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(57) Anotace:
Jsou popsany prostfedky a zplsoby pouZitel-
né pro aktivaci signalizace receptoru lymfoto-
xinu-beta, ktery pak vyvolava silné antiproli-
ferativni G¢inky na nadorové buiniky. Zejména
se vynalez tyka heteromernich lymfotoxino-
vych kompext vytvofenych mezi lymfotixi-
nem-alfa a ¢etnymi podjednotkami lymfotoxi-
nu-beta, které indukuji cytotoxické uc¢inky na
nadorové bunky za piitomnosti ¢inidle akti-
vujicich receptor lymfotoxinu-beta. Do rozsa-
hu vyndalezu spadaji téZ protilatky zaméfené
proti receptoru lymfotoxinu-beta, které ptiso-
bi jako ¢inidla aktivujici receptor lymfotoxi-
nu-beta samotna nebo v kombinaci s jinymi
¢inidly aktivujicimi receptor lymfotoxinu-beta
bud v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti
komplexti lymfotoxinu-alfa/beta. Pfedmétem
vynédlezu je téZ screeningovd metoda pro se-
lekci téchto protilatek. Vynalez se také tyka
prostfedkt a zpasobll pouZivajicich zesité-
nych protilatek anti-lymfotoxin-beta recepto-
ru za pritomnosti jinych lymfotoxin-beta re-
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Rodina receptoru faktoru nekrotizujiciho nadory (TNF)
mad nékolik &lenft, jejich? signalizace miZe vyvolat smrt buiiky
nekrdzou nebo apoptdzou (programovana smrt bufiky). Ligandy
TNF a lymfotoxinu-alfa (LT-alfa, dfive nazyvany TNF-beta) se
vazi na a aktivuji TNF receptory (p60 a p80, zde nazyvane
"TNF-R"). Signalizace TNF-R iniciuje obecné imunitni odpoveédi
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nddorovych bundk a bundk infikovanych viry. Cytotoxické Glin-
ky signalizace TNF-R na nadorové bunky se .zvétidi
interferonem-gama (IFN-gama) a riznymi obvyklymi chemoterape-

Bylo by uZitecné vyuZit tiproliferativnl nebo cytcto-
xické aktivity indukované TNF-R signalizaci v nddorovych bui-
kédch pro terapeutické uGlely. Rktivace TNF-R v3ak ma pieioct-
ropni G&inky na Fadu imunoregulacnich odpovédi véetné inicia-
ce prozandtiivych kaskdd. Nebylo tedy mozZné zamérit cytoto-
xické Udinky signalizace TNF-R na niddorové bufiky bez sculasné

timulace zandtlivych odpovédi, které vedou u 1idi k celkové

t

Podcbné miZe stimulace jiného s TNF pribuzniho
receptoru nazvaného Fas receptor (FasRkj) aktivovat cytotoxici-
tu programovanym Udmrtim bunék u riznych typd jak nddcrovych
tak neniddorovych bunék. Bylc viak prokdzdno, Ze aktlivace Fask

Nedivno byl identifikovan jiny receptor v rodiang TNF,
naz¥vany LT-beta receptor (LT-beta-R) (Crowe a spol., Scien-
ce, 264, str. 707 az 710 (1994)). LT-beta-R vaie heteromerni
lymfotoxinoveé komplexy (LT-alfa/beta}, které obsahuii
LT-alfa podjednotky v kombinaci s jinym s TNF pfibuznym poly-
peptidenm zvanym lymfotoxin-beta {LT-beta). Tyto LT-alfa/beta
komplexy jsou spojeny membranou a vét8inou maji stechiometril
LT-alfal/beta2 (Browning a spol., Cell, 72, str. 847 az 856
(1993), Browning a spol., J. Immuncl., 154, str. 33 ai 46
{199853}).

Mia se za to, Ze analogicky s TNF-R a Jinym
podobnymi TNF dochédzi k aktivaci signalizace LT-be
je pfivedeno vice receptord na povrchu buiky do t
kosti (Crowe a spol, Science, 264, str. 707 aZ 71
Tento proces je nazyvdn kumulace receptord. Ligandy TNF a LT
jsou multivalentni komplexy, které mchou soulasné vazat
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tvorit agregat vice neZ s jednim receptoren. Kumulace recep-
torQt jako prostfedek pro aktivaci receptort v jinych systé-
mech byla dobfe dokumentovana, zaiména pro receptor tyrosin
kinasy (Ullrich a Schlesinger, Cell, 61, str. 203 aZz 212
{1990), Keclanus a spol., Cell, 74, str. 171 az 183 (1993)).
Aplikace ligandd LT-alfal/betal nebc/a LT-beta-R aktivujicich
ginidel, ktera miZe indukovat na povrchu cilovych nédorovych
bunék kumulaci a sigpalizaci molekul LT-beta-R ve sméru exp-
rese genu, by tedy byla uZitecCnda pro pFimou stimulaci cesty
LT-beta-R v téchto buiikach.

Podstata vynalezu

Vynalez Fe3i shora uvedené problémy tinm, Ze poskytuie
farmaceutické prostfedky a zplsoby pro 1éE&bu nadorovych bunék
stimulaci signalizace LT-beta-R bez soudasné stimulace
zanétlivych odpov odle

dnoho prove-
4+
\.

deni Jsou posk; vofené mezi

LT-alfa a vice podjednotkami LT-bet

ni komplexy), které indukuji cytotoxické uacinky na bunky,
které nescu LT-beta-R v pPitomnosti LT-beta-R aktivujiciho Ci-
nidla. Vyhodnymi prostfedky a zplsoby podle tchoto provedeni
jsou komplexy LT-alfal/beta2 v pritomnosti LT-beta-R aktivac-
&inidla. Vyhodn&ji jsou LT-alfal/beta2 komplexy v rozpustné
formé spife ne:i ve formé& vazané na membrénu a LT-beta-R akti-
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vadinim &inidlem je IFN-gama.

Podle jiného provedeni vynalezu je nejméné& jedna proti-
a

1atka, zaméfend proti LT-beta-R (anti-LT-beta-R protilatka),
pouZita jako druhé LT-beta-R aktivujici ¢&inidlo ve spojeni
s hetaromernim komplexem LT-alfa/beta. Vyhodné prostfedky
a zpusoby podle tohoto provedeni se vyznacéuji LT-alfal/beta2
v pF¥itcmnosti IFN-gama jako prvniho aktivujiciho <cinidla
a nejménd jedné anti-LT-beta-R protildtky Jjake druhého
LT-beta-R aktivujiciho &inidla. Vyhodnéji jsou LT-alfal/beta2
pustné a protilatka je monoklon nadlni protiléatka

Podle diiného provedeni Jje pouZita nejméné Jedna
anti-LT-beta-R oprotildtka v pPitomnesti nebo nepfitomnosti
druhého LT-beta-R aktivujiciho ¢inidla bez excgenniho
LT-z1fa/beta heteromerniho komplexu. Vvhodné prostfedky
a zplischy podle tochoto provedeni obsahuj nejméné dvé
anti-LT-bheta-R monoklonidlni protildtky (anti-LT-beta-R mAbs),
kterd rozpoznivaii nepFekryvajici se epitopy LT-beta-R v kom-
bhinaci s IFN-gana.

n3ten dald3iho provedeni vyndlezu jsou fa c
p e i cytototoxicity pro nad

-

\%
ji  tim, Ze se pouZivaji zesiténg
e spojeni s druhym LT-beta-R akt

._n

ci lem. Podle vyhodného provedeni jsou jednotliveé
-LT-beta-R protildtky imobilizovadny =zesiténim na povrch.

Pod indho vyhodného provedeni jsou anti-LT-beta-R proti-
dtky zesitény v roztoku. Vyhodnéji jsou anti-LT-beta-R pro-
k

onilni protildtky a druhym LT-beta-R aktivujicim

Pfedmé&ten vyndlezu je dédle novy screeningovy proces pro

selekci LT-beta-R aktivujicich g¢inidel, Jjako napfiklad
anti-LT-beta-R protilatek, které pusobi v kombinaci
s LT-alfa/beta heteromernimi komplexy k urychleni smrti nado-

rovych bunék. Test vyuZiva zvySené senzitivity humannich ade-
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nokarcinomatéznich bunék viéi LT-alfa/beta hetercmeraim komp-
lextim v pritomnosti LT-beta-R aktivujicich Cinide

cytotoxicitu. Postup pouZity k taestovani predpokladanych
LT-beta-R aktivujicich &inidel je popsan na prikladu protila-
tek anti-LT-beta~R a sestava a
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1) Nadorové buiky (napfi

buiiky HT29) se kultivuji nékolik ni v médiu obsahujicim
IFN-gama a purifikovany LT-alfal/beta?2 v pfitomnosti neakbo
nepritomnosti pfislu3né testovanéd anti-LT-beta-R protilatky.

2) Na uhky se pGscbi barviven, které obarvi Zive
bunky.

3) Spoditaji se obarvené buiiky, aby se stanovil podil
nidorov¥ch bundk usmrcenych za pPitcomnosti LT-alfal/betal,
IFN-gama a testované anti-LT-heta-R protildtky v kaidém vzor-
ku. Alternativnd se miife stanovit podet pfeiivajicich bunék
libovolnym z Pady dobFe znadm¥ch testl, kterymi se méFi Zive-
taschopnost bundk, jakc napfiklad inkorporaci 3H-thimidinu do

DN&.

Jednou z anti-LT-beta-R protildtsk (nesbo koobinace pro-
tiladtek), kterd zvy&uje v¥znamné procento nadorovych bunék
usmrcen¥ch v tomte testu, Je LT-beta-R aktivujici ¢inidlc
v ramci rozsahu tohoto vyndlezu. Tento cytolyticky test mlZe
byt pFizplsoben pro identifikaci novych LT-beta-R aktivujicich
&inidel, kterd funguji v kombinaci s LT-alfa/beta heteromer-
nimi komplexy.

Vyndlez je ilustrovan na priloZenych vykresech takto:
Obrézek 12
Tfidici analyzy purifikovanych forea LT-alfa/beta heteromer-
niho komplexu rozdé&lenych pomoci TNF-R a LT-beta-R imunocafi-

nitni chromatografie
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ané proteiny byly analyzovany na pryskyrici
TSK 3000 HPLC ve fyziologickém roztoku, pufrovaném fosfatem.
Q h uka

Je znazorn3na p zatelld velikosti.

Iontominidové analyzy purifikovanych LT forem za pouziti kar-
boxymethylové koleny Pares (4,6 mm x 100 mm) na pFistrocji Bi-
oCad (Parceptive Biosystenms)

27 pg ka®dého vzorku proteinu se vneslo na kolonu
a elucvalo se v gradientu 0 aZ 1 M NaCl pfes 20 objeml kolony

cim 16,66 UM Hepes, 16,66 uM
odnédhc a 16,66 pM pufru Mes (pH 6,5).

Srovnani cvtotoxické aktivity Anti-Fas receptoru umAb CH-11
(—~@®-), TNF (=0O=~), LT-alfa (-~[O-). LT-alfal/betal (- =)
a LT-alfa2/betal (—=@-) na humdnni adenokarcinomatdzni bunky
HT29 jak v pPitomnosti tak v nepFitomnosti 80 U/ml IFN-gama.

ho IgG (—@-—), rozpustneho

i
.T-heta-R-Fc recepteor-imuno-

- -

ovat cytotoxické ¢inky

o
]
t
,T.
|
r—l
tJ‘

eta-R monoklondlni protilatky potencuji cytotoxicky
G&inek LT-alfal/beta2 na humanni adenockarcinomatdzni builky
HT2°

(A) Cytolytické G&inky LT-alfal/beta2 na buiiky HT29 jsou po-
ost

tencovany pFitomn i anti-LT-beta-R monocklonédlnich protil

tek CDHIO.
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U¢inky LT-alfal/beta2 byly zméreny z monoklondini

bez
protilatky (-~@ -) a v pfitomnosti 0,5 pg/ml kontrolniho IgGl
(-®-), 0,05 pg/ml CDH10 (=QO-) a 0,5 ug/ml (~J0-) CLELO.

(B) Cytolytické ucinky LT-alfal/beta2 na buiky HTZS ]
hibovany pritomnosti anti-LT-beta-R monoklondlani protilatky

EDAS.

U¢inky LT-alfal/beta2 byly Zmefensy za pritomnosti 2
t ; t

ug/ml kontrolniho IgGl (- -) nebo anti-LT-beta-R monoklcnil-
ni protilatky BDAS8 (-[0~). Rozdil mezi chovanim CDEIC 2 BDAZ

anti-LT-beta-R monoklonalnich protildtek v tomtc testu Je
jednou z indikaci, Ze Jsou zaméFeny na rozdilné epltopy
LT-beta-R.

Obrazek 4

Imobilizované anti-LT-beta-R protildtky jscu cytotoxicks vaci
n

im adenokarcinomatdznim buhkédm HT29.

(A) Anti-LT-beta-R monoklonalni protilatky waji pfimy cytcto-
1C e} W

k¥ Géinek na bufiky HT29, kdyZ jsou imohilizovany a2 po-
\u.

Destiky byly pokryty IgGlL (-@-)
l1atkou zamé&Fenou proti nepfibuzné
ho povrchu HT29/26 (-M¥-), BDAS (-O-
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(B) U¢inky rozpustnych anti-LT-beta-R monoklondlnich protila-
tek samotnych na rist bunék HT29.

Symboly jako v (A). Tyto anti-LT-beta-R monckleondlni
rotilatky v své rozpustné formé nemaji vyznamné cytotoxické

i~

i¢inky na bulky HT29, kdyZ jsou aplikovany individudlné.
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Qbrazek S
Reprezentativai kvantifikace zvyiené cytotoxicity viaci nado-
rovvm bufikdm piscbenim dvoijic rozpustnych anti-LT-beta-R mo-
h

00 ng/ml) + IgG
50 ng/ml)na buiiky

ndlni protilatky CBEL1l (50 ng/ml), BHALIO (

P

(100 ng/ml) a BEALC (100 ng/ml) + CEELl
F b

80 U/ml.

n

(B) Cytctoxické dacinky kontrolniho IgG1l (100 ng/ul),
anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky CDHLIO (100 ng/ml),
anti-LT-beta-R moncklonadlni protildtky CBELl (50 ng/ml),
CDHE1O (100 ng/ml) + Ig3i (100 ng/ml) a CDHLIC (100 ng/ml +
CRBELLl (53¢ ng/ml) na buiky HT2%. IFN-gama byl ptitcomen s 80
TT/L;.*’. .

(cy Cytotoxické Gacinky kontrolniho IgGil (100 ng/ml),
anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky CDH1O (33 ng/ml),
anti-LT-heta-R monoklondlni protilédtky AGHL (50 ng/ml)
a CDHE1Q (33 ng/ml) AGHL (350 ng/ml) na buiky HT29. IFN-gama

(D) Jako u (C) s tim rozdilem, Ze v cytolytickém testu byly
pouZity humdnni adenckarcin {

bA
omatdzni WiDr bunky (Raitano
str. 10466 aZ 10472 (1990)).

Obrazek 6

Velikost nadoru u my3i SCID léCenych protilatkou anti-LT-
-beta-R

(A) Velikost humdnnihc adenckarcinomu WiDr u myS3i SCID 30 dni
po inokulaci se soucdasnou léchou protilatkou



samotny IFN-gama, anti-LT-beta-R monoklonédlni protilatka
(CBE11l) s a bez IFN-gama a kontrolni anti-huménni LFA-3 mo-
noklondlni protilatka (1E6) s IFN-gama. Priimér z kaZdé skupi-
ny je naznalen pficnou carou. Pruméry, standardni odchylky
a polet zvifat (v zavorkach) pro p&t skupin (odleva doprava)
byly: 0,88 +/- 0,59 (14), 1,21 +/- 0,7 (21), 0,041 +/- 0,052
(16), 0,11 +/- 0,1 (12) a 0,98 +/- 1,16 (12).

(B) Velikost huménniho adenokarcinomu WiDr u my3i SCID od
14. do 49. dne po inokulaci nadorovych bunék s 15-tidenni
postinokuladni 1é&bou protilatkou
Nadory se nechaly narfist do stfedniho priméru 0,53 cm

(0,076 cm3) bez jakékoliv 1é&by a s i.p. injekcenmi se zapola-
loc 15. den a pokradovalo se, Jjak naznacCeno Sipkami. Priméry
a standardni odchylky ijsou naznaceny pro skupinu 12 zvifat
léZenych bud samotnym IFN-gama (1 x 109 U/injekce) (- -3,
IFN-gamz s 50 g 1E6 anti-LFA-3 moncklonalni protilatky
(- =), IFN-gama s 50 pg CBEll anti-LT-beta-R monoklonalnil
protilatky (- -) nebo 50 ug CBEll anti-LT-beta-R moncklondl-
ni protildtky samotné (neznédzornéno).

aby byl zde popsany vyndlez zcela srozumitelny, Jje dale
+.

uveden nasledujici detailni popis.

Vyraz Pprotinaddorova aktivita” se tykd schopnosti
substance nebo prostfedku blokovat proliferaci nadorovych bu-
nék nebo indukovat smrt naddorovych bundk, u nichZ dochazi

k interakci s uvedenou substanci nebo prostrfedkem.

Vyraz Yapoptdza” se tyka procesu naprogramcvané snrti
bunék.

Vyraz "cytotoxicka aktivita” se tykd& schopnosti subs-
tance nebo prostifedku vyvolat smrt bunék, u nichZ dochazi

k interakci s touto substanci nebo prostfedken.

Vyraz Mepitop” (nebo antigenni determinanta) znamend
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G4dst molekuly, kterd se spojuje s jedinym mistem na mclakule

s
protildtky pro vazani antigenu. Jediny epitop
monoklondlni protildtkou (mAb). Vice epitopu se

poznadva polyklondlnimi protilatkaml (Ab).

"Fc doména” protilatky se tykd Zasti mclekuly ckbsahuji
ci CHz, CHs a pantové cblasti, ale postradajici vazebnid mista

pro anticgen.

Vyraz "&inidlo indukujici interfercn™ se t7ka kterého-
koliv &inidla, které je schopnc pfimo nebo nepfimc stimulovat
endogenni produkci libovelndho interferonu typu I (IFN-alfa,

IFN-beta) nebo typ
cich interferon za

no
sloudenin odvozenych od rostlin nebo slicucenin pfipravenych

Vyrazy "LT-alfz mutein” a "LT-beta wmutein” s= tykail
LT-alfa nebo LT-beta polypeptidd, které majl jednu nebo vice
zmén anminokyselin ve sravnani se sekvenci aminokyselln
odpovidajiciho nativniho polypeptidu.

Vyraz "LT-beta-R aktivujici &inidlo” se tyka libovolného
T

ta-R, kumu-

nebo které nmlZe ovlivnit, jak jJ

o]
e 1

van uvnit? bufiky. PFiklady LT-beta-R aktivuji
n £

ich ¢inidel za-
hrnuji IFN-alfa, IFN-gama, TNF, interferon indukujici &inid-
la, rozpustné anti-LT-beta-R protilatky, zesiténé
anti-LT-beta-R protildtky a multivalentni anti-LT-beta-R pro-
tilatky. '
Vyraz "LT-beta-R signalizace” se tyk&d v3ech molekular-
nich reakci spojenych s LT-beta-R cestou a nasledujicich mo-

lekuldrnich reakci, které z ni vyply¥vaji.

Vyraz "protildtka anti-LT-beta-rsceptoru” (Yanti-LT-be-
-ta-R Ab") se +tyka libovolné protilatky, kterd rozpoznava
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iméné na jeden epitop LT-beta receptoru.

vvraz "monoklondlni protilatka anti-LT-beta receptoru”
T-beta-R mAb") se tykad libovolné monoklondlni proti-

a
latky, kterid rozpoznavéd a vaZe se nha jediny epitop LT-beta-R.

&né anti-LT-beta-R (m)Abs” se tyka protila-

17 a-R, které bud byly zesitény vza-
aglomeraty protildtek v roztoku za pouZiti zesitova-
-LT-beta-R protildtky (2b) nebo (mAb) nebo

ovany ve vzdjemné tésné Dblizkosti na po-

ginidlo anti-LT-beta-R protilatky

libovolného ¢inidla,
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aktivita™ a "LT-alfa/beta biologicka aktivita' jsou defi-
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proti neiméné Jednomu epitopu odpovidajici nativni
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nebo komplexu podjednotek nebo 2) schopnost LT
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gandy na LT-specifickém receptoru jako je TNF-R nebo
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nebo 3) Ze jsou schopny stimulovat imunni regulacni
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nebo cytotoxickou aktivitu kvalitativné spolelnou
LT
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podjednotkou nebo komplexem.
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", T-alfa/beta heteromerni komplex™ se tyka
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stabilniho spojeni mezi nejméné jednou podjednotkou LT-alfa a
vice neZ jednou podjednotkou LT-beta. Podjednotky se mohou

spojovat elektrostatickymi, van der Waalsovymi nebo kovalen
nimi vazbami. Heteromerni komplex LT-alfa/beta md s vyhod

nejméné dvé sousedni podjednotky LT-beta a neckbsahuje Zadné
sousedni podjednotky LT-alfa. Nejvyhodn2jl ma komplex stechi-

ometrii LT-alfal/betal.

Vyraz "multivalentni ligand"” se tyka molekuly nebo kom-
plexu, ktery md vice neZ Jjedno vazebné misto prc recaptory
a je schopen soufasné vazat a pPivést do tésné blizkosti nej-
ménéd dvé receptorové molekuly.

"Vedouci sekvence typu I"” Je amino-terminalni Cast eu-
karyotického proteinu, kterd slcuZi jako signdl k fizenl pro-
teinu k endoplazmatické retikuldrni (ER) membrdnd z casto ce-
lou sekreéni sto Vedouci sekvence se obvykle od3tépuie
signalni peptiddzou v ER membrané

"gignalni sekvence” je funkini ekvivalent eukaryotické-
ho pu I vedouci sekvence v prokaryotickych hostitelich

ty
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a ranslokaci proteint do neboc pfes lipidové dvouvrstvé

ny bakte

e

[

mer erie.
YRozpustny LT-alf

LT-alfa/beta hete

notky LT-beta, ve kterych byly sekven

lokalizuiil polypep id ¥ membrédné, vypusf

ny, ¢imz se eta Jjednotka stane stnou. Rozpustné

LT-alfa/beta heteromer

nou hostitelskou buiikou, kterd byla s

rozp
rni komplexy mchou byt cvany vhod-
estrojena pro expresi

obou pedjednotek.

YPovrchovy LT-alfa/beta komplex”™ Jje komplex cb
podjednotky LT-alfa a LT-beta, vazané na membr

upravena na povrchu bunék.
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Pradukce LT-alfa/beta komplexl, vazanych na membranu

vé komplexy bun&&ného povrchu byly charakte-
4+ T celularnich hybridomovych buinikach
. které exprimuji vysoké hladiny LT (Browning
Immuncl., 147, str. 1230 aZz 1237 (1991), Androle-
ol., J. Biol. Chem., 267, str. 2542 aZ 2547

T-alfa postradid transmembrdlni doménu a je

ufiky interakci nejméné s jednou k membrané

<
L
(@]
-

*
=
o

o
vizanou LT-beta podjednotkou. S membrénou vézane (povrchoveé)
exy maji pFevaind LT-alfal/beta2 stechiomet-

nd na membrinu, je

Povrchovy LT-alfa/beta heteromerni komplex mlZe byt
rekonstruovan kotransfekci hostitelskych bundk s obhéna

LT-alfa a LT-beta geny. Povrchové LT komplexy nemochou byt po-
zorovany na stabilnich buné&énych liniich, které exprimuiji je-
den nebo druhy LT gen samotny. KdyZ v3ak hostitelskd buika
produkuje normadlnd velkd mnoZstvi LT-alfa (napfiklad buiky
RPMI 1788, viz'niée), pak by transfekce LT-beta genem, ktery
kéduje poZadovany LT-beta polypeptid, méla byt dostatecna
k vytvoFfeni LT-alfa/beta komplexd, obsahujicich LT-alfa pod-
jednotky plné délky.

Spoledna exprese LT-alfa a LT-beta polypeptidl v radé
eukaryotick¥ch expresnich systéml vede k Jjejich spojeni a

exportu jako aktivniho ligandu (Crowe a spol., J. Immunol.
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Methods, 168, 79 aZ B9 (1994)). K pouZitelnym hostitelsky

o
systémim patfi, aniZ by na né byly omezeny, CHO buiky, COS
buiky, B butky zahranujici myelomny, bakuloviren a

hmizi buiky a kvasinky.

LT-alfa podjednotka heteromernich koamplexl
LT-alfa/beta podle vynalezu miZe byt seleketovana
z lymfotoxinu-alfa, humadnnihc nebo zvifeciho lymfotoxinu-al-
fa, rekombinantniho lymfotoxinu-alfa, rozpustného
lymfotoxinu-alfa, sekretovaného lymfotoxinu-alfa, wmuteind
lymfotoxinu-alfa, které maji LT-alfa biclecgickou aktivituy,

nebo fragment lymfotoxinu-alfa kteréhokcoliv ze shora uvede-

n¥ch s biologickou aktivitou LT-alfa.

£

LT-alfa polypeptid mlZe byt kterikoliv rozpustnd fo

r
molekuly v&etnd jejich aktivnich fragmentd, kterd miZe byt
v

vytvofena eukaryotickych expresnich systémech, kde bude
priradni LT-alfa vedouci sekvence oditépena. Alternativns mo-
hou byt poufity k maximalizaci sekrece LT-alfa v jinych hos-
titelskych systémech flize zralé LT-alfa sekvence s heterolo-
gickou signdlni sekvenci. Signdly Jjsou zvoleny na bazi pfed-
poklddanéd hostitelské bufiky a mchou zahrnovat bakteridlni,
kvasinkové, savéi a virové sekvence. Nativnl signidl nebo vas-
kuldrni bun&&nd molekuldrni-1 (VCAM-1) signalni sekvance jsou
vhodné k pouZiti v savéich expresnich systémech.

LT-alfa polypeptidy mohou byt téZ fdzovany s poclypepti-
dy s prodlouZenym plazmatickym poloCasem Zivotnosti, jakeo
jsou imunoglobulinové Fetézce nebo jejich fragmenty. Plazma-
tické proteiny, které mohou byt pouZity ke zvySeni poloasu
Zivotnosti plazmy, zahrnuji sérovy albumin, imuncglcbuliny,
apolipoproteiny a transferrin. PPipojeni polyethylenglykolu
(PEG) mGZe stabilizovat polypeptid a sniZit jeho imunogeneci-

1
e

tu. S vyhodou neni LT-alfa fdzni protein vyzna
v jedinci, ktery ma byt léCen, a plazmati 3]
o

c
buje u Jjedinci v dusledku své normdalni biol

nezddouci vedlejsi acinky.
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Huménni LT-alfa Jje glykozylovdn na N a O zbytcich
oji se vyznaduje znacnou mikroheteroge-
ukru. Oligosacharidovy prostfedek pfis-
n¥ k¥ vytvoreni LT komplexu miZe ovlivnit
Q ce (Fukushima a spcl., Arch. Bi-
ochem. Biophys., 304, str. 144 azZ 153 (1993)). ProtoZe vari-
anty glvkozylace mohou byt vytvoFfeny expresi v rGznych hosti-

telskych buikdch, je to jeden faktor, ktery ma byt zvéZen pri

LT-alfa miZe byt purifikovan od B lymfoblastoidni linie
k

kretuje LT-alfa a miZe byt

i b, din plsobenim forbolesteru
PMA (Aggarwal 2 spel., J. Biol. Chem., 259, str. 686 aZ 691
(1984)). Alternativnd miZe byt pouZit klonovany humanni
LT-alfa gen, aby produkoval rekombinantné LT-alfa polypeptidy
v rlznych hostitelskych systémech vietné bakterii (Schoenfeld
a spol., J.Biocl.Chem., 266, str. 3863 aZ 3859 (1991)), baku-
lovirem infikovan¥ch h bunék (C 2 spol., J. Immu-

a

94)) a savéich bunék
str. 1839 az 1867

h. RBRiochem. Biophys., 304, str.

Casti LT-alfa genu, které kéduji polypeptidové fragmen-
Q a L

ty s biologickou aktivitou .T-alfa, mohou byt vyhodnoceny za

pouZiti rutinnich screeningovych test. K uZitecCnym screenin-

govym testlm na LT-alfa biologickou aktivitu patfi kompeti-
s n

tivanl inhibiéni testy ivanim LT-alfa vazanym na TNF-R ne-
bo mé&feni primé nebo nepfimé inhibici schopnosti LT-alfa in-
dukovat cytotoxicitu naddorovych bunék v testech o sobé zni-
mych v ocboru. LT-alfa fragmenty se s vyhodou spoji do hetero-
mernich komplexl s LT-beta a komplexy se testuji na
LT-alfa/beta biologickou aktivitu kompetitivni inhibici
s LT-alfa/beta vdzanym na LT~-beta-R nebo na jejich schopnost
indukovat cytotoxicitu nddorovych bunék v zde popsanych tes-

tech.



Lynfotoxin-beta, oznadovany té%7 jako p33, byl identifi-
kovan na povrchu T lymfocytd, T bunéénych linii, B bu
linii a lymfokiny aktivovanych smrticich bunék. LT

predmétem soub&Zné mezindrodni pfihlasky PCT/US91/0458

')
[UN
0
o
17
=
3
fu

ladovateltt této patentové prihla8ky, =zvefejnin
1992 jako W092/00329 a mezindrodni pPihlasky PCT/USQ93/116689,

zverein&né 23. &ervna 1994 jako WO 94/13808.

LT-beta gen koéduje polypeptid o 240 aZ 244 aminokyseli
nach (Browning a spol., Cell, 72, str. 847 (
LT-beta je membranovy protein typu II s kratk
cytoplazmatickou doménou, nasledovanou do
membranu s 30 hydrofébnimi aminokyselinami. Ma jeui“é glyko-
ktery, jak se zda, se neziCastiuje tvorby disulfidové vazby

mezi podjednotkami.

LT-beta podjednotky obsahujici LT-
komplexy podle vyndlezu mohou byt zv

nativniho humdnniho nebo zvifeciho 1

‘~< (0]
O

n
nantniho lymfotoxinu~beta, rozpustného lymfoto“i“u—be
kretovaného lymfotoxinu-beta, muteint lymfoctoxinu-beta s bio
logickou aktivitou LT-beta nebo fragmentd lymfotoxinu-beta
kteréhokoliv ze shora uvedenych s biologickou aktivitou
LT-beta.

Jak shora uvdeno pro LT-alfa polypeptid, mochou
LT-beta polypeptidy modifikovany ke zvyseni Jejich r
3

tod. Podobné mohou byt Gasti LT-beta genu, které kdduj Q
peptidové fragmenty s biologickou aktivitou LT-beta, vyhodno-
ceny za poufiti rutinnich screeningovych testd, jak uved
pro LT-alfa.

Produkce rozpustnych komplexid

Rozpustné (nevézané na membrdnu) LT-alfa/beta hetero-
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nény =z formy vazané na membrdnu na rozpustnou formu. Tyto
komplexy jscu popsiany detailne v scub&Znéd mezindrodni pfih-
la%ce pfrihladovateld (PCT/US93/11669, zverejnéné 9. ledna
1992 jako WO 94/13808). Rozpustng LT-beta peptidy jsou defi-
novany sekvenci aminokyselin lymfotoxinu-beta, pficemi sek-
vence je roz3tdpena v libovclném bodd mezi koncem transmemb-
ralni oblasti (tj. asi u aminckyseliny ¢&. 44) a prvni homo-
logni oblasti TNF (ti. u aminckyseliny C 88) podle Cislova-
ciho systému Browninga a spol., Cell, 72, str. 847 az 856

dukovany od-

o)

délenim N-konce LT-beta k odstranéni cytoplazmatického konce
a transmembralni oblasti (Crowe a spcl., Science, 264, str.
707 a% 710 (1994)). Alternativnd mGZfe byt transmembralni do-
ména inaktivovana vypudténim nebo nahraZenim normdalné hydro-
fébnich zbytkd aminokysslin, které cbsahuji transmepmbrilni
doménu, hydrofilnimi zbytky aminokyselin. V kaZdém pfipadé se
vytvoli znaénd hydrofilni hydropathicky profil, ktery snizuje
afinituy lipidd a zlep3uje rozpustanost ve vod e

nimi zbytky aminokyselin, protcZs se tim zamezuje zavedeni
potencidlné imunogennich epitopd.

Odstrandna nebo inaktivovani transmenbrdlni doména miZe
b¥t nahrazena nebo pfipojena k vedouci sekvenci typu I (tjJ.
k vedouci sekvenci VCAM-1) tak, Ze protein je sekretovan po-
ginaje kdekoliv od mezi vall4a0 do pro88. Rozpustné LT-beta
polypeptidy mohou obsahovat libovolny poclet dobre znamych ve-
doucich sekvenci na N-koncl akovd sekvence by dovelila, aby

ny k kred cesté v euka-

e}
peptidy byly exprimovany a zacile e ni
ryotickém systému. Viz napf. Erns ol., US patent &. 5,

082.783 (1992).

Rozpustné LT-alfa/beta heteromerni komplexy mohou byt
produkovany kotransfekci vhodné hostitelské buiky s DNA kddu-
jici LT-alfa a rozpustny LT-beta (Crowe a spol., J.Immunol.



Mathods, 168, str. 79 azZz 89 (19%94)). Rozpustny LT-beta sekre-
tovany v nepritomnosti LT-alfa Jje vysoce oligomerizovan. Av-
Zak kdy? je exprimovan spolecné s LT-alfa, vytveri se 70 kD

akoby trimerni struktura, kterda obsahuje oba proteiny. Je

.l

téd% mo*no produkovat rozpustné LT alfal/beta2 heteromerni
komplexy transfekci bunécné linie, kterd normélné exprimuje
pouze LT-alfa (tak jako shora zminéné bunky RPMI 1788) gene-
tickym kodovanim rozpustného LT-beta polypeptidu.

LT-alfa a LT-beta polypeptidy mohou byt syntetizovany

odd3lend, denaturovany pouZ?itim mirnych detergentd, vzajemnée
smi3eny a renaturovany odstranénim detergemtu, CcimZ se
vytvori smiZené LT heteromerni komplexy, které mohou byt

rozdéleny (viz niZe).

stechiometrii, chromatografii za pouZiti TNF a LT-beta recep-
jako afinitnich purifikadénich <cinidel. TNF receptory se

i pouze v alfa/alfa rozStépech LT komplexl. LT-heta recep-
r sa vadfe s vysokou afinitou na beta/beta rozStépy a s nizi-
&{ afinitou na alfa/beta roz3tépy heteromernich LT-alfa/beta
komplexl. LT-alfa3 a LT-alfa2/betal se tedy budou vazat’ na
R LT-beta-R nlzZe té% vazat trimery LT-alfa2/betal

(v rozdtépech alfa/beta), ale neml@Ze vazat LT-alfa3. Kromé
toho LT-beta-R (ale ne TNF-R) vazZe LT-alfal/betal
a LT-beta(n) (ptesné sloZfeni takovéhoto pfipravku neni znamo,

isou to vsak velké agregaty).

Reagencie s afinitou k receptoru mohou byt pripraveny
bud jako rozpustnd extraceluldrni doména (viz naptriklad Loet-
scher a spol., J. Biol. Chem., 266, str. 18324 az 18329
(1991)) nebo jako chimérické proteiny s extraceluldrni domé-
nou pro vazbu ligandl pripojencu k doméné imunoglobulinu Fc
(Loetscher e spol., J. Biol. Chem., 266, str. 18324 aZ 18329
(1991), Crowe a spol., Science, 264, str. 707 aZ 710
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(1994)). Receptory se pfipojuji k
ti r

k¥m zesiténim za pouZi

Existuji dv& schémata. kterymi LT-alf

miZe byt purifikovdn za pouZiti recepton

chromatografie. V prvanim schématu s= vede supsrnatant z vhod-
ného expresniho systému, ktery expriamuje spaledné jak
LT-alfa formu, tak sefiznutou LT-beta formu, pfes TNF-R kolo-
nu. TNF-R bude vazat LT-alfa3 a LT-alfa2/betal trimery. Pru-
tok TNF-R kolonou bude obsahovat LT-beta{n) a LT-alfal/betal

Ve ruhén schématu v3echny foray obsahujici LT-beta
(LT-beta(n), LT-alfal/beta2 a LT-alfa2/betal) jsou vazany na
a eluovany =z LT-beta-R kolony za pouZiti klasickych metod,
jako chaotropu nebo zmé&ny pH. (LT-alfa3 protskad touto kolo-
nou). Eluédt je neutralizovdn nebc chactrop ocdstranén a eludt
se pak vede pFes TNF-R kolonu, kterid vaiZe pouze

-alfa2/betal trimsry. Pritok toutc kolonou Dbude obsahovat

LT-beta nas

1 c
postupy icntoménidové

h
fu

\
o’

Alternativad mohou byt rdzné formy LT-al

mernich komplext oddéleny a purifik
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chromatografickych prostredk

v
ct
(1)
5

-

!
vat sérii obvyklych purifikanich schémat s né
afinitnich purifikacnich oper o

Zdroj anti-LT-beta-R protilitek
Polyklonadlni protilatkovd séra zamé&fend proti lidskému
LT-beta receptoru se pPipravuji pouZitim konvenénich metod
tim, Ze se zviratGm, jakc kozdm, kralikim nebo mysim, apliku-
je subkutdnni injekcihumdnni fdzni protein mezi LT-beta re-
ceptorem a Fc (priklad 2) v kompletnim Freundové adjuvantu,
a n u

nadsledované druhou intraperiton tanni injekci
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v kompletnim Freundu. Polyklondlni antiséra obsahujici poza-

ilatky, které jsou zaméfeny proti LT-beta recepto-

ilatky (mAbs) zaméfeneé proti hu-
ezi LT-beta receptorem a Fc se
onedlni imunizaci my3i RBF opakované po-

ozeného rekombinantniho fdizniho proteinu
mezi em a Fc (LT-beta-R-Fc) véazaného na pro-
epFitomnosti adjuvantu. Nakonec se zvira-
tim aplikuie druh&d injekce rozpustného LT-beta-R-Fc (jak
i.p., tak i.v.), slezinné bufiky se fdzuji za pouZiti klasic-
kvch protckoll a hybridomy se podrobi screeningu za pouZiti
asty ELISA (Ling a spol., J. Interferon and Cytokine Res.,
995)). Hybridomy se dale podrobi scree-

(
ningu ke zjidté&ni jejich schopnosti blokovat vazani aktivova-

-

~

]
Ych hybridomovych bunédk II-23 -- které exprimuji pcvrchov

w
ct
D

ky potaZené LT-beta-R-Fc. Ci

8
@ (Qx

n
[
|

¢
monoklondlni protildtky se pPipravuji purifikaci IgG
o)

teinem A sefarosou.

vit rGzné formy anti~LT-beta-R pro-
tod rekombinantni DNA (Winter
83 aZ 299 (19%1)). Mchou byt
protilatky, ve kterych je
i protilatky napojena na hu-
ni doménu (napf. Cabilly a spol., US 4,
on a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.aA., 81,
55 (1984)). Chimérické protilatky redukuji po-
enni odpovédi vyvolané zvifecimi protilatkami,
ty pfi klinické 1é¢&bé 1idi.

Kroné toho mohou byt syntetizovadny rekombinantni

"humanizované protilatky", které rozpoznavaji LT-beta-R. Hu-

manni protildtky jsou chiméry obsahuijici vétsinou huménni IgG
sekvence do kterych byly vlioZeny oblasti odpovidajici za
specif'cké vazdni antigenu (napf. WO 94/04679). Zvirata se
imunizuji pozZadovanym antigenem, prislusné protilatky se izo-
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luji a East sekvenci wvariabilni oblasti cdpovidaiici za s

P
cifické vazani antigenu se odstrani. Cblasti vazajici antigen
odvozené od zvifat se pak klonuji do odpevidajici pozice gent
humdnni protildtky, ve které byly odstranény oblastl pro vaz-
bu antigenu. Humanizované protildtky minimalizuji pouZiti he-

terolognich (mezidruhovych) sekvenci
a méné pravdépodobné vyvolaiji imunitni cdpovédi v 1éleném je-

dinci.

Konstrukce rtznych tFid rekcmbinantnich anti-LT-beta-R
protilatek miZe byt téZ provedena vytvofenim chimérickych ne-
bo humanizovanych protildtek obsahujicich anti-LT-betz-R va-
riabilni domény a humdnni konstantni domény (CH1, CE2, CH3)

h d

izolované Z rd d
anti-LT-beta-R TIgM protildtky se zvySenymi valencemi mista
pro vazbu antigenu mohou b7t rekombinantné produks

védnim mista pro vazbu antigenu do vektorl nesoucich konstant-
ti humanniho p retézce a
Med., 177, str. 1439 gaZ 1450 (1993
Immuncl., 22, 2 Q

IS 2
Nature, 339, str. 68 az 70 (1989)),

Mimo to mchou byt st
pouzity ke zméné v
k jejich antigenfm zm

é k
zebnych mist pro antigen. Vazebna
e

£i vané proti-
14tky k antigenu miZe byt zvyiena mutagenezi zaloZencu na mo-
lekularnim modelaovani (Queen a spol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86, str. 10029 aZ 10033 (1989), WO 94/04679).

MizZe byt Zadouci zvysit nsho spnizit afinitu
anti~LT-beta-R protildtek k LT-beta~R v zdvislosti na cilovénm

typu tkané nebo pfislusném wuvaZovaném planu léc a
miZe byt vyhodné pro semiprofylaktické 1éZby 1é&it pacienta
e s

konstantnimi hladinami anti-LT-beta

','«U
0O o
5]
(0]
et
—
—

schopnosti signalizovat LT-beta ce
anti-LT-beta-R protildtky se zvydenou afini
.‘!

u
vyhodné pro kratkodobé 1é8&by cilené proti nadoru.



ning anti-LT-beta-R protildtek na LT-beta-R aktivujici

Anti-LT-beta-R protildtky podle vynalezu mohou potenco-
vat protinadorovou aktivitu LT-alfa/beta heteromernich
komplexl (s vyhodou LT-alfal/beta2) za pritomnosti LT-beta-R
aktivujicihe d&inidla jako Jje 1IFN-gama. Tyto anti-LT-beta-R
jsou zde také uvadény jako LT-beta-R aktivujici ¢i-
i

S
[

latky, které plsobi jako aktivujici ¢&inidla, jsou

1) Série jamek pro tkanové kultury obsahujici nadorové
Aky jakc buiky HT29 se kultivuji tFi aZz ¢&tyfi dny v médiu

icim LT-beta-R aktivujici ¢inidle, Jjako je IFN-ganma
ikovany LT-alfa/beta heteromerni komplex -- s vvhodou

LT~alfal/beta? -- v pritomnosti nebo nepritomnosti postupnych

2ni testované anti-LT-beta-R protilatky.

2) Ke smési bungk se pridd vitadlni barvivo, které méri
i funkci jakoc MTT, a nechad se reagovat nékolik

Lol il

hodin.

Kvantifikuje se optickd hustota (0D) smési v kazdé
i vlinové délce svétla 550 nm (OD 550). OD 550 je nep-

Fimo dmérnd poltu niddorovych bunék wusmrcenych v pritomnosti

jamce p

LT-alfa/beta heteromerniho komplexu, LT-beta-R aktivujiciho
¢inidla a testované anti-LT-beta-R protildtky v kaZdé janmce.

Vyhodné protiliatky podle vynalezu, které plsobi indivi-
dudlné jako LT-beta-R aktivujici ¢&inidla v pEFitomnosti
LT-alfal/beta2 a IFN-gama, zahrnuji BXAll, CDH10, BHAlO
a BCG6& anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky (Tabulka 2, viz

nize).
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Zesiténi anti-LT-beta-R protilatek

Zesité&né anti-LT-beta-R protilatky podle
bi individudlné jako LT-beta-R aktivujici &ini

1 e
nich LT-alfa/beta heteromernich komplext v pfitomnosti druhé-

ho LT-beta-R aktivujiciho &inidla, Jjake je IFN-gama. Zesitdné
anti-LT-beta-R protiladtky se zfejmé& vazZi na a indukuji kunmu-

]
laci LT-beta receptortt buné&&ného povrchu, ¢&imZ aktivujl

LT-beta receptorem zprostfedkovanou cilencu smrt bunék.

Podle jednoho provedeni Jje jeden nebo vice
anti-beta-R protilatek zesiténo im i

o
pustné matrici nebo povrchu. Derivatiz
1

nou nosnou matrici nebo povrch. Cinidla b3Znd pouiivana
k provedeni zesiténi protilatek na vodou nerozpustncu nosncou
matrici nebo povrch zahrnuii 1,1 tyl
than, glutaraldehyd, estery N-hyd

rit s 4-azidosalicylovou kyselinou, homobifunkini imidoestery
véetné disukcinimidylesterQ a bif
¥iklad bis-N-maleinimido-1,8-cktan. D
ko methyl-3-(({p-azideofenyl)dithio
tivovatelné meziprodukty, které mchou by
ny, kdyZ jsou stimulovdny svétlem. Reaktivni, ve vodé neroz
pustné matrice Jjako kyanogenbromidem aktivované sacharidy
a substraty popsané v US patentech ¢&. 3,959.080, 3,969.287,
3,691.016, 4,195.128, 4,247.642, 4,229.537, 4,035.96

4,330.440 mohou byt téZ pouZity pro imobilizaci a zesiténi
proteint.

Povrchy, ke kterym jsou protildtky pfipojeny, mchou byt
neproteinovy polymer, obvykle hydrofilni polymer bud
pfirodniho nebo syntetického pavodu. Mohou byt pouZity
hydrofilni polyvinvlové polymery Jako polyvinylalkohcol (PVA)
a polyvinylpyrrolidon (PVP). UZitecné jsou téZ polyethylen-

ethery, jako polyethylenglykol, polypropylenglykol, polyoxy-
o lkyl

jako polyoxyethylen a polyoxypropylen, a blokové kopolymery
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polyvoxyethylenu a polyoxypropylenu (Pluronics), polymethakry-
1aty, karbomery, rozvétvené nebo nerozvétvené polysacharidy,

kters zahrnuiji sacharidové monomery D-mannosu, D-
a L-galaktosu, fukosu, fruktosu, D-xylosu, L-arabinosu,
D-glukurcnovou kyselinu, sialovou kyselinu, D-galakturonovou
kyselinu, D-mannuronovou kyselinu (napf. polymannuronovou ky-
selinu nebho alginovou kyselinu), D-glukosamin, D-galaktosa-

min, D-glukosu a neuraminovou kyselinu véetné homopolysacha-
ridtt a heteropclysacharidd Jjako lakitosy, amylopektinu, Skro-
bu, hydroxyethyl3krobu, amylosy, dextransulfatu, dextranu,
dextrin, glykogenu nebo polysacharidové podjednotky kyselych
mukopolysachariddl, nap? hyaluronové kyseliny, polymerd alko-
hold cukrd, jako je polysorbitol a polymannitol, a heparin

Pred zesiténim Jje polymer s vyhodou rozpustny ve vodé
u ouze Jje

a s vyhocdou cgbsahuje pou:z dinou reaktivni chemickou skupi-
nu, aby se zabréanilo vicendscbhému zesiténi s protilatkou.
V kaZdém pFfipadé by mély byt reakdni podminky optimalizovany,
aby se omezilo z a aby se izolovaly produkty -- bud

e
pFrimo nebo nasledujici gelovou filtraci nebo chromatografic-
kou operaci ~-- s v podstat@ homogennim rozsahem molekulavé
hmotnosti. Optimdlni molekulovd hmotnost zesiténé protilatko-
vé matrice bude stanovena rutinnim experimentovanim za pouZi-

ti zde popsanych testll na cytotoxicitu a na vazani receptoru.

Findlni konijugdt po zesit&ni je s vyhodou rozpustny ve
fyziologickych kapalindch jako je Xkrev. Polymer by nemél byt
vvysoce imunogenni ve formé konjugdtu a mél by mit viskozitu
kompatibilni s intravendzni infuzi nebo injekci, pokud nékte-
rad z nich je uvaZovanou cestou pro aplikaci.

ymer miZe byt téZ ve vodé nerozpustny. K materialdnm,
mohou byt pouzZity, patfi hydrofilni gely nebo tvarované
s

ovrchy, ke kterym mohou byt protilatky imobilizo-

Qg

i hirurgické hadice, katétry nebo drény. 8 vyhodou
ouzivaji pevné nosné materialy, které jsou bioclogicky
kompatibilni a v podstaté inertni ve fyziologickém okoli.



Materidl Jje Dbiologicky kompatibilni, JjestliZe nestimuluje
podstatné imunitni odpovédi vcetné zdnétu nebo neprfitahuje

fibrotické bunky, kdyZ je umistén uvnitf téla pacienta.

Anti-LT-beta-R protildtky mohou byt téZ imobi
na povrchy, které byly kovalentné nebo nekovalent

sekunddrnimi protilatkami, které se budou vazat na primdrni
anti-LT-beta-R protilédtky (napf. kozi protimysi I lat

ky, viz priklad 7). Kazda individudlné t
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anti-LT-beta-R monoklonalni protilatka, kdyZ byla im
vanad na povrch se sekunddrnimi protilatkami, plschi jako
LT-beta-R aktivujici &inidlo v pritomnosti IFN-gama (obrazky

4 a 7).

V alternativnim provedeni mohou =zesiténé protilitky
anti-LT-beta-R v roztoku plsobit jako LT-beta-R aktivujici
¢inidla. Anti-LT-beta-R protilatky wmochou byt zesitény pcmoci
anti~LT-beta-R Ab (nekbo miAb) zesitujiciho ¢inidla.
Anti-LT-beta-R Ab (nebo mAb) zesifujici ¢inidloc podle vynale-

zu je jakékoliv Cinidlo schopné bud kovalentni vazby nebc ne-
kovalentni agregace anti-LT-beta-R protildtek (nebo monoklo-
ndlnich protilédtek) v roztoku , takZe zesité&né anti-LT-beta-
-R protildtky (nebo monoklondlni protildtky) se mohou vazat
na a potencovat povrchovou kumulaci cilovych bunsk
LT-beta-R. Takovad ¢inidla zesitujici anti-LT-beta-R 2b (nebo
mAb) =zahrnuji, avSak nejsou omezeny na chemickd zesitfovaci
¢inidla, kterd mohou reagovat s protildtkami kontrolov
zplisobem, jak shora popsédno. Alternativné mohou byt poufi

k vytvofeni aglomerdtd anti-LT-beta-R protilédtek v roz
sekunddrni protilatky, Sefarosa A, Fc receptory nebo jind di-
nidla, kterad se vaZi na a spojuji ve shluky fadu primédrnich

anti-LT-beta~R protilatek, aniZ blokuji jejich aktivitu.

Cetné anti-LT-beta-R protildtky plsobi v roztoku jako
LT-beta-R aktivujici ¢inidla

Predmétem vyndlezu Jjsou prostfedky obsahujici Eetné
anti-LT-beta-R protilatky v roztoku, které plscbi Jako
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sses e see soe ec
LT-beta-R aktivujici &inidla tim, Ze potencuji povrchovou ku-
mulaci LT-beta-R. Mohou byt pouzity polyklonalni
anti-LT-beta-R protilatky zamdfené proti rlznym epitoplm
LT-beta-R. S vyhodou Jjsou anti-LT-beta-R protilatky monoklo-
nalni protiladtky =zaméfenéd proti rlznym a nepfekryvajicim se

stup anti-LT-beta-R monoklonalni proti-
e

ta receptoru vyZaduje spojeni dvou ne-

ptekryvajicich se epitopl. Mimo to je pravdépodobné, Ze pro-
duktivni agregace receptort se dosdhne pouze s urcitymi epi-
topy. Byla identifikovédna pfitomnost nejméné ¢ctyr specific-
ky¥ch LT-beta-R imunoreaktivnich epitopl. Dalsi epitopy (jak
definovano novymi monoklondlnimi protildtkami) mohou byt
identifikovany pokradovanim ve fdzil imunizovanych bunék mysi
sleziny, 1imunizaci riznych druhQ zvifat a pouZitim rdznych
cest imunizace.

Epitopy wmchou byt +také pfimo zmapovany ohodnocenim
achopnosti rdznych monoklondlnich protildatek konkurovat si
vzdjemnd ve vazb& na LT-beta-R za pouZiti chromatografickych
technik BIAcor: ia BIAtechnology Handbook, "Epitaope

iz téZ Johne a spol.,
8 (1993)).

Jednotlivé LT-beta-R monoklondlni protilatky mohou byt
seskupeny nejméné do Ctyfr tfid pedle jejich schopnosti spo-
lupracovat v kombinaci s jinymi LT-beta-R moncklondlnimi pro-
tildtkami pfi wusmrcovani nadorovych bunék v cytolytickych
testech (pfiklad 8, tabulka 1). Napriklad BDA8 monoklonidlni

protilatka ve skupiné I neplsobi v kombinaci s AGH1 monoklo-

e}

dobné monoklonalni protilatky BKAll a CDH10 ze
skupiny III nespolupracuji v testu na cytotoxicitu nadorovych
bunék.

Obrdzek 5A-C =zndzoriuje ucinky aplikaci +typickych
1

n
adtek samotnych a v parové

[y

anti~LT-beta-R monoklondlnich proti



kombinaci na nadorové buiky v testech na cytotoxicitu z
tomnosti IFN-gama Jjako LT-beta-R aktivujiciho ¢i
Anti-LT-beta-R monoklonalni protildtka CBEll ze skupin
pouzitd samotnd ma& maly cytotoxicky udcinek, ktery Jje

v kombinaci s monoklondlni protildtkou BHA1O0 =ze skupiny II
(obrdzek 5A). CBEll vyvolava podobny ducinek s monokl n
protildtkou CDH10 ze skupiny III (obrazek S5B).

Cytotoxicita zpisobena aplikaci koambinace mcnoklon&l-
nich protilatek anti-LT-beta-R v roztoku neni vG¢i nadorové
bunédéné linii HT29 mimofddnd. Obrazek 5C ukazuje, Ze monoklo-
ndlni protilatka AGH1 ze skupiny I a monoklonidlni protilatka
CDH10 ze skupiny III pisobi synergicky pfi usmrcovani dvou
rizny¥ch naddorovych buné&nych linii (bunék HT29 a bunék WiDr

odvozenych od huménnich adenokarcinomtl.
Souhrn vlastnosti monoklonadlnich protildtek anti-LT-beta-R

Viechny monoklonidlni protildtky anti-LT-beta-R podle
vyndlezu, kdyzZ jsou zesitény imocbilizaci, piscbi jako
LT-beta-R aktivujici &inidla v pfitomnosti druhého LT t
aktivujiciho ¢inidla, jako je IFN~gana. Schopnost
anti-LT~-beta-R monoklondlnich protilatek pls
LT-beta-R aktivujici &inidla v pfitomnosti nebo n
LT-alfal/beta2 v roztoku se <&astoc ménl podle stavu bunék
v dobé testu. Tabulka 2 (viz niZe) shrnuje vlastnosti

anti-LT-beta-R monoklondlnich protildtek podle vynadlezu.

Monoklonadlni protildtky BDA8 a AGHL ze skupiny I nepi-
sobi jako LT-beta-R aktivujici ¢inidla v roztoku
s LT-alfal/beta2. Monoklondlni protilidtka BDA8 dokonce bloku-
je protinddorovy Uc¢inek LT-alfal/beta2 (cobrdzek 3B a tabulka
2). Naproti tomu anti-LT-beta-R monoklonadlni protilatky BCG6
a BHA10 maji smiSené agonistické a antagonistické ucinky,
kdyZ jsou aplikovany s LT-alfal/beta2. Anti-LT-beta-R monok-
londlni protildtky BKAll a CDH10 ze skupiny III jsou jedinec-
né ve své schopnosti plUsobit jako LT-beta-R aktivujici ¢inid-

la, kterd potencuji protinddorové G&inky v pritomnostl



LT-alfal/beta2 a druhého LT-beta-R aktivujiciho ¢éinidla jako
je IFN-gama, aniz maji antagonistické U¢inky, Jjaké je moZno
casto pozorovat u monoklondlnich protildtek BCG6 a BHAlQO ze

skupiny II.

Je dileZité mit na paméti, Ze klasifikace
anti-LT-beta~R moncklondlnich protilatek zaloZend na jejich
schopnosti kocperovat v cytolytickych testech na nadorovych
buikdch odrdZi skutelnost, Ze .spoluplsobi s uréitymi epitopy
LT-beta-R. Mconoklondlni protilétky obsahujici jedinou skupinu
vSak nemaji nutné stejné vazebné afinity ke svym pfisludnym
epitoplm. Variabilni vy¥sledky, pozorované pfi srovnavani
GCinkd rGznych monoklondlnich -protildtek ndleZejicich ke
stejné skupiné nebo k rlznym skupindm, mohou tedy predstavo-
vat rozdily ve vazebnych afinitdch. Je tedy moZné, Ze by moh-
la byt izol

si vazebnou afinitou pro LT-beta-R, kterd by

fungovala podobné jako monoklondlni protilatky ze skupiny III
jako LT-beta-R aktivujici ¢inidlo za pfitomnosti
LT-alfal/betal

Hybridomové buné&cné linie nebo jejich subklony, které
produkuji anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky, popsané
shora, byly uloZeny 12. ledna 1995 v American Culture Collec-
tion (ATCC) (Rockville, MD) ve smyslu ustanoveni Budapesdtské

Umluvy a byla jim pfidélena nidsledujici &isla prirtstku ATCC:

bunécéna linie nizev mAb Cislo pEiristku

ATCC
a) AG.H1.5.1 AGH1 HBE 11796
b) BD.A8.AB.9 BEDAS8 HB 11798
c) BC.GB.AFS BCG6 HB 11794
d) BH.AL1Q BHA1OQ HB 11795
e) BK.A11.AC1l0 BKAll HB 11799
£) CB.E11.1 CEBE1l1l HB 11793
q) CD.H10.1 CDH10 HE 11797

VSechna omezeni tykajici se dostupnosti shora uvedenych



depozit ATCC budou neodvolatelné odstranéna po udéleni paten-

tu na tuto prihléasku.

Funkce anti-LT-beta-R 1IgM monoklonalnich protilatek jako
LT-beta-R aktivujicich ¢inidel

Anti-LT-beta-R monoklonalni protilatky, které obsahuji
vice nes dvé vazebnd mista pro antigen s IgG, budou taks pl-
sobit v roztoku jako LT-beta-R zesitujici &inidla na bun&cnénm
povrchu a budou proto spadat pod definici LT-beta-R aktivuiji-
ciho ¢inidla podle vyndlezu. Vazebnd mista monoklonadlni pro-
tilatky anti-LT-beta-R pro antigen mohou byt vybudovana do
IgM molekul -- které maji deset vazebnych mist proc antigen --
za pouZiti standardnich technik rekombinantni DNA a hybridomu
(ptiklad 12).

Alternativné je moZno sebrat a obohatit kompletni Igh
molekuly my3i (nebo jiného zvifete) 1izolované metodou fuze
hybridomu po jediné imunizaci antigenem. Jednou cestou oboha-
ceni IgM molekul by byla imunizace my3i CD40 s chybéjici sig-
nalizaci (Kawabe a spol., Immunity, 1, str. 167 az 178
(1994), Xu a spol., Immunity, 1, str. 423 aZ 431 (1994)). Ty-
to my3i nemohou efektivné produkovat Iimunoglobuliny IgG
a proto jejich reakce na stimulaci antigenem Jje zvySena pro

IgM isotypy.

Anti-LT-beta-R IgM protilatky mohou v disledku své zvy-
3ené valence Géinné agregovat LT-beta-R molekuly v roviné
membrany, &¢imZ zvySuji LT-beta-R signalizaci ve srovani s je-
jich IgG proteéjsky, které maji dve vazebnd mista pro antigen.
Dramaticky priklad zvySené Glinnosti multivalentnich protila-
tek pri kumulaci receptorl je patrny u protilatek vaci Fas
receptoru, kde je IgM forma velmi G¢innd a normdlni bivalent-
ni imunoglobuliny IgG nejsou Uc¢inné v roztoku (Yonihara a Yo-
nihara, J. Exp. Med., 169, str. 1747 aZ 1756 (1989), Alderscn
a spol., Int. Immunol., 6, str. 1799 aZ 1806 (1994)).

Podobné apo-1 monoklonalni protildtka proti Fas recep-



toru je typu IgG3. Tato monoklondlni protildtka je silné cy-
totoxické ¢&inidlo, které zavisi na Fc interakcich vyhradné
k IgG3 subtyplm za Géelem agregace na vétsi polyvalentni for-
my. Odstranéni Fc oblasti vytvari F(ab)z formu, kterd se ne-
mife spojit do vétdich agregitd a kterd je inaktivni (Dhein
a spol., J. Immuncl., 149, str. 3166 az 3173 (19%92)). Analo-
gicky se tedy pfedpoklada, Ze IgM verze anti-LT-beta-R monok-

londlnich protildtek budou Gdinné protinaddorové prostfedky.

Anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky inhibuji rdst nadord u

mysi

Schopnost LT-beta-R aktivujiciho cinidla, jako iJe
anti-LT-beta-R monoklondlni protilatka, inhibovat rist human-
nich nddorovych bunék in vitro (pfiklady 6 aZ 8 a 13) mliZe
svaddcéit o protinddorové Udinnosti in vivo. Pokusy provedené
na imunodeficitnich my3ich (SCID) ukazuji, Ze anti-beta-R mo-
noklondlni protildtka (CBE1l) mGZe ucinné blokovat tvorbu na-
doru huméannimi adenckarcinomatdznimi buikami WiDr (pfiklad
14, cobrdzek 6). U my3i inokulovanych subkutédnné (s.c.) WiDr
bufikami se vytvori béhem dvou tydnd méfitelné nadory. KdyZ se
mySim aplikovala i.p. CBE1l monoklondlni protildtka ve stej-
nou dobu, kdy byly inockulovany buiky WiDr s.c., nadorovy rist
byl dramaticky blokovan (obréazek 6A). Protinddorovy Gcinek
CBEll anti-LT-beta-R monoklondlni protiladtky se zvys8il prida-
nim IFN-gama. CBEll byl viak UGéinny 1 bez exogenniho
IFN-gama. Ve skupiné CBEll + IFN-gama bylo 7 ze 16 zviFat
zcela bez nadord, zatimco zbyvajici zvirfata méla malé uzliky,
které se béhem 2 mésicl nezvétdily. Mys3i, kterym byl apliko-
van samotny CBELll, byly 30. den podobné jako skupina, které
bylo aplikovadno CBEll + IFN-gama. U my3i, kterym byl apliko-
vadn samaotny CBE1ll, se v3ak nakonec vyvinuly pomalu rostouci
naddory. Mezi skupinami CBEll (+/- IFN-gama) a kontrolnimi
skupinami (fyziologicky roztok, IFN-gama samotny a kontrolni
antihumanni LFA-3 monoklondlni protildtka (1E6) + IFN-gama)
byly statisticky vyznamné rozdily, ale mezi kontrolnimi sku-
pinami Zadné vyznamné rozdily nebyly. Jak 1E6, tak CBEll mo-
noklonalni protilatky Jjsou protildtky typu IgGl. 1E6 monoklo-



nalni protildtka G&inné pokryva nadorové buinky, ale neblokuije
rist nadord. Komplementarni nebo NK (natural killer) buikanmi
ovlivnéné udalosti tedy nejsou jedinym podkladem pro protina-
dorovou aktivitu CBE1l anti-LT-beta-R monoklondlni protilat-

ky.

U&innost CB11 monoklonadlni protildtky v inhibici ristu
nadort in vivo v nepfitomnosti exogenniho IFN-gama Je ne-
ofekavana, protoZe existovala zavislost na IFN-gama pro méri-
telné cytotoxické Géinky na bazi LT-beta-R in vivo. Bud
dochazi k uréitému crossing-over myS3iho IFN-gama na lidske
IFN-gama receptory nebo mohou probihat in vivo jiné mechaniz-
my

CBE1l anti-LT-beta-R monoklonadlni protildtka miZe take
inhibovat rist rozvinutého nddoru u mySi (obrézek 6B). Mysi
byly inokulovédny s.c. 1. den humdnnimi WiDr bunkami adenockar-
cinomu a nadory se ponechaly vyvijet 15 dni (pfiklad 14). Na-
dory wu zvifat, kterym byl aplikovan IFN-gama samotny nebo
s kontrolni antihumdnni LFA-3 monoklondlni protilatkou (1E6)
+ IFN-gama, pokradovaly ve zvétSovani velikosti v pribéhu
7-tydenniho pokusu. Naproti tomu se rist nddord, na které se
pisobilo CBEll anti~-LT-beta-R protilatkou (+ IFN-gama nebo
samotnou) zastavil a po nédsledujicich t¥ech injekcich CBELl
protilatky béhem tfi tydnl se riGst naddorl zastavil do 49 dnu
po inokulaci, kdy byl pokus ukonéen (obrazek 6€B).

Tyto pokusy prokazuji, Ze anti-LT-beta-R monoklonalni
protilatka, kterd aktivuje LT-beta-R signalizaci, je schopna
4¢inné inhibovat tvorbu nadoru v ranny¥ch stddiich a miZe téZ
blokovat pokraéﬁjici rist naddorovych bunék v pozdéjsich sta-
diich tumorigeneze in vivo. Tyto pokusy tézZ prokazuji, Ze ap-
likace jediného LT-beta-R aktivujiciho éinidla m@Ze byt d¢inna
pro 1lé&bu nebo omezeni pokradovadni, zavainosti nebo udinku

neoplazie u postiZeného ZivocCicha.

Postupy popsané v prikladu 14 mohou byt pouZity k iden-
tifikaci LT-beta-R aktivujicich ¢&inidel podle vyndlezu, které
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plisobi inhibiéné samocstatné nebc v kombinaci na rist nadoro-

vych bunék in vivo. Je predpokladano, Ze jinad LT-beta-R akti-
vujici C¢inidla -- zahrnujici, ale necomezujici se na ta, ktera
byla identifikovana v in vitro testech na cytotoxicitu néado-
rovych bunék -- mchou mit podobné protinddorové Gcinky in vi-
vo, kdyby byly aplikovany bud samotné nebo v kombinaci zviFa-

tim nebo lidem.
PouZziti IFN-gama a jinych LT-beta-R aktivujicich ¢inidel

Cytotoxické Glinky LT-alfa/beta heteromernich komplext

a zesiténych nebo vicendsobnych anti-LT-beta-protilatek na
e

nadorové builky se zvy3uje pritomnosti LT-beta-R aktivujiciho

¢inidla, zejména IFN-gama. O humdnnich adenokarcinomatdznich

buiikach stfevniho pavodu 29 bufikdch) bylo v minulosti pro-
e

i¢i FasR signalizaci (Yonehara

a Yonehara, J. Exp. Med., 169, str. 1747 az 1756 (1989)),
a vac¢i TNF & LT-alfa za pfitomnosti IFN-gama (Browning
a spol., J. Immuncl., 143, str, 1856 az 1867 (1989)).

MnoZstvi LT-beta-R aktivujiciho <&inidla, potfebného ke
zvyseni protinddorové déinnosti LT-alfa/beta heteraomernich
komplexl, anti-LT~bheta-R protildtek nebo jinych LT-beta-R ak-
tivacénich ¢inidel podle vyndlezu bude zdviset na typu buiiky
nebo tkané&, na které se plUsobi, a také na zplisobu lécby a ml-
Ze byt stanoveno empiricky pouZitim rutinnich metod.
LT-beta-R aktivujici ¢inidlo miZe byt doddno v koncentraci ne-

P~

bo aplikovédno rychlosti zjisténou,

je 4¢innd ve spojeni

[N

[y

e
s jinymi LT-beta-R aktivujicimi ¢inidly, pFidemZ se berou

v Gvahu shora uvedené faktory.

Alternativng je mozZno se zaméfit na endogenni
LT-beta-R aktivujici ¢inidla, napfiklad na interferony jako je
IFN-gama, které mohou byt vytvoreny buiikami nebo tkanémi
obklopujicimi cilové nadorové bufiky. Endogenni IFN-gama je
normalné produkovdn po virové infekci a je téZ nalézan
v blizkosti nadord (Dinge a spol., Immunity, 1, str. 447 aZ
456 (1994)).
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Do rozsahu skupiny LT-beta-R aktivujicich &inidel podle
vynadlezu spadd kterékoliv ¢Cinidlo, které je schopné indukovat
interferony, s vyhodou INF-gama, a které potencuje cytotoxic-
ké Géinky LT-alfa/beta heteromernich komplexd a anti-LT-beta-
-R monoklondlnich protilatek na nadorové builky. Zatimco viro-
va infekce normalné indukuje tvorbu IFN-gama, hladiny endo-
genniho IFN-gama mohou byt zvySeny jinymi ¢inidly (prfiklad
10). Napriklad klinické pokusy prokdzaly indukci interferonu
ié¢inkem dvoureté&zcové RNA (dsRNA). &inné jako induktory in-
terferonu jsou tedy v tomto ohledu polyriboguanylova
kyselina/polyribocytidylovad kyselina (poly-rG/rC) a jiné for-
my dsRNA (Juraskova a spol., Eur. J. Pharmacol., 221, str.
107 a% 111 (1992)).

Stimuldtor interferontt z Glycyrrhiza glabra (Acharya a
spol., 1Indian J. Med. Res., 98, str. 69 az 74 (1993)) a
farmaceutické prostfedky, z nichZ mnohé Jje moZno aplikovat
oralné, mohou byt té%Z pouZity ke zvysSeni hladin interferonu.
K takovym induktorim interferont patfi: imikvimod (Bernstein
a spol., Antiviral Res., 20, str. 45 aZ 55 (1994), saparal
(Paramononova a spol., Vopr. Virusol., 39, str. 131 az 134
(1994)), arylpyrimidony Jjako napfiklad bropirimin (Onishi
a Machida, Hinyokika Kivo, 40, str. 195 aZ 200 (1994)), Ri-
dostin (Cheknev a spol., Vopr. Virusol., 39, str. 125 az 128
(1994)).

Rada t&chto ¢inidel indukujicich interferony byla cha-
rakterizovana jako induktury interferonlt typu I Jjako
IFN-alfa. Typ I interferonl muZe téZ pusobit jako LT-beta-R

aktivujici éinidla, ale méné UCinna neZ IFN-gama.

Lé&eni za pouZiti LT-alfa/beta komplexl a LT-beta-R aktivuji-
cich ¢inidel

ProstfFedky podle vyndlezu budou aplikovany v ucinné
davce pro lé&bu pfisluSného klinického stavu. Urceni vyhodné-

ho farmaceutického pfipravku a terapeuticky dcé¢inného davkova-



ni pro danou aplikaci spadd do piscbnosti odborniki, pricemz
se bere v uvahu napriklad stav a hmotnost pacienta, rozsah

poZadované 1é&by a tolerance pacienta na lécbhu.

Obvykle 1idé mohou snad3et aZ do 100 aZ 200 pg/m? TNF,
dfive neZ se projevi z&vaZnd toxicita (Schiller a spol., Can-
cer Res., 51, str. 1651 aZ 1658 (1991)). U mySi zpusobily
davky v rozsahu 1 aZ 5 pg/my3/den poddvané v 5x10* jednotkach
rekombinantniho 1lidského IFN-gama regresi primarnihc nadoru
(Balkwill a spol, CIBA Foundation Symposium (1987), Havell
a spol., J. Exp. Med., 167, str. 1067 aZ 1085 (1988)). Na
zadkladé relativani G&inncsti TNF a LT-alfal/beta2 v HT29 cyto-
lytickych +testech poskytne pfibliZnd 5 aZ 25 upg/mys/den
LT-alfal/beta2 terapeutickéd rozmezi davky. Extrapolaci na
Elovéka se ofekdvd, 2e bude =zapotfebi davkovdni nejméné 1
mg/m2 LT-alfal/beta2 v kombinaci s LT-beta-R aktivujicim &i-

nidlem, napfiklad IFN-gama.

Historicky byla 1lé&ba pomoci IFN-gama provadéna bud
s maximdlnimi tolerovanymi dévkami v rozmezi 100 aZ 230
pg/m2 nebo v "imunomoduladnich"™ hladindch v rozmezi 10 aZ 25
pg/m?2 (viz napfiklad Kopp a spol., J. Immunother., 13, str.
181 a% 190 (1993)). Kombinadni terapie se dvéma interferony
pou?ily 4 x 108 jednotek/m2 IFN-alfa a pfibliZné 250 ug/m?
IFN-gama (Niederle a spol., Leuk. Lymphoma, 9, str. 111 aZ
119 (1993)). OCekdvid se, Ze stfedni ddvky asi 25 az 100
pg/m2 IFN-gama v kombinaci s LT-alfa/beta heteromernimi komp-
lexy nebo purifikovanymi anti-LT-beta-R protildtkami zde pop-
sanymi budou vhodnymi startovacimi body pro optimalizaci 1lé-
ebny¥ch davek.

Aplikace LT-alfa/beta heteromernich komplexl a zesité-
nych anti-LT-beta~R protilatek podle vyndlezu vcetné
izolovanych a purifikovanych forem protildtek nebo komplexil,
jejich soli nebo jejich farmaceuticky pfijatelnych derivata
miZe byt provedena za pouZiti libovolnych obvykle pouZivanych
metod aplikace prostiedkd, cteré se vyznaduji protinadorovou

uc¢innosti.



Farmaceutické prostfedky pouZivané prfi téchto terapiich
mohou mit téZ nejrtznéjs3i formy. K tém patfi napfiklad pevné,
polopevné a kapalné davkovaci formy, Jjako tablety, pilulky,
pra3ky, kapalné roztoky nebo suspenze, Cipky a roztoky, které
je moZno aplikovat injekéné nebo infuzi. Vyhodna forma zavisi
na predpoklddaném zpUsobu podédni a terapeutické aplikace.
Zplisoby podéni mohou zahrnovat oralni, parenteralni, subku-
tanni, intravendzni nebo topické aplikace nebo aplikaci primo

do leze.

LT-alfa/beta heteromerni komplexy, IFN-gama a anti-LT-
-beta-R protildtky mohou byt napriklad uloZeny do sterilnich,
izotonickych pFipravkl s nebo bez kofaktorl, které stimuluji
absorpci nebo stabilitu. Pfipravek Je s vyhodou kapalny neba
tc miZe byt lyofilizovany prasek. Napriklad LT komplexy
nebo/a anti-LT-beta-R protildtky a IFN-gama mohou byt zfedény
pufrem pFipravku sestdvajicim z 5,0 mg/ml monohydratu kyseli-
ny citronové, 2,7 mg/ml citratu trojsodného, 41 mg/ml manni-
tolu, 1 mg/ml glycinu a 1 mg/ml polysorbatu 20. Tento roztok
miZe byt lyofilizovdn, uskladnén za chlazeni a rekonstituovan

pfed aplikaci sterilni vodou pro injekce.

Prostfedky budou s vyhodou téZ obsahovat obvyklé farma-
ceuticky prijatelné nosidée dobrfe znamé v oboru (viz napfiklad
Remington’™s Pharmaceutical Sciences, 16. vydani, 1980, Mac
Publishing Company). Takové farmaceuticky pFijatelné nosice
mohou obsahovat jiné medicindlni prostfedky, nosicCe, genetic-
ké nosice, adjuvanty, pomocné latky atd., jako humdnni sérovy
albumin nebo plazmatické pripravky. Prostfedky jsou s vyhodou
ve formé davkovaci jednotky a obvykle se budou aplikovat jed-
nou nebo neékolikrat za den.

Farmaceutické prostfedky podle vynadlezu se mohou apli-
kovat téZ za pouziti mikrokulidek, liposom@, jinych aplikac-
nich systémd za pouzZiti mikrocéastic nebo prostredki s retar-
dovanym uvoliiovanim, wumisténych v, blizko nebo Jjinak v kon-

taktu s postizZenymi tkanémi nebo krevnim recistém. Vhodné



pfiklady nosiét s retardovanym uvolfiovdnim zahranuji semiper-
meabilni polymerni matrice ve form# tvarovanych pfedmétd jako
jsou &ipky nebo mikrotobolky. Implantovatelné nebo mikroto-
bolkové matrice s retardovanym uvcoclilovdnim zahrnuji polylak-
tidy (US. patent C. 3,773.319, EP 58.481), kopolymery
L-glutamaové kyseliny a gama-ethyl-L-glutamatu (Sidman
a spol., Biopolymers, 22, str. 547 az 556 (1985)),
poly(2-hydroxyethylmethakryldt) nebo ethylenvinylacetat (Lan-
ger a spol., J. Biomed. Mater. Res., 15, str. 167 az 277
(1981), Langer, Chem. Tech., 12, str. 98 az 105 (1982)).

Liposomy obsahujici LT-beta-R heteromerni komplexy
nebo/a anti-LT-beta-R protildtky a IFN-gama mohou byt pfipra-
veny dobfe znadmymi metodami (viz napf DE 3,218.121, Epstein
a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82, str. 3688 ai
3692 (1985), Hwang a spol., Proc. Natl.Acad. Sci.U.S.a., 77,
str. 4030 aZ 4034 (1980Q0), US patenty C. 4,485,045 a cC.
4,544.545). Obvykle se jednd o liposomy malého (kolem 20 aZ
80 nm) unilameldrnihc typu, ve kterém, je obsah 1lipidd vétsi
neZ asi 30 mol. % cholesterolu. Podil cholesterolu je zvclen
tak, aby reguloval optimdlni rychlost uvoliiovani LT komplexu

nebo/a anti-LT-beta-R protilatek a IFN-gama.

LT-alfa/beta heteromerni komplexy a anti-beta-R proti-
latky podle vyndlezu mohou byt také pfipojeny k liposomlm ob-
sahujicim jind LT-beta-R aktivujici ¢inidla, chemoterapeutické
prostfedky nebo IFN-gama k doplnéni IFN-gama, ktery se obvyk-
le naléza v oblasti nadord. Pripojeni LT komplext
a anti-LT-beta-R protildtek k liposomim miZe byt dosaZeno 1li-
bovolnym zndmym zesitujicim <dinidlem, jako napfiklad hetero-
bifunkénimi zesitfujicimi éinidly, kterd byla v 3irokém rozsa-
hu pouZivdna ke spojeni toxinl nebo chemoterapeutickych pros-
tfedkd s protildtkami pro <cilenou aplikaci. Konjugace na li-
posomy miZe byt téZ provedena pouZitim lipidem Fizeného sifu-
jiciho éinidla, hydrazidu 4-(4-maleimidofenyl)miaselné kyseli-
ny (MPBH) (Duzgunes a spol., J. Cell. Biochem. Abst. Suppl.
16E 77 (1992)).



Vyhody terapeutickych prostredki na bazi aktivace

anti-LT-beta-R

Protinddorova terapie na bazi LT-beta-R aktivace by me-
la fadu vyhod. LT-beta-R se vazZe na LT-alfa/beta heteromerni
komplexy s vysokou afinitou v beta/beta rozsStépech a s nizZsi
afinitou v alfa/beta rozdtépech, vytvofenych na rozhranich
mezi sousednimi LT-alfa a LT-beta podjednotkami. Naproti tomu
TNF receptory se vazi na LT-alfa/beta heteromerni komplexy
s vy33i afinitou pouze v alfa/alfa rozst+épech. Purifikované
LT-alfal/beta2 komplexy se tedy vazZi s vysokou afinitou na
LT-beta-R mezi sousednimi LT-beta podjednotkami, ale postri-
daji alfa/alfa roz3tépy a tedy neaktivuji kfiZové signalizaci
prostfednictvim TNF receptord. LT-alfa/beta heteromerni komp-
lexy podle vyndlezu tedy nebudou stimulovat z&nétlivé odpoveé-
di spojené s TNF.

Aplikace LT-alfal/beta2 neaktivuje zmény endothelial-
nich bundk spojenéd se z&nétlivou reakci i pFi pomérné vyso-
k¥ch hladinach. Z tohoto divodu by vedlejsSi Gcinky zpUsobené
aktivaci z&né&tlivych kaskad, pozorované u TNF, nemélo zpliso-
bovat problém pFi pouZiti farmaceutickych prostfedkd a 1écCeb-
nych metod pro aktivaci LT-beta-R.

Lidsky LT-alfal/beta2 se védZe na my§i LT-beta-R v pods-
taté stejné dobfe jako na humdnni LT-beta-R. Injekce 100 ug
humdnniho LT-alfal/beta2 na my$ neni letalni (pfiklad 11),
coz ukazuje na to, Ze stimulace LT-beta-R v celém zvireti ne-
mad zfetelnou toxicitu patrnou, kdyZz byly provedeny podobné
pokusy s FasR nebo p60 TNF-R aktivaci.

PouZiti specifickych monoklondlnich protiléatek
anti-LT~beta-R nebo kombinaci protildtek k vyvolani této ces-
tu u 1lidi mbZe mit Fadu vyhod oproti 1é¢bé s LT-alfa/beta he-
teromernimi komplexy. Lécba antireceptorovymi protildtkami
bude selektivnéjsi neZ lédba ligandem. Kromé toho bude jedno-
duds3i pfipravit a vyrobit ve velkém rekombinantni formy

anti~LT~-LT-beta-R monoklondlnich protilatek neZ rozpustné



LT-alfa/beta heteromerni komplexy.

UvaZuje se o +tom, Ze mnonoklondlni protildtky nebo
LT-alfa/beta heteromerni komplexy se budou aplikovat liden
s nadorem spoleéné s obvyklou protinadorovou terapii (tj oza-
¥ovanim a chemoterapii). Kombinovand l1éZba LT-beta-R aktivaci
s obvyklymi chemoterapiemi miZe poskytnout dal3i faktor pro-
tinddorové aktivity, ktery by pravdépocdcbnéji zbavil pacienta
naddorovych bunék, neZ kdyZ se pouZije protinddorova terapie
samotna.

Dale je moZné, Ze by tento pfistup mél pomérné malo
vedlejSich G&inkt a proto by mohl byt aplikovan v semiprofy-

-

laktickém smyslu v pPFipadech rakovin, které jedté nemusely
P

i
metastazovat, nebo u pacientd z rodin, u kterych je geneticka

i
predispozice pro urcity typ rakoviny.

Priklady provedeni vvndlezu

Nasleduiji priklady, které ilustruji LT-alfa/beta
heteromerni komplexy a anti-LT-beta-R monoklcondlni protilatky
podle vyndlezu a metody pouzZité k jejich charakterizacl. Tyto
priklady nemaji za U&el omezovat rozsah vyndlezu. Priklady
jsou uvedeny za Uéelem ilustrace a vyndlez je omezen pouze
patentovymi naroky.

Priklad 1

Vytvoreni supernatantd baculovirem infikovanych hmyzich bunék
obsahujicich LT-alfa/beta formy

Rekombinantni baculoviry, k&dujici bud LT-alfa o plné
délce nebo sekretovanou formu LT-beta, byly ptfipraveny, jak
popsano (Crowe a spol., Science, 264, str. 707 az 710
(1994)). Hmyzi buiky (Invitrogen, San Diego, CA.) byly inocku-
lovdny o hustoté& 2x10% bunék/ml do 7,2 1litrld média SF 900-II
(Gibco) bez séra. Po 48 hodinadch dosdhla kultura 1,8x10%

bunédk/ml a byla infikovadna 150 ml (3x108 ©PFU/ml) LT-beta



a 300 ml LT-alfa bacilovirovych kultur. Po dvou dnech se kul-
tura odebrala a zbytky bund&k byly odstranény odstfedénim. Po
pfidani kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) a fenylmet-
hylsulfonylfluoridu (PMSF) (1 mM EDTA a 150 pyM PMSF koneclné
koncentrace) se vyleFeny supernatant zkoncentroval 10ti na-
sobnou ultrafiltraci za pouZiti spirdlni vlozZky S1YM1IO (Ami-
con). Koncentrat se rozdé&lil na Sest 120 ml podild a alikvdt-
ni podily se skladovaly pred purifikaci pri -70 °C.

Pfiklad 2

Pfiprava rozpustnych LT-beta receptorl jako chiméry Fc a imu-
noglobulinu

Extraceluldrni doména LT-beta-R byla amplifikovéana az
do +transmembranni oblasti polymerdzovou Feté&zovou reakei
(PCR) z cDNA klonu pouZitim primérl, které inkorporovaly Notl
a Sall restrikéni enzymovd mista na 5  a 3  koncich (Browning
a spol., J. Immunol., 154, str. 33 azZ 46 (1995)). Amplifiko-
vany produkt byl natrdven enzymy NotI a Sall, purifikovan
a ligovdn do vektoru pMDR901 linearizovaného enzymem NotI
spoleénd s fragmentem enzymd Sall-NotI kédujicim Fc oblast
humdnniho IgGl. Vysledny vektor obsahoval gen reduktasy di-
hydrofolatu a LT-beta-R-Fc chiméru ovladdané oddélenymi promo-
tory. Vektor byl elektroporatovdn do CHO dhfr- bunék a met-
hotrexdtrezistentni klony byly 1izolovany standardnimi postu-
py. LT-beta-R~Fc je sekretovan do média a test ELISA byl pou-
7Zit k selekci buné&dnych 1linii produkujicich nejvy3si hladinu
chimérického proteinu. Vysokoprodukéni bunécénad linie se
nechala narfist do vysokych poltdl a kondicionované médium se
odebralo. Cisty protein se izoloval pomoci na rychle protéka-
jici afinitni chromatografie s Protein A sefarosou.



Priklad 3

Afinitni purifikace LT-alfal/betal2 za pquiiti TNF-R a LT-be-
ta-R

Pro pfipravu pryskyfic k afinitni purifikaci receptoru
LT forenm byly imobilizovéany purifikované pripravky
LT-beta-R-Fc (jak popsdano zde v prikladu 2) a TNF-R p60-Fc
(Crowe a spol., Science, 264, str. 707 a% 710 (1994)) na
CNBr-sefarose (Pharmacia) pfi 5 mg/ml pryskyfice v podstaté
podle nadvodu vyrobce. Pyskyfice pro3ly pfed pouZitim jednim
eluénim cyklem. Cast (120 ml) S1Y10 koncentratu prosla pfes
dvé sekvencni p60C TNF-R-Fc kolony, které vazi LT-alfa
a LT-alfa2/betal. Pritok, ktery obsahoval LT-alfal/beta2
a LT-beta, byl veden pfes LT-beta-R-Fc koloanu. Kolona se pro-
myla vZzdy 5 objemy PRS, PBS s 0,5 M NaCl a PBS a pak se
LT-alfa a LT-alfa2/betal komplexy promyly 25 mM fosforeclnanen
sodnym, 100 mM NaCl, pH 3,5. Elucéni frakce se ihned zneutra-
lizovaly 1/20 objemu 0,5 M fosforeénanu sodného, pH 8,6
a uloZily se na led. Frakce obsahujici protein se identifiko-
valy absorbanci pfi 280 nm, pikové frakce se spojily a spoje-
né eluce z kolon se =zanalyzovaly pomoci SDS-PAGE obarvené
jasnou modfi coomassie. Shora popsand eluce poskytla vice nei
95 % Cistého LT-alfal/beta2.

Priklad 4

Charakterizace purifikovanych LT-alfal/beta2 ligandd

Frakce z prikladu 3 byly rozdéleny gelovou vyludovaci
chromatografii ke =zji3téni, zda se vytvofily trimery a zda
jsou pfitomny agregaty. Byla pouZita kolona TSK G3000 sw x2
pFi prtutokové rychlosti 0,5 ml/minuta, aby se oddélil protei-
novy standard BioRad z gelové filtrace a tfi rGzné LT trime-
ry, LT-alfa3, LT-alfa2/betal a LT-alfal/betal.

Obrazek 1A ukazuje, Ze velmi mdlo, pokud vibec nékte-



ry, z LT-alfal/beta2 trimerl se ukazuje byt agregatem o vyso-
ké molekulové hmotnosti. Srovnani s velikostnimi standardy
ukazuje, Ze vSechny tfi formy jsou trimerni, tj. asi o 50 az
60 kDa. Stechiometrie LT-alfa k LT-beta obsaZenych v purifi-
kovanych frakcich LT-alfal/beta2 a LT-alfa2/betal byla vyhod-
nocena bud denzitimetrii gell zbarvenych pomoci coomassie ne-
bo pikovou vydkovou analyzou dvou pikd ndsledujicich po rozs-
tépeni C4 vysokoU&innou kapalinovou chromatografii s obrace-
nymi fazemi. Ob& m&Feni potvrdila identitu frakci eluovanych

™

afinitnich chromatografickych kolon, popsanych shora.

Cistota pfipravkd byla diale vyhodnocena 1ionexovou
chromatografii za pouZiti pristrojového vybaveni BioCAD k
vytvorfeni charakteristickych chromatogramG LT-alfal/beta2

a LT-alfa2/betal na slabé katexové pryskyrici pfi nékolika

\
(s

raznych pufrovych systémech. Metoda, kterd se vyznacovala

(D¢
ot
Uic

nejv i schopnaosti ¢&istd zadrZet a oddélit ty uvedené tfi

trims

M
~
d

, obsahovala POROS CM (karboxymethylovou) kolonu pro-
vozovanou pfi 5 ml/min s 16,6 mM MES, 16,66 mM HEPES, 16,66
mM octanu sodného pH 6,5 pufru a promyvani s 1 M NaCl gradi-
entem pfes 20 objemd kolony. BioCAD chromatogramy
LT-alfal/beta2 a LT-alfa2/betal komplexl jsou zndzornény na
obrézku 1B. Kazdy trimer, LT-alfa3, LT-alfa2/betal
a LT-alfal/beta2 byl eluovan pfi rdznych koncentracich soli

a nebyla prokdzdna u rdznych pfipravkd kriZovad kontaminace
e

Usmrcovani humdnnich adenokarcinomatdznich bunék HT29 rozpus-
tnymi LT-alfal/beta2 komplexy

Cytolyticky test s buiflkami HT29 byl dfive popsan (Brow-
ning and Ribolini, J. Immunol., 143, str. 1859 aZ 1867
(1989)). V +typickém testu byla pripravena série redéni
LT-alfal/beta2 (a jinych cytokinl, kde jsou aplikovatelné) v
0,05 ml v destickach s 96 jamkami a pridalo se 5000 trypsini-
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zovanych buné&k HT29-14 v 0,05 ml média obsahujiciho 0 nebo
80 U/ml (protivirovych Jjednotek) humdnniho IFN-gama. Buifiky
HT29-14 jsou ze subklonu plvodni, od ATCC odvozené HT29 lini-
e, kterd Jje homogenéijs3i. V testech Dbyly pouZity buiky
HT29-14. VSechny tyto vysledky mohou byt téZ pozorovadny pri
pouziti ptvodni HT29 linie odvozené od ATCC. Po 3 aZ 4 dnech
byla zméfena mitochondridlni redukce barviva MTT néasledovné:
ptridalo se 10 1 MTT a po 3 hodindch se redukované Dbarvivo
rozpustilo pomoci 0,09 ml isopropanolu s 10 mM HCl a zméfila
se optickd hustota prfi 550 nm. K Dbuifikdm se predem pridaly
rozpustné receptorové formy, pfipravené, Jjak zde bylo popsa-
no, nebo &isty humdnni IgG, aby se dosdhlo konecné koncentra-

ce 5 ug/ml.

Obrazek 2A ukazuje usmrcovani bunék HT29 pisobeninm
anti-Fas receptoru mAb CH-11 (ktery stimuluje FasR signaliza-
ci), TNF, LT-alfa3, LT-alfal/beta2 a LT-alfa2/betal ligandd
ve spojeni s IFN-gama. Vizudlni{ prohlidka bunék, na které by-
lo plusobeno LT-alfal/beta2, ukazuje, Ze toto ¢inidlo buidky
spide usmrcuje neZ aby pouze blokovalo jejich proliferaci.
V nepfitomnosti IFN-gama nejsou pozorovany Zadné Gcinky, coZ
odrdZi neobyklou schopnost IFN-gama ovlivanit, djak buiky in-
terpretuji signalizaci od TFN rodiny receptord. Interferony
alfa a beta byly 100-krat méné GCinné neZ interferony gama,
jak bylo kvantifikovdno na bdzil jednotek protivirové aktivi-
ty.

Obrédzek 2B ukazuje inhibici LT-alfal/beta2 usmrcovani
rozpustnym LT-beta-R-Fc ale ne p60-TNF-R-Fc, ¢imZ demonstru-
je, Ze cytotoxicita je specifickd pro LT-alfal/beta2. Nedos-
tatek inhibice u p60-TNF-R-Fc naznaduje, Ze kontaminace
LT-alfa (o niZ je znamo, Ze &ini méné neZ 1 %) nemdZe byt
zodpovédnd za cytotoxickou aktivitu LT-alfal/beta2.



Priklad 6

Anti-LT-beta-R monoklonalni protilatky potencuji usmrcovani

bundk HT29 pomoci LT-alfalbeta2 komplexi

Byly provedeny cytolytické testy, jak popsdno v prikla-
du 5 s tim rozdilem, Ze interferony gama a anti-LT-beta-R mo-
noklonalni protilatky (série 0,01 aZ 1000 ng/ml) byly pridény
k bunkam pFi 2x findlni koncentraci a pak se prfidalo 50 pl
roztoku bunék do jamek obsahujicich zfedény LT-alfal/beta2.
Rist byl vyhodnccen, jak popsano v pfikladu 5. Obrazek 3 uka-
zuje rozdilné G&inky dvou rlGzanych anti-LT-beta-R monocklonal-
nich protildtek v jejich schopnosti potencovat LT-alfal/be-
ta2 cytotoxickou aktivitu. Obréazek 32 ukazuije, Ze
anti-LT-beta-R monoklondlni protiladtka CDH10 potencuije cyto-
toxickou aktivitu LT-alfal/beta2 zplUscbem z&vislym na davko-
vani. Obrazek 33 ukazuje @&inky jiné anti-LT-beta-R monoklo-
nalni protilatky, BDA8, ve stejném testu. Protilatka BDAS in-
hibuje cytotoxickou aktivitu LT-alfal/beta2 spisSe neZ by po-

tencovala usmrcovani néddorovych bunék.
Priklad 7

Imobilizované anti-LT-beta-R monocklondlni protildtky mohou

usmrcovat nadorové buiiky HT29

Za Ufelem imobilizace anti-LT-beta-R monoklonadlnich
protildtek na plasticky povrch byly destidky s 96 jamkami pro
tkanové kultury pokryty 50 pul 10 pg/ml kozi protimysi Fc po-
lyklonédlni protildtky (Jackson ImmunoResearch), promyty
a zablokovany 5% fetdlnim telecim sérem (FCS) v PBS, po demZ
ndsledovalo zachyceni uvedené monoklonalni anti-LT-beta-R
protilatky a dals3i promyti. Do monoklondlni protildtkou pov-
ledenych jamek byly naodkovany bufiky HT29 a byly provedeny
cytolytické testy jako v pfikladu 5. Obrdzek 4A ilustruje cy-
totoxické G&inky imobilizovanych anti-LT-beta-R monocklondl-
nich protilétek BDA8 a CDH1IO na buiky HT29. KaZda monoklonal-
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ni protildtka vyvoldva 1individudlné cytotoxicitu na nadorové
bufiky, kdyZ je imobilizovdna na povrch. Obrazek 4B ukazuje,
Ye tyté? monoklondlni protildtky BDA8 a CDH10, pokud jsou
testovény individualné v roztoku, nejsou cytotoxicke, takZe
cytolytickd aktivita jednotlivé anti-LT-beta-R monoklonalni
protildtky in vitro se jevi byt funkci jeji imobilizace.

Priklad 8

Kombinace anti-LT-beta-R monoklondlnich protilatek v roztoku,
zam&fend proti uréitym epitopim, usmrcuje builky HT29

Rist bunék HT29 byl vyhodnocen, jak popsano v pfikladu
5, s tim rozdilem, Ze v rlistovém médiu byla obsaZena jedna
nebo dvé anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky. Tabulka 1
ukazuje G¢inky na bufiky HT29, které byly pozorované, kdyZ by-
ly do roztoku pfiddny rlzné anti-LT-beta-R monoklondlni pro-
tildtky (tj. neimobilizované na plastu). Anti-LT-beta-R mo-
noklondlni protiladtky mohou byt uspofddany do skupin I ai IV
na bézi jejich relativnich schopnosti plsobit ve vzidjenné
kombinaci v cytolytickém testu na builky HT29. Vysledky
anti-LT-beta-R monoklondlnich protilatek poskytly v cytoly-
tickych testech paralelni ddaje o vazbé& na receptory, coz
naznaduje, 2Ze monoklondlni protildtky v kaZdé z rozdilnych

skupin rozpozndvaiji epitopy LT-beta-R.

Tabulka 1

Kombinace rozpustnych anti-LT-beta-R monoklondlnich
protildtek Jjsou cytotoxické pro humdnni adenokarcinomatdzni
buiiky HT29. Anti-LT-beta-R monoklondlni protiladtky jsou sefa-
zeny do skupin I, II, III a IV na bdzi jejich Wcinkd ve vzéa-
jemné kombinaci v cytolytickych testech s buifikami HT29. Plusy
se tykaji relativni hladiny cytolytickych @¢inkd kombinace
monoklondlnich protilédtek na bufiky HT29 v pritomnosti 8 0OU/ml
interferonu gama.

nr = nerelevantni, nd = nedeterminovana
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Prvni Skupina I Skupina II Skupina III Skupina IV
Skupina mAb BDAS AGH1 BCG6 BHA1C BKAll CDH10 CBEIll

I BDAS nr - + ++ + nd nd
AGH1 - - nr ++ +++ ++ nd nd
IT BCGH ++  ++ nr - +++ nd nd
BHA1O ++ +++ - nr + +++ ++++
III BKAll + ++ +++ nd nr - nd
CDH1IQ ++ ++ ++ +++ - nr +++
IV CBE11 nd + + ++++ nd ++++ nr

Obrézek 5A aZ? D kvantifikuje ddinky zallenéni repre-
zentativnich parovych kombinaci spoluidinkujicich
anti-LT-beta-R monoklondlnich protildtek, zaméfenych proti
riznym epitoplm LT-beta-R, do HT29 cytolytického testu . Ob-
rdzek 53 zndzoriuje cytotoxické Gdinky BHALO a CBEll, obrazek
5B znazorfiuje cytotoxické G&inky CDH10 a CBE1ll a obrazek 5C
pFedstavuje cytotoxické i¢inky CDH1IQ a AGH1 samotnych
a v kombinaci. Obrazek 5D ukazuje cytotoxické Uc¢inky kombina-
ce monoklondlnich protildtek CDH10 a AGHLl u jiné linie nado-

rovych bunék zvané WiDr.

Tabulka 2 shrnuje vlastnosti reprezentativanich
anti-LT-beta-R monoklondlnich protildtek podle vynalezu.
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Tabulka 2

Souhrn my3ich antihumdnnich LT-beta-R monoklondlnich protila-
tek
HT29 cytotoxicita

nAB mAB Barveni Blokace mAb Rozpustnd Rozpustna
skupina nézev bundk?® vazby imobili- mAb mAb s
recep =zovana samotna LTalfal-
tort® na plas- betal
tuc
I BDAS +++ +++ + +/-d inhibuje
AGH1 +++ +++ +/- inhibuje
I1 BCG6 +++ ++ + +/- smisena
II BHA1OC +++ +4+ + +/- smidend
111 BKAL1l +++ +/- + - potencuie
III CDH10 +++ +/- + +/- potencuje
v CRE1l +++ +++ + + /- bez Gcinku
Kontroly
MOPC21 - - - - bez Ucinku
HT29/26 - nd - - bez Gc¢inku
TS 2/9¢ nd nd - - bez G¢inku

aFACS barveni CHO bunék, u nichZ do3loc k transfekci s LT-beta-R

bTest vyhodnocen na to, jestli protilatka blokuje vazbu roz-
pustného receptoru na aktivovany hybridom II-23 T-buiky,
nd = neprovedeno

©HT-29 builky se nechaly rist s IFN-gama na destickach pokry-
tych anti-LT-beta-R, jak definovano v metodach.

dvVariabilni, parcidlni inhibice v nékterych testech, Zadné
ié¢inky v jinych.

cAntihumdnni LFA-3, mysi IgGl
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Priklad 9

Spolehnuti na endogenni IFN-gama pro pisobeni na nadorové

bunky

IFN-gama, vyhodné LT-beta-R aktivujici Cinidlo podle vy-
ndlezu, je cytokin, ktery se vyznaduje protinddorovou éin-
nosti a ktery je tolerovadn lidmi. Endogenni IFN-gama, pfitom-
ny v okoli obklopujicim naddor, mGZe byt pritomen v dostatecéné
vysokych koncentracich, aby fungoval jako LT-beta-R aktivujici
ginidlo podle vyndlezu bez pfidani exogenniho IFN-gama. Kon-
centrace IFN-gama v blizkosti nddoru mlZe byt stanovena pou-
3itim standardnich imunotechnickych metod na vzorcich tkani
z oblasti nadoru. JestliZe Jje endogenni koncentrace IFN-gama
dostatedné vysoka, aby vyvolala protinddorovou aktivitu
v kombinaci s LT-alfa/beta heteromernimi komplexy nebo
anti-LT-beta-R monoklondlnimi protildtkami podle vynalezu
(jak stanovenc cytolytickymi testy zde popsanymi), pak nemusi
byt IFN-gama aplikovén jako druhé LT-beta-R aktivujici ¢inid-

lo v prostfedcich nebo metoddch podle vynalezu.

Priklad 10

Indukce endogenniho IFN-gama jako LT-beta-R aktivujiciho Ci-

nidla pro puscbeni na naddorové bunky

Sloudeniny, které mohou vyvolat endogenni produkci in-
terferon, jako je IFN-gama, spadaji do skupiny LT-beta-R ak-
tivujicich &inidel podle vyndlezu. Napfiklad mchou interfero-
ny byt indukovadny pésobenim molekul dvoufetézcové RNA, jako
polyriboguanylové/polyribocytidylové kyseliny (poly-G/C).

Samicim C57/bl6 (starym 6 aZ 8 tydnl) mlZe byt apliko-
vano injekén& 18 mg (600 mg/kg) D-galaktosaminu, ktery senzi-
tivuje my3i na Géinky TNF a Jjinych protinddorovych ¢inidel.
K purifikovanému LT-alfal/beta2 (10 aZ 100 pg) se prida série
koncentraci poly-G/C (Juraskova a spol., Eur. J. Pharmacol.,
221, str. 107 aZ 111 (1992)) v neutrdalnim fyziologickém roz-
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toku a roztok se aplikuje my3im ve formé intraperitonealni
(i.p.) injekce. Protinddorova ucinnost LT-alfal/betaz2 bude

zvySena pfitomnosti poly-rG/rC dvoufetézcové RNA.

Podobné miuZe byt stimuldtor interferonu z rostliny Gly-
cyrrhiza glabra (Acharya a spol., Indian J. Med. Res., 98,
str. 69 aZ 74 (1993)) aplikovén lidem intravendézné v davkach
od 40 do 100 ml/den. Optimdlni d&vka pro LT-beta-R aktivaci
za pritomnosti bud LT-alfa/beta heteromernich komplexl nebo
anti-LT-beta-R protildtek miZe byt stanovena empiricky a bude
zdviset na faktorech Jjako Jje +typ nddoru, zpisob aplikace

a program aplikace.

Imiguimod R-837 (Bernstein a spol., Antiviral Res., 20,
str. 45 az 55 (1994)), Saparal (Paramanova a spol., Vopr. Vi-
rusol., 39, str. 131 a%? 134 (1994)), Bropirimine (Onishi
a Machida, Hinyokika Kiyo, 40, str. 195 aZ 200 (1994)) nebo
Ridostin (Cheknev a spol., Vopr. Virusol., 39, str. 125 aZ
128 (1994)) mohou byt téZ aplikovany jako LT-beta-R aktivujici
ginidla ve spojeni s LT-alfa/beta heteromernimi komplexy,
anti-LT-beta~R protildtkami nebo jejich kombinaci. V kaZdénm
pripadé mohou byt vyhodné zplUsoby aplikace a optimdlni davky
stanoveny empiricky za pouZiti publikovanych zprav jako

vy¥chozich bodld pro optimalizaci rutinnimi klinickymi postupy.
Prikiad 11
My3i toleruji injekce humdnniho LT-alfal/beta2

Samicim C57/b16 (starym 6 aZ 8 tydnl), aklimatizovanynm
v Gstavu po dobu nékolika dnQ, bylo aplikovano injekéné i.p.
18 mg (600 mg/kg) D-galaktosaminu, ktery senzitivuje mySi na
TNF a jiné protinddorové prostfedky. Byl aplikovan i.p. bud
humédnni TNF, LT-alfa nebo LT-alfal/betal.

Tabulka 3 dokumentuje prfezZiti mySi 24 hodin po apliko-
vané injekci.



Tabulka 3

Cinidlo Davka (pg/zvire) Preziti
fyziologicky roztok - 4/4
hu—-TNF Gg,2 0/6
hu~-TNF 1,0 0/2
hu-TNF 10 0/4
hu-LT-alfa 0. 2/2
hu-LT-alfa 1,0 2/2
hu-LT-alfal/beta2 10 2/2
hu-LT-alfal/betal 100 2/2

Priklad 12

Vytvoreni rekombinantni anti-LT-beta-R IgM monoklondlni pro-
tilatky

P¥i pouZiti shora popsanych protinddorovych cytotoxi-
citnich testd ve spojeni se standardnimi modely ristu nddorid
u imunodeficitnich my8i miZe byt zvolen anti-LT-beta-R IgG
s vhodn¥mi vlastnostmi. Pro pPfipravu variabilni domény DNA
z RNA izolované ze sekretujici hybridomové bunécné linie za
pouZ?iti standardnich metodologii reverzni transkriptdsy/PCR
mitZe byt pouZito univerzdlnich primérd, které hybriduji ke
kaZdé z variabilnich domén IgG té&Zkych a lehkych Fetézcl zvo-
lenych anti-LT-beta-R. Tyto protokoly byly popsédny (Arulanan-
dam a spol., J. Exp. Med., 177, str. 1439 aZ 1450 (1993), La-
ne a spol., Eur. J. Immunol, 22, str. 2573 az 2578 (1993),
Traunecker a spol., Nature, 339, str. 68 aZ 70 (1989)).

Amplifikované produkty se pak shromdZdi do vektord ob-
sahujicich humdnni CH1, CH2 a CH3 p Fetézcové domény. Koexp-

rese dvou Fetdzcl v jediném hostiteli umoZni shromdzZdit té&Zké



a lehké retézce do pentamerni IgM molekuly. Tato molekula je
chimérou sestadvajici =z my3ich variabilnich oblasti pfipoje-

nych k humdnnim konstantnim oblastem.

Alternativnd miZe byt pouZit proces pouZivajici PCR
k amplifikaci DNA kédujici pouze aktudlni vazebné oblasti va-
riabilnich oblasti. Amplifikovand DNA Jje pak vloZena do vek-
tord obsahujicich v&echny sekvence humanniho IgG kromé aktu-
4lnich aminokyselin U&astnicich se vazby na antigen. Takove
konstrukce se nazyvaji "humanizované" protildtky a detailni
metody pro Jjejich pripravu jsou dobfe =zndmé (napf. WO

94/04679).
Priklad 13

Anti-LT-beta-R IgM monoklonalni protilatky funguji jako
LT-beta-R aktivuijici ¢inidla

Anti-LT-beta-R IgM protildtky wmohou byt pfipraveny

v rekombinantni formé, jak popsanoc v prikladu 12.

Alternativné mohou byt pouzZity jako zdroj
anti-LT-beta-R IgM monoklonédlnich protildtek kompletni mysSi
imunoglobuliny tfidy IgM izolované metodami fdize hybridomu za
pouZiti primdrni imunizace normdlnich mySi nebo extenzivni
imunizace mys3i CD40 postrddajicich signalizaci (Kawabe
a spol., Immunity, 1, str. 167 aZ 178 (1994), Xu a spol. Im-
munity, 1, str. 423 aZ 431 (1994)).

Anti-LT-beta-R IgM monoklondlni protildtky budou
podstatné G¢inné&jsi jako LT-beta-R aktivujici ¢inidla neZ je-
jich normé&lni bivalentni IgG proté&jsky, méfeno srovndnimi od-
povédi na davku v HT29 cytolytickém testu =za pfitomnosti
IFN-gama. Anti-LT-beta-R IgM monocklondlni protilatky funquji
jako LT-beta-R aktivujici &inidla jak kdyZ djsou imobilizovany,
tak také, kdyZ jsou aplikovény v roztoku. Kromé& toho lze oce-
kdvat, Ze zvét3i protinddorovou uUdinnost LT-alfa/beta heterc-

mernich komplext.



Priklad 14

Anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky inhibuji rust human-

nich nadorovych bunék u mysSi SCID

Balb/c SCID ay3im (Jackson Labas, Bar Harbor, ME) bylo
aplikovéno injek&né& subkutdnné (s.c.) do zadni partie zvifete
1 x 106 trypsinizovanych a promytych humdnnich adenokarcino-
matéznich WiDr bundk v objemu 0,2 ml PBS. Injek&né vpravené
WiDr buiky vytveri v mysSich nadory a schopnost
anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky inhibovat rlist nadoru
byl monitorovédn . V jedné sadd pokusd se na my3i plisobilo

s nebo bez CBE1l anti-LT-beta-R monoklondlni protildtky --

bud s nebo bez humdnniho IFN-gama (10 protivirovych
jednotek/my3) -- soudasné s inokulaci WiDr buneék s.c. (cbra-
zek 6A). Protildtky a IFN-gama byly aplikovédny samotné nebo

spoledn& i.p. injekci v 0,2 ml. Kontrolnim my3im byl apliko-
van injekéné samotny fyziologicky roztok, IFN-gama samotny
nebo kontrolni antihumdnni LFA-2 monoklondlni protilédtka
(1E6) s IFN-gama. Velikost kaZzdého vysledného nadoru byla
zméFena 30 dni po inckulaci. Objem nddoru (v cm® byl) vypoc-
ten z poloméru zjisdténého méfenim posuvanym méritkem ve dvou
smérech. Zvitata, kterym byly aplikovany CBEl1l nebo 1E6 mo-
noklonalni protilatky, dostaly 10 upg/my3 nebo 50 pg/my3 pro-

tilatky (obrazek 6A, krouZky s teCkami a prédzdné krouzky).

V jiné sadé pokusd byly my3i inokulovany s.c. WiDr bui-
kami a nddory se nechaly rist 15 dni, dfive neZ se mySim ap-
likovala CBEl1ll anti-LT-beta-R monoklonédlni protilatka (obra-
zek 6B). 15. den (pPfed aplikaci protildtky) ¢éinil objem nado-
ru 0,076 cm3 pti stfednim prdméru 0,53 cm. Pak byla aplikovéa-
na CBEl1l anti-LT-beta-R monoklondlni protildtka (50 ug) —--
bud s nebo bez humanniho IFN-gama (10% ©protivirovych
jednotek/my3) -- i.p. injekci v 0,2 ml skupiné 12 zvirat. In-
jekce se opakovaly tPikradt nebo vicekrdt béhem obdobi tEi
t¥dni. Kontrolnim skupindm (12 mysSi/skupina) byl injekCné ap-

likovan IFN-gama samotny (10® protivirovych jednotek/myS) ne-



bo s 50 pug kontrolni antihumdnni LFA-3 monoklondlni protilat-
ky (l1E6) + IFN-gama (10® protivirovych jednotek/my$). Rust
nddort pritomnych 15. den byl méfen béhem doby od 15. do 49.
dne po inokulaci né&dorovych bunék. Vysledky znazornéné na
obr. 6B byly zjidtény zaslepenym zplisobem. Nadory, na které
se plsobilo monoklondlni protildtkou CBEl1l bud s nebo bez
IFN-gama, pfestaly rist. Po tfech injekcich monoklonidlni pro-
tilatky CBE1l (+/- IFN-gama) bé&hem tfi tydnl se rist néadord
zastavil nejméné na 7 tydnd po inokulaci, to jest v dobé, kdy
pokus byl ukoncen.
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