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PouZitie ¢&inidla inhibujiceho interakciu LT-p a Jjeho receptora

na vyrobu pripravku na lieCenie folikuldrneho lymfdému

Oblast techniky

Vyndlez sa tyka farmaceutickych pripravkov, obsahujtacich
inhibitory lymfotoxinovej signdlnej dradhy. Tieto pripravky su
ufitoéné na lie&enie lymfémov, ktoré pochadzaji 2z germinalnych

centier (folikularnych lymfémov).

Doteraj$i stav techniky

Cytokiny pribuzné nadorovému nekrotickému faktoru (TNF,
,Tumor Necrosis Factor"™) su medidtory hostitelskej obrannej a
imunitnej regulécie. Clenovia tejto proteinovej rodiny sa
vyskytuji vo forme ukotvenej na bunkovi membrinu, ked pdsobia
lokélne prostrednictvom vzajomného kontaktu medzi bunkami, alebo
sa vyskytuji ako vyluCované proteiny, ktoré sG schopné
difundovat k vzdialenejsim cielom. Paralelnd rodina receptorov
upozorfiluje na vyskyt tychto molekul, ktoré vedd k iniciacii
bunkovej smrti alebo bunkovej proliferdcie a diferenciicie
v cielovom tkanive. V suéasnosti rodina TNF ligandov a
receptorov obsahuje najmenej 11 zndmych parov receptor-ligand:
TNF:TNF-R, LT-a:TNF-R, LT-o/B:LT-B-R, FasL:Fas, CD40L:CD40,
CD30L:CD30, CD27L:CD27, 0X40L:0X40 a 4-1BBL:4-1BB.

Clenovia TNF rodiny sa mdZu najlep3ie opisat ako hlavné
prepina¢e v imunitnom systéme na riadenie preZivania buniek a
diferenciadcie. V suCasnosti si zndme iba dva secernované
cytokiny, a sice TNF a LTa, na rozdiel od v&&Siny ostatnych
¢lenov rodiny TNF zakotvenych v membrédne. Zatial ¢o membrénové
formy TNF sa podrobne charakterizovali a pravdepodobne maju
jedineénd biologickd funkciu, funkciou secernovanych TNF je
vSeobecnd signalizacia ,poplachu"“ bunkdm vzdialenym od miesta,
kde bola prislusni udalost vyvoland. Sekrécia TNF mdéZe 2zndsobit

udalost vedicu k dobre znamym zmenam vo vystelke ciev a v



bunkdch v mieste zdpalu. Naproti tomu ¢&lenovia TNF rodiny
viazané na membranu predadvaji signadl prostrednictvom receptora
typu TNF iba bunkam v priamom kontakte. Tak napr. pomocné T
bunky poskytujd ,pomoc" sprostredkovani CD40 iba takym B bunkém,
s ktonmi sa dostant do priameho kontaktu prostrednictvom
interakcii TCR. Podobné obmedzenia na bezprostredny bunkovy
kontakt sa tykajl schopnosti indukovat bunkovi smrt v dobre

preskimanom systéme Fas.

Vd&Sina komplexov LTa/Bf asociovanych s membranou (,povrchové
LT") m& stechiometriu LTal/B2 (Browning a kol., Cell 72: 847-
856, 1993, Browning a kol., J. Immunol. 154: 33- 46, 1995).
Povrchové LT ligandy sa neviaZu na TNF-R s vysokou afinitou a
neaktivujua signdlnu drdhu TNF-R. Av3ak LTB receptor (LTBR-R)
viaZe tieto povrchové lymfotoxinové komplexy s vysokou afinitou

(Crowe a kol., Science 264: 707-710, 1994).

Signalizacia LTB-R, podobne ako signalizacia TNF-R, ma
antiproliferativny uUc¢inok a mdéZe mat cytotoxicky u&inok na
naddorové bunky. V sicasne prejednadvanej patentovej prihlaske
autorov predkladaného vyndlezu (prihld%ka US 08/378 968) sa
opisuju pripravky a spbésoby selektivnej stimuldcie LTR-R pomocou
C¢inidla aktivujiceho LTR-R. Agens aktivujtci LTB-R je uzitoény
na inhibiciu rastu nddorovych buniek bez toho, aby sucasne
viedol k aktivacii zdpalovej reakcie alebo imunoregulaénej dréhy

indukovanej TNF-R.

SuCasny vyskum génového =zameriavania (,gene targeting")
predpoklada ulohu LTa/f vo vyvoji sekunddrnych lymfatickych
organov (Banks a kol., J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995, De
Togni a kol., Science 264, 703-706, 1994). My3i s deficitom LTa
naozaj nemajui lymfatické uzliny (LN) a Peyerove ostrovéeky (PP).
Ich sleziny majad naru3end architektiru a expresia funkénych
markerov na bunkdch margindlnej zény sleziny je pozmenend (Banks
a kol., 1995, De Togni a kol., 1994, Matsumoto a kol., Science
271, 1289-1291, 1996). Ziadna z tychto vlastnosti sa nepopisala

u mySi s geneticky vyradenou funkciou (,knock out"“) TNF



receptora (Erickson a kol., Nature 372, 560-563, 1994, Pfeffer
a kol., Cell 73, 457-467, 1993, Rothe a kol., Nature 364, 798-
802, 1993). Autor vynédlezu nedévno definoval Ulohu membrénovych
komplexov LTa/f vo vyvoji sekunddrnych lymfatickych orgénov tym,
Ze ukézal, Ze potomstvu my8i, ktorym sa v priebehu gestacie
injekéne podala rozpustnd forma LTB-R flizovaného s usekom Fc
Tudského 1IgGl (LTR-R-Ig) chybala v&&3ina lymfatickych wuzlin
a mali naruSend architektiru sleziny (Rennert a kol., 1996,
Surface lymphotoxin alpha/beta complex 1is required for the
development of peripheral lymphoid organs, J. Exp. Med. 184,
1999-2006). V inej 8tddii sa wukazalo, Ze transgénne mysi
s podobnym kon3truktom LTR-R-Ig, ktorého expresia zacdala tri dni
po narodeni, mali lymfatické wuzliny. Ale mali narusenu
architektiru sleziny a niekolko markerov slezinovej marginalnej
zébny sa neexprimovalo (Ettinger a kol., Disrupted splenic
architecture, but normal 1lymph node development in mice
expressing a soluble LTB-R/IgGl fusion protein, Proc. Natl.
Acac. Sci. USA 93: 13102-7). Tieto udaje spolo&ne ukazuju, Ze tu
existuje doCasnd poZiadavka na membranové funkcie LT na
sprostredkovanie ucinkov na vyvoj sekunddrnych lymfatickych

orgénov, ale bez G¢inku na architekturu sleziny.

Systém TNF sa tieZ zuacastiiuje vyvinu sleziny. Bunky
margindlnej zény sleziny my3i s deficienciou TNF neexprimuja
makrofagové markery alebo MAdCAM-1 (Alexopoulou a kol., 60th
Int. TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis
a kol., 60th Int. TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 239,
1996) . MySiam s deficienciou TNF-R55 taktieZ chyba MAdCAM-1 (ale
nie MOMA-1) v margindlnej zéne sleziny (Neumann a kol., J. Exp.
Med. 184, 259-264, 1996, Matsumoto a kol., Science 271, 1289-
1292, 1996).

Lymfatické tkanivo alebo tkanivo podobného typu nevznikd iba
v priebehu vyvinu, ale taktieZ pri wuré&itych patologickych
stavoch, ako su napr. chronické =zapaly, v procese nazyvanom

neolymfoorganogenéza (Picker a Butcher, Annu. Rev. Immunol. 10,



561-591, 1992, Kratz a kol., J. Exp. Med. 183, 1461-1471, 1996).
Tieto procesy su zjavne ovplyviiované &lenmi rodiny TNF.
U transgénnych my$i s génom LTa riadenym prométorom génu
inzulinu potkana (RIP-LT) sa vyvinuli chronické zapalové lézie
S cha?akterom organizovaného lymfatického tkaniva (Kratz a kol.,
J. Zxp. Med. 1183, 1461-1471, 19965, Picarella a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 10036-10040, 1992).

Vyhodnotenie funkcie LT v priebehu imunitnej odpovede
zavislej na T bunkdch pomocou my3i s deficienciou LTa ukazalo na
nutriost LT na vytvdranie GC, a zrejme taktieZ na udrZovanie
organizovanej Struktiry folikuldrnych dendritickych buniek (FDC)
a na imunitnd humordlnu odpoved (Banks a kol., J. Immunol. 155,
1685-1693, 1995, Matsumoto a kol., Science 271, 1289-1291, 1996,
Matsumoto a kol., Nature 382, 462-466, 1996) . MySiam
s deficienciou v TNF-R55 taktieZ chybal FDC, nevyvija sa u nich
GC a nie st schopné optimdlnej imunitnej odpovede na ovéie
Cervené krvinky (SRBC). To naznaduje, Ze TNF-R55 sa mdéZe spustit
rozpustnym signdlom LT alebo TNF vo vi&3ine takychto odpovedi
(LeHir a kol., J. Exp. Med. 183, 2367-2372, 1996, Alexopoulou a
kol., 60th Int. TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 228, 1996,
Pasparakis a kol., 60th Int. TNF Congress, Eur. Cytokine
Network, 239, 1996).

Receptor LTB, clen rodiny receptorov TNF, 3pecificky viaZe
povrchové LT 1ligandy. LTR-R viaZe heteromerické LT komplexy
(prevazne LTal/B2 a LTa2/fl), ale neviaZe ani TNF ani LT (Crowe
a kol., Science 264: 707-710, 1994). mRNA pre LTB-R sa naSla
v Iudskej slezine, brzliku i v dalSich organoch spojenych
s imunitou. Hoci vyskum expresie LTR-R je iba v pociatocénej
faze, profil expresie LTBR-R je podobny profilu p55-TNF-R, s tym
rozdielom, Ze LTR-R chyba na T a B bunkach periférnej krvi a na

linidch T a B buniek.

Komplexy povrchovych lymfotoxinov (LT) sa charakterizovali
v hybridémovych T bunkadch CD4" (II-23.D7), ktoré exprimujua vysoku
hladinu LT (Browning a kol., J. Immunol. 147: 1230-1237, 1991,



Androlewicz a kol., J. Biol. Chem. 267: 2542-2547, 1992).
Expresia a Dbiologickd funkcia LTB-R, LT podjednotiek a
povrchovych LT komplexov sa opisala v prehlade Ware, C.F., ,The
ligands and receptors of the lymphotoxin system“, v: Pathways
for éytolysis. Current Topics Microbiol. Immunol. Springer-

Verlag, str. 175-218, 1995, ktory je zahrnuty vo forme odkazu.

Expresia LTa sa indukuje a LTa sa primadrne secernuje
aktivovanymi T a B lymfocytmi a cytotoxickymi ,zabijaé&skymi“
bunkami  (NK, ,natural killer“). LTa sa produkuje v ramci
pomocnych T buniek podskupinou Thl, ale v Ziadnom pripade nie
podskupinou Th2 buniek. LTa sa taktieZ na3iel v melanocytoch.
Mikroglie a T bunky v lézidch pacientov so sklerézou multiplex
reaguju pozitivne s antisérom anti-LTa (Selmaj a kol., J. Clin.
Invest. 87, 949-954, 1991).

Lymfotoxin B (nazyvany taktieZ p33) sa exprimuje na povrchu
my8ich i Iudskych T lymfocytov, linii T buniek, linii B buniek a
nzabijaCskych™ buniek aktivovanych lymfokinom (LAK). LTR Je
predmetom suCasne prejedndvanych patentovych prihld3ok rovnakych
autorov, a sice PCT/US91/04588, publikované 9. janudra 1992 ako
dokument WO 92/00329, a PCT/US93/11669, publikované 23. jdna
1994 ako WO 94/13808, ktoré st zahrnuté vo forme odkazu.

Povrchové LT komplexy sa exprimuju primdrne aktivovanymi T
lymfocytmi (pomocnymi, Thl i zabijac¢skymi bunkami) a B
lymfocytmi a zabijaéskymi bunkami, ako sa d& ukadzat analyzou
pomocou FACS alebo imunohistologickou analyzou pomocou
protilatok anti~LT alebo rozpustnych fiznych proteinov LTR-R-Fc.
V prejednavanej prihlaSke rovnakého autora US 08/505 606 podanej
21. jula 1995 sa opisali pripravky a spésoby pouzZivajuce
rozpustné LTR receptory a protilatky Specifické proti LTB
receptoru a ligandu ako liedivo na liedenie imunitnych chordb
sprostredkovanych Thl bunkami. Povrchové LT sa taktieZ na3li na
klonoch Tudskych cytotoxickych T lymfocytov (CTL),
v aktivovanych periférnych mononukledrnych lymfocytoch (PML),

lymfocytoch periférnej krvi aktivovanych IL-2 (LAK), periférnych



B lymfocytoch aktivovanych bud mitogénom z Phytolacca americiana
alebo anti-CD40 (PBL), a na rdéznych T a B bunkdch poché&dzajucich
z lymfoidnych né&dorov. Zapojenie cielovych buniek nestcich
aloantigén Specificky indukuje expresiu povrchovych LT u klonov

CcD4* a CD8* CTL.

Autori wvyndlezu opisali niekolko imunologickych funkcii
povrchového LT a ukdzal sa vplyv LTa/BP vidzobného &inidla na
vyvolanie a charakter imunoglobulinovej odpovede, udrZovanie
bunkovej organizacie sekunddrneho lymfatického tkaniva vratane
u€inku na diferencialny stav folikuldrnych dendritickych buniek
a vytvaranie germindlnych centier, a taktieZ na Uroved expresie
adresinov, ktora ovplyviiuje bunkovy transport. Autor tak
definoval terapeutické vyuZitie vé&zobnych &inidiel povrchovych

LTa/R a LTa receptorov.

Studie uké&zali, Ze B bunky su aktivované v lymfatickych
uzlinach (LN) a v slezine po stretnuti s réznymi antigénmi.
V Specializovanych Struktirach LN a sleziny, ktoré sa nazyvaju
germindlne centrd, kde sa tvoria oblasti bohaté na B bunky, B
bunky dozrievaji a tvoria sa pamédtové B bunky (}). B bunky st
schopné nadorovej transformidcie pocas va&Siny svojho vyvinu (?).
Transformacia B buniek vedie k lymfémom, a lymfémy pochadzajuce
z B buniek germindlnych centier sa nazyvaju folikuldrne lymfémy.
Presné vymedzenie réznych druhov lymfémov sa stale vykonava
a spreshnuje, pretoZe sa nachddza stdle wviac povrchovych
markerov, ktoré umoZiuju presnejSie stanovenie pévodu buniek.
Folikularne lymfémy je moZné rozdelit do mnohych podskupin na
zaklade Stédia alebo typu B buniek, ktoré sa delia, a taktieZ
progndza sa velmi 1i8i v zavislosti od typu buniek. Konven&né
chemoterapeutické reZimy st schopné poméct a lie&it pacientov
s bunkami nizkeho stupfia. Napriek tomu s4 niektori =z tychto

pacientov rezistentni k chemoterapii a maja zld progndzu.

Napriek pokrokom v lieeni nadorov stéle pretrvava potreba
novych pristupov v lieceni nadorov, najma rezistentnych

k chemoterapii a taktieZ potreba novych 1lie&ebnych reZimov



s men3imi vedlaj3imi ucinkami, neZ maju sucdasné terapie.

Podstata vynalezu

Predmetom vynalezu Jje pouZitie zldCeniny, ktorad inhibuje
interakciu LTP s receptorom, na vyrobu lieku na liedbu nadorov.
Predkladany vynalez poskytuje pripravky na liedbu nadorov ako su
folikularne lymfémy. Tieto nové 1lieky maja zna&né vyhody
v porovnani s doteraz znamymi liekmi a ponukaju mozZnost
alternativnej terapie v pripade n&dorov rezistentnych k sucasnej

chemoterapii.

Vyhodné uskutocnenie predkladaného vyndlezu sa tyka liedenia
subjektu, ktory trpi folikuldrnym lymfémom, ked sa subjektu
podava ucinné mnoZstvo pripravku, ktory blokuje interakciu
heteroméru LTa/B s receptorom. Podla vyhodnych uskuto&neni
vynalezu pripravky obsahuji, pric¢om vypocet nie je obmedzujaci,
rozpustné receptory lymfotoxinu B, protildtky namierené proti
LT receptorom a protildtky namierené proti povrchovym LT
ligandom. VyhodnejSimi sU rozpustné receptory lymfotoxinu B,
ktoré maji vazobni doménu ligandu, ktord méZe selektivne viazat
povrchovy LT ligand, ako je napr. rozpustnd forma LTB-R fuzovana
s Fc doménou humdnneho imunoglobulinu. Okrem toho k vyhodnym
pripravkom patria monoklondlne protilatky, ktoré st namierené
proti LTB receptorom, vratane humanizovanych a chimérickych

protilatok alebo i inak modifikovanych protilatok.

V inom wuskutolneni sa predkladany vyndlez tyka liedenia
subjektu trpiaceho folikularnym lymfémom, pri ktorom sa podava
blokujice <¢inidlo dovtedy, pokial neddéjde k regresii alebo
zastaveniu rastu nadorov. Cinidld blokujuce LT drdhu sa méZu
podavat v kombindcii s inymi &inidlami, ktoré st uZitoéné pri
lieCeni nadorov, ako s napr. chemoterapeutikd. Okrem toho je
moZné podavat pripravky podla predkladaného vynédlezu spolo&ne

s oZarovanim alebo transplantdciou kostnej drene.

V eSte dal3om uskutoCneni predkladaného vynalezu sa &inidlo



blokujice LTB-R poddva spolo¢ne s &€inidlom blokujucim drahu
inych ¢&lenov rodiny TNF. Napr. ¢&inidlo blokujuce TNF sa mdzZe
podavat suCasne alebo striedavo s &inidlom podla predkladaného

vynalezu.

Podrobny opis vynalezu

V tejto &asti sa vyndlez opisuje e3te podrobnejsie, aby sa
mohol uplne vysvetlit a pochopit, a si tu definované pouZité

pojmy.

Pojem ,imunoglobulinovd odpoved“ alebo ,humordlna odpoved™
sa v tomto texte pouzZiva na oznaCenie imunitnej odpovede
zvierata na cudzorody antigén, pri ktorej zviera produkuje
protilatky proti uvedenému antigénu. Trieda Th2 pomocnych T

buniek je dbéleZitd na produkciu protildtok s vysokou afinitou.

Pojem ,zarodo¢né centrum“ (alebo ,germindlne centrum"“)
oznaduje folikul B buniek, ktoré sa vytvdraju po imunizécii
antigénom. Objavenie sa takéhoto histologického miesta suvisi s
optimdlnym vytvaranim pamati, prepinanim izotypov, somatickou

hypermutaciou a teda afinitnym zretim imunitnej odpovede.

Pojem ,margindlna zéna"“ alebo ,oblast typu margindlnej zény“
sa tyka  histologicky popisaného kompartmentu sekundarneho
lymfatického tkaniva obsahujiceho predov3Setkym makrofagy
marginalnej zény (MZM), metalofilné makrofdgy (MM), B bunky
margindlnej zény a retikulocyty, a taktieZz T bunky a dendritické
bunky. VylUstenie arteridlneho krvného rie&ista do oblasti
margindlnych sinusov umoZiuje priamy pristup antigénu k bunk&m

a podporuje bunkové reakcie na antigén v tychto miestach.

Pojem ,pomocnd T bunka (Th bunka)"“ oznac¢uje funkénu
podtriedu T buniek, ktoré pomahaji generovat cytotoxické T
bunxy, a ktoré spolupracuji s B bunkami a stimuluja tak tvorbu
protilatok. Pomocné T bunky rozpozndvaju antigén v spojeni
s moclekulami MHC II. triedy a poskytuji kontaktne z&avislé a

kontaktne nezéavislé (cytokiny) signadly pre efektorové bunky.



Pojem ,doména Fc“ protilatky oznaduje ¢&ast molekuly
obsahujucu kibovi oblast, doménu CH2 a CH3, ale neobsahuje
miesto viaZuce antigén. Pojem sa taktieZz pouZiva na oznaéenie

zodpovedajlcej oblasti IgM alebo protilatky iného izotypu.

Pojem ,protilatka anti-LT-P-receptor“ popisuje akukolvek
protildtku, ktora sa Specificky viaZe k aspofi jednému epitopu na

receptore LTRB.

Pojem ,protilatka anti-LT“ popisuje akukclvek protilatku,
ktord sa 3pecificky viaZe k asponn jednému epitopu na LTa, LTR,

alekto na komplexe LTa/B.

Pojem ,signédlna drdha LTB-R“ (,signalizicia LTR-R") oznaduje
molekulovi reakciu spojeni s celou metabolickou cestou prenosu

sigrédlu LTB-R a dal3ie molekulové reakcie, ktoré k nej veda.

Pojem ,Cinidlo blokujuce LTR-R"™ oznaduje také &inidlo, ktoré
narusi vdzbu ligandu na LTB-R, zhlukovanie LTB-R na bunkovom
povrchu alebo signalizdciu LTB-R, alebo ktoré spdsobia zmenu
v tom, ako sa signdl dradhy LTR-R interpretuje v bunke. Cinidlo
blokujuce LTB-R, ktoré pbsobi v kroku vazby ligand-receptor,
inhibuje vazbu LT ligandu na LTB-R aspoil o 20%. Priklady &inidla
blokujiceho LTB-R zahrnuji rozpustné molekuly LTB-R-Fc a
protilatky anti-LTa, anti-LTR, anti-LTa/p a anti-LTR-R. Je
vyhodné, ak protildtky nereagujl kriZovo so secernovanou formou
LTx.

Pojem ,biologickd aktivita LTB-R“ znamend 1) schopnost
molekuly LT-B-R alebo jej derivatov sutaZit o rozpustny alebo
povrchovy LT ligand viaZuci sa k rozpustnej alebo k povrchovej
molekule LT-B-R, alebo 2) nativnu aktivitu LT-B ako je schopnost
stimulovat regulac¢nu imunitnua odpoved alebo vSeobecne

cytotoxicka aktivitu.

Pojem ,LT ligand“ znamen& heteromericky komplex LTa/Bf alebo

jeho derivat, ktory sa Specificky viaZe na receptor LTB.

Pojem ,vdzobna doména LTB-R ligandu“ popisuje &ast alebo
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¢asti LTP-R, ktoré sa =zucastfiuju 3Specifického rozpoznania a

interakcie s ligandom LT.

Pojmy ,povrchovy LT“ a ,povrchovy LT komplex"“ oznaduju
komplex, skladajici sa =z podjednotky LTo a podjednotky LTB
viazanej na membréanu, vratane mutovanych, pozmenenych a
chimerickych foriem Jjednej alebo viacerych podjednotiek, pricom
je tento komplex prezentovany na povrchu bunky. ,Povrchovy
ligand LT“ znamena povrchovy LT komplex alebo jeho derivat,

ktory sa Specificky viazZe na receptor LTR.

Pojem ,subjekt™ tu znamena zviera alebo jednu ¢&i niekolko
buniek poché&dzajicich zo zvierata. Je vyhodné, ak je zvieratom
cicavec. Bunky su v akejkolvek forme, vradtane, ale nie vylucne,
buniek nachadzajicich sa v tkanive, zhlukov buniek,
imortalizovanych, transfekovanych alebo transformovanych buniek,
a taktieZ buniek pochadzajlicich zo zvierata, ktoré bolo

fyzikdlne alebo fenotypovo zmenené.

Ako sa uz spominalo, transformdcia B buniek vedie k vzniku
lymfémov a transformdcia B buniek pochddzajucich z germindlnych
centier, Specializovanych Struktar vyskytujucich sa
v lymfatickych uzlindch a v slezine v oblastiach bohatych na B
bunky, vedie k vzniku lymfémov nazyvanych folikuldrne lymfémy.
Germindlne centrd B buniek vyZaduji 3pecifické prostredie na
dozrievanie a proliferdciu, a folikuldrne dendritické bunky
poskytujui tak antigén, ako i v&ac&Sinou Specifické signaly pre B
bunky germinalnych centier, ktoré spustaja dozrievanie,
prezivanie a proliferaciu buniek. Studie na SJL my3iach, ktoré
spontédnne vytvaraja sarkémy retikuldrnych buniek (RCS, pévodny
nazov tohto typu nédorov) poskytli transplantovatelné bunkové
linie a taktieZz in vitro linie buniek RCS (CRCS), ktoré su
vhodné ako model na skumanie interakcie medzi hostitelom
a nadorom (**). Tieto RCS vznikaju &asto v LN SJL my$i, su
heterogénne a obsahuji rézne typy hematopoetickych buniek.
Vyznamné dékazy poukazujid na to, Ze tieto lymfémy pochadzaju

z germindlnych centier a na svoje preZivanie a proliferaciu
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vyZaduju rdzne signdly alebo faktory poskytované hostitelom
(>®). MoZnost menit tieto signdly nutné k preZivaniu poskytuje

prostriedok ako kontrolovat rast tychto nadorov.

Jeden typ buniek, ktoré sa nazyvaju folikuldrne dendritické
bunky (FDC), m& rozhodujici vyznam na vytvédranie a funkciu
germindlnych centier. Predpokladd sa, Ze na prezivani a
udrZovani germinalnych centier B buniek sa podielajd mnohé
faktory. Najmd ¢lenovia rodiny TNEF cytokinov, ktoré su
signdlnymi ligandami na bunkovom povrchu, sa na tom podielaju
tak zo strany B buniek, napr. CD40, ako aj zo strany FDC, napr.
receptory TNF a lymfotoxinu (LT). MySi s deficienciou LT alebo
TNF osou maju taktiez defektny FDC a preto im chybaji germindlne
centrd (7). TNF os je ddleZitd na vyvoj FDC, hoci zrejme existuju
i ,downstream™ funkcie. LT os sa zd&d byt ddéleZitej3ia na
udrZovanie FDC vo funkénom stave. Systém LT zahrnuje
signalizaciu z réznych 1lymfocytov pozitivnych k ligandom na
bunky pozitivne k receptorom, ktoré su pravdepodobne derivatmi
inych buniek neZ buniek kostnej drene, napr. derivatmi FDC, aby
sa FDC udrZali v plne funkénom stave. Autor vyndlezu zistil, Ze
zablokovanie tejto signdlnej drdhy, budto napr. protilatkami
k LT ligandom alebo rozpustnym fuznym proteinom receptor-
imunoglobulin, vedie k strate zrelych FDC (Mackay a Browning,
1998, Nature, V.395, 26-27). Okrem toho inhibicia LT drdhy vedie
k strate tvorby germindlnych centier a k uréitej dezorganizacii

sleziny (%).

Autor predkladaného vyndlezu po prvykrdt publikoval v tejto
prihlasSke, Ze inhibitory LT dradhy ru$ia interakciu medzi B
bunkami folikuldrneho lymfému a ich okolim, t.j. FDC, a vedu
k spomaleniu alebo zastaveniu rastu nadorov. Preto su takéto
inhibitory uZitoéné pri lieCeni tychto uUpornych nadorov
v primadrnej terapii alebo k doplneniu konvenénej chemoterapie.
Specificky, hoci bola v danej oblasti znama domnienka, Ze
aktivacia LT drdhy by sa mohla vyuZit v naddorovej terapii, autor

prekvapivo zistil, Ze prechodné zablokovanie LT drahy vedie
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k spomaleniu alebo k zastaveniu rastu nadorov, ako sU napr.

folikularne lymfémy.

V 8irsom zmysle sa predkladany vyndlez tyka pripravkov
na lie&enie nadorov alebo lymfdémov, konkrétne folikuldrneho
lymfému, tym, Ze sa subjektu podava G€inné mnoZstvo pripravku,
ktory inhibuje LT drahu. Takyto pripravok méZe obsahovat
rozpustny LTB receptor, fazny protein obsahujiaci LTB-R,
protilatky proti LTBR-R a protildtky proti LT ligandom. Takéto
inhibujace pripravky vyhodne obsahujud farmaceuticky prijatelny

nosic.
Vyhodnym subjektom je cicavec, a najvyhodnej3im je &lovek.

Pripravok podla tohto vynalezu sa poddva subjektu dovtedy,
pokial nie je zjavny Ustup alebo zastavenie rastu nadorov. Cas
lieC¢enia je teda velmi premenlivy a mdéZe trvat od niekolkych
tyzdinov po niekolko mesiacov, v niektorych pripadoch i znacne
dlh8ie. Odbornik je schopny urcit, kedy doS$lo k Gstupu alebo
k zastaveniu rastu nadorov, a k tomu je moZné pouzZit akukolvek
metddu znamu v danom odbore. PouZitie markerov FACS k rozdeleniu
B lymfémov sa znacne zlep3ilo a je moZné ocCakdvat, Ze lymfémy
istych subtypov bude moZné zvladat terapiou pomocou pripravkov

podla predkladaného vynalezu.

Je pravdepodobné, Ze na udrZovani architektiry orgénov
imunitného systému sa podielaju taktieZ dalsSie regulacné
molekuly imunitného systému, ako su napr. ostatni c¢lenovia
rodiny TNF, a preto prispievaju k vytvaraniu prostredia vhodného
k proliferacii 1lymfémov. Pretc kombinovanie inhibicie LT dréhy
s dalsimi drédhami mdéZe byt Glinnym prostriedkom na liecenie
niektorych subjektov. Tak napr. je moZné uZit inhibitory LT
drdhy v kombindcii napr. s ¢&inidlom blokujicim drdhu CD40/
ligand CD40. MéZe to byt akékolvek &inidlo blokujuce tato dréhu,
teda napr. protildtky, rozpustné ligandy alebo receptory. Je
vyhodné podavat protildtky proti 1ligandu CD40 v kombinacii

s inhibitormi LT dr&hy. Pokial sa podava viac neZ jedno ¢&inidlo
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blokujice dradhu ¢&lenov TNF rodiny, pripravky je moZné podavat
v podstate sucasne, alebo striedavo, jedno ¢&inidlo po druhom.
Odbornik lahko ur¢i najucinnejsi spdsob na lieenie konkrétneho
pacienta v zavislosti od nadoru, aky sa lie€¢i a od stavu

pacienta.

Konvenéné chemoterapeutické protokoly sa mdéZu pouZit
k elimindcii zbytkov nddoru po 1lieCeni pripravkami podla
predkladaného vynalezu, alebo je ich moZné v niektorych
pripadoch pouZit sulasne alebo taktieZ pred pripravkami podla
tohto vynalezu. Inhibitory LT drdhy je moZné uZit na zastavenie
rastu lymfémov  pred tym, nez sa zapocne s konvencnym
chemoterapeutickym reZimom. Je pravdepodobné, Ze strata signdlov
podporujucich rast a/alebo preZivanie spbsobi, Ze lymfém sa
stane citlivejsim k chemoterapeutickym &inidlam, a preto je
vyhodné podavat inhibitory LT drédhy pred podavanim tradiénych

chemoterapeutickych €inidiel.

Priklady uskutoCnenia vynalezu

Priklad 1

LieCenie nadorov SJL RCS inhibitormi LT dréhy redukuje

LN/velkost nadorov

My8i SJL sa liec¢ili bud 3 dni pred transplantidciou nadorov
(D-3), alebo v Case transplantacie (DO) alebo 3 dni po
transplantacii (D3) podanim 0,3 az 0,4 mg fuzneho proteinu mysi
LTBR-hIgGl intraperitonedlnym spdsobom. Transplantdcia néadorov
sa vykonala v podstate tak, ako sa to popisalo v (°). 5 x 10° RCS
buniek zbavenych T buniek sa podalo i.v. a ponechali sa, aby sa
usadili v orgadnoch a zacali rdst. Po 5 aZ 7 dioch sa odstrédnili
mezenteridlne, brachidlne a axildrne LN a stanovila sa ich
hmotnost a vyjadrila sa ako percento celkovej telesnej
hmotnosti. Tabulka 1 wukazuje, Ze velkost uzlin sa =zniZila vo
vSetkych pokusoch. Velkost sleziny sa taktieZ zniZila v jednom
z 3 pokusov, ale toto zniZenie nebolo velké. ZniZenie hmotnosti

LN bolo pribliZne 50% pri jedinom podani a 80 aZ 90% pri
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V inom uskutocneni vynalezu je potrebné podavat inhibitory

LT drdhy sucasne s radianou terapiou,

tejto. terapii.

je zaloZend na posudeni individudlnych charakteristik,

stav pacienta a typ nédoru,

Inhibujuice protildtky anti-LTR-R a

LTR-R Jje moZné

predtym (v suCasne prejednavanej prihlasSke USA ¢&.

Tabulka 1

identifikovat

Inhibiény G¢inok LTBR-Ig na rast

Odbornikovi je pritom zrejmé,

spdsobom,

ktory sa lieci.

alebo bud pred alebo po

Ze vyhodna terapia

ako ije

iné ¢inidla blokujace

ktory

sa popisal uZ
08/378 968).

RCS u normalnych SJL my3i

Injekéné podanie|Hmotnost p Hmotnost P
mysi LN® (n) sleziny
(den:davka v mg)

Experiment 1

kontrolné hulgG 2,70+0,37 (7) 3,18+0,37 (7)
(usmrtené D5)

mLTRR-Ig¢ 1,42+0,15 (4) [<0,001 |3,29+0,18 (4) |NS®
(DO, +3:0,4, 0,3)

Experiment 2

kontrolné hulIgG 3,350,211 (3) 4,04+0,34 (3)
(usmrtené D7)

mLTRR-Ig 2,37+0,24 (4) |0,0024 |3,04+0,19 (4) |0,004
(DO, +3:0,3, 0,2)

Experiment 3

kontrolné hulIgG 2,34%£0,11 (5) 2,93+0,57 (5)
(usmrtené D6)

mLTBR-Ig 1,10+0,38 (3) [0,0024 |2,27+1,39 (3) |[NS
(D-3:0,4)

mLTRR~-Ig 0,78+0,02 (3) |<0,000 |3,95+0,53 (3) |0,046 1
(D-3,0:0,4, 0,3) .

mLTBR-Ig 0,92+0,10 (3) }<0,000 |3,25+0,1 (3) |NS
(D0:0, 3) .
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® Hmotnost orgadnu je vyjadrend v percentadch celkovej telesnej

hmotnosti. Hmotnost LN bez lieCenia je typicky 0,5% telesnej

hmotnosti.

® NS = nie je vyznamny

¢ mLTBR-Ig je fuzny protein extraceluldrnej domény LTRR a usekov

CH2 a CH3 hIgGl

Cinidlo blokujice LTR-R podla jedného uskutoé&nenia tohto
vynalezu obsahuje rozpustnd molekulu LTP receptoru. Sekvencia
extraceluldrneho useku ludského LT-B-R, ktord je tu uvedend ako
sekvencia id. ¢&. 1, kdéduje doménu viazucu ligand. Na =zéaklade
poznania sekvencie id. ¢&. 1 a pomocou vyuzZitia postupov
rekombinantnej DNA, ktoré st v danom odbore dobre zname, Ije
mozné klonovat funkény fragment domény viaZucej ligand do
vektoru a potom ho exprimovat vo vhodnej hostitelskej bunke,

a tak pripravit rozpustnu molekulu LTR-R.

Rozpustné LTB receptory obsahujice sekvenciu aminokyselin
uvedenu v sekvencii id. &. 1 sa mdéZu pripojit k jednej alebo
viacerym heterolédgnym proteinovym doménam (,fdzna doména“), aby
sa zvy8ila in vivo stabilita receptorového fluzneho proteinu,
alebo aby sa modulovala Jjeho biologickd aktivita alebo

lokalizéacia.

Vyhodne sa na vytvorenie receptorovych fluznych proteinov
pouziju stabilné plazmatické proteiny, ktoré maji typicky pol&as
obehu vac3i neZ 20 hodin. Takéto plazmatické proteiny st napr.
(ale vypolet nie je obmedzujuici) imunoglobuliny, sérovy albumin,
lipoproteiny, apolipoproteiny a transferin. Sekvencie, ktoré
nasmeruju rozpustnid LTR-R molekulu do ur&itého bunkového alebo
tkanivového typu, sa méZu taktieZ pripojit k doméne viaZucej
ligand, aby sa vytvoril Specificky lokalizovany rozpustny fuzny

protein LTR-R.

Bud cely, alebo funk&ny Usek z extraceluldrnej oblasti LTR-R
obsahujici doménu viaZucu ligand, sa mbéZe fuzovat s konitantnym

Usekxom imunoglobulinu, napr. s Fc doménou taZkého retazca
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Tudského IgGl (Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-46, 1995).
Rozpustné fuzne proteiny receptor-IgG si vyhodné, su v3eobecne
pouZivanym imunologickym reagens a spdsoby ich pripravy su
v odbore dobre znéme (pozri napr. patent USA &. 5 225 538, ktory

je zahrnuty vo forme odkazu).

Funkénd doména viaZuca ligand LTBRB-R sa mdéZe fuzovat s Fc
doménou imunoglobulinu (Ig) odvodeného z imunoglobulinu inej
triedy ¢i podtriedy neZ IgGl. Fc domény protildtok patriacich do
odli3nych tried alebo podtried mbézZu aktivovat odliSné druhotné
efektorové funkcie. K aktivacii déjde, ked sa Fc doména naviaZe
na vhodny receptor. Druhotné efektorové funkcie zahrnuju napr.
schopnost aktivovat komplement, kriZovo reagovat s placentou

alebo viazat rézne proteiny mikroorganizmov.

Pokial by bolo vyhodné poSkodit alebo usmrtit cielové bunky
nestice LT ligand, Jje moZné vybrat obzvla3t aktivnu Fc doménu
(IgGl) pre flzny receptorovy protein. Pokial by bolo Ziaduce
zacielit fUzny protein LTR-P-Fc na bunku, bez toho, aby sa

aktivoval komplement, vyberie sa neaktivna Fc doména IgG4.

Popisali sa mutdcie v Fc doméne, ktoré redukuju alebo uUplne
eliminujd vdzbu na Fc receptor a aktivaciu komplementu
(Morrison, S., Annu. Rev. Immunol. 10: 239-265, 1992). Tieto
mutdcie, ¢&i uZ samotné alebo v kombinacii, je mozZné vyuzZit
na optimalizdciu aktivity Fc domén pouzZitych na vytvorenie

fizneho proteinu LTBR-R-Fc.

Rézne aminokyselinové =zvy3ky tvoriace spojovaci bod vo
fiznom proteine receptor-Ig ovplyviiuju Struktdaru, stabilitu
a teda aj koneénu biologicku aktivitu rozpustného LTB
receptorového fuzneho proteinu. Jedna alebo viac aminokyselin sa
mézZze pridat k C-koncu vybraného fragmentu LTB-R, a tak je moZné

modifikovat spojovaci bod vo vybranej fiznej doméne.

TaktieZ N-koniec fuzneho proteinu LTR-R sa mdZe pozmenit
tym, Ze sa meni poloha, v ktorej sa vybrany DNA fragment LTR-R

Stiepi na svojom 5’ -konci, aby sa mohol vlozZit do
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rekombinantného expresného vektora. Stabilita a aktivita kazZdého
fuzneho proteinu LTP-R sa testuje a optimalizuje pomocou
rutinnych testov a taktieZ pomocou testu na vyber ¢&inidla

blokujiceho LTB-R, tak ako sa to popisalo v tejto prihlaske.

Na z&klade sekvencie LTB-R domény viaZucej ligand vnutri
extracelularnej domény je mozZné vytvarat rbzne sekvencné
varianty, aby sa modifikovala afinita rozpustného LT-B receptoru
aleko fuzneho proteinu pre LT ligand. Rozpustné molekuly LTR-R
podla tohto vyndlezu méZu sutaZit o naviazanie povrchového LT
ligandu s endogénnymi receptormi LTP-R na povrchu buniek. D& sa
predpokladat, Ze akdkolvek rozpustnad molekula, ktord obsahuje
ligand viaZuci LTB-R doménu, a ktord sutazi s povrchovymi
bunkovymi receptormi LT o naviazanie LT ligandu, je blokujicim

¢inidlom v zmysle predkladaného vynédlezu.

V inom uskutoCneni tohto vyndlezu protildtky namierené proti
Tudskému LTPR receptoru (protilatka anti-LTPB-R) pdsobia ako
¢inidlo blokujuace LTB-R. Protilatky anti-LTR-R podla
predkladaného vynalezu sua budto polyklondlnymi alebo
monoklondlnymi protilatkami a je mozZné ich modifikovat tak, aby
sa dosiahla optimalna schopnost blokovania signdlnej drahy LTB-
R, ich in wvivo biologickd dostupnost, stabilita alebo iné

potrebné znaky.

Polyklonalne protildtkové sérum proti ludskému LTR receptoru
sa pripravi konvenénym spdsobom tak, Ze sa zvieratu, ako je
napr. koza, kralik, potkan, SkreCok alebo mys, subkuténne
injekéne podéd Iudsky fuzny protein ,LTB receptor-Ig“ (pozri
prikxlad 1) v kompletnom Freundovom adjuvans, a potom nasleduje
druhd (spu3tacia) intraperitonedlna alebo subkutdnna injekcia
s neuplnym Freundovym adjuvans. Polyklondlne sérum obsahujuce
poZadované protildtky sa testuje obvyklym imunochemickym

spdsobom.

MySie monoklondlne protildtky proti Iudskému fdznemu

proteinu LTP receptor-Fc sa pripravia tak, ako sa to popisalo v
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priklade 5 (USA prihldSka autora ¢&. 08/505 606). Hybriddémova
bunkovd linia BD.A8.AB9, ktord produkuje my3iu monoklonalnu
protildtku BDA8 namierend proti Iudskému LTB-R sa uloZila
v American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD)
v stlade s BudapesStianskou dohodou zo difia 12. janudra 1995 pod
pristupovym ¢islom CRL11964. VSetky obmedzenia dostupnosti pre
verejnost takto uloZenej vzorky sa zru$Sia, akondhle sa udeli

patent.

Standardnymi technikami rekombinantnej DNA (Winter a
Milstein, Nature 349: 293-299, 1991) sa mdéZu pripravit rdzne
formy anti-LTR-R protildtok. Napriklad Jje mozZné vytvorit
~Chimérické" protildtky, v ktorych sU domény viaZuce antigén zo
zvieracej protilatky spojené s ludskou konsStantnou doménou
(Cabilly a kol., US 4 816 567, Morrison a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 81: 6851-6855, 1984). Pri klinickom pouZiti sa
pozorovalo, Ze chimérické protildtky redukuju imunitnud reakciu

vyvolanu zvieracimi protildtkami pouZitymi u &loveka.

Okrem toho sa mézu syntetizovat aj rekombinantné
~humanizované protildtky“ rozpoznavajuce LTBR-R. Humanizované
protilatky su chimérické molekuly obsahujuce vac3inou sekvencie
Tudského IgG, do ktorych sa vloZili useky, zodpovedajlice za
Specifickd vdzbu s antigénom (napr. WO 94/04679). Zvieratéd sa
imunizuja pozZadovanym antigénom, zodpovedajuca protilétka sa
potom izoluje a odstrani sa variabilny Usek zodpovedny za
Specificki v&dzbu s antigénom. Usek, odvodeny zo 3Zivo&idnej
molekuly, zodpovedny za Specifickd vazbu s antigénom, sa potom
klonuje do vhodného miesta v géne ludskej protilatky, z ktorého
sa odstranila oblast Specificky viaZuca antigén. Humanizované
protildtky minimalizujd pouZitie heterolédgnych (medzidruhovych)
sekvencii v ludskych protilatkach, a preto s ovela menSou
pravdepodobnostou vyvolavaiju neziaducu imunitna odpoved

oSetrovaného.

Rézne triedy rekombinantnych protilatok proti LTR-R sa mdbZu

skonStruovat ako <chimérické alebo humanizované protilatky
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obsahujice variabilné domény protildtok anti-LTB-R a Iudskych
konstantnych domén (CHl, CH2, CH3) izolovanych z rdznych tried
imunoglobulinov. Tak napr. protilatky anti-LTB-R-IgM so zvySenou
valenciou miest viaZucich antigén je moZné pripravit metddami
rekombinantnej DNA tak, Ze sa klonuje miesto viaZuce antigén do
vektoru, ktory obsahuje kon3tantnd oblast Iudského T-retazca
(Arulanandam a kol., J. Exp. Med. 177: 1439-1450, 1993, Lane
a kol., Eur. J. Immunol. 22: 2573-78, 1993, Traunecker a kol.,
Nature 339: 68-70, 1989).

Okrem toho sa mbéZu pouzit Standardné techniky rekombinantnej
DNA, aby sa zmenila afinita vé&zby rekombinantnych protilatok
s artigénom, a to tym, Ze sa zmenia aminokyseliny susediace
s vézobnym miestom. Afinitu k antigénu u humanizovanych
protildtok je moZné zvySit mutagenézou zaloZenou na molekulovom
modelovani (Queen a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10029-10033, 1989, WO 94/04679).

MéZe byt taktieZ potrebné zvy3it alebo zniZit afinitu
protildtok anti-LTB-R k LTR-R podla typu cielového tkaniva alebo
v zavislosti na predpokladanom lielebnom postupe. Tak napr.
z profylaktickych dévodov mbéZze byt vyhodné oSetrovat pacienta
tak, Ze sa pouzZije konStantnd hladina anti-LTP-R so zniZenou
schopnostou prenadsSat signal v signdlnej drdhe LTR-R. Inhibicné
anti-LTR-R so zvySenou afinitou k LTB-R mbéZu byt zase vyhodné na

krdtkodobé oSetrovanie.
Protilatky anti-LTR-R ako &inidlo blokujuce LTR-R

Protilatky anti-LTR-R, ktoré pdsobia ako ¢inidlo blokujuce
LTR~R, sa mbéZu selektovat testovanim ich schopnosti inhibovat
LTR-R indukovanu cytotoxicitu proti n&dorovym bunkdm. Testovanim
inych protildtok namierenych proti Iudskému LTP receptoru
rutinnymi metdédami alebo testmi, ktoré sa tu popisali, je moziné
identifikovat dalSie anti-LTP-R protildtky, ktoré pdsobia ako

¢inidlo blokujuce LTB-R u &loveka.

K dalSiemu vyhodnému uskuto&neniu predkladaného vynalezu
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patria pripravky, ktoré obsahuji protiladtky namierené proti LT
ligandu, ktoré pédsobia ako ¢&inidlo blokujuce LTB-R. Ako sa uZ
opisalo pre protilatky anti-LTR-R, protildtky anti-LT 1ligand,
ktoré pdsobia ako ¢&inidlo blokujice LTB-R, mdéZu byt tak
monoklonalne ako aj polyklondlne protilatky a méZu byt rutinnymi
postupmi modifikované tak, aby sa modulovali ich v&zobné

vlastnosti pre antigén a ich imunogenicita.

Protilatky anti-~LT podla predkladaného vyndlezu mdéZu byt
namierené individudlne proti jednej 2z dvoch podjednotiek LT, a
to vratane rozpustnych, mutovanych, zmenenych alebo chimérickych
foriem LT podjednotiek. V pripade, Ze sa pouziji podjednotky LT,
je vyhodné, ked su to LTP podjednotky. V pripade, Ze sa uziju
LT-a podjednotky, je vyhodné, ked sa vysledné anti-LTa
protildtky viazZu s povrchovym LT ligandom a nereaguju kriZovo

so secernovanymi LTa a ani nemoduluji aktivitu TNF-R.

Alternativne sa mdéZu pripravit protildtky namierené proti
homomerickym (LTPB) alebo heteromerickym (LTa/B) komplexom,
zloZenym z jednej alebo viacerych LT podjednotiek, a potom sa
testuje aktivita blokujuca LTB-R. Ako antigén je vyhodné pouZit
komplex LTal/f2. Ako sa uZ uviedlo, je vyhodné, ked sa vysledné
anti-LTal/B2 protildtky viaZu s povrchovym LT ligandom a
nereaguju kriZovo so secernovanymi LTa ani nemoduluju aktivitu

TNF-R.

Produkcia polyklondlnych proti-Iudskych protilidtok LTa sa
opisuje v uZz podanej patentovej prihla3ke autora WO 94/13808.
TaktieZ sa publikovali monoklondlne protilatky anti-LTo a anti-
LTR (Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-46, 1995).

Pripravky podla vynédlezu

Pripravky podla vyndlezu obsahuju akékolvek zludeniny, ktoré
blokuju interakciu LTB s receptorom LTBR a preto inhibuja
signdlnu dradhu LT. K zlGCenindm anti-LT patria tak polyklondlne
protilatky ako aj monoklondlne protilatky (mAb), a taktieZ

derivaty protilatok, ako su chimerické molekuly, humanizované
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molekuly, molekuly s redukovanou efektorovou funkciou,

dvojSpecifické molekuly a konjugaty protilatok.

Predkladany vyndlez zahrnuje i molekuly anti-LTf a anti-LTB
receptor inych typov, ako su uUplné protildtkové fragmenty Fab,
F(ab’)? fragmenty, useky V? alebo useky F’, jednoretazcové
protilatky (pozri napr. WO 96/23071), ©polypeptidy, fuzne
konStrukty polypeptidov, flzie LTP receptora, malé molekuly ako
napr. malé semi-peptidové zlaCeniny alebo zluideniny iné nezZ

peptidy, ktoré sua schopné blokovat LT drahu.

Rézne formy protiladtok Jje mozZné pripravit Standardnymi
technikami rekombinantnej DNA (Winter a Milstein, Nature 349:
293-299, 1991). Napr. je moZné skonStruovat také chimérické
protilatky, kde v&zobnd doména pre antigén z protildtky zvierata
je spojend s ludskou konStantnou doménou (Cabilly a kol.,
patentovd prihlaSka USA ¢&. 4 816 567). Chimérické protilatky
redukuji pozorovanu imunitnu odpoved = vyvolani zvieracimi
protilatkami, ked sa ©pouZiju v klinickych aplikdcidch pre

humdnnych pacientov.

Okrem toho sa méZu syntetizovat rekombinantné ,humanizované“
protilatky. Takéto humanizované ©protildtky sd protildtky,
pbébvodne =ziskané z cicavca iného neZ =z ¢loveka, kde sa metédy
génového inZinierstva vyuZili na nahradenie niektorych alebo
vietkych aminokyselin, ktoré nie sU nutné pre védzbu antigénu
aminokyselinami zo zodpovedajlcich usekov lahkého alebo taZkého
retazca Tudského imunoglobulinu (chiméry obsahuji hlavne
sekvencie IgG, do ktoxrych sa vloZili useky zodpovedné za
Specificku vadzbu antigénu, pozri napr. medzindrodnd patentova
prihlaska WO 94/04679). 2Zvieratd sa imunizujd poZadovanym
antigénom, potom sa izoluje prislu3nd protiladtka a odstrani sa
z nej Cast variabilného useku zodpovednad za 3pecificku véazbu
antigénu. Usek viaZuci antigén zo zvierata sa potom klonuje do
vhodného miesta génu Iudskej protiladtky, z ktorého sa odstranil
Usek viaZuci antigén. Humanizované protilatky minimalizuja

pouzZitie heterolégnych (t.3. medzidruhovych) sekvencii
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v ludskych protildtkach, ktoré potom s menSou pravdepodobnostou

vyvolaju imunitnd odpoved u liec¢eného pacienta.

Podla predkladaného vynalezu su taktieZ uZito&né protilatky

primiatov alebo tzv. ,primatizované™ protilétky.

V pripravkoch podla predkladaného vyndlezu sa mbéZu taktieZ
pouZit fragmenty protilatok alebo univalentné protilétky.
Univalentné protilatky obsahuja dimér ,tazZky retazec/lahky
retazec“ viazany k Useku Fc (tzv. stonku) druhého taZkého
retazca. Useky Fab st také useky oboch retazcov, ktoré su
pribliZne zhodné alebo analogické so sekvenciami obsahujucimi
vetviaci sa Usek tvaru Y taZkého retazca a celé lahké retazce,
a ktoré dohromady (ako agregdty) vykazuju protildtkova aktivitu.
Protein Fab obsahuje agregaty jedného tazZkého a jedného lahkého
retazca (v3eobecne zndme ako Fab) a taktieZ tetraméry, ktoré
zodpovedaju dvojramennym segmentom protildtky tvaru Y (vSeobecne
znéme ako F(ab)?), nech uZ su spojené kovalentne alebo
nekovalentne, pokial sU agregaty schopné selektivnej reakcie

s konkrétnym antigénom alebo rodinou antigénov.

Okrem toho je mozZné pouZit Standardné techniky
rekombinantnej DNA na zmenu v&zobnej afinity rekombinantnych
protilatok s ich antigénmi tym, Ze sa zmenia zvy3ky aminokyselin

v blizkosti vdzobného miesta pre antigén.
Subjekty

Subjekty, pre ktoré je urCeny pripravok podla predkladaného

vyndlezu trpia folikuldrnym lymfémom.
Spdsoby podavania

Pripravky podla predkladaného vyndlezu sa mdéZu podavat
akymkolvek spdsobom, ktory 3je lekdrsky prijatelny. K takymto
spbsobom podavania patri injekéné parenterdlne podavanie, a to
intravendzne, intravaskularne, intraarteridlne, subkuténne,
intramuskuldrne, intratumorové, intreperitonedlne, intraventri-

kularne, intraepidurdlne a iné. Vhodné su taktieZ dal3ie spdsoby
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ako je perorédlny, nazdlny, oftalmicky, rektadlny alebo topicky.
Liekové formy s protrahovanym uvolfiovanim liediva sG obzvlast
vyhodné, napr. depotné injekcie. Niektoré formy <¢&inidiel
blokujlicich LT méZu byt vhodné na perordlne podavania a méZu byt

formulované do suspenzii alebo piluliek.
Davkovanie a frekvencie podavania

Velkost davky a frekvencie davok konkrétnej zla&eniny
podavanej pacientovi na liecenie urcitej choroby posudi
oSetrujuci 1lekar na zaklade celého radu faktorov. V3eobecné
dadvkovanie Jje stanovené v klinickych testoch, ktoré zahrnujua
extenzivne experimenty na stanovenie prospe3ného u€inku
a vedlaj$ich neZiaducich uc¢inkov pri réznych davkach podanych
pacientovi. Ale i ked existuje takéto doporucenie, oSetrujuci
lekér casto meni takéto davkovanie na zaklade uUvahy tykajucej sa
pacientovho  veku, zdravotného  stavu, hmotnosti, pohlavia
a pripadnej sucCasnej lieCby inymi pripravkami. Stanovenie
optimédlnej davky konkrétneho pripravku blokujiceho LT na
lieCenie folikularneho lymfému je teda v kompetencii odbornika

v odbore mediciny a farmacie.

VSeobecne je frekvencia davock stanovend o3etrujucim lekarom,
a mbZe 1ist o jednotliva davku alebo o opakované davky, budto
denne alebo v intervaloch 2 aZ 6 dni, tyzZdia, dvoch tyZdiov

aleboc mesiacov.

Pri kombinovanej terapii podla predkladaného vyndlezu sa na
lieCenie folikuldrneho lymfému wuZivaju iné pripravky alebo
prostriedky zamerané na takyto 1lymfém, ako Jje oZarovanie,

chemoterapia a iné spdésoby liecenia zn&me odbornikom.

Zlucenina blokujica LT podla predkladaného vynadlezu sa
pacientovi podédva ako farmaceuticky pripravok, ktory obsahuje
farmaceuticky prijatelny nosié. Tento nosi¢ je pre pacienta
netoxicky a inertny v koncentraciéch nutnych pre i¢inok
blokujicej zluceniny alebo inej G&innej 1latky, takZe vedlajsie

u¢inky nosia nijako neoslabujui pébsobenie GU&innej léatky.
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Pripravok méZe obsahovat i dalSie kompatibilné latky, to znamené
také zloZky, ktoré su schopné mieSania sa so zlUceninou
blokujicou LT, bez toho, aby do3lo k podstatnému zniZeniu
terapeutickej @&innosti 1lieéiva. Pripravky podla predkladaného
vynélézu vhodné na perordlne podévanie méZu byt v podobe
oddelenych jednotiek ako su tobolky, tablety, pilulky, pastilky
a papierové sacCky, obsahujice dopredu stanovené u&inné 1latky
v podobe prasku alebo granuldtu, alebo ako lipozdémy, suspenzie
vo vodnej alebo inej kvapaline ako Jje sirup alebo elixir,

emulzia alebo vytazZok.

Pripravok podla predkladaného vyndlezu mbéZe byt v nadobke,
ktora zaistuje sterilitu a ochrafuje aktivitu ua&innej 1létky
poCas distribuicie a skladovania a sucasne umoZfiuje pohodlny
a uéinny spbsob podévania pripravku pacientovi. Zluceniny
blokujuce LT formulované na injek&né poddvanie sa méZu dodavat
v uzavretej flasticke vhodnej na odobratie obsahu pomocou
injekCnej striekalky s ihlou. Takdto fla3tic¢ka je bud na jedno
alebo na opakované pouzitie. Pripravok sa méZe dodavat taktiez
vo forme dopredu naplnenej injek&nej striekadky. V niektorych
pripadoch je pripravok formulovany ako kvapalny, inokedy je
v suchom alebo lyofilizovanom stave a vyZaduje rekon3titiciu
Standardnym alebo sucasne dodavanym riedidlom. Pokial sa
pripravok doddva ako kvapalny pripravok na intravenézne
podavanie, méZe byt v sterilnom vaku alebo v kontajneri vhodnom
na napojenie na supravu na intravendézne podavanie alebo katéter.
V pripade, Ze sa blokujica zludenina poddva v perordlnej forme
ako tablety alebo pilulky, 3je v sklenenej flaske/kontajneri
s odnimatelnym uzaverom. Kontajner je oznadeny udajmi ako je
meno zluceniny, o ktoru ide, meno vyrobcu alebo distributéra,
indikacie, davkovanie a dalSie in3trukcie na vhodné skladovanie

alebo podavanie.
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(2) INFORMACIE O SEKVENCII S IDENTIFIKACNYM CIsLoM 1:

(i)

(ii)

(xi) OPIS

Sexr

Ser

Arg

Trp

€S

Met

Cys

™r

CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

(R)
(B)
(C)

(D)

TYP

SEKVENCIE:

Gln

Asp

Arg

Asp

50

Asn

Gly

Arg C

His

DLZKA:

TYP: aminokyseliny
TYP VLAKNA:

TOPOLOGIA: linearna

Pro Gln

Gln Glu

20

Cys Pro

Thr vVal

Tyr Leu

—eu Glu

hla Val

()]

Lvs Glu
?ro Gly
Cys Ala
Thr Ile

7C

Giu Iie

Leu Leu

Thr

Thr
S5

Cvs

Aia F

MOLEKUKY: peptid

SEKVENCIA

Pro

Ty:
40

Cys

Tvr

Ala

in Leu

Asp
120

Cys

197 aminokyselin

Ala

10

Pro

Ser

Glu

Cys

Thr

90

Ala

Pro

Ser

Gln

Ala

Asn

Ala ©

Glu

Lys

Ser
60

Lvs

Gly

Asn

Arg

Cys

Tyr

Cys

Arg

Asn

Asp

Thr
15

Cys

Glu

Pro

m

oF
L 4

(V]
(Y]

Gilu

: Ala

Cys

His

Val

8cC

Gln

Glu



Leu

Ala

145

His

Glu

Lys

.130

Gly

Thr

Gln

Mec

Asp

His

Arg

Ser

Ser
195

Glu

Phe

Cys

Asp

180

Gly

val Gly Lys Gly
138

Gln Asn Thr Ser
150

Glu Asn Gln Gly
165

Thr Thr Cys Lys

Thr

27

Asn Asn His

Ser Pro Ser

155

Leu Val Glu
170

Asn Pro Leu
185

Cys Val Pro Cys Lys
140

Ala Arg Cys Gln Pro
160

Ala Ala Pro Gly Thr
175

Glu Pro Leu Pro Pro
190
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie zluCeniny, ktord inhibuje interakciu medzi LTB a
jeho receptorom, na vyrobu farmaceutického pripravku na
zastavenie alebo spomalenie rozvoja, zavaZnosti alebo vplyvu

nddecru, pricom subjektu sa podava pripravok v uc¢innom mnozZstve.

2. PouZitie podla naroku 1, pric¢om né&dorom je folikuldrny

lymfém.
3. Pouzitie podla naroku 2, pric¢om zlucenina sa vyberd =zo
skupiny obsahujucej rozpustny LTP receptor, protildtky anti-LTa,

protiladtky anti-LTP a protilatky anti-LTR-R.

4., PouZitie podla naroku 3, pricdom zluéeninou je rozpustny LTB

receptor.

5. PouZitie podla naroku 1, priCom subjektom je cicavec.

6. PouZitie podla néaroku 5, pricom subjektom je &lovek.

7. Pouzitie podla naroku 4, pric¢om rozpustny LTB receptor
obsahuje doménu viaZucu 1ligand, ktord sa selektivne viaZe

k povrchovému LT ligandu.

8. PouZitie podla né&roku 7, pri¢om rozpustny LTR receptor

obsahuje FC doménu ludského imunoglobulinu.

9. PouzZitie podla naroku 3, pricom pripravok obsahuje

monoklondlnu protildtku namierend proti LTR receptoru.
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10. PouZitie podla naroku 9, pricCom monoklondlnou protilatkou je

humanizovand alebo chimérick& protilatka.

11. Farmaceuticky pripravok na lieCenie subjektu trpiaceho
folikularnym lymfémom, vy znac¢ujuci 5 a tym, Ze
obsahuje zlaceninu, ktord Dblokuje interakciu LTB s jeho

receptorom.

12. PouZitie podla néroku 1, pric¢om subjektu sa podava aspoii

jeden chemoterapeuticky pripravok.

13. PouZitie podla naroku 1, pricom subjektu sa podéva inhibitor

dalSej TNF signalnej dréahy.

14. PouzZitie podla néroku 13, pric¢om sa podava pripravok

inhibujici drdhu CD40/CD40 ligand.

15. PouZitie podla ndroku 14, pricom sa podava protildtka anti-

CD40 ligand.

16. PouZitie podla naroku 1, pri¢om subjekt Jje lieleny

ozarovanim.

17. PouZitie podla naroku 1, pricom subjekt je lieCeny e3te

oZarovanim alebo transplantdciou kostnej drene.

18. PouZitie zluceniny, ktord je inhibitorom interakcie medzi
LTE a jeho receptorom, na vyrobu farmaceutického pripravku
na pozmenenie preZivania alebo udrZovania folikulédrnych

dendritickych buniek.

19. PouZitie =zluceniny, ktora inhibuje interakciu medzi LTp

a jeho receptorom, na vyrobu farmaceutického pripravku
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na pozmenenie architektury orgédnov imunitného systému, pricom sa
si¢asne poddva inhibitor signdlnej drédhy dalSieho ¢lena rodiny

TNF ligandov a receptorov.
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