky oddélena od tkané pfijemce

imunoizolaénim za¥izenim.

PouZziti podle néaroku 8, kdy imunoizolacni zatizeni
a) obsahuje semipermeabilni membrénu, kterou Jje vymezena
izolovand kom@rka, v niZ je umisténa tkan tvofici inzulin,

nebo b) je tobolka, nebo c¢) je mikrotobolka.

.PouZ?iti podle naroku 1, 2, 3, 4, nebo 5, kde tkéan tvofici
inzulin je allogenni nebo xenogenni pro pfijemce tkanoveho

Stépu.

.PouZiti podle néroku 1, 2, 3, 4, nebo 5, kdy pfijemcem

tkdfového 3tépu je Clovék.




12.

13.

14.

15.

l6.

17.

18.

19.

42

PouZiti podle naroku 11, kdy p¥fijemce Stépu trpi poruchou

metabolické kontroly metabolismu glukdzy.

PouZiti podle néaroku 12, kdy pfijemce 3tépu méd diabetes

mellitus.

PouZiti ¢inidla ruSiciho vazbu CD40:CD154 pro vyrobu léku
k obnoveni  metabolické kontroly metabolismu glukozy
u primata, ktery to ©pot¥ebuje, kdy a) primatovi se
implantuje uc¢inné mnoZzstvi tkéné tvorici inzulin

a b) primatovi se podad Ucinné mnoZstvi uvedeného c¢inidla.

PouZziti podle néaroku 14, kdy ¢inidlo ru3ici wvazbu
CD40:CD154 je monoklonadlni protilétka, kterd m& antigenné
specifické vazebné charakteristiky protilatky 5c8

pripravené z ATCC &. HB 1091l6.

PouZiti podle néaroku 15, kdy monoklonadlni protilatka se

podavéa pred implantaci tkéané.

PouZiti podle néaroku 15, které obsahuje dodateény krok,
kdy se opakuje podavani monoklondlni protilatky alespon

dvakrit bé&hem obdobi dvou tydnl po implantaci tkéné.

PouZiti podle néroku 17, které obsahuje dal3i dodatecny
krok, kdy se opakuje podadvédni monoklondlni protilatky

pfinejmensim jeden mésic po implantaci tkéané.

PouZiti podle néaroku 17, které obsahuje jeété dalsi
dodate&ny krok, kdy se opakuje podédvani monoklonalni
protilatky m&siZn&, polinaje pfinejmenSim dva mésice po

implantaci tkéné.

| B
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PouZiti podle néaroku 14, kde se déale a) implantuje
primdtovi u¢inné mnozstvi ¢inidla vyvoléavajiciho
toleranci.

PouzZiti podle néroku 20, kde ¢inidlo vyvolévajici
toleranci je tkai kostni d¥ené, kterd je MHC-kompatibilni

s tkéni tvofici inzulin.

PouZiti podle néaroku 21, kde ¢inidlo wvyvolévajici
toleranci e a) tkan kostni dfené&, kterd je syngenni
s tkéni tvofici inzulin, nebo b) Uplnéd kostni dfenl, nebo
c) populace hematopoetickych bunék CD34 (+), nebo
d) populace hematopoetickych bunék CD34(+), které Jjsou

soucasné CD40 (-).

Zpusob detekce poskozeni metabolické kontroly glukdzového
metabolismu u savce vy znacujici se tim Ze
obsahuje kroky, kdy se a) =ziska, alesponnt jednu hodinu
a méné neZ 8est hodin po té, co savec pfijal potravu,
prvni vzorek obsahujici krev savce, b) stanovi obsah
glukézy v prvnim vzorku, a c) ur¢i se, zda obsah glukdzy

v prvnim vzorku p¥esahuje 150 mg/dl.

Zpusob podle néroku 23 vy znac¢ujici se timn,
7e obsahuje dal3i kroky, kdy se a) ziskd druhy vzorek
obsahujici krev savce, nejméné <ctyfiadvacet hodin po
ziskani prvniho vzorku a alespoifi jednu hodinu a méné neiZ
Sest hodin po té, co savec prijal potravu, b) stanovi
obsah glukézy v druhém vzorku, a c) urc¢i se, zda obsah

glukézy v druhém vzorku p¥esahuje 150 mg/dl.
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Zpusob podle naroku 23 nebo 24 vy znacujici se
t im Ze jeden 2z prvniho ¢&i druhého vzorku nebo oba
vzorky se ziskaji dvé hodiny po té, co savec pfijal

potravu.

Zpusob podle naroku 23 nebo 24 vy znadcujici se
t i m, Ze savec md subklinickou poruchu metabolismu krevni
glukézy.

Zplisob podle ndrcku 26 vy znac¢ujici se tim,
e savec je ohroZen tim, Ze se u ného vyvine diabetes
mellitus.

Zpusob podle narcku 26 vy znacujici se tim,
7e savec Jje prijemce allogenni nebo xenogenni tkéné
tvorici inzulin.

Zpusob podle naroku 23 nebo 24 vy znac¢cujici se

t 1 m, Ze savec je Clovék.
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