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Farmaceunticky prostiedek pro lé¢bu amyloidnich onemocnéni, zpisoby prevence a
prognézy

Oblast techniky

Tento vynalez popisuje prostiedky a metody pro lé&bu amyloidnich stavi u lidi a obratloveil.

Dosavadni stav techniky

Amyloidéza je obecny termin zahrnujici mnoZstvi nemoci jez jsou charakterizovany extra-
celuldrnim ukiadanim proteinovych vlaken, kterd tvofi poetni ,amyloidni plaky“, jez se mohou
objevit lokalng nebo systemicky. Vlaknita konstituce t&chto plaki je pro rizné formy amyloid-
nich onemocnéni uréujici charakteristikou. Nap#iklad intracerebralni a cerebrovaskularni plaky
sloZené prevazné z vldken beta amyloidniho peptidu (B-AP) jsou charakteristikou Alzheimerovy
choroby (jak familidlni tak sporadicka forma), vlakna ostritvkového amyloidniho polypeptidove-
ho proteinu (IAPP - amylin) jsou charakteristicka pro plaky v buiikich pankreatickych ostrivki
spojenych s diabetes typu 11 a B2—mikroglobulin je hlavni slozkou amyloidnich plaki, tvoficich
se nasledkem dlouhodobé lééby hemodialyzou. Nedavno byly jako amyloidni onemocnéni
uznany také nemoci spojené s priony, naptiklad Creutzfeld—Jacobova nemoc.

Jednotlivé formy nemoci jsou déleny do skupin, vétiinou na zikladé toho jestli amyloidoza je
nebo neni spojena se systemickym onemocnénim. To znamend, Ze za primarni jsou povaZovany
amyloidozy, u kterych neni dikaz o pfedchazejici nebo koexistujici nemoci. Obecné jsou primar-
ni amyloidézy charakteristické pfitomnosti proteinovych vidken typu AL (amyloidni lehké fetéz-
ce), takto pojmenovanych pro homologii N-koncové oblasti AL vlakna s variabilnim usekem
lehkého fetézce imunoglobulinu (kappa nebo lambda).

Sekundarni neboli reaktivni amyloidéza je charakterizovana ukladanim vlaken AA typu odvoze-
nych od sérového amyloidniho A proteinu (ApoSSA). Tyto formy amyloidézy jsou charakterizo-
vany predchazejicim vyskytem chronického zanétlivého nebo infekéniho stavu (napf. revmatoid-
ni artritida, osteomyelitida, tuberkuléza, lepra).

Heredofamilialni amyloidézy mohou byt doprovazeny neuropatickymi, ledvinovymi nebo kar-
diovaskulamimi plaky ATTR transhyretinového typu. Jiné heredofamilialni amyloidozy zahrnuji
jiné syndromy a mohou byt odlisné amyloidni slozky (napf. familialni Stfedozemni horecka,
ktera je charakteristickd AA vlakny). Jiné formy amyloid6zy zahrnuji lokalni formy, které jsou
charakteristické ohniskovymi loZisky a ¢asto usazeninami rakovinového typu, objevujicimi se
v izolovanych organech. Jiné amyloiddzy jsou spojeny se stAmutim a jsou vieobecné charakteri-
zovany tvorbou plaki v srdci a mozku. Casté jsou také amyloidni plaky spojené s dlouhotrvajici
hemodialyzou. Tyto a jiné formy amyloidnich onemocnéni jsou shrnuty v tabulce 1. (Tan, S.Y.
and Pepys, Histopathology 25:403—414, 1994; Harisson’s Handbook of Internal Medicine, 13"
Ed. [sselbalcher, K.J. et al, eds, McGraw—Hill, San Francisco, 1995).

Casto se stiva, Ze vlakna tvofici amyloidni plak jsou odvozena od vicero prekurzorovych protei-
nil a jsou obvykle spojena se sulfiatovanymi glykosaminoglykany. Amyloidni plaky mohou obsa-
hovat i minoritni proteiny a peptidy riznych typu, spoleéné s jinymi slozkami jako tfeba s proteo-
glykany, gangliozidy a jinymi cukry, coZ je detailn&ji popsano v nasledujici Easti.

V soucasnosti neexistuji specifické zptisoby lé¢by pro Zidné zamyloidnich onemocnéni.
V ptipadech kde se sou¢asné vyskytuje i doprovodné onemocnéni, je snizeni tvorby amyloido-
genniho proteinu docilovano pomoci lé&by doprovodného onemocnéni. Typickym piikladem
miize byt lécba tuberkuldzy antibiotiky, &imZ se sniZuje mnozstvi mykobakterii coZ vede k zmen-
$eni zanétu a tim ke sniZeni hladiny SSA proteinu. V pfipadé AL amyloidu zpisobeného mnoho-
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nasobnym vyskytem myelomu, vede chemoterapie k sniZeni mnozstvi plazmatickych bungk, a

tim i ke sniZeni hladiny myelomovych
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imunoglobulind. S poklesem jejich hladiny muze zmizet i AL amyloid. Pfihlasky patentii US,
USSN, 09/201 430, podany 28. kvétna 1999 odhaluji, Ze zatizeni amyloidnim plakem spojené
s Alzhetmerovou chorobou miize byt znacné€ sniZena (a pfedejita) podavanim latek, ktere vyvola-
vaji imunitni odpovéd’ na B-amyloidni peptid (AB) a jeho fragmenty. Objevem piedkladaného
vynalezu je to, Ze indukce imunitni odpovédi pro rlizné siozky amyloidnich plakd je 0&inna pfi
1é¢be Siroke Skaly amyloidnich onemocnéni.
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Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka farmaceutického prostfedku, ktery obsahuje &inidlo, které je schop-
no v téle pacienta vyvolat imunitni odpovéd’ proti amyloidni sloZce, a farmaceutickou pomocnou
latku a adjuvans, kde amyloidni slozka je odvozena z vliknitého prekurzorového proteinu
vybraného ze skupiny obsahujici téZky fetézec imunolgobulinu, ApoAl, transhyretin, lysozym,
gelsolin, B2—mikroglobulin, atridlni natriureticky faktor, ostrivkovy amyloidni polypeptid. (pro)-
kalcitonin a synuklein.

Predkladany vynalez je zaméfen na farmaceutické prostiedky a metody pro 1€¢bu Fady amyloid-
nich onemocnéni. Podle jednoho hlediska zahrnuje vynalez farmaceutické prostiedky, které jako
aginnou sloZzku obsahuji latku, jez je schopna vyvolat imunitni odpovéd’ viiti amyloidni sloZce
v pacientovi, V takovychto prostfedcich budou zpravidla obsaZeny také pomocné litky a
v navrhovaném provedeni mohou obsahovat adjuvanty. V dale navrhovanych provedenich zahr-
nuji adjuvanty napfiklad hydroxid hlinity, fosfore¢nan hlinity, MPL™, QS-21 (Stimulon™) nebo
Freundiiv nekompletni adjuvant. V navrhovaném provedeni mohou takovéto farmaceutické pro-
stiedky obsahovat mnoZstvi Htek schopnych vyvolat v pacientovi imunitni odpovéd® viigi vice
neZ jedné amyloidni sloZce.

V popisovaném provedeni je latka schopna vyvolat imunitni odpovéd® zaméfencu proti viaknité
peptidové nebo proteinové amyloidni slozce. Takovyto vldknity peptid nebo protein je pokud
mozno odvozen od vlaknitého prekurzorového proteinu, o némz je znamo, Ze je spojen s uréitymi
formami amyloidnich onemocnéni, jak je zde popsano. Takovéto prekurzorové proteiny zahrnuji
kromé jinych také tézky fetézec imunoglobulinu, ApoAl, transthyretin, lysozym, geisolin, f2—
mikroglobulin, prionovy prekurzorovy protein (PrP), atridlni natriureticky faktor, keratin, IAPP
(ostriivkovy amyloidni polypeptidovy protein), (pro)kalcitonin a synuklein. Tyto prekurzory
zahmuji také mutantni proteiny, fragmenty proteinii a peptidy vzniklé po proteolyze téchto
prekurzorii. V popisovaném provedeni je latka schopna vyvolat imunitni odpovéd’ zaméfenou
viéi neoepitopu tvofenému vlaknitym proteinem nebo peptidem, a to podle sohledem na
vidknity prekurzorovy protein. To znamena, Ze¢ mnoho peptidd nebo proteinl tvoficich vliakna
jsou fragmenty téchto prekurzorovych proteini, napfiklad téch co jsou vyjmenovany vy3e. PFi
tvorbé téchto fragmenti, napriklad proteolytickym $t€penim, mohou byt odhaleny epitopy, jeZ na
prekurzorové molekule nebyly, z éehoZ plyne, Ze dokud je fragment &asti prekurzorového protei-
nu neni pfistupny imunitnimu systému. Latkami zacilenymi na takovéto epitopy mohou byt popi-
sované terapeutické latky, jelikoz je méné pravdépodobné, Ze u pacienta vyvolaji autoimunimni
odpovéd’,

V popisovaném provedeni zahmuji farmaceutické prostfedky vynalezu latky zacilené na amy-
loidni slozky, mezi néz patii nejen nasledujici vlaknité peptidy nebo proteiny: AH, ATTR, Agel,
Acys, AP;M, Ascr, Acal, AIAPP a fragment synuklein—NAC. Celé nazvy a sloZeni téchto pepti-
di jsou zde popsany. V oboru jsou dobfe znamy i metody pfipravy takovychto peptidii, coZ je zde
popsano.

V dile popisovaném provedeni zahrnuji litky obsaZené v takovémto farmaceutickém prostiedku
také uréité sulfatované proteoglykany. V popisovaném provedeni je proteoglykan heparin sulfat
glykosaminoglykan, nejlépe perlecan, dermatan sulfat, chondroitin—4—sulfat nebo pentosan poly-
sulfat.

Ve shodé s dal3im popisovanym hlediskem zahrnuje vynalez metodu prevence nebo 1é&by poru-
chy charakterizované amyloidnim plakem u savéiho subjektu. Ve shodé s touto ¢asti vynalezu je
subjektu podavana 0c¢inna litka v davce schopné vyvolat imunitni odpovéd’ proti amyloidni
sloZce charakteristické pro amyloidni poruchu, jiz subjekt trpi. Metody v podstaté zahmuji poda-
vani farmaceutickych prostfedkd obsahujicich imunogenni amyloidni slozku (viz vy3e), specific-
kou pro konkrétni poruchu. Takovéto metody jsou dale charakterizovany svou G&innosti ve
vyvolani imunogenni odpovédi u subjektu. Podle predlozeného provedeni je metoda u¢inna ve
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vyvolani imunologické odpovédi, jeZ je charakterizovdna sérovym titrem nejméné 1:1000 (podle
amyloidni sloZky, viéi niZ je imunogenni latka zacilena). Podle dale popisovaného provedeni je,
v zavislosti na vlaknité sloZce, sérovy titr nejméné 1:5000. Podle popisovaného provedeni je
imunitni odpovéd’ charakterizovana mnoZstvim sérové imunoreaktivity, odpovidajici vice nez
¢tynasobné hladiné sérové imunoreaktivity naméfené u kontrolniho vzorku séra pfed zapodetim
[¢¢by. Naposledy zmin&na charakteristika je vhodna zvlasté v pfipad® kdyZ je sérova imunoreak-
tivita méfena technikou ELISA, pfiCemZ ale muze byt vyuZita k jakémukoli relativnimu nebo
absolutnimu méfeni sérové imunoreaktivity. Podle pfedloZeného provedeni je imunoreaktivita
méfena u séra fedéného 1:100.

Podle dale popisovaného hlediska zahrnuje vynalez metodu pro uréeni prognézy u pacienta
podrobujiciho se 1€€b& amyloidni poruchy. V tomto pfipadé je u pacienta méfeno mnoistvi séro-
vé imunoreaktivity proti amyloidni sloZce charakteristické pro konkrétni poruchu, pfiéemz mnoz-
stvi sérové imunoreaktivity nejméné étyfikrat vétsi neZ kontrolni bazalni hodnota indikuje pro-
gnozu zlepseni (podle konkrétni amyloidni poruchy). Podle piedloZenych provedeni je mnozstvi
imunoreaktivity proti vybrané amyloidni sloZce, pFitomné v pacientové séru charakteristické
sérovym titrem nejméné okolo 1:1000 nebo nejméné 1:5000 (podie amyloidni sloiky).

Podle popisovaného hlediska zahmuje vynalez také takzvanou pasivni imunizaci, tj. metody
a farmaceutické prostfedky pro prevenci nebo 1é&bu amyloidnich onemocnéni. Podle tohoto hle-
diska vyndlezu je pacientlim podavéno G€inné mnoizstvi protilatky, ktera se specificky vidZe na
vybranou amyloidni slozku, pfednostné viak na viaknitou ¢ast pfitomnou v amyloidnich placich
charakteristickych pro lé¢enou nemoc. Tyto protilatky jsou vybirany pro jejich schopnost speci-
ficky se vazat na ritzné proteiny, peptidy a sloZky popisované v souvislosti s farmaceutickymi
prostfedky a metodami popsanymi v pfedchozich odstavcich této ¢asti. Podle popisovaného pro-
vedeni mohou takovéto metody a prostiedky obsahovat kombinace protilatek, které vazou
nejméné dvé amyloidni vidknité slozky. Obecné jsou tyto farmaceutické prosttedky podavany pro
zvyieni mnozstvi sérove imunoreaktivity proti cilové amyloidni sloZce, pfi¢emz toto zvyseni je
oproti sérovému mnozstvi imunoreaktivity v kontrolnim vzorku séra nejméné &tyknasobné. Pro-
tilatky mohou byt také aplikovany s nosiéem, coz je zde popsano. Obecné jsou takovéto proti-
latky, ve shodé s timto hlediskem vynalezu, podavany (nebo piipravoviny pro podani) perito-
nealné, oralni ceston, intranaslng, subkutanné, intramuskulamé, lokalné nebo intravendzné, pfi-
¢emz v3ak mohou byt podavany (nebo pfipravovany pro podani) jakoukoli farmaceuticky G€in-
nou cestou (tj. schopnou zajistit udané terapeutické hladiny, jez jsou ureny vyse).

Podle popisovaného provedeni mohou byt pacientovi terapeutické protilatky aplikovany podanim
polynukleotidu, jeZ koduje nejméné jeden Fetézec protilatky. Ve shodé s timto hlediskem vynale-
Zu je v pacientovi polynukleotid exprimovan s vysledkem piedstavujicim vznik fetézce protilatky
v ié¢inném mnozstvi. Takovyto polynukleotid miiZze kédovat t82ky a lehky Fetézec nebo fetézce
protilatky, a tim umoz2nit jejich expresi v pacientovi.

Podle prediozenych provedeni mohou vyse popsané imunizaéni rezimy zahrnovat vicenasobné
podavani latek zahmujicich protitatky. Podani se takto mohou opakovat napiiklad b&éhem 3esti-
mésiéni periody s tim, Ze po¢atetni imunizace je v ¢asovych intervalech (napf. 6 tydnii) nasledo-
vana posilovacimi injekcemi, coZ je v oboru dobfe znama metoda, pfi€éemz Casové intervaly se
mohou upravit podle pacientovy potfeby (kritériem je dosaZena imunologickd odpovéd’). Alter-
nativni nebo i dopliikovou cestou mohou byt rezimy zahrnujici pouziti prostfedki s postupnym
uvoliiovanim U¢inné latky. Coz je v oboru znama metoda.

Tyto a ostatni pfedméty a znaky vynalezu se stanou vice ziejmymi, jestlize bude Cten i detailni
popis vynalezu ve spojeni s doprovodnymi vykresy.
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A. Definice

Pokud neni znamo jinak, maji byt viechny zde pouzité terminy chapany tak, jak by jim rozumél
odbornik kvalifikovany v oboru piedkladaného vynalezu. Odbornici jsou pro definice, terminy
a standardni metody v oborech biochemie a molekularni biologie odkazovani hlavné na Sam-
brook, et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Second Edition), Cold Spring
Harbor Press, Plainview, N.Y. a Ausubel, F.M,, et al. (1998) Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York, NY. Je ziejmé, Ze tento vynalez neni omezen konkrétni
metodologii, protokoly a popisovanymi reagenciemi, jelikoZ tyto mohou byt pro dosazeni stej-
ného vysledku riizné ménény.

Termin ,adjuvant“ popisuje latku, kterd pfi podani ve spojeni santigenem zvyiuje imunitni
odpovéd’ vidi antigenu, je-li viak podana samotna tak Zadnou imunitni odpovéd’ viidi antigenu
nevytvafi. Adjuvanty mohou zesilovat imunitni odpovéd’ zpiisoby mezi néZ patti posileni tvorby
leukocytil, stimulace B nebo T-bunék (nebo obou zaroveii) a stimulace makrofég.

..Amyloidni nemoci* nebo ,,amyloidézou* je minéno mnozstvi poruch, které jako symptom nebo
jako Cast své patologie maji hromadéni nebo tvorbu amyloidnich plakiz.

~Amyloidni plak* je extraceluldrni usazenina slozena hlavné z proteinovych vlaken. Obecné jsou
vlakna tvoiena jednim previddajicim proteinem nebo peptidem. Plaky v3ak mohou byt slozeny
i z dal3ich peptidovych nebo nepeptidovych slozek, coz je zde popsano.

Amyloidni slo¥kou” je jakakoli molekula, ktera je pfitomna v amyloidnim plaku obsahujicim
antigenni ¢ast takovéto molekuly. Amyloidni slozky zahrnuji mimo jiné proteiny, peptidy, pro-
teoglykany a uhlovodiky. ,.Specifickou amyloidni slozkou“ je min€éna molekula, jez se zejména
nebo pouze v uréitém amyloidnim plaku.

,Cinidlo“ je chemicka molekula syntetického nebo biologického pivodu. V kontextu predklada-
ného vynalezu je Cinidlo hlavné molekula, ktera miiZze byt pouzita ve farmaceutickém prostredku.

wProtiamyloidni ¢inidlo* je &inidlo, které je u obratlovcil v pfipadé podéni technikami pasivni
nebo aktivni imunizace schopno vytvaiet imunitni odpovéd® proti sloZzce amyloidniho plaku.

Terminem ,,polynukleotid* a ,,nukleova kyselina“, jez jsou zde stfidavé pouZivany, je minéna
polymerickd molekula s patefi nesouci baze schopné vazat se vodikovymi vazbami specificky
s jinymi polynukleotidy, pficemz polymericka patei predklada baze zpisobem umoZiiujicim
takovéto sekvendné specifické vodikové vazani mezi polymerickou molekulou a komplementar-
nim polynukleotidem (napf. jednoretézcovou DNA). Tyto baze jsou typicky inosin, adenosin,
guanosin, cytosin, uracyl a thymidin, Polymerické molekuly zahrnuji dvou nebo jednovldknové
RNA a DNA a jejich modifikace, napfiklad ty s methyifosfonatovymi vazbami.

Termin ,,polypeptid“ je zde pouzivan pro latku tvofencu jednim Fetézcem aminokyselinovych
zbytkd, spojenych peptidovou vazbou. Termin ,.protein® miZe byt synonymem pro termin ,,poly-
peptid*“ nebo miize popisovat komplex dvou &i vice polypeptidi.

Termin ,peptid“ popisuje také litku sloZzenou z aminokyselinovych zbytkl spojenych peptidic-
kou vazbou, Obecné jsou peptidy slozeny ze 100 ¢i méné aminokyselin, zatimco polypeptidy
nebo proteiny obsahuji vice nez 100 aminokyselin. Zde pouZivany termin ,,proteinovy fragment*
milZze byt éten se stejnym vyznamem jako peptid.

.. Vlaknity protein™ &i ,,vlaknity peptid“ je monomerni nebo agregovana forma proteinu nebo pep-
tidu, jeZ tvofi vlakna vyskytujici se v amyloidnich placich. Priklady takovychto proteinli a pepti-
di jsou zde uvedeny.
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~Farmaceuticky prostiedek™ popisuje chemicky nebo biologicky prostiedek vhodny pro podani
do sav&iho organismu. Takovéto prostfedky mohou byt specificky pfipraveny pro podani jednou
nebo vice cestami, zahmujicimi mimo jinych i cestu oralni, parenterdlni, intravenozni, intraarte-
rialni, subkutanni, intranasalni, sublingvélni, intraspinalni, intracerebroventrikulami apod.

»Farmaceutickd pomocna latka“ nebo ,.farmaceuticky pfijatelna pomocna latka® je nosié, obvykle
kapalina, ve které je podavano terapeuticky aktivni &inidlo. Pomocna latka obecné nedodava
prostfedku Zadnou farmakologickou aktivitu, jakkoli viak mize zaji§tovat chemickou nebo bio-
logickou stabilitu (nebo chemickou i biologickou stabilitu zaroved) a ovliviiovat uvolfiovéani
aktivni slozky apod. Ukazkové prostfedky mohou byt nalezeny napiikiad v Remington’s Phar-
maceutical Sciences, |9 Ed., Grennaro, A., Ed., 1995.

»Olykoprotein® je protein, na ktery je kovalentné navazan nejméné jeden uhlovodikovy fetézec
(oligopolysacharid).

~Proteoglykan“ je glykoprotein, ve kterém je nejméné jeden z uhlovodikovych fetézch glykos-
aminoglykan, coZ je dlouhy linedrni polymer sloZeny z opakujicich se disacharidii, v némz jed-
nim &lenem péru je obvykle ,,cukrokyselina“ (kyselina uronova) a druhym je aminocukr.

Terminy ,,imunologicka“ nebo .,imunitni* nebo ,.imunogenni* cdpoved’ se tykaji vzniku humo-
ralni (zprostfedkované protilatkami) nebo bunééné dopovédi (zprostiedkované antigenné speci-
fickymi T—buiikami nebo produkty jejich sekrece), nebo obou typh odpovédi zaroveti, zaméfené
proti antigenu v organismu jednotlivého obratlovce. Takovato odpovéd’ miize byt aktivni odpo-
védi indukovanou podanim imunogenu nebo pasivni odpovédi indukovanou podanim protilatky
nebo primdmich T-bunék. Bunééna imunitni odpovéd’ je vyvolana piedkladanim polypeptido-
vych epitopl ve spojeni s MHC komplexem tiidy [ a I za (¢elem aktivace antigenné specific-
kych CD4 T pomocnych bunék nebo CD8 cytotoxickych T-bunék (nebo obou typh zirovert).
Tato odpovéd’ miZe zahrnovat také aktivaci monocyti, makrofagti, NK bunék, bazofili, dendri-
tickych bunék, astrocytii, mikroglie, cosinofilii nebo dalsich sloZek pfirozené imunity. PFitomnost
bunééné zprosttedkované imunologické odpovédi mize byt urdeno standardni analyzou prolife-
race (CD4 T-buiiky) nebo v oboru znamymi CTL analyzami (cytotoxické T lymfocyty). Relativ-
ni prispévky humorilni a bunééné odpovedi k ochrannému nebo [é¢ebnému G€inku imunogenu
mohou byt odliseny pomoci oddélené izolace frakci imunoglobulinu (IgG) a T-bunék z imunizo-
vaného syngenniho zvifete a m&fenim ochranného a lé&ebného G¢inku u druhého jedince.

~Imunogenni &inidlo* nebo ,,imunogen” nebo ,,antigen™ je molekula, kterd je po poddni paciento-
vi schopna indukovat imunologickou odpovéd’ proti sobé samé, a to bud’ ve spojeni, nebo i bez
pritomnosti adjuvantu. Takovéto molekuly zahrnuji napfiklad amyloidni vlaknité peptidy nebo
jejich fragmenty konjugované s nosnym proteinem, jimZz mdZe byt hemocyanin 2z Diodora
aspera, Cd3 nebo toxin tetanu.

»Epitop* nebo ,,antigenni determinanta® je ¢ast antigenu, kterd se vaZe k antigen vazajici ¢asti
protilatky.

Terminy ,,AB*, ,,AP peptid*“ a ,Amyloidni B* peptid jsou synonymni a popisuji jednu nebo vice
peptidovych smési sloZzenych z 38 aZ 43 aminokyselin odvozenych od Beta amyloidniho prekur-
zorového proteinu (B-APP). ,,APxx“ popisuje amyloidni 3 peptid 1—xx. pFi¢emZ xx znadi podet
aminokyselin v peptidu; napf., AB42 je shodny s AB1-42, ktery je zde popisovin také jako
~AN1792% a AB40 je shodny s AB31-40, ktery je zde popisovan také jako ,,AN1578.

Disagregovany nebo monomerni AP zna¢i rozpustné, monomerni peptidové z AP. Jednou
z metod ptipravy monomernich AP je rozpusténi lyofilizovaného peptidu v &istém DMSO pomo-
ct sonikace. Vysledny roztok je za agelem odstranéni viech nerozpustnych ¢astic centrifugovan.
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Agregovany AP je smés oligomeri, ve kterych drzi monomerni jednotky pohromadé nekovalent-
nimi vazbami.

Termin ,nahy polynukleotid“ znagi polynukleotid bez obsahu koloidnich latek. Nahé poly-
nukleotidy jsou nékdy klonovany v plazmidovém vektoru.

Termin ,pacient™ zahruje lidsky nebo savéi subjekt, ktery prodélava profylakticky nebo legebny
zasah.

Terminy ,,vyznamné odli$ny od®, ,,statisticky vyznamny®, ,,vyznamné vy33i (nebo nizsi) nez“, a
jim podobna slovni spojeni popisuji porovnani riznych dat, pri¢emz rozdily mezi dvéma porov-
navanymi jednotlivei nebo skupinami jsou 3kolenému pozorovateli zjevné nebo dostatelng
ziejmé, nebo také statisticky vyznamné (jestlize spojeni zahrnuje termin ,statisticky*, nebo kdyZz
je pritomen né&jaky adaj ze statistického testu, jako tieba p—hodnota, nebo kdyZ jsou data po ana-
lyze standardnimi statistickymi testy statisticky rozdilna).

Prostfedky nebo metody obsahujici jednu nebo vice z uvedenych slozek mohou obsahovat 1 jine
slozky, jeZ nejsou zvlast uvedeny. Napfiklad prostfedek, ktery zahrnuje viaknitou peptidovou
slozku, zahmuje jak peptid samotny, tak i jako sougast del3i polypeptidové sekvence. Zjednodu-
Sené to lze vyjadFit tak, Ze prostfedek obsahujici sloZku A a B, zahmuje také sloZeni vymezené
slozkami A,BaC.

B. Amyloidni onemocnéni
1. Pfehled a patogeneze

Amyloidni onemocnéni nebo amyloidézy zahrnuji mnozstvi stavr s Sirokym spektrem vnéjSich
ptiznakii. Spoleénym znakem téchto poruch je pfitomnost abnormalnich extracelularnich usaze-
nin, tvofenych proteinovymi vlakny a znAmymi jako ,amyloidni usazeniny* nebo ,amyloidni
plaky“, jeZ jsou velké v okolo 10 aZ 100 um v priméru a jsou lokalizovény v uréitych organech
nebo &astech tkané. Takové plaky jsou sloZeny hlavné z pFirozené se vyskytujicich rozpustnych
peptidd nebo proteinii. Tyto plaky (jez jsou nerozpustné) jsou vétSinou sloZeny z lateralnich
agregati vlaken, jejichz velikost je pfiblizné 10 az 15 nm v priméru. Amyloidni vlékna tvofi po
obarveni barvou Congo Red v polarizovaném svétle charakteristicky, jable€né zeleny dvojlom.
Tyto poruchy jsou tfidény podle majoritni vlaknité sloZky, jez tvofi amyloidni usazeniny, coZ je
rozebrano dale.

Peptidy nebo proteiny tvofici amyloidni plaky vznikaji &asto z prekurzorového proteinu. Lze tak
fici, Ze patogeneze usazenin tvofenych amyloidnimi vlakny obecné zahmuje proteolytické st€pe-
ni ,abnormalniho“ prekurzorového proteinu na jednotlivé fragmenty. Tyto fragmenty se zpra-
vidia seskupuji do antiparalelnich B—skladanych listd; nicméng u nékterych nedegradovanych
forem prekurzorového proteinu bylo zjisténo shlukovani a tvorba viaken (riznd vldkna transthy-
retinu u familialni polyneuropatie a vlidkna Brmikroglobulinu u amyloid6zy spojené s dialyzou;
Tan, et al., 1994, viz vyse).

2. Klinicke syndromy

V této ¢asti jsou popsany hlavni formy amyloiddz s popisem charakteristickych vlaknitych slozek
vyskytujicich se v amyloidnim plaku. Hlavnim objevem pfedkladanc¢ho vynalezu je zjisténi, ze
amyloidni onemocnéni mohou byt lédena podavanim Cinidel, ktera stimuluji imunitni odpovéd
zacilenou proti specifické slozce nebo slozkam (podle konkrétni amyloidni poruchy) riiznych
amyloidnich plakd. Takovéto slozky jsou nejlépe soucasti vlaken, jez tvoti plaky, coz je podrob-
ngji diskutovano v oddilu C. Nasledujici oddil slouzi k pfikladnému znazornéni hlavaich forem
amyloidoz, pfi¢emz jeho cilem neni nijak vymezovat {i limitovat moZnosti vynalezu.

-10-
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a. AA (reaktivni) amyloid6za

AA amyloid6za je vétdinou projevern mnozstvi nemoci, které zplsobuji trvalou akutni fazi.
Takovéto nemoci zahmuji chronické zangty, chronické lokalni nebo systemické mikrobialni
infekce a zhoubné nadory.

AA vlikna jsou vétSinou sloZena z fragmenti o velikosti 8000 dalton(i (AAS peptid nebo protein)
vytvofenych proteolytickym 3tépenim sériového amyloidniho A proteinu (ApoSSA), co? je ¢ir-
kulujici apolipoprotein, jenZ se vyskytuje v HDL &asticich, a ktery je syntetizovan v hepatocytech
nasledné po jejich stimulaci cytokiny (napf. IL—1, IL-6 a TNF). Amyloidni plaky mohou byt
roziifené po celém téle, pfednostng viak v organech s parenchymatickou stavbou. Mistem s ¢as-
tym vyskytem plakil je slezina, pfi¢emz postizeny mohou byt i ledviny. Plaky se bézné vyskytuji
i v srdci a gastrointestindlnim traktu.

AA amyloidni onemocnéni zahrnuji mimo jiné zanétlivd onemocnéni, jako jsou tfeba revmatoid-
ni artritida, juvenilni chronicka artritida, ankylézni spondylitida, psoridza, psoriaticka arthropatie,
Reiteriv syndrom, Stillova choroba, Bechtérevova nemoc a Crohnova nemoc. AA usazeniny
vznikaji také jako vysledek chronickych mikrobialnich infekei, jako jsou tieba lepra, tuberkutdza,
bronchiektazie, dekubitalni viedy, chronicka pyelonefritida, osteomyelitida a Whipplova nemoc.
Urtité zhoubné nadory mohou byt také pri¢inou vzniku AA vlaknitych usazenin. Mezi tyto pati
Hodgkiniv lymfom, renalni karcinom, karcinomy stieva, plic a urogenitalniho traktu, karcinom
bazalnich bunék a leukémie vlasatych bunék.

b. AL amyloidozy

AL amyloidni usazeniny jsou spojeny se skoro kazdou dyskrazii B lymfocytarni linie, sahajici od
zhoubného bujeni plazmatickych bunék (mnohonasobny myelom) az k nezhoubné monoklonalni
gamapatii. Pritomnost amyloidnich usazenin muZe byt ob&as prvotnim indikatorem probihajici
dyskrazie.

Vlakna AL amyloidnich usazenin jsou sloZena z lehkych fetézcih monoklonélniho imunoglobuli-
nu nebo z jejich fragmentd. Tyto fragmenty pochdazeji z N—koncové &asti lehkého retézce (kappa
nebo lambda) a obsahuji téZ celou nebo pouze Sast variabilni (V) domény. Usazeniny se objevuji
zejména v mesenchymatickych tkanich, kde zplisobuji periferni a autonomni neuropatii, syndrom
karpalniho tunelu, makroglosii, restriktivni kardiomyopatie, arthropatii velkych kloubd, imunitni
dyskrazii, myelomy, stejné tak jako skryté dyskrazie. Je viak nutno poznamenat, ?e napadena
mize byt v podstaté jakakoli tkan, zvlaité ale viscerdlni orgény (napf. srdce).

c. Dé&di¢né systemické amyloidozy

Vrozenych systemickych amyloidéz existuje mnoho drubii. Pfestode se vyskytuji relativné
vzicné, nastup symptomt v dospélosti a jejich dédiéné podminéni (obvykle jsou autosomaing
dominantnf) vede k pretrvavéni t&chto poruch v celkové populaci. Syndromy lze vétdinou ptisou-
dit bodovym mutacim v prekurzorovém proteinu, jez vedou k tvorbé riiznych amyloidogennich
peptidd nebo proteint. Tabulka 2 shrnuje typické sloZeni vldken druhii téchto poruch.

Udaje uvedené v tabulce 2 jsou pouze exemplami a nenf Jimi zamy$leno néjak omezovat rozsah
uplatnéni vynalezu. V transthyretinu bylo napfiklad popsano vice nez 40 odli$nych bodovych
mutaci, pFitemz viechny vedou ke vzniku klinicky podobnych forem familialni amyloidni poly-
neuropatie.

Transthyretin {TTR), ktery je ¢asto nazyvan jako prealbumin, je protein o velikosti 14 kilodalto-
ni. Je vytvafen v jatrech a v choroidnim plexu a jeho funkci je transport thyroidnich hormont a
vitaminu A. Za rlizné formy familidlni amyloidni polyneuropatie zodpovida nejméné 50 riiznych
forem proteinu, pfi¢emz kazda je charakteristickd zménou jediné aminokyseliny. Naptiklad sub-
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stituce prolinu za leucin v pozici 55 vede k obzvlasté progresivni formé neuropatie; substituce
methioninu za leucin v pozici 111 vedlo u dénskych pacienti k té2ké neuropatii. Amyloidni usa-
zeniny izolované ze srde¢ni tkang pacienti se systemickou amyloidézou odhalilo, ze usazeniny
Jsou sloZeny z heterogenni smési TTR a jeho fragmenti, spole€né nazyvané jako ATTR (jeho
celd sekvence jiZ byla uréena). Vlaknité slozky ATTR mohou byt z takovychto plak extrahova-
ny a dile pak uréena jejich struktura a sekvence, a to podle v oboru znamych metod (napk.,
Gustavsson, A. et al., Laboratory Invest. 73:703 az 708, 1995; Kametani, F., et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 125:622 az 628, 1984; Pras, M, et al., PNAS 80:539 az 42, 1983).
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Osoby s bodovou mutaci v molekule apolipoproteinu Al (napé., Gly—>Arg26; Trp-»Arg50;
Leu—>»Arg60) vykazuji formu amyloidézy (,.typ Ostertag™) charakteristickou usazeninami protei-
nu apolipoprotein Al nebo jeho fragmenti (ApapoAl). Tito pacienti maji nizké hladiny vysoko-
densitniho lipoproteinu (HDL) a vykazuji periferalni neuropatii nebo selhéni ledvin.

Mutace v alfa fetézci enzymu lysozymu (napf., lle>Thr56 nebo Asp—»His57) je zikladem jiné
formy nonneuropatické dédiné amyloidozy typu Ostertag, jez se vyskytuje v anglickych rodi-
nach. Vtomto pfipadé jsou usazeniny tvofeny vldkny mutantniho proteinu lysozymu (Alys)
a pacienti vykazuji vétSinou zhorSenou funkci ledvin. Tento protein je na rozdil od vétiiny zde
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popisovanych proteini tvoficich vlakna pfitomen v nedotéené (nefragmentované) formé (Benson,
M.D., etal. CIBA Fdn. Symp. 199:104 az 131, 1996).

B-amyloidni peptid (AB) je 39 az 43 aminokyselinovy peptid, jez vznika proteolyzou velkého
proteinu znamého jako beta amyloidni prekurzorovy protein (BAPP). Mutace v BAPP vedou ke
vzniku familidlnich forem Alzheimerovy nemoci, Downovu syndromu nebo senilni demence
(nebo obou), jeZ jsou charakteristické mozkovymi usazeninami, které jsou sloZeny z vlaken AP
a daldich slozek popsanych detailnéji nize. Znamé mutace v APP, spojené s Alzheimerovou
chorobou se objevuji pobliz mist $tépeni f nebo y sekretizou nebo uvnité AB. Napiiklad pozice
717 je prilehla mistu Stépeni APP y-sekretazou, pfi némz vznikd AP a pozice 670/671 je
v sousedstvi mista kde APP $tépi B—sekretaza. Mutace v jakémkoli z téchto zbytkd mize vést ke
vzniku Alzheimerovy choroby, pravdépodobné diky zvétieni podilu aminokyselinové formy
42/43 v celkovém mnozstvi vznikajiciho AR z APP. Struktury a sekvence riznych forem AP
peptidd jsou v oboru dobfe zndmy. Takovéto peptidy mohou byt syntetizovany pomoci v oboru
znamych metod (napf., Glenner and Wong, Biochem. Biophys. Res. Comm. 129: 885 az 890,
1984; Glenner and Wong, Biochem. Biophys. Res. Comm. 122:1131 az 1135, 1984). Rizné
formy téchto peptidi jsou dokonce komeréné dostupné.

Synuklein je protein podobny apolipoproteinu a vyskytujici se hojné v cytosolu neuronil a v pre-
synaptickém zakon&eni. Peptidové fragmenty pochazejici z o—synukleinu a nazyvané NAC jsou
také slozkami amyloidnich plakl tvoficich se pfi Alzheimerové chorobé (Clayton, et al., 1998).
Tato slozka slouzi také jako cil pfi lé&ebnych metodach zaloZenych na imunologickych postu-
pech a zahrnutych v pfedkladaném vynilezu, coZ je popsano nize.

Gelsolin je vapnik protein, ktery se vaZe na aktinova filamenta. Mutace tohoto proteinu v pozi-
cich 187 (napf., Asp—>Asn; Asp—>Tyr) vede ke vzniku formy dédicné systemické amyloidozy,
obvykle se nachazejici u pacientd ve Finsku, stejn& tak jako u osob pochazejicich z Holandska
nebo Japonska. U postiZenych jedincii, sestavaji vliakna tvofena z fragmentd gelsolinu (Agel)
obvykle z aminokyselin 173 az 243 (68 kDa fragment na karboxylovém konci) a jsou ukladna
v krevnich cévach a bazilnich membranach, coZ dava vznik kornedlni dystrofii a kranialni
neuropatii, ktera se rozviji v periferni neuropatii a vede k dystrofickym zménam kiaze a ukladani
usazenin v dal3ich organech (Kangas, H., et al. Human Mol. Genet. 5(9):1237 az 1243, 1996).

Jiné mutantni proteiny, jako tfeba mutantni alfa fet®zec fibrinogenu (AfibA) a mutantni cystatin
C (Acys) také tvofi vlakna a divaji vznik charakteristickym vrozenym porucham. Vlakna AfibA
tvofi usazeniny charakteristické pro nonneuropatické dédiéné amyloidozy pfi poruchach ledvin;
usazeniny vlaken Acys jsou charakteristické pro vrozenou cerebralni amyloidni angiopatii hlaSe-
nou na Islandu (Isselbacher, et al., Harrison’s Principles of Internal Medicine, McGraw—Hill, San
Francisco, 1995; Benson, et al., viz vyse), Minimalné u jistého mnoZstvi pacientl s cerebralni
amyloidni angiopatii (CAA) bylo prokdzano, ze amyloidni vldkna obsahuji nemutovanou formu
cystatinu C ve spojeni s beta proteinem (Nagai, A., et al., Molec. Chem. Neuropathol. 33:63 az
78, 1998),

Uréité formy prionovych onemocnéni (a2 15 % pfipadit) se nyni povazuji za dédiCné, i kdyZ dfive
se myslelo, Zze jsou pfedeviim infekéniho pliivodu (Baldwin, et al., in Research Advances in
Alzheimer Disease and Related Disorders, John Wiley and Sons, New York, 1995). V pfipad¢
takovychto prionovych poruch se u pacienti vytvafi plaky tvofené abnormainimi isoformami
normalniho prionového proteinu (PrP°). Pievladajici mutantni isoforma (PrP%), nazyva také jako
AScr se 1i3i od normdiniho bunééného proteinu svou resistenci proti degradaci protedzami,
nerozpustnosti po extrakci pomoci detergentu, ukladanim v sekundarnich lysozymech, posttrans-
laéni Opravou a vysokym obsahem konformace 3—sklddaného listu. Geneticka pficina byla proka-
zana nejméné u péti mutaci vedoucich ke vzniku Creutzfeldt—Jacobsovy choroby (CII),
Gerstmann—Striussler—Scheinker syndrom (GSS) a fatalni familialni insomnie (FFI) (Baldwin).
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Metody pro extrakci vlaknitych peptidG z vlaken scrapie, urleni sekvenci a syntéza takovych
peptidi jsou v oboru znamy (napf., Beekes, M., et al., J. Gen. Virol. 76:256 az 76, 1995).

Napfiklad jedna z forem GSS byla spojena s mutaci PrP v kodonu 102, zatimco telencefalicka
GSS byla segregovana s mutaci v kodonu 117. Mutace v kodonech 198 a 217 vedou ke vzniku
formy GSS, u které neuritické plaky, charakteristické pro Alzheimerovu chorobu obsahuji PrP
namisto peptidu AB. U urditych forem familialni CJD byla prokdzana souvislost s mutacemi
v kodonech 200 a 210; mutace v kodonech 129 a 178 byly nalezeny jak u familidlni CID, tak
i u familialni FFI (Baldwin, viz vyse).

d. Senilni systemické amyloidézy

Mnozstvi systemickych i lokalnich amyloidnich usazenin se s vékem zvySuje. Naptiklad vlakna
divokého typu transthyretinu (TTR) je moZno bézné nalézt v srdeéni tkani starSich jedincii, coz
mize byt asymptomatické, klinicky ,.tiché* nebo skongit s vysledkem srde¢niho selhani, Asym-
ptornatické vlaknité lokalni usazeniny se mohou objevit také v mozku (Af3), v corpora amylacea
prostaty (A, mikroglobulin), v kloubech a v semennych vaccich.

e. Mozeckové amyloidozy

Lokalni usazeniny amyloidu jsou b&iné v mozku, zvladté u starfich jedinci. Nejcastéjsi typ
amyloidu nachazejiciho se v mozku, jenz slozen hlavné z vlaken peptidu AB, vede k demenci
nebo sporadické (nedédi¢né) Alzheimerové chorobé. Ve skutecnosti viak vyskyt sporadickych
forem Alzheimerovy choroby daleko prevySuje formy dédicné. Vliknité peptidy tvofici tyto
plaky jsou velmi podobné t&¢m, jenZ byly popsany v souvislosti s Alzheimerovou chorobou (AD)
vyse.

f. Amyloidozy spojené s dialyzou

U pacientii dlouhodobé se podrobujicich hemodialyze nebo peritoneélni dialyze je mozno bézné
nalézt plaky slozené z vlaken B, mikroglobulinu (Ap,M). B; mikroglobulin je polypeptid o veli-
kosti 11,8 kDa a je lehkym fetézcem antigend MHC komplexu tfidy |, pfitomnym na kazdé
buiice s jadrem. Za normalnich okolnosti je z bunéénych membran plynule uvolfiovan a filtrovan
ledvinamt. P¥i poruse oéidtovaci schopnosti ledvin, jako napiikiad v pfipadé zhorSené funkce
ledvin dochazi v ledvinach a na jinych mistech (zejména v na kolagen bohatych kloubnich tka-
nich) k jeho ukladani. Na rozdil od jinych vlaknitych proteini jsou molekuly AR,M ve vliknech
veétdinou pfitomny v nefragmentované formé (Benson, viz vyse).

g. Amyloidézy odvozené od hormont

Endokrinni organy mohou byt sidlem amyloidnich usazenin, zvia§té u stariich jedincit. Hormony
vyluéujici tkané zasaZené tumory mohou obsahovat amyloidni plaky odvozené od hormonii také.
Tyto plaky jsou tvofeny vlakny polypeptidovych hormoni jakymi jsou tfeba kalcitonin (medu-
larni karcinom 3titné zlazy), IAPP (amylin; ostrivkovy amyloidni polypeptidovy protein; obje-
vujici se u vétsiny pacientu s diabetem typu II) a atrialni natriureticky peptid (izolovana atridlni
amyloidéza). Sekvence a struktury téchto proteinit jsou v oboru dobfe znamé.

h. Nezafazené amyloidozy
Existuje mnozstvi daldich forem amyloidni choroby, které se za normalnich okolnosti projevuji
lokalizovanymi usazeninami amyloidu. Obecné plati, Ze tyto nemoci jsou pravdépodobng vysled-

kem lokalizované tvorby a/nebo chybé&jicim katabolismem uréitych vlaknitych prekurzorii nebo
sklonem urcité tkan¢ (jako tieba kloub) k ukladani usazenin. Mezi ptiklady takovychto idiopatic-
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kych usazenin lze zahmout noduldrni AL amyloidy, kozni amyloid, endokrinni amyloid a amy-
loid spojeny s tumory.

C. Farmaceutické prostredky

Objevemn predklddaného vynilezu je zjisténi, Ze prostfedky schopné vyvolat nebo vybavit imu-
nitni odpovéd’ zamérenou proti uréitym slozkam amyloidnich plakd jsou G€inné pfi 1€Cb¢é amy-
loidnich onemocnéni nebo pfi prevenci jejich vzniku. Podle zde poskytovaného vynalezu jde
predevsim o mozné zabran&ni postupu choroby, zlepseni jejich pfiznakid a/nebo sniZeni amyloid-
ni zatéZe u postizenych jedinct, to vie za predpokladu podini imunostimulaéni davky antiamy-
loidniho &inidla nebo odpovidajici protiamyloidni imunitni sloZky pacientovi. Tato ¢ast popisuje
ukazkova protiamyloidni &inidla, jeZ vyvolavaji aktivni nebo pasivni imunitni odpovédi proti
amyloidnim plakiim a poskytuji ukdzkové udaje znazorfiujici iginek vlivu téchto prostfedki na
amyloidni zatéz.

Protiamyloidni &inidla tohoto vynélezu sestavaji obecné ze specifické plakové sloZky, pfiCemz
nejlépe slozky tvotici vldkna. Takovéto slozka je obvykle charakteristicky protein, peptid nebo
jejich fragmenty, coz bylo popsano v pfedchozim oddilu a bude doloZeno ptiklady nize. Létebna
ginidla uvadéna v predkladaném vynalezu vyvolavaji nebo ovliviiuji imunitni odpovéd® vaci
plaku nebo spile proti jeho viaknité slozce. Takoviato Cinidla tudiz mimo jiné zahrnuji tyto slozky
samy, jejich varianty, analogy a mimetika téchto sloZek, jeZ indukuji protilatky proti této viastni
slozce a/nebo s nimi kfizové reaguji. Takovato inidla zahmuji dale i viastni protilatky nebo
T-buiiky, které specificky reaguji s amyloidni slozkou. Dillezitym znakem je to, Ze farmaceutic-
ké prostiedky neobsahuji nespecifické slozky, tj. sloZky, které v téle cirkuluji a nebo jsou v ném
viudyptitomné. P¥ikladem miiZe byt sérovy amyloidni protein (SAP), coz cirkulujici plazmaticky
glykoprotein, ktery vznika v jatrech a vaze se na vétinu znamych forem amyloidnich usazenin.
Lédebné prostfedky jsou pfednostné zaméfeny na tuto slozku.

Vyvolani imunitni odpovédi miZe byt aktivni, jako v pFipadé podani imunogenu pacientovi, coZ
nasledné indukuje T-buiiky reagujici s danou slozkou nebo pasivni, jako v pfipadé podani
samotné protilatky, jez se specificky vaZe na amyloidni slozku pfitomnou v téle pacienta. Zakaz-
kové &inidla vyvolavajici imunitni odpovéd’ proti amyloidnim plakim jsou popsana v nasleduji-
cich oddilech.

Farmaceutické prostfedky ptedkliddaného vyndlezu mohou krom& imunogenniho Cinidia nebo
&inidel zahrnovat v 0&inném mnozstvi také adjuvant a/nebo pomocnou latku. Farmaceuticky
uéinné a uZitedné adjuvanty a pomocné latky jsou v oboru dobfe znamy a jsou detailn&ji popsany
v nasledujicich oddilech.

1. Imunostimula&ni &inidla (Aktivni imunitni odpovéd)
a. Prostiedky proti vlakniim

Jedna zhlavnich tiid ptedkladanych protiamyloidnich &inidel obsahuje Einidla odvozena od
vlaknitych amyloidnich proteinii. Jak jiZ bylo zminéno vyse, znakem amyloidnich onemocnéni je
ukladani amyloidnich plaki (tvofenych hlavné z vldken, pfigem? tato vlakna jsou sestavena hlav-
né z charakteristickych vlaknitych proteini nebo peptidi) v organech. Podle pfedkladaného vyna-
lezu je takovato vlaknita proteinova nebo peptidova slozka GEinnym &inidlem pti vyvolani proti-
amyloidni imunitni odpovédi.

Tabulky 1 a 2 shrnuji typické viakna tvorici proteiny, jez jsou pro riizna amyloidni onemocnéni
charakteristické. Ve shodé s timto hlediskem pfedkladaného vyndlezu ma podani imunostimulag-
niho prostiedku, obsahujiciho patfigné vlaknité proteiny a zahrnujiciho jejich homology nebo
fragmenty postizenym jedinciim, l1é¢ebné nebo profylaktické d¢inky.
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Piikladem je AP, znimy také jako B—amyloidni peptid nebo peptid A4 (viz patent US 4 666 829,
Glenner & Wong, Biochem. Biophys. Res. Commun. 120, 113, 1131, 1984), jenZ se sklada z 37
az 43 aminokyselin, a ktery je hlavni sloZzkou charakteristickou pro plaky u Alzheimerovy choro-
by. AB je tvoien z vétdiho proteinu APP pomoci dvou enzymii, zvanych B a y sekretizy (viz
Hardy, TINS 20, 154, 1997).

Piklad | popisuje vysledky experimentu provedeného pro podepfeni piedkladaného vynalezu,
a ve kterém byl peptid AB42 podan heterozygotnim transgennim my3im, jez exprimovaly v nad-
byte€ném mnoizstvi lidsky APP s mutaci v pozici 717. Tyto mysi, znamé jako ,,PDAPP mysi
vykazuji patologii shodnou s Alzheimerovou chorobou a jsou pouzivany jako zvifeci model pro
studium Alzheimerovy choroby (Games, et al., Nature 373:523 aZ 7, 1995). V tomto ptikladu je
popsano, Zze tyto mysi ve svém mozku vykazuji zjistitelnou neuropatologii plaku AB uZ od
Sestého mésice Zivota, pficemZ ukladani plaku s vékem roste. Ve zde popisovanych expe-
rimentech byl myS$im podavan agregovany AB42 (AN1792). VétSina z 1éZenych mysi (7 z9)
neméla na rozdil od kontrolnich my$i, jez nebyly nijak oetfeny nebo jim byl aplikovan pouze
solny roztok, a u nichZ bylo zji$téno vyznamné mnozstvi amyloidni zatéze, ve 13. mésici Zivota
vmozku zidné zjistitelné amyloidni plaky (obr.2). Tyto rozdily byly jesté vice patmé
v hipokampu (obr. 3). Lé¢ené mysi vykazovaly také vyznamné titry sérovych protilatek proti Ap
(viechny vétsi nez 1:1000, 8 z 9 vétsi nez 1:10 000; obr. 1, tabulka 3A). My3i, jimz byl aplikovan
pouze solny roztok vykazovaly pti fedéni séra 1:100 obecné vic nez 4 az Skrat mengi hiadiny
protilatek proti AP, a to v jakémkoli sledovaném &ase a nevykazovaly tedy oproti kontrole #ad-
nou vyznamnou odpovéd’ (tabulka 3B). Tyto studie ukazuji, Ze injekce specifického vlaknitého
peptidu (AB) vede k ochran& proti ukladani AR amyloidnich plaki.

Sérovy amyloidni protein (SAP) je cirkulujici plazmaticky glykoprotein, jenZ je tvofen v jatrech
a viZe se na vechny typy amyloidnich vlaken (vazba zavisi na pfitomnosti vapniku). Mezi tato
vlakna pati i vlakna cerebralnich amyloidnich plakii u Alzheimerovy choroby. Casti uskute&né-
nych experimenti byla injekce SAP skupiné my3i, pficemz u t&chto mysi doslo k vytvoreni vyz-
namnych sérovych titr proti SAP (1:1000 az 1:30 000), ale nedoslo k vytvofeni zjistitelnych
sérovych titri proti peptidu AP a do§lo k vzniku neuropatologie cerebralniho plaku (obr. 2).

Dalsi experimenty (viz ptiklad 2) ukizaly, ze imunogenni G&inek injekci AR u mysi 1éZenych
mezi 5 tydnem a asi 8 mésicem Zivota je zavisly na davce. U t&chto my3i doslo s rostoucim pog-
tem imunizaci a se zvy3ujici se davkou i k zvy3eni sérového titru proti AB. Po &tyfech imuniza-
cich se sérové titry (v davkach od 1 do 300 pg) méfené vidy pét dni po imunizaci ustalily na hla-
dinach okolo 1:10 000 (obr. 5).

Dodatedné experimenty pro podpofeni predkladaného vyndlezu jsou popsany v piikladu 3.
V tomto piikladu byl PDAPP my3im v urgitém &asovém bodu (okolo 11 mésice véku, coZ je
doba, ve které jsou jiz zjistitelné amyloidni plaky v jejich mozku) zahajeno podavani AB42.
V téchto studiich byla zvifata imunizovana AB42 nebo solnym roztokem, piidemz pro zjisténi
Jjejich amyloidni zatéze byla usmrcena ve véku 15 nebo 18 mésicil. Z obrazku 7 je vidét, ze
18 mésicd staré my3i vykazovaly vyznamné nizsi priméry amyloidni zitéZe (plakova zatéy,
0,01 %) nez 18 mésica stard kontrolni zvifata, jimz bylo aplikovano PBS (solny roztok pufrovany
fosfatem) (plakova zat€z, 4,7 %), i nez 12 mésich stara nelétend zvirata (0,28 %), u nichZ byla
amyloidni zatéZ méfena obrazovou analyzou (podrobnéji viz priklad 3, &4st 8). Tyto experimenty
ukazuji d€innost lé¢ebnych metod piedkladaného vynalezu, definovanou sniZenim existujici pla-
kové zatéZe a zabranéni vzristu plakové zatéZe u nemocnych jedinctl.

Podle tohoto hlediska vyndlezu, jsou léebna Einidla odvozena z vlaknitych peptidii nebo protei-
na, které tvofi plaky charakteristické pro danou chorobu. Témito &inidly mohou byt i latky sloz-
kam plaki antigenné obdobné do takové miry, aby byly schopny vyvolat imunitni odpovéd’, ktera
také kfiZov¢ reaguje s vlaknitymi slozkami plaki. Tabulky 1 a 2 poskytuji ptiklady takovychto
vlaknitych peptidii a proteint, pfi¢emz jejich slozeni a sekvence jsou v oboru znamy a mohou byt
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znamymi metodami jednoduse uréeny (viz odkazy citované nize a v Sekci B2 pro reference, které
popisuji specialné metody extrakce a/nebo tvorby riiznych vlaknitych slozek; dalsi piiklady
vlaknitych slozek jsou popsany niZe.

Takto bude, ve shodé s predkladanym vynalezem, v ptipad® urleni diagnézy amyloidniho one-
mocnéni (klinicky a/nebo biopsii) zkuseny praktik schopen zjistit slozeni vlaken amyloidni usa-
zeniny a poskytnout &inidlo, které vyvola imunitni odpovéd’ zaméfenou proti vldknitym peptidim
nebo proteiniim.

Jak jiz bylo popsano vyse, tak léSebnym Cinidlem uZivanym v pfipadé lé¢by Alzheimerovy
choroby nebo jinych amyloidnich onemocnéni, charakteristickych ukladanim vlaken AP mohou
byt pFirozené se vyskytujici formy peptidu AP, obzvlistg viak lidské formy (tj. AR39, AB40,
AB4l, AB42 a APB43). Sekvence téchto peptidi a jejich pfibuznost s prekurzorem APP jsou
v oboru znamy resp. v oboru dobfe znama (napf., Hardy et al., TINS 20, 155 az 158, 1997).
Napiiklad AB42 ma sekvenci: H2N-Asp-Ala—Glu—Phe-Arg-His—Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
His-His-Gln—Lys—Leu—Val-Phe-Phe-Ala—Glu—-Asp-Val-Gly—Ser—Asn—Lys-Gly—Leu-Met-
Val-Gly-Gly—Val-Val-lle-Ala—OH. (SEQ ID No:1).

AB41, AB40 a AB39 se od AP42 lisi nepFitomnosti Ala—Ala-lle a Ala-lle-Val na C—koncové
&asti peptidu. AP43 se od AB42 li3i pfitomnosti threoninového zbytku na C—konci. Podle pfedlo-
7eného provedeni vynalezu budou léEebna &inidla vyvoldvat imunitni odpovéd’ proti ¢asti nebo
celé vlaknité slozce dané nemoci. Naptiklad pfedloZend imunogenni litka proti AR je Cinidlo,
které indukuje protilatku specifickou viiéi volnému N—konci AP. Takovato latka m4 tu vyhodu,
%e nerozeznava prekurzorovy protein f~APP a sniZuje tedy pravdépodobnost vzniku autoimunit-
ni reakce.

U dalsiho piikladu tykajiciho se pacientii postizenych nemocemi charakteristickym ukladanim
vidken AA (napi. chronické zanéty, chronické lokalni nebo systemické mikrobidini infekce
a zhoubné nadory) lze ocenit, ze pacienti mohou byt lééeni AA peptidem, coZ je znamy, 8 kDa
velky fragment sérového amyloidniho A proteinu (ApoSSA). Mezi typické AA amyloidni poru-
chy patii mimo jiné zanétlivd onemocnéni jako tfeba revmatoidni artritida, juvenilni chronicka
artritida, ankylézni spondylitida, psoridza, psoriatickd arthropatie, Reiteriv syndrom, Stillova
choroba, Bechtérevova nemoc, Crohnova nemoc, chronické mikrobidlni infekce jako jsou tieba
lepra, tuberkuléza, bronchiektazie, dekubitalni vedy, chronickd pyelonefritida, osteomyelitida a
Whippleova nemoc a stejné tak i zhoubné nadory mezi néz patfi Hodgkinav lymfom, renalni
karcinom, karcinomy st¥eva, plic a urogenitalniho traktu, karcinom bazalnich bunék a leukémie
vlasatych bunék,

AA peptid patfi do heterogenni skupiny peptidi vznikajicich z N—koncové €asti séroveého amy-
loidniho A proteinu (ApoSSA), potinajice zbytkem prekurzorového proteinu 1, 2 nebo 3
a kongice kdekoli mezi zbytky 58 a 84; vldkna AA jsou oby&ejné sloZena ze zbytki 1 aZ 76.
Pfesné struktury a sloZeni mohou byt uréeny, pfitemz nasledna syntéza piislusnych peptidi je
mozna diky v oboru dobfe znamym metodam (Liepnieks, J. J., et al. Biochem. Biophys. Acta
1270:81 az 86, 1995).

Fragmenty vznikié z N-koncové &ésti lehkého Fetézce (kappa nebo lambda fetézec) imunoglobu-
linu a obsahujici jeho variabilni {V,) doménu nebo jeji &ast, vétsinou tvoii amyloidni usazeniny v
mesenchymatickych tkanich, kde zpisobuji periferni a autonomni neuropatii, syndrom karpalni-
ho tuneiu, makroglosii, restriktivni kardiomyopatie, arthropatii veikych kloubt, imunitni dyskra-
zii, myelomy, stejné tak jako skryté dyskrazie. Prostfedky vynalezu budou pfednostné vyvolavat
imunitni odpovéd’ pouze proti éasti lehkého Fetézce, pfednostné proti ,,neoepitopu™ (epitop, ktery
vznikd jako vysiedek rozpadu matefské molekuly), aby bylo omezeno ptipadné autoimunitni
pitsobeni.
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Lécebnym metodam predkladaného vynélezu jsou piistupnd i rizna vrozena amyloidni onemoc-
néni. Takovéto choroby jsou popsiny vyse, v ¢asti B.2. Napfiklad rdzné typy familidlni amy-
loidni polyneuropatie jsou disledkem existence vice nez 50 forem (kazda je zpisobena zménou
jediné aminokyseliny) transthyretinu (TTR), 14 kDa velkého proteinu tvoreného v jatrech.
Mnoho typit této nemoci je rozlisitelny na zikladé své specifické patologie a/nebo demografické-
ho rozgifeni, pricemz Ize ocenit, Ze lé¢ebné prostfedky mohou byt slozeny také z &inidel vyvold-
vajicich imunitni odpovéd’ proti vice neZ jedné formé TTR. Takovym prostfedkem miize byt
smés dvou ¢i vice forem ATTR, jez obsahuje divoky TTR, a je tak 3iroce vyu¥itelnym lé¢ebnym
prostfedkem.

Amyloidni plaky obsahujici AapoAl se nalézaji u osob s bodovou mutaci v molekule apolipo-
proteinu Al. Pacienti s timto typem onemocnéni vét§inou vykazuji periferalni neuropatii nebo
selhani ledvin. Podle pfedkladaného vynalezu obsahuji légebné prostiedky jednu nebo vice riz-
nych forem AapoAl, popsanych zde a v oboru znamych.

Urcité familidlni formy Alzheimerovy choroby jsou stejné tak jako Downiiv syndrom vysledkem
mutaci v beta amyloidnim prekurzorovém proteinu, coz vede k ukladani plaki sloZenych hlavné
z B—amyloidniho peptidu (AB). Uziti peptidu AP v lé&ebnych prostfedcich piedkladaného vyna-
lezu je popsano vyse a na prikladech vysvétieno dale.

Urcité postupy léCeni vrozenych forem amyloidéz, diskutované vyse, zahrnuji prostiedky vyvo-
lavajici imunitni odpovédi proti fragmentiim gelsolinu (lé¢ba dédiéné systemické amyloidozy),
mutantnimu proteinu lysozymu (Alys) (1é¢ba dédiéné neuropatie), mutantnimu alfa fetézci fibri-
nogenu (AfibA) (lé¢ba nonneuropatické formy amyloidézy projevujici se jako onemocnéni led-
vin), mutantnimu cystatinu C (Acys) 1é¢ba dédi¢né cerebrélni angiopatie vyskytujici se na Islan-
du). Vyskytem mutantni isoformy prionového proteinu (PrP>) jsou charakterizovany uréité
dédi¢né typy prionovych onemocnéni, mezi né% patfi napf. Creutzfeldt—Jacobsova choroba
(CJD), Gerstmann-Striussler—Scheinker syndrom (GSS) a fatdlni familialni insomnie (FFI).
Tento protein miZe byt ve shodé s pfedkladanym vynalezem pouzit v prostiedcich pro 1éZbu
nebo prevenci ukladani plaka PrP.

Jak jiZ bylo diskutovano vyse, tvorba amyloidnich usazenin (jak systemick4 tak ohniskova) sou-
visi se starnutim. Této tvorb& mize byt podle dalsiho hlediska ptedkladaného vynalezu piedejito
nebo zamezeno aplikaci prostfedka sloZenych z jednoho &i vice proteina spojenych se starnutim.
TakZe plaky sloZzené z ATTR odvozeného od divokého typu TTR je mo#no &asto nalézt v srdeéni
tkani star§ich lidi. U urgitych star3ich jedinci se zas mohou v mozku vyvinout ohniskové asym-
ptomatické vlaknité usazeniny peptidu AP. U t&chto jedinci je pak 1é¢ba peptidem AP, jak bylo
JiZ popsano vy3e, nutnd. B, mikroglobulin je ¢astou sloZkou corporata amylacea prostaty, a je tak
podle piedklddaného vynalezu dalsim kandiditem (lé&ebnym &inidtem).

Kromé jinych existuje mnozstvi daldich typti amyloidnich onemocnéni, které nejsou déditné,
a které jsou vhodnymi kandidaty pro létbu metodami v predklidaném vynalezu. U pacientii
dlouhodobg se podrobujicich hemodialyze nebo peritonealni dialyze je mozno b&#ng nalézt plaky
sloZené z vlaken B; mikroglobulinu. Tito pacienti mohou byt ve shodé s predkladanym vynale-
zem lé€eni pomoci prostiedkii zamé&fenych proti (3, mikroglobulinu nebo jesté lépe, jeho imuno-
gennich epitopd.

Hormony vylucujici tkdné zasazené tumory mohou obsahovat amyloidni plaky odvozené od
hormonil takeé, pti¢emz jejich sloZeni je charakteristickym znakem piisluiného zasaZeného endo-
krinniho orgdnu. Tyto plaky jsou tvofeny vlikny polypeptidovych hormonii jakymi jsou tfeba
kalcitonin (medulérni karcinom §titné Zlazy), IAPP (amylin; ostriivkovy amyloidni polypeptidovy
protein; objevujici se u vétdiny pacientl s diabetem typu I1) a atrialni natriureticky peptid {izolo-
vana atrigini amyloiddza). Prostfedky zaméfené na amyloidni usazeniny tvofici se v intimé aorty
pfi atheroskleréze jsou v predklddaném vyndlezu zahrnuty také. Westermark et al. popisuje
napfiklad 69 aminokyselinovy fragment N—koncové &asti apolipoproteinu A, ktery tvori tyto
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plaky (Westermark et al., Am. J. Path. {47:1186 aZ 92, 1995); terapeutické prostfedky pfedkla-
daného vynélezu zahrnuji imunologicka ¢inidla zaméfena na tento fragment, stejné tak jako
fragment samotny.

Piedchazejici diskuze byla zamé&fena na viaknité amyloidni slozky, které mohou byt pouzity jako
Cinidla pki 16¢b& nebo prevenci riiznych typt amyloidnich onemocnéni. Léebnym Cinidlem mazZe
byt také fragment nebo analog pfirozené se vyskytujiciho nebo mutantniho vléknitého proteinu
nebo peptidu, jenz obsahuje epitop, ktery po podani jedinci vyvolava obdobnou ochrannou nebo
lé¢ebnou imunitni odpovéd’. Imunogenni fragmenty obsahuji typicky sekvenci o nejméné 3, 5, 6,
10 nebo 20 aminokyselinach, jez jsou i v pfirozené se vyskytujicim peptidu. Mezi piikladné imu-
nogenni fragmenty peptidu A patii APl az5, 1a26,1a%27,1a210,3a27,1a23,1az4,1az
12, 13 a2 28, 17 a2 28, | az 28, 25 az 35, 35 az 40 a 35 az 42. V n&jakych metodach jsou pouZi-
vany fragmenty, jimZ chybi nejméné jedna a nékdy nejméné 5 nebo 10 C—koncovych amino-
kyselin, pfitomnych v pfirozené se vyskytujicich formach této vlaknité slozky. Napfiklad frag-
ment postradajici 5 C~koncovych aminokyselin z AB43 obsahuje prvnich 38 aminokyselin z N—
koncové &asti AB. Fragmenty z N--koncové poloviny AP jsou v nékterych metodach pouzivany
prednostné. Analogy zahrnuji alelické, druhové a indukované varianty. Analogy se od pfirozené
se vyskytujicich peptida 1isi v jedné nebo vice aminokyselinovych pozicich, Casto viak jde o
zdménu konzervativni. Analogy vykazuji nejméné 80 az 90% sekvendni shodu s pFirozenym
peptidem. Nékteré analogy obsahuji téZ nepiirozené aminokyseliny nebo modifikace N nebo C
koncovych aminokyselin. Pfiklady nepfirozenych aminokyselin jsou o—, o-disubstituované
aminokyseliny, N—alkyl aminokyseliny, kyselina mlé¢na, 4-hydroxyprolin, y—karboxyglutamat,
y-N,N,N—trimethyllyzin, y~N-acetyllyzin, O—fosfoserin, N—acetylserin, N-formylmethionin, 3~
methylhistidin, S-hydroxylyzin, o-N—methylarginin.

Osoba zKuiena v oboru oceni, Ze fragmenty a analogy vytvofené ve shod€ stimto hlediskem
vynalezu mohou byt testovany na to, zda kfizové reaguji s pfirozeng se vyskytujici vlaknitou
slozkou a/nebo na to, jaka je jejich profylakticka &i lééebna ucinnost u transgennich zvifat (viz
niZe). Tyto fragmenty nebo analoga mohou byt pouzity v lé¢ebnych prostiedcich predkladaného
vynalezu, ale za predpokladu, Ze jejich imunoreaktivita a 0ginnost v tomto zvifecim modelu je
zhruba stejnd nebo vétsi neZ v pfipadé sloZek amyloidnich vlaken,

Takovéto peptidy, proteiny nebo fragmenty, analogy a dalsi amyloidogenni peptidy mohou byt
pfipraveny pomoci syntézy peptidi na pevné fazi nebo rekombinantni expresi, coZ jsou v oboru
dobfe znamé metody, nebo mohou byt ziskany z pfirodnich zdroji. Ukazkova sloZeni vlaken,
metody extrakce vliken a sekvence vlaknitych peptidi nebo proteinii jsou uvedeny v publikacich,
jeZz jsou citovany ve spojeni s popisem konkrétni vlaknité slozky. Slozeni dal3ich latek, metody
jejich extrakce a uréeni jejich sekvence jsou v oboru dobie znamé. Pro tvorbu téchto latek mohou
byt pouzity automatické piistroje pro syntézu peptidi, jeZ jsou komeréné dostupné u mnoha
vyrobetl, jako napiiklad Applied Biosystems (Perkin Elmer, Foster City, California), pfitemz
postupy pti pripravé syntetickych peptidii jsou v oboru dobfe znamy. Pro rekombinantni expresi
mohou byt vyuzity bakterie (napf. E. coli), kvasinky, hmyzi buiiky nebo sav¢i bufiky; proteiny
mohou byt eventualné vytvofeny pouzitim in vitro translace, coz je v oboru znama metoda. Pos-
tupy rekombinantni exprese jsou popsany v Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (C.S.H.P. Press, NY 2 ed., 1989). Urtité peptidy a proteiny jsou dostupné také komeréné,
napiiklad n&které formy peptidu AP je mozné ziskat tfeba od American Peptides Company, Inc.,
Sunnyvale, California nebo California Peptide Research, Inc., Napa, California.

Lécebna &inidla mohou byt sloZena také z del$ich polypeptidi, jako napfiklad z aktivniho frag-
mentu vlaknitého peptidu nebo jeho analoga, spojene¢ho dohromady s dal$imi aminokyselinami.
Napiikiad peptid AR milZe byt pfitomen jako intaktni APP protein nebo jeho ¢ast (napf. fragment
C-100, ktery zacind na N—konci AP a pokracuje do konce APP). Tyto polypeptidy mohou byt
testovany na to, jakéa je jejich profylakticka &i 1é¢ebnd G¢innost u transgennich zvifat (viz nize).
AP peptid, jeho analog, G&inny fragment nebo jiny polypeptid mohou byt podavany v asociované
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forme (tj. jako amyloidni peptidy) nebo v disociované formé&. Lédebna &inidla mohou zahmovat
také muitimery z monomernich imunogennich &inidel nebo konjugaty nosnych proteint a/nebo
mohou byt za G¢elem ziskéni $irSiho pole protiamyloidniho piisobeni ptidany s jinou vlaknitou
slozkou.

Dal3i obménou mize byt predkladani imunogenniho peptidu (napf. fragment AP) virem nebo
baktérii jako ¢asti imunogenniho prostfedku. Nukleova kyselina kodujici imunogenni peptid je
vloZena do genomu nebo epizému viru &i baktérie. Dal$i moznosti je zabudovani nukleové kyse-
liny takovym zplisobem, Ze imunogenni peptid je exprimovén jako sekretovany protein nebo jako
fuzni protein s proteinem na vnéj§im povrchu viru nebo stransmembranovym proteinem
v baktérii, a to tak, aby peptid byl vystaven. Viry nebo baktérie pouzité v téchto metodach by
mély byt nepatogenni nebo oslabené. Vhodné viry zahmuji adenovirus, HSV, virus venezueiské
kofiské encefalitidy a dal3i alfa viry, virus vesikularni stomatitidy a dal3i rhabdoviry, virus vakci-
nie a dritbezi poxviry. Vhodné baktérie zahrmuji salmonelu a shigelu. Fize imunogenniho peptidu
s HBsAg z HBV je zvld§té vhodna. Létebna inidla zahrnuji také peptidy a dalsi latky, které
nutné nemusi mit v sekvenci aminokyselin s AR vyznamnou shodu, nicméng viak slouzi jako
mimetika AP a vyvolavaji obdobnou imunitni odpovéd’. Vyzkouseny mohou byt tieba jakékoli
peptidy a proteiny tvotici B—skladany list. Anti~idiotypické protilatky proti monoklondlnim pro-
tilatkam specifickym pro A nebo jinym amyloidogennim peptidim mohou byt pouzity také.

Tyto anti-Id protilatky napodobuji antigen a vyvoldvaji proti nému imunitni odpovéd’ (viz
Essential Immunology (Roit ed., Blackwell Scientific Publications, Palo Alto, 6th ed.), p. 181).
Cinidia odligna od peptidii AP by méla vyvolat imunogenni odpovéd’ proti jednomu &i vice
upfednostiiovanych Casti AP (viz vySe; 1 az 10, 1 a2 7, | az 3 a 3 az 7). Tato &inidla vyvolavaji
imunogenni odpovéd’ zaméfenou piednostné proti jedné z téchto &asti, aniZ by vyvolaly odpoved
proti jiné ¢asti AB.

ZkouSeny mohou byt i peptidy a jiné latky z ndhodnych knihoven (Random Libraries). Pro
mnoho typi latek, jeZ lze sestavit po jednotlivych krocich, mohou byt vytvofeny kombina&ni kni-
hovny (Combinatoral libraries). Mezi tyto latky patii polypeptidy, B—skladana mimetika, poly-
sacharidy, fosfolipidy, hormony, prostaglandiny, steroidy, aromatické latky, heterocyklické
slouceniny, benzodiazepiny, oligomerni N-substituované glyciny a oligokarbamaty. Velké kom-
binaéni knihovny mohou byt sestaveny podle kédovanych umélych knihoven (encoded synthetic
libraries ESL) metodou popsanou v Affymax, WO 95/12608, Affymax WO 93/06 121, Columbia
University, WO 94/08 051, Pharmacopeia, WO 95/35503 a Scripps, WO 95/30 642 (kazdy z nich
Je zahmut podle odkazu pro viechny G&ely). Peptidové knihovny mohou byt sestaveny s pouzitim
metod fagového vystavovani (viz napt. Devlin, WO 91/18 980).

V kombina¢nich knihovnach a u dalSich latek je zpotatku zji§tovana jejich pouzitelnost mérenim
stupné schopnosti vizat na protilatky nebo na lymfocyty (B nebo T), jeZ jsou specifické pro A3
nebo jiné amyloidogenni peptidy jako tfeba ATTR. Napfiklad zahajovaci testy tak mohou byt
vykonény s jakoukoli polyklonélni nebo monoklondlni protilatkou proti AR nebo kterémukoli
daldimu amyloidogennimu peptidu, jeZ nis zajima. Latky identifikované témito testy jsou pak
dile analyzovany pro schopnost stimulovat protilatky nebo lymfocyty specifické pro AB nebo
Jjiny amyloidogenni peptid. Mnohonasobn4 fedéni séra mohou byt naptiklad testovana na mikro-
titra¢nich desti¢kach, které byly pfedem pokryty viaknitym peptidem, pfitemZ poté mohou nas-
ledovat standardni ELISA testy pro zji§téni protilatek specifickych pro AP. U latek pak miize byt
testovana jejich profylakticka &i 1é&ebna dGCinnost u transgennich zvitat, predisponovanych pro
amyloidogenni onemocnéni, coZ je popsano v piikladech. Tato zvifata zahrnuji napfiklad mysi
s APP mutovaném v pozici 717 (Games et al., viz vySe) a mysi se Svédskou mutaci 670/671
v APP (McConlogue et al., US 5 612 486 a Hsiao et al., Science 274, 99, 1996; Staufenbiel et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 13287 aZ 13292, 1997; Sturchler—Pierrat et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 94, 13287 az 13292, 1997; Borchlet et al., Neuron 19, 939 az 945, 1997). Stejny

-23.



20

30

35

40

45

30

CZ 302971 B6

studijni pFistup miize byt pouZit na daldi potencialni &inidla, mezi n&z patii fragmenty Ap, analo-
ga A[3 a del3i peptidy zahmujici AB (viz vyse).

b. Dalsi slozky plaku

Imunologicke odpovédi zam&fené proti jinym slozkam amyloidniho plaku mohou byt také ucinné
v prevenci, zpomaleni vyvoje nebo zmenSeni plakové usazeniny pii amyloidnim onemocnéni.
Tyto slozky mohou byt men3inovymi Castmi viaken, mohou byt spojeny s témito vlakny nebo
s tvorbou téchto vlaken tvoficich plaky. Omezenim je fakt, Ze slozky, které jsou v téle viudy-
ptitomné nebo jsou amyloidni usazeniny relativné nespecifické, nepredstavuji pro 1édebna &inidla
nejvhodnéjsi teré.

Dal$im objevem pfedkladaného vyndlezu je tak zjisténi, Ze &inidla vyvolavajici imunitni odpo-
véd’ vidi specifickym slozkdm plaku jsou G&inna pfi 1ééb& &i zastaveni postupu amyloidniho
onemocnéni. Tato kapitola poskytuje zakladni informace o ngkolika typickych molekulach, které
Jsou spojeny s amyloidnimi plakem. Létba vyvoldvajici imunitni odpovéd proti jedné z téchto
moiekul nebo kombinovana légba zahrnujici spoletnou aplikaci s imunogennim Ié&ebnym pro-
stfedkem proti jakékoli vy$e popsané vidknité slozce, ¢i proti jakékoli nize popsané nevléknité
sloZce plaku, poskytuje podle predkiadaného vynalezu dopliikovou protiamyloidni 1é¢bu. Casti
pfedkladaného vynalezu jsou i metody pasivni imunizace zalozené na téchto plakovych slozkach,
coz je zde popsano.

Pfikladem mize byt synuklein, coZ je protein strukturalné podobny apolipoproteiniim, ale nacha-
zejici se v cytosolu neuronii, zvlasté v oblasti presynaptického zakongeni. Existuji nejméné tfi
formy tohoto proteinu, nazvané a, P a y synuklein. Nedavno bylo prokézino, e o a B synuklein
se u ur¢itych amyloidnich onemocnéni uéastni nukleace amyloidnich usazenin, zviasté v pfipadé
Alzheimerovy choroby (Clayton, D.F., et al., TINS 21(6): 249 az 255, 1998). Fragment NAC
domény o a B synukleinu (zbytky 61 a2 95) byl totiz izolovan z amyloidnich plaki u pacienti s
AD; tento fragment tvofil ve skutecnosti 10 % nerozpustné formy plaku, coZ bylo zjisténo po
rozpusténi plaku v SDS (dodecyslulfat sodny) (George, J.M., et al., Neurosci. News 1:12 az 17,
1995). Jak o synuklein, tak i jeho NAC fragment jsou znadmy tim, Ze in vitro urychluji agregaci
B-amyloidntho peptidu do nerozpustného amyloidu (Clayton, viz vy3e).

Dalsi slozky spojené s amyloidnimi plaky zahrnuji nepeptidové latky. Napkiklad perlecan a od
n&j odvozené glykosaminoglykany jsou velké proteoglykany odvozené od heparinsulfétu, jez se
vyskytuji v amyloidnich placich obsahujicich AB (napt. pii Alzheimerové chorobé a jinych amy-
loidozach vyskytujicich se v CNS &i systemicky, tj. napf. plaky s amylinem spojené s diabetes).
U techto latek bylo prokdzino, ze napomahaji tvorbé AP vlaken. Vazby na AP se ucastni jak
proteiny jadra, tak i glykosaminoglykanové fetézce perlecanu. Dali glykosaminoglykany, kon-
krétné dermatan sulfat, chondroitin—4-sulfat nebo pentosan se b&#n& vyskytuji v amyloidnich
placich riiznych typli a bylo prokazino, Ze také pomahaji pii tvorbé vlaken. Piisobeni
dextransulfatu je stejné. Toto pisobeni je vyznamné sniZeno po desulfataci t&chto molekul.
Imunogenni léky zaméfené proti sulfatovanym formam glykosaminoglykanti, mezi néz pati i
nékteré glykosaminoglykany, tvoii jako soudast primarni nebo sekundarni 1ééby dopliikové pro-
veden{ pfedkladan¢ho vyndlezu. Vytvoteni takovychto molekul, a stejné tak i léZebnych pro-
sttedkil obsahujicich tyto molekuly, je schopen bézny praktik z oboru.

2. Cinidla vyvolavajici pasivni imunitni odpovéd’
LéCebna Cinidla tohoto vynalezu zahrnuji také imunitni latky (nap¥. protilatky), které se speci-
ficky vaZi na viaknité peptidy nebo jiné slozky amyloidniho plaku. Tyto protilatky mohou byt

polyklondini i monoklonalni, p¥itemz se vazi specificky podle typu amyloidni nemoci. Lé&ebné
prostiedky a lé¢ebné rezimy mohou zahrmovat protilatky zamétené na jednu vazebnou doménu
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nebo epitop urdité vlaknité nebo nevlaknité slozky plaku, pfi¢emz mohou zahmovat i protilatky
zaméfené na epitopy, jez se nalézaji na vice slozkach plaku.

V pokusech uskutettiovanych pro podporu ptedkiddaného vynalezu byly PDAPP mySim starym
8,5 az 10,5 mésice aplikovany intraperitoneaing (i.p.) injekce polyklonalni protilatky proti A342
nebo injekce mononuklealni protilatky proti AP, specificky zaméfené viadi epitopiim AP peptidu
nebo solny roztok (viz ptiklad 11). V téchto pokusech byly sledovany koncentrace cirkulujicich
protilatek, pFitemZ pro udrzeni koncentrace vy3si nez 1:1000 (pomér mezi antigenem a proti
nému specifické protilatky) byly aplikovany posilovaci injekce. SniZeni hladiny celkového A
byle v porovnani s kontrolou pozorovano v hipokampu, kiFe a v mozetku mysi lécenych proti-
latkou; maximalni snizeni bylo v téchto pokusech pozorovano u mysi lé¢enych polyklonélni pro-
tilatkou.

V dal3ich pokusech uskuteénénych pro podporu piedkladaného vynalezu (prediktivni ex vivo
analyza) byla testovana olidtovaci schopnost protilatky proti fragmentu synukleinu, znamému
jako NAC. Synuklein je protein spojeny s amyloidnim plakem. Protilatka proti NAC byla apliko-
vana na vzorek mozkové tkang, jenz obsahoval amyloidni plaky a mikroglidini builky. Jako kont-
rola bylo pouzito krali¢i sérum. Nasledujici prozkouméni ukazalo jasné snizeni mnoZstvi
a rozméru plaki a prokazalo tak o¢istovaci schopnost této protilatky.

Z téchto vysledki je zfejmé, ze amyloidni plaky spojené s AD a dal$imi amyloidnimi chorobami
mohou byt silng potladeny aplikaci imunitnich &inidel zaméfenych proti epitopim v peptidu A3
nebo proti fragmentu synukleinu NAC. Dale je jasné, ze jako soudast lécebnych prostiedki je
pouzitelna Siroka $kala protilatek. Protilatky, jez se specificky vaZi na agregované formy AP tak,
aniz by se vézaly na jeho disociované formy jsou pro pouziti v tomto vynalezu vhodné, stejné tak
jako protilatky, které se specificky vazi na disociovanou formu AB, aniz by se vazaly na jeho
agregovanou formu. Dalsi vhodné protilatky jsou ty, které se vaZi na obé& jeho formy. Nekteré
z téchto protilatek se vaZi na pfirozené se vyskytujici kratkou formu AB (tj. AB39, 40, 41), bez
toho, aby se vézaly na pfirozen& se vyskytujici dlouhou formu AR (tj. AB42 a AP43). Nékteré
protilatky se vaZi na dlouhou formu, aniZ by se vazaly na kritkou formu. Nékteré protilatky se
vaZi na AP, aniz by se vazaly na amyloidni prekurzorovy protein plné délky. Nékteré protilatky
se vazi na AP s vazebnou afinitou vétsi nebo rovnou 10°, 107, 10%, 10° nebo 10 M~

Polyklonalni séra obsahuji oby&ejné smisené populace protilatek vaZicich se na vice epitopl po
celém AP. Monoklonlni protilatky se vaZi na specificky epitop v AP, pficemz tento epitop mitZe
byt konformaéni nebo nekonformaéni. Nékteré monoklonalni protilatky se vaZi na epitop mezi
zbytky 1 az 28 v AP (zbytek 1 zna&i prvni N-koncovy zbytek pfirozeného AB). Jiné monoklo-
nalni protilatky se vazi na epitop ze zbytki 1 az 10 v AB. Existuji také monoklonalni protilitky,
jez se vazi na epitop ze zbytkli 1 az 16 v AP. N&které monoklondlni protilatky se vazi na epitop
z aminokyselin 1 az 5,5 az 10, 10 az 15, 15 az 20, 25 az 30, 10 aZ 20, 20, 30 nebo 10 az 25, U
protilatek pak mize byt testovana jejich profylakticka &i lé¢ebnd Geinnost za pouZiti transgennich
zvifat, coZ je popsano v piikladech.

Podle zde poskytnutych navodi si praktik miiZze navrhnout, vytvofit a vyzkouset protilatky zamé-
fené na vlaknité proteiny nebo peptidy charakteristické pro dalsi amyloidni onemocnéni, mezi
néz patfi nemoci popsané v oddilu 2, pfiemZ milZe vyuzit latky popsané zde, stejn€ tak jako i
protilatky proti jinym amyloidnim slozkam.

a. Obecna charakteristika imunoglobulind
Zikladni stavebni jednotkou protilatky je tetramer ze &tyf podjednotek. KaZdy tetramer je slozen
ze dvou stejnych para polypeptidovych fetézcii, pficem? kazdy par tvoti jeden ,lehky™ (okolo

25 kDa) a jeden ,,t&zky* (okolo 50 az 70 kDa) fetézec. Cast na aminovém konci kazdého Fetézce
obsahuje variabilni oblast sloZenou ze 100 aZ 110 nebo vice aminokyselin, které primarné zodpo-
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vidaji za rozpoznani antigenu. Cast na karboxylovém konci kaZdého fetézce vymezuje konstantni
oblast, ktera primarné zodpovida za celkové plsobeni.

Lehké retézce jsou oznadovany jako kappa nebo lambda. Tézké Fetézce jsou oznaleny jako gama,
mi, alfa, delta, nebo epsilon a vymezuji izotyp protilatky (1gG, igM, IgA, IgD a IgE). Variabilni
a konstantni oblasti lehkych a tézkych fetézcd jsou spojeny ,J oblasti slozenou z asi |2 nebo
vice aminokyselin, s tim, Ze t&2ky Fetézec obsahuje také ,,D* oblast, sloZenou z asi 10 &i vice
aminokyselin (obecné viz Fundamentall Immunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y .,
1989), Ch. 7 (zahrnuto podle odkazu ve své celistvosti pro viechny ucely).

Variabilni oblasti kaZzdého z obou paril tvofenych lehkym a t&Zkym fetézcem formuji vazebné
misto protilitky, coz znamena, Ze funk&ni protilatka ma dvé vazebna mista. Tato dvé vazebna
mista jsou stejnd (s vyjimkou bifunkénich nebo bispecifickych protilatek). VSechny fetézce vyka-
zuji stejnou zakladni stavbu relativné konzervovanych strukturnich oblasti (FR), spojenych tfemi
hypervariabilnimi oblastmi, které se nazyvaji také oblasti urujici komplementaritu (CDRs).
CDRs ze dvou Fetézcii kazdého paru jsou sefazeny podle strukturnich oblasti, jeZ umoZiiuji vazbu
na specificky epitop. Lehké i tézké fetézce sestavaji od N—konce k C—konci domén FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 a FR4. Sled aminokyselin v kaZzdé doméné je popsan v Kabat, Sequence
of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 a 1991)
nebo v Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 az 917 (1987); Chothia et al., Nature 342:878 az
883 (1989).

b. Tvorba protilatek nepochazejicich z ¢lovéka

Tvorba protilatek nepochazejicich z &lovéka, napf. mysich, moréecich, krali¢ich nebo krysich
miZe byt zajisténa napfiklad imunizaci zvifete slozkou plaku, tieba AP nebo jiné vlaknité slozky.
Del3i polypeptidy obsahujici AR nebo imunogenni fragment AP nebo anti—idiotypické protilatky
(protilatky proti protilatce proti AB) Ap mohou byt také pouzZity (viz napf. Harlow & Lane, Anti-
bodies, A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988) (zahrnuto podle odkazu pro viechny ucely).
Takovy imunogen mize byt ziskan z pfirozeného zdroje, syntézou peptidu nebo rekombinantni
expresi. Nékdy maZe byt imunogen podavan s adjuvantem. Nékteré typy téchto adjuvanti jsou
popsany nize. Aplikace kompletniho Freundova adjuvantu nasledovana aplikaci nekompletniho
Freundova adjuvantu je pfi imunizaci laboratornich zvifat oblibenou cestou. Pro tvorbu poly-
klonilnich protilatek se nej¢astéji pouZivaji kralici nebo morcata. Pro pfipravu monoklonélnich
protilatek se nejcastéji pouzivaji mysi. Protilatky jsou testovany zda se specificky vazi na imuno-
gen. Protilatky jsou také testovany zda se vaZi na specifickou oblast imunogenu. Napfiklad, je-li
imunogenem A, miZe byt testovani provedeno uréenim vazby protilatky na fadu mutantd AP
s deleci, z &ehoZ se pak urdi, které mutanty se vazi na protilatku. Vazba miZe byt vyhodnocena
napiiklad pomoci Westernovy analyzy (Western blott) nebo pomoci ELISA. Nejmensi fragment,
ktery vykazuje specifickou vazbu s protilatkou vymezuje epitop protilatky. Specifita epitopu
miiZze byt také uréena kompetiéni analyzou, ve které zkoumana a referenéni protilatka soutézi o
vazbu s uréitou slozkou. Jestlize zkoumana a referenéni protilatka o vazbu soutézi, pak je zfejme,
7e se vaZi na stejny epitop nebo na epitopy dostatedné blizké na to, aby vazba jedné protilatky
narusila vazbu druhé.

¢. Chimérni a humanizované protilatky

Chimémni a humanizované protilatky maji stejnou nebo podobnou specifitu a afinitu jako proti-
latky my3i nebo dal3i protilatky nepochazejici z ¢lovéka, které poskytuji material pro konstrukei
Chimérnich a humanizovanych protilitek. Chimémi protilatky jsou protilatky, u nichZ byly geny
kodujici lehky a tézky fetézec uméle vytvofeny, nejfastéji metodami genetického inZenyrstvi,
z &asti imunoglobulinovych gend patficich jinym druhiim. Napfiklad variabilni (V) ¢dsti gent
kédujicich mysi monoklonalni protilatku mohou byt spojeny s lidskymi konstantnimi (C) Castmi
(napf. 1gG1 a 1gG4). Typickd Chimémi protilatka je tak hybridnim proteinem obsahujicim V,
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neboli doménu vazici antigen, z mysi protilatky a C, neboli efektorovou doménu, z lidské proti-
latky.

Humanizované protilatky maji strukturu variabilni oblasti v zasadé z lidské protilatky (akcepto-
rova protilatka) a u oblasti uréujici komplementaritu z my8§i protilatky (donorovy imunoglobulin)
(viz Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:10029 az 10 033 (1989) a WO 90/07 861,
US 5693 762, US 5693 761, US 5 585 089, US 5530 101 a Winter, US 5225 539 (zahrnuto
podle odkazu ve své celistvosti pro viechny ucely). Konstantni oblast nebo oblasti pokud jsou
pfitomny, pochazeji od hlavné nebo zcela lidského imunoglobulinu. Lidské variabilni domény
Jjsou vybirany z lidskych protilatek, jejichz zakladni struktura vykazuje vysoky stupeit shody
v sekvenci s doménami my3i variabilni oblasti, ze které pochazeji CDRs. Sekvence variabilni
oblasti t&¢zkého a lehkého fetézce mohou byt odvozeny ze sekvenci stejné nebo odligné lidské
protilatky. Sekvence lidské protilatky mohou byt sekvencemi piirozené se vyskytujicich lidskych
protilatek nebo mohou byt konsensem sekvenci vice lidskych protilatek (viz Carter et al.,
WO 92/22 653). UrCité aminokyseliny z lidské variabiini oblasti jsou nahrazeny, coZ prameni
z jejich mozného vlivu na konformaci CDR a/nebo na vazbu antigenu. Zkoumani téchto moznych
vlivil je uskuteéfiovano modelovanim, zkoumanim vlastnosti aminokyselin v uréitém misté nebo
empirickym pozorovanim u¢inki nahrady nebo mutageneze uréité aminokyseliny.

Kdyz se kupfikladu jedna aminokyselina ve variabilni oblasti my3i a lidské protilatky lisi, lidska
aminokyselina by mé&la byt vymé&néna za ekvivalentni aminokyselinu z my3i protilatky v ptipa-
dech, kdy je diivod odekavat, ze aminokyselina:

(1} vaze pfimo nekovalentné antigen
(2) nachazi se nedaleko CDR oblasti

(3) jinym zpisobem interaguje s CDR oblasti (vyskytuje se ve vzdalenosti okolo 6 A od CDR
oblasti) nebo

(4) se podili na vzadjemném vztahu VL-VH

Daldimi kandidaty pro nahrazeni jsou akceptorové aminokyseliny, které jsou v této pozici pro
lidsky imunoglobulin neobvyklé. Tyto aminokyseliny mohou byt nahrazeny aminokyselinami
z odpovidajici pozice mysi donorové protilatky nebo aminokyselinami z odpovidajici pozice
typicté€jsi lidské protilatky. Struktura variabilni oblasti humanizovanych imunoglobulini vyka-
zuje obvykle 85% sekvencéni shodu se sekvenci lidské variabilni oblasti nebo konsensem tako-
vychto sekvenci.

d. Lidské protilatky

Lidské protilatky proti AP jsou ziskdvany riznymi technikami (viz nize). Nékteré lidské protilat-
ky jsou vybirany v pokusech s kompetiéni vazbou nebo vyuZitim stejné epitopové specifity jako
uréita my$i protitatka (viz pfiklad 11). Lidské protilatky mohou byt také pro urditou epitopovou
specifitu testovany pouzitim fragmentu AP jako imunogenu a/nebo uréenim vazby protilatky na
fadu mutantt AP s deleci.

(1) Metodika triomu

Zakladni postup a pfikladny partner pro zde pouZivanou bunéénou fizi (SPAZ—4) je popsan
v Oestberg et al., Hybridoma, 2:361 az 367 (1983); Oestberg patent US 4 634 664; a v Engleman
et al., patent US 4 634 666 (kazdy z nich je zahmut podle odkazu ve své celistvosti pro viechny
aCely). Bunééné linie tvofici protilatky, jez lze ziskat touto metodou se nazyvaji triomy, pocha-
zeji totiz ze tfi bunéCnych typt - dvou lidskych a jednoho mysiho. Zikladem je flize bunék
my3$iho myelomu s lidskym B-lymfocytem, ¢im2 vznika protilatky netvofici xenogenni hybridni
buné&na linie {(napf. SPAZ-4 popsana Oestberg et al., viz vy¥e). Xenogenni bufika je pak fizova-
na s imunizovanym lidskym B-lymfocytem, ¢imz vznika protilatky tvofici triomova bunééna
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linie. Bylo zjisténo, 7e triomy tvoii protilitky stabilngji nez oby&ejné hybridomy pfipravené
z lidskych bunék.

Imunizované B-lymfocyty se ziskavaji z krve, sieziny, lymfatickych uzlin a kostni diené lidské-
ho darce. Jestlize jsou potieba protilatky proti specifickym antigeniim nebo epitopu, pak je
vhodné uZit tento antigen nebo jeho epitop pro imunizaci. Imunizace mize probihat bud’ in vivo,
nebo in vitro. Pro in vivo imunizaci se nejcastéji pouzivaji B~buiiky izolované z lidi imunizova-
nych Ap, jeho fragmentem, vét3im polypeptidem obsahujicim AP nebo jeho fragment, nebo anti—
idiotypickymi protilatkami proti AB. V nékterych metodach se pouzivaji B-buiiky izolované ze
stejného pacienta, jenZ mé byt lé¢en podavanim protilatek. Pro in vivo imunizaci jsou B—lymfo-
cyty vystaveny po 7 az 14 dni antigenu, v médiu (napt. RPMI~1640) doplnéném 10% lidskou
plazmou (Engleman, viz vy3e).

limunizované B-lymfocyty jsou pomoci znamych metod filzovany s xenogenni hybridni burikou
(napf. SPAZ—4). Buiiky jsou vystaveny pitsobeni 40 aZ 50% polyethylenglykolu (m.v. 1000 az
4000), pii1 37 °C po 5 az 10 min. Buiiky jsou oddéleny od flizni smési a rozmnoZeny v meédiu
vhodném pro dané hybridy (napt. HAT nebo AH). Klony, jez vyluduji protilatky s pozadovanou
specifitou jsou urfeny analyzou kultivaéniho média triomd. Triomy tvotici protilatky s pozado-
vanou specifitou jsou dale namnoZeny technikou limitniho fedéni a p&stovany v in vitro kultufe.
U ziskanych triomovych bunék je dle testovana schopnost vazat AP nebo jeho fragment.

PfestoZe jsou triomy geneticky stabilni, nevytvafeji protilatky ve velkém mnozstvi. Uroveii
exprese milze byt zvy3ena zaklonovanim genu protilatky z triomu do jednoho &i vice expresnich
vektorl a transformovanim vektoru do standardnich savéich, bakteriilnich nebo kvasinkovych
buné&nych linii, pomoci metod v oboru dobfe znamych.

(2) Transgenni savci

Lidské protildtky proti AR mohou byt tvofeny i v transgennich savcich, ktefi maji zabudovanu
v genomu nejmeéné &ast lokusu lidského imunoglobulinu. Endogenni imunoglobulinovy lokus
takového zvifete je obvykle funkéng inaktivovan. Cast lidského lokusu zahrnuje nejlépe neuspo-
Fadané sekvence kodujici &asti lehkého a tEzkého fetézce. Inaktivace endogenniho genu pro imu-
noglobulin a zavedeni exogenniho imunoglobulinového genu mize byt provedeno cilenou
homologni rekombinaci nebo zavedenim YAC chromozomi. Takto vznikli transgenni savci jsou
schopni funkéné uspofadat sekvence imunoglobulinovych sloZek a exprimovat fadu protilatek
riznych izotypd, které jsou kédovany lidskymi imunoglobulinovymi geny, ani by probihala
exprese endogennich imunoglobulinovych genii. Pfiprava a charakteristika savei s témito vlast-
nostmi jsou detailné popsany napriklad v Longberg et al., WO 93/12 227 (1993); US 5 877 397,
US5874299, USS5814318, US5789650, USS5770429, US5661016, USS5 663 425,
US 5625 126, US 5 569 825, US 5 545 806, Nature 148:1547 az 1553 (1994), Nature Biotech-
nology 14, 826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10 741 (1991) (kaZdy z nich je zahmut podle odka-
zu ve své celistvosti pro viechny icely). Transgenni my3i jsou pro tyto udely zvlasts vhodné.
Protilétky proti AP jsou ziskavany imunizaci transgennich savci (Longberg nebo Kucherlapati,
viz vy¥e) AB nebo jeho fragmentem. Monoklonalni protilatky jsou pfipravovany napfiklad fazi
B-bunék z téchto savell s vhodnou myeiomovou bunéénou linii, a to za pouZiti b&Zné techniky
(Kohler-Milstein). Lidské polyklondini protilatky mohou byt ve formé sér ziskany také z lidi
imunizovanych imunogennim Zinidlem. Tyto polyklonalni protilatky mohou byt koncentrovany
pomoci afinitntho pregisténi za pouziti AB nebo jiného imunogenniho amyloidniho peptidu coby
afinitniho ¢inidla.

(3) Metody fagového vystavovani

Daldim zpiasobem ziskdni lidskych protilatek proti AP je prohleddvani DNA knihovny z lidskych
B-bunék metodami obecné vymezenymi v Huse et al., Science 246:1275 a? 1281 (1989).
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B-buiiky mohou byt stejné jako v pifpadé triomi ziskany z lidi imunizovanych Ap, jeho frag-
mentem, v&t&im polypeptidem obsahujicim AR nebo jeho fragment, nebo anti-idiotypickymi
protilatkami proti AB. V n&kterych metoddch se pouZivaji B-builky izolované ze stejného
pacienta, jenz ma byt léden podavanim protilatek. Vybrany jsou protilitky, jeZ se vazi na epitop
sledované amyloidni slozky (napt. A nebo jeho fragment). Sekvence kodujici tyto protilatky,
nebo protilatky vazici jeho fragment, jsou pak klonovany a namnozeny. Protokol popsany Husem
se stava efektivn&jsim v kombinaci s technologii fagového vystavovani (viz napt., Dower et al,
WO 91/17 271 a McCafferty et al., WO 92/01 047, US 5 877 218, US 5 871 907, US 5 858 657,
US 5 837 242, US 5 733 743 a US 5 565 332 (kazdy z nich je zahrnut podle odkazu ve své celist-
vosti pro viechny tZely). Tyto metody popisuji tvorbu fagovych knihoven, kde ¢lenové vystavuji
na svém povrchu riizné protildtky. Protilatky jsou obvykle vystavovény jako fragmenty Fv nebo
Fab. Protilatky pozadované specifity vystavované figy jsou ziskény afinitnim piedisténim, za
pouZiti AP nebo jiného imunogenniho amyloidniho peptidu coby afinitniho ¢inidla.

Obménou metody figového vystavovani mohou byt ziskany lidské protilatky vykazujici stejnou
vazebnou specifitu jako ma vybrana mysi protilatka (viz Winter, WO 92/20 791). Jako vychozi
materidl je v tomto piipadé vyuzita variabilni oblast lehkého nebo tézkého Fetézce vybrané mysi
protilatky. Jestlize je jako vychozi material zvolena naptikiad variabilni oblast lehkého fetézce,
pak je fagova knihovna konstruovina tak, aby jeji Elenové vystavovali stejnou variabilni oblast
lehkého Fetézce a odlidnou variabilni oblast tézkého ferdzce. Variabiini oblasti t€Zkeho fetézce
jsou ziskany z knihovny obsahujici uspofadané variabilni oblasti lidského tézkého fetézce.
Vybran je fag, ktery vykazuje silnou specifickou vazbu ke sledované slozce (napf., nejméné 10° a
nejlépe 10° M™'). Variabilni oblasti lidského tézkého fetézce tohoto fagu slouzi jako vychozi
material pro konstrukci daldi fagové knihovny. V této knihovné vystavuje kazdy fag stejnou
variabilni oblast t&#kého Fetézce (tj. oblast identifikovanou v prvni figové knihovné) a cdlisnou
variabilni oblast lehkého fetézce. Variabilni oblasti lehkého fetézce jsou ziskany z knihovny
obsahujici uspofadané variabilni oblasti lidského lehkého fetézce. Opét je vybran fag vykazujici
silnou specifickou vazbu se zvolenou slozkou amyloidniho peptidu. Tito fagové vystavuji varia-
bilni oblasti lidskych protilétek specifickych pro amyloidni peptid. Tyto protilatky maji obvykle
stejnou epitopovou specifitu jako mysi protildtky, jez byly pouZity jako vychozi material.

€. Vybér konstantni oblasti

variabilni oblasti t&¢%kého a lehkého Fetézce Chimérnich humanizovanych nebo lidskych proti-
latek mohou byt piipojeny alespofi k ¢dsti lidské konstantni oblasti. Vybér konstantni oblasti
zale¥f dasteéné na tom, zda je zadana aktivace komplementu nebo bun&&né zprostfedkované toxi-
city (nebo obou ziroveri), jeZ zavisi na aktivaci protilatkou. Napfiklad izotypy IgGl a IgG3 kom-
plement aktivuji, izotypy 1gG2 a IgG4 tuto schopnost nemaji. Vybeér izotypu miZe Casto ovlivnit
piechod protilatky do mozku. Konstantni oblasti lehkého fet€zce mohou byt lambda nebo kappa.
Protilatky mohou byt exprimovany jako tetramery obsahujici dva lehke a dva t€zké Tetézce, jako
samotné t&zké fetézce, jako samotné lehké fetézce, n jako Fab, Fab‘, F(ab’)2 a Fv nebo jako jed-
nofetézcové protilatky, ve kterych jsou variabilni domény lehkého a t€zkého fetézce spojeny
.mezermikem® (spacer).

f. Exprese rekombinantnich protilatek

Chimérické, humanizované a lidské protilatky jsou nejtast&ji vytvafeny za pouZiti rekombinantni
exprese. Rekombinantni polynukleotidové konstrukty typicky obsahuji sekvenci Fidici expresi,
spojenou se sekvenci kadujici fetézce protildtky, jez zahruji ptirozené spojen¢ nebo heterologni
promotorové oblasti. Sekvence fidici expresi jsou nejlépe eukaryotni promotoroveé systémy, které
jsou ve vektorech schopné transformovat nebo transfekovat eukaryotickou buiiku. Jakmile je
vektor zabudovan do piisluiného hostitele, je hostitel udrzovan v podminkach optimalnich pro
vysokou firoveii exprese nukleopeptidovych sekvenci, a pro odbér a ¢isténi kfiZove reagujicich
protilatek.
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Tyto expresni vektory se nejéastéji v hostitelském organismu replikuji jako epizomy nebo jako
integralni(integrovana) &ast hostitelské chromozomalni DNA. Expresni vektory b&Zné& obsahuji
selekéni znacky, napf. odolnost vigi ampicilinu nebo hygromycinu, které dovoluji identifikaci
téch bunék, jeZ byly transformovany pozadovanymi sekvencemi DNA.

E. coli je prokaryoticky hostitel, ktery je ke klonovani DNA sekvenci z pfedkladaného vynalezu
zvlasté vhodny. Mikroorganismy, jako tfeba kvasinky, jsou pro takovou expresi také uzitené.
Upfednostiiovanym kvasinkovym hostitelem s vhodnymi vektory obsahujicimi sekvenci fidici
expresi, sekvenci pro podeti replikace, termina¢ni sekvenci atd., je Saccharomyces. Typické pro-
motory zahrnuji 3—fosfoglycerat kinazu a dal$i enzymy glykolyzy. Indukovatelné kvasinkové
promotory zahrnuji mimo jiné promotory z alkoholdehydrogenazy, izocytochromu C a enzymy
zodpovédné za odbourdvani maltozy a galaktozy. Savéi buiiky jsou pfednostné pouzivany pro
expresi neukleotidovych sekvenci kédujicich imunoglobuliny nebo jejich fragmenty (viz
Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, NY, 1987). V oboru bylo vyvinuto mnoho
pouzitelnych bunéénych linii, schopnych vylucovat intaktni heterologni proteiny. Mezi tyto linie
patfi CHO buné&éné linie, rizné COS bunééné linie, HeLa buriky, L buitky a myelomové bunééné
linie. Expresni vektory pro tyto buitky mohou obsahovat sekvence fidici expresi (napf. replikacni
pocatek), promotor, zesilova¢ (enhancer) a mista nezbytna pro zpracovani informaci, mezi néz
patii mista pro vazbu ribozému, mista kde dochazi k sestfihu RNA, polyadenylaéni mista a sek-
vence pro terminaci transkripce. Nejlast&ji uZzivané sekvence fidici expresi jsou promotory odvo-
zené od endogennich gentli cytomegaloviru, SV40, adenoviru, hovéziho papilomaviru atd. (viz Co
etal., J. Immunol. 148:1149, 1992),

Sekvence kodujici protilatky mohou byt ve formé transgeni vestavény také do genomu transgen-
niho zvifete, a poté ziskany zmléka (napf. podle metod popsanych v USS5 741957,
US 5 304 489, US 5 849 992, viechny zahmuty podle odkazu ve své celistvosti). Mezi vhodné
transgeny patfi sekvence kodujici lehké nebo tézké fetézce (nebo oba Fetézce zaroveit) ve funké-
nim spojeni s promotorem a zesilovaéem, pochazejicim z genu specifického pro mlé&nou zlazu
(napft. kasein nebo B—laktoglobuliin).

Vektory obsahujici potiebné ¢asti DNA mohou byt dobfe znamymi metodami (zilezi na typu
hostitelské buriky} vloZeny do hostitelské buitky. U prokaryotickych bunék se napfiklad pouziva
transfekce pomoci chloridu vapenatého, zatimco transfekce do jinych typd bunék vyuziva pliso-
beni fosforeGnanu vapenatého, elektroporaci, lipofekci a transfekci pomoci biolistiky nebo viru.
Dalsi metody transfekce sav&ich bunék pouZivaji polybren, fiizi protoplasti, lipozomy, elektro-
poraci a mikroinjekce (obecné viz Sambrook et al., vySe). Pro tvorbu transgennich zvifat mohou
byt transgeny mikroinjikovany do oplodnénych oocytii nebo mohou byt zabudovany do genomu
embryonalnich kmenovych bunék a jadra téchto bunék mohou byt pfenesena do enukleovanych
oocyti.

Vytvorené protilatky mohou byt oéitény podle standardnich metod, mezi néz patii HFLC, sloup-
cova chromatografie, gelova elektroforéza atd. (obecné viz Scopes, Protein Purification, Sprin-
ger—Verlag, NY, 1982).

4. Dalsi [écebna dinidla

Lécebna Cinidia uzivana v popisovanych metodach zahmuji také T—buiiky, které se vazi na pla-
kovou slozku (napf. peptid AB). T-buiiky mohou byt proti peptidu AP aktivovany napfiklad
expresi genu lidského MHC tfidy 1 a genu lidského By-mikroglobulinu v hmyzi bunééné linii,
¢imz se na jejich povrchu vytvori komplex, ktery se miZe vazat s peptidem AP. T-buiiky, které
se dostanou do kontaktu s touto bunéénou linii se aktivuji specificky proti tomuto peptidu (viz
Peterson et al., US 5 314 8i3). Hmyzi bunééné linie exprimuji antigen MHC tfidy 11 mohou byt
obdobné pouZity k aktivaci CD4 T-bunék.
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5. Nosné proteiny

Nektera €inidla vyvoldvajici imunitni odpovéd’ obsahu)i ptislusny epitop, jenZ vyvoldva imunitni
odpovéd’ proti amyloidnim usazeninam, ale jsou pfili¥ mald na to, aby byla imunogenni. V této
situaci miize byt peptidovy imunogen spojen s vhodnym nosi¢em, jenz pomahd vyvolat imunitni
odpovéd’. Vhodné nosice zahmuji sérové albuminy, hemocyanin z Diodora aspera, molekuly
imunoglobulinu, thyroglobulin, ovalbumin, toxoid tetanu nebo toxoid z jiné patogenni baktérie
(napt. diftérie, E. coli, cholera nebo H. pyvlori} nebo oslabeny derivat toxinu. Daldi nosice zahr-
nuji epitopy T-bunék, které se vazi na mnohé alely MHC (napf. nejméné na 75 % viech lidskych
MHC alel). Takové nosite jsou nékdy v oboru nazyvany jako .univerzaini epitopy T—bunék™.
Pfiklady univerzalnich epitopti T-bun&¢k zahrnuji:

Chfipkovy hemaglutinin: HA3p7.3:0 PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 1)
PADRE : AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 2)

Malarie CS: T3 epitop EKKIAKMEKASSVFNY (SEQ ID NO: 3)
Povrchovy antigen hepatitidy B: HBsAg9.,s FFLLTRILTI (SEQ ID NO: 4)
Protein tepeiného Soku 65: hsp65,55.17; DQSIGDLIAEAMDKVGNEG (SEQ
ID NO: 5)

Bacillus Calmette-Guerin QVHFQPLPPAVVKL (SEQ ID NO: 6)

Toxoid tetanu: TTs3p.24¢ QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 7)

Toxoid tetanu: TTo47.06s FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 8)
HIV gp120 T1: KQINMWQEVGKAMYA. (SEQ ID NO: 9)

Dal3i nosi¢e, jez stimuluji nebo zesiluji imunitni odpovéd’ zahmuji cytokiny jako 1L-1, IL-1c
a § peptidy IL-2, yINF, IL~10, GM-CSF a chemokiny jako MIPla a B a RANTES. Imunogenni
¢inidla mohou byt spojena také s peptidy, které zvySuji transport pres tkané (viz O’Mahony,
W0 97/17 613 a WO 97/17 614.

Imunogenni &inidla mohou byt napojena na nosiée pomoci chemického spojovani. Techniky
napojeni imunogenu na nosi¢ zahrnuji tvorbu disuifidovych mistkil pouzitim N—sukcinimidyl-3--
(2—pyridyl-thio) propionatu (SPDP) a sukcinimidyl 4—(N-maleimidomethyl) cyklohexan—1—kar-
boxylat (SMCC) (kdyZ peptid postrada sulfhydrylovou skupinu, mize mu byt poskytnuta pfida-
nim cysteinového zbytku). Tyto latky tvofi disulfidové mistky mezi sebou a peptidovym cystei-
nem na jednom proteinu a amidové spojeni pfes g—aminoskupinu lyzinu nebo volnou amino-
skupinu jiné aminokyseliny. Ritzna takova Cinidla, tvofici dislnfidova a amidova spojeni jsou
popsana v Immun. Rev. 62, 185 (1982). Jina bifunkéni spojovaci €inidla tvofi spise nez disulfi-
dova spojeni, spojeni thioéterova. Mnoha ztéchto ¢inidel tvoficich thioéterova spojeni jsou
komer¢né dostupna a zahmuji reaktivni estery kyseliny 6—~maleimidokaprové, kyseliny brom-
octové, kyseliny 2—-jodoctové a kyseliny 4—+(N-maleimidomethyl) cykichexan—I—karboxylové.
Karboxylové skupiny mohou byt aktivovany zkombinovanim se sukcinimidem nebo se sodnou
soli kyseliny 1-hydroxyl-2-nitro—4—sirové.

Imunogenni peptidy mohou byt exprimovany také jako proteiny fizované s nosi¢i (tj. heterologni
peptidy). Imunogenni peptid miiZze byt napojen pFes sviij aminovy konec, karboxylovy konec
nebo ob&ma konci na nosi€. Imunogenni peptid se méize ve fuznim proteinu vyskytovat ve vice
kopiich. Imunogenni peptid maze byt také napojen na vice kopii heterologniho peptidu, napfiklad
svym C—koncem i N—koncem. Nékteré nosné proteiny slouzi k vyvolani odpovédi pomocnych
Z-bunék vici sobé samym, Aktivované pomocné T-buitky pak obratem vyvolavaji odpovéd’
B—bunék proti imunogennimu peptidu pfipojenému k nosnému peptidu.

Neéktera Cinidla tohoto vynalezu obsahuji fiizni protein, ve kterém je N—koncovy fragment A
napojen svym C-koncem k nosnému peptidu. N-koncovy zbytek fuznihe proteinu je v téchto
cinidlech tvofen N—koncovym zbytkem fragmentu AP. Takovéto fizni proteiny G¢inné pisobi pfi
vyvolani protilatek, které vyZaduji, aby epitop v N—koncovém zbytku byl ve volné formé. Nékte-
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ra z vynalezenych Cinidel obsahuji v molekule vicekrat opakované N~koncové Casti AR, jez jsou
svym C-koncem napojena na jednu ¢i vice kopii nosného peptidu. N—koncovy fragment AP,
zabudovany v téchto fuznich proteinech zacina nékdy v AB1 az 3 a kon&i v AB 7 az 11, Upied-
nostiiovanymi fragmenty A jsou A1 az 7, APl az 3, AP1 az 4, AB1 az 5 a AP3 az 7. Nékteré
fizni proteiny obsahuji rizné N-koncové asti AR za sebou. Fazni protein miize obsahovat
naptiklad APl az 7 nasledovany heterolognim peptidem.

V nékterych fuznich proteinech je N-koncova &ast AP fazovana svym koncem s heterolognim
nosnym peptidem. Stejné rdznorodé N-koncové fragmenty AB mohou byt pouzity i pro fuze
s C—koncem. Nékteré fiizni proteiny obsahuji heterologni peptid napojeny na N-konec
N-koncové ¢asti AP, jenZ je ddle napojena na jednu nebo vice daldich N—koncovych éasti AP za
sebou.

Nékteré ptiklady fuznich proteind vhodnych pro pouZiti v tomto vynalezu jsou ukazany nize.
Néktere z téchto fuznich proteind obsahuji Casti AR spojené s epitopy toxoidu tetanu (viz
US 5196 512, EP 378 881 a EP 427 347). Nekteré fuzni proteiny obsahuji &asti A3 napojené na
nosné peptidy popsané v US 5 736 142. Neékteré heterologni peptidy pfedstavuji pro T—buriky
univerzalni epitopy. V nékterych metodich je &inidlo uréené k podani pouze jednoduchy fizni
protein s &asti AP} spojenou s &asti heterologni v linedrni konfiguraci. V nékterych metodach je
¢inidlem multimer sloZeny z flznich proteind popsanych vzorcem 2*, kde x znaéi &islo od | do
5, x je prednostné 1, 2 nebo 3, pfi€emZ 2 byva upfednostiiovana nejvice. KdyZ je x 2, obsahuje
multimer 4 fuzni pary spojené do konfigurace znamé jako MAP4 (viz US 5 299 490). Epitopy
A jsou podirzeny.

Konfigurace MAP4 je zobrazena nize. Vétvené struktury vznikaji zahajenim syntézy peptidu jak
v N—koncovém aminu lyzinu, tak i v aminu postranniho fetézce lyzinové molekuly. Na tom koli-
krat je lyzin vsekvenci zabudovin a mie se vétvit, zdvisi kone&né mnoistvi vzniklych
N—koncii. V tomto pripadé vznikaji z rozvétveného lyzinu v jadie molekuly &tyfi identické
N-konce. Tato mnohogetnost mocen& zvy3uje schopnost odezvy B-bunék.

Peptid

Peptid
Peptid

KGG \
KA
KGG /

VA,

Peptid
AN90549 (AB1-T7/toxoid tetanu 830—-844 v konfiguraci MAP4):

DAEFRHDQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 10)
AN90550 (AB1-7/toxoid tetanu 947-967 v konfiguraci MAP4):
DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 11)

AN90542 (AB1-7/toxoid tetanu 830844 + 947-967 v linearni konfiguraci):
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DAEFRHDQYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQID NO: 12)

AN90576 (AB3-9/toxoid tetanu 830-844 v konfiguraci MAP4):
EFRHDSGQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 13)

Peptidy pospané v US 5 736 142 (viechny v linearnich konfiguracich):
ANO90562 (AP1—7/peptid):

AKXVAAWTLKAAADAEFRHD (SEQ ID NO: 14)

AN90543 (AP1-7 x 3/peptid):
DAEFRHDDAEFRHDDAEFRHDAKXVAAWTLKAAA

(SEQ ID NO: 15)

Dalsi ptiklady fiznich proteinii (imunogenni epitop AP je zvyraznén) zahrnuji:

AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ
ID NO: 16)

DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 17)
DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 18)
FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 19)
EFRHDSG-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 20)
PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD
(SEQ ID NO: 21)
DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD (SEQ ID NO: 22)
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT
(SEQ ID NO: 23)

DAEFRHD-DAEFRHD-PK YVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 24)
DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-
QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-
QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQ ID NO: 25)

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELC
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 26)
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELC
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (SEQ ID NO: 27)
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 28) 2 vétve
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Peptid
Lys-Gly-Cys

Peptid

EQVTNVGGAISOAVHAAHAEINEAGR (fiizni protein synukleinu
v konfiguraci MAP-4; SEQ ID NO: 29)

Stejné nebo podobné nosné proteiny a metody jejich spojeni mohou byt pouZity pro tvorbu imu-
nogend, urfenych pro stimulaci protilatek proti AP pti pasivni imunizaci. Naptiklad AP nebo
Jeho fragment napojeny na nosi¢ mohou byt podavany laboratornim zvifatiim, ktera nasledng tvo-
ti monoklonalni protilatky proti AB.

6. Nukleové kyseliny kodujici 1ééebna &inidla

Imunitni odpoveéd’ proti amyloidnim usazeninam maZe byt vyvoléna také podanim nukleovych
kyselin kodujicich vybrané peptidové imunogeny nebo protilatky a jejich tetézce, jeZ jsou pouzi-
vany pfi pasivni imunizaci. Takové nukieové kyseliny mohou byt DNA nebo RNA. Cast nukleo-
vé kyseliny kodujici imunogen je typicky napojena na regulaéni prvky (napi. promotor
a zesilovag), které dovoluji expresi ¢asti DNA ve zvolenych cilovych buiikdch pacienta. Pro
expresi, jez je zadouci pro vyvolani imunitni odpovédi, je vhodné pouzit promotor a zesilovag
z genti pro lehky nebo tézky fetézec imunoglobulinu nebo hlavni promotor a enhancer rannych
gend u CMV. Spojené regulacni prvky a kédujici sekvence jsou &asto vlozeny do vektoru. Pfi
podavani dvoufetézcovych protilatek mohou byt dva fetézce vloZeny do jednoho &i vice oddgle-
nych vektor.

K dispozici je mnozstvi virovych vektorli, mezi néz patti retrovirové vektory (viz napf., Lawrie
and Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102 a% 109, 1993); adenovirové vektory (viz napk.,
Bett et al., J. Virol. 67, 5911, 1993); virové vektory spojené s adenoviry (viz napt., Zhou et al.,
J. Exp. Med. 179, 1867, 1994), virové vektory z rodiny poxvirt, jako tfeba virus vakcinie a ptadi
pox viry, virové vektory z rodu alfa vird, naptiklad vektory odvozené od viru Sindbis a viru SFV
(Semliki forest virus) (viz napi., Dubensky et al., J. Virol. 70, 508 aZ 519, 1996), od viru vene-
zuelské koriské encefalitidy (viz US 5 643 576) a virové vektory z rhabdovird (napf. virus vesi-
kularni stomatitidy, viz WO 96/34 625) a z papilomaviri (Ohe et al., Human Gene Therapy 6,
325 az 333, 1995); Woo et al., WO 94/12 629 a Xiao & Brandsma, Nucleic Acids Res. 24, 2630
az2622).

DNA kodujici imunogen nebo vektor s touto DNA mohou byt zabaleny do lipozémii. Vhodné
lipidy a pfibuzné analogy jsou popsiny patenty US 5 208 036, 5 264 618, 5279 833 a 5 283 185.
Vektory a DNA kodujici imunogen mohou byt také adsorbovany nebo napojeny na Casticové
nosi¢e (napf. polymery polymethylmethakrylatu a polylaktidy a poly(laktid—ko—glykosidy)
(obecné viz McGee et al., J. Micro Encap., 1996).

Vektory pro genovou terapii nebo samotna DNA mohou byt do pacienta dopraveny in vivo, s tim,
Ze podani je nejlastdji systemické (napf. intravenozni, intraperitonealni, intranaslni, gastrické,
intradermalni, intramuskularni, subdermalni nebo intrakranidlni infaze) nebo lokalni (viz napf.,
US 5399 346). Tyto vektory mohou dale obsahovat zesilujici ¢inidla jako tieba bupivakain
(US 5593 970). DNA miZe byt podavana pouZitim ,genové zbrané” (viz Xiao & Brandsma,
vyse). DNA kédujici imunogen je vysraZena na povrchu mikroskopickych kovovych kulidek.
Mikroprojektily jsou urychleny ttakovou vinou expandujiciho héliového plynu a pronikaji tka-
némi do hloubky n&kolika buné¢nych vrstev. Vhodny je napfikiad ptistroj The Accel™ Gene
Delivery Device (Agrocetus, Inc. Middleton, W1), Hola DNA muZe prochazet kizi do krevniho
obéhu jednoduchou aplikaci na chemicky nebo mechanicky porugenou kizi (viz WO 95/05 853).
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Vektory kodujici imunogeny se mohou do bungk dostat ex vivo, jako tfeba do bun&k ziskanych
z pacienta (napi., lymfocyty, vzorky Kostni dfen#, vzorky tkin€) nebo do univerzalnich dar-
covskych krvetvornych kmenovych bunék. Nasledujicim krokem je reimplantace bunék do paci-
enta pfedchazena obvykie vyb&rem bungk, jeZ pfijaly vektor.

7. Testovani o&idt'ovacich schopnosti protilatek

Piiklad 14 popisuje metody testovani iginnosti protilatek pki ,,0¢isfovani“ od amyloidnich usaze-
nin. Za Géelem testovani a¢innosti pii oéistovani od amyloidnich usazenin, byly z pacienti nebo
zvifat trpicich amyloidézou odebrany vzorky tkan& (napf. mozkova tkan pii Alzheimerové
chorob&. Vzorky jsou zkontaktovéany s fagocytarnimi butikami nesoucimi Fe receptor (napt. mik-
roglidIni buiiky) a s testovanou protilatkou pfitomnou v médiu in vitro. Fagocytami buiiky mohou
byt v primarni kulturou nebo bun&énou linii (napt. BV-2, C8-B4 nebo THP-1). Tyto sloZky jsou
pro zesileni mikroskopického pozorovani zkombinoviny na mikroskopickém sklitku, pfiCemZ
mnoho paralelnich reakci miZe byt uskuteénéno v jamkach mikrotitradni desticky. V tomto pii-
padé mohou byt jednotliva miniaturni mikroskopicka sklitka upevnéna do jednotlivych jamek.
Pouzity mohou byt také jiné zphsoby detekce AP (napf. ELISA). Nejdast&ji se uskutediuji série
méteni mnozstvi amyloidnich usazenin v reakéni smési in vitro, pfi¢emz bazilni hodnota znadi
mnozstvi amyloidu v reakéni smési pred zapocetim reakce. Antigen miZe byt detekovan barve-
nim (napt. fluorescendn& oznadena protilatka proti AP nebo jiné sloZce amyloidniho plaku}. Pro-
tilatka pouzivana pro barveni miize, ale nemusi byt tata2 protilatka, ktera je testovana. SniZeni
mnoZstvi amyloidniho plaku vzhledem k bazaini hodnoté znaci, 7e testovana protilatka ma ois-
tovaci schopnost. Takovéto protilatky byvaji uZzite¢né pfi prevenci nebo léché Alzheimerovy
choroby a dal3ich amyloidogennich onemocnéni. Jak jiz bylo popsano vySe, pokusy provadéné
pro podporu predkladaného vynalezu a vyuzivajici této analyzy odhalily, ze protilatka proti NAC
fragmentu synukleinu jsou idinné pit o&idtovani od amyloidnich plakd, charakteristickych pro
Alzheimerovu chorobu.

D. Pacienti podrobujici se protiamyloidnim lé¢ebnym reZimim

Pacienti podrobujici se Iétbé zahrnuji jedince s rizikem vzniku nemoci, ktefi jesté nevykazuji
symptomy nemoci, stejné tak jako pacienti, u nichz amyloidéza jiz propukla. V pfipadé Alzhei-
merovy choroby je potencialnim budoucim zasazenym kazdy, kdo Zije dostatetng dlouho. Pfed-
kladané metody mohou byt tedy uzivany v ramei profylaxe $irokou populaci, aniz by bylo nutné
zjistovat riziko u jednotlivého pacienta. Pfedkladané metody jsou zvlaité vhodné pro jedince,
ktefi jsou dédiéné svazani s vyskytem Alzheimerovy choroby nebo jakékoli jiné geneticky dané
amyloidni poruchy. Mezi tyto jedince patii ti, ktefi maji pfibuzné trpici takovou chorobou nebo
ti, jimz bylo riziko vzniku nemoci oznameno po analyze genetickych nebo biochemickych indi-
katord. Genetické indikatory poukazujici na moZné riziko vzniku Alzheimerovy choroby zahrnuji
mutace v genu APP, zviadté viak mutace v pozici 717 (Hardyho mutace) a v pozicich 670 a 671
(8védska mutace) (viz Hardy, TINS, vy3e). Dal§imi indikatory jsou mutace v genech presenilinu,
PS1 a PS2, ApoE4, rodinné historie vyskytu Alzheimerovy choroby, hypercholesterolemie nebo
atheroskleréza. Jedinci, ktefi jiz Alzheimerovou chorobou trpi, mohou byt rozpoznéni jak podie
charakteristické demence, tak i podle pfitomnosti vy$e popsanych rizikovych faktori. Existuje
také mnozstvi diagnostickych testii pro identifikaci jedincll s AD, mezi néZ patii méfeni hladin
CSF tau 2 AB42. Zvysena hladina tau a nizka hladina AP znadi pfitomnost AD. Jedinci trpici
Alzheimerovou chorobou mohou byt diagnostikovani také pomoci kritérii MMSE nebo ADRDA,
coZ je diskutovéno v piikladech provedeni vynalezu.

U asymptomatickych pacientii mize 1é3ba zalit v jakémkoli véku (napf. 10, 20, 30). Lécha
oviem neni obvykle nutn dokud pacient nedosahne 40, 50 nebo 70 let. Typicka 1é¢ba znamena
aplikaci vice davek b&hem Zasového obdobi. Lé&ba miZe byt sledovana analyzovanim protilatko-
vych nebo T nebo B-bunéinych odpovedi na lécebné ¢inidlo (napf. peptid ApB) (viz piiklad 1 a
2). Jestlize odpov&d® poklesne, je aplikovéna posilovaci davka. V piipadé rozvinuti Downova
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syndromu miiZze lé¢ba zadit pfed narozenim, a to poddvanim lécebného &inidla matce, a nebo
kratce po narozeni.

Dal%i formy amyloiddz &asto probihaji nediagnostikovany, kromé piipadi, kdy existuje zvIastni
podezieni pro vznik nemoci. Jednim z prvnich ptiznakd je vyskyt srde¢niho nebo ledvinového
onemocnéni u pacientl stfedniho a starsiho v€ku, pfiCemz pacienti jevi také znamky ncasti (ukla-
déni plakd v) dalSich organi. Nizké napéti nebo extrémni odchylky osy EKG a zbytnéla tkai
srde¢ni predsiné mohou byt zndmkami srdeéni poruchy. Proteinurie je symptomem u&asti ledvin.
Jestlize je pfi vySetfeni pacienta zjisténa hepatomegalie, tak existuje podezfeni Gcasti jater. Peri-
ferni neuropatie se obvykle pri ur€itych formach amyloidéz vyskytuje také, priCemz autonomni
neuropatie, jeZ je charakteristicka posturalni hypotenzi se miZe objevit také. Kazdy jedinec
s progresivni neuropatii neuritého pivodu by mél byt podezfivan z vyskytu amyloidozy.
V pfipadech kdy je to nutné, maZe byt konedna diagndza ur&ena ze vzorkti napadeného organu
nebo organi. Vzorky jsou obarveny barvou Congo Red, pfi¢emZ pozitivni vzorky vykazuji
v polarizovaném svétle dvojlom jablecné zelené barvy.

E. Lécebné rezimy

Pti profylaktickém pouZiti mohou byt farmaceutické prostfedky nebo léky podavany pacientovi,
jenz je nachylny ke vzniku urcité nemoci nebo zde existuje jiné riziko pro jeji vznik, a to
v mnojstvi, které je dostateéné pro odstranéni nebo sniZeni rizika vzniku onemocnéni nebo jeho
oddaleni. Pfi terapeutickém pouziti jsou lé¢ebné prostfedky nebo Iéky podavany pacientovi, jenz
je podeziely z vyskytu onemocnéni nebo jim uZ trpi, a to v mnozstvi dostateéném pro vylééeni
nebo alespofi pro ¢asteéné potiateni symptomi nemoci a s nemoci spojenych komplikaci. Mnoz-
stvi dostatecné pro splnéni pravé vyjmenovaného je nazyvano jako terapeuticky nebo farmaceu-
ticky 0¢inna davka. Jak pro profylakticke, tak i pro terapeutické ucely jsou ¢inidla obvykle poda-
vana ve vice davkach, a to tak dlouho, dokud neni dosazeno dostateéné imunitni odpovédi. Imu-
nitni odpovéd’ je sledovana, a kdyZ zacina imunitni odpovéd’ klesat, jsou podavany dalsi davky.

Utinné davky prostredki predkladaného vynalezu, uréené pro lébu vyse popsanych stavii, jsou
zavislé na mnoha rdznych faktorech, mezi néZ patii zplsoby podani, cilové misto, fyziologicky
stav pacienta, to, zda je pacientem zvife nebo ¢lovek, dalsi podavané 1€ky a to, zda aplikace pro-
biha za ucelem profylaxe i terapie. Pacientem je obvykle ¢lovék, ale u nékterych nemoci (napf.
s priony spojena nemoc §ilenych krav) miiZe byt pacientem jiny savec neZ ¢lovék, napiiklad skot.
Lécebné davky je pro optimalizaci bezpeci a ic¢inku nutno titrovat. Mnozstvi imunogenu zaleZi
na tom, zda je podavan také adjuvant, pfiemz vétsich davek je obecné potfeba pfi nencasti adju-
vantu. V zavislosti na imunogenicité pfislu§ného imunogenu se mnozstvi imunogenu pro podéni
mize pohybovat od | do 500 pg na pacienta a od 5 do 500 pg na injekci uréenou lidskému paci-
entovi. ob€as jsou pouZivany vy3si davky, t). 0,5 aZ 5 mg na injekci. Pro injekci uréenou lidske-
mu pacientovi jsou pouZivany davky nejméné okolo 10, 20, 50 nebo 100 pg. Doba aplikace se
muzZe vyznamné lisit, a to od frekvence jednou denné aZ k frekvenci jednou roéné nebo az jednou
za deset let, jakkoli jsou pro svoji uspésnost upfednostiiovany ,,posilovaci® dévky imunogenu.
Podle zde uvedenych postupl ize 0&inné davky sledovat analyzou vzorku tekutiny z pacienta
{nejéastéji vzorku krevniho séra) a uréenim protilatkového titru proti imunogenu, a to za pouZiti
v oboru dobfe znamych metod, které lze podle konkrétniho antigenu dale adaptovat. Nejvyhod-
néjdi je ziskani vzorku tkané jesté pred aplikaci prvni davky, pfitemz dalsi vzorky jsou pak ode-
birany a titrovany po ka?dé imunizaci. Zadanou je davka nebo davkovaci schémata, ktera pos-
kytuji titry nejméné &tyfikrat vy$8i neZ jsou kontroini hladiny neboli hladiny ,,pozadi®, pficemz
sérum je nafedéno 1:100 a pozadi je definovéano jako ve vztahu ke kontrolnimu vzorku séra nebo
ve vztahu k hodnoté pozadi u ELISA testd. Podle pfedkladaného vynédlezu jsou zadouci titry
nejméné 1:1000 nebo 1:5000.

V jakykoli den kdy dochazi k podani imunogenu spolu s adjuvantem, je davka vét$i nez 1 pg na

pacienta, a jest€ lépe vy3si nez 100 pg na pacienta. KdyZ je adjuvant nepfitomen, tak je mnozstvi
imunogenu na pacienta vy$si nez 10 g, a jesté lépe vyssi nez 100 pug. Davky jednotlivych imu-
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nogend, zvolenych ve shodé s pfedkladanym vynalezem, jsou uréeny standardnimi davkovacimi
a titrovacimi metodami. Typicky rezim sestiva z imunizace nasledované v ¢asovych intervalech
(napt. 6 tydnil) posilovacimi injekcemi. Jiny reZim sestiva z imunizace nasledované posilovacimi
injekcemi po 1, 2 a 12 mésicich. Jiny reZim zahrnuje injekci vidy po kazdych dvou mésicich az
do konce Zivota. Posilovaci injekce mohou byt v zavislosti na zjisténém stavu imunitni odpovédi
podavany nepravidelné.

U pasivni imunizace s protilatkou maji davky rozpéti od asi 0,0001 do 100 mg/kg a jesté Castéji
od 0,01 do 5 mg/kg, a to podle hmotnosti pacienta. Davky mohou byt napiiklad | mg/kg télesné
vahy nebo 10 mg/kg télesné vahy. Ukazkovy 1é€ebny rezim zahrnuje podévani jednou za dva
tvdny nebo jednou za mésic nebo jednou za tti az $est mésich. Podle nékterych metod jsou sou-
Casné podavany dvé &i vice monoklonalnich protilatek s riznou vazebnou specifitou, pficemz
davky kazdé z nich se pohybuji ve vymezenych hranicich. Protilatka je obvykle podavana vice-
krat, Intervaly mezi jednotlivymi davkami mohou byt tydenni, mési&ni nebo roéni. Intervaly
mohou byt i nepravidelné, coZ je uréeno méfenim hladiny protilatky proti AR v krvi pacienta.
Protilatka miiZe byt podavana také ve formé prostiedku s postupnym uvolfiovanim, coz je pfipad,
ve kterém maze byt frekvence aplikaci niz3i. Davka a frekvence se 1i3i v zavislosti na polo¢asu
zivota protilatky v pacientovi. Nejcastéji vykazuji nejdel3i polocas Zivota lidské protilatky nasie-
dované humanizovanymi protilatkami, Chimérickymi protilatkami a zvifecimi protilatkami.
Déavka a frekvence podavani se miZe liSit v zavislosti na tom, zda je lécba profylakticka nebo
terapeuticka. Pfi profylaktickém pouziti jsou v dlouhém tasovém intervalu aplikovany relativné
nizké davky s relativné nizkou frekvenci. Néktefi pacienti jsou lé¢eni po cely zbytek Zivota. Pfi
terapeutickém pouziti jsou aplikovany i relativné vysoké davky v relativné kratkych intervalech,
nebot’ nékdy jsou nezbytné pro zbrzdéni postupu nemoci nebo jeji zastaveni, a nebo jesté lépe,
pro &asteéné nebo celkové vymizeni symptomi. Potom miiZe byt pacient lé¢en podle profylaktic-
kého rezimu.

Davky nukleovych kyselin kddyjicich imunogeny se pohybuji v rozmezi od asi 10 ng do 1g,
100 ng do 100 mg, 1 pg do 10 mg nebo 30 az 300 ug DNA na pacienta. MnoZstvi infekénich
virovych vektori se pohybuji v rozmezi od 10 do 100 nebo vice virionil na davku.

Cinidla vyvolavajici imunitni odpovéd® mohou byt pro profylaktické &i terapeutické pouZiti podé-
ny parenteralné, lokalné, intravenoznég, oralni cestou, subkutinné, intraperitonedlng, intranasalné
nebo intramuskularné, Typické cesty podani imunogenniho ¢inidla jsou cesta intramuskularni
(i.m.), intravendzni (i.v.) nebo subkutanni (s.c.), nicméné& ostatni cesty mohou byt stejné a&inné.
Intramuskuldrni injekce je nejcast&ji aplikovana do svall ruky ¢i nohy. Podle nékterych metod
jsou ¢&inidla injikovana piimo do urdité tkané, ve které doslo k nahromadéni usazenin (napft.
intrakraniaini infiize). Intramuskulami injekce nebo intravenodzni inflize jsou pfi podavani proti-
latky upfednostiiovany. Podle nékterych metod jsou uréité 1é¢ebné protilatky injikovany pfimo do
lebky. Podle nékterych metod jsou protilatky aplikovany jako prostfedky s postupnym uvolfiova-
nim, pfi¢emZ pouZita mohou byt i zafizeni konstruovéana pro tyto Glely (napf. zafizeni Medi-
pad™).

Cinidla tohoto vynalezu mohou byt libovoiné podavina v kombinaci s dal3imi ¢inidly, jeZ jsou
pii 1é¢b& amyloidogenni nemoci alespofi taste¢né uginna. V pkipadé Alzheimerovy choroby
a Downova syndromu, u kterych se amyloidni usazeniny objevuji v mozku, mohou byt ¢inidla
tohoto vynalezu podivana ve spojeni s dal§imi &inidly, ktera zesiluji prinik ¢inidel tohoto vyna-
lezu pies hematoencefalickou bariéru. Lédebné koktejly obsahuji imunogeny pFipravené tak, Ze
jsou schopny vyvolat imunitni odpovéd’ proti vice nez jedné amyloidni sloZce, jsou v pfedklada-
ném vynalezu zahrnuty také, jelikoZ jsou kombinaci protilatky zaméfené proti jedné plakové
sloZce a imunogenu, zamérenému proti jiné plakové slozce.

Imunogenni &inidla tohoto vyndlezu, jako tieba peptidy, se podavaji nékdy v kombinaci s adju-

vantem. Pro vyvolani imunitni odpovédi miiZe byt v kombinaci s peptidem (napf. AB) podavéano
mnozstvi adjuvanti. Nejlepsi je, kdyZ adjuvanty zesiluji vaitini odpovéd’ na imunogen, aniz by
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pisobily konformaéni zmény imunogenu, které by zasahly kvalitativni stranku odpovédi. Mezi
upfednostiiované adjuvanty patii hydroxid hlinity a fosforeénan hlinity, 3 De—O-acetylovany
monofosforyllipid A (MPL™) (viz GB 2 220 211; RIBI ImmunoChem Research Inc.. Hamilton,
Montana, nyni &ast Corixa). Stimulon™ QS—21 je triterpenovy glykosid nebo saponin, izolovany
z kary stromu Quillaja Saponaria Molina, jenz se nachazi v Jizni Americe (viz Kensil et al., in
Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach; eds. Powell & Newman, Plenum Press.
NY., 1995; patent US 5057 540, Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA). Dalgimi
adjuvanty jsou emulze oleje a vody (napf. skvalenovy olej nebo olej z podzemnice olejné),
v libovolné kombinaci s imunostimulanty jako je monofosforyllipid A (viz Stoute et al., N. Engl.
J. Med. 336, 86 az 91, 1997). Daléim adjuvantem je CpG (WO 98/40 100). AB miZe byt také
nékdy spojeno s adjuvantem, pFiemz takovéto spojeni by nemélo nijak zasadné zmeénit konfor-
maci A, tj. nemélo by zménit povahu jim vyvolané imunitni odpovédi. Adjuvanty mohou byt
podavany jako slozky lé&ebného prostredku spolu s uCinnym Cinidlem nebo mohou byt podavany
zvlast, a to jak pred, spolu s nebo i po podani lé&ebného &inidla.

Upfednostiiovanou skupinou adjuvantii jsou soli hliniku (alum), mezi néZ patii hydroxid hiinity,
fosfore¢nan hlinity a siran hlinity. Tyto adjuvanty mohou byt pouzity bud’ s, nebo bez dalsich
imunostimula&nich &inidel, jakymi jsou MPL nebo 3-DMP, QS-21, polymerni nebo monomerni
aminokyseliny (napf. kyselina polyglutamova, polylyzin). Dalsi ttida adjuvanti obsahuje pro-
stiedky na zaklad€ emuize oleje a vody. Tyto adjuvanty mohou byt pouzity s nebo bez daldich
specifickych imunostimulaénich &inidel, mezi né% patii muramylpeptidy (napf. N-acetylmura-
myl-L-threonyl-D-isoglutamin  (thr—MDP), N-acetyl-normuramyl-1.~alanyl-D—isogluta-
min(nor-MDP), N-acetylmuramyi-L-alanyl-D—isoglutaminyl-L—alanin-2—(| *—2’—dipalmitoyl—
sn—glycero-3-hydroxyfosforyloxy)-ethylamin (MTP-PE), N-Acetylglukaminyl-N-acetlymu-
ramyl-L-A-D-isoglu-L~Ala~dipalmitoxypropylamid (DTP-DPP), theramide™ nebo jiné sioz-
ky z bunééné stény bakterii. Emulze oleje a vody zahrnuji (a) MF59 (WO 90/14 837), jenz obsa-
huje 5 % skvalenu, 0,5 % Tween 80 a 0,5 % Span 85 (volitelng obsahujici riiznd mnozstvi MTP—
PE), které jsou pfitomny jako &éstice o velikosti mengi nez 1 pm, coZ je docileno pomoci mikro-
fluidizéru (napf. model 110Y, Microfluidies, Newton MA), (b) SAF, jenZ obsahuje 10 % skvale-
nu, 0,4 % Tween 80, 5% pluronic-blocked polymer L12]1 a thr—MDP, které jsou upravené
mikrofluidizérem tak, aby byly pfitomny jako &astice o velikosti mensi nez | pm nebo pouze
promichiny na vortexu (specidlni laboratorni michaci zatizeni), coz vedlo k tvorb& emulze s vét-
Simi Casticemi, a (¢) adjuvaéni systém s Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT), jenz
obsahuje 2 % skvalenu, 0,2 % Tween 80 a jednu nebo vice sloZek bakterialni bunééné stény
zahrnujici monofosforyllipid A, dimykolat trehalézy (TDM) a kostru buné&né stény (CWS), nej-
lépe viak MPL + CWS (Detox™). Dalii tfidou pouZivanych adjuvantii jsou saponinové adju-
vanty, jako tfeba Stimulon™ (QS-21; Aquila, Framingham, MA) nebo z ného vytvofené $dastice,
Jako napfiklad ISCOMs (imunostimula¢ni komplexy) a ISCOMATRIX. Dalsi adjuvanty zahrnuji
Nekompletni Freundiiv adjuvant (IFA), cytokiny, jako tfeba interleukiny (IL-1, IL-2 aIL-12),
faktor stimulujici kolonie makrofagii (M—CSF) a faktor nadorové nekrozy (TNF). Tyto adjuvanty
Jsou bézné dostupné z komerénich zdroji.

Adjuvanty mohou byt podavany spolu s imunogenem v jednom prostfedku nebo mohou byt
podévany zvl4st, a to jak pred, spolu s nebo i po podéni imunogenu. Imunogen a adjuvant mohou
byt baleny a dodavany ve stejné lahvice nebo mohou byt baleny v oddé&lenych tahvitkach, s tim,
ze pfed pouZitim budou promichany. Imunogen a adjuvant jsou baleny se znatkou udavajici
zamyslené pouziti prostiedku. Jestli¥e jsou imunogen a adjuvant zabaleny oddélené&, tak baleni
obsahuje pokyny pro jejich smiSeni pred pouzitim. Volba adjuvantu nebo nosi¢e (nebo obou sou-
casn¢) zaleZi na takovych faktorech, jakymi jsou stabilita prostiedku obsahujiciho adjuvant, zpi-
sob podani, ddvkovaci schéma a u¢innost adjuvantu u Zivo€i$nych druhd, kterym je podavan. U
¢lovéka je upfednostiiovanym farmaceuticky piijatelnym adjuvantem latka, ktera pro podavani
byla schvélena pfisluSnym fidicim organem. Ptiklady takovychto adjuvanti zahrnuji alum, MPL
a Q8-21. Soucasn& mohou byt pouzity i dva &i vice adjuvanti. Uprednostiiované kombinace
zahrnyji alum s MPL, alum s QS-21, MPL s QS-21 a alum, MPL a Q8-21 spole¢né. Pouzit
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mize byt i Nekompletni Freundiv adjuvant (Chang et al., Advanced Drug Delivery Reviews 32,
173 a2 186, 1998), ptipadné v jakékoli kombinaci s alum, MPL a QS-21 nebo jejich smési.

Cinidla tohoto vynalezu jsou &asto podavana jako farmaceutické prostfedky, které obsahuji
t¢inné létebné &inidlo a Fadu daldich farmaceuticky pfijatelnych slozek (viz Remington’s Phar-
maceutical Science, 19th ed., 1995). Kone&né slozeni zavisi na zamySleném zpusobu podani a na
lé&ebném uréeni. Prostfedky mohou v zavislosti na zamyileném sloZeni obsahovat také farma-
ceuticky ptijatelné netoxické nosie nebo rozpoustédla, ktera jsou bézn& pouzivina pro pripravu
farmaceutickych prostfedkd, uréenych pro podani lidem nebo zvifatim. Rozpoustédlo je vybira-
no tak, aby neovlivnilo biologickou G&innost smési. Pfiklady takovychto rozpoustédel jsou
destilovana voda, fyziologicky roztok soli pufrovany fosfatem, Ringerovy roztoky, roztok dex-
trozy a Hankiv roztok. Farmaceuticky prostredek mize obsahovat také dal§i nosite, adjuvanty
nebo netoxické, nelédebné, neimunogenni stabilizatory atd.

Farmaceutické prostfedky mohou také obsahovat velké, pomalu metabolizovatelné makromole-
kuly, mezi néZ pat¥i proteiny, polysacharidy (napt. chitosan), polymlééné kyseliny, polyglykolo-
vé kyseliny a kopolymery (napf. sephar6za, agaroza, celuloza atd.), polymemi aminokyseliny,
kopolymery aminokyselin a lipidové agregaty (olejové kapicky nebo lipozomy). Tyto nosice
mohou fungovat také jako imunostimulagni Sinidla (4. adjuvanty).

P¥i parenteralnim podéni mohou byt ginidla tohoto vynalezu aplikovana jako injikovatelné rozto-
ky nebo suspenze latky ve fyziologicky ptijatelném rozpoustédle s farmaceuticky prijatelnym
nosidem, jimZ miiZe byt sterilni kapalina (napf. voda, oleje, soli, glycerol nebo ethanol). Pomocné
latky jako jsou zvihéovaci nebo emulzifikaéni Cinidla, surfaktanty, pufrujici latky atd. mohou byt
také v prostfedku obsaZeny. Dal3i sloZky farmaceutického prostiedku jsou ziskavany z ropy, ze
zvifat, ze zeleniny nebo jsou syntetického pivodu (napf. olej z podzemnice olejné, sojovy olej a
mineralni oleje). Pro injikovatelné roztoky plati, Ze upfednostiiovanymi kapalnymi nosici jsou
glykoly (napf. propylenglykol nebo polypropylenglykol). Protilatky mohou byt podany ve formé
depotnich injekci nebo implantovaného preparatu, ktery miiZze byt uzpiisoben pro postupné uvol-
fiovani G&inné latky. Ptikladny prostfedek obsahuje monoklonaini protilatku v mnoZstvi 5 mg/ml
ve vodném pufru, jenz obsahuje 50mM L-histidin, 150mM NaCl, pH upraveno na 6.0 pomoci
HCL.

Prostfedky jsou nejéastdji pfipravovany jako injikovatelné roztoky nebo suspenze. Prostfedek
miize byt pro zvydeni adjuvaéniho Gdinku také emulzifikovan nebo zabalen v lipozomech nebo
v mikro¢asticich (napf. polyaktid, polyglykolid nebo kopolymer), coz je diskutovano vyse (viz
Langer, Science 249, 1527 (1990) a Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97 aZ 119,
1997). Cinidla tohoto vynalezu mohou byt podéna ve formé depotnich injekci nebo implantova-
ného preparatu, ktery mitze byt uzpiisoben pro postupné uvoliiovani G¢inné latky.

Prostfedky jsou vhodné i pro daldi zpiisoby podani, mezi néz patfi podani ordlni, intranasalni
a pulmonarni podani, ¢ipky a transdermalni aplikace.

Cipky, pojidla a nosi¢e obsahuji napfiklad polyalkylenglykoly nebo triglyceridy. Cipky mohou
byt vytvoreny ze smési obsahujicich a¢innou latku v rozmezi od 0,5 do 10 %, nejlépe viak 1 az
2 %. Prostfedky pro ordini aplikaci zahrnuji pomocné latky, mezi néz patfi manitol, laktoza,
skrob, stearan hofetnaty, sacharin sodny, celulza a uhlititan hofednaty. Tyto prostiedky maji
podobu roztokil, suspenzi, tablet, pilulek, kapsli, preparati s postupnym uvoliiovanim nebo pras-
kil a obsahuji 10 az 95 % uginné latky, nejlépe viak 25 az 75 %.

Lokalni aplikace miize probihat transdermainim nebo intradermalnim podanim. Lokalni aplikace
mize byt zesilena podanim &inidel alum s toxinem cholery nebo s jeho detoxifikovanymi deri-
véty nebo s jejich podjednotkami nebo s jinymi obdobnymi bakterialnimi toxiny (viz Glenn et al.,
Nature 391, 851, 1998). Spole&ného podani miZe byt dosaZeno smisenim roztokil jednotlivych
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slozek nebo spojenim jejich molekul chemickym spojenim nebo vytvorenim fizniho proteinu
z téchto slozek.

Transdermalni aplikace miZe byt provedena s pouzitim naplasti nebo pomoci transferozémi
(Paul et al,, Eur. J. Immunol. 25, 3521 az 24, 1995; Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368,
201 az 15, 1998).

F. Diagnostické metody

Tento vynilez uvadi metody pro zjidténi imunitni odpovédi proti AB u pacienta trpiciho nebo
nachyiného k Alzheimerové chorobé. Tyto metody jsou zvlaité uzite¢né pro sledovani priibéhu
1é¢by pacienta. Tyto metody mohou byt pouZity pro sledovani postupu 1é&by u pacientii se sym-
ptomy i pro sledovani profylaktického postupu u asymptomatickych pacientii. Tyto metody jsou
uzite¢né pro sledovani aktivni (napf. protilatka vytvofena jako odpovéd’ na podani imunogenu) a
pasivni imunizace (méfeni hladiny podané protilatky).

1. Aktivni imunizace

Nékteré metody zahmuji uréeni zakladni hodnoty imunitni odpovédi pfed podanim davky &inidla
a jeji porovnani s hodnotou imunitni odpovédi po lé€b&. Vyznamné zvyleni (tj. v&t3i neZ je
typicka experimentalni chyba v opakovanych méfenich stejného vzorku, vyjadiena jako stan-
dardni odchylka priméru z téchto méfeni) hodnoty imunitni odpovédi signalizuje pozitivni vys-
ledky 1é&by (tj. podani ¢inidla vyvolalo nebo posililo imunitni odpovéd’). Jestlize se hodnota
imunitni odpovédi nezméni vyznamné nebo poklesne, je to signalem negativniho vysledku 1écby.
U pacientd podstupujicich lécbu s imunogennim &inidlem se s dal$i davkou olekdva zvyseni
imunitni odpovédi, které pak pfipadn¢ dosahne plat6. Podavani ¢inidla pokraduje vétSinou tak
dlouho, dokud se imunitni odpovéd’ zvySuje. DosaZeni platd je signalem pro preruseni [é8by nebo
snizeni davky ¢&i frekvence podavani.

Dalsimi metodami se uréuje kontrolni hodnota (tj. primér a standardni odchylka) imunitni odpo-
védi u kontrolni populace. Jedinci z kontrolni populace neabsolvovali predchozi 1é¢bu. Zméfené
hodnoty imunitni odpovédi u pacienta po podéni lédebného &inidla jsou pak porovnany
s kontrolni hodnotou. Vyznamné zvy$eni v poméru ke kontrole (tj. v&t3i neZ jedna standardni
odchylka priméru) signalizuje pozitivni vysledek 1éEby. Neptitomnost vyznamného zvyseni nebo
pokles odpovédi znaci negativni vysledek lé¢by. V podavani ginidla se vétsinou pokraduje dokud
se hodnota imunitni odpovédi zvySuje oproti kontrolni hodnot&. DosaZeni platé je signalem pro
pieruseni 1éEby nebo sniZeni davky &i frekvence podéavani.

Dal3imi metodami se zjistuje kontrolni hodnota imunitni odpovédi (napt. primér a standardni
odchylka) u kontrolni populace jedincii, ktefi se jiz podrobili 1é¢bé terapeutickym &inidlem
a jejichz imunitni odpovédi dosahly po 1é¢bé plata. Zméfené hodnoty imunitni odpovédi u
pacienta jsou porovnany s kontrolni hodnotou. Jestlize zméfena hladina u pacienta neni vyznam-
n€ odlidna (napf. vice neZ jedna standardni odchylka) od kontrolni hodnoty, 1é¢ba miZe byt pie-
rusena. Jestlize je pacientova hladina vyznamn& pod kontrolni hodnotou, je zajidt&no dalsi poda-
vani €inidla, Jestlize hladina v pacientovi zistane pod kontroini hodnotou, tak je nutné zmeénit
naptikiad lé€ebny rezim nebo pouzit jiny adjuvant,

Dal3imi metodami se sleduje imunitni odpovéd’ pacienta, ktery se v soucasnosti 1é&bé nepodro-
buje, ale prodélal ji uz dfive, a to za Géelem zjisténi, zda neni tfeba 1ésbu znovu zahajit. Zméfena
hladina imunitni odpovédi pacienta miize byt porovnana s hodnotou imunitni odpov&di dosazené
u pacienta predchozi lécbou. Vyznamné sniZeni v porovnani s ptedchozim mérenim (tj. vét3i nez
je typicka experimentélni chyba v opakovanych méfenich stejného vzorku) je zndmkou nutnosti
pokratovani lé&by. Hodnota zméFena u pacienta miZe byt také porovnina s kontrolni hodnotou
(primeér plus standardni odchylka) zjisténou u populace pacientt po ukonéeni 1é¢by. Hodnota
zméfena u pacienta mize byt porovnana s kontroini hodnotou u populace profylakticky 1é¢enych
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pacient, kteti nevykazuji symptomy nemoci nebo u populace terapeuticky lé¢enych pacientd,
ktefi vykazuji zlepSeni charakteristik onemocnéni. Ve viech téchto pfipadech je vyznamné sni-
zeni ve vztahu ke kontrolni hlading (tj. vice neZ jedna standardni odchylka) znamkou toho, Ze
1é¢ba pacienta by méla znovu zadit.

Analyzované vzorky tkdni pacienta jsou typicky krev, plazma, sérum a mukoézni nebo cerebro-
spinalni tekutina. Ve vzorku jsou zji§tovany znamky imunitni odpovédi na sledovanou amyloidni
slozku (napt. jakakoli forma peptidu AP). Imunitni odpovéd’ miZe byt uréena napiiklad podle
ptitomnosti protilatek nebo T-bunék, které se specificky vazi na sledovanou slozku (napf. peptid
AB). Metody ELISA pro zjisténi protilatek specifickych pro AP jsou popsany v ¢asti pfikladi a
mohou byt pouZity i na jiné peptidové antigeny. Metody zjisténi reaktivnich T—bunék jsou
v oboru dobfe znamy.

2. Pasivni imunizace

Postupy pro sledovani pasivni imunizace jsou vét§inou obdobné postupiim pro sledovani aktivni
imunizace, ktera byla vySe popsana. Profil protilatky pfi pasivni imunizaci je typicky tim, Ze
okamzity vrchol koncentrace protilatky je nasledovan exponencidlnim poklesem. Bez dalsich
davek dosahuje beéhem dnii aZ mésicd (v zAvislosti na polo€asu Zivota podané protilatky) hladin,
které byly zméfeny pied lécbou. Napiiklad polodas zivota nékterych lidskych protilatek se pohy-
buje okolo 20 dnii.

Podle nékterych metod se mé&teni zakladni hladiny protilitky proti AP odehrava u pacienta pfed
prvnim podanim &inidla, druhé méfeni brzy po podani (pro uréeni vrcholové hodnoty koncentra-
ce protilatky) a jedno nebo vice dal3ich m&feni se provadi v dalsich intervalech pro uréeni pokie-
su hladiny protilatky. Kdyz hladina protilatky poklesne na zakladni hladinu nebo blizko k ni
{napt. na 50, 25 nebo 10 %), probéhne aplikace dalsi davky protilatky. Podle nékterych metod
jsou hodnoty vrcholové a hodnoty zjiténé v naslednych méfenich srovnany s dfive naméfenymi
referenénimi hodnotami, které byly ustaveny pro zjiténi prospéinych profylaktickych nebo tera-
peutickych lé¢ebnych reZimd u jinych pacientil. KdyZ je zméfena hladina protildtky vyznamné
ni2&i nez referenéni hladina (napf. méné neZ primé&r minus jedna standardni odchylka referen¢ni
hodnoty v populaci pacientd, u kterych byla 1é¢ba lispés$na), je nutno podat dalsi davku protilatky.

3. Diagnostické sady

Vynalez dale popisuje diagnostické sady pro pouziti pii vy3e popsanych diagnostickych meto-
dach. Takova sada typicky obsahuje &inidlo, které se specificky vaze na protildtky proti sloZce
amyloidniho plaku (napf. AP) nebo reaguje s T-buiikami specifickymi pro danou slozku. Sada
miize obsahovat také znatku. P¥i detekcei protilatek proti AP je znacka typicky ve formé oznale-
nych anti-idiotypickych protilatek. Pro detekci protilitky maze byt ¢inidlo dodavano predem
ukotveno v pevné fazi (napt. v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky). Pro detekci reaktivnich T-bunék
mize byt znackou *H-thymidin, pomoci kterého se mefi proliferativni odpovéd’. Sada je takeé
typicky opatfena oznadenim pro jeji pouziti. Oznateni miiZze zahrnovat také tabulku nebo jiné
hodnoceni pro korelaci hladiny namé&fené znacky s hladinou protilatek proti AP nebo T-bunék
reagujicich s AB. Termin oznaGeni se vztahuje k jakémukoli psanému ¢&i jinak zaznamenanému
materialu, ktery je k sad& pfipevnén nebo jinak pfipojen, a to kdykoli béhem jeji vyroby, pfevozu,
prodeje a pouziti. Termin oznadeni zahrnuje reklamni letaky a brozury, balici materialy, navody,
audio nebo video kazety, poéitadové disky, stejné tak jako napisy nachazejici se pfimo na sadé.

Pichled obrazkd na vvkresech

Obr. 1: Protilatkovy titr u transgennich my3i po injekci AP1 az 42.
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Obr. 2: Amyloidni zaté€z v hipokampu. Procento hipokampdini oblasti obsazené amyloidnimi
plaky, uréenymi reaktivitou s AB-specifickou monoklonalni protilatkou 3D6, bylo uréeno pomo-
ci politaové kvantitativni analyzy obrazu. Hodnoty pro jednotlivé mysi jsou zobrazeny
v jednotlivych 1é¢ebnych skupinach. Horizontalni ¢ara u kazdé skupiny zobrazuje stfedni hod-
notu rozdéleni.

Obr. 3: Neuriticka dystrofie v hipokampu. Procento hipokampalni oblasti obsazené dystrotickymi
neurity, uréenymi reaktivitou s lidskou APP-specifickou monoklonalni protilatkou 8ES, bylo
ureno pomoci poitadové kvantitativni anatyzy obrazu. Hodnoty pro jednotlivé mysi jsou zobra-
zeny zvlast pro skupinu vystavenou piisobeni AN1792 a kontrolni skupinu vystavenou pisobeni
PBS. Horizontélni ¢ara u kazdé skupiny zobrazuje stiedni hodnotu rozdéleni.

Obr. 4: Astrocytéza v retrosplenialni kiife. Procento korové oblasti obsazené astrocyty pozitiv-
nimi na glialni vldknity acidicky protein (GFAP) bylo uréeno pomoci poéitadové kvantitativni
analyzy obrazu. Hodnoty pro jednotlivé mysi jsou zobrazeny v jednotlivych légebnych skupinach
a horizontalni &ara u kazdé skupiny zobrazuje sttedni hodnotu rozd&leni.

Obr. 5: Geometrické priméry protilatkovych titrd proti AB42 po imunizaci pohybujici se
v rozmezi 8 davek AP42 (,AN1792%) obsahujicich 0,14, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 33, 100 nebo 300 Hg.

Obr. 6: Kinetika protilatkové odpovédi na imunizaci pomoci AN1792. Titry jsou vyjadieny jako
geometrické praméry kazdé skupiny &itajici 6 zvifat.

Obr. 7: Kvantitativni analyza obrazu korové amyloidni zatéze u mysi vystavenych piasobeni PBS
nebo AN1792.

Obr. 8: Kvantitativni analyza obrazu zatiZeni neuritickymi plaky u mysi vystavenych plisobeni
PBS nebo AN1792.

Obr. 9: Kvantitativni analyza obrazu procenta retrosplenidlni kiry obsazeného astrocytozou
u mysi vystavenych plsobeni PBS nebo AN1792.

Obr. 10: Analyza lymfocytari proliferace v buiikich sleziny vystavenych piisobeni AN1792
(horni &ast) nebo PBS (dolni &ast).

Obr. 11: Totalni hiadiny AB v mozkové kiife. Bodovy diagram jednotlivych AR profili u mysi
imunizovanych s AP nebo APP derivaty kombinovanymi s Freundovym adjuvantem.

Obr. 12: Amyloidni z4téZ v kife uréend pomoci kvantitativni analyzy obrazu mozkovych fezil
umysi imunizovanych s konjugity AP peptidu (A1 az 5, AB13 aZ 28); A agregaty o plné
délce — AB42 (,L,AN1792%) a AP aZ 40 (,,AN1528") a léebn4 skupina vystavena pisobeni PBS.

Obr. 13: Geometrické priiméry titri protilatky specifické pro AP u skupin mys$i imunizovanych
s AB nebo APP derivaty kombinovanymi s Freundovym adjuvantem.

Obr. 14: Geometrické priméry titrit protilatky specifické pro AP u skupin moréat imunizovanych
s AN1792 nebo jeho paimitoylovanym derivatem kombinovanym s riznymi adjuvanty.

Obr. 15 (A-E): Hladiny AP v kife 12 mésici starych PDAPP mysi vystavenych plsobeni
AN1792 nebo AN1528 s riznymi adjuvanty.

Obr. 16: Primérny titr u my3i lééenych polyklonalni protilatkou proti Ap.

Gbr. 17: Pramérny titr u mysi léEenych monoklonalni protilatkou 10D5 proti AB.
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Obr. 18: Priimémy titr u my3i lé¢enych monoklonalni protilatkou 2F12 proti AP,

Piiklady provedeni vynalezu

PFiklad 1
Profylakticka aéinnost AP proti Alzheimerové chorobé (AD)

Tyto piiklady popisuji podavani peptidu AB42 transgenni mysi overexprimujici APP s mutaci
v pozici 717 (APPy7.,¢), ktera vede k neuropatologii shodné s Alzheimerovou chorobou. Vytva-
feni a charakteristika téchto my$i (PDAPP my$i) je popsana v Games et al,, Nature, viz vyde.
Tato zvitata (ve své heterozygotni formé&) za&inaji ukladat AP od Sestého mésice véku. Ve véku
|5 mésict jiz vykazuji uklddani AP v hladinach odpovidajicich Alzheimerové chorobé. PDAPP
my3im byl injikovin agregovany AP42 (agregovany AP42) nebo solny roztok pufrovany fosfa-
tem. Agregovany AP42 byl vybran pro svoji schopnost vyvolat tvorbu protilatek proti vice epito-
pim AB.

A. Metody
I. Mysi

Tiicet PDAPP heterogennich mysich samic bylo nahodng rozdéleno do nasledujicich skupin:
10 my3i pro injekci agregovaného AB42 (jedna zemiela pii pfevozu), 5 my3i pro injekci PBS/-
adjuvant nebo PBS a 10 my3i jako intaktni kontrola. 5 my$im byly injikovany peptidy odvozene
ze sérového amyloidniho proteinu (SAP).

2. Pfiprava imunogeni

Piiprava agregovaného AB42: miligramy AP42 (US Peptides Inc, lot K—42-12) byly rozpustény
v 0,9 ml vody a objem byl doplnén do 1 ml ptidanim 0,1 ml 10x PBS. Ziskana smés byla vorte-
xovana a ponechdno inkubovat v 37 °C pfes noc, coZz jsou podminky za nichZ peptid agregoval.
Nepouzity AP byl skladovan jako suchy lyofilizovany prasek pfi -20 °C, a to aZ do daléi injekce.

Je nutno poznamenat, Ze pfi pouZiti takovychto komerén¢ dostupnych peptidii miZe byt v suché
hmotnosti zapoéitana i hmotnost soli; hmotnosti zmifiované ve viech zde popisovanych piikla-
dech zahrnuji i hmotnosti soli (pokud neni fegeno jinak). Pfesnd mnoZstvi peptidi mohou byt
stanovena analyzou prostiedku standardnimi metodami, jako tfeba urenim mnozstvi dusiku
v porovnani s prostfedkem se zndmy obsahem dusiku.

3. Pfiprava injekci

V kazdé injekci, uréené pro jednu my$, bylo obsazeno 100 ug agregovaného Ap42 v PBS, emul-
zifikovaného v poméru 1:1 s kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA) s koneSnym objemem
emulze uréené pro prvni imunizaci 400 pl. Prvni imunizace byla po dvou tydnech nasledovana
posilovaci injekci, jeZ obsahovala stejné mnoZstvi imunogenu v nekompletnim Freundove adju-
vantu (IFA). Dvé dalii davky v IFA byly podany v mési¢nim intervalu. Nasledné imunizace byly
uskutednény podanim v 500 pl PBS. Injekce byly aplikovany intraperitonealné (i.p.).

PBS bylo injikovano podle stejného schématu, pfiemz mysim byla injikovéna smés PBS s adju-

vantem v davce 400 pl na mys nebo 500 pl na my3. Injekce SAP probihaly podle stejného
schématu, pFi¢emz byla pouzita divka 100 ug na injekci.
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4, Titrace mysi krve, preparace tkané a imunohistochemie
Vyse zmifiované metody jsou popsany niZe v kapitole Vieobecny material a metody.
B. Vysledky

PDAPP mysim byl injikovan bud’ agregovany AB42 (agregovany A[42), peptidy SAP, nebo
solny roztok pufrovany fosfitem. Jedna skupina PDAPP mysi — pozitivni kontrola, byla pone-
chana intaktni. Mys3i titry protilatek proti agregovanému A[342 byly sledoviny kazdy dal$i mésic
po &tvrté posilovaci injekei, a to aZ do véku jednoho roku. Mysi byly usmrceny po 13 mésicich
Zivota. Ve viech sledovanych €asovych bodech vykazovalo osm z deviti my3i vysoky titr proti-
latek proti AP42, pfi€emz tato hladina zistala vysoka po celou dobu podavani injekci (titry vEtsi
nez 1:10 000). Devata my$ méla titr nizky, ale méfitelny (okolo 1:1000) (obr. 1, tabulka 3). Mysi,
jimZ byl injikovan SAP mély titr od 1:1000 do 1:30 000, pfi¢emZ hodnotu 1:10 000 piekrocila
pouze jedna mys.

Séra z mysi lé€enych PBS byla titrovana proti agregovanému AB42 po 3esti, deseti a dvanacti
mésicich. V pripadé titrovani (v séru fedéném 1:100) PBS mys3i proti agregovanému A42 byla
hranice &tyfnasobku pozadi prekrocena pouze v jednom &asovém bodé, pficemz v ostatnich péi-
padech nebyla tato hranice pfekroc¢ena v zadném &asovém bodeé (tabulka 3). Odpovéd’ specificka
pro SAP byla v téchto ¢asovych bodech zanedbatelna (titry byly mensi nez 1:300).

Sedm z deviti mysi ze skupiny 1é¢ené agregovanym AB1-42 nevykazovalo v mozku zadné zjis-
titelné amyloidy. Mozkové tkdn¢ z mysi ze skupin lééenych SAP a PBS naopak vykazovaly
pocetné amyloidni usazeniny v hipokampu, stejné tak jako ve frontilni a cingulami kife. Zpisob
usazovani byl podobny tomu, jenz byl pozorovan u nelééenych kontrol, tj. s charakteristickou
ucasti zranitelnych oblasti, mezi néZ patii vnéj§i molekulova vrstva hipokampalniho dentatniho
gyru. U jedné mysi ze skupiny s injikovanym AB1-42 bylo pozorovano velké snizeni amyloidni
zatéze v hipokampu. U jiné mys3i z téze skupiny byl pozorovan osamoceny plak.

Kvantitativni obrazové analyzy amyloidni zatéZe v hipokampu potvrdily jeji dramatické snizeni
dosazené u zvifat lé¢enych AB42 (AN1792) (obr. 2). Stfedni hodnoty amyloidni zatéZe ve skupi-
né léCené PBS (2,22 %) a v nijak nelééené kontrolni skupiné (2,65 %)
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byly oproti skupiné imunizované AN1792 (0,00 %, p = 0,0005) vyznamné vy$3i. Stfedni hodnoty
amyloidni zatéze dosahovaly ve skupiné imunizované SAP peptidy (SAPP) hodnot 5,74 %.
Mozkova tkan z nelédenych kontrolnich mysi obsahovala ¢etné usazeniny amyloidu AR, vizuali-
zované pomoci AfB—specifické monoklonalni protilatky (mAb) 3D6é v hipokampu, stejné tak jako
i v retrosplenialni kife. Podobny zpiisob usazovani byl pozorovan rovnéz u my3i imunizovanych
SAPP nebo PBS (obr. 2). Tfi posledné zmifiované skupiny byly charakteristické ncasti zranitel-
nych podoblasti (coZ je typické u AD), mezi néz patii vnéjsi molekulova vrstva hipokampalniho
dentatniho gyru.
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Mozky, které neobsahovaly zidné amyloidni usazeniny, postridaly také neuritické plaky, jenz
Jdou b&zné vizualizovat pomoci protilitky 8ES5 proti lidskému APP. Viechny mozky z ostatnich
skupin (s aplikovanym SAP nebo PBS a kontrolni skupina) mély podetné neuritické plaky, typic-
ké pro neléCené PDAPP mysi. Malé mnozstvi neuritickych plakd bylo pfitomno i u jedné mysi
lé¢ené AN1792 a jeden shluk neuritickych plak byl pozorovan i u druhé mysi z téze skupiny.
Pomoci obrazové analyzy hipokampu (také viz obr. 3) byla v porovnani s PBS skupinou (stredni
hodnota 0.28 %, p = 0,005) prokazana (¢inna eliminace dystrofickych neuritd u mysi lé€enych
ANI1792 (stiedni hodnota 0,00 %).

U skupin lé¢enych injekcemi AB1-42 nebyla pfitomna ani astrocytdza, ktera je charakteristicka
pro zanéty spojené s plaky. Mozky mysi z ostatnich skupin obsahovaly husté a shlou¢ené GFAP—
pozitivni astrocyty, typické pro gliézu spojenou s plaky AP. Cast sklidek s na GFAP pozitivné
reagujicimi astrocyty byla pro lokalizaci plakid AP dale obarvena Thioflavinem S. GFAP—pozi-
tivni astrocyty byly spojeny s AP plaky u skupin lééenych SAP, PBS a v intaktnich kontrolich.
Z4adné takové spojeni nebylo nalezeno u mysi léSenych AB1-42, piidemz, u jedné mysi lééené
AN1792 byla z)isténa minimdlni glidza spojena s plaky.

Obrazové analyzy retrosplenialni kiiry (obr. 4) potvrdily, Ze sniZeni vyskytu astrocytozy bylo
vyznamné, coZ je ziejmé jestlize porovname primémé hodnoty jejiho vyskytu u mysi lécenych
ANI792 (1,56 %) a my3i imunizovanych SAP peptidy, PBS nebo mysi intaktnich (viechny tfi
skupiny > 6 %, p = 0,0017).

Udaje ze vzorku mysi, jimz byly injikovany AB1—42 a PBS ukézaly, ¢ MHC 11 imunoreaktivita
spojena s plakem se u AB1-42 mysi nevyskytovala, coz odpovida nepfitomnosti zanétlivé reakce
spojene s AP.

Na fezech z my3ich mozkil bylo zkou3eno zda pozitivné reaguji s mAb, piedstavujici specifickou
monoklonaini protilatku MAC-I (protein v buné&&né membrané). MAC-1 (CD11b) pati do rodi-
ny integrini a vyskytuje se spolu s CD18 jako heterodimer. Komplex CD11b/CDI8 je pfitomen
na monocytech, makrofazich, neutrofilech, a NK~buiikach (pfirozeni zabije&i) (Mak a Simard).
MAC-I1-pozitivni bunélné typy v mozku jsou pravd&podobn& mikroglie, coZ plyne z jim podob-
né morfologie pozorované na fezech, kde doslo k pozitivni reakci s protilatkou proti MAC-1. U
mySi lé€enych AN1792 bylo moZno ve srovnani s kontrolni skupinou PBS pozorovat nizsi vyskyt
MAC-1 imunoreaktivity, coz odpovidé nepFitomnosti zanétlivé reakce spojené s AP.

C. Zavér

Nepiitomnost plakii AP a reaktivnich neuronalnich a gliotickych zmén v mozcich mysi, jimZ byl
injikovan AP1-42, znadi, Ze v jejich mozcich nedoslo (nebo pouze v extrémné malém mnozstvi)
k uloZeni amyloidu, pficemZ s tim souvisi i absence patologickych nasledki pfipadného ukladani,
1j. napf. glidza a neuriticka patologie. PDAPP mysi 1ééené pomoci AB1-42 prokazaly naprosto
shodnou nepfitomnost patologie jako kontrolni netransgenni mysi. Injekce AB1-42 jsou takto
vysoce udinné pii prevenci ukladani nebo ocidtovani lidského AP z mozkové tkang, a také pfi
odstrafiovani timto zpidsobenych neuronilnich a zanétlivych degenerativnich zmén. Pod4vani
peptidu AP miiZe tedy mit tedy byt pouzito pfi prevenci a 1é6¢bé AD.

Priklad 2
Studie zavislosti na davce
Skupiny samic my3i Swiss Webster starych pét tydni (N = 6 ve skupiné) byly imunizovéany 300,

100, 33, 11, 3,7, 1,2, 0,4 nebo 0,13 ug AP pipravenym v CFA/IFA a podanym intraperitonealné.
Tti davky byly podany ve ¢trnictidennich intervalech, &tvrta davka byla podana o mésic pozdéji.
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Prvni davka byla emuizifikovana s CFA, dalsi davky byly emulzifikovany s IFA. Zvitatim byla
pro méfeni titru protilatek odebirdna krev vidy 4 az 7 dni po kaZdé imunizaci, tak, ze prvni odbér
byl proveden po druhé davce. Casti zvifat z kazdé ze t¥i skupin, kterd byla imunizovéna 11, 33
nebo 300 pg antigenu, byla krev odebréna jeit¢ ve étyfech mési¢nich intervalech nisledné po
Stvrté imunizaci, za G&elem sledovani poklesu protilatkové odpovédi v ptipadé riiznych davek
imunogennich prostfedkii. Tato zvifata obdrZela posiedni patou imunizaci v sedmém mésici po
zahdjeni studie. O tyden pozdéji byla zvifata za (¢elem méfeni protilatkovych odpovédi proti
AN1792 a po provedeni toxikologickych analyz.

U davek od 300 do 3,7 ug byla pozorovana odpovéd klesajici s davkou, pficemz u dvou nejniz-
gich davek nebyla pozorovéna odpovéd’ zadna. Prim&mé protilatkové titry po 3 davkach okolo
1:1000 a po 4 davkach 11 az 300 pg antigenu okoloe 1:10 000 (obr. 5).

Protilatkové titry u viech skupin /kromé skupiny s nejniz3i davkou) po tfeti imunizaci dramaticky
vzrostly, s tim e zvySeni geometrického priméru titrd (GMT) bylo 5ti az 25ti nasobné. Nizka
protilatkova odpovéd’ byla zjistitelna dokonce i u recipientt, ktefi dostali davku 0,4 pg. Skupiny
s davkami 1,2 a 3,7 pg mély porovnatelné titry s GMT okolo 1000, skupiny s nejvy33imi obdrze-
nymi davkamti se spojily do GMT okolo 25 000, s vyjimkou skupiny s davkou 33 ug, jejiz GMT
byl 3000. Po &tvrté imunizaci byl u v3ech skupin vzriist titru vice pozvolny. Jasna zavislost na
davce byla pozorovana u skupin s niz$imi davkami antigenu (od 0,14 do [ 1 ug) sahajici od Zadné
zjistitelné odpovédi (u 0,14 pg) az k GMT 36 000 (11 pg). Titry &tyf nejvysSich skupin (11 az
300 mg) splyvaly opét dohromady. Po dvou imunizacich tedy protilatkovy titr vykazoval zavis-
lost na ddvce antigenu u skupin od 0,4 do 300 pg. Po tfeti imunizaci byly titry Ctyf nejvyssich
skupin srovnatelné a po dalsi imunizaci tvofily plato.

Mésic po &tvrté imunizaci byly u skupiny s 300 pg titry 2 a2 3krat vy33i, nez kdyz byly stanovo-
vany z krve odebrané pét dni po imunizaci (obr. 6). Toto zjidténi napovida, ze nejvy3si protilat-
kova odpovéd’ se objevuje pozdéji nez 5 dni po imunizaci. Miméjsi (50%) vzestup byl ve stejném
tase pozorovan u skupiny s davkou 33 pg. Po dvou mésicich po posledni davce, klesly GMT u
skupiny s 300 pug prudce o 70 %. Po daliim mésici byl pokles mirngjsi, a to 45% (100 pg) a asi
14% (33 a 11 pg). Rychlost poklesu cirkulujicich protilatkovych titri po ukongeni imunizace se
zda mit bifazicky priibéh s prudkym poklesem v prvnim mésici po nejvyssi protilitkové odpove-
di, nasledovanym poté mirn&)$im poklesem.

Protilatkové titry a kinetika odpovédi mysi Swiss Webster jsou podobné tém pozorovanym
u mladych heterozygotnich PDAPP transgennich my3i, imunizovanych paralelnim zpisobem.
Davky schopné vyvolat u ¢lovéka imunitni odpovéd’ jsou obdobné davkam u€innym u mysi.

Pfiklad 3
Provéfeni terapeutické u¢innosti proti rozvinute AD

Tato analyza je uréena pro testovani imunogennich ¢inidel, konkrétng jejich (innosti zastavit
nebo zvratit neuropatologické charakteristiky AD u starych zvifat. Imunizace s 42 aminoKyselin
dlouhym AP (AN1792) pogaly v &ase, kdy byly amyloidni plaky v mozcich PDAPP mysi jiz
pfitomné.

V priibéhu této studie vzniklo u nelé&enych PDAPP mysi mnoZstvi neurodegenerativnich zmén
podobnych tém, které lze nalézt pfi AD (Games et al., viz vySe a Johnson—Wood et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 1550 aZ 1555, 1997). Ukladani AP v amyloidnich placich je spo-
jeno s degenerativni neuronalni odpovédi zahrnyjici aberantni axonalni a dendritické elementy,
nazyvané dystrofické neurity. Amyloidni usazeniny, které jsou obklopeny a také obsahuji dystro-
fické neurity, se nazyvaji neuritické plaky. U AD i PDAPP mysi maji dystrofické neurity zfetel-
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nou globularni strukturu, jsou imunoreaktivni s urditymi protilatkami rozpoznavajicimi APP a
cytoskeletdlni slozky a vykazuji komplexni subcelularni degenerativni zmény na ultrastrukturalni
urovni. Tyto charakteristiky dovoluji s nemoci souvisejici selektivni, reprodukovatelné méfeni
tvorby neuronalnich plakii v mozcich PDAPP mysi. Dystroficka neurondlni slozka PDAPP neu-
ritickych plaki je pomoci protilatky specifické pro lidsky APP (monoklonélni protilitka 8E5)
snadno vizualizovatelna a s pomoci pocitatové analyzy obrazu snadno méfitelna. Kromé méfeni
AN1792 na tvorbu amyloidnich plakid jsme méfili i 08inky této [€Eby na vyvoj neuritické dystro-
fie.

Astrocyty a mikroglie jsou buriky odlisné od neuroni, které odpovidaji a reaguji na neuronlni
poskozeni. GFAP-pozitivni astrocyty a MHC ll-pozitivni mikroglie jsou pfi AD b&Zné pozoro-
vatelné a jejich aktivace se zvySuje s vaznosti onemocnéni. Proto jsme u mysi lééenych AN1792
pozorovali také vyvoj reaktivni astrocytozy a mikroglidzy.

A. Material a metody

48 samic heterozygotnich PDAPP my3i, ve véku od 11 do 11,5 mésici a ziskané z Charles River
Laboratortes, bylo nahodné rozdéleno do dvou skupin: 24 mysi pro imunizaci se 100 ug AN1792
a 24 mysi pro imunizace s PBS, v obou pfipadech v kombinaci s Freundovym adjuvantem. Sku-
piny s AN1792 a PBS byly opét rozdéleny po dosaZeni cca 15 mésice véku. V 15 mésici véku
byla piiblizné polovina zvitat z kazdé skupiny usmrcena (n = 10 pro AN1792 an =9 pro PBS),
pri¢emz u druhé poloviny (n =9 pro AN1792 a n = 12 pro PBS) se pokratovalo v imunizacich az
do 18 mésice. 8 zvifat (5 AN1792 a 3 PBS) béhem studie zemfelo. Kromé imunizovanych zvifat
byly pro porovnani ELISA testld na mnoZstvi A a APP v mozku do studie pfidany jesté intaktni
PDAPP mys3i staré jeden rok (n = 10), 15 mésict (n = 10), 18 mésicii (n = 10); jednoro&ni zvirata
byla zahrnuta také v imunohistochemickych analyzach.

Pouzita metodologie byla shodna jako v pfikladu 1 (pokud neni zminéno jinak), AN1792 od US
Peptides (kat. &. 12) a California Peptides (kat. &. ME0339) byly pouzity pro piipravu antigenu
uréeného pro 3est imunizaci provedenych pied 15 mésicem. Vyrobky ME0339 a ME0439 od
Californta Peptides byly pouzity pro tii dodateéné imunizace provedené mezi 15 a 18 mésicem.

100 pg AN1792 ve 200 pl PBS nebo PBS samotné bylo emulzifikovano 1:1 (objem) s komplet-
nim Freundovym adjuvantem (CFA) nebo s nekompletnim Freundovym adjuvantem (IFA) nebo
s PBS s kone&nym objemem emuize 400 pl. Adjuvantem p#i prvni imunizaci bylo CFA, dalsi dvé
davky byly podany v IFA a posledni &tyfi davky v samotném PBS bez adjuvantu. Celkové imuni-
zace prob€hla béhem sedmimési¢niho intervalu devétkrat, pficemZ prvni tfi injekce ve dvou-
tydennim intervalu, dalsi injekce pak v mésigénim intervalu. Skupina léZena pouze &tyfi mésice a
usmrcend v 15 mésici véku se podrobila pouze prvnim 3esti imunizacim,

B. Vysledky
I. Ukinek lé&by pomoci AP42 (AN1792 na amyloidni zatéz

Uginky lé€by AN1792 na korovou amyloidni z4téZ, uréené pomoci kvantitativni analyzy obrazu
jsou uvedeny na obr. 7. Priiméma hodnota korové amyloidni zatéze byla u skupiny intaktnich
12ti mésiénich PDAPP my3i 0,28 %, coz reprezentuje plakovou zatéZ mysi pii zapodeti studie,
U 18ti meési¢nich PBS mysi vzrostla amyloidni zatéz vice nez 17krat na 4,87 %, zatimco u mygi
Iétenych AN1792 doslo k velkému snizeni amyloidni zatéze (0,01 %), coZ je v porovnani s 12ti
mésiénimi intaktnimi myS$mi a 15ti a 18t mésiénimi my$mi lééenymi PBS pozoruhodné malo.
Amyloidni zatéZ byla v 15 (96% sniZeni; p=0,003) i v 18 (> 99% snizeni; p = 0,0002) mésici
u piijemecd AN1792 vyznamné sniZena.

Korové ukladani amyloidu zacind u PDAPP mysi typicky ve frontalni a retrosplenialni kite
(RSC) a pokraduje ventrolaterdlnim smérem k temporalni a entorhinalni kafe (EC). V EC 12
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mésicik starych mysi, coZ je vék, ve kterém bylo prvné podano AN1792, nebyl nalezen amyloid
7adny nebo jen v malém mnoZstvi. Po &tyfech mésicich léby AN1792 bylo zasadné snizeno
amyloidni uklddiani v RSC, pfitemZ postupné usazovani amyloidu v EC bylo podavanim
AN1792 zcela eliminovano. Posledné zminéné pozorovani ukazuje, ze AN1792 Gplné zastavilo
postupné ukladani amyloidu, jez by za normélnich okolnosti postoupilo do temporalni a ventraini
kiry. Podavani AN1792 také zastavilo a pravdé€podobneé i zvratilo ukladani amyloidu v RSC.

Zasadni G¢inky AN1792 na postup ukladani amyloidu v kiife u PDAPP mys3i je dile doloZzeno na
18ti mé&si¢ni skuping, jez byla lé¢ena po sedm mésicli. Mys lé¢ena pomoci AN1792 vykazovala
skoro kompletni absenci korového amyloidu, naprostou absenci difiiznich plaki a snizeni mnoz-
stvi existujicich usazenin,

3. Bunééné a morfologické zmény spojené s lé¢bou pomoci AB42 (AN1792)

V tastech mozku, jez jsou typické vyskytem amyloidnich usazenin byla nalezena populace
Ap-pozitivnich bunék. Je pozoruhodné, Ze u nékolika mozkii z mysi lé€enych AN1792 nebylo
nalezeno zadné mnoistvi extracelularnich korovych plaki nebo jen malé mnoZstvi. Zda se, ze
vétdina imunoreaktivity byla lokalizovana na vnitfek bunék s velkym laloénatym nebo shlu¢enym
somatem. Fenotypicky se tyto buiiky podobaly aktivovanym mikrogliim nebo monocytim. Imu-
noreaktivni protilatky specificky rozeznavajici ligandy exprimované aktivovanymi monocyty a
mikrogtii (MHC 1l a CD11b) a byly ptilezitostn& spojeny se sténou nebo lumen krevnich kapilar.
Porovnani pfilehlych Fezd oznacenych protilatkami specifickymi pro A a MHC H odhalilo, ze
obé protilatky se vazaly na stejné typy bunék. Podrobné prozkoumani mozkii vystavenych piso-
beni AN1792 vedlo k zji§téni, Ze vyskyt MHC Il-pozitivnich bunék byl u t&chto zvifat omezen a
okoli zbylych amyloidi. Za pouzitych podminek fixace nebyly buitky imunoreaktivni na proti-
latky specificky rozeznavajici ligandy T—bunék (CD3, CD3e) nebo B-bunék (CD45a, CD45RB)
nebo na obvykly leukocytarni antigen (CD45), ale reagovaly s protilitkou rozeznavajici
leukosialin (CD43), ktera kiiZové reaguje s monocyty. Zadné takové buiiky nebyly nalezeny u
mys$i vystavenych plisobeni PBS.

PDAPP mysi vytvafeji stile rozsahlé amyloidni usazeniny ve vnéjii molekulové vrstvé dentatni-
ho gyru. Usazeniny tvofi zietelny pruh v perforované draze, coz je podoblast, ktery pii AD kla-
sicky obsahuje amyloidni plaky. Charakteristicky vzhled téchto usazenin u my3i vystavenych
plsobeni PBS pfipominal ten, ktery byl jiZ dfive popsan u nelééenych PDAPP mysi. Amyloidni
usazeniny sestavaly z difiiznich i kompaktnich plaki v souvislém prouZzku. U mnoha mozki
z my$i lécenych AN1792 byl naopak tento vzhled drasticky pozménén. Hipokampalni amyloidni
usazeniny jiZz neobsahovaly difiizni amyloidy a prouzkovité usporadani bylo zcela roztrhano.
Misto toho bylo pfitomno mnoZstvi neobvyklych teCkovanych struktur, které reagovaly s proti-
latkami proti AR, pfitemZ se zdilo, Ze ngkteré z nich jsou buiikami obsahujicimi amyloid.

MHC ll-pozitivni buiiky byly u zvifat 1é¢enych AN1792 opakované pozorovany v sousedstvi
extracelularniho amyloidu. Zpisob sdruZeni APB—pozitivnich bun&k samyloidem byl velmi
podobny tomu, jenz bylo mozno pozorovat u nékterych mozki ziskanych z mysi vystavenych
pusobeni AN1792. Vyskyt téchto monocyti byl omezen na oblast pfilehlou k amyloidni usazeni-
né, pfiéemz v jinych mozkovych oblastech postradajicich plaky AP, byl zcela nulovy.

Kvantitativni analyza obrazu fezli oznadenych protilatkami proti MHC I a MHC I odhalila ten-
denci popsanou vzriistajici imunoreaktivitu v RSC a v hipokampu u mys$i vystavenych ptisobeni
AN1792, v porovnani se skupinou mysi lécenych pomoci PBS, jenZ vykazovala pouze vyznamné
zvy$eni MHC [-imunoreaktivity v hipokampu.

Tyte vysledky jsou diikazem aktivniho, bun&né zprostfedkovaného odstranéni amyloidu z moz-
kovych oblasti kde se vyskytoval.
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3. Uginky AN1792 na hladiny AP: ELISA testy
(a) Hladiny v mozkové kiie

Primérna hodnota celkového mnozstvi AP v kife PDAPP my&i byla ve 12 mésici 1600 ng/g
av 15 mésici vzrostla na 8700 ng/g (tabulka 4). V 18 mésici byia tato hodnota 22 000 ng/g, coZ
je od poc¢atku experimentu vice nez 10ti nasobny vzestup. Celkové mnoZstvi AP u zvifat 1é&e-
nych PBS bylo v 15 mésici 8600 ng/g, stim, Ze toto mnozstvi vzrostlo v 18 mésici na
19 000 ng/g. Celkové mnozstvi AP u zvifat lécenych AN1792 bylo v 15 mésici 1600 ng/g, coZ je
o 81 % meéné nez v ptipadé PBS. U zviiat lé€enych AN1792 bylo v 18 mésict celkové mnoZstvi
AP 5200 ng/g, coz je o vporovnani se skupinou lé¢enou PBS vyznamné méné (o0 72 %,
p = 0,0001) (viz tabulka 4). Obdobné vysledky byly u téchto dvou skupin nalezeny pfi porovna-
vani hladin AP v kiife. V tomto pfipadé v3ak byly rozdily hladin Ap vyznamné v 15 (p =0,04) i
| & mésici (p=0,0001, tabulka 4).

(b) Hladiny v hipokampu

U intaktnich PDAPP my$i byly ve 12 mésici primémé hodnoty celkového mnozstvi AP
15 000 ng/g a v mésici vzrostly na 51 000 ng/g a jesté dale v 18 mésici na 81 000 ng/g (tabul-
ka 5). PBS mysi vykazovaly v téchto ¢asovych bodech hodnoty 40 000 ng/g (15 mésic) respekti-
ve 65 000 ng/g (18 mésic). Zvifata imunizovand AN1792 vykazovala niZ8i celkova mnozstvi AR,
a to 25000 ng/g (15 mésic) a 51 000 ng/g (18 mésic). Hodnota AP byla u skupiny lécené
ANI1792 v 18 mésici vyznamné niZ$i neZ u skupiny Ié¢ené PBS (p = 0,0105, tabulka 5). Méfeni
AB42 dévalo vysledky obdobného typu, tj. jeho
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hladina byla v 18. mésici u skupiny 1é¢ené AN1792 v porovnani se skupinou lé¢enou PBS vyz-
namné niZ3i (39 000 ng/g oproti 57 000 ng/g, p = 0,002) (tabulka 3).

{c¢) Hiadiny v mozecku

Primérné hodnoty celkovéhe mnozstvi AR v mozeCku byly u nelééenych PDAPP mysi ve
12. mésici 15 ng/g (tabulka 6). V 15 mésici vzrostlo toto mnozstvi na 28 ng/g a v 18 mésici na
35 ng/g. U zvifat léenych PBS byly naméfeny primérné hodnoty 21 ng/g (15 mésic) a 43 ng/g
(18 mésic). Zvifata lé¢end ANI1792 meéla v mozeCku v 15 mésici 22 ng/g celkového AP av
18 mésici vyznamné nizsi (p = 0,002) mnozZstvi neZ skupina léena PBS, a to 25 ng/g (tabulka 6).
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4. Ukinky 1é&by pomoci AN1792 na hladiny APP

Jak molekula APP—q, tak i molekuia APP piné délky obsahuji &ast nebo celou sekvenci AP,
tak?e mohou byt pii imunitni odpovédi proti AN1792 potencidlné zasaZeny. Soucasné studie
popisuji mirny vzestup hladiny APP jako neuropatologii u PDAPP my$i. Hladiny APP-u/FL
(plna délka) nebo APP—x v kiife zistaly po 16¢bé v podstaté nezménény, pouze v pfipadé APP—o
byla u my$i lé¢enych AN1792 v 18 mésici naméfena o 19 % nizsi hladina nez u mysi lé¢enych
PBS. Hodnoty APP u my3i Ié¢enych AN1792 nebyly v 18 mésici vyznamné odli$né od hodnot
naméfenych u my3i nelédenych (ve 12 a 15 mésici} a u my3i lé€enych PBS (v 15 mésici). Ve
viech p¥ipadech zustaly hladiny APP v mezich, které Ize normalné nalézt u PDAPP mysi.

5. Uginky lé&by pomoci AN1792 na neurodegenerativni a gliotické zmény

U mysi 1ééenych AN1792 doslo ve frontalni kiie v porovnani s PBS skupinou k vyznamnému
sniZeni neuritické plakové zatéZe, a to v 15 (84%: p=0,03) i 18 mésici (35%; p=0,01) (obr. 8).
Primérné hodnoty neuritické plakové zatéze vzrostly u skupiny PBS mezi 15 a 18 mésicem
z 0,32 % na 0,49 %. U skupiny lé&ené AN1792 viak doslo k zasadnimu sniZzeni mnozstvi neuri-
tickych plaki, pficemz primémé hodnoty neuritické plakové zatéZe byly 0,05 % (15 mésic) a
0,22 % (18 mésic).

Imunizace pomoci AN1792 v porovnani se skupinou léenou PBS vyznamné sniZila reaktivni
astrocytozu v RSC, ato v 15 (0 56 %; p=0,011) i v 18 mésici (0 39 %; p=0,028) (obr. 9). Pri-
mérné percentudlni hodnoty astrocytozy v PBS skupiné vzrostly mezi 15. a 18. m&sicem 24,26 %
na 5,21 %. Létba pomoci AN1792 potladila rozvoj astrocytdzy v obou &asovych bodech, a to na
1,89 % respektive na 3,2 %. To znaéi, Ze pfi lé¢ebném procesu nedochazelo k poskozeni neuro-
pilu.

6. Protilatkové odpoveédi

L1 mésicu staré, heterozygotni PDAPP mysi (n = 24) byly podrobeny sérii 5§ imunizaci se 100 ug
AN1792 emulzifikovaném ve Freundové adjuvantu, pfi¢em2 aplikace probihala intraperitonealné
v tydnech 0, 2, 4, 8 a 12, s tim, Ze pfi Sesté imunizaci (v 16 tydnu) byl Freundiv adjuvant nahra-
zen PBS. Jako negativni kontrola siouZilo 24 transgennich mysi stejného véku, jez byly imunizo-
vany PBS emulzifikovaném se stejnymi adjuvanty a ve stejném &asovém schématu. Krev byla
zvifatim odebirdna mezi tfetim a sedmym dnem po kazdé imunizaci, poSinaje druhou davkou.
Protilatkové odpovédi na AN1792 nebyly méfeny pomoci ELISA. Geometricky primér titrii
(GMT) byl u zvifat imunizovanych AN1792 po druhé, tfeti a posledni (3esté) davce priblizné
1900, 7600 a 45 000. U kontrolnich zvifat nebyly po Sesté imunizaci naméfeny Zadné protilatky
specifické pro AP. Pfiblizné polovina zvifat byla lé¢ena po daldi tfi mésice, pfitemz imunizace
probihaly ve 20, 24 a 27 tydnu. KaZda z t&chto davek byla podana v samotném PBS, ). bez Freu-
ndova adjuvantu. Primémé protilatkové titry zastaly béhem této periody nezménény. Ve skutec-
nosti se zdalo, Ze protilatkové titry zistaly v obdobf od paté do devaté imunizace nezménény.

U &asti fezh z my3i lééenych AN1792 a PBS bylo zkoueno zda pozitivné reaguji s protilatkou
specifickon pro mysi IgG, a to za adelem zjisténi zda AP-specifické protilatky, vyvolané
v mysich pisobenim AN1792, byly také spojeny s mozkovymi amyloidnimi plaky. Na rozdil od
skupiny lécené PBS, byly AP plaky v mozcich vystavenych pusobeni AN1792 pokryté endogen-
nim IgG. Tento rozdil mohl byt u obou skupin pozorovéan v 15. i 18. mésici. Zvlaste prekvapujici
byla nepfitomnost IgG u skupiny lé¢ené PBS, pfestoze mozky téchto mysi obsahovaly rozsahlé
amyloidni usazeniny. Tyto vysledky prokazuji, e imunizace pomoci syntetického proteinu AP
vede ke vzniku protilitek, které rozeznévaji a vazi se na AP v amyloidnich usazeninéch.
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7. Bunééné zprostiedkované imunitni odpovédi

Z deviti my3i (18 mési¢ni PDAPP mysi) imunizovanych AN1792 a z 12 mysi imuntzovanych
PBS byly sedm dni po devaté imunizaci vyjmuty sleziny. Splenocyty byly izolovany
a kultivovany po 72 h v pFitomnosti AB40, AB42, nebo AB40-1 (protein s obracenou sekvenci).
Mitogen Con A slouzil jako pozitivni kontrola. Optiméalnich odpovédi bylo dosazeno s méné nez
1,7 uM proteinem. Buiiky ze viech deviti zvitat léCenych AN1792 odpovidaly na aplikaci protei-
nu AB1 az 40 nebo AP1 az 42 proliferaci, pfiemZ hodnoty inkorporace obou proteinii byly shod-
né (obr. 10, horni &ast). Aplikaci reverzniho proteinu AB40-1 nebylo docileno 2adné odpovédi.
Buiiky z kontrolnich zvifat nijak nereagovaly na Zidny z AP proteinii (obr. 10, spodni &ast).

C. Zavér

Vysledky této studie ukazuji, Ze imunizace pomoci AN1792 vede u PDAPP mySi, jez se vyzna-
Cuji vyskytem amyloidnich usazenin, k zpomaleni a prevenci postupného ukladani amyloidu,
piitemz s amyloidem souvisejici neuropatologické zmeény jsou také odvriceny. Imunizace
s AN1792 podstatné zastavila amyloidni ukladani ve strukturach, které by za normalnich okol-
nosti podlehly amyloidoze. Podavani peptidu AP je tedy prosp&iné pii lécbé AD.

Piiklad 4
Studie fragmentd AP

100 PDAPP my3i ve véku od 9 do 11 mésicd bylo za icelem uréeni epitopii vedoucich k G&inné
odpovédi pomoci fragmentli APP a AP, jez obsahovaly 9 riznych oblasti téchto molekul, Injekce
obsahujici 9 riiznych imunogenii a kontrolu byly aplikovany i.p. Imunogeny zahmovaly cryfi
lidské konjugdty peptidu AB, ato | az 12, 13 az 28, 32 az 28, 32 az 42, 1 az 5, pfitemz viechny
byly cysteinovymi mistky pfipojeny k ov&imu IgG specifickému proti mysimu, dile APP poly-
peptid s aminokyselinami 592 az 695, agregovany lidsky AP1—40, a agregovany lidsky AB25-35,
a agregovany hlodavéi AB42. Agregované AP42 a PBS byly poutzity jako pozitivni, resp. nega-
tivni kontroly. Kazdou Ié€ebnou skupinu tvofilo deset mysi. Titry byly monitorovany jak jiZ bylo
uvedeno vy3e a my3i byly usmrceny na konci &tvrtého mésice podavani injekei. Histochemie,
hladiny AP, a toxikologické analyzy byly provedeny posmrtné.

A. Material a metody
1. Pfiprava imunogent(

Priprava spojenych AP peptidi: Styfi konjugaty lidského AP (aminokyselinové zbytky | az 5,
I az 12, 13 aZ 28, a 33 aZ 42, kazdy konjugovany s ovéim IgG specifickym proti my$imu) byly
pfipraveny spojenim pfes cystein (synteticky), ktery byl k peptidu AP ptidan pomoci spojovaci
¢inidlo sulfo-EMCS. Derivaty AB peptidu byly nasyntetizovény s niZe uvedenou vyslednou sek-
vencl. U kazdé sekvence je podtrienim zvyraznén vloZeny cysteinovy zbytek. Derivét
AB13-28 mél pred koncovym cysteinem na karboxylovém konci jesté dva glycinové zbytky, coz
je také znazornéno.,
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AP1-12 peptid NH2-DAEFRHDSGYEVC-COOH (SEQID
NO: 30)

AP1-5 peptid NH2-DAEFRC-COOH (SEQ ID NO: 31)

AB33-42 peptid NH2-C-aminoheptanoikova kyselina -
-GLMVGGVVIA-COOH (SEQ ID NO: 32)

AB13-28 peptid  Ac-NH-HHQKLVFFAEDVGSNKGGC-COOH
(SEQ ID NO: 33)

Pti pipravé spojovaci reakce bylo 10 mg ovéiho IgG specifického proti mySimu {Jackson Immu-
noResearch Laboratories) dialyzovano pfes noc s pufrem (10mM boritan sodny, pH 8,5). Dialy-
zovana protilatka byla poté za pouziti zkumavky Amicon Centriprep zkoncentrovana do koned-
ného objemu 2 mi. 10 mg sulfo-EMCS[N(y-maleimidokuproyloxy)sukcinimidu] {Molecular
Sciences Co.) bylo rozpuiténo v 1 ml deionizované vody. 40ti nasobny molarni pfebytek sulfo—
EMCS byl za stalého michani po kapkach pfidan k ovgimu IgG specifickému proti mysimu a
poté byl roztok michan po dalich 10 minut. Aktivovany ovéi IgG specificky proti mysimu byl
pietistén priichodem pfes 10 ml gelovou filtraéni kolonu (Pierce Presto Column, ziskana od
Pierce Chemicals) naplnénou 0,1M NaPO,, 5mM EDTA, pH 6,5. frakce obsahujici protilatku,
identifikované pomoci absorbance pfi 280 nm, byly shromazdény a nafedény do koncent-
race = | mg/ml, a to za pouZiti poméru 1,4 mg/OD coby extinkéniho koeficientu. 40ti nasobny
molérni piebytek AP peptidu byl rozpustén v 20 ml 10mM NaPO,, pH 8.0. pfi¢emz vyjimkou byl
peptid AB33-42, ktery byl nejprve rozputén v 0,5 ml DMSO a poté dopinén do 20 m| pomoci
10mM NaPOj, pufru. Roztok kazdého peptidu by! pfidan k 10 ml aktivovaného oveiho 1gG speci-
fického proti my$imu a dén na 4 h do michacky (pti pokojové teploté). Vysledné konjugaty byly
za pouziti zkumavky Amicon Centriprep zkoncentrovany do konetného obejmu mensiho neZ
10 ml a poté dialyzovany PBS, za uelem vymeny pufru a odstranéni volného peptidu. Konjugaty
byly za ielem sterilizace prefiltrovany pres filtr s pory o velikosti 0,22 pm a poté rozdéleny do
alikvot po 1 mg, zmraZeny a skladovany p¥i —20 °C. Koncentrace konjugatii byly urleny pomoci
BCA proteinové analyzy (Pierce Chemicals) s pouzitim kofiského IgG pro standardni kiivku.
Konjugaci bylo mozno dolozit vzriistem molekularni hmotnosti konjugovanych peptidil vztaze-
nou k molekularni hmotnosti samotného aktivovaného ovéiho IgG specifického proti mysimu.
Konjugat AB1-5 a ov&iho [gG specifického proti mySimu byl shromazdén ze dvou konjugaci,
ostatni konjugaty byly ziskany z jediné konjugaéni reakce.

2. Priprava agregovanych A peptida

Lidské peptidy  az 40 (AN1528; California Peptides Inc. kat. &. MEO541), 1 az 42 (AN1792;
California Peptides Inc., kat. &, ME0339 a ME0439), 25 aZ 35, a hlodavéi 1 az 42 (California
Peptides Inc., kat. & ME0218) byly za &erstva rozpustény za Gcelem pfipravy jednotlivych injek-
ci; injekce byly pFipraveny z lyofilizovanych praska, jez byly skladovany vysudené pfi
_20 °C. Takto byly tedy pridany 2 mg peptidu k 0,9 ml deionizované vody a smés byla nasledne
vortexovana az do vytvofeni relativng uniformniho roztoku nebo suspenze. V této fazi byl
z téchto &tyf jedingm rozpustym peptidem AN1528. V okamziku kdy se zacal AN1528 sraZet,
byl ptidan 100 pl alikvot 10x PBS (I1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01M fosfore¢nan sodny, pH 7.5). Sus-
penze byla poté znovu vortexovéna a inkubovana pfes noc pfi 37 °C, pfitemZ druhy den jiz
mohla byt pouzita.

P¥iprava proteinu pBx6: Expresni plazmid kodujici pBx6, coz je fizni protein skladajici se ze

100 aminokyselinové N—koncové vedouci sekvence bakteriofagni polymerazy MS-2 nasledova-
né aminokyselinami 592 az 695 z APP (BAPP), byl zkonstruovdn zpisobem popsanym
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v Oltersdorf et al., J. Biol. Chem. 265, 4492 az 4497 (1990). Plazmid byl transfekovan do E. coli
a protein byl exprimovan po indukci promotoru. Bakterie byly lyzovany v 8M mo&oving a pBx6
bylo ¢asteéné purifikovano pomoci preparativni SDS PAGE. Frakce obsahujici pBx6 byly identi-
fikovany za pouziti krali¢i polyklonalni protilatky proti pBx6 na membriné pro Westernovu
analyzu, shromazdény, zkoncentrovany pomoci zkumavky Amicon Centriprep a dialyzovany
PBS. Cistota pfipravy, uréena na SDS PAGE obarvené Coomasie Blue, byla asi 5 az 10 %.

B. Vysledky a diskuze
1. Schéma studie

Sto samic a samct (ve véku 9 az |1 mésici) heterozygotnich transgennich PDAPP mysi bylo
ziskano od Charles River Laboratory a Taconic Laboratory. Mysi byly rozdéleny do deseti skupin
a kazda skuptna byla uréena pro imunizaci odlisnymi oblastmi AB nebo APP zkombinovanymi
s Freundovym adjuvantem. Zvifata byla rozd¢lena tak, aby jejich pohlavi, stafi, pivod a zdroj
ziistaly v ramei skupiny co nejméné odli$né. Imunogeny zahrnovaly &tyfi peptidy AB odvozené
od lidské sekvence (1 az 5, | az 12, 13 aZ 28, a 33 aZ 42), kazdy konjugovany s ovéim IgG speci-
fickym proti my3imu; &tyfi agregované peptidy, lidsky 1 az 40 (AN1528), lidsky | az 42
(AN1792), lidsky 25 az 35, a hlodavéi | az 42; a fizni polypeptid (pBx6), obsahujici 592 az 695
aminokyselinové zbytky z APP. Desata skupina (kontrola) byla imunizovana PBS kombinova-
nym s adjuvantem.

Pro jednotlivé imunizace bylo 100 ug kazdého AP peptidu, rozpuiténého ve 200 ul PBS nebo
200 pg derivatu APP (pBx6) rozpusténého ve 200 pul PBS nebo PBS samotné, emulzifikovano
1:1 (objem.) s Kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA), tak aby kone&ny objem emulze
uréen€ pro prvni imunizaci byl 400 pl. Dalsi ¢tyfi imunizace probéhly s imunogenem emulzifi-
kovanym v Nekompletnim Freundové adjuvantu (IFA) a kone&na davka imunogenu byla podana
v PBS. Imunizace byly aplikovany intraperitoneélng, a to vidy po dvou tydnech (prvni tfi davky)
a poté v mésiCnich intervalech. Zvifatim byla pro méfeni titru protilitek odebirana krev vidy 4
az 7 dni po kazdé imunizaci, a to tak, Zze prvni odbér byl proveden po druhé davce. Zvifata byla
usmrcena piiblizné tyden po posledni imunizaci.

2. Hladina AP a APP v mozku

Po Ctyfech mésicich imunizace s riznymi AP peptidy nebo derivatem APP byly mozky ze zvifat
dialyzovanych solnym roztokem vyjmuty. Jedna hemisféra byla pfipravena pro imunohisto-
chemickou analyzu, druha byla pouzita pro kvantifikaci mnoZstvi AP a APP. Pro méfeni kon-
centrace riznych forem A a APP byly v 5M guanidinu homogenizovany hipokampalni, korové
a mozeckové oblasti vyjmuté hemisféry. Homogenaty byly roziedény (sériové fedéni) a nasledné
bylo zjisténo mnozstvi amyloidu nebo APP. Kvantifikace byla zaloZena na porovnéni vysledkd
ELISA testu s fadou standardi peptidd AP nebo APP 0 znamé koncentraci.

Pramérna koncentrace AP v kontrolni skupiné imunizované PBS byla 5,8krit vy3$3i v hipokampu
nez v kife (24 318 ng/g oproti 4221 ng/g). Priméma koncentrace v mozeéku (23,4 ng/g) byla
u kontrolni skupiny asi 1000krat niz$i nez v hipokampu. Tyto hladiny odpovidaji hodnotim,
které byly pro heterozygotni transgenni PDAPP my3i stejného véku publikovany dfive (Johnson—
Woods et al., 1997, viz vyse).

V mozkové kiife byly u skupin léCenych AN1792, hlodav¢i ABI az 42 nebo konjugitem A1
aZ 5 peptidu v porovnani s kontrolni skupinou, zjitény vyznamné niz3i stfedni hodnoty mnozstvi
(p <0,05) AB a AB1 az 42 (obr. 11). Stfedni hodnoty hladin celkového AP byly snizeny o 75, 79
a 61 %, a to v porovnani s kontroini skupinou. V korové oblasti zvifat z jakékoli skupiny nebyly
nalezeny Zadné souvislosti mezi hladinou Ap a titrem Ap—specifickych protilatek.

- 56 -




10

25

30

35

40

435

50

CZ 302971 B6

V ptipadé hipokampu, nebyla stfedni hodnota sniZeni mnoZstvi AP spojend s Ié¢bou AN1792 tak
velka (0 46 %, p=0,0543) jako v piipadé kiry (o 75 %, p=0,0021). Absolutni velikost této
redukce viak byla v mnohem v&tdi v hipokampu ne% v kife. Cisté snizeni bylo o 11 186 ng/g
tkané v hipokampu oproti 3171 ng/g tkané v kife. Skupiny zvifat dostavajici hlodavéi A1 az 42
nebo AB1 a2 5 vykazovaly sniZeni stfednich hodnot mnozstvi celkového AP o 36 resp. 26 %.
Diky malym mnozstvim zvifat ve skupinach a vysoké variabilité¢ hiadin amyloidniho peptidu
mezi jednotlivymi zvifaty v obou skupinach, viak nebyla tato snizeni vyznamna. Pfi méfeni hla-
din AB1 az 42 nedosahlo zadné ze zjisténych sniZeni vyznamnosti. MiZeme tedy fict, Ze diky
mendimu mnozstvi AP zité¥e v kife, jsou zmény v této mozkoveé oblasti citlivéjsim indikatorem
lécebnych a&inki. Zmény AP hladin v kiife méfené pomoci ELISA jsou podobné, ne viak iden-
tické, s vysledky obdrzenymi pfi imunohistochemické analyze (viz niZe).

Celkové mnoistvi AP bylo méfeno i v mozedku, coZ je oblast, ktera je patologii AD zasaZena
minimélng. Zadna ze stfednich hodnot koncentraci AP u Zadné ze skupin imunizovanych riiz-
nymi peptidy nebo derivitem APP nebyla odli$na od hodnot naméfenych ve stejné oblasti u kon-
troini skupiny. Tyto vysledky napovidaji, Ze nepatologické hladiny A jsou lé¢bou nezasazeny.

V kiife a v mozecku lééenych a kontrolnich my3i byly ELISA technikou uréovany i koncentrace
APP. Pro uréeni mnozstvi APP byly pouZity dvé odli¥né analyzy. Prvni, nazvana APP—a/FL,
rozezndvala APP-alfa (w, sekretovana forma, ktera vznikla st8penim uvniti AP sekvence)
a formy APP o plné délce (FL), zatimco druhy typ analyzy rozeznaval pouze APP—a. Na rozdil
od abytku AP u &asti z léCenych skupin, zistaly hladiny APP u léenych i kontrolnich zvifat nez-
ménény. Tyto vysledky ukazuji, 2e imunizace s AP peptidy nesniZzuje mnozstvi APP nebo lépe,
7¢ lédebné uginky jsou specifické pro Af.

Celkove 1ze tedy Fici, Ze hladiny AP a API az 42 v kife zvifat Ié¢enych AN1792, hlodavdi ABI
az 42 nebo APt az 5 konjugatem. byly vyznamné sniZzeny. V hipokampu do3lo k vyznamnému
snizeni AP pouze u skupiny lé¢ené AN1792. Z4dné dal$i vyznamné zmény v hladinach AR nebo
APP souvisejici s pouZitou léébou, nebyly v hipokampu, mozkové kiife nebo v mozecku pozoro-
vany.

2. Histochemické analyzy

Mozky z ¢asti zvifat z Sesti skupin byly pfipraveny na imunohistochemickou analyzu, tfi skupiny
byly imunizovany konjugaty AP peptidi AB1 az 5, APl aZ 12, a API3 az 28, dvé skupiny byly
imunizoviny s AP agregaty o plné délce AN1792 a AN1528; kontrolni skupina byla o3etfena
pouze PBS. Vysledky obrazové analyzy amyloidni zitéZe u mozkovych fezi z téchto skupin jsou
vid&t na obr. 12. Vyznamny pokles amyloidni zatéZe v porovnani s kontrolnimi zvifaty byl pozo-
rovan v korovych oblastech. Nejv&t$i snizeni amyloidni zat€Ze bylo zazmamenano u skupiny
lé¢ené AN1792 (0 97 %, p = 0,001). Vyznamnych sniZeni bylo dosaZeno také v zvifat lé¢enych
AN1528 (0 95 %, p = 0,005) a konjugatem AB! az 5 peptidu (0 67 %, p = 0,02).

Vysledky ziskané kvantifikaci celkového A3 nebo APl az 42 technikou ELISA a mnozstvi
amyloidni zatéze zjisténé obrazovou analyzou, se do jisté miry lisi. Z hodnoceni pomoci kvanti-
tativni analyzy obrazu plyne, ¥e Ié¢ba s AN1528 méla vyznamny dopad na hladinu korové amy-
loidni zatéZe, z vysledki ELISA analyz viak plyne, Zze celkova koncentrace AP zistala v této
oblasti nezménéna, Rozdil mezi témito dvéma vysledky je pravdépodobné zpisoben specifikami
jednotlivych analyz. Obrazova analyza méfi pouze nerozpustné AP, agregovan€ do plakii. ELISA
testy jsou naopak schopny méFit viechny formy A, tj. rozpustnou i nerozpustnou, monomemi
i agregovanou. Jelikoz patologie nemoci se zdd byt spojera spiSe s nerozpustnou formou AP,
asociovanou s plaky, je tedy mokné, Ze technika analyzy obrazu by v tomto ptipadé mohla podat
pfesnéjii interpretaci Gginki lé¢by. ELISA technika je v3ak rychlej3i a jednodussi analyza, a tak
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Jje pro analytické Gcely velmi vhodna a miZe dokonce odhalit zda snizeni AP, jeZ je spojené
s lébou, je vétsi u A v placich nebo u celkového AP.

Za Oc¢elem zjisténi zda AP—specificka protilatka vyvolana imunizaci pokusnych zvifat reagovala
s uloZenym mozkovym amyloidem, byla ast fezh z [é€enych i kontrolnich zvifat inkubovana
s protildtkou specifickou proti mysimu IgG. U zvifat imunizovanych konjugaty A, a to ABI
az 5, AB1 az 12, a AB13 az 28, bylo na rozdil od zvifat lééenych PBS zji$téno, Ze plaky obsahu-
Jici AP jsou pokryty endogennim [gG. TotéZ plati i pro AP agregaty plné délky (AN1792 a
AN1528). Mozky ze zvifat imunizovanych jinymi A peptidy nebo APP peptidem pBx6 nebyly
podrobeny této analyze.

3. Mefeni protilatkovych titri

Krev byla mySim odebrana vidy 4 az 7 dni po kaZzdé imunizaci, a to tak, Zze prvni odbér byl pro-
veden po druhé davce a celkovy pocet odbérii byl roven péti. Protilitkové titry byly uréeny
pomoci vazby (stanovené technikou sendvitové ELISA) protilatky proti AB1 az 42 na A1 az 42,
Jjez bylo umisténo v ,multijamkovych* (multi-well plates) miskach. Nejvyssi hodnoty protilatko-
vych titrll (méfeny byly protilatky proti AN1792) byly u t&chto &ty prostfedkd vyvolany po
Ctvrté imunizaci: AN1792 (mezni GMT: 94 467), AN1528 (mezni GMT: 88 231), konjugat AB|
az 12 (mezni GM'T: 47 216) a hlodavéi APl aZ 42 (mezni GMT: 10 776). Po paté a Sesté imuni-
zaci hodnoty titrii téchto skupin trochu poklesly. U zbyvajicich péti imunogeni bylo meznich
hodnot dosaZzeno po paté a Sesté imunizaci, i kdyZ tyto hodnoty byly v porovnani se ¢tyfmi vyse
uvedenymi skupinami mnohem nizsi: konjugat APl aZ 5 {mezni GMT: 2356), pBx6 (mezni
GMT: 1986), konjugat AP13 az 28 (mezni GMT: 1183), konjugat AB33 az 42 (mezni GMT:
658), AP25 az 35 (mezni GMT: 125). Protilatkové titry byly technikou sendvicové ELISA stano-
vovany takeé proti dal$im homolognim peptidim, konkrétné proti AB1 az 5, AP13 az 28, AB325 az
35, AP33 az 42 nebo hlodavéimu ABI az 42. Tyto titry byly skoro stejné jako v pfipadé AB1 az
42, pouze s vyjimkou hlodavéiho AB1 aZ 42, v jehoz piipadé byly protilatkové titry zhruba dva-
krat vy$$i. Hodnoty AN1792—specifického protilatkového titru u jednotlivych zvifat nebo jeho
primérné hodnoty u jednotlivych skupin nekorelovaly s di¢innosti popisovanou snifenim mnoz-
stvi Af v kife.

4. Lymfoproliferativni odpovédi

Lymfoproliferace vyvolana pritomnosti AP byla zji$tovana ve slezinnych bunkéach, shromazdé-
nych piiblizné jeden tyden po 3esté imunizaci. Cerstvé ziskané buiiky (10° na jamku) byly pésto-
vany v pritomnosti AB1 az 40 v koncentraci 5 uM/stimulaci po 5 dni. Cést bunek ze sedmi sku-
pin {celkové bylo 10 skupin) byla péstovana také v pfitomnosti reverzniho peptidu AP40 az 1.
lako pozitivni kontrola slouZily buiiky péstované v pfitomnosti T-bunék. PHA, za negativni
kontroly byly povazovany bufiky p&stované bez peptidu.

U vétsiny zvifat reagovaly lymfocyty na pfitomnost PHA proliferaci. Zadna vyznamna prolife-
race nebyla pozorovana u skupiny s AP40 az 1. Buiiky ze zvifat imunizovanych vétsimi agrego-
vanymi peptidy, AN1792, hlodavéim ARl az 42 a ANI1528 v odpovéd’ na stimulaci s AB40
mocné proliferovala, pfitemZ nejvice skupina imunizovana AN1792. Jedno zvife v kazdé skupi-
n¢ imunizovane konjugatem A1 az 12, konjugatem AP13 az 28 a AB25 35 reagovalo na aplikaci
ABL az 40 proliferaci. Ostatni skupiny imunizované konjugatem ABI az 5, konjugatem AP33 a3
42, pBx6 nebo PBS neobsahovaly Zadné zvite, jeZz by na stimulaci AR reagovalo. Tyto vysledky
jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7
Imunogen konjugat aminokyseliny v AB odpovédi
AB1-5 ano 5 0/7
AP1-12 ano 12 1/8
Ap13-28 ano 16 1/9
APB23-35 11 1/9
AP33-42 ano 10 0/10
APp1-40 40 5/8
ApB1-42 42 9/9
r Api-42 42 8/8
pBx6 0/8
PBS 0 0/8

Tyto vysledky ukazuji, Ze imunizace s AN1792 a AN1528 vedly k silnym odpovédim T-bunék,
nejspise s fenotypem CD4+, Nepfitomnost Ap—specifické odpovédi,. zprostfedkované T-butika-
mi u zvifat imunizovanych s AB1 aZ 5 nebyla pfekvapujici, protoze peptidové epitopy rozeznava-
né CD4+ T-buitkami jsou obvykle dlouhé asi 15 aminokyselin, pfestoze krati peptidy mohou
nékdy fungovat s niZ$i G&innosti. VEtsina epitopd T pomocnych bungk je v piipadé Styf konjugo-
vanych peptidd pravdépodobné navazana na IgG polovinu konjugatu a ne na AP oblast. Tuto
hypotézu podporuje velmi nizky vyskyt proliferativnich odpovédi u zvifat v téchto skupinach.
Jelikoz konjugat AB1 aZ 5 byl pfi sniZovani hladiny AP v mozku ucinny, a to i za zjevné nepfito-
mnosti AB-specifickych T-bunék, kli¢ovym faktorem v mechanismu peptidem vyvolané imunit-
ni odpovédi se zda byt protilatka.

Neptitomnost T—bun&k a nizka protilatkova odpoved’ po aplikaci peptidu pBx6 (obsahuje amino-
kyseliny 592 aZ 695 z APP, zahrnujic viechny AP zbytky) miZe byt zpisobena nizkou imuno-
genicitou konkrétniho preparatu. Nizka imunogenicita agregatu AP25 aZ 35 je pravdépodobné
zptisobena tim, Ze peptid je piili§ kratky na to, aby pro T-buiiku piedstavoval epitop schopny
pomoci vyvolat imunitni odpovéd'. Piedpokladé se, Ze konjugace tohoto proteinu s nosnym pro-
teinem by mohla zvysit jeho imunogenicitu.

PFiklad 5

Ptiprava polyklonalnich protilatek pro pasivni ochranu

[25 netransgennich mysi bylo imunizovano AP s adjuvantem a usmrceno po 4 az 5 mésicich.
Krev z kazdé mysi byla odebrana a IgG bylo izolovano od ostatnich krevnich sloZek. Protilatky
specifické pro dany imunogen mohou byt &dstedng precidtény pomoci afinitni chromatografie.
7 kazdé mysi bylo ziskano v priméru 0,5 aZ 1 mg pro imunogen specifické protilatky, coz celko-
vé znamenalo 60 az 120 mg.

Ptiklad 6

Pasivni imunizace s protilatkami proti AP

Skupinam 7 aZ 9 mési¢nich PDAPP my3i bylo injikovano v PBS 0,5 mg/mys polyklonaini proti-

latky anti-AP nebo monoklonalni protildtky anti-AP (viz nize). VSechny preparaty protilatek
byly za ulelem nizké hladiny endotoxinu pfecistény. Monoklondlni protilatky proti danému
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fragmentu mohou byt ziskany injekci fragmentu nebo delsi formy AB do mysi, piipravou hybri-
domii a jejich testovanim na protilitku, ktera se specificky vaze na pozadovany fragment AP,
aniZ by se vazala na jiné specifické fragmenty AP.

Tabulka 8

Protilatka Epitop

2H3 Af1-12
10D5 AB 1-12
266 AB13-28
21F12 Ap33-42
my3i polyklonalni proti agregovanému Ap42
proti lidskému AP42 proti agregovanému A42

Mysi byly po 4 mésice injikovany i.p. protilatkou proti AB42 nebo jinému imunogenu tak, aby
byla dosaZena hladina cirkulujicich protiltek o titru vy3§im neZ 1:1000, coz bylo m&teno pomoci
ELISA. Monitorovani titri bylo provad&no vyse uvedenym zpiisobem, a s tim, e mysi byly
usmrceny na konci 6 mésice podavani injekei. Histochemie, hladiny AB, a toxikologické analyzy
byly provedeny posmrtn€. V kazdé skuping bylo 10 mysi. Dalsi studie pasivni imunizace jsou
popsany v pFikladech 11 a 12.

Ptiklad 7
Porovnani ritznych adjuvanti

V tomto prikladu jsou za ugelem zjisténi schopnosti stimulace imunitni odpovédi porovnavéany
CFA, alum, emulze olej—voda a MPL.

A. Material a metody
l. Schéma studie

100 samic 6 tydnd starych moréat kmene Hartley (Elm Hill Breeding Laboratories, Chelmsford,
MA) bylo roztfidéno do deseti skupin za atelem imunizace pomoci AN1792 nebo jeho palmi-
toylovaného derivatu, kombinovaného sriznymi adjuvanty. Sedm skupin dostalo injekce
AN1792 (33 pg pokud neni jinak upfesnéno) v kombinaci s a) PBS, b) Freundovym adjuvantem,
¢) MPL, d) skvalen, e) MPL/skvalen, f) nizkou davkou alum, g} vysokou davkou alum (300 ug
AN1792). Dv& skupiny dostaly injekce palmitoylovaného derivatu AN1792 (33 pg) v kombinaci
s a) PBS nebo b) skvalenem. Posledni, desata skupina dostala samotné PBS bez antigenu nebo
dalsiho adjuvantu. U skupiny dostdvajici Freundiv adjuvant byla prvni davka emulzifikovana
s CFA, dalsi ¢tyfi davky s IFA. U viech skupin byl antigen podan v davce 33 pg, s vyjimkou
skupiny s vysokou davkou alum, jenZ obdrzela 300 pg AN1792. Injekee byly aplikovany intra-
peritonediné (CFA/IFA) nebo intramuskulamé (ostatni skupiny) do zadni strany kvadricepsu,
alternativn€ do levé nebo pravé. Prvni tfi davky byly aplikovany ve 14 dennich intervalech, dalsi
dvé davky mési¢né. Krev uréend pro méfeni titri byla odebirana 6 az 7 dni po kazdé imunizaci,
pfi¢emz prvni odbér probéhl po druhé davce.
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2. Piiprava imunogeni

K 2 mg AB42 (California Peptide, kat. &. MEO0339) bylo pfidano 0,9 ml deionizované vody
asmés byla nasledné vortexovana az do vytvofeni relativné uniformni suspenze. Byl ptidan
100 pl alikvot 10x PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosfore¢nan sodny, pH 7,5). Suspenze byla
poté znovu vortexovana a inkubovana ptes noc pii 37 °C, pficemz druhy den jiz mohla byt pou-
sita. Nespotfebovany APB42 byl skladovan s desikantem jako lyofilizovany prasek pii -20 °C.

Palmitoylovany derivat AN1792 byl ptipraven piipojenim anhydridu kyseliny palmitové, roz-
pusténém v dimethylformamidu, ke zbytku na aminovem konci AN1792 a poté byl nascentni
peptid z pryskyfice ziskan pomoci kyseliny fluorovodikove.

Pro piipravu smési imunogenu a Kompletniho Freundova adjuvantu (CFA) (skupina 2) bylo
33 pg AN1792 ve 200 pl PBS emulzifikovano 1:1 (objem) s CFA, pfi koneCném objemu emulze
uréené pro prvni imunizaci 400 pl. Pfipravy pro dal8i imunizace probéhly shodnym zpiisobem,
misto CFA vsak bylo pouzito IFA.

Pro ptipravu davek v MPL (skupiny 5 a 8) bylo MPL ve formé lyofilizovaného prasku (Ribi
ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, MT) pfidano k 0,2% vodnému roztoku triethylaminu
v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Poté byla sm&s vortexovana. Smés
byla nasledn& zahtita na 65 aZz 70 °C po 30 s, ¢imZ dosSlo ke vzniku mirné opaleskujici uniformni
suspenze micel. Smés byla Cerstvé namichana pro kaZdou sérii injekci. Pro kazdou injekci ve
skupiné 5 bylo v borosilikatové zkumavce tésné pted pouZitim smiseno 33 ug AN1792 v 16,5 ul
PBS, 50 pg MPL (50 ul) a 162 pl PBS.

Pro piipravu davek v slabé suspenzi olej—voda bylo AN1792 v PBS pfidano k 5% skvalenu, 0,5%
Tween 80, 0,5% Span 85 v PBS tak, aby vysledna koncentrace pro jednu davku byla 33 ug
AN1792 v 250 p! (skupina 6). Smés byla emuizifikovana prichodem pfes dvoukomorovy rucéné
ovladany pfistroj tak dlouho (15 aZ 20 oto¢ent), dokud kapitky emulze nenabyly pfibliZné stejné-
ho priméru jako standardizované gumové bublinky s primérem 1 um, coz bylo uréeno pomoci
mikroskopu. Vysledna suspenze byla opaleskujici, mlé&né bild. Emulze byly Cerstvé namichany
pro kaZdou sérii injekei. U skupiny 8 bylo ke smési skvalenu a detergenti (viz vy$e) na kazdou
davku ptidano 50 pg MPL v 0,2% triethylaminu. Smés byla poté emulzifikovana jak bylo popsa-
no vyse. U palmitoylovaného derivatu (skupina 7) bylo ke skvalenu pfidano 33 g palmitoyl—
NH-AB1—42 na davku a smés byla vortexovana. Poté byly pfidiny Tween 80 a Span 85 a smés
byla vortexovana. K této smési byl pfiddn PBS tak, aby vysledné koncentrace byly: skvalen 5 %,
Tween 80 0,5 %, a Span 85 0,5 %. Smés byla poté emulzifikovana jak bylo popsano vyse.

Pro pripravu davek s alum (skupiny 9 a 10) byl k Alhydrogelu (gel hydroxidu hlinitého, Accura-
te, Westbury, NY) piidin AN1792 v PBS tak, aby vysledné koncentrace byly 33 ug (nizka
davka, skupina 9) nebo 300 pg (vysoka davka, skupina 10) na 5 mg alum pfi vysledném objernu
davky 250 pl. Suspenze byla po 4 h jemn& michana pfi pokojové teploté.

3. Méfeni protilatkovych titri

Krev byla mor&atim odebirina 6 az 7 dni po kazdé imunizaci, pfi¢emz prvni odbér probéhl po
druhé imunizaci, s tim, Ze odbéry byly celkem &tyfi. Titry protilatek proti AB42 byly méfeny
technikou ELISA (viz Vieobecny material a metody).

4. Tkaitiové preparace

Asi po 14 dnech byla viechna mordata usmrcena aplikaci CO,. Mozkomi3ni mok byl od&erpan,

mozky byly vyjmuty a poté nasledovala izolace tfi mozkovych oblasti (hipokampus, kiira
a mozedek), které byly dale pouzity k méFeni celkové koncentrace A proteinu technikou ELISA.
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B. Vysledky
1. Protilatkové odpovédi

Pfi méfeni protilaitkové odpovédi po imunizaci s ANi792 byl u riznych adjuvantd z)istén
v potencich velky rozdil. Jak je vidét na obr. |4, po aplikaci AN1792 v PBS nebyla po dvou &i
tfech imunizacich zjisténa v krvi zadna protilatka. Zanedbatelnou odpovéd’ bylo mozno detekovat
az po Ctvrté a paté davee, pfitemz geometrické priméry titrd (GMTs) dosahovaly hodnot pouze
okolo 45. Emuize olej—voda vyvolala po tfeti davce mimé zvySeni (GMT 255), které bylo zacho-
vano i po Ctvrté davee (GMT 301), ale kleslo po konecné davee (GMT 54). Jasni antigenni kon-
centracni zavislost byla nalezena u AN1792 vazaného na alum, kdy aplikace 300 pg antigenu
méla ve viech méfenych ¢asovych bodech vétsi imunogenni Gginek nez aplikace 33 pg. V bodé
nejvyssi protilatkove odpovédi, tj. po &tvrté imunizaci, byly rozdily mezi davkami 43 % s GMTs
okolo 1940 (33 pg) a 3400 (300 pg). Protilatkova odpovéd’ na 33 pug AN1792 s MPL byla velmi
podobna té, jez byla pozorovana u vice nez desetinasobného mnozstvi antigenu (300 pg) vazané-
ho v alum. Pfidani MPL k emulzi olej-voda sniZzilo potenci tohoto prostiedku v porovnani s pro-
stfedkem obsahujicim jako jediny adjuvant MPL o 75 %. Palmitoylovany derivat AN1792 byl pti
podani v PBS naprosto neimunogenni, pii podani v emulzi olej-voda vykazoval mimé imuno-
genni pusobeni s GMTs 340 (po ¢tvrté davee) a 105 (po paté davee). Nejvyssich protilatkovych
titrit bylo docileno s Freundovym adjuvantem s nejvy$§im GMT okolo 87 000, coz je hodnota
bezmala 30krat vy3si nez GMTs dvou dal3ich nejuinnéjsich prostfedk, MPL a vysoké davka
AN1792/alum.

Nejslibnéji vypadajicimi adjuvanty, identifikovanymi v této studii jsou MPL a alum. Z téchto
dvou vypada lépe MPL, protoZe pro dosaZeni stejného ac¢inku bylo zapotiebi |0krat nizsi davky
antigenu neZ v ptipadé alum. Odpovéd’ miZe byt zvySena zvysenim davky antigenu a/nebo adju-
vantu a takeé optimalizaci imuniza¢niho postupu. Emulze olej—voda byla v pripadé AN1792 velmi
slabym adjuvantem a jeji pfidani k MPL mélo za nasledek vymizeni adjuvanéni schopnosti
samotného MPL.

2. Hladiny AB v mozku

Castem zvitat ze skupin imunizovanych Freundovym adjuvantem (skupina 2), MPL (skupina 5),
alum o vysoké davce, 300 ug AN1792 (skupina 10) a kontrolni skupina imunizovana PBS (sku-
pina 3) byl zhruba po &trnacti tydnech pii hluboké narkéze odebran mozkomisni mok (CSF) a
poté jim byly vyjmuty mozky. Pro méfeni koncentrace Af3 peptidi byly v 5M guanidinu homo-
genizovany hipokampdlni, korové a mozetkové oblasti jedné z vyjmutych hemisfér. Kvantifikace
byla zaloZena na porovnani vysledkii ELISA testi s fadou standardid peptidd AP o znimé kon-
centraci. Hladiny proteinu AP v hipokampu, kiife a mozecku byly, nehledé na rozdilné protilitko-
vé odpovédi proti AP vyvolané témito prostfedky, u viech &ty skupin velmi podobné. Priméma
mnoZstvi AP byla v hipokampu 25 ng/g tkang, v kiife 21 ng/g tkang, a v moze&ku 12 ng/g tkang,
Pfitomnost vysokého titru protilatek proti Af po skoro tii mésice tak u nékterych zvirat nezméni-
la celkové mnoZstvi AR v mozku. Mnozstvi AR v CSF bylo u riznych skupin také podobné.
Nepritomnost vétsiho imunizaéniho G€inku AN1792 na endogenni AP naznaduje, ¢ odpovéd’ je
zaméfena na patologickou tvorbu AR,

Ptiklad 8
Imunitni odpovéd’ na riizné adjuvanty méfena u mysi
V této studii byly pouZivany Sest tydni staré samice my3i Swiss Webster, 10 az 13 zvifat/skupi-

nu. Imunizace probihaly ve dnech 0, 14, 28, 60, 90 a 200, pfi¢emz aplikace probihala subkutanné,
s objemem jedné davky 200 pl. Jako pufr byl u viech prostfedki pouZit PBS. Zviratim byla pro
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méfeni titru protilatek ELISA testem odebirana krev sedm dni po kazdé imunizaci a to tak, Ze
prvni odbér byl proveden po druhé davce. Léebné prostupy pro kazdou skupinu jsou shrnuty

v tabulce 9.

Tabulka 9

Skupina N*
1 10
2 10
3 10
4 13
5 13
6 13
7 10
8 10
9 10
10 10
11 10
12 13
13 10
14 10
15 10
16 13
17 13
18 13
19 13

b

Adj uvant®
MPL
MPL
MPL
MPL
MPL
MPL
PBS

PBS
Skvalen
Skvalen+

Alum 2 mg

MPL
+ Alum

QS-21
QS-21
Qs-21
QS-21
Qs-21

Qs-21
+ MPL

QSs-21
+ Alum

Dévka
12,5 ug
25 ug
50 ug
125 pg
50 pg

50 pg

5%

5%

50 pg/2 mg

S pg

10 ng

25 AN1792
25 AN1792

25 AN1792

25 ug/50ug

25 ug/2mg

Poget mysi ve skupiné pfi zahdjeni pokusu
Adjuvanty jsou zminény. Pufrem ve viech prostiedcich byl PBS. Ve skupiné 8 nebyl Zadny

adjuvant ani antigen.
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Antigen Déavka(ug)

AN1792
AN1792
AN1792
AN1792
AN1792
AN1528
AN1792
Zadny
AN1792
AN1792
AN1792

AN1792

AN1792
AN1792
AN1792
AN1792
ANI1528

AN1792

AN1792

33

33

33

33

150

33

33

33

33
i3
150

33

33

33
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Titry protilatek proti AB42 (uréené pomoci ELISA) pro kaZdou skupinu, jsou uvedeny v tabulce

10.

Tabulka 10

Geometrické priméry protilatkovych titrii

Tydny odbéru krve .
Skupina 2,9 5,0 8,7
1 248 1797 2577
2 598 3114 3984
3 1372 5000 7159
4 1278 20791 14368
5 3288 26242 13229
6 61 2536 2301
7 37 395 484
8 25 25 25
9 25 183 744
10 25 89 31
11 29 708 2618
12 198 1458 1079
13 38 433 566
14 104 541 3247
15 212 2630 2472
16 183 2616 6680
17 28 201 375
18 31699 15544 23095
19 63 243 554

Tabulka ukazuje, Ze nejvyssi titry byly obdrzeny u skupin 4, 5 a 18, ve kterych byly adjuvanty

125 pg MPL, 50 pg MPL a QS-21 s MPL.

12,9
6180
5287

12333

20097
9315
1442
972
25

952
513

2165
612
1080
1609
1224
2085
222
6412

299

16,7
4177
6878
12781
25631
23742
4504
2149
25

1823
817

3666
797
626
838
1496
1631
1540
9059

441
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Piiklad 9
Lé¥ebna ucinnost riznych adjuvanti

Studie terapeutické Ginnosti adjuvantt vhodnych pro uziti u lidi byla provadéna na transgennich
PDAPP mysich, za Géelem stanoveni jejich schopnosti potenciovat imunitni odpovéd’ proti AR
a vyvolat imunitou zprostfedkované odstranéni amyloidnich usazenin v mozku.

180 samic a samctl heterozygotnich transgennich PDAPP mysi, ve véku od 7.5 do 8,5 mésici
bylo ziskano z Charles River Laboratories. My3i byly rozttidény do deviti skupin (15 a2 23 zvifat
ve skupiné) a imunizovdny AN1792 nebo AN1528 v kombinaci s riznymi adjuvanty. Zvifata
byla rozdélena tak, aby jejich pohlavi, stafi a piivod ziistaly v ramci skupiny co nejméné odlisné.
Adjuvanty zahmovaly alum, MPL, a QS-21, ka?dy znich kombinovany sob&ma antigeny,
a Freundiv adjuvant (FA) kombinovany pouze s AN1792. Dal3i skupina byla imunizovana
s AN1792 piipraveném v PBS s thiomersalem a neobsahoval adjuvant. Devita skupina byla imu-
nizovana pouze samotnym PBS a pfedstavovala negativni kontrolu.

Priprava agregovanych AP peptidi: lidsky AB11 az 40 (AN1528; California Peptides Inc., Napa,
CA; kat. &. ME0541) a lidsky AB1 az 42 (AN1792; California Peptides Inc., Napa, CA; Kat. &.
MEO0439) peptid byly pfi pfipravé kazdé série injekci Zerstvé rozpustény z lyofilizovanych
praskil, které byly skladovany vysusené péi —20 °C. Poté byly ptidany 2 mg peptidu k 0.9 ml
deinoizované vody a smés byla nasledné vortexovana aZz do vytvofeni relativné uniformniho
roztoku nebo suspenze. V tomto kroku byl rozpustny pouze ANI528. V okamziku kdy se
AN1528 zacal srizet byl pfidan 100pul alikvot 10x PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,0iM fosfore¢nan
sodny, pH 7,5). Suspenze byly poté znovu vortexovany a inkubovany pfes noc pfi 37 °C, pfiCemz
druhy den jiz mohly byt pouzity. Pro pfipravu davek s alum (skupiny 5 a 9) byl k Alhydrogelu
(2% vodny gel hydroxidu hlinitého, Sargeant, Inc., Clifton, NJ) piidan AP peptid v PBS tak, aby
vysledné koncentrace byla 100 ug AP peptidu na 1 mg alum. 10x PBS byl poté pfidan tak, aby ve
vysledném objemu dévky 200 pl figuroval jako 1x PBS. Suspenze byla pfed injekci po 4 h jemné
michana pfi pokojové teploté.

Pro piipravu davek v MPL (skupiny 2 a 6), bylo MPL ve formé lyofilizovaného prasku (Ribi
ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, MT) pfidano k 0,2% vodnému roztoku triethylaminu
v takovém mnoistvi, aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Poté byla smés vortexovana. Smes
byla nasledné ohtata na 65 az 70 °C po 30 s, &imz doslo ke vzniku mirné opaleskujici uniformni
suspenze micel. Roztok byl skladovan pii 4 °C. Pro kazdou sérii injekei bylo v borosilikatové
zkumavce tésné pred pouzitim smiSeno pro jednu davku 100 pg peptidu v 50 ui PBS, 50 pg MPL
(50 ul)a 100 p! PBS.

Pro pripravu davek v QS-21 (skupiny 3 a 7), bylo QS-21 ve formé lyofilizovaného prasku
(Aquila, MA; kat. &. A7018R) piidano k PBS, pH 6,6 aZ 6,7, v takovém mnoZstvi, aby vysledna
koncentrace byla 1 mg/ml. Poté byla smés vortexovana. Roztok byl skiadova pti -20 °C. Pro
kazdou sérii injekci bylo v borosilikitové zkumavce t&sné pfed pouzitim smiSeno pro jednu
davku 100 pug peptidu v 50 pl PBS, 25 pug QS-21 v 25 pl a 125 pl PBS.

Pro ptipravu davek s Freundovym adjuvantem (skupina 4) bylo 100 ug AN1792 ve 200 ul PBS
bylo emulzifikovdno 1:1 (objem) s kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA) pii konecném
objemu emulze pro prvni imunizaci 400 pl. P¥ipravy pro dalii imunizace probéhly shodnym zpii-
sobem, misto CFA viak bylo pouzito IFA. Pro prostfedky obsahujici alum, MPL nebo QS-21
bylo AN1792 (100 ug/davku) nebo AN1528 (100 pg/davku) smichano s alum (1 mg/davku) nebo
s MPL (50 pg/davku) nebo s QS-21 (25 pg/davku) tak, aby kone&ny objem v PBS byl 200 pl.
Tyto prostfedky byly aplikovany nao¢kovénim pod kiZi mezi lopatkami. U skupiny s FA bylo
100 ug AN1792 emulzifikovano 1:1 (objem) s kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA) pfi

-65-



20

3¢

CZ 302971 Bé6

konetném objemu 400 ul. Prvni imunizace probéhla intraperitonealnim podanim, pfidemZ nés-
ledné posilovaci injekce (5 davek) obsahovaly stejné mnoZstvi imunogenu, misto CFA viak bylo
pouzito IFA. U skupiny, jiz byl podan AN1792 bez adjuvantu bylo 10 ug AN1792 smichano
s 5 ug thiomersalu tak, aby koneény objem v PBS byl 50 pl. Tento prostfedek byl aplikovan sub-
kutanng. Devata, kontrolni skupina dostala subkutinné pouze 200 pl PBS. Imunizace probihaly u
prvrich tfi davek ve Ctrnactidennich intervalech a poté po mési¢nich intervalech v 0, 16, 28, 56,
85 a 112 den. Zvitatim byla pro méfeni titru protilatek ELISA testem odebirana krev 3est az
sedm dni po kaZzdé imunizaci, a to tak, Ze prvni odbé&r byl proveden po druhé davce. Zvitata byla
usmrcena pfiblizné jeden tyden po posledni davce. Hiadiny A a APP v mozku byly stanoveny
pomoci ELISA testu a pomoci imunohistochemického vyhodnoceni pfitomnosti amyloidnich
plaki v mozkovych fezech. Dale byly uréeny titry AP-specifickych protilatek a proliferativni a
cytokinové odpovédi zavislé na AR,

Tabulka 10 ukazuje, Ze nejvyssi protilatkove titry proti AB1-42 byly vyvolany s AN1792 ve FA,
pfitemZ meznich hodnot bylo dosaZeno po étvrté imunizaci (mezni GMT: 75 386), s tim, Ze po
posledni, Sesté imunizaci poklesla tato hodnota o 59 %. Nejvyssi protilatkovy titr vyvolany
AN1792 s MPL byl v porovnani s FA 0 62 % niz3i (mezni GMT: 28 867), meznich hodnot bylo
dosaZeno po teti imunizaci s tim, Ze po Sesté imunizaci poklesia tato hodnota na 28 % mezniho
GMT. Nejvyssi protiltkovy titr vyvolany AN1792 s QS-21 (GMT: 1511) byl v porovnani
s MPL 5krit niZsi. Kinetiky odpovédi byly pomalejsi, protoZe k dosazeni mezich hodnot odpové-
di bylo zapotfebi dodatenych imunizaci. Titry vyvolané na alum vazanymi AN1792 piekroéo-
valy jen o malo titry ziskané s QS-21, pfiGemz kinetika odpovédi byla rychlejsi. U AN1792 apli-
kovaného v PBS s thiomersalem byla frekvence a velikost titrii jen o malo vétsi nez u samotného
PBS. Nejvétsi titry vyvolané u MPL s AN1528 (mezni GMT: 3 099) byly p¥iblizné 9krat niz&i
neZ s AN1792. AN1528 vézany v alum byl jen slab& imunogenni a déval nizké titry, a to jesté jen
u nékterych zvifat. U kontrolnich zvifat imunizovanych jen PBS nebyly pozoroviny 24dné proti-
latkove odpovédi.

Tabulka 11
Geometrické priméry protilatkovych titro®

Tydny odbéru krve

Létba 33 5,0 9,0 13,0 17,0
Alum/ 102 1081 2366 1083 572
AN1792 (1221)® (17/20) (21721) (19721) (18/21)
MPL/ 6241 28867 11242 5665 8204
AN1792 (2121) (21/21) (2121) (20/20) (20120)
QS-21/ 30 227 327 1511 1188
AN1792 (1/20) (10119) (10/19) (17/18) (14/18)
CFA/ 10076 61279 75386 41628 30574
AN1792 (15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)
Alum/ 25 33 39 37 31
AN1528 (0/21) (1/21) (3/20) (1/20) (2/20)
MPL/ 184 2591 1653 1156 3099

ANI528 (1521) (20/21) (2121 (20/20) (20720)
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QS-21/ 29 221 51 820 2994
AN1528 (1/22) (13722) (4/22) (20/22) (21722)
PBS+ 25 33 39 37 47
Thiomersal (0/16) (2/16) (4/16) (3/16) (4/16)
PBS 25 25 25 25 25
(0/16) (0/16) (0/15) (0/12) (0/16)

Geometrické priméry protilatkovych titrit méfené proti AB1-—42
®  Mnozstvi reagujicich zvifat ve skupiné
Uginky lésby AN1792 nebo AN 1528 spolu s riiznymi adjuvanty nebo s thiomersalem na korovou
amyloidni zat&Z u dvanictimési€nich my3i, uréené metodou ELISA, jsou zobrazeny na obr. 15.
U kontrolnich PDAPP mysi byly sttedni hodnoty celkového AB v kiife ve dvanactém mésici
1871 ng/g. Vyznamné sniené hladiny AP byly pozorovany u mysi léenych AN1792
s CFA/IFA, AN1792 salum, AN1792 s MPL a AN1792 s QS-21. SniZeni doséhlo statisticke
vyznamnosti na hlading p < 0,05 pouze v pfipadé AN1792 s CFA/IFA. Nicmeng, jak je popsano
v ptikladech 1 a 3, redukce hladin AP nasledkem imunizace u 15 a 18 mésicich mysi nabyla pos-
tupné na sile. Predpoklada se tedy, Ze dal3i prosttedky, zvlasteé AN1792 s alum, AN1792s MPL a
AN1792 s QS-21 poskytnou pii 168bé starsich my3i pozitivngjsi vysledky. Naproti tomu,
AN1792 s konzervaéni latkou thiomersalem vyvolal skoro stejnou hladinu AP jako samotné PBS.
Obdobné vysledky byly ziskany v piipadé srovndni korovych hladin AB42. Primérma hladina
AP42 u PBS kontrol byla 1624 ng/g. Vyznamné sniZeni primérmych hladin bylo zjisténo u mys3i
lé¢enych AN1792 sCFA/IFA (403 ng/g), AN1792 salum (1149 ng/g), AN1792 s MPL
(620 ng/g) a u AN1792 s QS-21 (714 ng/g), piicemZ sniZeni dosahlo v piipadé skupiny léené
AN1792 s CFA/IFA statistické vyznamnosti na hlading p = 0,05. Primérné hladina AP42 u mysi
létenych AN1792 s thiomersalem byla 1619 ng/g.

Ptiklad 10
Analyzy toxicity

Po ukondeni studii popsanych v ptikladech 2, 3 a 7 byly tkdn& shromazdény pro histopatologické
prozkoumani. U krevnich vzorkil z pfikladu 3 a 4 byly provedeny jesté hematologicke a klinické
testy. Prozkouména byla vétSina hlavnich orgind jako jsou mozek, plice, lymfatické tkang,
gastrointestinalni trakt, jatra, ledviny, nadledvinky a gonady. Krom¢ sporadickych Iézi u zvifat
1ééenych AN1792 nebyly mezi lé¢enymi a intaktnimi zvifaty pozorovany zadné zjevné rozdily
v poskozeni tkani nebo vaZnosti lézi. U zvitat imunizovanych AN1528 nebyly v porovnani se
zvifaty léenymi PBS nebo nelédenymi zvifaty zaznamendny Zadné zvlastni histopatologické
léze. Zadné rozdily nebyly nalezeny ani pfi porovnani klinickych chemickych testd mezi skupi-
nami zvifat s adjuvanty a s PBS (piiklad 6). Atkoli dodlo k vyznamnému zvySeni nékterych
hematologickych parametrii u zvifat 1é¢enych AN1792 s Freundovym adjuvantem v porovnani se
zvitaty 1étenymi PBS (p¥iklad 6), toto pisobeni bylo moZno ptisoudit G&inku Freundova adju-
vantu a doprovodné peritonitidé, a neimplikuje Zadné nepfiznivé lé¢by s AN1792. Pro posouzeni
dopadu Iéteni byly u PDAFP my3i dikiadng¢ prozkoumany i pfipadné patologické zmény
v mozku. Zadny nepfiznivy idinek é8by na morfologii mozku nebyl viak v Zidné 2 téchto studii
zaznamenan. Tyto vysledky naznaduji, Ze léEba s AN1792 je dobie ptijimana a neprovazeji ji
zadné vedlejdi u¢inky (alespofi ne zasadni).

Priklad 11

Lécba protilatkami proti AP
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Pokusy popisované v této &asti byly provedeny proto, aby bylo mo#no urgit schopnosti riznych
monoklonalnich a polyklonalnich protilatek proti AB v inhibici hromadéni AB v mozku hetero-
zygotnich transgennich mysi.

A. Studie 1
1. Schéma studie

60 samic a samcd heterozygotnich transgennich PDAPP mysi, ve v&€ku od 8,5 do 10,5 mésici
bylo ziskano z Charles River Laboratories. Mysi byly rozifidény do 3esti skupin vystavenych
pisobeni riiznych protilatek proti AB. Zvitata byla rozdélena tak, aby jejich pohlavi, stafi a pavod
zZiistaly v ramei skupiny co nejméné odli¥né. Jak je vidét z tabulky 12, zahrnovaly protilatky étyii
my3i monoklonalni protilitky specifické proti AB, 2113 (zacileni na AB zbytky 1 az 12), 10DS
(zacilena na AP zbytky 1 az 16), 266 (zacilen4 na AB zbytky 13 a2 28 a vazajici se na monomer-
ni, ale ne na agregovanou, formu AN1792), 21F12 (zacilen4 na AP zbytky 33 az 42). Pata skupi-
na byla lécena frakei polyklonalni protilatky specifické proti A[ (ptipravené imunizaci agregova-
nym AN1792). Skupina pfedstavujici negativni kontrolu dostivala pouze PBS bez protilatky.

Monoklonalni protilatky byly injikovany v davce okolo 10 mg/kg (za pfedpokiadu, e mysi
vazily 50 g). Injekce byly aplikovany intraperitonealné kazdy sedmy den tak, aby titry anti-Ap
byly udrzovany nad 1000. PiestoZe byly namé&feny nizi titry u mAb 266, zfejmé z davodu $patné
vazby na agregovany AN1792, stejny ddvkovaci postup byl pouZivan pro celou skupinu. Skupina
dostdvajici monoklonalni protilatku 2H3 byla z pokusu vyfazena béhem prvnich tfi tydni, proto-
Z¢ protilatka byla in vivo pfilis rychle odbouravana. Pro méfeni protilatkovych titri byla zvitatim
odebirana krev vzdy pred kaZdou davkou. Létba probihala 6 mésich, celkové po 196 dni. Zvifata
byla usmrcena jeden tyden po posledni davce.

Tabulka 12

Experimentalni stavba studie 006

Lécebnd N'  Lé&ebna Specifita Izotyp
skupina protilitka protilitky protilitky
1 9 idné NA® NA
{(samotné
PBS)
2 10 polyklonalni Ap1-42 smidené
3 0 mAb“2H3 AB1-12 1gGl
4 8 mAb 10D35 ABl-16 IgG1
5 6 mAb 266 AP13-28 IgG1
6 8 mAb 21F12 Ap33-42 IgG2a

Pocet my3i ve skupiné pti skonéeni pokusu. Viechny skupiny mély na pocatku 10 zvirat
NA: neméfitelna
mAb: monoklonalni protilatka

c
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2. Material a metody
b. Pfiprava protilatek

Polyklonalni protiltka proti AP byla pfipravena z krve ziskané ze dvou skupin zvifat. Prvni sku-
pina byla sloZena ze 100 samic my3{ Swiss Webster, 6 az 8 tydni starych, které byly v dny 0, 15,
a 29 imunizovany 100 ug AN1792 s CFA/IFA. Ctvrté injekee, jez obsahovala polovicni davku
AN1792 byla podéna 36. den. Zvitata byla po usmrceni (42. den) zbavena krve, z niz bylo pak
izolovdno sérum. Séra viech zvifat byla smiSena (celkovy objem 64 mi). Druhd skupina byla
slozena ze 24 samic izogennich s PDAPP my3mi, ale netransfekovanych lidskym APP genem,
6 a2 9 tydni starych, které byly v dny 0, 14, 28 a 56 imunizovany 100 ug AN1792 s CFA/IFA.
Zvitata byla po usmrceni (63. den) zbavena krve, z niZ bylo pak izolovano sérum. Séra v3ech
zviFat byla smiena (celkovy objem 14 ml). Séra z obou skupin byla smi%ena. Protildtkova frakce
byla ptedisténa ve dvou naslednych sraZecich krocich pomoci 50% nasyceného siranu amonncho.
Vysledné sraZenina byla dialyzovana PBS a testovana na vyskyt endotoxinu. Hladina endotoxinu
byla mensi nez 1 EU/mg.

Monoklonalni protilatky proti AB byly pfipraveny z ascitové tekutiny. Ledové vychlazena ascito-
vé tekutina byla za michéani na ledu nejprve zbavena lipidil pridanim koncentrovaného dextran-
sulfatu sodného s vyslednou koncentraci 0,238 %. Za neustalého michéani pfidéan koncentrovany
CaCl, a2 k dosaZeni vysledné koncentrace 64mM. Roztok byl centrifugovan pii 10000 x g a
vznikly pelet byl poté odstranén. K supernatantu byl na ledu kapanim pfidan stejny objem nasy-
ceného siranu amonného. Roztok byl znovu centrifugovéan pfi 10000 x g a vznikly pelet byl poté
odstranén. Pelet byl resuspendovan a dialyzovan 20mM Tris-HCI, 0,4M NaCl, pH 7,5. Tato
frakce byla nanesena na kolonu Pharmacia FPLC Sepharose Q a vyluhovana reverznim gradien-
tem od 0,4M do 0,275M NaCl v 20mM Tris—HCI, pH 7,5.

Frakce s maximalnim obsahem protilatky byla po uréeni méfenim absorbance pfi 280 nm shro-
mazdéna. V preparatu obsahujicim ogiténou protilatku byla zméfena metodou BCA koncentrace
proteinu a jeho &istota pomoci SDS-PAGE. V preparitu byl zjistovan také obsah endotoxinu.
Hladina endotoxinu byla mensi nez | EU/mg. Titry mensi nez 100 byly vyhodnoceny jako titry
s hodnotou 25.

3. Hladiny AP a APP v mozku

Po asi Sesti mésicich 16¢by s riiznymi preparaty protilatek anti-Af byly ze zvifat mozky vyjmuty
a promyvany solnym roztokem. Jedna hemisféra byla ptipravena pro imunohistochemickou ana-
lyzu, druha byla pouzita pro kvantifikaci mnozstvi AP a APP. Pro méfeni koncentrace riznych
forem AP a APP byly v 5M guanidinu homogenizovany hipokampélni, korové a mozeckove
oblasti vyjmuté hemisféry. Homogenaty byly rozfedény {sériové Fedéni) a nasledng bylo zjidténo
mnozstvi amyloidu nebo APP. Kvantifikace byla zaloZena na porovnani vysledkii ELISA testi s
fadou standardii peptidi AP nebo APP o znamé koncentraci.

Mnoizstvi celkového AP a APl aZ 42, m&fené metodou ELISA v homogendtech mozkové kiry,
hipokampu a moze&ku jsou uvedeny v tabulkich 11, 12 a 13. Sttedni hodnota koncentrace celko-
vého AP v kontrolni skuping, naotkované PBS, byly 3,6krat vy3si v hipokampu (stfedni hodnota
63 389 ng/g) neZ v kiife (stfedni hodnota 17 818 ng/g). Stfedni hodnota v mozecku z kontrolni
skupiny (30,6 ng/g) byla vice nez 2000krat niZ3i nez hodnota v hipokampu. Tyto hladiny odpovi-
daji hodnotam, které byly pro heterozygotni transgenni PDAPP my3i stejného véku publikovany
drive (Johnson—Woods et al., 1997).

V kiife vykazovala jedna skupina (zvifata, jimz byla aplikovana polykionalni protilatka anti-Ab)

sttedni hodnotu mnozstvi AP, méfeného jako AB1 aZ 42, ktera se vyznamn lisila od hodnot Kon-
trolni skupiny (p < 0,05) (tabulka 13). St¥edni hodnota hladiny AP aZ 42 byla u této skupiny sni-
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Zena v porovnani s kontrolni skupinou o 65 %. Sttedni hodnota hladin A1 az 42 byla v porovna-
ni s kontrolni skupinou vyznamné snizena (o 55 %) také v dalsi testované skuping (zvifata, jimz
byla aplikovana mAb 10D5, p = 0,0433).

V hipokampu nebyla stfedni sniZeni celkového AR (o0 50 %, p=0,0055), Jjez byla spojena
s pasobenim polyklonalni protilatky anti-Ab, tak velka jako v kiife (0 65 %) (tabulka 14). Abso-
lutni velikost poklesu byla viak vhipokampu ve srovnani skiirou 3krat vétsi (pokies o
31683 ng/g tkané v hipokampu oproti |1 658 ng/g tkan& v kiie). V pfipadé méfeni hladiny AR
az 42 (vice amyloidogenni forma AP), spiSe nez celkového AP, dosahlo sniZeni s polyklonalni
protilatkou vyznamnosti (p = 0,0025). Stfedni hladiny u skupin lé&enych monoklonalnimi proti-
litkami 10D5 a 266 byly sniZeny o 33 respektive 21 %.

Celkovy AB byl méfen i v mozecku (tabulka 16). Skupiny, jimz byla aplikovana polyklondlni
protilatka anti-Ab a mAb 266 vykazovaly vyznamné sniZeni hladin celkového AB(o43 ao
46 %, p=0,0033 a p = 0,0184), u skupiny lécené 10D5 bylo zjisténo bezmala vyznamné sniZeni
(023 %, p=0.0675).

Metodou ELISA byly v kitfe a v mozecku zvitat Ié€enych protilstkami a kontrolnich (pouze PBS)
zjistovany i koncentrace APP. Pro stanoveni APP byly pouzity dvé riizné analyzy. Prvni, ozna-
Cena APP—o/FL, rozeznivala APP-o (a, sekretovana forma APP, kteri byla vystipnuta z A
sekvence) a formy APP o piné délce (FL), pfi¢emz druha rozeznava pouze APP—a. na rozdil od
snizeni hladiny AP, pozorované u &asti légenych zvifat, zistaly hladiny APP v porovnani
s kontrolami prakticky nezménény. Tyto vysledky naznaguji, e
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imunizace protilatkami proti AP zpiisobuje snizuje hladinu AP, aniZ by piisobilo sniZeni hladiny

APP.
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Zavérem lze Fici, ze k vyznamnému sniZeni hladin AP doslo u zvirat lé€enych polyklonélni proti-
latkou pripravenou imunizaci s AN1792 v mozkové kiie, hipokampu a v mozecku. Lééebné
ucinky v men3i mife prokazaly i monoklonaini protilatky proti &dsti aminového konce APl az 42,
konkrétné proti aminokyselinam | az 16 a 13 a2 28,

4. Histochemické analyzy

U &asti mysich mozki ze skupin 1é&enych PBS, polyklonalni AB42, 21F12, 266 a 10D5 byla
kvalitativné porovnavana morfologie Ap—imunoreaktivnich plakii s tou u zvifat z piedchozich
experimenti, jez dodrzovaly standardni imunizaéni postupy s AB42.

Nejvéti zména, a to jak v rozsahu, tak i ve vzhledu amyloidnich plakii, byla pozorovéna u zvitat
imunizovanych polyklonalni protilitkou proti AB42. Snizeni amyloidni zatéZe, rozru$ena mor-
fologie plaku a bunééné zprostiedkovana AP imunoreaktivita blizce pfipominaly O&inky dosa-
zen¢ standardni imunizaéni procedurou. Tato zjisténi souhlasi s vysledky docilenymi ELISA
testy, pfi kterych bylo po aplikaci polyklonalni protilatky proti AB42 zaznamenano vyznamné
sniZzeni celkového AP a AR42.

V piipadé skupiny vystavené plisobeni 10D5 bylo také dosazeno sniFeni amyloidni zitéze a zmén
morfologie plaku, spolu se znaimkami bunéné AP imunoreaktivity. V porovnani s PBS kontro-
lami nebyly u skupin [é¢enych 21F12 a 266 zjistény zadné vétsi rozdily.

5. Méieni protilatkovych titri

Tiem mySim nahodné vybranym z kazdé skupiny byla vzdy pred kazdou intraperitonedlni aplika-
ci odebrana krev (celkové 30 odberi). Protilatkové titry byly ureny pomoci vazby, stanovené
technikou sendvitové ELISA) protilatky proti ARl as 42 na ABl az 42, jeZ bylo umisténo
v plastovych vicejamkovych (multi-well plates) miskach (detailnéji viz Vieobecny material a
metody). Primémé titry polyklonalnich protildtek a monoklonalnich protilatek 10D5 a 21F12 pro
kazdy odbér jsou ukdzany na obr. 16 a% 18. V piipadé polyklonalnich protilatek mély titry
v priméru hodnotu i:1000, pfi¢emz v ptipadé monoklonalnich protilitek 10D5 a 21F12 byly
lehce nad touto hodnotou.

6. Lymfoproliferativni odpovédi

Lymfoproliferace vyvolana pritomnosti AB byla zji¥fovéna ve slezinnych bufikéch, shromazdg-
nych pfiblizné osm dni po posledni imunizaci. Cerstvé ziskané butiky (10° na jamku) byly pésto-
vany v pfitomnosti AB1-40 v koncentraci § pM/stimulaci po 5 dni. Jako pozitivni kontrola slou-
Zily buiiky péstované v pfitomnosti mitogenu T—bunék, PHA, za negativni kontrolu byly povazo-
vany buriky péstované bez peptidu.

Splenocyty ze starych PDAPP my§i, pasivné imunizovanych riznymi protilitkami anti-AP byly
invitro stimulovany AN1792, natez byly méfeny proliferativni a cytokinové odpovédi. Cilem
téchto analyz bylo zjistit zda pasivni imunizace podporuje predkladani antigenu a vybavuje tak
pro AN1792 specifické odpovédi T-bunék. U mysi pasivné imunizovanych protitatkami proti AR
nebyly zjistény zidné AN1792-specifické proliferativni a cytokinové odpovédi.

B. Studie 2

V druhé studii byla opakovana 1é¢ba protilitkou 10D5, pficemz byly testovany jests dvé dalsi
monoklonalni protilatky, 3D6 (AB,_s) a 16C11 ABy3_42). Kontrolni skupiny dostavaly bud’ PBS,
nebo irelevantni izotypové odpovidajici protilatku TM2a. Pouzité my3i byly starsi (11,5 az 12
mésict stafi heterozygoti) nez ty v predchozi studii; ostatni experimentalni podminky zistaly
zachovany. Po Sesti mésicich 1é¢by snizila 10D5 v porovnani s kontrolami plakovou zatéz vice
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nez o 80 % (p = 0,003). 3D6 bylo stejng Gginné a vyvolavalo 86% snizeni (p = 0,003). Protilatka
16C11 neméla, na rozdil od dvou predchozich, na plakovou zité? ?adny Gcinek. Obdobnych
vysledkii bylo dosaZeno pi APy, ELISA. Tyto vysledky znati, Ze protilatkova odpovéd’ proti
peptidu AP je, pfi nedasti imunity zprostiedkované T-buiitkami, pro snizeni amyloidniho ukla-
dani u PDAPP mysi dostateéna, i kdyZ ne vechny protilatky anti-Ab jsou i&inné. Zvlagté G¢inné
jsou protilatky zamé&fené proti epitopiim AP obsahujicim aminokyseliny 1 az5a3 az 7.

Tyto studie dokazuji, %e pasivni podani protilatek proti AB snizuje rozsah ukladéni plakd
u mysiho modelu Alzheimerovy choroby. PFi udrZovani mirnych sérovych koncentraci (25 az
70 pg/ml) se protilatky do CNS dostavaji v mnoZstvi dostatecném proto, aby zasdhly amyloidni
plaky. Vstup protilatek nebyl zpiisoben abnormalni propustnosti hematoencefalické bariéry, pro-
toze pfi méfenim Evansovou modii nebyla zjisténa zvysena cévni propustnost. Koncentrace pro-
tilatky v mozkovém parenchymu starych PDAPP mysi byla stejna jako u my$i netransgennich,
piiemz predstavovala 0,1 % z koncentrace v séru (nehledé na izotyp).

D. Studie 3: Sledovani vazby protilatky

Za adelem zjisténi zda protilatky proti AR mohou piisobit pfimo uvnité CNS, byly mozky mySi
(promyvané solnym roztokem) z konce ptikladu 11 zkoumany pro pfitomnost periferné apliko-
vanych protilatek. Nefixované mozkové fezy z kryostatu byly vystaveny pusobeni fluoresceng-
nimu &inidlu proti my$imu imunoglobulinu (kozi 1gG—Cy3 proti mysimu 1gG). Plaky uvnitf
mozkil ze skupin 10D5 a 3D6 byly silné obaleny protilatkami, pfiemz skupina {6C11 nevyka-
zovala #adnou fluorescenci. Za ugelem urdeni celkové oblasti obsazené plaky byla u sériovych
tezii z kazdého mozku provedena nejprve imunoreakee s protilatkou anti-AP a poté se sekundar-
nfm tinidlem 10D5 a 3D6 dosahly po aplikaci v periférii vétSinu plaki v CNS. Plakova zatéZ
byla na rozdil od skupiny 16C11 v téchto lé¢ebnych skupinach silné sniZena. Tyto daje nazna-
&uji, Ze periferné aplikované protilatky mohou vstoupit do CNS, kde pifmo spoustéji odbouravani
amyloidi. Je pravdépodobné, 7ze 16C11 se k plakam dostala také, ale nebyla schopna s¢ na né
vazat.

Priklad 12
Prevence a lé¢ba u lidi

Jednodavkova zkouska faze I je uskute&iiovana pro zjisténi bezpegnosti u lidi. Lécebné ¢inidlo je
podavano ve vzristajicich davkach, pfiemz se zadina na jedné setingé hladiny zamy3lené a¢in-
nosti a pokraduje se takovym zplisobem, Ze kazda dalsi davka je trojnasobkem davky piedesle,
dokud neni dosaZeno desetinasobku davky uginné u mysi.

Zkouska faze 11 je uskutedfiovana pro uréeni lé&ebné G¢innosti. Vybirani jsou pacienti s lehkou aZ
sttedni Alzheimerovou chorobou, cof je uréeno podle méfitek Asociace pro Alzheimerovu
chorobu a piibuzné poruchy (ADRDA). Vhodni pacienti dosahuji v mentalnim testu MMSE
(Mini-Mental State Exam) 12 az 26 bod. Mezi dalsi vybérovd méfitka lze zahrnout
i pravdépodobnost s jakou pacienti preziji dobu trvani studie a neptitomnost komplikujicich fak-
tord, k nim# pat¥i napiiklad nutnost uZzivani jinych 1ékd, které mohou 1é¢bu narusovat. Zakladni
hodnoceni pacientovych funkci jsou provadéna pomoci klasickych psychometrickych méfeni,
naptiklad MMSE a ADAS (Alzheimer’s Disease Assessment Scale). Tyto psychometrické Skaly
poskytuji miru postupu Alzheimerovy choroby. Vhodné skaly uréujici kvalitu Zivota mohou byt
pro sledovani 1é&by pouzity také. Postup nemoci miZe byt stedovan i pomoci MRI. Krevni pro-
fily pacienti mohou byt také sledoviny (analyzy vyskytu protilatek proti imunogenu a odpovédi
T—bunék).
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Po zjisténi zakladnich Udaji zaéina 1ééba pacient. Pacienti jsou ndhodné rozdéleni 1é¢eni bud’
Iéebnym Einidlem, nebo placebem (aniz by o tom védeéli). Pacienti jsou sledovani nejméné kaz-
dych Sest mésic. Uginnost je stanovena podle vyznamného zpomaleni postupu nemoci u pacien-
td v léCebné skuping pti porovnani se skupinou dostavajici placebo.

Zkouska fize 11 je uskutetiiovana pro uréeni pfechodu pacientil s predéasnou ztratou paméti ne-
zpisobenou AD, nékdy popisovanou jako se starnutim spojené oslabeni paméti (AAMI) nebo
mirne kognitivni oslabeni, k predpokladané Alzheimerové chorobé, definované ADRDA kritérii.
Pacienti s vysokym rizikem pfechodu k Alzheimerové chorobé jsou vybirini z normalni populace
pomoci sledovani zaCinajicich znamek ztraty paméti nebo jinych tézkosti projevujicich se sym-
ptomytologicky jako stavy pfed vznikem AD, podle piedchoziho vyskytu AD v roding, riziko-
vych genetickych faktori, véku, pohlavi a dalsich znaka, které poukazuji na vysoké riziko vzniku
AD. Shromazdény jsou zékladni vysledky Jednotlivych potfebnych testi, zahmujicich MMSE a
ADAS, spolu s vysledky dalgich testd, jez hodnoti normalni populaci. Tito pacienti jsou rozdéleni
do skupin s placebem nebo s léZebnym &inidlem a jsou sledovani nejméné kazdych Sest mésicn,
pfitemZ léEba konéi v bodé, kdy u nich dojde &i nedojde k pfechodu k pfedpokladané AD, defi-
nované ADRDA kritérii.

Priklad 13
Vseobecny material a metody
1. Méfeni protilatkovych titrii

Mysim byla odebréna krev z malého fezu v ocasni Zile, piicemz do mikrozkumavky bylo pak
shroméazdéno asi 200 pl krve. Moréatim byla krev po oholeni zadni ¢asti zanarti odebirana
z metatarzalni Zily jehlou 18 gauge, pfi¢emz poté byla shromaZdéna do mikrozkumavek. Krev
byla ponechina srazet se po 1h pt pokojové teplot¢ (RT) a pak byla vortexovana
a centrifugovana pfi 14 000 x g po 10 minut, za i¢elem odd&len; sraZzeniny od séra. Sérum bylo
pieneseno do Cisté mikrozkumavky a skladovano pti 4 °C az do stanoveni titru. Protilatkoveé titry
byly méfeny pomoci ELISA. Mikrotitraéni desticky s 96 Jamkami (Costar EIA plates) byly
pokryty 100 pl roztoku obsahujiciho 10 pl/ml AB42 nebo SAPP nebo Jjiné antigeny (uvedeno
v jednotlivych ptikladech) v pufru pro pokryvani jamek (0,1M fosforegnan sodny, pH 8,5, 0,1%
azid sodny) a nechany pes noc pfi RT. Zbyly roztok v desti¢kach byl odsat a poté bylo do jamek
piidano sérum (po&ate¢ni fedéni 1:100) ve vzorkovém rozpoustédle (0,014M fosfore€nan sodny,
pH 7.4, 0,15M NaCl, 0.6% sérovy hovézi albumin, 0,05% thiomersal). Pfimo v desti¢kach byly
vzorky vsedmi krocich sériové nafedény (v ndsobcich tri), pfitemz vysledné fed&ni bylo
1:218 700 a inkubovany po 1 h pfi RT. Desticky byly poté Etyfikrat oplachnuty PBS obsahujicim
0,05% Tween 20. Druh protilatka, kozi 1gG proti mysimu IgG konjugovany s kienovou peroxi-
dazou (Boehringer Mannheim), byl pfidén do jamek jako 100 p! roztoku fedéného ve vzorkovém
rozpoustédle 1:3000 a inkubovan po 1 h pfi RT. Desticky byly poté znovu &tyfikrat oplachnuty
v PBS s Tween 20. Pro vyvolani chromogenu bylo do kazdé jamky pridano 100 uf Slow TMB
(3.3°,5,5 ~tetramethylbenzidin, Pierce Chemicals) a poté nasledovalo 15 min inkubace pti RT.
Reakce byla zastavena pfidanim 25 pl 2M H,SO,. Intenzita zbarveni byla vyhodnocena pomoci
pfistroje Vmax (Molecular Devices) pfi 450 az 480 nm.

Titry byly definovany jako pievracené hodnoty fedéni séra, které predstavovalo polovinu maxi-
malni OD. Maximilni OD byla uréena pki potitecnim fedéni 1:100, coz neplatilo pouze
u pfipadit s velmi vysokymi hodnotami titrd, pro které bylo nutné za maximalni OD uréit vy §si
potateni fedéni. Jestlize 50 % bodi zapadd mezi dvé fedéni, pak se hodnota vysledneho titru
spocitala pomoci linearni extrapolace. Pro spotitini geometrického priméru protilatkovych titrii
byly titry mensi nez 100 vyhodnoceny jako titry s hodnotou 25.
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2. Analyza proliferace lymfocyti

My byly umrtveny isofluranem. Sleziny byly odebrany a dvakrat oplachnuty s 5 ml PBS obsa-
hujicim 10% tepeln& inaktivované fetalni teleci sérum (PBS-FBS) a poté v 1,5 ml PBS-FBS po
10s pti 100 rpm homogenizovany pomoci zafizeni Centricon 50 (Dako A/S, Denmark)
v Medimachine (Dako). Homogenizat byl pak piefiltrovan pfes nylonovou sit’ s pory velikosti
100 wm. Splenocyty byly jednou oplachnuty v i5 ml PBS-FBS a peletovany centrifugaci pfi
200 x g 5 min. Cervené krvinky byly lyzovany resuspendovanim peletu v 5 ml pufru (0,15M
NH,CL, 1M KHCO,, 0,IM NaEDTA, pH 7,4) po 5 min pfi RT. Leukocyty byly poté oplachnuty
stejné jako vyde. Cerstvé izolované slezinné buiiky (10° bunék na jamku) byly péstovany
v triplikatech v 96ti jamkovych mikrotitratnich destickach, uréenych pro tkdnové kultury
a s dnem ve tvaru pismene U (Corning, Cambridge, MA), po 96 h pfi 37 °C. K péstovani bylo
pouzito médium RPMI 1640 (JRH Bioscience, Lenexa, KS) doplnéné 2,05mM L-glutaminem,
1% Penicilin/Streptomycin a 10% tepelng inaktivovanym FBS. V ¢tyfech krocich byly v davkach
od 5 do 0,18 uM piidany také rizné AP peptidy (AB1-16, AB1-40, AP1-42 nebo protein s obra-
cenou sekvenci AP40-1). Buiiky v kontrolnich jamkach byly péstovany s konkanavalinem A
(Con A) (Sigma, kat. & C~5275), 1 ug/ml) bez pfidaného proteinu. Na poslednich 24 h péstovani
byl k buiikdm piidan *H-thymidin (I pCi/jamku, Amersham Corp., Arlington Heights, IL). Poté
byly bufiky shroméazdény na miskach UniFilter a radioaktivita spoéitana v zafizeni Top Count
Microplate Scintillation Counter (Packard Instruments, Downers Grove, IL). Vysledky jsou
vyjadfeny jako cpm (zablesky za minutu) radioaktivity inkorporované do nerozpustnych molekul.

4. Preparace mozkové tkané

Po umrtveni mysi byly jejich mozky vyjmuty a jedna hemisféra byla pfipravena pro imunohisto-
chemickou analyzu, druha byla poutzita pro kvantifikaci mnoZstvi AP a APP v hipokampu, kiife a
mozedku pomoei specifickych ELISA (Johnsnon et al., viz vy3e).

Tkané uréené pro ELISA byly homogenizovany v 10 dilech ledové studeného guanidinového
pufru (5,0M guanidin—-HCI, 50mM Tris—HCI, pH 8.0). Homogenaty byly promichany jemnym
michanim po 3 h pfi RT za pouZiti ptistroje Adams Nutator (Fisher) a pted kvantifikaci AP
a APP uchovany v —20 °C. Ptedchozi pokusy ukizaly, Ze analyty byly za téchto skladovacich
podminek stabilni, a 2e protein zistal co do mnoZstvi zachovan, coZ bylo zjisténo pridanim syn-
tetického AP protein (Bachem) do homogenatu mozki 2 kontrolnich zvifat (Johnson et al., viz
vyse).

5. M&feni hladin AR

Mozkové homogenaty byly natedény 1:10 s ledové studenym kaseinovym rozpoustédlem (0,25%
kasein, 0,05% azid sodny, 20 pg/ml aprotinin, SmM EDTA pH 8,0, 10 ug/ml leupeptin) a pote
centrifugovany pii 16 000 x g po 20 min pfi 4 °C. Standardy syntetického proteinu AP (1 az 42
aminokyselin) a standardy APP byly pfipraveny tak, aby ve vysledném sloZeni obsahovaly 0,5M
guanidin a 0,1 % hovéziho sérového albuminu (BSA). Technika sendvicové ELISA pro zjisténi
Ltotalniho* AR pouzivala monoklonilni protilatku 266, specifickou pro aminokyseliny 13 aZ 28
v AP (Seubert et al., jako uchycenou protilatku a biotinylovanou monoklonalni protilatku 3D6,
specifickou pro aminokyseliny 1 aZ 5 (Johnson-Wood et al.) jako referencni (reporter) protilatku.
Monoklonalni protilatka 3D6 nerozeznavala sekretované APP nebo APP piné délky, ale pouze
formy AP s kyselinou asparagovou na aminovém konci. Dolni hranice citlivosti se u této analyzy
nachazi okolo 50 ng/ml, pfitemz kfiZové reakce s mysim endogennim AP proteinem se neobje-
vuji az do koncentrace 1 ng/ml (Johnson—-Wood et al., viz vyse).

Technika sendviové ELISA specificka pro ABi—42 pouzivala monoklonalni protilitku 21F12,
specifickou pro aminokyseliny 33 aZ 42 v AP (Seubert et al.} jako uchycenou protilatku a opét
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biotinylovanou monoklonalni protilatku 3D6 jako referencni protilatku. Dolni hranice citlivosti je
u této analyzy nizii a nachazi se okolo 125 pg/ml (28 uM, Johnson-Wood et al.). Pro ELISA
testy AB bylo bud’ 100 pl mAb 266 (10 pg/ml), nebo mAb 21F12 (5 ng/ml) aplikovéno na misky
s 96 jamkami uréené pro imunoanalyzu (Costar) a ponechano pies noc pfi 4 °C. Roztok byl
odstranén odstim a jamky byly blokovany pidanim 200 ul 0.25% lidského sérového albuminu
v PBS pufru po nejméné 1 h pi RT. Blokovaci roztok byl odstranén a misky byly az do pouziti
uchovany vysusené p¥i 4 °C. Misky byly pred pouzitim rehydratovany pomoci oplachovaciho
pufru [Tris pufrovany roztok soli (0,115M NaCl, 0,0IM Tris—-HCI, pH 7,5), plus 0,05%
Tween 20]. Vzorky a standardy byly pfidany z alikvotl v triplikdtech, 100 pl na jamku a poté
inkubovany pies noc pti 4 °C. Misky byly mezi Jjednotlivymi kroky v analyze nejméné trikrat
oplachnuty pomoci oplachovaciho pufru. Biotinylovana mAb 3D6, nafedéni na 0,5 pg/ml
v kaseinovém pufru (0,25% kasein, PBS, 0,05% Tween 20, pH 7.4), byla ptidana a inkubovana
v jamkach po 1 h pfi RT. Konjugét avidinu a kfenové peroxidazy (Avidin—HRP, Vector, Burlin-
game, CA), nafedény 1:4000 v kaseinovém pufru, byl pfidan do jamek na 1 h pii RT. Kolorimet-
ricky substrit, Slow-TMB-ELISA (Pierce), byl ptidan a ponechan reagovat 15 min p#i RT. Poté
byla enzymaticka reakce zastavena pfidanim 25 ul 2N H;S80;. Produkt reakce byl kvantifikovan
za pouziti ¢teciho pfistroje Vmax (Molecular Devices), Jjenz meéfil rozdil absorbanci pfi 450 a
650 nm,

6. Méfeni hladin APP

Pro méfeni hladin APP byly pouZity dvé rizné analyzy. Prvni, oznadend APP—/FL (q, sekreto-
vana forma APP, ktera byla vy3tipnuta z AP sekvence a obsahovala prvaich 12 aminokyselin A[3)
a formy APP o piné délce (FL), pticem2 druh4 rozeznava pouze APP—q. JelikoZ referenéni
protilitka (2H3) neni specificka pro svorku a~&asti vyskytujici se mezi aminokyselinami 612 a2
613 v APP695 (Esch et al., Science 248, 1122 a3 | 124, 1990); tato analyza také rozeznava APP o
plné délce (APP-FL). Pfedb&zné pokusy, provadéné 2a Giéelem odisténi mozkovych homogenati
od APP-FL a pouzivajici imobilizované APP protilatky specifické pro cytoplazmaticky konec
v APP-FL, naznadily, ze pfiblizné 30 az 40 % z APP—o/FL Jje FL (data neuvedena). Analyzy
APP—a/FL i APP—a pouzivaly monoklonalni protilatku 8ES, specifickou pro aminokyseliny 444
az 592 v APP695 (Games et al., viz vyse) Jjako uchycenou protititku a biotinylovanou
monoklonalni protilatku 2H3 (APP-o/FL analyza), specifickou pro aminokyseliny 597 az 608
{Johnson-Wood et al.) a biotinylovanou monoklonalni protilaitku 16H9, specifickou pro
aminokyseliny 605 aZ 611, jako referenéni protilatku. Doini hranice citlivosti téchto analyz se
v pfipadé APP—o/FL nachazi okolo 11 ng/ml (150 pM) (Johnson—-Wood et al., viz vyse) a
v pfipadé APP—a okolo 22 ng/ml (0,3 nm). V obou APP analyzich byla mAb 8ES5 aplikovéana na
96ti jamkové misky pro EIA zpiisobem popsanym pro mAb 266 (viz vy3e). Jako referenéni stan-
dard pro analyzy APP—a a APP-o/FL bylo pouzito precisténé rekombinantni sekretované APP—
o (Esch et al., viz vyse). Vzorky s mozkovymi homogenaty v SM guanidinu byly nafedény 1:10
ve vzorkovém pufru pro ELISA (0,014M fostétovy pufr, pH 7,4, 0,6% hovézi sérovy albumin,
0,05% thiomersal, 0.5M NaCl, 0,1% NP40). Poté byly nafedény 1:4 ve vzorkovém pufru s 0,5M
guanidinem. Nafedéné homogenaty byly pak centrifugovany pii 16000 x g po 15spii RT.
Vzorky a standardy APP byly pridany z alikvot na misky v duplikatech a inkubovany pies noc pfi
4 °C. Biotinylovana referenéni protilatka 2H3 nebo 16H9 byla inkubovana se vzorky po 1 h pki
RT. Konjugit streptavidinu a alkalické fosfatdzy (Boehringer Mannheim), fedény 1:1000 ve
vzorkovém pufru, byl inkubovin v jamkich po L h pfi RT. Na 30 min vRT byl pfidan
fluorescentni substrat (4—methyl-umbelliferyl-fosfat) a misky byly analyzovany fluorimetrem
Cytofluor 2350 (Millipore), pfiSemz excitace probihala pfi 350 nm a emise pfi 450 nm.

7. Imunohistochemie
Mozky byly fixovany po 3 dny pii 4 °C ve 4% paraformaldehydu v PBS a pak do doby nez byly

nafezany skladovany | az 7 dni pii 4 °C v 1% paraformaldehydu v PBS. Koronalni fezy 40 pm
silné byly nakrdjeny na vibratomu pfi RT a skladovany v kryoprotektantu (30% glycerol,
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30% ethylenglykol ve fosfatovém pufru) pii 20 °C nez byly pouzity pro imunohistochemickou
analyzu. Z kazdého mozku bylo pofizeno Sest tezl v oblasti dorsalniho hipokampu (mezera mezi
fezy byla vidy 240 um), které byly pies noc inkubovany s jednou z nasledujicich protilatek: (1)
biotinylovana anti-Ap (mAb, 3D6, specificka pro lidské AP) nafedéna v koncentraci 2 pg/ml
v PBS s 1% koiiskym sérem; nebo (2) biotinylovana mAb specificka pro lidské APP, 8ES, nafe-
déna v koncentraci 3 pg/ml v PBS s 1% koiiskym sérem; (3) mAb specificka pro glidlni vliknity
acidicky protein (GFAP, Sigma Chemical Co.), nafedéna 1:500 v 0,25% Triton X-100 s 1% koii-
skym sérem v solném roztoku pufrovaném Tris, pH 7.4 (TBS); nebo (4) mAb specificka pro
CDI11b, MAC-| antigen (Chemicon International), nafedéna 1:100 v 0,25% Triton X-100 s 1%
kralidgim sérem v TBS: nebo (6) krysi mAb specificka pro CD43 (Pharmingen). nafedéna 1:100
s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (7) krysi mAb specificka pro CD45RA {Pharmingen), nafedéna
1:100 s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (8) krysi mAb specificka pro CD45RB (Pharmingen),
nafedéna 1:100 s 1% kraliim sérem v PBS; nebo (9) krysi mAb specifickd pro CD45 (Pharmin-
gen), nafedéna 1:100 s 1% krali¢im sérem v PBS: nebo (10) biotinylovana polyklonalni kfed¢i
specificka pro CD3e (Pharmingen) nafed&na 1:100 s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (11) krysi
mAb specificka pro CD3 (Serotec), nafedéné 1:200 s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (12) roztok
PBS bez primarni protilatky a obsahujici 1% normalni kofiské sérum.

Rezy uréené pro reakci s roztoky protilatek 1, 2 a 6 a2 12 byly nejprve vystaveny plsobeni 1%
Triton X~100 a 0,4% peroxidu vodiku v PBS po 20 min pfi RT, za GCelem zablokovini endogen-
ni peroxidazy. Pak byly pfes noc inkubovany pfi 4 °C s primérni protilatkou. Rezy uréené pro
reakci s 3D6 nebo 8ES5 nebo CD3e byly pak po 1 h pii RT vystaveny piisobeni komplexu kienova
peroxidéza—avidin-biotin spolu s tastmi komeréni sady, oznadenymi ,,A“ a ,,B“, které byly nate-
dény 1:75 v PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA). Rezy ur&ené pro
reakci s protilatkami specifickymi pro CD45RA, CD45RB, CD45, CD3 aroztok PBS bez pri-
marni protilatky byly inkubovany po 1 h pfi RT s biotinylovanym IgG proti krysimu IgG (Vec-
tor), nafedénym 1:75 v PBS nebo s biotinylovanym 1gG proti my&imu IgG (Vector), nafedénym
1:75 v PBS. Rezy byly pak po 1 h pii RT vystaveny piisobeni komplexu kienova peroxidaza—
avidin—biotin spolu s &astmi komeréniho kitu (komeréni sady), oznagenymi ,A* a B, které byly
natedény 1:75 v PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA).

Rezy byly vyvolany v 0,01% peroxidu vodiku, 0,05% 3,3’—diaminobenzidinu (DAB) pti RT.
Rezy uréené pro inkubaci s protilatkami specifickymi pro GFAP, MAC--1, MHC Il byly nejprve
vystaveny puisobeni 0,6% peroxidu vodiku pfi RT, za i¢elem zablokovéni endogenni peroxidazy
a pak inkubovany pres noc pti 4 °C s primarni protilatkou. Rezy, u nichZ prob&hla reakce
s protilatkou proti GFAP byly inkubovany po 1 h pii RT s biotinylovanym kofiskym igG proti
my$imu IgG (Vector Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) nafedénym 1:200 v TBS. Rezy
byly pak po 1 h pfi RT vystaveny pilsobeni komplexu kienova peroxidéza—avidin-biotin (Vector
Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) natedénému 1:1000 v TBS. Rezy inkubované s mono-
klonalnimi protilatkami specifickymi pro MAC-! a MHC I byly nasledné vystaveny pasobeni
biotinylovanému krélidimu 1gG proti mySimu IgG, nafedénému 1:200 v TBS, pak byly po 1 h pfi
RT vystaveny piisobeni komplexu kfenova peroxidaza—avidin—biotin nafedénému 1:1000 v TBS.
Rezy inkubované s protilitkami specifickymi pro GFAP, MAC-1 a MHC H byly poté pii RT
vizualizovany pisobenim 0,05% DAB, 0,01% peroxidu vodiku, 0,04% chloridu nikelnatého a
TBS po4all min.

Rezy oznatené protilatkou byly pfipevnény na podlozni skla (VWR, Superfrost slides), pfes noc
vysuseny na vzduchu, proplachnuty v Propar (Anatech) a prekryty krycimi sklitky za pouZiti
upeviiujiciho média Permount (Fisher).

Proto, aby byly zviditelnény i plaky AP, byla po imunohistochemickém zpracovani ¢ast GFAP-
pozitivnich fezii upevnéna na sklitka Superfrost a inkubovana v 1% vodném Thioflavinu §
(Sigma) po 7 min. Rezy byly pak dehydratovany a omyty v Propar a pak prekryty krycimi skliZ-
ky za pouziti upeviiujiciho média Permount.
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8. Obrazova analyza

Pro kvantifikaci imunoreakei v fezech byl pouzivan systém analyzy obrazu Videometric 150
(Oncor, Inc., Gaithersburg, MD) pfipojeny k CCD kamerou k mikroskopu Nikon Microphot-FX
a monitoru Sony Trinitron. Obraz fezu byl ulozen a na zaklada barvy a sytosti byl uréen prah pro
vybér a vypocet celkové oblasti obrazovych prvkii zobrazujicich struktury, ve kterych probéhla
imunitni reakce. U kazdého fezu byl ruéné obrysovan hipokampus a pak spogitan celkovy prostor
obrazovych prvkii zobrazujicich hipokampus. Procento amyloidni zatéze bylo méfeno jako: (¢ast
hipokampalni oblasti obsahujici usazeniny AP zji$téné imunoreakci s mAb 3D6) x 100. Obdobné
bylo méfeno procento neuritické zatéze: (S4st hipokampilni oblasti obsahujici dystrofické neurity
reagujici s monoklonalni protilatkou 8E5) x 100, Pro zjiSténi procent retrosplenialni oblasti obsa-
zené GFAP—pozitivnimi astrocyty a MAC—1- a MHC IlI—pozitivni mikroglii byl pouZit systém
C-Imaging (Compix, Inc., Cranberry Township, PA), jez operoval s programem Simple 32 Soft-
ware Application a byl pomoci kamery Optronics napojen na mikroskop Nikon Microphot—FX.
Obraz oblasti, v niz prob&hla imunitni reakce byl ulozen a na zaklade jedné barvy byl uréen prah
pro vybér a vypoget celkové oblasti obrazovych prvki zobrazujicich buriky, ve kterych probéhla
imunitni reakce. U kaZdého fezu byl ruéné obrysovan retrosplenialni kirra (RSC) a pak spogitan
celkovy prostor obrazovych prvk( zobrazujicich RSC. Procento vyskytu astrocytozy bylo méfeno
Jako: (8ast RSC oblasti obsazené GFAP-pozitivnimi astrocyty) x 100. Obdobné bylo méfeno pro-
cento mikrogliozy: (East RSC oblasti obsazené MAC-I1— nebo MHC [I-pozitivni mikroglii) x
100. U kazdého zvifete bylo pfi kvantifikaci obrazovou analyzou z mozku pofizeno Sest fezi v
oblasti dorsélniho hipokampu (mezera mezi fezy byla vZdy 240 um). V 74dném z piipadii nebyl
pozorovateli (pracovnik provadéjici analyzu obrazu) sdélen stav a provadéna lé&ba zvirete.

Ptiklad 14
Analyza ex vivo Glinku protilatek na amyloidni usazeniny

Pro zjisténi udinku protilatek na odbouravani plakd byla pouZita ex vivo analyza, pfi které byly
priméarni mikroglidIni buiiky péstovany s nezafixovanymi fezy z kryostatu, jez pochazely z moz-
ki PDAPP mysi nebo z lidskych mozka s AD. Mikrogliaini buiiky byly ziskany z mozkové kiiry
novorozenych DBA/2N mysi (1 a2 3 dny staré). Kéry byly mechanicky rozruieny v HBSS
(Hanks’ Balanced Salt Solution, Sigma) s 50 w/ml DNazy [ (Sigma). Rozvolnéné buiiky byly
piefiltrovany pies 100 pm ,.cell stainer* (Sigma) a centrifugovany pfi 1000 rpm po 5 min. Pelet
byl resuspendovan v ristovém médiu (DMEM s vysokym obsahem glukézy, 10% FBS, 25 ng/ml
rmGM-CSF) a buriky byly péstovany v hustotg 2 mozky na plastovou kultivagni ldhev 7-75. Po
7 aZ 9 dnech byly lahve stoteny na orbitalnim tfepadie pfi 200 rpm po 2 h pfi 37 °C. Buné&na
suspenze byla centrifugovana pfi 1000 rpm a resuspendovana v analytickém médiu,

10 pm Siroké kryostatické fezy z mozki PDAPP my3i nebo z lidskych AD mozki, jez byly pofi-
zeny meén¢ net 3 h po smrti, byly nechany rozehiat upevnény na kulatém skli¢ku pokrytém
polylysinem a umistény do jamek (24ti jamkova kultivaéni miska). Sklitka byla dvakrat oplich-
nuta analytickym médiem obsahujicim H-SFM (hybridomové médium bez séra, Gibco BRL)
s 1% FBS, glutaminem, penicilin/streptomycinem a 5 ng/m! rmGM-CSF (R&D). Kontrola nebo
protilatky proti AB byly piidany koncentrované 2x (vyslednd konc. 5 ug/ml) na 1 h. Mikroglialni
buiiky byly pak vysazeny v hustoté 0,8 x 10° bunék/ml analytického média. Kultury byly udrZo-
vany ve vihéeném inkubitoru (37 °C, 5 % CO,) po 24 h nebo déle. Na konci inkubace byly kultu-
ry fixovany se 4% paraformaldehydem a membrany bungk naruseny pomoci 0,1% Triton X—~100.
Rezy byly vystaveny piisobeni biotinylované 3D6 a pak konjugétu streptavidinu a Cy3 (Jackson
ImmunoResearch). Exogenni mikroglidlni buftky byly zviditelnény jadernym barvivem (DAPI).
Kultury byly pozorovany v invertovaném fluorescenénim mikroskopu (Nikon, TE300) a mikro-
fotografie pofizeny digitalni kamerou SPOT, za pouziti programu SPOT (Diagnsotic Instru-
ments). Pro analyzu i Westernovu analyzu byly kultury extrahoviany 8M mogovinou, nafedénou
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[:1 v tricinovém redukujicim vzorkovém pufru a aplikovany a 16% tricinovy gel (Novex). Po
prenosu na immobilon byly bloty vystaveny pisobeni pAbAB42 (5 pg/ml) a pak konjugatu HRP
s protilatkou proti mysi a vyvolany s ECM (Amersham).

V pipadé analyzy provadéné sfezy z PDAPP mysi v pfitomnosti protilatky 16C11 (jedna
z protilatek proti AP, které in vivo nebyly i¢inne) zistaly f-amyloidni plaky nezménény a nebyla
pozorovana zadna fagocytoza. KdyZz viak byly piilehlé fezy péstovany v piitomnosti 10DS5,
amyloidni usazeniny se z vétsi ¢asti ztratily a mikroglidini buiiky obsahovaly podetné fagocytarni
méchytky obsahujici AB. Stejnych vysledki bylo dosazeno u fezii z AD mozkil; 10D5 vyvolala
fagocytozu AD plaki, zatimco 16C11 byla nei¢inna. Srovnatelné vysledky byly pozorovany pii
analyzich uskuteénénych bud’ s mysimi, nebo lidskymi mikroglialnimi buitkami, a také s my3imi,
krali¢imi nebo lidskymi protilatkami proti ApB.

Tabulka 16 ukazuje vysledky ziskané s riznymi protilatkami proti AP, porovnava jejich schop-
nosti ve vyvolani fagocytézy pii ex vivo analyze a ve sniZeni plakové zateze in vivo pfi studiich
pasivniho primniku. PfestoZe se 16C11 a 21Fi2 vazaly na agregovany synteticky A(3 s velkou
ochotou, nebyly tyto protilatky schopny reagovat s f~amyloidnimi plaky v nefixovanych mozko-
vych fezech, nebyly schopny fagocytézu pfi ex vivo analyze a nebyly G¢inné ani in vivo. 10D5,
3D6 a polyklonalni protildtka proti AR vykazovaly ve viech tech uvedenych bodech G(ginne
phsobeni. Protilatka 22C8 se siln&ji vaZe na analog formy pfirozené se vyskytujiciho AP, ktery je
charakteristicky zaménou kyseliny asparagové v pozicich 1 a 7 za kyselinu izoasparagovou. Tyto
vysledky ukazuji, ze in vive Ginnost se projevuje pfimym odbourdvanim plaku uvnitf CNS,
zprostfedkovanym protilatkami, a Ze analyza ex vivo pitedpovida aéinnost in vivo.

Stejna analyza byla pouZita pii testovani ofistovaci schopnosti (zprosttedkovani odbourani pla-
ku) protilatky proti fragmentu synukleinu, nazyvanému NAC. U synukleinu se prokazalo, ze je
proteinem spojenym s amyloidnimi plaky. Protilatka proti NAC byla vy$e popsanym zpsobem
aplikovéna k vzorku mozkové tkané obsahujicimu amyloidni plaky a mikroglidini buiiky. Jako
kontrola bylo pouzito krali¢i sérum. Nasledujici prozkoumani ukazalo jasné sniZzeni mnoZstvi a
rozméru plaki a prokazalo tak odistovaci schopnost této protilatky.

P#i potvrzeni, ze AR bylo v pribéhu ex vivo analyzy internalizovano byla pouZita metoda konfo-
kalni mikroskopie. V pritomnosti kontrolnich protilatek zhstavaji exogenni mikroglialni buiky
v konfokalni roving nad tkéni, nejsou vidét zadné fagocytické méchytky s AP a plaky v fezech
jsou neporugeny. V ptitomnosti 10DS5 byl skoro viechen plakovy material obsazen v méchyicich
exogennich mikroglialnich bunék. Pro zjidténi daliiho osudu internalizovaného peptidu byly
kultury vystaveny pdsobeni 10D5, v rizné Casy extrahovany 8M motovinou a prozkoumany
pomoci Westernovy analyzy. V €ase | h, kdy jesté nebylo mozno pozorovat fagocytézu, byl po
reakci s polyklonalni protilatkou proti A patmmy prouZek silny 4 kDa {(odpovidajici peptidu AB).
AP imunoreaktivita poklesla béhem prvniho dne a tieti den jiz nebyla ptitomna. To znamena, Ze
fagocytoza AP zprostfedkovana protilitkami vede k jeho degradaci.

S cilem zjisténi zda fagocytoza v ex vivo analyze probihala zprostfedkovana Fc receptory byly
pkipraveny F(ab’)2 fragmenty protilatky 3D6, specifické pro AP. PrestoZe si fragmenty F(ab’)2
zachovaly plnou schopnost vazat se na plaky, nebyly schopny spustit fagocytozu mikroglidinich
bunék. A déle, fagocytéza spudténa kompletni protilatkou mohia byt znemoznéna latkou blokuji-
ci mysi Fe receptory (anti~CD16/32). Tyto vysledky znadi, e odbouravani AP in vivo probiha
fagocytézou zprostiedkovanou Fe receptory.
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Priichod protilatek pres hematoencefatickou bariéru

NiZe popsané pokusy byly vykonany za (&elem ziskani informaci o schopnosti protilatek procha-
zet po periferni intravenézni injekci do mozku a pro zajidténi zptsobil pro méfeni koncentrace
protilatky v mozku po intravenézni injekci do periferni tkang, a to jak u normaélnich, tak i u
PDAPP mys3i. Takovato méfeni jsou uzite&na pii predpovédi a uréeni Géinnych davek.

Mysi PDAPP nebo kontrolni mysi byly perfundoviny 0,9% NaCl. Mozkové oblasti (hipokampus
nebo kira) byly vyjmuty a rychle zmraZeny. Mozky byly homogenizovany v 0,1% Triton
s inhibitory protedz. Imunoglobulin v extraktech byl detekovan technikou ELISA. Kozi F(ab’)2
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1gG proti my$imu F(ab")2 IgG, pfedstavujici uchycenou protilatku, byl aplikovan na RIA misky.
Sérové nebo mozkové extrakty byly inkubovany po 1 h. lzotypy byly detekovany protimysimi
protilatkami 1gG1-HRP, 1gG2a—HRP nebo 1gG2b-HRP (Caltag). Protilatky, nehled¢ a izotyp, se
v CNS vyskytovaly v koncentraci 1:1000 v poméru ke koncentraci v krvi. Napiiklad kdyZ kon-
centrace IgG1 byla v krvi trojnasobna nez koncentrace 1gG2a, tak pomér jejich koncentraci ziistal
v mozku zachovan, pfi¢emz koncentrace obou protilatek v mozku predstavovaly 0,1 % jejich
hladiny v krvi. Tyto vysledky byly pozorovany jak u transgennich, tak i u normélnich mysi,
z &ehoz plyne, ze PDAPP mysi nemaji neobvykle propustnou hematoencefalickou bariéru.

Pfestoze pfedkladany vynélez byl z davodu jasnosti a srozumitelnosti popsan detailné, je zfejmé,
se v rozsahu predkladanych narokii je moZné provést urcité modifikace. Viechny zde citované
publikace a patentové dokumenty jsou takto zahrmuty podle odkazu ve své celistvosti pro
viechny ugely do stejné miry, jako by kazdy z nich byl jednotlivé oznaden.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostiedek obsahujici amyloidni slozku, schopnou vyvolat imunitni odpovéd
v téle pacienta, farmaceutickou pomocnou latku, a adjuvans, které podnécuje nebo zvétiuje imu-
nitni odpovéd’ na amyloidni slozku, pro pouZiti pfi léCeni poruchy charakterizované amyloidnimi
plaky, vyzna&ujici se tim, z¢ amyloidni slozka je zvolena ze skupiny sestavajici
2z AH, AL Lambda fetdzce, AApoAl, ATTR, Alys, Agel, AB:M, AANF, AIAPP, Acal a
synuklein NAC.

3. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zze amyloidni
slozkou je vldknita slozka.

3. Farmaceuticky prostiedek podle naroku I, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje nej-
méné dvé rozdilné amyloidni sloZky.

4. Farmaceuticky prostfedek podie naroku 1, vyznadujici se tim, Ze amyloidni
slozkou je peptid spojeny s nosnym proteinem.

5. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze adjuvans je
zvoleno ze skupiny sestavajici z QS21, monofosforyllipidu, alum, a Freundova adjuvans.

6. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se t im, Ze jeho imunitni
odpovéd’ je charakterizovana sérovym titrem nejméné 1:1000, a to podle dané amyloidni slozky.

7.  Farmaceuticky prostfedek podle néroku 6, vyznadujici se t im, Ze sérovy titr je
nejméné 1:5000, vzhledem k dané sloZce.

8. Farmaceuticky prostredek podle naroku 1, vyzmadujici se t im, Ze jeho imunitni
odpovéd je charakterizovana mnoZstvim sérové imunoreaktivity, odpovidajici vice nez Etyfna-
sobné hladiné sérové imunoreaktivity naméiené u kontrolniho vzorku séra pfed zapocetim 1écby.

9, Farmaceuticky prostfedek podle niroku 8, vyznalujici se tim, Ze zmifiované
sérové mno2stvi imunoreaktivity je méfeno v séru fedéném asi 1:100.

10. Zpisob pro urleni progndzy pacienta, podrobujiciho se 1é€bé amyloidni poruchy, zahrnujici

méfeni mnozstvi imunoreaktivity proti vybrané amyloidni slozce ve vzorku séra pacienta,
vyznadujici se tim, Ze mnoistvi pacientovy sérové imunoreaktivity, nejméné Ctytikrat
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vetsi nez kontrolni bazalni hodnota sérové imunoreaktivity pacienta pred 1é¢bou, indikuje prog-
nézu zlepleni, podle konkrétni poruchy, pricemz amyloidni slozka Jje zvolena ze skupiny sesta-
vajici z AH, AL Lambda fetézce, AApoAl, ATTR, Alys. Agel, AB,M, AANF, AIAPP, Acal a
synuklein NAC,

1. Zpisob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, e zmifiované pacientovo mnozstvi
séroveé imunoreaktivity proti zmiflované amyloidni sloZce je charakterizovano sérovym titrem
nejméné 1:1000, vyhodné nejméné 1:5000.

12. Protildtka, ktera se specificky vaZe na amyloidni slozku pFitomnou v amyloidnim plaku, pro
pouZiti pti prevenci a lé&eni poruchy, charakterizované zmifiovanym amyloidnim plakem, pfi-
temZ amyloidni sloZka je zvolena ze skupiny sestavajici z AH, AL Lambda fetézce, AApoAl,
ATTR, Alys, Agel, AB,M, AANF, AIAPP, Acal a synuklein NAC.

I3. Protildtka podle naroku 12, kde amyloidni slozka je vlaknita slozka.

14. Protilatka podle naroku 13, kde protilatka se vaZe na epitop zmifiované vlaknité slozky.

15. Protilatka podle naroku 14, kde protilatka se specificky vaZe na jmenovanou vlaknitou sloz-
ku, aniz by se vazala na prekurzor zmifiované vlaknité sloZky.

16. Protilatka podle naroku 15, kde protilatka je lidsk4 protilatka proti zmifiované vidknité sloz-
ce, pfipravena z lidskych B-bunék imunizovanych epitopem vlaknité slozky.

17. Protilatka podle ndroku 13, kde protilatka je lidska protilatka.

18. Protilatka podle naroku 13, kde protilatka je humanizovana protilatka.

19. Protilatka podle naroku i3, kde protilatka je chiméricka protilatka.

20. Protildtka podle naroku 13, kde protiltka je lidsky IgG! izotyp.

21. Farmaceuticky prostfedek pro pouZiti pii prevenci nebo lé&bé poruchy, charakterizované
ukladanim amyloidniho plaku, vyzna&ujici se tim, ze obsahuje protilatku podle néro-
ka 12 aZ 20, ktera je specificky vazdna na amyloidni slozku pFitomnou v amyloidnim plaku,
v kombinaci s druhou protildtkou vazajici druhou amyloidni slozku v amyloidnim plaku, pti¢emz
amyloidni sloZky jsou zvoieny ze skupiny sestivajici z AH, AL Lambda fetézce, AApoAl,
ATTR, Alys, Agel, AB,M, AANF, AIAPP, Acal a synuklein NAC.

22. Protilatka podle alespoii jednoho z narokd 12 a¥ 20 nebo farmaceuticky prostiedek podle
naroku 21, které jsou pFizpiisobeny pro intraperitonealni, oralni, subkutdnni, intramuskuldrni,

intranasalni, lokalni nebo intravendzni podani.

23. Protilatka nebo farmaceuticky prostiedek podle naroki 12 az 22, které jsou prizpisobeny
pro podavani ve vice davkach po dobu nejméné Sesti mésici,

24. Protilitka nebo farmaceuticky prostfedek podle naroki 12 az 22, které jsou pfizpiisobeny
pro podavani jako postupné se uvoliiujici prostfedek.

16 vykresi
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KORA
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830-173 1833 843-189 163
831-174 416 844-190 122
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KURA
2 mg ALUM 50 jig MPL,

100 pg AN1528 100 ng AN1528
660-083 295 643-105 385
661-084 3180 644-106 2640
662-085 2480 645-107 2403
663-086 3014 654-108 1741
664-087 5870 655-109 3053
665-088 5978 656-110 5990
693-089 1620 678-111 3360
694-090 35 679-112 1230
695-091 3400 704-114 2680
697-082 2630 705-115 78
698-093 983 706-116 1290
699-094 5327 729-117 3180
701-095 1862 730-118 1833
702-096 1849 731-119 4590
703-097 2239 736-120 1112
739-098 806 737-121 1653
740-099 5303 757-122 992
741-100 459 758-123 4692
800-103 154 808-124 785
801-104 852 809-125 244
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Obr. 15B
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&

KURA
25 pg QS21
100 ug AN1528 100 pg AN1782
615-128 1257 539-068 693
616-129 361 640-069 508
617-130 1008 641-070 440
536-131 3290 642-071 467
637-132 2520 690-072 42
638-133 3880 691-073 2491
744-134 627 692-074 121
745-135 58 795075 137
746-138 2610 786-076 822
747137 1509 707-077 475
765-138 1788 748-087 600
770-139 088 748-079 78
773140 1199 750-080 1267
774141 339 751-081 1351
775-142 402 761-082 69
776-143 537
40-144 1119
841-145 194
821-146 1259
822-147 5413
823-148 2233
STREDNf HODNOTA 1199 STREDNi HODNOTA 476
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Obr. 15C
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.
5 ug THIMEROSAL/PBS 2 pg ALUM
10 pg AN1792 100 pg AN1792
635-149 1337 610-001 432
669-150 4644 611-002 1012
670-151 6335 612-003 3607
673152 3700 813-004 508
674-153 2750 620-005 465
676-154 1687 621-008 16
681-156 185 622.007 28
682-157 8031 623-008 217
603-158 3450 708-009 2738
754-169 157 709-010 927
755-160 6857 710-011 1609
756-161 482 716012 1608
805-162 524 784-014 3890
806-163 397 785.015 1614
807-164 234 786018 285
787017 3102
788-018 1617
789-019 1474
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Obr. 15D
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KURA
50 pg MPL 25 ng QS21
100 pg AN1792 100 ug AN1792
646-023 2002 627-045 91
647-024 147 628-046 3397
648-025 1304 631-049 . 3702
648-026 34 632-050 1776
650-027 980 667-052 1832
724-028 1282 668-053 3023
726-030 1968 686-054 189
727-031 733 687-055 891
720-032 2563 688-058 240
721-033 5563 689-057 110
802-034 113 712-059 3311
803-035 671 825-061 1009
804-036 51 826-082 18165
811037 613 827-063 73
812-038 332 78
813-039 1454 837-065 1051
814-040 2441 B838-066 270
833-014 742 839-067 171
B834-042 40
B836-044 807

STREDNI HODNOTA 774
p HODNOTA (M-W)  0.1710

STREDNf HODNOTA 950
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Obr. 15E
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