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Zpusob ovlivnéni imunitni odpovédi pomoci ¢&inidla blokujiciho

LT-B-R a farmaceuticky p¥ipravek obsahujici takové &inidlo

Oblast techniky

Vynédlez se tykd pripravkl a zpusobli, obsahujicich
"&inidlo blokujici receptor lymfotoxinu-B", které Dblokuje
signdlni dréhu lymfotoxinu¥B. Cinidlo Dblokujici receptor
lymfotoxinu-§ je uzitecné pro léceni imunologickych
onemocnéni, a zejména pro potlacdeni imunitni odpovédi
zprostfedkované protilatkami, pro regulaci exprese tzv.
adresinit a cileni pfenostt latek v buifice a pro ovliviiovani
diferenciace folikularnich dendritickych bunék. Vynalez se
tykd rozpustnych forem extraceluldrnich domén receptoru
lymfotoxinu-f, a protilatek nami¥fenych proti receptorim
lymfotoxinu-B nebo jejich ligandim, povrchovym lymfotoxintm,

které plsobi jako &inidlo blokujici receptory lymfotoxinu-.

Dosavadni stav techniky

Existuji dva druhy ziskané imunity, které jsou schopny

spolupracovat pro dosaZeni spoleé¢ného cile, a sice eliminace

antigenu, ale Jjsou zprost¥edkovany odlidnymi sloZkami
imunitniho systému s rlznymi Uéinky. Jeden typ ziskané
imunitni odpoveédi, imunita humorélni (latkova) je
zprosttfedkovan pfevaziné B bunkami a cirkulujicimi

protildtkami. Druhy typ, oznacCovany jako bunélné& nebo bunikami
zprost¥edkovand imunita, Jje zprost¥edkovadn T bunikami, které
syntetizuji a zpracovavaiji cytokiny, které plsobi =zase na
dal3i bunky. |

Aktivace a diferenciace B bunék jako odpovéd na vét3inu




antigent vyZaduje, aby (1) B bunky pfijaly antigenni signéal
prostfednictvim svych receptoru specifickych pro antigen, tj;
membranovych Ig, a (2) B buniky pfijaly signaly, jak kontaktné
zadvislé tak 1 nezéavislé, od aktivovanych T bunék. Kontaktné
zavisly kostimuladni signdl je disledkem vazby receptoru CD40
na B bufikdch s ligandem CD40 exprimovanym na aktivovanych
pomocnych ("helper") T bunkach (Laman et al., Crit. Rev.
Immunol. 16, 59-108, 1996, Van Kooten a Bancherau, Adv.

Immunol. 61, 1-77, 1996). Kontaktné nezéVisly pfenos signala

je zprostfedkovan cytokiny syntetizovanymi a zpracovavanymi

aktivovanymi T bunkami. Tyto kontaktnd nezavislé signaly
spole&né s kontaktné =zavislymi signaly sméruji diferenciaci
B bunék budto do (1) pamétovych B bunék pfipravenych
zprostredkovat rychlejsi odpoved v pripadé sekundarni
expozice antigenu, nebo (2)  plazmatické burntky secernujici
protilatky. Plazmatické bunky, které pFfedstavuji terminalni
diferenciacéni stadium B bunék syntetiiuji a secernuji
protiléatky.
Pomocné T  buntky (Th) ‘maji nékolikv sznaﬁnYch uloh
v imunitninl'systému. Bylo ukazéno, Ze cytokiny produkované
Th bufikami na po&atku imunitni odpovédi ovlivAuji, které
imunitni efektorové dradhy budou nasledné aktivovany. Th buniky
jsou aktivovany tim, Ze Jejich receptory specifické pfo
antigen reaguji s bufikami prezentujicimi antigen (APC), které
exponuiji na svém poVrchu peptidové fragmenty hebo zpracovany
cizorody ~antigen ve spojeni s molekulami MHC (hlavniho
histokompatibilniho systému) II. tfidy.'Aktivované Th naopak
secernuji cytokiny (lymfokiny), které aktivuji pfisludneée
imunitni efektorové mechanismy. |
Th bufiky se déli do tfech podskupin ThO, Thl a Th2
podle toho, jaké cytokiny secernuji (Fitch a kol., Ann. Rev.
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Immunol. 11: 29-48, 1993). Napf. u mnmy3i nestimulované
"naivni" pomocné T bufiky produkuji IL-2. Krétkodobé stimulace
vede k ‘pfeméné na ThO prekurzorovou bunku, kterd produkuje
fadu cytokint véetnd IFN-o , TL-2, TL-4, IL-5 a IL-10. Trvale
stimulbvané ThO se mohou diferencovat bud na Thl nebo

Th2 buniky, v zavislosti na zméné typu exprimovanych cytokinu.

Nékteré cytokiny jsou uvolifovany Jjak Thl. tak i Th2 bufikami

(napt. IL-3, GM-CSF a TNF). Jiné cytokiny stu vytvareny
vylu&né& jednou podskupinou Th bunék (Romagnani a kol., Ann.
Rev. Immunol. 12: 227-257, 1994). Thl bunky produkuji LT-co,
IL-2 a IFN-y, které aktivujl makrofdgy a zanétlivé odpovédi
spojené s bunécnou imunitou a odolnosti proti intracelularnim

infekcim.

Th2 buiky produkuji cytokiny IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10.

Cytokiny Th2 bunék zvy3ujl produkci eosinofild a Zirnych

bunék a podporujl plny rozvoj a zrani B bunék (Howard a kol.,

Immunology, 3rd ed., Raven Press, New York, 1993). Th2 bunky
se podilejl na vzniku paméti B bunék, somatickych mutaci a na
afinitnim zréani, a také na regﬁlaci de novo prepinani isotyph
imunoglobulinﬁ.‘ Tak napf. cytokin IL-4 Th2 bunék pfepina
aktivoavné B buiiky na isotyp IgGl a pfitom potladuje Jjiné
isotypy. IL-4 také stimuluje nadprodukci IgE v imunitni
reakci ptfl prfecitlivélosti I, typu. Cytokin IL-5. Th2 bunék
indukuje isotyp IgA, ktery hraje dﬁleiitou‘réli v sliznicni
(mukézové) imunite. , _
Sekundarni lymfatickéa tkéﬁ, jako. jsoﬁ lymfatické
uzliny (LN), slezina a lymfaticka tkan sliznice, je velmi
4&inna v zachytavani a koncentrovéni éizorochh latek, a je

to také hlavni\misto, kde dochéazi k aktivaci a diferenciaci T

a B lymfocytl pod vlivem antigend. Tyto procesy jsou zavislé

- "T-cell derived cytokines and their receptors", Fundamental .
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na diverzité a organizaci bunék v takovych tkanich, které
poskytuji rdmec pro mnoho aspektll humoralni imunitni
odpovédi, jako Jje napf. interakce T a B bunék, vytvafeni

zdrodeénych  (germinacnich) center (GC), afinitni = zrani,

pfepindni t¥id imunoglobulint a bunéény pfenos (Klein, J.,-

Immunology, John Willey and Sons, 1982). Molekularni
mechanismy odpovédné za vyvoj, udrZovani struktury a funkci
periferni lymfatické tkané nejsou dosud plné& znamy.

AZkoliv. se v3eobecna struktura sekunddrni 1lymfatické
tkadn& vyrazné odli3uje mezi rlznymi druhy savcl, detailni
struktura sekundarni lymfatické tkané vykazuje nékteré
spolec¢né vlastnosti Jjako Je napf.:(l) dostupnost antigenu,
(2) strukturni vlastnosti zajistujici pokracujici kontak;
antigenu s lymfocyty, (3) oblasti bohaté ha T bufilky obklopené
B bufikami, (4) folikuly bohaté na B buiky, (5) mista typu
marginélni zény, (6) specializované endotelové bunky a (7)
mista produkce protildtek, coZ bude dale jesSté podrobnéji
poOpSano.

Sekundarni lymfatickd tkan je . pfistupnd pro antigen
v systému. Nap¥. antigen vstoupi do sleziny prostfednictvim
sinusového krevniho zésobeni, do LN vstoupl prostfednictvim
aferentnich lymfatickych cév a do slizniéni lymfatické tkané
vstoupl transportem pres specializovany epitel.

Sekundarni lymfaticka tkan raznych druhd sdili také
uré¢ité  strukturni rysy, jako .~ jsou  napft. folikularni
dendritické bunky (FDC) a vmezefené Dbuiiky (IDC), ktere
zaji3dtujl prodlouZenou pfitomnost antigenu v oblastech tkéni
bohathh na lymfocyty.

Daldim spoleénym rysem Je existence oblasti bohatych na
T bunky obklopenych B bunikami. K takovym oblastem bohatym na

Tvbuﬁky patfi napf. periarterialni lymfatické pochvy v bilé




dfeni sleziny a parakortikalni oblastl v LN, které obsahuji
Velke pocty recirkulujicich T buné&k a IDC, které nacpak
funguji jako doprovodne bunky pro T a B buriky.

Krome toho, v lymfatickeé tkani, v blle dfeni sleziny
a v kure LN, Jsou typické primarni a sekunddrni folikuly
bohaté na B buniky. Sekundarni folikuly v takové lymfatické
tkadni Jjsou oznaéovény také jako zarodecna centra (GC)a maji
hustou sit FDC pro zachyceni prltomnych antigenu.

Oblastl typu margindlni zény jsou zfetelnd histologicky
definovang’ oblasti v my$i slezina @ Jjako poné&kud difuzni
oblasti se vyskytuji v lidskych sekundarnich lymfatickych
organech. Tyto oblasti'obsahuji.hlavné makrofdgy marginalni
zény (MzM), metalofilni makrofdgy (MM), B bﬁﬁky marginalni
zény a retikulocyty, ale mohou obsahovat i T  bunky
a dendritické buiiky (Kraal, Int. Rev. Cytol. 132, 31-74,
1992). Vyisténi arteridlniho krevniho Fefizts dg oblasti
margindlnich zén umoziiuje primy pfistup antigend k bufikam
a podporuje buné&né. reakce na antigen v téchto‘ mistech
(Kraal, Int. Rev. Cytol. 132, 31-74, 1992). Pfitomnost MZM Jje
také vyZadovidna pro optimdlni pfenos B bun&k v bilé dfeni
sleziny (Kraal, 1992, Kraal et al., Immunology, 68, 227-232,
1989) |

Typicky krevni lymfocyty vstupuji do sekundarni
lymfatické tkans tak, Ze prekroc&i specilaizovany endotel,
napf. endotelovou vystelku Zilek lymfatickych uzlin (HEV),

endotelovou vystelku krevnich sinusn sleziny v margindlnin

.oblasti a podobné,struktury. Tyto endotelové tkanés exprimuiji

adhezivni molekuly a adresiny, které u¢inkuji v pFenosu bunék
v sekundarni lymfatické tkani. Napf. adresiny perifernich’
lymfatickych uzlin (PNAd) se OdllSUjl od adresinnu slizni&nich

lymfatickych uzlln MAdCAM-1, které se podileji na pfenosu




lymfocytu do slizniénich'lymfatickYCh tkani jako jsou napt.
mesenterické lymfatické uzliny, Peyerské platy a lamina
propria.

Ne vSechny - adresiny Jsou Jasné definované, napt¥.
adresiny umozZnujici nasmérovani do sleziny ijsou dosud
neznamé. K. fyziologickym funkcim téchto adresinﬁ patfi
zvySovani doplnovani vhodnych populaci antigenné specifickych
lymfocytld do imunitni reakce a nasledné rozSifeni imunitni

reakce v celém téle.

A nakonec plazmatické bunky, coZ.jsou plazmatické bunky

produkujici protilédtky, se vyskytuji na rtznych mistech, kde
jsou  antigenem aktivované prekurzory B  bunék.  Napf.
protilatky produkované plazmatickymi bufikami v &ervené dFfeni
sleziny pochézeji hlavné z B bunék aktivovanych v zéﬁéch
T bunék, a plazmatické bunky ve dfeni LN pochédzeji z B bunék
aktivovanych v zénach T bundk v téZe wuzlind. Podobné
protilatky produkované plazmatickymi bufkami v kostni d¥eni
“Jsou odvozeny z B bunék aktivovanych ve sleziné
a lymfatickych uzlinach, a plazmatické buniky v lamina propria
pochédzeji hlavné z B bunék aktivovanych v mezenterickych LN
nebo lymfatické tkani spojené se stfevem (viz nap¥. ICM
MacLennan, "The Structure and Function of Secondary Lymphoid
Tissue", Clinical Aspects of Immunology, 5th ed., eds. P.J.
Lachman, Sir D.K. Peters, F.S. Roéen, M.J. Walport, Blackwell
Scientific Publication, 13-30, 1993).

Obecné bunécné a histologické udalosti, ke kterym
dochdzi = pri humordlni imunitni odpovédi na T-zavislé
antigeny; jsou nasledujici (Tolllner et al., J. Exp.. Med.
183, 2303-2312, 1996) . V induktivni  fazi Jsou naivni
B a T bunky aktivovany a vtaZeny do imunitni reakce‘ béhem

nékolika dni nasledujicich po vstupu antigenu do téla.




Ve slezin& se napf. do 12 hodin po imunizaci na sekundarni
odpovéd pamétové B bunky setkaji s antigeném nesenym krvi
v margindlni zéné a ponechaji tuto zdédnu, aby se preménila na
zénu T bundk. B buniky je moZné detekovat v zéné T bunék do
24 hodin. Imunoglobulinové pfepinaci transkripty Jje moZneé
detekovat béhem 12 hodin po sekundarni expozici antigenu, coZ
ukazuje, Ze JiZ doSlo k interakci T a B bunék. B buniky pak
migruji do vystupové zény a Cervené dfené, kde proliferujil
a vytvaféji loZiska nezralych B bunék * a diferencuji se
do plazmatickych bunék. B bunky také pokracuji v proliferaci
v zénach T bunék bohatych na IDC. Béhem 4 dnlt po imunizaci,
a po proliferaci v GC, zacéne produkce pamé&tovych ‘B bunék.
V primarni odpovédi jsou po 10 dnech z¥fetelné dobfe vyvinuté
GC a dosahuji maxima velikosti 14. den po imunizaci.

Proliferace T bunék v zénadch T bunék je prokéééna po - 48

a? 72 hodindch a maxima dosahuje 7. den po imunizaci.

Proliferace T bunék prfipiva k éktivaci B bunék zavislé na
T butikdch. Uroven proliferace v zdénach T bunék se sniZi, kdyZ
se vytvoFi GC. Proliferace T bunék v GC nastava také tehdy,
kdyZ centrocyty (B bunky) ve tmavé zdneé pfevézmou antigen od
IDC a prezentuji antigen T buiikdm ve svétlé zdné.

Bntigen zavisly na T bufikdch mdZe aktivovat B burky
margindlni zény, nové& vytvafené naivni B bunky a cirkulujici
lymfocyty vtahované do a udrzované v sekundérnich
lymfatickych orgénech prostfednictvim adhezivnich molekul
a adresinu. Naivni B buiiky vykazuji stejnou kinetiku pro

ptfechod do zén T bunék apod. jako aktivované B bunky.

Stala faze imunitnich odpovédi zavislych na T bufikach

Stadléd faze imunitnich odpovédi zavislych na T bunkach je.

udrZovana pokracujici aktivaci pamétovych B bunék ve




folikulech sekundérnich 1lymfatickych orgénﬁ, V této fazi Je
velmi maly vstup novych naivnich B bunék a odpovéd Je
zaloZena predev&im na antigenu zachyceném na FDC. Pro
optimadlni vytvareni paméti, prepinadni isotypli, somatické
mutace a afinitni zrani imunoglobulinl jsou potfebné GC.

Tato lymfocytova = odpovéed &edé -k produkci protilatek
schopnych cirkulovat v téle rlhznymi cestami. Tak napt.
protilatky se krvi dostanou ze sleziny a prostfednictvim

eferentnich lymfatickych cév opusti lymfatické uzliny.

Protilatky se tak hned setkavajil mohou se vazat se

vstupujicim patogenem. Udalost rozpoznani spusti kaskadu
imunitnich efektorovych mechanismnt, vCetné aktivace
komplementové kaskddy a bunéénych  reakci pro ochranu

hostitele pfed patogenem.

N¢

Protilatky hraji . duleZitou roli v nékterych
patologickych odpovédich znamych Jjako precitlivélosti, coZ
jsou nevhodné nebo nepfiﬁéfené imunitni odpovédi vyvolané po
kontaktu s dfive rozpoznanym antigenemn.

Existuji c&tyri typy‘ pfecitlivélosti. Pfecitlivélost
I. typu, tzv. "Gasnd precitliveélost”, zahrnuje aktivaci
Th2 bunék indukovanou alergenem a uvolnéni cytokind typu Th2.
Cytokin IL-4 stimuluje B buﬁky ke zméné izotypu na produkci
IgE, coZ aktivuje Zirné bunky, a vznikd tak akutni zéanétliva
reakce, kterd vede napf. k ekzému, astmatu nebo rymé.

Precitlivélost II. a III. typu je zpusobena
protilatkami IgG a IgM namifenymi proti antigénﬁm bunéc&ného
povrchu nebo specifickym tk&novym antigentm (II. typ) anebo
rozpustnym sérovym antigentm (III. typ), kdy se vytvareji
cirkulujici imunitni komplexy.

Precitlivélost IV.. typu, tzv.  "pozdni

pfecitlivélost"™ (DTH) je zprostfedkovdna Thl buikami. Reakce




miZe byt pFfenesena mezi pokusnymi mySmi Thl bunkami, ale
nikoliv samotnym bezbunédnym sérem (Roitt a kol., Immunology,
ss. 19.1-22.12, Mosby-Year Book Europe Ltd., 3rd ed., 1993).
Patologické reakce Thl bunék jsou spojeny s mnoha
"~ orgénové specifickymi a systémovymi autoimunitnimi stavy,
jako Jsou napf. systémovy Ilupus 'erythem@todes, Wegenerova
granulomatéza,‘ polyarteriitis nodosa (PAN) , rychla

1

progradujici srpkovéa glomerulonefritida a idiopatické

trombocytopenicka  purpura, a’ také chronické zanétlivé

onemocnéni jako je napf. Gravesova a Chagasova nemoc. Reakce
typu Thl také prispivd k bunééné imunité, ktera zpusobuje
odhojeni &té&pu nebQ organového transplantéatu.

LéCeni  takovychto ‘rﬁanCh imunologickych stavua \je
zaloZeno na uZiti imunomodulacnich a imunosupresivnich
pfipravkii. TFi v soucasnosti nejuZivanéj3i imunosupresiva
~jsou steroidy, cyklofosfamid a azathioprin.

Steroidy Jjsou pleiotropni protizéanétlivé 1latky, které
potladuji aktivované makrofdgy a inhibuji aktivitu bunék

prezentujicich antigen, a to takovym zpusobem, Ze ru$l mnohé

patologické ﬁéinky T bunék. Cyklofosfamid, ktery je alkylacni -

&inidlo, . napomadh& bund&&né smrti tim, Ze inhibuje replikaci
a reparaci DNA. Azathioprin je pfipravek s antiproliferacnim
ud¢inkem, kterv inhibuje syntézu DNA. Tato - nespecificka

imunosupresiva jsou zpravidla podavana ve velkych davkach,

coZ zvy3uje Jjejich toxicitu (napf. nefro- a hepatotoxicitu)

a zpusobuje cetné vedlejsi udinky, nejsou proto vhodnéa prb

dlouhodobé 1léceni.
Existuje proto znacna dosud nenaplnénid potfeba daldich
pfipravki a terapii, které by vyFedily problémy, zpUsobované

pfi léceni soucasnymi pfipravky a postupy.




Podstata vynalezu

Predkladany vynalez tre3i vysSe naznaCené problémy tim, Ze

poskytuje farmaceuticky pripravek - a zpUsob léceni
imunologickych onemocnéni tak, Ze wuZiva latku Dblokujict
receptory lymfotoxinu-f (LT-f-R), a tim inhibuje signalni

drahu receptortl lymfotoxinu-f. Pfipravky a zpusoby obsahujici
latku blokujici LT-B-R Jsou zvla3té vhodné pro inhibici
imunitni odpové&di zprostfedkované protildtkami, pro regulaci
expresni hladiny adresind a bunécny pfenos, pro ovlivinovani
diferenciace folikuldrnich dendritickych bunék 'a pro zmény
strukturni organizace sekundarni lymfatickeé tkané a podobnych
lymfatickYéh struktur vznikajicich pri patologickych
stavech, Jjako Jjsou napft. systémovy lupus erythematodes

a idiopaticka trowbocytopenicka purpura.

Krom& toho né&kterad provedeni pfredkladaného vyndlezu jsou

Vhodné pro zmény asoclace mezi imunitnimi ° komplexy
a B bufkami. Konkrétné zpusoby podle pfedklddaného vynalezu
mohou zabranit prezentaci nebo depozici antigentl na buifikach;
alternativnd mohou v podstaté rozpustit nebo vyrusit antigeny
Jiz pfitomné na bunkach.

V alternativnim provedeni vynadlezu je ¢&inidlo blokujici
LT-B-R vybrano ze skupiny obsahujici‘ rozpustny
lymfotoxin-B-R, protilatku namifenou proti LT-B-R
a protildtku namifenou proti povrchovému ligandu LT.

Jedno provedeni  pfedkladaného  vynalezu  poskytuje

rozpustné formy extraceluldrnich domén receptoru

lymfotoxinu-f3, které pﬁsobi jako ¢inidlo blokujici LT-B-R.

Vyhodné pripravky a zplisoby podle tohoto provedeni vynalezu

obsahuji rekombinantni fuzni protein receptoru lymfotoxinu-8,

ve kterém je extraceluldrni vazebna doména LT-B-R pro ligand
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spojena s konstantni doménou té&Zkého Fetézce imunoglobulinu.
Vyhodneji je extracelularni vazebna doména LT-B-R pro ligand
spojena s doménou Fc lidského IgG.

Dalsi provedeni vYnélezu poskytuje protilétky, které
plsobi jako ¢&inidlo blokujici LT-B-R. Vyhodné ©pfipravky
a zplsoby v tomto provedeni obsahuji Jednu nebo vice
protiléatek mamirenych proti vreceptorﬁm lymfotoxinu-p.
Vyhodnéji protildtky Jsou monoklondlni protilatky mamirené
proti receptorim lymfotoxinu-f. Dalsi vyvhodny pEZipravek
a zpusob v tomto provedeni obsahuje Jjednu nebo vice
protildtek  namifenych proti povrchovému lymfotoxinu.
Vyhodnéji je protildtka monoklonalni protilétka proti
lymfotoxinu-f3. Vyhodné protilatky podle pfedkladaného
vyndlezu Jsou monoklondlni protilatky BDAS8 proti lidskému
LT-B-R a B9 proti lidskému LT-f.

Daléivprovedeni pfedkladdaného vyndlezu se tyka z?ﬁsobu,
jék zménit humorélni imunitni odpovéd zvirete tim, Ze se mu
poda farmaceuticky pfipravek, ktery obsahuje terapeuticky
uc¢inné mnoZstvi ¢&inidla blokujiciho LT-B-R. V nékterych
provedenich vyndlezu se farmaceuticky  pEipravek podava
v takovém mnoZstvi, které Jje dostatelné k pokryti. LT-f-R
pozitivnich bunék na dobu 1 aZ 14 dni. Farmaceuticky
pfipravek v nékterych provedenich podle vyndlezu mbZe dale
obsahovat farmaceuticky pfijatelny nosic nebo adjuvans.

Dal3im provedenim vynédlezu je zplsob inhibice signalni
dréhy LT-B-R , aniZ by doslo k inhibici signadlni drahy TNF-R,
a to pomoci ¢inidla blokujiciho  LT-B-R popsaného

v predchozim textu. Predmétem predkladaného 'Vynélezu je

i zplsob léceni, prevence nebo eliminace viru lidské

imunodeficience u savcl, kteryZto zplsob spociva v tom, Ze se

poda ¢&inidlo blokujici LT-P-R  budto samotné nebo spolecné
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s farmaceutickym nosicem nebo adjuvans, nebo  spolecné

s jinymi léky odbornikovi znamymi a vhodnymi pro lé&eni nebo

zmirnéni p¥iznakd HIV nebo AIDS.

léceni

Kromé& toho se ptredkladdany vynadlez tykd také zplsobu

v oboru transplantaci, tj. odvrZeni 3tépu. Nékteré

provedeni wvyndlezu se tykaji soucasného podani cinidla

blokujiciho drdhu CD40 a ¢inidla blokujiciho drahu LT.

Popis obréazka

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

‘Obr.

Obr.

1

je sekvence extraceluldrniho ~ useku lidského LT-

receptoru, ktery kéduje vazebnou doménu pro ligand.

2 ukazuje imunohistochemickou analyzu  sleziny my3i,

3

4

5

kterd obdrZela opakované 1injekéni davky fuznich

proteintt LT-B-R-Ig nebo LFA-3-Ig a antigen.
ukazuje vysledky imunohistochemické analyzy, kteréd
dokazuje nepfitomnost germindlnich center ve sleziné

my3i o3et¥ovanych LT-B-R-Ig a MR-1 (protilatka proti

ligand CD40) a pritomnost folikularnich dendritickych.

bunék ve sleziné myS$i oSetfovanych pouze MR-1 bez
LT-B-R-Ig. Fuazni proteiny a SRBC byly‘podévény stejné
jako u obr. 2. |

je’ imunohistochemicka analyza exprese adresinu, ktera
je zménéna v lymfatickcyh uzlinéch (LN) mySi
oSetfovanych In utero a dédle po narozeni LT—B—R—Ig.

je imunohistochemickd analyza umisténi lymfocyta
a exprese makrofagovych markerQ v mesenterickych
lymfatickych uzlindch (LN) my3i. o3etfovanych (jako na

obr. 4) in utero a dale po narozeni LT-B-R-Ig.

6 je imunohistochemickd analyza ukazujici, Ze oSetrfovani

my3i LT-B-R-Ig inhibuje protilétkovou odpovéd na SRBC.
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Obr. 7 predstavuje scematicky zachyceni imunitnich komplext

na FDC.

Podrobny popis vynalezu

V této ¢&asti Je wvynalez jesSté podrobnéji popsén, aby
mohl byt zcela vysvétlen a pochopen.
Termin "imunoglobulinova odpoved" nebo "humoralni

odpovdd" se v tomto textu uZivad k oznafeni imunitni odpoveédi

zvitete na cizorody antigen, p¥i které zvife produkuje
protildtky proti uvedenému antigenu. T¥ida Th2 pomocnych
T bundk je dileZitd pro produkci protilatek s vysokou
afinifou.

Termin "zarodecné centrum" ' (nebo "germinélni centrum")
ozna&uje folikul B bunék, které se vytvareji ‘po imunizaci
antigenem. Objeveni se takového histologického mista je ve
vztahu s optimdlnim vytvéfenimA pam&ti, prepindnim isotypu,

somatickou hypermutaci afinitnim zrdnim imunitni odpoveédi.

Termin "marginadlni zéna" nebo "oblast typu marginalni

zény" se tykd histologicky popsaného kompartmentu sekundarni

lymfatické tkané obsahujici predevSim makrofdgy marginalni

zény (MZM), metalofilni makrofagy (MM), B buniky marginalni

zébny a retikulocyty, a také T buiky a dendritické butiky.

Vyusténi arterialniho krevniho reciste do oblasti

margindlnich sinus® umoZiuje pfimy pfistup antigeni k buikam
a podporuje bun&&né reakce na antigen v téchto mistech.

Ucastnici

Termin "adresin" oznacuje molekulu se
nasmérovani prenosu lymfocytll do sekundarnich lymfatickych
organu. Takové molekuly jsou exprimovany na endotelovych
bufikdch, na bufikdch vysokého -endotelu Zilek lymfatickych
uzlin."Adresiny sleziny zatim nejsou znémy: MAdCAM-1 Je

@
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mukdzovy adresin, PNAd je periferni adresin.

Termin "pomocnd T bufika (Th bufika)" oznaduje funk&ni
podtfidu T bunék, které pomdhajl generovat cytotoxicke
T buniky a které spolupracuji s B Dbuikami a stimuluji tak
tvorbu protiladtek. Pomocné T bunky rozpoznévaji antigen ve
spojeni s molekulami MHC II. tridy a poskyﬁuji kontaktné
zavisle a kontaktné nezavislé (cytokiny) signdly pro
efektorové buiky. ' |

Termin "cytokin” v tomto textu znamend molekulu, kteréa
zprostfedkovavd interakci mezi bunikami. "Lymfokin" Jje pak
cytokin uvolnovany lymfocyty.

Termin "Thl" se tyka podtfidy pomocnych T bunék, které
produkuji LT-a, interferon-y a IL-2 (a dal8i cytokiny)
a které vyvolavaji zanétlivou reakci ve spojeni s bunécnou
(t.j. bez GCasti imunoglobulinul) imunitni odpovédi .

Termin "Th2" oznacuje podfidu pomocnYch T bunék, které
produkuji cytokiny véetné& IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10 a které
jsou spojeny s imunoglobulinovou, t.j. humordlni imunitni
odpovédi. '

Termin " doména Fc " protilatky oznaéujé Cast molekuly
obsahujici kloubovou oblast, doménu CH2 a CH3, ale neobsahuje
misto vaZici antigen. Termin Jje také pouiit k oznaceni
odpovidajici oblasti IgM‘nebo protilatky jiného izotypu.

Termin "protilatka anti—LT-B~receptor"‘ popisuje
jakoukoliv protilatku, kterd se specificky vaZe k alespon
jednomu epitopu na receptoru LT-f. ‘

Termin "protilatka anti-LT" popisuje jakoukoliv
protildtku, kterd se specificky vadZe k alespon Jjednomu
epitopu na LTa, LTB, nebo komplexu LT-o/f.

Temin "signalni draha LT-B-R" ("signalizace LT-f-R")

oznaduje molekularni reakce spojené s celou metabolickou
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cestou pfenosu signalu LT-B-R a 'daléi molekularni reakce,
které k ni vedou. | |

Termin "¢inidlo Dblokujici LT-B-R" oznaduje takové
¢inidlo, které naru$i vazbu ligandu na LT-B-R, shlukovéni
LT-B-R na bunélném povrchu nebo signdlni drdhu LT-f-R, nebo
které zplsobi zménu v tom, Jjak Jje signdl drdhy LT-B-R
interpretovan v bufice. Cinidlo blokujici LT-B-R, které plsobi
v kroku wvazby ligand-receptor, inhibuje wvazbu LT ligandu na
LT-B-R alespori o 20 %. Priklady <inidla blokujiciho LT-f-R
zahrnuji rozpustné molekuly LT-B-R-Fc a protilatky anti-LT-a,
anti-LT-f, anti—LT—a/B a anti-LT-B-R. Vyhodné& protilatky
nereaguji k¥iZové se secernovanou formou LT-c.

Termin ”biologické’aktivita LT—B;R" znamena 1) schopnost
molekuly LT-B-R nebo Jjejich derivatd soutdZit o rozpustny
nebo povrchovy LT ligand vaZici se k rozpustné nebo povrchové
molekule LT-B-R, neEo 2) nativni‘ aktivitu LT—Bk jako Je
schopnost stimulovat regulac¢ni. imunitni odpovéd nebo obecné
cytotoxickou aktivitu.

Termin "LT ligand" znamend heteromericky komplex LTa/fB
nebo jeho derivat, ktery se specificky vaZe na receptor LT-B.

Termin "doména LT-B-R vazajici ligand" nebo "vazebnéa
doména LT-B-R pro ligand" popisuje &&st nebo &asti LT-B-R,
které se Uastni specifického rozpoznani a 1interakce
s ligandem LT.

Terminy "povrchovy LT" a "povrchovy LT komplex" oznacuji
komplex, skladajici se z podjednotky LT-a a podjednotky
LT-Pf vazané na membranu, véetné mnutovanych, pozménénych
a chimérickych forem jedné nebo vice podjednotek, kteryito
komplex je prezentovan na povrchu bunky.

"Povrchovy ligand LT " znamend povrchovy LT komplex nebo

jeho derivat, ktery se spéﬁificky vdZe na receptor LT-f.
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Termin "subjekt" zde znamené zvife nebo jednu ¢i nékolik
bunék .pochézejicich ze zvifete. Vyhodné Jje =zvife savcen.
Builky Jjsou v jakékoliv formé, vletné, ale ne vyluéné, bunék
obsaZenych ve tkani, shlukf bunék, imortalizovanych,
transfekovanych nebo transformovanych bunék,‘ a také bunék
pochéazejicich ze zvifete, .které bylo fyzikalné nebo

fenotypové zménéno.

Lymfotoxin-f: ¢len rodiny TNF _

Cytokiny p¥ibuzné s nadorovym nekrotickym faktorem (TNF
"tumor necrosis factor") -se vyskytuji Jjako . velkd rodina
pleiotropnich medidtorl GCastnicich se regulace imunity
a hostitelské obranyschopnosti. Clenové této rodiny se
vyskytuji ve formé véazané na membranu, ktera lokalneé pﬁéobi

prostfednictvim p#imého mezibuné&&ného kontaktu, anebo ve

formé& secernovaného proteinu, ktery plUsobi na vzdalené cile. .

Paralelni rodina receptord pfibuznych TNF reaguje s témito
cytokiny a spoudti tak rdzné metabolické drahy vcetné bunélné
smrti, proliferace, diferenciace tkani a zanétlivé reakce.
TNF, lymfotoxin-a (LT-c,  také zvany TNE-B),
a lymfotoxin-f (LT-B) jsou <&leny rodiny TNF -ligandl, ktera
.zahrnuje také ligandy reéeptorﬁ Fas, CD27, CD30, CD40, O0X-40
a 4-1BB (Smith a kol., Cell 76: 959-962, 1994). Signdlni
drédhy nékterych <clenl TNF rodiny, v&etné TNF, LT-o,
LT-f a Fas, mohou indukovat odumirani nédoronch bunék tim, Ze
zpllsobi nekrdzu nebo apoptdzu (programovanou bunécnou smrt).

TNF a mnoho dal$ich interakci ligand-receptor TNF rodiny

ovliviiuje v netumorigennich bufikdch vyvoj imunitniho systému

a imunitni odpové&d na rQzné antigeny.

vétdina  komplexl  LT-o/f asociovanych s  membranou
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(povrchovych LT) m& stechiometrii LT-ol/B2 (Browning a kol.,
Cell 72: 847-856, 1993, Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-
46, 1995). Povrchové LT ligandy se nevdZou na TNF-R s vysokou
afinitou a neaktivuji signalni drdhu TINF-R. Jiny receptor
pfibuzny TNF, zvany LT-B receptor (LT-B-R), vaZe tyto
povrchové lymfotoxinové komplexy s vysokou afinitou (Crowe
a kol., Science 264: 707-710, 1994) .
' Aktivace signalni drahy LT-B-R, podobné& jako signalni
drahy  TNF-R, ma antiproliferadéni ucinek ‘a2  mliZe mit
cytotoxicky ﬁéinek. na nadorové bunky. V projednavané
patentové prihlaSce plvodcd pfedkladaného vyndlezu (pfihlaska
Us 08/378 968) jsou popsany pripravky a zplsoby  pro
selektivni stimulaci LT-f-R uZitim <¢&inidla aktivujiciho
LT-B-R. Agens aktivujici LT-B-R Jje uZitedné pro inhibici
ristu nadorovych bunék, aniZ by sou¢asné vedlo k aktivaci
zénétlivé reakce nebo imunoreguladéni drdhy indukované TNF-R.
Sou¢asny vyzkum genového cileni '("gene targeting™)
predpoklada dlohu LT-o/B ve vyvoji sekundarnich lymfatickych
orgéna (Banks et al., J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995,
DeTogni‘et al., Science 264,,703—706, 1994) . Skutelné mysi
s deficitem LT-a postrédaji.lymfatické'uzliny (LN) a Peyerovy
ostravky (PP). Jejich sleziny maji naruSenou architekturu
a exprese funkéni chmarkeru bna bufikédch marginalni zénf
sléziny je pozménéna (Banks et al., 1995, De Togni et al.,
1994, Matsumoto et al., Science 271, 1289-1291, 199e). Zadna
7z tédchto vlastnosti nebyla popsdna u myS3i s geneticky
vyfazenou funkci  ("knock out") TNF receptoru (Erickson
et al., Nature 372, 560—563; 1994, Pfeffef et al., Cell 73,
457-467, 1993, Rothe et al., Nature 364, 798-802, 1993).
Plivodce nedavno definoval roli mgmbrénOVYCh komplext LT-a/f

ve vyvojl sekundarnich lymfaticchh_orgénﬁ tim, Ze ukéazal, Ze
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potomstvo my$i, kterym byla v prﬁbéhﬁ gestace injikovéana
rozpustna forma LT-B-R fuzovaného s usekem Fc lidského IgGl
(LT-B-R-Ig) postrédé vét3inu lymfatickych uzlin a wvykazuje
narusenou architekturu slezihy (Rennert et al., 1996, Surface
lymphotoxin  alpha/beta complex is = required  for the
development of peipheral lymphoid organs, J. Exp.  Med. 184,
1999—2006). V jiné studii bylo ukézano, Ze transgennl mysSi
s podobnym konstruktem LT-f-R-Ig, JjehoZ exprese zatala tfi
dny po narozeni; mé&ly lymfatické uzliny. Ale mé&ly naruSenou
architekturu sleziny a nékolik markera 'slezinné margin&lni
zény nebylo exprimovano (Ettinger et al., Disrupted‘splenic
architecturte, but normal lymph node development in mice
expressing a soluble LT-B-R/IgGl fusion protein, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93: 13102-7). Tyto udaje spolecne ukazuji, Ze
zde existuje docasny poiadavék na membranové funkce LT pro
zprostfedkovani ucinkll na vyvoj sekundérnich lymfatickych
organl, ale bez U&inku na architekturu sleziny.

Systém TNF se také ucastni ve vyvoji sleziny. Bunky
marginadlni zény sleziny my3i deficitnich na TNF neexprimuji
amkrofagové markery nebo MAJCAM-1 (Alexopoulou et-al., 60th
Int. TNEF Congress, Eur. Cytokine - Network, 228, 199¢,
Pasparakis et al., 60th Int. TNF  Congress, Eur. Cytokine
Network, 239, 1996). MySi deficitni v TNF-R55 také postradaji
MAJCAM~1 (ale nikoliv MOMA-1) v marginalni z6né sleziny
(Neumann et al., J. Exp. MEd. 184, 259-264, 1996[ Matsumoto
et al., Science 271, 1289-1291, 1996).

Lymfatickd tk&n nebo tkan podcbného typu nevznika jen

v pribéhu vyvoje, ale také pri ur&itych patologickych -

stavech, jako jsou napf. chronické zénéty, v procesu zvanem

neolymfoorganogeneze (Picker a Butcher, Annu. Rev. Immunol.

10, 561-591, 1992, Kratz et al., J. Exp. Med. 183, 1461-1471,
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1996) . fyto procesy Jjsou zjevné ovliviovany Cleny rodiny TNF.
U transgennich my8i s genem LT-a Fizenym promotorem krysiho
inzulinu  (RIP-LT) se vyvinuly chronické zanétlivé léze
s charakterem organizované lymfatické tkané (Kratz et al., J.
Exp. Med. 1183, 1461-1471, 19965, Picarella et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 10036-10040, 1892). |

Vyhodnoceni  funkce LT v prubéhu imunitni odpovédi
zadvislé na T butikdch pomoci myéi deficitnich v LT-a ukazalo
na nezbytnost LT pro vytvafeni GC, a zfejmé také pro
udrZovani organizované struktury folikularnich dendritickych
bunédk (FDS) a pro imunitni humordlni odpovéd (Banks et al.,
J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995, Matsumoto et al., Science
271, 1289-1291, 1996, Matsumoto et al., Nature 382, 462-466,°
1996) . my3i deficitni v TNF-R55 také postradaji FDC, nevyviji
se u nich GC a nejsou schopny opimalni imunitni odpovédi na
ovEi &ervené krvinky (SRBC). To pfedpoklédé, je TNF-R55 miZe
byt spoudtén rozpustnym signalem LT nebo TNF ve vétéiné
takovych odpovédi (LeHir et al., J. Exp. Med. 183, 2367-2372,
1996, Alexopoulou ét al.( ‘60th Int. TNEF Congress, -Eur.
Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis et al., 60th Int. TNF
Congress, Eur. Cytokine Network} 239, 1996). Funkcéni role pro
drahu povrchového LT/LT-f-R v imunitni humoralni odpovédi
nebyla dosud identifikovéana.

Receptor LT-B, &len rodiny receptorl TNF, specificky
vaZe povrchové LT ligandy. LT-B-R vaZe heteromerické LT
komplexy (pfevaind LT-al/f2 a LT-a2/Bl), ale nevaZe ani TNF
ani LT-a (Crowe a kol., Science 264: 707-710, 1994).

mRNA pro LT-B-R byla nalezena v lidské sleziné&, brzliku
i daldich orgénech spojenych s imunitou. Ackoliv vyzkum
exprese LT-B-R je‘ teprve v pocatedni fazi, profil exprese

LT-p-R je podobny profilu p55-TNF-R, kromé toho, Ze LT-f-R
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chybi na T a B buflkdch periferni krve a na liniich T
a B bunék. |

‘Komplexy povrchovych lymfotoXinu (LT) byly
charakferizovény v hybridomovych ff‘buﬁkéch. CD4” (II—23.D7),‘
které exprimuji vysokou hladinu LT (Browning et al.,
J. Immunol. 147: 1230-1237, 1991, Androlewicz et al.,
J. Biol. Chem. 267: 2542-2547, 1992). Exprese a biologicka
funkce LT-B-R, LT podjednotek a povrchovych LT komplexi jsou
popsany v prehledu Ware, C.F.,"The ligands and receptors of
the lymphotoxin systém", v: Pathways for CytolySis. Current
Topics Microbiol. Immunol. Springer-Verlag, s.175-218, 1995;

Exprese LT-o je indukovéna a LT-o je primdrné secernovan
aktivovagYmi T a B lymfocyty a zabijeéskYmi (NK, "natural
killer") Dbutikami. LT-a Je produkovén v ramci pomocnych
T bund&k podskupinou Thl, ale nikoliv podskupinou Th2 bunék.
LT-o« byl také nalezen v melanocytech. Mikroglie a T buriiky
v lézich u pacientd s roztrouSenou mozkomiéni sklerdzou
reagujli pozitivné& s antisérem anti-LT-o (Selmaj et al.,
J. Clin. Invest. 87, 949- 954, 1991).

Lymfotoxin-f (zvany také p33) Je exprimovéﬁ na povrchu
mySich i lidskych T lymfocytﬁ, linii T bunék, linii B bunék
a zabije&skych bun&k aktivovanych lymfokinem (LAK). LT-B Jje
predmétem jiZ projedhévanych patentovych pfihlaZek stejnych
plvodcl jako predkladany vYnélez PCT/US91/04588, publikované
9. ledna 1992 jako dokument WO 92/00329, a PCT/US93/11669,
publikované 23. Zervna 1994 jako WO 94/13808, na které se zde
odkazujeme. '

Povrchové LT komplexy = Jsou exprimovany primérné
aktivovanymi T lymfocyty (pomocnymi, Thl i zabijelskymi
butikami) a B lymfocyty a zabije&skymi butkami, jak se da

ukadzat analyzou pomoci FACS nebo imunohistologickou analyzou

L Lt




uZitim protilatek anti-LT-anebo rozpustnych fuznich proteint

LT-B-R-Fc. V projednavané prihla3ce stejného puvodce US

08/505 606 podané 21. Cervence 1995 Jjsou popsany pfipravky
a zplsoby uZivajici rozpustné LT-B receptofy a protiléatky
specifické proti LT-B receptoru a ’liqand jako 1lécivo pro
lé¢eni imunitnich chorob zprostfedkovan?ch Thl bunkami.

Povrchové LT byly také nalezeny na klonech 1lidskych
cytotoxickych T lymfocytd (CTL), v aktivo&anYch perifernich
mononukledrnich lymfocytech (PML), lymfocytech periferni krve
aktivovanych IL-2 (LAK) , perifernich B lyﬁfocytech
aktivovanych bud mitdgenem z Phytolacca americiana nebo
anti-CcD40 (PBL), a rlznych T a B Dbunék pochazejicich
z lynfoidnich nadort. Zapojeni cilovych bunék _nesoucich
alloantigen specificky indukuje expresi povrchovych LT
u klonfi CD4" a CD8" CTL. |

pavodce vynalezu popsal nékolik imunologickych funkci
povrchového LT a wukazal vliv_ LT-a/B vazebného ¢inidla na

vyvoladni a charakter imunoglobulinové odpovédi, udrZovani

bunédéné organizace sekundarni lymfatické tkané vcCetné ucinku

na diferencia&ni stav, folikularnich dendriticchh bunék
a vytvafeni germindlnich center, a - také droven expreée
adresintl, kterd ovliviAuje bun&lny transport. Plavodce tak
definoval tefapeutické vyuziti VazebnYch ¢inidel povrchovych
LT-a/B a LT-Brecéptorﬁ.

A7 do predloZeni tohotb vynalezu nebyl vyznam signalni
drahy LT-B-R pro humordlni nebo imunogenni odpovéd dobrte
stVétlen. Plhvodci poprvé v predkladaném vyhélezu objevili,
e &inidlo blokujici drahu LT, budto LT-P nebo LT-B-R, mhZe
zménit humordlni imunitni odpdvéd’ u zvifete. Predkladany

vynilez se tak v §irdim vyznamu tykad zplsobu, Jjak zménit

humoralni imunitni odpovéd u zvifete, pEicemZ tento zpusob




obsahuje krok, kdy se podé& farmaceuticky pripravek, ktery
obsahuje terapeuticky u¢inné mnoZstvi <cinidla blokujiciho
drahu LT, vyhodné blokétbru LT-B-R.

Jakékoliv blokujici ¢&inidlo ine byt pouZito podle
vynadlezu a odbornik snadno stanovi ¢inidlo, které blokuje
LT-B-R. Tak napf¥. takové <¢inidlo mlZe obsahovat maié
molekulové inhibitory receptoru, rozpustné receptory LT-B,
protildtky namifené proti LT-B-R nebo protilatky namifené
proti povrchovému ligandu LT. Ve vyhodném provedeni vynalezu
blokujici &inidlo obsahuje rozpustny LT-B-R, ktery ma
vazebnou doﬁénu pro ligand, které miZe selektivné vazat
povrchovy LT ligand,a vyhodnéji, kde rozpustny LT-B-R
obsahuje Fc doménu lidského imunoglobulinu.

V jiném provedeni pfedkladaného vynadlezu vyhodné
blokujici ¢&inidlo obsahuje monoklonalni protilatky namifené
proti LT-B-R , v&etn& vyhodnych anti-lidskych monoklondlnich
protiléatek BDAS proti LT—B~R a B9 proti LT—B. Jedté
vyhodnéjsi protildtky Jjsou Al.D5.18 a A0.D12.10 a BB-F6.
V nékterych pfipadech m@Ze byt vyhodnéj3i pouZit monoklonalni

protildtky namifené proti mySimu povrchovému LT ligand.

Dlouhodob& prezentace antigenu na FDC je pravdépodobné -

vvelmi dileZitd u autoimunitnich nemoci, kde kontinu&dlni
aktivace imunitniho systému endogennimi nebo autoantigeny
udrZuje nemoc. Zachyceni . imunitnich_bsystémﬁ na FDC je
zndzornéno na obr. 7. Schopnost odstranit tyto imunitni
komplexy z FDC by mohla slouZit k redukciiimunitni aktivace
a k utlumeni nemoci nebo dokonce k zastaveni postupu nemoci.
Takové autoimqnithi nemoci, na kterych se. podileji reakce
aberantni protilatky jsou zFejmym cilem pro inhibitory LT
drahy, ackoliv i autoimunitni nemoci sklasicky™

zpostfedkované T buikamli maji dosud nerozpoznanou humoralni
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sloZku a mohou byt tudiZ ovlivnény.

Obdobné& na poli transplantani mediciny, odvrZeni Stépu
neboli ,nemoc hostitél versus 3tép a 3tép versus hostitel™
vyzZaduje prezentaci antigenu, aby  mohla pfetrvavat.
Mechanismy zde popsané pro manipulaci FDC se mohou aplikovat
také na problémy spojené s rozpoznavanim ,ne-vlastniho", tj.
p¥i transplantacich. ’

Kromé toho, kontinualni prezentace antigenu nebo
udrZovani  antigenni pameti mohou hrat znacnou roli
v autoimunitnich nemocich zpisobenych- tzv. molekularnim
mimikry. Napf. imunitni reakce na infek&ni agens lymské
nemoci Borelia burgdorferi vede k nemoci podobné artritidée,
pravdépodobné proto, 7e néjaky :antigenni epitop Vv této
bakterii je podobny néjaké normalni sloZce kloubu. Odstranéni
antigenu lymské nemoci véazaného na FDC niZe zmirnit artritidu
indukovanou lymskou nemoci. Takova tefapie ‘'by mohla byt
vhodna také v jinych pfipadech mimikry spojenych s infekcénim
agens.

pPavodce prekvapivé  zjistil, Ze podéani ¢inidla
blokujiciho LT-B-R Je ‘schopno interferovat s prezentaci
a/nebo depozici antigenu na folikularnich vdendriticchh
butikach. Typicky B bufiky rozpoznavaji antigeny Jjako imunitni
komplexy vazané na povrch folikuléfnichﬁdendritickYCh_bunék.
Folikularni dendritické buiky si mohou udrZet antigen po
nespecificky dlouhé obddbi. Periodicky kontakt s antigenem
navdzanym na FDC tak mdZe byt spojen s udrZovanim paméti

B bunédk. TakZe zpusoby podle predkladaneho vynédlezu se tykaji

mnohych nemoci, které Jsou zavislé na prezentacl antigenu na

dendritickych buﬁkéch. Podani Dblokujiciho <¢inidla podle
VYnélezu mlZe byt provedeno pred vnesenim antigenu do

zvirete, a v tomto pfipadé& pak blokujici &inidlo pak zabréani




vsem nebo alespon <Casti depozic antigenu na folikuldrnich
dendritickych bunikach, <&imZ se zmirni nebo Uplné odstrani

imunitni odpovéd. Alternativné se Dblokujici <&inidlo podle

‘vynadlezu mnmiZe podat zvireti v okamZiku po tom, <co JiZ

folikulédrni dendritické bunky na - sobé antigen maji
asocliovany. Zpusob podle vyndlezu v takovém pripadé mlZe

zrudit tuto asociaci, takZe ocekdvand imunitni odpovéd bude

zmirnéna nebo Uplné odstranéna. Takié zplisoby  podle:

pfedkladaneho vynalezu zahrnuji uplnou nebo alespon Céastecnou

eliminaci imunitnich komplex JiZ navazanych na folikulech

- B bunék nebo =zabranéni, UGplné nebo Castelné, zachyceni

imunitnich komplexd ve folikulech bunék.
Schopnost rozru3it asociaci mezi antigen prezentujicimi

folikularnimi dendritickymi butikami a imunitniﬁ komplexy se

[

zdd byt jedinecnou vlastnosti drahy LT-B. Tak napf;‘ant“4CD4O
(MR-1) Jje Jiny <c&len rodiny TNF a je také exprimovédn na
folikuldrnich dendritickych bunkédch. Bylo ukédzano, Ze podobné
jako LT—f-R/Ig také MR-1 =zabrafiuje tVorbé germinadlnich
buné&k, ale neovliviiuje expresi markerti FDC. Anti-CD40-L na
rozdil od LT-B-R nezabrafiuje zachyceniﬂimunitnich komplexd na
folikuldrnich  dendritickych bunkéach ani neni schopen
eliminovat imunitni komplexy jii. jednou  zachycené na
folikuladrnich dendritickych = bufikdch. Kromé& toho ptvodce
ukédzal, Ze anti-CD40-L neovliviuje pfeZivani a/nebo udrZovéani
dfive vzniklych pamé&tiovych B bunék.

ACkoliv nenl znama podstata rozdilﬁ mezi dopadem cinidel
blokujicich anti-CD40-L a LT-P-R, hypoteticky se m& za to, Ze

CD40 poskytuje signaly pro perivéni B bunék.  Aviak systém

LT Je kriticky pro udrZovédni folikularnich dendriticchh_

bunék v plné diferencovaném a funkcnim stavu, tj. v takovém

stavu, ktery je nezbytnou podminkou reakce zadrodednych center
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a vytvareni pamé&tovych B bunék a Jejich udrZovani. Takie
blokovani dradhy CD40(CD40L mUZe zabrénit vytvareni pamé&tovych
bunék, ale neovlivni zdsobu jiZ jednou vytvofenych pamétonch’
bunék. Blokovani drahy LT na druhé strane zabrani nejen
vytvafeni a udrZovani pam&tovych B bunék, ale ovlivni
i udriovani jiZz drive vytvofenych pamétfovych bunék.

Dal3i moZnosti wvyuZiti inhibice drahy LT spociva
v ovliviovani vird, které Vytvaféji reservoary v kompartmentu
folikuldrnich dendritickyéh bunék ﬂFDC). Dobrym pfikladem
takového viru je HIV. Po virové infekci znadné nmnoZstvi viru
zlistdvd na ‘FDC ve folikulech B bunék Vv sekundérnich
lymfatickych orgénech (Heathe et al., -1995, "Follicular
dendritic cells and human immunodeficieny virus infectivity",
Nature 377: ’740—4). Pfedpoklédé se, Ze virus Jje Vv pddobé
xomplex budto s koﬁplementem nebo imuncglobulinem vé&zan bud
na Fc receptory nebo komplementové receptory nebo receptory
obojiho typu. TakZe <virus vyuZivad normdlniho mechanismu
imunitniho systému k tomu, aby pozdrZel antigenni pamét na
velmi dlouhou dobu. V prubeéhu nemoci se pak objevuje akutni
infekce lymfocytl primdrné v téchto mistech. Bylo vypoclteno,
Ze Dbéhem asymptomatické fédze infekce e "pool" viru v tomto
kompartmentu asi 10x vétéi neZ kolik - obsahuji T 'buﬁky
a monocyty (Cavert et al., 1997, "Kinetics of response in .
lymphoid tissue to antiretroviral therapy of HIV-1
infection", Science 276: 960-4) . V soucasnych 'zpﬁsobech
léCeni wvirové infekce HIV se kombinuji mnohé antivirove , ‘
pfipravky, aby se sniZilo celkové mnoistvi viru a 'aby se
zabranilo uniku rezistentnich variant. Omezeni této terapie
spo¢ivd ve Spatné komplianci terapie a “také v tom, - Ze
v prib&hu téchto dlouhych intervalll se mbZe zbytkovy virus

volné "vyvijet a mutovat na rezistentni varianty, a tak
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zabranit léceni. Zatimco celkové mnoZstvi viru v kompartmentu
FDC je béhem'terapie Ccetnymi pfiprévky dramaticky sniZeno,
pripravky samy jsou Véﬁéinou namireny proti mechanismu virové
replikace a tedy nikoliv proti nereplikujicimu se wviru na
povrchu FDC. TakZe rezervodr viru na FDC mlZe slouzZit jako
inokulum pfo opakovanélbrozéifeni infekce po zastaveni
podavani 1ékd. Kromé toho je znamo, Ze FDC mohou ptreménit
neutralizovany virus na infekéni formu viru, coZ Jjen dale
podtrhuje vyznam téchto bunék v patogenezi HIV.

JelikoZ inhibice drahy LT m(Ze zplsobovat, Ze FDC uvolni
imunitni komplexy z bunécného povrchu,'mﬁie byt uvolnén i HIV
v podobé imunitnich komplexi. Bylo by Zadouci uvolnit veskery
HIV z tohoto kompartmentu je3té pred zapocetim reZimu terapie
s nékolika kombinovanymi pFipravky, nebot uvolné&ny virus by
mohl byt budto ovlivnén a odstranén 2z téla nebo by byl
citlivdjsi na podavané léky. Takova kombinace by mohl vést
k podstatnému sniZeni celkového zbytkového viru na velmi
nizkou hladinu a pfipadné by mohla vést k vyléceni. V takovém
pFipadé by byly - uZiteéné jak LT-B-R/Ig nebo blokujici
protilatky, a to budto proti ligandu nebo proti receptoru.
Pripadny postup 1léCeni by mél =zahrnovat zahajeni podéavéani
1ékh, a pak, béhem nékolika dal3ich dni, uvolnéni v3ech
vazanych virQl jednim nebo opakovanym podavanim inhibitort
drahy LT. Jakmile jednou dojde ke sniZeni mnoistvi' viru,
dal3i podavani LT &inidla jiZ neni potfeba.

Virus HIV Je =zvla3té dobfe =zkoumany priklad, ale je
pravdépodobné, Ze 1 jiné viry se mohou skryvat na FDC
v klidovém stavu a d&ekat na situaci, kdy dojde. k néjakému
narudeni imunithiho systému a jeho zatiZeni dal3imi antigeny,
a nasledné pak k uvolnéni viru z FDC a jeho opétovnému

roz&iteni. Proto se predkladany vynalez tyka také jakéhokoliv

L J}
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prostfedku k inhibici drdhy LT, ktery zabrani komplikacim
s virem vazanym ﬁa FDC.

Pfedkladany vyndlez mé& znacné disledky pro fadu nemoci,
které Jjsou zavislé na prezentaci antigenu na dendritickych
bunkach a na odpovédi vytvaPené pamétovymi B buikami.
Monoklonani protildtka namifend proti. lidskému LT—q‘zvané
AOD12 byla schopnéd dobfe blokovat LT-al/f2 signalni drahu ve
srovnani s vét3inou monoklondlnich protildtek proti lidskému
LT-o, . a byla mdlo G¢innd proti samotnému LT-c. Takové
monoklondlni protilatky byly ziskdny imunizaci rozpustnym
ligandem LT-al/B2, coZ vedlo k objeveni protilatek
s jedinecnou specifinosti. Kromé& toho =zastdvame néazor, Je
monoklonalnl protilatky anti-LT-o se specificnosti namifenou
pfednostné proti LT-al/B2 komplekﬁm lze najit pouze po
takovémto typu imunizace a nikoliv po imunizaci samotnym
LT-a, a prfedstavuji tudiZ Jjedinednou tFidu protilatek

anti-LT-c.

Priklady provedeni wvynalezu

Materidl a metody

Mysi

Nacasované bfezi nysSi Balb/c byiy zakoupeny od fitmy
Jacksén Laboratory (Bar Harbor, ME), byly chovény v obvyklych
klecich a zachédzelo se s nimi v souladu s instituciondlnimi
smérnicemi. Proteiny receptoru Ig se injikovaly do ocasni
Zily (i.v.) bfezi my3i. Potomstvo téchto my3i a 5 tydnl staré

samice my3i Balb/c (zakoupené od Jackson Laboratory, Bar
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Harbor, ME) se injikovaly fuznimi proteiny prostfednictvim

intraperitonealni (i.p.) cesty.

Fuzni proteiny a protiléatky

Fuzni proteiny obsahovaly extraceluldrni doménu bud
my8iho LTB-R, lidského TNF-R55 nebo lidského LFA-3 (ktery
nevaZze my3i CD2), fuzovanou ke kldubové oblasti, a‘domény Cy2
a Cy3 lidského IgGl byly pfipraveny, jak'bylo JiZ popsano
(Force et al., J. Immunol., 155, 5280-5288, 1995, Miller et
al., J. Exp. Med., 178, 211-222, 1993). Purifikovany lidsky
IgGl pouzZity Jjako ‘kontrola byl zakoupen od firmy Protos
Immunoresearch (San .Francisco, CA). MR1, protilatka proti

mySimu CD40 ligand byla zakoupena od firmy Pharmingen (San

Diego, CA).

Protildtky (MOMA-1, ED3) _specifické pro markery
exprimované mySimi metalofilnimi makrofagy  (MM), '(EDB
rozpoznadva sialoadhezin), nebo specifické pro mysi

retikulérni fibroblasty (ER-TR-7) byly zakoupeny od firmy
Serotec (Oxon, UK). Protildtky specifické pro my3i B220, CD4,
a MadCAM-1 (MECA 367) byly zakoupeny od firmy Pharmingen (San
Diego, CA). Protilatku specifickou pro marker exprimovany
makrofagy mny$Si margindlni zdény poskytl Dr. Reina Mebius
(Vrije Universiteit, Amsterdam). Protilatky (FDC—Ml a FDC-M2)
specifické pro my3i folikuléarni dendritickou bunku (FDC) byly
popsany jiZz dfive (Marda et al., J. Immunol.m 148, 2340-2347,
1992) . 'Anti—myéi protilatku CR1, (ktera =znacCi také FDC)
laskavé poskytl Dr. Randolph J. Noelle (Dartmouth Medical
School). Pro detekci adresinu periferni lymfatické wuzliny

(PNAd) se pouzZzivala protilatka MECA . 79 (supernatant
pochazejici z bunék zakoupenych od ATCC, Rockville, MD).
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Antigeny a imunizace
My$i se imunizovaly i.p. se 100 pl 10% suspenze SRBC
(zakoupené od firmy Colorado Serum Company), coz Je

ekvivalent 1-5x10% SRBC na imunizaci.

Imun;histochemické analyzy

Slezina a lymfatické uzliny byly zmraieny v zalévacim
médiu OCT (Miles, Elkhart, IN) a upevnéhy pro Fezani na
kryostatu. Rezy silné 7-10 um byly suSeny a fixovany
acetonem. Rezy se- inkubovaly 's konjugovanymi . protiiétkami
1 hodinu 'pfi teploté mistnosti wve zvlhcené komlrce poté, co
se protildtky narfedily pufrem A,  fyziologickym roztokem
pufrovanym Tris (TBS-A, 0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, 0,05%
Tween-20 (v/v), 0,25% bovinni sérovy albumin (BSA)), pak se
Fezy 'oplachly v TSB-B (0,05 M, Tris, 0,15 M NaCl, 0,05%
Tween-20) a ‘fixovaly 1 min. v metanolu pfed =zahdjenim
enzymatické reakce. Aktivity kfenové peroxidéazy (HRP)
a alkalické fosfatazy (AP) se vyvijely pomocl substréatové
soupravy s tabletami DAB‘(Sigma, St. Louis, MO). a 5S-bromo-4-
chloro-3-indolylfosfadtu/tetrazoliumnitromod? (BCIP/NBT,
Sigma). . Tkanové Ffezy se fixovaly 5 min. v metanolu

a kontrastné& barvily dle Giemsy (Fluka, Buchs, Svycarsko).

Obrazova fluorescenc¢ni analyza

Pro imunofluorescenc¢ni  znaceni ‘byly zmraZené fezy
fixovany acetonem, suSeny na vzduchu a pfedem blokovéany
5 pug/ml anti-CD16/CD32 Fc blokujiciho &inidla (Pharmingen,
San Diego, CA) ve fyziologickém roztoku pufrovaném Tris
s 0,25% BSA, 0,05% Tween-20 a 10% kralicim sérem agregovanym
zahfatim. Rezy se znadily ve ’stejném pufru za pouZiti

| nadsledujicich mAb (moﬂoklonélnich protilatek) a detek&nich
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reagencii: 10 pg/ml biotinylovand anti-B220 mAb (Pharmingen)
nasledovana 20 pg/ml  streptavidin-FITC (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL), 10 ug/mi MECA 367
‘nasledovand 10 png/ml PE-kozi F(ab’)2 anti-krysi IgG (Southern
Biotechnology Associates), supernatant z tkandové kultury
MECA79 néasledovany . 20 ug/ml FITC-my3i anti-krysi  IgM
(Pharmingen), 20 mg/ml anti-sialoadhesin mAb néasledovana
10 pg/ml PE-kozi F(ab")?2 anti-krysi IgG (Southern
Biotechnology Assoclates), 50 pg/ml biotinylovand PNA (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) nésledované 10 ng/ml
streptavidin-PE (Southern ‘Biotechnology Assoéiétes), 1:5
nafedénad mAb = ze 'supernatantu bun&&né  kultury MOMA-1
nidsledovanad 20 pg/ml FITC—myéim anti-krysim IgM (Pharmingen).
Nékteré Frezy byly znacCeny nékolika mAb simulténné, aby byla
moZnad obrazovid nékolikavrstevnd analyza. VSechny Fezy se
pozorovaly za zvétSeni 50x a fotografdvaly za pouzZiti
Ektachrome PlSOO (Kodak, Rochester, nebo se zachycovaly jako
oddélené cervené a zelené obrazové soubory, Jak bylo Jjiz
dfive popsano (Renner et.al., J. Exp. Med., listopad 1996}

v tisku).

Hemaglutinacni testy

'Sériovad FYedéni séra se provadéla | na 96jamkovych
mikrotitradnich destiékich (Costar, Cambridge, MA) v PBS/13
glukdze. SRBC-specificky IgM titr se urcoval pridénim 25 ul
10% SRBC suspenze do kazZdé jamky a inkubacl desticky 1 hodinu
ve zvlh&ovaném inkubdtoru ve 37°C. Pro SRBC—specificky IgG se
séra inkubovala 30 min. ve 37 °C s 20 pul/jamku
1% merkaptoetanolﬁ (o/o) (Bio-Rad, Richmond, CA), aby se
vvylouéily IgM pentamery. Poté se prfidalo 25 pnl/jamku 10%

suspenze SRBC, néasledovano 25 ui/jamku 10 mg/ml roztoku
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(v PBS/1% glukdze) koziho anti-mysiho IgG (Southern

Biotechnology, Birmingham, AL) jako . zkfiZené wvazajiciho

‘&inidla pro hemaglutinaci. Titr se ur&oval jako pFfevracena
hodnota posledniho fedéni séra, pro které Je Jjasné zjevna

hemaglutinace.

Testy ELISA

Pro analyzy pro receptor-Ig v plazmé& se pouZivaly mAb
specifické pro my3i LTB-R (Browning et ‘al., 'pfipravovany
rukopis), LFA-3 (Miller et al., J. Exp. Med., 178, 211-222,
£1993) nebo  doménu  CH3 lidského  IgG,  (CDGS,
pfipraveno v Biogenu), pfimo imobilizovano  (10 Lg/ml) na
96jamkovych miqutitraénich desﬁiékéch pro vychytévéni a osli
anti-lidsky IgG: - kfenova peroxiddza (HRP) pro detekci

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,vfedéni 1:4000).

Produkce rozpustnych molékul LTB-R

Cinidlo blokujici LT-B-R podle jednoho provedeni tohoto
vyndlezu obsahuje molekulu LT-B receptoru. Obr. 1 ukazuje
sekvenci extraceluldrniho useku lidského LT-B-R, kterd kdéduje
doménu véaZici ligand. Na zakladé& znalosti sekvence (obr. 1)
a vyuZitim postupl rekombinantni DNA v oboru dobfe znamych,
je moZné klonovat funkéni fragment domény vazajici ligand do
vektoru a pak exprimovat ve vhodné hostitelské bufice, a tak

produkovat rozpustnou LT-B-R molekulu. Rozpustné LT-B-R

molekuly, které souteéZi (kompetuji) s nativnimi LT-B

receptory o LT ligand v testu popsaném vy3e jsou Vybrény jako
¢inidlo blokujici LT-B-R.

Rozpustné LT-B receptory obsahujici sekvenci
aminokyselin vybranou ze sekvence uvedené na obr. 1 se mohou

pripojit k Jjedné nebo vice heterologni protéinové doméné
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("fazni doméné"), aby = se zvy$ila In vivo stabilita
receptorového fuzniho proteinu, nebo aby se modulovala jeho
biologicka aktivita nebo lokalizace.

Vyhodné  jsou pouZity k vytvofeni receptorovych fuznich
protein& stabilni plazmatické proteiny, které maji typiéky
polocas obé&hu vét3i neZ 20 hodin. Takové plazmatické proteiny
jsou nap¥. (ale vycet neni omezujici) imunoglobuliny, sérovy
albumin, lipoproteiny, apolipoproteiny a transferrin.
Sekvence, které zacili rozpustnou LT-B-R molekulu na ﬁréity
bunécny nebo tkafovy typ, se mohou také pripojit k doméné
vadzajici ligand, aby se vytvotril specificky lokalizovany

rozpustny fuzni protein LT-B-R.

Bud cely, nebo funkéni usek =z extracelularni oblasti

LT-B-R obsahujici doménu vazajici ligand, se mnlZe fuiovat
s konstantnim Usekem imunoglobulinu, napf. s Fc doménou

féikého Yetézce lidského IgGl (Browning a kol., J. Immunol.

154: 33-46, 1995). Rozpustné fuzni proteiny receptor-IgG jsouv

vyhodné, Jjsou béZnym imunologickym reagens a zplUsoby Jejich
pFfipravy jsou v oboru dobfe znamy ‘(viz nap¥. U.S. patent
é. 5 225 538, na ktery zde odkazujeme) .

Fukéni doména véazajici ligand z LT-f-R se miZe fluzovat
s Fc doménou imunoglobulinu (Ig) odvozeného z imunoglobulinu
jiné trfidy <¢i podtfidy neZi IgGl. Fc domény protilatek
patficich do odlisSnych tfid nebo podtfid mohou aktivovat

0odlidné druhotné efektorové funkce. K aktivaci dojde, kdyZ se

Fc doména navadZe na vhodny receptor. Druhotné efektorové

funkce zahrnuji napf. schopnost aktivovat komplement, kfiZoveé
reagovat s placentou nebo vazat rﬁzné mikrobidlni pereiny.
Vlastnost rtznych t#id a podtfid imunoglobulind jsou popséany
v Roitt a kol., Immunology, s. 4.8, Moéby-Zear Book Europe
Ltd., 3. wvyd., 1993).
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Aktivace komplementu iniciujé kaskadu enzymatickych
reakci, které zprostfedkovavaji zanétlivou reakci. Jednotlivé
produkty komplementu maji razné funkce -vietné poutani
bakterii, endocytdzy, fagocjtézy,~ cytotoxicity, produkce
volnych radikall a solubilizace imunitnich komplexl.

Enzymova kaskada komplementu jevaktivovéna Fc doménami
protilatek IgGl, IgG3 a IgM s navazanymi antigeny. Fc doména
IgG2 se zda byt méné udinnd a domény IgG4, IgA, IgDva IgE
jsou zcela neucinné v aktivaci komplementu. TakZe se da
vybrat Ec' doména v zavislosti na tom, zda s rni Spojené
druhotnad efektorova funkce je Zadouci pro urc¢itou imunitni
odpovéd nebo nemoc, kterd Jje pomoci  fuzniho  proteinu
LT-B-R-Fc lécena. |

Pokud by bylo vyhodné poSkodit nebo usmrtit cilové bufiky
nesouci LT, ligand, 1lze Vybrat zvlasté aktivni Fc doménu
(IgGl) pro fuzni receptorovy protein. Pokud by bylo Zadouci
zacilit fudzni protein LT-B-R-Fc na buifiku, aniZ by  se
éktivoval komplement, vybere se neaktivni Fc doména IgG4.

Mutace v Fc doméné&, které redukuji nebo zcela eliminuji

vazbu na Fc receptor a aktivaci komplementu, byly popsény

(Morrison, S., Annu. Rev. Immunol. 10:239-265, 1992). T&chto

mutaci, at uZ samotnych nebo v kombinaci, lze vyuZit
k optimalizaci aktivity Fc domén wuZitych pro vytvofeni
fizniho proteinu LT-B-R-Fc.

Produkce rozpustného lidského fuzniho proteinu
obsahujiciho sekvence vazajici ligand fuzované s Fc doménou
lidského imunoglobulinu (hLT-B-R-Fc) je popséna v ptikladu 1.
Jedna 1linie bunék CHO vytvofend podle prikladu 1, ktera
‘secernuje hLT-B-R-Fc, Jje nazvéna "hLTBR;hGl CHO 14". Vzorek
byl deponovan v American Type Culture Collection (ATCC,

Rockville, MD) v souladu s BudapeStskou dohodou ' dne
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21. Cervence 1995 pod prilstupovym &islem CRL11965.

Produkce rozpustného myéiho'bfazniho proteinu LT-B-R-Ig
je popséna v prikladu 2. Bunddna linie CHO pfipravend podle
prikladu 2, kterd secernuje LT-B-R~-Ig je zvana "mLT;R-hG1l
CHO 1.3. BB". Vzorek této linie byl déponovéh v ‘American Type
Culture Collection‘_ (ATCC, Rockville, . MD) A soﬁladu
s BudapeStskou dohodou dne 21. cCervence 1995 pod p¥fistupovym
Cislem CRL11964.

V&echna omezeni tvkajici se - dostupnosti | téchto
deponovanych vzorkdi pro vefejnost budou zruSena, ‘jakmile
budou dany zaruky udéleni patentu pro tuto p¥ihlasku. |

. Riznd aminokyselinovd rezidua tvofici spojovaci bod ve
fuznim proteinu receptor-Ig ovlivaujl strukturu, stabilitu
a tedy 1 kone&nou biologickou aktivitu rozpustného LT-fB
receptorového fuzniho proteinu. Jedna nebo vice aminokyselin
se miZe pfidat k C-konci vybraného fragmentu LT-B-R, a tak
lze modifikovat spojovaci bod ve vybrané fuzni doméné.

Také N-konec fuzniho proteinu LT-f-R se mnmlZe pozménit
tim, Ze se méni poloha, ve které je vybrany DNA fragment
LT-Bf-R Stépen na svém 5 -konci, aby mohl 'bYt vlioZen do
rekombinantniho expresniho vektoru. Stabilita a aktivita
kaZzdého fuzniho proteinu LT-fB-R se testuje a optimalizuje
uZitim rutinnich testd a také pomoci testu pro vybér <inidla
blokujicich LT-B-R, tak jak je popsan v této prihléasce-

Na zaklad& sekvence domény LT-B-R vazajici ligand uvnitf
extracelularni domény, kterd Jje wukédzdna na obr. 1, lze
vytvaFet razné sekven&ni varianty, aby se modifikovala
afinita rozpustného LT-B receptoru nebo fuzniho proteinu pro
LT ligand. Rozpustné molekuly LT-B-R podle vynalezu mohou
souté&Zit o navazani povrchového LT ligandu s vendogennimi

receptory LT-B-R na povrchu bunék. Da se predpokléadat, f%e
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jakakoliv rozpustnad molekula obsahujici doménu  LT-B-R
vazajici ligand, kterd soutéZi s povrchovymi bunédénymi
receptory LT-f o navazani LT ligandd, je blokujici cinidlo ve

smyslu pfedkladaného vynélezu.

Zdroj protildtek proti lidskému LT-B-R

V jiném provedeni tohoto wvyndlezu protilatky namifenéi
proti lidskému LT-B receptoru (protilatka anti-LT-B-R) plsobi
jako ¢&inidlo blokujici LT-B-R. Protiléatky anti—LT~B—R podle
pfedkladaného vynéleéu jsou Eudto polyklonalni nebo
monoklondlni protilatky a lze je modifikovat tak, aby bylo
dosaZeno optimalni schopnosti blokovat signdlni drdhu LT-B-R,
jejich in vivo biologickou dostupnost, stabilitu nebo Jjineé
Zadoucl znaky.

Polyklondlni protildtkové sérum proti lidskému LT-§
receptoru se pFfipravi konvenc¢nim zplsobem tak, Ze se zvirfe
jako napf. koza, kralik, potkan, kfelek nebo mys3 éubkuténné
injikuje lidskym fdznim proteinem LI-B-R-Ig (pfiklad 1)
v kompletnim Freundové adjuvans, a pdté: nasleduje druhéa
(spoudtéci) intraperitonedlni nebo subkutanni injekcé
s nelUplnym Freundovym adjuvans. Polyklondlni sérum obsahujici
poZadované protiladtky se testuje obvyklym imunochemickym
zpusoben. | |

My3i monoklondlni protilatky proti lidskému fuznimu
proteinu LT-B-R-Fc se pfipravi tak, Jjak Je to popsano
v projednavané ptrihla3ce plvodce &. US 08/505 606'podané 21.
Gervence 1995. Hybridomovd bunéc¢nd linie BD.A8.AB9, ktera
produkuje my3i monoklonalni protilétku BDA8 namifenou proti
lidskému LT-B-R byla uloZena v American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD) v souladu s BudapeStskou
dohodou dne 12. ledna 1995 poa pristupovym Cislem CRL11964.
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VZechna omezeni dostupnosti pro verejnost - takto uloZeného
vzorku budou zruSena, Jjakmile budou dany =zaruky udéleni

patentu pro tuto prihléasku.

Rizné formy protilatek anti-LT-f-R se . mohou také

pripravit standardnimi technikami rekombinantni DNA..(Winter
'a Milstein, Nature 349: 293-299, 1991). Napfiklad lze
vytvorit chimérické protilatky, ve kterych jsou domény
vazajicl antigen =ze zvifecil protilatky spojeny >s lidskou
konstantni doménou (Cabily a kol., US 4,816,567, Morrison
a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 8l: 6851-6855, 1984).
PEL klinickém pouZiti Dbylo pozorovano, Ze chimérické
protildtky redukuji imunitni reakci ‘vyvolanou zvifecimi
protilatkami pouZitymi u &lovéka. |

Kromé toho se mohou syntetizovat 1 rekombinantni
"humanizované protilatky"” rozpoznavajici LT-B-R.
Humanizované protilatky Jjsou chimérické molekuly obsahujici
v&t&inou sekvence lidského IgG, do nichZ byly vloZeny useky,
odpovidajicli za specifickqu vazbu s antigenem (nap?. WO
94/04679) . Zvitata se 1imunizuji poZadovanym antigenem,
odpovidajici protildtka se ©pak izoluje a odstrani se
variabilnil Usek zodpovédny za specifickou wvazbu s antigenemn.
Usek, odvozeny ze zvifeci molekuly, zodpov&dny za specifickou
vazbu s antigenem, se potom klonuje do vhodného mista v genu
lidské protiléatky, ze  kterého byia odstranéna oblast
specificky vazici antigen. Humanizované protilatky
minimalizuji uZiti heterolognich (mezidruhovych) sekvenci
v lidskych protilétkéch, a © tudiz S | ﬁnohem mensi
pravdépodobnosti  wvyvolavajl  neZadouci imunitni odpovéd
odetFovaného. ‘

Rlizné tridy rekombinantnich protildtek proti LT—B*R se

mohou pfipravit jako chimérické nebo humanizované protilatky

. e
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obsahujici  variabilni domény protildtek LT-Bf-R a lidskych
konstantnich domén (CH1, CH2, CH3) izolovanych z rlznych trid
imunoglobulint. Tak napf. protilatky anti-LT-B-R-IgM se
zvySenou valenci mist Vézajicich antigen . lze pripravit
metodami rekombinantni DNA tak, Ze se klonuje misto vazajici
antigen do vektoru, ktery obsahuje konstantni oblast lidského
u-fetezce (Arulanandam a kol., J. Exp. Med..‘l77: 1439-1450,
1993, Lane a kol., Eur. J. Immunol. 22: 2573-78, 1993,
Traunecker a kol., Nature 339: 68-70, 1989). |

Navic lze uZit standardni techniky rekombinantni DNA,
aby se zménila afinita vazby rekombinantnich protilatek
s antigenem, a to tim, Ze se zmeni aminokyseliny sousedici
s vazebnym mistem. Afinitu k antigenu u humanizovanych
protildtek lze zvy3it mutagenezi zaloZenou na molekuldrnim
mocdelovani. (Queen a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10029-10033, 1989, WO 94/04679).

MiZe byt také Zadouci zvySit nebo sniZit afinitu
protiladtek anti-LT-B-R. k LT-B-R podle typu cilové tkané nebo
v zavislosti na pfedpokladaném lécebném postupu.. Tak nap?.
z profylaktickych diivodu mtZe byt vyhodné oSetfovat pacienta
tak) Ze se pouZije konstantni hladina anti-LT-B-R se.spiienou
schopnosti pfendSet signal v signalni dréze LT-B-R. Inhibiéni
anti-LT-B-R se =zvySenou afinitou k LT-B-R mohou byt Zase

vyhodné pro kratkodobé o3etfovani.

Zdro]j protilatek proti_povrchovym ligandim LT

Jiné vyhodné provedeni vyndlezu se tykad pfipravka
a zpusobua, které obsahuji protildtky, namifené proti LT
ligandimn, kteréd pusobi jako éinidlo,blokujiéi LT-B-R. Stejné,
-jak se popisuje vySe pro protilatky anti-LT-B-R, protilatky

proti LT ligandim, u&inné jako ¢inidlo blokujici LT-B-R, Jsou
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polyklonéini nebo monoklondlni protilatky, a mohou se
modifikovat rutinnimi postupy, aby se modulovaly jejich
vazebné vlastnosti a imunogeniénost.

Protilatky anti-LT podle pfedklddaného vyndlezu mohou
byt namifeny‘individuélné proti jedné ze dvou podjednotek LT,
a to vCetné rozpustnych, mutovanych, zménénych nebo
chimérickych forem LT podjednotek. Pokud se uZije podjednotek
LT-a, Jje vyhodné, kdyi se vysledné anti-LT-a protilatky vazi
s povrchovym LT ligandem a_neréaguji kfiZové se secernovanym
LT-o ani nemoduluji aktivitu TNF-R (podle testu popsaného
v projednévané ptihldsce puavodce ¢&. US 08/505 606 podané
21. Cervence 1995).

Protilatky namifené proti | homomerickym (LT—B) nébo
heteromerickym (LT-a/B) komplexlm, sloZenym z jedné nebo vice
LT podjednotek, se mohou vytvofit a testovat na aktivitu
blokujici LT—B—R. Vyhodné je. jako antigen uZit komplex
LT-al/B2. Jak bylo jiZ zmindno vy%e, Jje vyhodné, kdyZ se
vysledné anti-LT-al/f2 protilatky vaZi s povrchovym LT
‘iigandem: a nereaguji kfiZové se secernovanym LT-o ani
nemoduluji aktivitu TNF-R.

Prpdukce polyklonalnich proti-lidskych protildtek LT-«
je popsédna v  JjiZ podané patentové prihlaSce puvodce
WO 94/13808. Také monoklonalni prgtilétky anti-LT-a
a anti-LT-B byly publikovény (Browning a kol., J. Immunol.
154: 33-46, 1995).
| My$i anti-lidské monoklondlni protilédtky anti-LT-B byly
ptipraveny postupem popsahYm v pojednavané = patentové
prihladce ptvodce WO 94/13808. Hybridomovad bunénd linie

B9.C9.1 produkujici my$i anti-lidské monoklondlni protilatky

2 X X

anti-LT-B B9 byla uloZena v American Type Culture Collection

(ATCC, Rockville, MD) v souladu s Budapeitskou dohodou dne

EX 2 X
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21. &ervence 1995 pod pfistupovym C¢islem HB11962.

Kre¢ci anti-my8i monoklondlni protilatky anti-LT-o/P
'BB.F6 byly pfipraveny postupem popsanym v JiZ podané
patentové prihlaSce puvodce WO 94/13808. Hybridomova buné&néa
linie BB.F6.1 produkujici k¥ec&c¢i protimy3i monoklondlni
protilatky anti-LT-a/B BB.F6 byla uloZena v American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) v souladu
s Budape3tskou dohodou dne 21. Cervence 1995 pod pristupovym
Cislem HB11963. VSechna omezeni dostupnosti pro vefejnost
takto uloZeného vzorku budou zruSena, Jjakmile budou dany

zaruky ud&leni patentu pro tuto p¥ihléasku.

PouZiti rozpustnych LTB-R-Ig k inhibici imunologickych funkci
povrchového komplexu LT. |

Nyni Jsme ukdzali ucinky poVrchového LT wvazebného
¢inidla, 'fizniho proteinu skléddajiciho se 2z extracelularni
domény my3iho LTB-R a kloubového useku, domén CH2 a CH3
lidského IgGl (LTB-R-Iqg), na vznik a charakter
imunoglobulinové odpovédi, na udrZeni Dbunécné organizace
sekundarnich lymfoidnich  tkéani vCetné Ucinkh na stav
diferenciace folikularnich dendritickych .buné&k é‘ formaci
zdrodelnych center, a na expresni hladiny adresinu, které

maji vliv na pohyb bunék.

Opakované injekce - LTB—R—Ig‘ my$im pozméfhuji  organizaci
lymfocytld ve sleziné a expresi funkénich markerll v buiikdch
marginalni zoény sleziﬁy

Zkoumal se ucinek povrchové blokady LT na struktu:u

sleziny tim, Ze se mySim podalo v Sesti po . sobé Jjdoucich

tydnech celkem $est injekci LTB-R-Ig. My$i se pak imunizovaly

se SRBC a 4 dny pozdé&ji se jim podala dalsi injekce LTB-R-Ig.
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Myéi' byly  usmrceny 10. den po injekci . SRBC.
Imunohistochemické =znadeni zmraZenych fezl sleziny odhalilo

nékolik histologickych zmén. Folikuly, které obsahuji

LX X2
L ]
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u normalnich my3i kompartment splenickych B bunék, nejsou po

»oéetféni LTB-R-Ig jiZ déle zFetelné vymezené. Misto toho Jsou
B bunky nynl organizovany v difdznim:- pasu obklobujicim
oblasti T bunék (obr. 28) a hranice mezi zdénami T a B bunék
je rozrusSena (obr. 2B). Na rozdil od toho u kontrolnich mysi
oSetfenych LFA-3-Ig jsou folikuly B bunék‘ve sleziné oddélené
a je jasné ohranideni mezi oblastmi T a B bun&k (obr. 2A).

U mnmy3i oSet¥fenych LTB-R-Ig <chybi exprese markera
bunééného povrchu rozpdznévanYch monoklonalnimi protilatkami

ER-TR-9 a MOMA-1 u dvou odlis3nych populacl makrofagl, které

sidli v marginadlni zéné sleziny. Je znamo, Ze ER-TR-9 znaci

marker na MZM (Dijkstra et al., Immunol., 55, 23-30, 1985)
a MOMA-1  zna¢i marker na metalofilnich makrofazich (Kraal
a Janse, Immunol., 58, 665-669, 1986) (obr. 2 D,F). Tyto
markefy jsou exprimovany na bunkdch u kontrolné& (LFA-3-Ig)
o3etfenych mysi (obr.v2 C,E). Exprese sialoadhezinu, dalSiho
markeru MOMA-1+ makrofadgll v my3i splenické margindlni zdén§,
u my3i o8etfenych LTPB-R-Ig také chybi (data nejsou uvedena) .
Prbtilétka MECA-367. vaZe adhezivni molekulu a sliznicni
adresin MAdCAM-1, pavodné popsany na endotelovych bunkach
Peyverskych platu, mezenterickych lymfatickych uzlinéach,
sliznici a lamina propria stfev (Briskin et al., Nature, 363,
461-464, 1993, Nakache et‘al., Nature, 337, 179—181, 12989) .
Exprese MAdCAM-1 byla popsdna v marginalni zéné sleziny
(pravdépodobné exprimovédno na endotelovych bufikach malych
termindlnich arteriol otevirajicich se do sinus marginalis)
a na retikulérni sitce v zarodelnych centrech {(Kraal et al.,

| Am. J. Pathol., 147, 763-771, 1995) (obr. 2G). ZnaCeni MECA
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367 Yez z my3i oSetfenych LTB-R-Ig ukdzalo, Ze exprese
MAJCAM~1 byla ve sleziné potlacena (obr. 2H).

Podobné& Jje abnormalné rozloZeno znaCeni protilatkou
ER-TR-7 (Van Vliet et al., Cytochem., 34, 883—890, 1986),
které vykresluije .populaci retikularnich  fibroblastu
v marginalni zéné (obrazek 2I), a je silnéj3i v bilé drfeni
zvifat o3etfenych LTB-R-Ig neZ LFA-3-Ig (obr. 2J).’ Znény
pozorované u my$i oSetfenych LTB-R-Ig byly nezdvislé na
expozici antigenu, protoZe vzorec znaceni byl totoiny

s neimunizovanymi my3mi oZetfenymi LTB-R-Ig (data neuvedena) .

Ve slezindch my3i oSetfenych LTB-R-Ig je odstranéno vytvafeni
zarodeénych center a folikuldrni dendritické bunky nejsou
detekovany

Aby se urcilo na histologické drovni, zda opakované
injekce LTB-R-Ig myéim ovlivAuji imunitni odpov&d na SRBC,
provadéla se analyza tvorby zarodecnych centef (GC)
é distribuce folikularnich dendritickych bun&k (FDC) Jako
odpovéd na antigenovy podnét ("antigen priming"). ZmraZené
Fezy sleziny z my3i, které byly predem o3etfeny nékolikrét
LTB-R-Ig nebo LFA-3-Ig, 7jak bylo popséno na obr. 2, byly
oznaceny arasidovym aglutininem (PNA), aby se vyznacila GC
a protilatkou FDC-M1, aby se detekovala FDC, bun&Znd sloZka
vyZadovana pro tvorbu GC (Schriever a Nadler, Adv. Imnmunol.,
51, 243-284, 1992, Tew et al., Immunol. Rev.,(ll7,'l85—2ll,
1990). Bylo také ukazano, Ze pro tvorbu GC Jje kriticka
interakce ligandl CD40-CD40 (Foy et al., J. Exp. Med., 180,
157-163, 1994). Pro srovnani byla skupina my3i oSetfena
s MR1, anti-my3$i protilatkou ligandu CD40, nadsledujici
injekéni protokol, u kterého bylo jiZ dfive prokazano, Ze

inhibuje tvorbu GC (Han et al., J. Immunol., 155, 556-567,
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1995). 10 dnt po podnétu SRBC se u my$i oSetfenvch kontrolnim
proteinem‘LFA~3~Ig vyvinuly ve sleziné cZetné GC zvyréznéné
PNA (obr. 3A). GC nebyly detekovany ve slezind my$i
oSetfenych LTB-R-Ig nebo MRl (obr. 3 B,C). Ale udinek MRl
‘a LTB-R-Ig mdZe byt rozliden dvéma dal3imi pozorovanimi
znaeni na FDC (FDC-M1) v GC (obr. 3D) chybi ve slezinég mysi
oSetfenych LTP-R-Ig (obr. 3E), ale je stédle pritomné ve
sleziné my3i oSetfenych MR1 (obr. 3F). Podobnad pozorovani
byla uc¢inéna za pouZiti protilatky FDC-M2 pro oznaceni FDC
(data neuvedena). Tak oS3etFfeni LTB—R—Ig ma =za néasledek
fenotypové zmény FDC ve sleziné a selhéni tVorby GC.

Kromé oznaCeni GC, PNA také znac¢li marginidlni zénu ve
sleziné normdlnich my3i. Takové znaceni bylo také pozorovano
u mysi oSetfenych LFA-3-Ig (obr.. -3A) a MRl (obr. 3C), ale
chyb&lo ve sleziné my3i odetfenych LTB-R-Ig (obr. 3B). '

Ukdzalo se, Ze exprese sialoadhezinu, MOMA-1, ER—TR—9,
ER-TR-7 a MAdCAM-1 ve sleziné my$i oSetfenych MR1l, byla také
normadlni (data ﬁeuvedena), co? dale . odliéovalo molekularni

uc¢inky interference se signalizaci pro CD40 a LTB-R.

Kinetika alteraci vyvolanych LTB-R-Ig v organizaci lymfocytl
sleziny a exprese markerl bunék margindlni zdény

Byl analyzovan pocet injekci LTB—R—ig vyZadovanych pro
ovlivnéni organizace lymfocytll a exprese markerl bunék
marginalni zény ve sleziné. My3i Dbyly injikovany 1i.p.
LTB-R-Ig bud jednou nebo nékolikrét, jak uvedeno v tabulce 1.
Nékteré mysi byly poté imunizovany také SRBC v den posledni
injekce LTP-R-Ig. Na zmraZenych Ffezech ze slezin o3etfenych
mysi se hodnotila exprese B220 a CD4 na B a T bunkach
a znadeni s PNA- (pro GC) a MECA367 (pro MAdCAM-1), MOMA-1,

ER-TR-9 a FDC-Ml. Ukazalo se, Ze kinetika vymizeni znaleni
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metalofilnich makroféagl, makrofégﬁ margindlni zdény, MAdCAM-1,
GC a FDC, je rozdilna.

Jedna injekce LTB-R-Ig Je postadujici pro eliminaci
znac¢eni MAdCAM-1 o tyden poédéji. Po tfe¢h injekcich LTB*R—Ig
v tydennich intervalech neni detekovano znaCeni na GC a FDC
a kompartmenty lymfocytlh T/B Jjsou rozruSeny. Ke zrudeni
znac¢eni metalofilnich makrofagll jsou vyZadovany minimélné
¢tyfi 1injekce LTB—R—Ig. Zest injekci LTB-R-Ig neodstrani
Uplné znaceni makrofiagl margindlni zdény protiléﬁkou ER-TR-9

(také zobrazeno na obr. 2 D).

Presnéjsi analyza rychlé inhibice znadeni MOMA-1,

MAdCAM-1, FDC-M1, FDC-M2 a CRl po jedné injekci LTPB-R-Ig se

provadéla v nepfitomndsti antigenu (tabulka 2).

Tabulka 2: pfesné nacasovani ac¢inku LTB-R~-Ig na znacCeni

MOMA-1, MAACAM-1, CR1, FDC-M1 a FDC-M2

DNY PO JEDNE INJEKCI LTBR-R-Ig

0 1 3 5 710 14

MOMA-1* +++  FH+ HH+ H ++  ++ O+
MAdCAM-1* +++ +/- - - - - -
CR1* - R A 4+ ++ ++ 4

FDC-M1* tHE /- - - - - -

FDC-M2* +++ /- ~ ~ - - -

My3i Balb/c, 5-6 tydnd dostavaly jednu i.p. injekci 100 pg
LTR-R-Ig nebo lidského Ig. MyS$i z kaZdé skupiny byly usmrceny v den
0,1,3,5,7,10 a 14. ZmraZzené Yezy sleziny byly znaceny
nasledujicimi protilatkami: krysi proti mysSim metalofilnim
makrofagim (MOMA-1), krysi anti-my3i MAdJCAM-1 (MECA 367), krysi
anti-mysi FDC (FDC-M1l), krysi anti-mysi FDC (FDC-M2) a biotinem
znaCenou krysi anti-my3i CR1, nésledovanc mysi anti-krysi Ig-
peroxidazou (MOMA-1, MAdCAM-1, FDC-M1 a FDC-M2) nebo peroxidiazou
znaCenym streptavidinem (CR1). o
* - Intenzita znacdeni se urcovala okem: normalni znaceni +++,
sniZené . znaceni ++, slabé znacdeni + a Zadné znaceni -. Intenzita
zna¢eni na rezech z neosetfenych zvirat a zvirfat oSetfenych s LFA-
3-Ig byla bréana jako referencni pro normdlni znaceni. Analyzovaly
se tezy z alespoifi 2 zvifat na skupinu.
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My5i Balb/c, které obdrZely jednu i.p. injekci LTB-R-Ig,

‘byly usmrcovany kaZdy den po dobu ¢&trnacti dni po injekci

a jejich sleziny byly odiaty a zmraZeny. ZmraZené fezy
sleziny byly znaceny s MOMA-1, anti-MAdCAM-1 (MECA-367) a FDC

specifickymi reagenciemi: protildtkami FDC-M1, FDC-M2

a anti-CR1. Jeden den po injekci LTB~R-Ig bylo znac¢né sniZeno

znaceni s reagenciemi anti-MAdJCAM-1, FDC-M1 a FDC-M2

(tabulka 2). Rychlej§i inhibice znaceni FDC-M1l v tomto pokuse

‘ve srovnani s vysledky popsanymi v tabulce 1 muZe byt

zplsobena intenzitou znadeni FDC-M1, ktera Jje silné&jsi
U imunizovanych zvifat. Znadeni na CRL bylo detekovatelné

stdle po 14 dnech, coZ svéd¢ilo pro to, Ze FDC byly stéale

pfitomny 3. den po o3etfeni s LTB-R-Ig, ale Ze byla potlaéena‘

exprese markert detekovanych s FDC-M1l a FDC-M2. Tak oSetfeni
LTR-R-Ig zménilo fenotyp FDC. A nakonec, znafeni MOMA-~1 bylo
14. den snizZeno, ale stale detekovano. |

Opakované oSetfeni LTBfR—Ig inhibuje = expresi adresinu
v lymfatickych uzlinach

VydetFovali jsme expresi adresinu v LN u potomkl

nadasovand bfezich my3i Balb/c, kterym bylo injikovéano i.v.

14. a*17. gestacéni den 200 ug p;oteinu "receptor-Ig". Po
narozeni byli potomci bud neoSetfeni nebo byli jédnog tydné
injikovani 100 pg LTP-R-Ig, TNF-R55-Ig nebo LFA-3-Ig i.p.
Hladiny fuznich proteind ztstavaly béhem Zivota na 10 ug/ml
nebo vy3e, jak urdovano testem ELISA (data neuvedena).
Imunohistochemické zna&eni s MECA367 a MECA79 ukazalo,
Je MAdCAM-1 a adresiny perifernich LN byly zcela chybeéjici
v mezenterickych LN mySi oéétfen?ch b&hem Zivota s LTP-R-Ig
(obr. 4 A,B). Sakralni LN té&chto my3i také postradaly expresi

viech adresinQl a cervikalni lymfatické uzliny a iliakalni

LI (2]
L X J
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uzliny nevykazovaly znaeni na periferni lymfatické uzliny
(PNAd) (data neuvedena). Utlumeni ekpreée adresind bylo
reverzibilni, protoZe exprese se v normdlni hladiné obnovila
u zvirat, ktera byla oSetfena pouze in utero (obr. 4 G,H).

U my3i oSetfenych béhem Zivota se 100 pg/tyden TNF-R55-Ig

nebo LFA-3-Ig, =zUstala exprese adresinu v LN srovnatelna

s expresi u neoSetfenych mysi (obr. 4 C,D,E,F).

Lokalizace B lymfocytd a exprese makrofagovych markeru je
zménéna v LN my3i o3etfenych LTB-R-Ig

Protilatky, které véioq markery na populacich makrofagh
v lymfatické wuzliné (LN) subkapsulédrniho sinu (analogické
k margindlni zéné sleziny), ‘byly ‘poﬁiity pro provedeni

imunohistochemické analyzy LN odebranych z my3i, které byly

oéétfeny béhiem geStace a kontinuadlné po porodu, Jjak bylo

popsano pro obr. 4 s .LTB—R—Ig, TNF-R55-Ig nebo LFA-3-Ig.
Fluorescenc¢ni snimky se analyzOvaly za pouziti software pro
obrazovou analyzu. Ukazalo se, Ze exprese sialoadhezinu Je

sniZena v LN mys§i o8etfenych s rozpustnym LTB-R-Ig

(obr. 5 B), ale ne v LN wmy$i- TNF-R55-Ig nebo LFA-3-Ig

(obr. 5 E, H). V LN my3i o8etfenych LTB-R-Ig byla stéale
detekovana exprese MOMA-1 na makrofazich v subkapsuldrnim
sinu (obr. S5 C). _ .

Byly také vyhodnoceny uc¢inky kontinuadlniho o3etfeni

LTR-R-Ig na organizaci lymfocytd v LN. Rezy LN byly znadeny

s mAb specifickymi pro B bunélny marker B bunék B220 a marker

T bunék CD4. Aby se identifikovaly oblasti ptekryvu T a B

bun&&nych zdén, pouZila se obrazovd analyza. OSetfeni LTB-R-Ig

zpusobilo rozru$eni B bunéénych folikulld tak, Ze B buiiky byly
pfitomny v difuznim pasu na vné&jdim okraji T bunélné oblasti

(obrazek S5 A). Navzdory rozrudeni své folikuldrni struktury
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nebyly B bunky pfitomny v T bunéénych oblastech LN, mnisto
tohb se objevily v oblastech, které nejsou normadlné obsazeny
lymfocyty. Velmi podobny obraz T a B bunélného znaceni byl
pozorovan u my3i oéetféhYch béhem Zivota se 100 pg/tyden

TNF-R55-Ig, ale ne u my3$i oSetfenych LFA~-3~-Ig (obr. 5 D).

B bunécné folikuly byly opét = rozruseny a B bunky bylyi

pfitomny v oblastech LN, které obvykle neobsahuji lymfocyty.

Prekryv B buhék T bufikami nebyl pozorovan.

O3etfeni my$i LTB~-R-Ig inhibuje protilédtkovou odpovéd’.IgM
a IgG

Selhani tvorby splenickych GC ‘po podndtu SRBC u my3i
oéetfenYch nékolikrat LTB-R-Ig (jako na obr. 3) svédiilo pro
zmény v humoralni imunitni odpovédi u téchto my3i. Aby se to

otestovalo pfimo, dostaly dospélé mysSi Sest injekci, jednu

tydné&, LTB-R-Ig nebo LFA-3-Ig, a poté ndsledoval podnét SRBC.

My3im se odebrala krev 7. a 14. den po‘imunizaci a analyzovai
sé vyskyt SRBC-specifickych IgM a IgG v séru za fpouiitik
hemaglutina&nich testfi. Sedm dni po imunizaci SRBC byl titr
IgM normélni, ale odpoved IgG Je zﬁaéné sniZena u mySi
o8etfenych LTB-R-Ig ve srovnéﬂi s mySmi oSetfenymi lidskym Ig
nebo PBS (obr. 6 A). 14. den po imunizaci je3t& stale neni
detekovan SRBC specificky IgG v séru my3Si o3etfenych LTB—RfIg
a titr SRBC specifického IgM je u téchto my3i také sniZen
vice neZ na polovihu ve srovnani s mySmi o3etfenymi lidskYm
Ig nebo PBS (obr. 6 A).

Deset  dnu po podnétu SRBC jsou detekovana GC ve
slezindch my$i oSetferiych jednou nebo dvakrat s LTB¥R—Ig, ale
potet GC je znacné sniZen ve srovnani s kontrolami (tabulka
1). KdyZ my3i dostali dvé injekce LTB-R-Ig,. prvni injekci
tyden pfed podnétem SRBC a druhou injekci v tYZ den jako
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injekci SRBC, Jje inhibice'odpovédi'IgM a IgG na SRBC 7. a 14.
(obr. 6 B) den podobnd odpové&di detekované, kdyZ mySi dostaly
‘opakované injekce LTR-R-Ig (obr. 6 A). 30. den po imunizaci
SRBC-specificky IgG neni detekovan a hladiny IgM jsou sniZeny
o vice neZ 80 % ve srovnani.s kontrolami (obr. 6 B). Tyto
postupy ofetfeni LTP-R-Ig maji tedy za nasledek kompletni
inhibici odpov&di IgG a zkracenou/sniZenou odpoved IgM
vzhledem ke kontrolam. ) » /

‘Kdy? my5i dostaly jednu injekci LTB-R-Ig v tyZ den, Jjako
podnét SRBC, byly hladiny odpovédi IgM a IgG na SRBC 7. den
srovnatelné s odpovéddi kontrolnich skupin (obr. 6 C). AvSak
24. den po imunizaci jsou titry IgM a IgG sniZeﬁy o 30 %.
34. den po podn&tu SRBC je titr SRBC-specifického IgM.sniZen
o 50 % ve srovnani s kontrolnimi skupinami a SRBC—Specificky
IgG nebyl detekovan (obr. 6 C). Tato data ukazuji, Ze
protokol oSetfeni LTB-R-Ig m&l za nasledek zfetelné
skraceni/sniZeni hladin odpovédi IgM a IgG, tedy Ze oSetrfeni
LTB-R-Ig mlZe inhibovat humoralni odpovéd, kterd 3JiZ byla

iniciovana.

Nemoci zprostfedkované protilatkami

Mnoho  organove specifickych a nultisystémovych
autoimunitnich stavi je spojeno s patblogickou protildtkovou
,odpovédi. K takovym stavim patfi: myasthenia gravis,
autoimunitni hemolytickd anémie, Chagasova nemoc, Gravesova
nemoc, idiopaticka trombocytopenické purpura (ITP), sysfémovy
lupus erytematodes . (SLE), Wegenerova granulomatdza,
polyarteriitis nodosa a rychla progredujici srpkova
glomérulonefritida (viz Benjamini et al., Imunology, A Short

Course, Wiley-Liss, New York, 3. vyd., 1996).
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AZkoliv etiologie SLE Jje neznama, je' dosti znamo
d imunologickém mechanismu zodpovédnym za poiorované
patologické zmény. Pacienti se SLE tvori z neznémého.dﬁvodu
protiladtky proti jadernym sloZkdm téla.  (antinuklearni
protildtky (ANA)) Jmenovité proti ndtivni‘dvojvléknové DNA.
Pritomnost té&chto protildtek koreluje klinicky nejlépe
s patologii rendlniho postiZeni u SLE. Tyto protilatky tvofi
komplexy s DNA zjevné pochédzejici z rozpadu normalni tkane,
a jako u kaZdé nemoci s imunitnimi agregaty, fyto komplexy
tvori depozita zachycena na bézélni membrané glomerui&, ve
stdnach arteriol a v kloubnich synoviadlnich prostorech. Tyto
komplexy aktivujil komplementovou kaskéadu a pfitahuji
granulocyty. Naslednd zé&nétliva reakce je charakterizovana
jako glomerulonefritis, s stlédnYm proskozenim ledvin
vedoucim k proteinurii a hematurii. '

Lupusova nefritida byla studovédna na my3ich modelech po
desetileti. V souasnosti byla na takovém modelu vyhodnocena
terapeutickd uZinnost reagencie specifické pro nysSi ligand
CD40 (Mohan et al., J. Immunol., 154, 1470-1480, 1995). Bylo
~ ukéazano, Ze _ akcelerace lupusu pfenosem  bunek, které
vyvolavaji tvorbu patogennich protildtek in Vivo, byla
inhibovéna podavéanim monoklondlni protilatky, ktera blokuje
interakce ligandu CD40/CD40. Navic kratkad 1lécba mySi
s lupusem protildtkou anti-ligand CD40 mela trvaly prospés3ny
udinek na Jjejich spontanni nemoc dlouho poté, co Dbyla
protilatka odstranéna z jejich organismu. Pokus naznacoval,
e patogenni B buifiky nemohly tvofit protiléatku dokonce jesté
9 mésicl po léébé,‘ co? své&d&i pro oddaleni expanze
autoimunitnich pamétovych B bunék‘,s diisledkem dlouhodobé
l1écebné prosp&inosti. ProtoZe Jsme ukadzali, Ze reagencie,

které blokuji interakce LTaf/LTB-R in vivo inhibuji vznik




protilatkové odpovédi, méni fenotyp FDC a tvorbu zarodecnych
center zapojenych do optimé&lni generaCe paméti B bunék, budou
LTafB/LTB-R blokujici reagencie tohoto vynalezu pouZitélné pro
1éZ¢bu nebo prevenci SLE. |

Normalni imunitni odpovéd na nékteré patogenni infeké&ni
&inidlo také vyvolava autoprotildtkovou odpovéd, ktera se
miiZe stat nadmérnou a predstavovat lécebny problém.  Jednim
pfikladem je Chagasova nemoc, zanetliva kardiomyopatie, ktera
se rozviji u &lovéka a pokusnych zvifat s chronickou infekci
Trypanosoma cruzi. ~Z moinych mechanismd zapojenych do
patogeneze lidské Chagasovy kardiomyopatie dostalo v soucasné
dobé podstatnou experimentalni podporu vyvoldni autoimunitni
odpovédi specifické pro srdce. Neddvna studie (Tibetts
et al., J. Immunol., 152, 1493-1493, 1994) zjistila, Ze
protilatky specifické pro srdelnil antigeny jsou tvoreny
u my3i C57Bl/6 se srdecni nemoci, které jsou infikovany
T. cruzi. PFi infekci brazilskym kmenem T. cruzi se u mysi
C57B1/6 rozviji kardiomyopatie, kterd je histologicky podobna
kardiomyopatii pozorované u chronicky infikovanych 1idi.
Antiséra téchto my3i reaguji se trfemi érdeénimi antigeny,
zatimco my3i C57Bl/6 infikované kmenem Guayas T. cruzi,

u kterych se kardiomyopatie nerozviji, takové protilatky

netvori. Tato data naznacuji, e tyto protilatky Jsou
specifickymi - markery kardiomyopatie. Schopnost ¢inidla
blokujiciho LTB-R inhibovat- podkozeni ' zprostfedkované

‘autoprotildtkami niZe byt ted§ ur&ena na takovém modelu
hlodavcu.

Dal3im prikladem bunééného poskozeni autoprotiléatkami,
které vzniké Jjako nasledek urcitych infek&nich nemoci nebo
z jinych neznamych davodd, jJe idigpatické trombocytopenicka

purpura (ITP). U tohoto stavu maji protildtky namifené proti




desti¢kédm za nésledek zniceni destiéék. (komplementem nebo
fagocytarnimi bunkami s receptorenlch nebo C3b), coZ mizZe
vést ke krvaceni. Lé&iva, kterd budou inhibovat takové
autoimunitni reakce zprostfedkované protilédtkou invvivo, jako
je LTB-R blokujici ¢inidlo tohoto vynéalezu - které inhibuje
vznik protilétek, budou rovnéZ uZitedna k 1&4&b& nebo prevenci
t&chto autoimunitnich nemoci.

Normalni imunitni odpovéd na nékterd patogenni infekéni
¢inidlo také vyvolévé.hypersenzitivni reakce, které se mohou
stat nadmérnymi a samy o sobé pfedstavovat lécebny problém.
‘Nejbéznéjéi p¥iklad precitlivélosti I. typu e alergiéké
reakce. Ta Je zprostfedkovana protilatkami IgE, kterée se
vazZou prostfednictvim jejich Fc Gadsti na receptory na Zirnych
bufikdch a bazofilech, aby spustily uvolnéni farmakologicky
aktivnich = latek, které zprostfedkovavaji anafylaxi. ITP
a GoodpastureQtv syndrom Jsou né&kdy povaZovany za reakce
II. typu, které nastavaji, kdyZ se protilatky IgM nebo IgG
vaZou na 'vantigen na bunécném povrchu a aktivuji
komplementovou kaskadu. Granulocyty jsou poté pfitahovany do

mista aktivace a podkozeni uvolnénim lytickych enzymi

z jejich granul ma za nasledek znideni bunék. Revmaticka

artritida se povaZuje za disledek reakce precitlivélosti
III. typuy, zprostFfedkované imunitnimi - komplexy antigenu
(v tomto pripadé& revmatoidniho faktoru, autoprotilatky IgM),
kterd se vaie na Fc East normélniho IgG. Tyto . imunitni
komplexy se ufastni vyvolanil zaneétu kloubll a° poékozeni
charakteristického pro tuto nemoc. ProtoZe tyto patologie
jsou zprostfedkované Céasteclné protildtkami, 1léc¢iva, ktera
budou inhibovat wvznik protilatky, jako je LTB-R blokujici
&inidlo tohoto vynédlezu budou rovn&Z uZitelna pro lécbu nebo

-

prevenci téchto nemoci.
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Lecenl podavanim &inidla blokujiciho LT-B-R

Pfipravky podle vynadlezu se budou podavat v ucinné davce

k  léceni uréitych  klinickych stava. Urceni vyhodneho

farmaceutického pfipravku a terapeuticky 0&inné davky

a re?imu pro urdité pouZiti je plné zvladnutelne a v ramci

sou&asného stavu oboru, napf. pokud se vezme v uvahu hmotnost
pacienta, rozsah poZadovaného lécCeni, tolerance pacienta.
Davky v hodnoté 1 mg/kg rozpustného LT-Bf-R Jjsou vhodnym
vychozim bodem pro optimalizaci lécebnych davek.

Vhodné terapeuticky udinné davky se také‘mohou stanovit
provedenim pokust in vitro, ve kterych se mé&fi koncentrace
ginidlo Dblokujiciho LT-B-R potfebna k ‘Vysyceni -povrchu
éilonch bundk (v zavislosti na <&inidle bud buiky pozitivni
na LT-B-R nebo LT ligand) béhem 1 aZ 14 dnil. Test zaloZeny na
sledovani vazby lidand—receptor popsany v projednévané
‘p¥ihla3ce plvodce &. US 08/505 606 podané 21. éervenée 1995
se miZe pouZit ke sledovéni reakce vysycovani povrchu bunék .

Buiiky pozitivni na LT-B -R nebo LT ligénd se daji separovat od

populace aktivovanych lymfocytl pomcci FACS. Na ~zakladé

vysledkll testl in vitro lze stanovit  vhodny rozsah
koncentraci &inidla blokujiciho LT-B-R pro dal3i testovani na
zvitatech zpﬁsobem‘popsanYm ve vynalezu.

Podavani rozpustnych molekul LT-B-R, protilatek
anti—LT—ligand a anti-LT-B-R podle vynadlezu, samotnych nebo
kombinovanych, vcetné izolovanych a purifikovanych forem

protilatek nebo komplexl, Jjejich soli nebo farmaceuticky

pFijatelnych derivatl, 1lze provadst obvyklym zptsobem pro-

podavani latek s imunosupresivni aktivitou.
Farmaceutické pripravky pro tuto terapii mohou byt

v fﬁanch formach. To znamend nap?¥. tuhé, polotuhé nebo
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tekuté 1lékové formy Jjako napf. tablety, pilulky, préasky,
roztoky nebo suspenze, <¢ipky, injekéni a infuzni roZtQky.
Vyhodna forma zavisi na poZadovaném zpUsobu podavani
a terapeutickém pouZiti. Zpusocby ‘podévéni zahrnuji zplhsob

parenterdlni, perordlni, subkuténni, intravendzni, intralézni

- (do po&kozeného mista) a topicky.

Rozpustné molekuly LT-B-R, ligandy anti-LT a protilétky

anti-LT-f-R podle vynadlezu se mohou napf. pfidat do

sterilniho izotonického pfipravku, bud s anebo bez kofaktorul
stimulujicich pfijem nebo stabilitu. Prfipravek Je vyhodné
tekuty nebo lyofilizovany prasek. Pfipravek se z rozpustnych
molekul LT-B-R, ligandd anti-LT a protildtek anti-LT-B-R
podle vynadlezu vytvofi mnapf. tak, Ze se nafedi pufrem, ktery
obsahuje 5,0 mg/ml monochydratu kyseliny citronové, 2,7 mg/ml
citratu trojsodného, 41 mg/ml manitolu, 1 mg/ml glycinu
a 1 mg/ml polysorbatu 20. Tento roztok se lyofilizuje,
uskladni zamraZeny a rekonstituuje pred pouZitim sterilni
vodou pro injekce (viz lékopis USA).

Ptipravek také wvvhodné obsahujé obvyklé farmaceuticky
prijatelné noside, dobfe zndmé v oboru (viz napf. Remington
Pharmaceutical Sciences, 16. Vyd., 1980, Mac Publishing
Company). Takové farmaceuticky pfijatelné nosice =zahrnuji
daldi farmaceutickad C¢inidla, nosice, genetické nosice,
adjuvans, excipienty a dal3i, napf. lidsky sérovy albumin
nebo prepardty =z plazmy. Pfipravek Je thodné v podobé
jednotkové lékové formy a podava se jedénkrét nebo vicekrat
denné.

Farmaceuticky p¥ipravek podle vynédlezu lze podavat také
pomoci mikrosfér, lipozom nebo  jinych mikroéésticovych
systémnll anebo retardet umisté&nych primo v . ovliviiovaném

organu, v jeho blizkosti anebo v jiném spojeni s nim, nebo
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v krevnim obéhu. VhodnYm pfikladem takové lékovéﬂ formy
s prodlouZenym uvolnovanim léciva je semipermeabilni
polymerni matrice formovanad do tvaru Eipkl nebo mikrotobolek.
Implantovatelné nebo v mikrotobolkach pouzZitelné matrice
zahrnuji polylaktidy (U.S. patent ¢&. 3,773,319, EP 58,481)
kopolymery kyseliny L-glutamové a etYl—L—glutamétu (Sidman
a kol., Biopolymers 22: 547-556, 1985}, pdly—z—hydroxyetyl—
metakrylatu nebo etylvinylécetétu (Langer a kol., J. Biomed.
Mater. Res. 15: 167-277, 1981, Langer, Chem. Tech. 12: 98-
105, 1982). | |
Lipozomy obsahujici rozpustné molekuly LT-B-R, ligandy
anti-LT a protilatky anti-LT-B-R podle vynalezu, samotné nebo
v kombinacich, se pfipravi v oboru dobfe znamym zpﬁsobém
(viz napf. DE 3,218,121, Epstein a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 82: 3688-3692, 1985, Hwang a' kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 77 14030—4034, 1980, U.s. patenty
&. 4 485 045 a 4 544 545). Lipozomy jsou obvykle malého (200
a? 800 Angstrom) Jjednovrstevného typu, a obsah lipidd je
vy33i neZ 30 % (moléarnich) cholesterolu. Podil cholestrolu se
vybere tak, Ze urluje optimalni miru uvoliiovani rozpustnych
molekul LT-B-R, protiladtek anti-LT-ligand a anti-LT-f-R.
Rozpustné molekuly LT-B-R, ligandy anti-LT a protiléatky
anti-LT-B-R podle vyndlezu se mohou pfipojit k' lipozomim
obsahujicim jina &inidla blokujici LT-B-R, imunbsupresiva
nebo cytokiny modulujici aktivitu blokujici LT-B-R. Navazani
rozpustnych molekul LT-B-R, ligandd anti-LT a protilétek
~anti-LT-B-R se provede znémym zesitujicim ¢inidlem jako hapf.
heterobifunkeni zesitujici &inidlo, které se wiiva pro
navazani toxint nebo chemoterapeutickych agens na protilatky
pro cilené podavani. Konjugace s lipozomy se da také

uskutecénit uzitim zesituji@iho ginidla - zacileného na




sacharidy, tj. 4-(4-maleimidofenyl)hydrazidu kyseliny méaselné
(MPBH) (Duzgunes a kol., J. Cell. Biochem. Abst. Suppl. 16E
77, 1992).

Vyhody terapeutickych ptipravkul obsahujicich ¢inidlo
blokujici LT-B-R

Cinidla blokujici LT¥B—R pbdle vynalezu Jjsou schopné
selektivné inhibovat imunitni éfektorové mechanismy. Inhibice
imunity zprostfedkované protilétkaﬁi je inhibovéna riznymi
mechanismy v&etné& regulace vytvafeni GC‘ovlivﬁovénim funkce
FDC. Jak protilatkami zprostfedkované imunita tak 1 bunééné
imunita jsou castecné ‘inhibovany regulaci exprese adresint
a tim ovliviiovanim pohybu a umistovani lymfocytl. Takie
finidlo blokujici LT-B-R bude uZitené pro léZeni stavi,
které jsou exacerbovany aktivitawi protildtek nebo aberantni
expresi adresinu. Schopnost selektivné potlacovat  takto
zprostfedkovanou imunitni odpovéd -je uZitecna pro léceni
abnormalit riznych typl bunéléné imunitni “odpovédi, vcCetné
riznych autoimunitnich a chronickych zanétlivych stavﬁ. |

Jak bylo zminéno Jiz vyse, léceni takto
zprostfedkovanych imunologickych stavi vyuZiVé imunomodulacni
a imunosupresivni ¢inidla, kterd maji pleiotropni ucinek na
giroké spektrum bun&nych typld a imunitnich odpovédi. Tato
nespecificka imunosupresivni ¢inidlo  jsou zpravidla
vyZadovana ve vysokych aiéasto,i cytotoxigk?ch davkach, které
zptsobuji fadu vedlej$ich ucinku.

Schopnost ptipravku, ktery inhibuje protilatkovou
odpovéd, mirnit patolegickou imunitni odpové& je
dokumentovana a podporovana soucasnym  vyzkumemn lupus
nephritis u my8i. V této studii bylo ukazano, Ze podéani

protilatky, kterd Dblokuje dradhu  CD40/CD40L, inhibuje
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akceleraci lupus nephritis indukovanou . p¥enosem bunék
indukujicich produkci patologickych protiladtek in vivo, a ma
trvale prospédny vliv na na sponténni nemoc jéété dlouhou

dobu poté, co byla protilatka odstranéna ze systému. Tato

data ukaiuji, Ze ¢inidla blokujici LT-B-R podle vynalezu jsou .

uzitednd pro potlaceni odvrZeni bunék tkafiového Stépu nebo
organového transplantétﬁ, nebot inhibuji procesy vedouci ke
vzniku protilatkové odpovédi. ‘

Cinidlo blokujici LT-B-R v pfipravku a zplsobu podle
vynadlezu se nmiZe modifikovat, aby se dosédhlo poZadované
Grovné signédlni drahy LT-B-R v zavislosti na stavu, poruse
nebo nemoci, kterd Jje 1léc&ena. Lze pfedvidat, Ze absolutni
Uroven signdlni drédhy LT-B-R miZe byt jemné nastavena tim, Ze
se budou ménit koncentrace a afinity (k prisludSnym
molekuldrnim ciltm) &inidel blokujicich LT-B-R.

Naptiklad v Jednom provedeni vynalezu Je ’pfipravek
obsahujici rozpustné molekuly bLT—B—R podan subjektu.
Rozpustny receptor LT-B-R ucinné souté&Zi s receptory LT-B
na povrchu bunék o navazanl povrchovych ligandl. Schopnost
kompetice s povrchovymi ligandy Jje zavisld na ‘relativnich
koncentracich rozpustnych LT-B-R a molekul LT-B-R na punééném
povrchu, a také na jej}ch relativnich afinitéach pro_véééni
ligandu. ‘

Rozpustné molekuly nesoucl mutace, které zvyéuji‘ nebo
snizuji vazebnou afinitu daného mutovaného rozpustného LT-B~-R
k povrchovému ligandu, se mohou vyLvoEit technikami
rekombinantni DNA, odbornikovi dobfe .znémYmi. Velky pocet
molekul s mistné cilenymi nebo ndhodnymi mutacemi se mniZe
testovat na svou schopnost pusobit jako ¢inidlo blokujici
LT-B-R  uZitim rutinnich  pokust a zplisobll popsanych

v predkladaném vynalezu.
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Podobné v jiném provedeni vyndlezu protildtky namifené
proti LT-B receptortim nebo proti jedné &i vice podjednotkam
LT ligandd pusobi jako &inidlo blokujici LT-B-R. Schopnost
téchto protiléatek b;okovat signdlni drahu receptoru LT—B se
miZe modifikovat ' mutaci, chemickou modifikaci nebo Jinym
zplUsoben, ktery miZe zménit Gcinné koncentrace nebo aktivity
protilatky podané subjektu. |

Schopnost omezit signalizaci (sniZit aktivitu signalni

drahy) LT-B-R, aniZ by se pfitom uplné& inhibovala, muZe byt

dtleZitd pro vytvoreni nebo udrZeni redukované hladiny

signalni drahy LT-B-R, kterd podporuje normalni imunitni
funkci zatimco inhibuje imunitni odpovédi; které prevyduji
normalni Uroveinl nebo jgou jinak abnormalni.

Po3kozenil genu LTQQ u myéi vede k aberantnimu vyvoji
perifernich lymfoidnich orgénﬁ.(DeTohgi a kol., Science 264:
703-707, 1994). Takovéto my$3i postradaji lymfaticke uzliny
a v jejich slezinach chybi ve folikulech obvykle zcela Jasna
hranice mezi oblastmi bohatymi na B buiiky a T bunky. Véfime,
e tento fenotyp je spojen se ztratou signalni dradhy LT-B-R
indukované povrchovymi LT, protoZe podobné fenotypy nebyly
pozorovany, kdyZ se modulovala aktivita TNF-R. Schopnost
selektivnd nebo &astednd blokovat dradhu LT-f-R mlZe Dbyt
uZitecdnd pro léceni abnormalniho vyvoje lyﬁfoidnich orgénﬁ
v diisledku chronickych zanétd spojenych é chybnou nebo
‘nadmé&rnou expresi v signalni drdze LT-B-R.

Prdtilétky jsou rozhodujici mediatory imunitni odpovedi
na  patologicka éinidlo;i Absolutni inhibice protiléatkové
odpovédi mlZe byt tedy =za urcitych okolnosti neZadoucl.
Naprtiklad prqtilétky jsou vyZadovany pro zprostfedkovani
rezistence na infekce extracelﬁlérnimi bakteriemi, jako Jjsou

népf. pneumokoky a hemofilus.




Schopnost ~ ovlivnit hladinu Vznikajici protilatky
blokovanim signalizace LTB-R mtzZe byt dileZitd v maximalizaci
prospé&3nych vysledkd, kterych mlZe byt dosaZeno oSetfenim
s LTB-R blokujicim agens tohoto vynalezu. |

Lécebné zpUsoby podle vynélezu zahrnuji selektivni
inhibici odpové&di, které jsou zcela nebo Castelné zavislé na
draze LTB-R. Konkrétni lé&ebné pouZiti pfedklédaﬁého vynalezu
zavisi na relevantnim etiologickém mechanismu procesu, ktery
m& byt bud inhibovan, nebo podporovéan, jako lécebné& Zidouci
proces, jak je odbornikovi zjevné.‘ Zplsoby vynalezu tedy
zahrnuji, v rhznych provedenich, podavani 1lécebné ﬁéinnéhb
mnoZstvi &inidla blokujiciho LTB-R nebo LTB. Protein pouZity
v té&chto zplsobech midZe byt bud Uplny protein plné délky,
fragmeﬁty‘ proteinu nebo fuzni fragmenty. V dalSich
provedenich zpﬁsoby‘zahrnuji poddvani rozpustného fragmentu,
jako je rozpustny receptor pro lymfotoxin-f. V dal3ich

vyhodnych provedenich se narokovany vynélez tykd  podavéani

protildtek proti LTB-R nebo LTBR. Blokujici &inidlo podle

vyndlezu miZe byt podavédno soucasné s lécebné& ulinnym

mnoZstvim druhé sloueniny, kterd projevuje lé&ebné Zadoucl

ucinek.

Napfiklad v ur&itych zphsobech pro léceni AIDS a/nebo

HIV miZe byt Zadouci podévat soucasné dalsi antivirova agens -

v oboru znama. Napriklad AZT nebo inhibitory protedz. MuZe
byt vvhodné zejména podavani Dblokujicich &inidle podle
vynalezu, vyhodné&ji fizniho proteinu LTR-R-1g/1gG,
v kombinaci s lékovym ”koktejlem“ipro 1é&bu AIDS. Tyto lékové
Jkoktejly“ zahrnuji podavani nékolika 1éku pacientdvi ke
snifeni mnoZstvi viru v pacientové systému.

Pripravky vynalezu mohou byt formulovany podle

standardni praxe, tzn. jako pPipravky obsahujici nosné

P et
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vehikulum. Termin farmaceuticky pfijatelny nosi& se tyké
jedné ~nebo vice organickych nebo ancrganick?ch .sloZek,
pfirodnich nebo syntetickych, které‘mohoﬁ usnadnit podavani
blokujiciho ¢&¢inidla podle vynalezu pacientovi. Vhodné nosice
jsou odbornikovi znamy. |

Kazdy z ptfipravkl vyndlezu mlZe byt podavan jakymkoliv
zplsobem, ktery je lékafsky prijatelny. To m&ié zahrnovat

injekce parenteralni cestou, jako je intravendzni,

intravaskuléarni, intraarterialni, subkutanni, intra-

muskuldrni, do néadoru, intraperitonedlni, intraventrikuléarni,
intraépidurélni, nebo jinég, a také perordlni, nazilni,
oftalmicka, rektdlni nebo topicka. Podévéhi s prodlouZenym
uvoliovanim Jje ve vynédlezu také specificky zahrnuto, pomoci

depotnich injekci nebo implantath. Mistné specifické podavani

miZe byt také Zadouci. Odbornik snadno uréi zplsoby podavani.

Blokujici <¢inidla drahy LT, ktera Jsou pouZitelna podle
ptedkladaného vynalezu, zahrnuji protilatky funké&nich

derivatd rozpustného LTB-R. Funkcéni  derivaty  zahrnuji

fragmenty, varianty, analogy nebo chemické derivaty molekuly.

Fragmentem molekuly, Jjako Jje napt. kazdy z antigentl
pfedkléddaného vynalezu, je mySlena kaZdd polypeptidova
podskupina molekuly. M& se za to, Ze varianta takove molekuly
odpovidd pfirozené se vyskytujicil molekule v podstaté podobné
bud celé molekule nebo jejimu fragmentu. Analog molekuly se
tyka nepfirozené se vyskytujici molekuly v podstaté podobné
bud celé molekule nebo jejimu fragmentuﬂ

Varianty blokujicich ¢&inidel podle vynalezu se 1isi od
pfirozené se vyskytujicich Zinidel aminokyselinbvou sekvenci
nebo zptsobem, ktery nepostihuje sekvenci, nebo plati obé
mo¥nosti. Varianty aminokyselinové sekvence Sevytvéfeji tak,

e je jedna nebo vice aminokyselin v pEfirozené se




_vyskytujicich molekuldch substituovéna odlisnou pfirozenéu
vaminokyselinou, dérivétem aminokyseliny nebo aminokyselinou,
kterd se prirozen& nevyskytuje. Zvlaste vyhodné varianty
zejména zahrnuji pfirozené se vyskytujici proteiny nebo
biologicky aktivni fragmenty pfirozené se vyskytujlicich
proteind, JjejichZ sekvence se 1i31 od sekvence divokého typu
" substituci Jjedné nebo vice konzervativnich aminokyselin.
Takové substituce jsou odbornikovi dobfte znémy a maji typicky
minimalni vliv na sekundarni strukturu a hydrofobni povahu
blokujiciho &inidla. |

Vv daliich provedenich pfedklédaného vynalezu mohod mit
varianty se substitucemi aminokyselin, které Jjsou méne&
konzervativni, zal nasledek také poZadované derivaty, napt.
vyvolanim zm&n v naboii, konformaci a jiﬁYCh biologickych
vlastnostech. Takové substituce napfiklad zahrnuji substitucil
hydrofobnich aminokyselinovych zbytkd hydrofilnimi,
substituci zbytku cysteinem nebo prolinem, substituci zbytku
majiciho rozsahly postranni fetézec zbytkem s malﬁm
postrannim fetézcem, nebo substifuci zbytku majiciho <cisty
negativni naboj .zbytkem s ¢istym pozitivnim nabojem. Pokud
nemiZe byt vysledek dané substituce predpovézen s jiétotou,
>mohou byt derivaty snadno testovany podle zplsobl zde
popsanych, aby se urcil vyskyt nebo chybéni Zadoucich
vlastnosti.

Varianty v rozsahu vynalezu zahrnuiji protéiny a peptidy
s aminokyselinovymi sekvencemi, které maji alespoin osmdesat-
procent homologie s blokujicim ¢&inidlem podle pfedkladaného
vynalezu. Vyhodné&ji Je sekvenéni homologie alespofl devadesat
procent nebo alesponl devadesat pé&t procent. Pro ucel urcovani
homologie Je délka srovnavanych sekvenci obecné alespon

8 aminokyselinovych zoytkd, obvykle alesponi - 20 amino-
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kyselinovych zbytktl. Varianty v rozsahu | vynalezu také
zahrnuji kazdé blokujici ¢inidlo, které 1) ma
aminokyséliﬁovou sekvenci, kterd Je alespoil ze étyficeti‘
procent homologni se sekvenci blokujiciho ¢inidla, a take
kterd 2) v optiméalni poloze“pfi srovnani ("alignment")
se sekvenci blokujiciho <&inidla podle vynadlezu m& alespon
80 $ svych cysteinovych zbytkl "srovnanych" s cysteiny
blokujiciho &inidla podle vynalezu.
Ve vynadlezu jsou také Cinidla, kterd se specificky vazZou

k blokujicim éinidlﬁm podle vynadlezu, vEetnd ligand
a protilatek.

| Nasleduji _konkrétni pfiklady  ilustruji rozpustné LT
receptory, anti-LT ligandy a protilétky an£i~LTB—R‘ podle
vyndlezu a zpusoby pouZité k jejich charakterizaci. Tyto
pfiklady by nemé&ly byt chéapéany Jjako omezujici:‘pfiklady'jsou
zde uvedeny'pouze s cilem podrobnéji vysvétlit a 1ilustrovat
vynalez a pfedklédan? vynédlez Jje omezen pouze patentovymi

naroky.

Priklad 1

Priprava rozpustnych lidskych LT-P receptoru V‘podobé fuznich
proteint s imunoglobulinovym Fc v
Sekvence cDNA lidského klonu izolovanad z lidské knihovny

12p transkribovanych sekvenci odvozenad “ze somatickych

,hybridnich.bunék (Baens a kol., Genomics 16: 214-218, 1993)

byla vloZena do GenBank a teprve pozdéji byla identifikovana
jako sekvence kédujici lidsky LT-B-R. Uplnd sekvence cDNA
lidského LT-B-R e dostupna od r. 1992 vb GenBank jako
poloZka &. L04270.




Extracelularni doména LT-B-R éz po transmembranovou
oblast (obr. 1) byla amplifikovéna metodou PCR z cDNA klonﬁ
pomoci.primerﬁ obsahujiCich mista pro restrik&ni enzymy NotlI
a Sall na svych 5°- a 3 -koncich (Browning a kol.,
J. Immunol. 154: 33-46, 1995). BAmplifikovany produkt byl
naStépen NotI.a SaiI, pfecistén a ligovan (vloZen) do NotI
linearizovaného vektoru pMDRS01, spolecné se SalI-NotI

fragmentem koédujicim Fc tusek lidského IgGl. Vysledny vektor

obsahoval gen dihydrofolédtreduktazy a fuzniho proteinu-LT—B¥

R-Ig, kaZdy se zvlastnim promotorem.
Vektor byl elektroporaci vnesen do bunék CHO dhfr-
a standardnim zplsobem byly izolovany klony rezistentni vaé&i

metotrexidtu. LT-B-R-Ig byl secernovan do média a test ELISA

byl uZit k vaéru bunéénych 1linii produkujicich nejvy3si

, hladinu réceptorového fuzniho  proteinu.. VysokoprodukZnl
bun&&na linie byla poté kultivovana ve velkém a upfavené
médium se sbiralo. Cisty LT-B receptorovy fuzni protein byl
ziskdn predi3ténim pomoci afinitni chromatografie s protein-

A-sefardzou (Pharmacia).
Priklad 2

Pfiprava rozpustnYch'myéich LT-B receptorlt v podobé faznich
proteind s imunoglobulinem |

Uplny c¢DNA klon my$iho LT-B-R bfl pfipraven ligacil
fragmentli 5 NotI/Apall a 3 'ApaLI/NotI ze dvou &astednych
izolatna cDNA do NotI mista wvektoru pCDNA3 (InVitrogen, San
Diego, CA). Sekvence tohoto cDNA klonu je pfistupna v GenBank
jako polofka &. U29173. Z&adné rozdily v sekvenci nebyly
nalezeny pri porovnani s Jjinou sekvencil nySiho LT—B—R

nalezenou v GenBank pod Cislem L.38423.
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Rozpustny fuzni protein "my3i LT-B-R/lidsky IgGl" byl
pfipraven tak, Ze pomoci PCR se amplifikoval klon s uplnou
cDNA nmLT-B-R s primery 5’AACTGCAGCAGCGGCCGCCATGCGCCTGCCC 37
a 5°GACTTTGTCGACCATTGCTCCTGGCTCTGGGGG 3 . Amplifikovany
pfodukt byl predi3tén a nasStépen NotI a Sall -a ligovan’
spoleiné se Sall/Notl fragmentem Fc lidského IgGl do NotI
linearizovaného a fosfatdzou ofetfeného vektoru SAB13Z, ¢im?Z
vznikl vektor JLB122. NotI‘kazeta obsahujici.mLT—B—R—Fc byla
pro stalou expresi pF¥enesena do NotI mista plasmidu pMDRO01,
a tak wvznikl vektor PSH001, ktery byl transfekovan do CHO
bunék, jak bylo publikovano (Browning a kol., J. Immunol.
154: 33-46, 1995). Buné&&né klony secernujici "my3i LT-B-R-
lidsky Ig" byly identifikovadny testem ELISA. Cisty LT-B
receptorovy fuzni protein byl ziskdn ptrecidténim ze
supernantantu  CHO pbundk pomoci afinitni chromatografie
s protein-A-sefardzou (Pharmacia) a byl pouZivan

v pFikladech, které nasleduji.

Priklad 3

Imunohistochemické analyza mySi 'sleziny po opakovanych

injekcich LTB-R-Ig

4-5 tydnd staré mnysi dostaly 6 injekci,' jednuv tydne,
LTB-R-Ig nebo LFA-3-Ig (100 ug i.p.), a byly imunizovany se
SRBC v den 3esté injekbe fuzniho proteinu. Myéi poté obdriely
dal3i injekci LTB-R-Ig nebo LFA-3-Ig 4. den po podnétu SRBC.
7vitata byla usmrcena 10. den po podnétu SRBC a byly odebrany
organy pro analyzu struktury. Levy sloupec na obr. 2
pfedstavujé tfezy sleziny ze zvifat oSetfenych LFA-3-Ig (A, C,
E, G, 'I) a pravy sloupec ze zvifat oSetfenych LTB-R-Ig (B, D,

F, H, J). Acetonem fixované zmraZené tezy sleziny byly




dvojité znaceny s Dbiotinylovanymi anti—myéimi B220 a anti-
my$imi CD4 protilédtkami (A a B), pak nasledovalo odpovidajici
druhé znaceni s alkalickou faosfatazou oznacenym
streptavidinem (purpurova modf, tmavé zbarveni) a s k¥enovou
peroxiddzou oznacenym ‘myéim anti-krysim Ig (svétle hnédé
zbarveni).‘ Dalsi série zmraZenych fezd .byla znacena
s protilatkami ER-TR-9 (pro detekci MZM} C a D), MOMA-1 (pro
detekci metalofilnich makrofagl, E a F), MECA-367 (specifické
pro MAACAM-1, G a H), a ER-TR-7 (pro obarveni retikularnich
fibroblastli, I a J), pak nasledovalo druhé znaleni s kFenovou
peroxiddzou oznalenym my3im anti-krysim Ig (hné&dé zbarveni).
Tyto obrazky predstavuji znaCeni Ffezl 2z minimadlné éesti

zvitat. Zvétdeni 10x.

U&inek LTB~R—Ig a ligandu anti-CD40 na tvorbu GC a znadeni
FDC

zvirata byla oSetfena stejné jako bylo JiZ popséano
v ptikladu 3 s LTB-R-Ig nebo LFA-3-Ig. Dalsi skupina zvitat
byla odetfena s MRl (anti-my3i ligand CD40, 250 pg/injekci,
intraperitone&ln&) v den -1, v 1. den a 3. den, dostala SRBC
v den 0 a byla usmrcena 10. den. Acetonem fixované fezy
sleziny zvifat oSetfenych s LFA-3-Ig (obr. 3, levy sloupec, A
a D) nebo LTBQR—Ig (stfedni sloupec, B a E) nebo MRl (pravy
sloupec, C a F) byly znaCeny s biotinem oznalenym aradidovym
aglutininem (PNA, horni Fadka, A, B a C) nebo s FDC-MI
(spodni rédka, D, E a F), pak néslédovald druhé znaleni
s kfenovou peroxiddzou oznalenym streptavidinem a s kfenovou
peroxidézou oznalenym mySim anti-krysim Ig, v uvedeném pofadi

(hnédé zbarveni). Znaeni PNA marginalni zony je ukéazéno




Sipkou v A a C. tvorba GC Je ukazana bilou hvézdickou v A.
zna&eni na FDC je ukdzano Cernou Sipkou v D a F. Tyto obrazky

predstavuji znaleni Fezl z alespon Ctyf zvifat. ZvétSeni 10x.
Priklad 5

Exprese adresinu v lymfatickych uzlinach (LN) mySi oSetfenych
in utero a kontinualn& po narozeni LTB-R-Ig |

V téchto pokuséch se pouZivali potomci naasované
bfezich my3i Balb/c, kterym bylo 14. a 17. gestadni den i.v.
injikovéno 200 pg proteind receptoru Ig. Po narozeni bylo
potomkim injikovano i.p. Jjednou tydn& 100 pg LTP-R-Ig, TNE-
R55-Ig nebo LFA-3-Ig. Hladiny flznich proteinl zistéavaly
b&hem Zivota 10 pg/ml nebo vice, jak bylo zjiéto&éno testem
ELISA (data neuvedena). Obr. 4: panely A, B, G, H znaCenil
lymfatickych uzlin myéi o%etfenych s LIB-R-Ig, panely C,‘D
znac¢eni lymfatickych uzlin ny3i o3etfenych s LFA-3-Ig, panely
E, F znaleni lymfatickych uzlin my3i oSetfenych s TNF-R55-Ig.
Pahely A,C,E,G Jsou mezenterické lmeatické uzliny znacené
s protilatkou MECA367 pro detekci slizniéniho adresinu,
MAdCAM-1. Panely B,D,F,H Jsou periferni (brachialni)
lymfatické uzliny znalené protilatkou MECATY specifickou pro
adresiny perifernich‘LN (PNAds) . Panely G,H Jsou lymfatiéké
uzliny 6 tydnd starych my3i vystavenych pouze LTB-R-Ig

in utero. Vdechny obrazky jsou ve zvét3eni 50x.
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Pf¥iklad 6

Lokalizace lymfocytl a éxprese makrofdgovych  markeru
\% lymfaticchh uzlinéch (LN) my$i o3etfenych In utero
a kontinualné po narozeni LTB-R-Ig * '
MySi byly oSetfeny in utero a kontinudlné po narozeni,
jak bylo popséno pro ptiklad 5, s LTB«R;Ig, TNF-R55-1Ig nebo
LFA-3-1g. Bezy LN byly poté oznaCeny s protilatkami
specifickymi pro mérkery exprimované makrofagy nebo s mAb
specifickymi pro B bun&&ny marker B220 a T bunécny marker
CD4. Aby se identifikovaly oblasti pfekrqu T a B bunéénych
zén, byla pouZita obrazova analeé. Obr. 5: panely A,D,G jsou
znadeni B220/CD4 LN my3i oZetfenych LTB-R-Ig, LFA-3-Ig a TNE-
R55-1Ig, v uvedeném  pofadi. Fluorescencni obrazy byly
analyzovany za pouZiti software pro obrazovou analyzu. Panely
B,E,H ijsou znaeni na sialoadhezin a panely C,F,I jsou

znadeni na MOMA-1.
P¥iklad 7

U&inek o3etfeni pomoci LTB—R—Ig na protilatkovou odpoved na
SRBC »

MySim Balb/c byl injikovan LTB-R-Ig, lidsky Ig nebo PBS,
nésledujicim zpisobem: Obr. 6A: my3i dostaly 6 injekci, Jak
bylo popsano pro obr. 2 (pfiklad 3). Zvifatﬁm byla odebrana
krev 7. den (&erné sloupce) a 14. den (pruhované sloupce) po
imunizaci SRBC. Obr. 6B: zvitata dostala fuzni proteiny v den
-7 a den 0. SRBC byly podany v dén 0 a zviFatim byla odebrana
krev 7. ‘den‘ (Eerné sloupce), 14. den (pruhované sloupce)

a 30. den (bilé sloupce). Obr. 6C: zvirata dostala fuzni

.proteiny jednou v den 0, ve stejnou dobu jako imunizaci SRBC.
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Krev se odebirala 7. den (&erné sloupce), 14. den (pruhované

sloupce) a 34. den (8edé sloupce). }

Titr SRBC-specifickych IgM a IgG se urcCoval analyzou
séra v hemaglutina&nich testech. Titr Je definovan jako
prevradcend hodnota posledniho fedé&ni séra, pro které se
detekuje hemaglutinace, a Jje . zndzornén na logaritmické
stupnici se zakladem 2 (1 = Ffedéni 1/15 sera). Vysledky jsou
zobrazeny jéko primér se standardni odchylkou ze 4 rlznych

zvirat ve skupiné.




PATENTOVE NAROKY

l.Zpﬁsob jak zm&nit humoralni imunitni odpov&d =zvifete
vyznacuijilci s e t i m, Ze obsahuje krok, kdy
se a) podad farmaceuticky pfipravek obsahujici terapeuticky

a&inné mnoZstvi &inidla blokujiciho LT-B-R

. Zplisob podle nadroku 1 vy zna<cujlcli s e 't im,
2e‘ &inidlo blokujici LT-B-R se vybere .‘ze skupiny
obsahujici: rozpustny receptor llymfotoxinu—B, protilatku
namif¥enou proti receptoru LT-f a protilatku namifenou

proti povrchovému ligandu LT.

. Zplsob podle naroku 1 vy znadcujilclil s e tim

e zviFe je savec.

. Zptisob podle naroku 3 vy znacujilci s e t im,

Ze savec je Clovék.

. Zpusob podle ndroku 2 vyznadujici se tim,
e &inidlo blokujici LT-B-R obsahuje rozpustny receptor
lymfotoxinu-f s vazebnou doménou pro ligand, ktera se ntiZe

selektivné& vazat na povrchovy ligand LT.

. Zpisob podle naroku 5 vy znadujici se tim
Ze rozpustny receptor lymfotoxinu-f obsahuje doménu Fc

lidského imunoglobulinu.

. Zplsob podle naroku 2 vyznadcujici s e t im,
e  &inidlo blokujici LT-P-R  obsahuje = monoklonalni

protilatku namifenou proti receptoru LT-B.




10.

11.

12.

13.

. Zptisob podle néroku 7 vy znadcuijicli s e t i m,

Ze ptripravek se podévé' v mnoZstvi, které je dostatecné
k pokryti (vysyceni) buné&k pozitivnich na LT-B receptory po

dobu 1 aZ 14 dnu.

. Zpisob podle nadroku 7 vy zna<cdcwuijilcli s e t im,

Ze ¢inidlo blokujici LT-B-R obsahuje  monoklonalni

protilatku BDA8 proti lidskému LT-P-R (anti-lidsky LT-B-R
mAb BDAS) .

Zpusob podle néroku 2 vy zn a ¢ u-jvi ci se timn,
Ze ¢inidlo blokujici LT-B-R obsahuje monoklonalni

protilatku namifenou proti povrchovému ligandu LT.

Zptsob podle naroku 10 vy znacd¢ujici se tim .
e pEipravek se poddvd v mnoZstvi, které je dostatecne
k pokryti (vysycenl) bunék pozitivnich na povrchovy

ligand LT po dobu 1 aZz 14 dnu.

Zptisob podle naroku 10 vy znacdujici se tin
e protildtka je namifena proti podjednotce povrchového

ligandu LT.

Zplsob podle naroku 12 vy znacujilcil s e t i m,
Ze ¢inidlo blokujici LT-B-R obsahuje monoklonalni
protilatku B9 proti lidskému LT-f (anti-lidsky LT-$ mAb
B9) .




14.

15.

l6.

17.

18.

19.

20.
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Zplsob podle naroku 10 vy znac¢ujici se tim,
Ze ¢inidlo .blokujici LT-B-R  obsahuje monoklonalni

protildtku namifenou proti my3imu povrchovému ligandu LT.

Zplsob podle naroku 1 v vyvznadcujici se timn
e dale obsahuje farmaceuticky pfijatelhy nosié nebo

adjuvans.

Zzplisob podle naroku 1 vy znacujici se timn

Ye se inhibuje humoralni imunitni odpovéd.

Farmaceuticky pripravek vyznadcujicil s e
t i m, Ze obsahuje terapeuticky uéinné mnoZstvi cinidla

blokujiciho LT-f-R a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Pripravek podle néroku 17 vyzna<cuijlci s e
t i m, Ze &inidlo blokujici LT-B-R je vybrano zé skupiny
obsahujici rozpustny receptor lymfotoxinu-§, -protilétku
namifenou proti receptoru LT-B a protilatku namifenou

proti pbvrchovému ligandu LT.

Zptisob podle naroku 1 vy znadc¢ujici se tim,

e pacient je infikovéan lidskym virem imunodeficience.

Zplisob léceni, prevence nebo eliminace lidského .viru
imunodeficience u savce Vv y z n a C u i1 c i s e
t im, Ze obsahuje krok, kdy se poda farmaceuticky
pripravek obsahujici terapeuticky GCinné mnoZstvi ¢inidla

blokujiciho LT-P-R a farmaceuticky u€inny nosic.




21.

22.

23.

24.

26.

27.
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Zplsob podlé naroku 20 vy znadc¢ujici se timn
e &inidlo Dblokujici LT-B-R se vybere ze skupiny
obsahujici rozpustny receptor lymfotoxinu-f, protilatku
namifenou proti receptoru LT-B a protilatku mnamifenou

proti povrchovému ligandu LT.

Zplisob podle naroku 21 vy znadcujilci se ¢t i m,

Ze ¢&inidlo blokujici LT-B-R obsahuje rozpustny receptor

lymfotoxinu-B s vazebnou doménou pro ligand, ktera se
miZe selektivné& vazat na povrchovy ligand LT.

Zplsob podle naroku 22 v y’é nacujici se tim
e = rozpustny receptor, obsahuje doménu Fc  lidského

imunoglobulinu.

Zpisob podle néroku 20 vy znadc¢ujilcili se tim
e &inidlo blokujici LT-BP-R  obsahuje monoklonalni

protilatku namifenou proti LT-B-R.

. Zplsob podle naroku 24 vy z n a & u jici se tin,

7e blokujici &inidlo obsahuje monoklondlni protilétku

BDAS proti lidskému LT-B-R (anti-lidsky LT-p-R mAb BDAS).

Zplsob podle ndroku 20 vy znac¢ujici se ¢t im,

5¢ blokujici ¢&inidlo obsahuje monoklonalni protilatku

namifenou proti povrchovému ligandu LT.

Zpusob podle naroku 20 vy znacujilci se ¢t im,
e dale obsahuje sou&asné podani dal3iho antiviroveho

¢inidla.
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28.

29,

30.

31.

32.

33.

Farmaceuticky pfipravek  pro léceni odvrZeni Stépu
vyznadcuijilclil s e St im, Ze obsahuje
terapeuticky u€inné mnoZstvi ¢&inidla blokujiciho LT-B-R

a‘terapeuticky u¢inné mnozZstvi &inidla blokujiciho CD40L.

P¥ipravek podle naroku 28 vy zna<cujici s e
t i m, Ze &inidlo blokujici LT-B-R je LT-B-R/IgG a <inidlo

blokujici>CD4OL je sloucCenina anti-CD40L.
Farmaceuticky ptipravek pro 1légeni 'AIDS nebo HIV,
vyznacuijici s e t 1 m, Ze obsahuje AZT,

inhibitor protedzy a &inidlo blokujici LT-B-R.

P¥ipravek podle niroku 30 vyznadc¢uijicil s e

t 1 m, Ze blokujici &inidlo je fuzni protein LT-B-R/IgG.

P¥ipravek podle naroku 29 vyznacujicl s e

t 1 m, Ze sloucenina anti-CD40L je  monoklondlni
protilatka.
Ptipravek podle néaroku 32 vy znacuj ici s e

t i m, Ze protilatka je protilatka 5c8.
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