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Farmaceutické p¥ipravky obsahujici &inidlo blokujici protein

TWEAK nebo receptor TWEAK

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka pripravkli obsahujicich
¢inidla, kterd se va¥i k novému proteinu TWEAK, a dale
pouziti Cinidel vazajicich TWEAK k blokovani rozvoje
imunologickych onemocnéni. K &inidlum vazajicim TWEAK pat¥i
monoklonalni protilatky, které se uZivaji k blokovéni rozvoije
chronické nemoci reakce &t&pu/transplantétu proti p¥ijemci,
rozpustné fazni proteiny TWEAK-receptor-Ig nebo jiné
molekuly, které modifikuji <vazbu proteinu TWEAK s jeho
receptorem/receptory. K daldim provedenim vynalezu pat¥i
¢inidla, kterd se va¥%i na receptor/receptory TWEAK, &im¥
modifikuji jejich aktivitu, nebo modifikuji intraceluldrni

signalizaci receptoru/receptort TWEAK.

Dosavadni stav technikyv

imunologické onemocnéni se projevuji Jjako Siroké
spektrum rlznych nemoci a poruch, zahrnujici autoimunitni
onemocnéni, akutni a chronickd zan&tlivia onemocnéni, odvrZzeni
organového transplantdtu, nemoc reakce Stépu proti p¥ijemci
(GVHD, «~graft  versus host desease"), maligni nemoci
lymfoidnich bun&k, septicky Bok a dal3i formy Sokl, ztrata
imunologické reaktivity jako nap¥. p¥i onemocn&ni HIV
a SCIDS, a selhéni imunitni reakce na nadorovy rust.

Mnoha imunologickd onemocn&ni se spoudt&ji chybnou nebo

nekontrolovanou reakci na antigen. Autoimunitni onemocn&ni




jsou vysledkem nep¥im&¥ené reakce imunitniho systému na
vlastni antigeny (self-antigeny), ktera vede k poskozeni
buneék a tkéni. K rozvoji GVHD dochizi tehdy, kdyZ buiiky darce

z transplantdtu kostni d¥en& (BMT, ,bone marrow transplant™“)

reaguji na antigeny p¥ijemce (tj. pacienta). K odvrZeni
orgdnového transplantdtu dochdzi tehdy, kdyZ pacienttiv
imunitni systém reaguje na antigeny pochézejici
z transplantovaného orgénu. Akutni zdnétlivé poruchy,

hyperalergicky stav a 8ok, 7jsou vysledkem nekontrolované
imunitni reakce na spoudtdci antigen.

Imunitni reakce z4visld na T lymfocytech vyZ%aduje
rozpoznani antigenu T lymfocyty. Tak nap¥. GVHD je vysledkem .
komplexni vztaht mezi T lymfocyty dérce a butikami imunitniho
systému p¥ijemce. Iniciadni udalosti je to, Ze T lymfocyty
darce rozpoznaji cizorodé, tj. p¥ijemcovy antigeny. Tyto
antigeny jsou oznadovany alloantigeny. Rozpoznavani
alloantigenti T lymfocyty p¥ijemce vede k tvorbé
imunoregulaénich a z&n&tlivych cytokind a chemokin®i, které
podporuji a =zesiluji imunitni reakci darce proti pF¥ijemci.
Tato nemoc se miZe rozvinout v akutni nebo chronické formé&,
v zavislosti na regulaci velmi slo¥ité sit& cytokind, ktera
kontroluje a #¥idi to, jaky typ imunitni reakce se vyvine.
Imunitni reakce mi%e byt charakterizovana jako reakce typu
ThO, Thl nebo Th2 v z&vislosti na 1) povaze cytokint
a chemokinti, které jsou produkovany aktivovanymi T lymfocyty
v prub&hu reakce, 2) povaze cytokint a chemokinti, které -jsou
produkovany pomocnymi butikami a dalSimi typy bunék v prab&hu
reakce. Prikladem bun&k jingch ne¥ jsou T lymfocyty,
ddleZitych pro imunitni reakci, jsou B lymfocyty, dendritické
buriky, monocyty a makrofagy, folikuldrni dendritické burnky
a endotelové bulltky. Produkované cytokiny spoledné ovliviiuji

radu buné&énych typl smérem k diferenciaci, a produkované




chemokiny  ovliviiuji = bun&&né transporty (ntrafficking")
a lokalizaci. Reakce ThO je charakteristicka tim, Ze dochazi
ke kratkodobé stimulaci T lymfocyttd p¥edtim nestimulovanych
(tzv. naivnich). T lymfocyty Tho produkuji st¥edni mno¥stvi
riznych cytokint, =zejména IL-2 a TFN. Opakované& nebo
chronicky stimulované lymfocyty Tho s diferencuji na
lymfocyty Thl nebo Th2, v zavislosti na ¥Yad& raznych faktoru.
K takovym faktortim pat¥i, priemZ tento  vylet neni
vyCerpadvajici, produkce cytokind pomocnymi butikami, silé
zapojeni receptord T lymfocytil, povaha p¥ijatych sekundarnich
signdlt, nap¥. prost¥ednictvim kostimula&nich receptorua CD28.
Zejména expozice aktivovanych T lymfocytt cytokinu IL-2,
ktery je produkovan primarné aktivovanymi makrofagy,
podporuje diferenciaci na Thil lymfocyty, =zatimco expozice
I1-4 nebo I1-10 podporuje diferenciaci na lymfocyty Th2.

Lymfocyty Thl produkuji cytokiny jako nap¥. Il-2 nebo
IFN-y, které jsou spojeny se zan&tlivou reakci, cytotoxicitou
T lymfocytd a aktivaci makrofagt. Lymfocyty Thil reaguji na
chemokiny, které atrahuji buttky do mista z&n&tu v tkani, jako
jsou nap¥. Mip-lalfa, Mip-lbeta, RANTES, IP-10 a MIG. Jeliko?¥
Cytotoxické T Ilymfocyty a aktivované makrofdgy plsobi tak,
aby eliminovaly poSkozené nebo infikované buriky, reakce typu
Thl je zodpovédna za kontrolu imunitni reakce na
intracelularni patogeny. DlleZité je, Ze produkce
chemoatraktantd - chemokinti, jako jsou nap¥. IP-10 a MIG
makrofagy a endotelovymi buiikami, je velmi p¥isn& regulovéna
IFN-y, ktery je prototypem chemokint produkovanych
T lymfocyty Thl. Zp&tnovazebni smyCka se mi%e vyvinout mezi
aktivovanymi T lymfocyty a jejich okolim, co¥ usnadniiuje
rozvoj urc¢itého typu reakce v urditém dase a misté.

T lymfocyty Th2 produkuji cytokiny jako jsou nap¥.
I1-4, I1-5, I1-6 a I1-10, které podporuji rozvoj humordlnich




imunitnich reakci vdetn& takovych, které vyZaduji produkci
Ige, IgA a 1IgG. Tyto imunoglobulinové (Ig) reakce jsou
pohéné&ny T lymfocyty zprost¥edkovanou aktivaci B lymfocytu,
které ,prepnou™ svij Ig fenotyp =z povrchové véazanych IgM
a IgD na secernované Ig. Secernované Ig normalné& funguji tak,
Ye kontroluji infekci patogend v ob&éhu (IgG), na povrhu
sliznic jako nap¥. ve st¥evu a Gstni dutin& (Ign)
a v dychacim traktu (IgE). Nadm&rna produkce Ig mGZe zplsobit
onemocnéni, nap¥. SLE (IgG a IgA), alergickou pFfecitliv&lost
typu I (IgE) a GVHD (IgG, IgA a IgE). T lymfocyty Th2 také
podporuji aktivaci eosinofild a mastocytil, které
zprost¥edkovavaji akutni reakci na patogeny, nap¥. v dychacim
traktu. T lymfocyty Th2 reaguji na chemokiny jako nap¥.
eotaxin a MDC, jejichZ produkce je regulovéna Il-4,
prototypovym cytokinem, ktery je tvo¥en NK1.1 burikami
a aktivovanymi T lymfocyty.

Interakce T lymfocyt® s B lymfocyty je znacné sloZity
a regulovany proces. Aby byl proces aktivace zah&jen,
B lymfocyty musi p¥ijmout antigenni signédl prosttednictvim
receptoru pro antigen na povrchu B lymfocytu (membrénovy Ig).
Za druhé musi B lymfocyty p¥ijmout specificky, na kontaktu
zavisly a nezavisly, signil z aktivovanych T lymfocytd.
Na kontaktu zavisly signdl je prenaZen prost¥ednictvim vazby
CD40L na T lymfocytech na CD40 na B lymfocytech. Na kontaktu
nezavisly signal je prenasen prost¥ednictvim I1-4
secernovaného aktivovanymi T lymfocyty a buiikami NK1.1, ktery
se vaZe na receptor pro Il-4 na B lymfocytech. Tyto signély
se uskutecriuji v oblasti T lymfocytd v sekundirnich
lymfatickych orgénech jako je nap¥. slezina. Slezina,
lymfatické wuzliny, madle, Peyrovy platy a dalsi sekundarni
a tercidrni lymfatické orgadny maji odd&lené mikroanatomické

oblasti, ve kterych se typicky usazuji T nebo B lymfocyty.




V8echny lymfocyty migruji =z krve nebo lymfy nejd¥ive do
T oblasti v téchto organech pruchodem skrz vrstvy
endotelovych bun&k jako jsou nap¥. venuly s vysokym endotelem
v lymfatickych uzlindch a Peyrovy platy a vrstvy endoteovych
bun€k v sinus marginalis ve gslezinX. Pak se B lymfocyty
st€huji do oblasti B lymfocytt znamych jako folikuly
B lymfocytlt. B lymfocyty, které prosly T oblasti, ale nebyly
aktivovany, opoudté&ji folikuly po n&kolika dnech. Aktivované
B lymfocyty prochézeji procesem diferenciace. N&které
aktivované B lymfocyty zndmé jako plazmacyty secernuji velka
mnoZstvi antigenn& specifickych protilatek IgM nebo IgG
s nizkou afinitou. Tyto se typicky objevuji &asn& po indukci
imunitni reakce a st&huji se do Jdervené d¥end sleziny
a dal8ich anatomickych lokalizaci, kde perzistuji a secernuji
protilatky po né&kolik dni. Jiné aktivované B lymfocyty
diferencuj v oblasti folikul®i znamé jako sekundarni folikuly
nebo germinadlni centra. Germinilni centra vytvareji sité&
specializovanych bun&k uchovavajicich «pamatujicich si®
antigen, oznatovanych jako folikuldrni dendritické buriky
(FDC) , které vystavuji antigen, aby pohéanély nebo
upfestiovaly reakci germindlnich center. B lymfocyty
v germindlnich centrech musi p¥epnout sviij Ig fenotyp a musi
projit tzv. afinitnim zrénim, jehoZ wvysledkem dje to, 3%e
vykazuji vysokou afinitu pro svij cilovy antigen. Norm&ln& je
cilovym antigenem cizorody antigen, ale nap¥. p¥i nemocech
jako GVHD a autoimunitni nemoci Ig rozpoznavaji vlastni
antigeny. Nakonec B lymfocyty opoustéji folikuly, migruji
Zpét pres oblasti T lymfocytd a' opouSté&ji organy
prostfednictvim eferentnich drah do krevniho ob&hu.

B lymfocyty, které byly plné& diferencovany a exprimuji
vysokoafinitni Ig, znamé jako lymfoblasty, opoustéji

B folikuly, aby se wusadily v jinych prost¥edich, jako Je
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nap¥. oblast d&ervend d¥en& ve slezin€, kostni d¥en, jatra
nebo vystelka sliznice st¥eva nebo respiradniho traktu.
Nékteré z t&chto pln& diferencovanych B lymfocytti jsou znamy
jako pam&tové lymfocyty a preZivaji po dlouhou dobu
p¥ipraveny reagovat na stejny antigen, pokud se s nim znovu
setkaji.

KdyZ B lymfoeyty migruji z mista na misto
v lymfatickych orgénech, vy¥aduji specifické signadly, které
by je vedly a specifické signaly, které by zajistily jejich
prezivani. Tak nap¥. pro udr¥eni organizace foiikulﬁ
B lymfocytd ve slezin& je pot¥eba mnoho ruznych signald.
Pat¥i k nim nap¥. interakce mezi BCA ligandem a chemokinovym
receptorem BLR-1, interakce mezi TNF s TNF-R55 a také
interakce mezi LTbeta a LTbeta-R (pfehled viz Chaplin a Fu,
Current Opin. Immunol. 10: 298-297, 1998). My8i, které
postradaji kteroukoliv z t&chto molekularnich drah ztréceji
integritu folikuld B lymfocyt® ve slezin&. Krom& toho v8echny
takové genové€ deficitni my3i ztratily schopnost prochizet
reakci germindlnich center ve slezin&. PYeruSeni dal8ich
molekuldrnich drah ovliviiuje jen reakce germindlnich center.
Tak nap¥. my8i deficientni na CD40L zachovavaji folikuly
B lymfocytd, ale nevytva¥eji germindlni centra. B lymfocyty
v prostfedi germindlnich center vyZaduji pro preZivani,
utlumeni IgM a pfepnuti na Ig expresi signalizaci
prost¥ednictvim CD40.

B lymfocyty se stéhuji nejen v ramci folikult
a germindlnich center, ale po aktivaci opoustéji folikuly
a stéhuji se do jinych mist t&la. Pam&tové B lymfocyty lze
najit v kostni d¥eni a B lymfocyty exprimujici IgA se
specificky sméruji do vystelky st¥eva a sliznic jinych mist.
Dalsi signdly pravd&podobn& ¥idi aktivované T lymfocyty do

specifickych mist uvnit¥ a mezi lymfatickymi kompartmenty.
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Napf. cytotoxické T lymfocyty migruji na misto infekce nebo
na misto jiné antigenni vyzvy (nchallenge“), aby nalezly
a lyzovaly cile. Identita vSech signalt, které ¥idi navad&ji
B a T lymfocyty mezi rlznymi mikroanatomickymi lokalizacemi
neni dosud znama. Avsak zda e, Ze je to  mnoho
metabolickych/signaliza&nich drah, které vytvareji souhru
reakce T a B lymfocytd na antigen, a to jak v sekundarnich
lymfatickych orgdnech, tak i v mist& infekce nebo zAndtu.

GVHD je dob¥e prostudovanym p¥ikladem imunitni reakce
vyvolané antigenem. GVHD ije ¢&asto fatdlnim dtsledkem
transplantace kostni d¥ené& (BMT, ~bone marrow
transplantation®) u 1lidi. Tato nemoc se vyskytuje jako akutni
i chronickd forma. Akutni a chronickd forma GVHD jsou
prototypové priklady antigenn& specifické Thl a Th2 reakce.
Akutni forma nemoci se objevuje b&hem prvnich dvou m&sicl po
transplantaci kostni d¥en& (BMT) a je charakterizovéna
po8kozenim kltiZe, st¥ev, jater a dalsich organt
zprost¥edkovanym cytotoxickymi T lymfocyty d&rce. Chronicka
forma nemoci se projevuje mnohem pozdéji, déle neZ 100 dnt po
BMT, a je charakterizovadna nadm&rnou produkci (hyperprodukci)
imunoglobulint (Ig), v&etn& autoprotilétek, a pogkozenim
kGize, ledvin a daldich orgdnti, ke kterému dochizi v diusledku
nadmé&rného uklddéni Ig. Rozvoj akutni GVHD je prediktivni pro
nasledny rozvoj chronické GVHD. Tak¥e u jednoho pacienta se
vétdinou postupn& vyvinou ob& formy. Pr¥ibliZn& u 50 % vdech
pacientl po BMT se vyvine budto akutni nebo chronicka GVHD.
Téme&f¥ u 90 % pacientd s akutni GVHD se vyvine chronicka GVHD.
%4dnd z dnes bé&Znych terapii neni u vét8iny pacientn
8 chronickou GVHD Uspé&8na.

GVHD je moZné modelovat na myZich u¥itim re¥imt
transplantaci rodicovskych bun&k do Fl. V modelu popsaném

v predkladané prihld&ce byly splenocyty z my%i kmene DBA2




injikovany i.v. do my8i (DBA2xC57B1/6)Fl, které dsou
oznacovany B6D2Fl. Injikované splenocyty vytvareji &t&p, mys
DBA2 je darcem S8tépu. MyS Fl1l, které byly injikovéany buiiky,
tj. 8tép, Jje pF¥ijemcem (hostitelem). T lymfocyty déarce
pritomné ve Stépu  rozpoznidvaji polovinu MHC markers
(haplotyptd) na butikdch p¥ijemce jako¥to cizorodé, protoZe
tato polovina pochédzi =z jiného rodide, tj. C57B1/6. To
indukuje reakci T lymfocytli darce proti prijemci, &im¥ vznika
GVHD. KdyZ jJsou parentdlni splenocyty DBA/2 injikovany do
pfijemce B6D2F1l, vyviji se chronick& GVHD. Naproti tomu, kdy%
jsou injikovény splenocyty C57B1/6 do prijemce B6D2F1, vyviji
se akutni GVHD. P¥estoZfe dosud neni jasng, jaky je
mechanismus zodpov&dny za wvznik t&chto dvou odlisnych nemoci
pri uZiti tohoto protokolu se dvéma injekcemi, mid se z to, %e
cytokiny exprimované butikami obsa¥enymi ve Stépu DBA/2
splenocytl podporuji rozvoj chronické GVHD, =zatimco cytokiny
exprimované buiikami obsaZenymi ve &té&pu C57B1/6 splenocytt
podporuji rozvoj akutni GVHD. éihidla, kterd naruduji
interakce T lymfocytd s bufikami prezentujicimi antigen (jako
jsou dendritické buiiky, makrofagy, APC B lymfocyty) G&inné&
blokuji jak akutni tak i chronickou GVHD.

Rada dukazt podporuje p¥edstavu, Ze akutni GVHD je
nemoc zprost¥edkovand Thl (Krenger a Ferrara, Immunol. Res.
15: 50-73, 1996, Williamson et al., J. Immunol. 157: 689-699,
1996) . Cytotoxicka aktivita zprost¥edkovana T lymfocyty CD4+
a CD8+, cytotoxickymi ,zabijedskymi® lymfocyty (NK, ,natural
killerw) a aktivovanymi granulocyty  jako jsou  nap¥.
makrofagy, je dob¥e definovanym dtsledkem reakce T lymfocytl

zprostfedkované Thl, vykazujici typickou zavislost na expresi
I1-2 a IFN-y, coZ jsou typické cytokiny Thi. Tato
cytotoxicita je definujicim znakem akutni GVHD. Navic

¢inidla, kterd blokuji kritické cytokiny podilejici se na




diferenciaci T lymfocytd Thl, jako jsou nap¥. monoklonalni
protilatky (mAb) k Il1-2 a k I1-12, blokuji rozvoj akutni
GVHD. Cytotoxicita mtZe byt skutelné primo buné&éna
(tj. fagocytdza bun&k p¥ijemce) nebo je zprost¥edkovana
pusobenim secernovanych cytokint jako je nap¥. TINF, ktery
indukuje apoptdzu neboli bun&&nou smrt. Disledky cytotoxicity
dérce proti p¥ijemci se mohou projevit mnoha rliznymi zptsoby.
za prvé, lymfocyty p¥ijemce jsou rychle destruovany, takZe
mySi s akutni GVHD maji vyznamn& potladenou imunitu. Za druhé
se lymfocyty darce uchyti a za&nou expandovat do sleziny
pfijemce, p¥idemZ jejich cytotoxickid aktivita miSe byt primo
m&¥ena in vitro za pomoci bun&¥nych linii, které exprimuji
antigeny prijemce, které mohou byt rozpoznavany jako (jako
cizorodé€) butikami dérce. Tak nap¥. bun&&né linie exprimujici
vhodné antigeny mohou byt oznadeny radioaktivnim izotopem
chromu 51. Uvolfiovdni tohoto radiocaktivniho izotopu do
kultivadniho média je pak dikazem odum¥eni oznacenych buné&k.
A za t¥eti, nemoc se stdvad letdlni, kdy¥ jsou znideny dalsi
tkan€ a bun&fné populace, a p¥e¥ivani je pak mé&¥itelnym
disledkem nemoci.

Chronickad GVHD se zdd byt nemoci zprost¥edkovanou Th2
(DeWitt et al., J. Immunol. 150: 361-366, 1993). U my8iho
modelu této nemoci je rozvoj nemoci zavisly na Th2 cytokinu
I1-4 a miZe byt blokovan plisobenim monoklonalni protilatky
anti-Il-4. POsobeni anti-Il-4 blokuje expanzi B lymfocytt
pfijemce a tudiZ néslednou hyperprodukci Ig. Rozvoj GVHD je
mozné sledovat rtznymi zplisoby. Expanze T lymfocytd darce
a populaci B lymfocytd p¥ijemce se mohou mwm&¥it jako
tzv. slezinovy index, coZ je pomér hmotnosti sleziny
k hmotnosti té&la, normalizovany na hmotnost kontrolni mySi
(bez onemocnéni). Aktivace B lymfocytt u nemocnych my3i miZe

byt mé&fena uZitim aktivadnich markeri B lymfocytli. Nakonec
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Gdinky aktivace B lymfocyt@ mohou byt pozorovény jako hladiny
Ig v krevnim ob&hu (nap¥. v séru) a nebo hladiny Ig
produkovanych splenocyty p¥ijemce, které se odeberou n&kolik
tydnd po indukci nemoci. Ig v krvi nemocnych zvi¥at obsahuji
také autoprotilatky (proti vlastnim antigentim) . Nakonec
nemocné& zvi¥ata zhynou na selhdni ledvin nebo jinych organu
v disledku ukl&ddani 1Ig, tudi¥ mira preziti je vhodnym
mé¥itkem nemoci.

V dal8i casti p¥ihlasky je ukdzano, %e monoklonalni
protilatky specifické k TWEAK dU&inn& a specificky blokuji
rozvoj GVHD, a sice u my&iho modelu chronické GVHD. Blokovani
rozvoje GVHD je demonstrovadno redukci slezinového indexu,
ztrdtou aktivadnich markert na B lymfocytech p¥ijemce
a sniZenou produkci Ig u zvi¥at léCenych  anti-TWEAK

pripravky.

Podstata vyndlezu

P¥edkladany vyndlez poskytuje pripravky k blokovani
rozvoje nebo k 1éceni nebo sniZovani zavazZnosti
imunologickych onemocn&ni zvi¥ete. Zvi¥eti se podavaiji
farmaceutické pt¥ipravky, které obsahuji farmaceuticky G&inné
mnoZstvi &inidla blokujiciho TWEAK a farmaceuticky p¥ijatelny
nosi&. Cinidlem je budto protilatka nami¥end proti ligandu
TWEAK, protilatka nami¥end proti receptoru TWEAK, dJinidlo,
které modifikuje wvazbu ligandu TWEAK na receptor TWEAK,
¢inidlo, které modifikuje shlukovani povrchovych receptort
nebo ¢inidlo, které rufi intraceluldrni signalizaci receptor
TWEAK. Ve  vyhodném provedeni vyndlezu je protilatka

monoklonalni protiléatka. Ve  vyhodné€jsim provedeni je

monoklondlni protildtka nami¥ena proti povrchovému ligandu
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TWEAK. Zivo&ichem podle vyndlezu je savec a mi¥%e to byt i
lov&k. Cinidlo blokujici TWEAK je rozpustny receptor TWEAK
majici doménu vézajici TWEAK, kterd selektivn& vade povrchovy
ligand TWEAK. V jednom provedeni vyndlezu rozpustny receptor
TWEAK obsahuje doménu 1lidského imunoglobulinu IgG. Ve
vyhodném provedeni  doména lidského imunoglobulinu IgG
obsahuje GUseky zodpovédné za specifickou vazbu antigenu.

pPredkléddany vyndlez se dale tyka zpisobu inhibice
imunitni reakce u zvi¥at, ktery spodivd v tom, %e se zvireti
podava farmaceuticky p¥ipravek podle vynilezu, ktery obsahuje
G¢inné mnoZzstvi d&inidla blokujiciho TWEAK a farmaceuticky
prijatelny nosi&. Imunitni reakce, které se vynalez tyka, je
imunitni reakce zprost¥edkovand lymfocyty typu Thl, Th2 nebo
obéma typy lymfocytd.

Predkladany vynédlez se tedy zejména tyka p¥ipravku,
ktery obsahuje terapeuticky uc¢inné mnozZstvi ¢inidla

blokujiciho TWEAK a farmaceuticky p¥ijatelny nosid.

Popis obrazkt

Obr. 1 ukazuje srovnani sekvenci rozpustného rekombinantniho

mySiho a lidského proteinu TWEAK.

Obr. 2 ukazuje analyzu pomoci FACS (fluorescenci aktivované
t¥idéni buné&k) vazby k¥ed&ich anti-TWEAK monoklonalnich
protilatek AB.D3 na bullky EBNA293 exprimujici my8i protein
TWEAK nebo 1lidsky protein TWEAK, ve srovnani s vazbou

k¥el&ich monoklondlnich protiléatek, které rozpoznavaji

irelevantni protein (hemocyanin p¥ilipky, KLH).

Obr. 3 ukazuje FACS analyzu schopnosti monoklonalni
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protilatky AB.D3 blokovat vazbu rekombinantniho 1idského

TWEAK oznafeného FLAG na bufiky pozitivni na receptor TWEAK.

Obr. 4 ukazuje FACS analyzu aktivadniho stavu B lymfocytl u
my8i s chronickou GVHD, lé¢enych anti-TWEAK monoklonalni
protilatkou AB.D3, anti-CD40L monoklonalni protilatkou MR1,

kontrolni monoklondlni protilédtkou nebo nelécenych.

Definice

Aby byl popis vyndlezu pln& pochopen, nasleduje
podrobny popis vyndlezu, p¥idem¥ v popis jsou uZivany
nasledujici terminy.

Terminy ,humordlni reakce™ a ,bun&®ni reakce™ se tykaji
imunologickych reakci Zivodicha na antigen, kdy Zivod&ich
reaguje tim, Ze tvo¥i protilatky k antigenu nebo cytotoxickou
reakci nebo ob&ma. T¥ida Thl pomocnych T lymfocytt je
duleZitd pro indukci bun&®né reakce, t¥ida Th2 pomocnych
T lymfocytl je duleZitd pro ddinnou tvorbu vysokoafinitnich
protiléatek.

Termin ,pomocné T lymfocyty (Th lymfocyty) ™ oznaduje
funkéni podt¥idu T lymfocytt, které pomdhaji vytvaret
cytotoxické T Ilymfocyty a spolupracuji s B lymfocyty na
stimulaci tvorby protildtek. Pomocné T lymfocyty rozpoznévaji
antigeny asociované s molekulami MHC II. Tridy a poskytuji na
kontaktu z&vislé a na kontaktu nezavislé (cytokiny a
chemokiny) signdly pro efektorové buiiky.

Termin ,Thl“ se tyka podt¥idy pomocnych T lymfocyti,
které produkuji TNF, interferon-y a IL-2 (a dald{ cytokiny),
a které vyvolavaji z&n&tlivé reakce spojené s bunéénou, tj.
nikoliv imunoglobulinovou reakci na antigenni provokaci.

Termin ,Th2" se tyka podt¥idy pomocnych T lymfocyt1,
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které produkuji IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a dal&i cytokiny,
které jsou spojeny s imunoglobulinovou (humordlni) reakci na
imunitni provokaci.

Termin sgermindlni centra™ se tyka folikult
sekunddrnich B lymfocyt®, které se vytvareji po imunizaci
antigenem. Vyskyt téchto histologickych mist je v korelaci
s optimdlnim vytva¥enim pamdti, izotypového  pfepinani,
somatické hypermutace a tudi¥ afinitniho zrani protilatkové
reakce.

Termin »ounky produkujici protilatky™ oznaduje
B lymfocyty, které obdrZely na kontaktu nezavisly a na
kontaktu zadvisly signdl od Th lymfocyt, a secernuji
imunoglobuliny podt¥id IgM, IgG, IgA nebo IgE.

Termin ,Fc doména“ protilétky oznacuje dast molekuly
obsahujici kloubovou oblast, domény  H2 a CH3, ale
postradajici vazebnd mista pro antigen. Termin zahrnuje také
ekvivalentni Useky IgM a dalfich imunoglobulinovych izotypt.

Termin ,anti-TWEAK protilatka” oznaduje jakoukoliv
protilatku, kterd se specificky véaZe alespomnl na jeden epitop
proteinu TWEAK.

Termin ~anti-TWEAK-receptor protilatka” oznacduje
jakoukoliv  protilatku, kteri se specificky véaZe alespoll na
jeden epitop receptoru TWEAK.

Termin »Signalizace receptoru TWEAK™ se tyka
molekuldrnich reakei spojenych se signdlni/metabolickou
drahou receptoru TWEAK a ndslednymi molekuldrnimi reakcemi,
které z ni vychazeji.

Terminy ,¢inidlo modifikujici TWEAK nebo &inidlo
modifikujici TWEAK receptor“ oznaduji jakékoliv éinidlo,
které modifikuje vazbu ligandu na receptor TWEAK, modifikuje
shlukovani  TWEAK receptort na bun&®ném povrchu nebo

signalizaci receptoru TWEAK, nebo ovliviiuje to, jak je signal
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z receptoru TWEAK vniman v bullce.

an

Termin ,ligand TWEAK“ nebo ,protein TWEAK" se tvk
jakéhokoliv  monomerniho, polymerniho nebo heteromerniho
komplexu TWEAK nebo jejich derivatl, které se specificky vazi
na receptor TWEAK.

Termin ,subjekt“ se tykd zvitete nebo jedné &i wvice
bunék pochazejicich ze zvi¥ete. Vyhodn& je zvi¥e savec. Buriky
mohou byt v jakékoliv form&, v&etnd& bunék tvo¥icich tkain,
shlukt bunék, imortalizovanych, transfekovanych nebo
transformovanych a bun&k pochdzejicich ze zvi¥ete, které bylo
fyzicky nebo fenotypov& modifikovino, p¥ifem¥ tento vycet

neni omezujici.

Ligand TWEAK

TWEAK je nové objeveny &len rodiny TNF rodiny proteint

(Chicheportiche et al., J. Biol. Chem. 51: 32401-32410
(1997)) . Clenové rodiny TNF proteinti se vVvAaZI na receptory
z rodiny  TNF-receptorovych  proteint (TNF-R) . Interakce

proteind TNF rodiny s jejich receptory ovliviiuje 8Siroké
spektrum funkci imunitniho systému. Ke zn&mym p¥ikladiim
pat¥i protein CD40L, ktery se va¥%e na receptor CD40 a tim
stimuluje diferenciaci B lymfocytll na lymfocyty produkujici
protilatky (Grewal and Flavell, Immunol. Res. 16: 59-70
(1997)), ligand lymfotoxin-beta (LT-b), ktery se vaZe na
receptor lymfotoxinu-beta a tak ovliviiluje humordlni imunitni
reakci tim, Ze reguluje diferenciadni stav folikularnich
dendritickych bun&€k (Mackay a Browning, Nature 395: 26-27
(1998)), a OX40L, ktery se vadZe na 0X40 receptor a reguluje
tak reakeci B lymfocytl na signdly T lymfocyt@ (Flynn et al.,
J. Exp. Med. 188: 297-304 (  1998)). Dal8i pary

ligand/receptor v rémci rodiny TNF/TNF-R, o kterych je znamo,
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ze hraji kritickou dlohu v imunitni reakci, jsou TNF/TNF-R55,
FasL/Fas a CD27/CD70.

Biologie TWEAK je dosud poznana jen  Castedné&.
Purifikovany rozpustny protein TWEAK byl pouZit k indukci
diferenciace a/nebo smrti né&kterych nadorovych bun&&nych
linii, jako nap¥. butiky HT29 adenokarcinomu (bun&&na smrt
prost¥ednictvim apoptdzy), butky Hela cervikalniho karcinomu
(morfologické zmény) , a buntky  A375 melanomu (anti-
proliferace). TWEAK také indukoval bun&dné linie HT29 a A375
k sekreci chemokinu IL-8, a stejny GZinek se projevil na
fibroblastové bun&&né 1linii WI-38 (Chicheportiche et al., J.
Biol. Chem. 51: 32401-32410 (1997)). Krom& toho TWEAK
indukoval proliferaci ¥ady normdlnich linii endtelovych buné&k
(Lynch et al., J. Interferon Cytokine Res. 18: A-46 ( 1998)).

Domneély receptor pro TWEAK byl také popsan (Marsters et
al., Curr. Biol. 8: 525-528 (1998)) 1998). Tento receptor,
také znadmy pod nazvy jako TRAMP, Apo3, WSL-1, DR-3, nebo LARD
je Clen rodiny TNF-R. Aktivace TRAMP mt¥e indukovat apoptdzu
budto prostfédnictvim signaliza&ni drdhy bun&®né smrti
zavislé na kaspdze nebo bun&dnou aktivaci prost¥ednictvim
NF-kB signalizadni dréhy (Ashkenazi and Dixit, Science 281:
1305-1308 ( 1998)).

Exprese TWEAK u myS8i a dlov&ka je vEeobecné& roz8itena,
mRNA (messenger RNA) se vyskytuje krom& jinych tkani také
v srdeci, mozku, plicich, Jjatrech, a také v sekundarnich
lymfatickych orgénech jako je slezina, lymfatické uzliny a
mononukledrni bullky periferni krve (PBMC) . TWEAK neni
exprimovan v primdrnich lymfatickych orgénech, kde se
vyvijeji butikky imunitniho systému, jako Ije nap¥. brzlik
(thymus), kostni d¥eii a fetdlni jatra. Tak¥e se zd4, Ze TWEAK
spiSe hraje roli v imunitni reakci spife ne¥ ve vyvoji

imunitniho systému.

-
Yoo

L]




oscoee
*
sese

16

Interakce proteinovych ligandd a jejich receptort miZe
byt modifikovéna Ffadou specifickych néstrojti. Tak nap¥.
monoklonalni protilatky (mAb), které specificky rozpoznavaji
ligand, se mohou pouZit k prevenci nebo modifikaci vazby
ligand/receptor, a sice tim, %e rozpoznadvaji vazebné misto
nebo fyzicky mnaruduji interakci. Alternativnd protilatky
anti-ligand mohou ovlivnit signalizaci receptoru ovlivné&nim
vazby jinych ligandd, pokud pro dany receptor existuje wvice
ligandd. Takové sloZité G&inky byly pozorovany pro mAb
k rodiné B7 ligandd CD28 (Lenschow et al. J. Exp. Med. 181:
1145-1 155 (1995)). Anti-ligand mAb mohou mit dokonce mnohem
»njemnéjsi™ G&inky v systému, kde existuje vice receptort pro
urc¢ity ligand, nap¥. tim, Ze modifikuji vazbu ligandu
k jednomu receptoru a ptitom nechdvaji vazbu k jinému
receptoru beze zm&€ny. Monoklondlni protilitky rozpoznavajici
receptor mohou byt také uZity k modifikaci vazby ligandu,
nebo mohou samy indukovat nebo modifikovat signalizaci
receptoru. TakZe anti-receptorové monoklonalni protilatky
mohou byt jak antagonistické, tak i agonistické. Priklady
monoklondlnich protildtek pouZitych v my3im nebo 1lidském
gsystému k modifikaci  interakce ligand/receptor v rodiné&
TNF/TNF-R jsou nap¥. mAb specifické krom& jinych pro TNF,
CD40L, LT-a, Fas-L a TR2/HVEM. Monoklonilni protilatky se
mohou uZit k blokovéani iniciace nebo rozvoje imunologickych a
dals8ich onemocn&ni. Tak nap¥. anti-CD40L byla pouZita
k léCeni systémového Ilupus erythematodes (SLE) a k zastavens
selhadvani orgdnového transplantatu.

Silné inhibitory interakce ligand/receptor mohu byt
také pf¥ipraveny klonovanim sekvence, ktera kéduje
extracelulédrni Gsek receptoru se sekvenci, ktera kéduje té&zky
Yetézec lidského imunoglobulinu (Ig), a naslednou expresi

hybridniho genu =za pomoci vhodného promotoru ve vhodné
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bunéfné linii. Purifikované fdzni proteiny receptor-Ig mohou
byt pouZity in wvitro a in vivo k vézani dostupnych
proteinovych ligandd a tudiZ k modifikaci interakce 1ligandu
s nativnim, na buttku vAzanym receptorem. Modifikace se mtZe
uskutednit mnoha rdznymi mechanismy, podobn& jak bylo vyse
popsédno pro anti-ligandové monoklondlni protilatky. P¥iklady
fGznich proteinli receptor-Ig pouZitych v my3im nebo lidském
systému k modifikaci interakce ligand/receptor v rodin&
TNF/TNF-R jsou krom& jinych TNF-R55-Ig, TNF-R75-Ig, LT-b-R-Ig
a O0Ox40-Ig. Fazni proteiny receptor-Ig se mohou uZit

k blokovani iniciace nebo rozvoje imunologickych a dalfich

[

onemocnéni. Tak nap¥. TNF-R75-Ig byl pouZit k 1lé&en
zanétlivé nemoci st¥ev (IBD).

V predklddaném wvyndlezu je ukdzano, e monoklonalni
protilatky, které se specificky va%i na mySi a lidsky TWEAK
blokuji rozvoj prototypového antigenem vyvolaného
imunologického onemocn&ni, a sice GVHD, nemoci zpusobené
reakci St&€pu proti p¥ijemci. Vynalez predpoklada pouZiti
¢inidel modifikujicich TWEAK nebo receptor TWEAK k lédeni
riznych imunologickych onemocn&ni, kterd jsou daledkem
vneseni cizorodych antigent do pacienta, jako je nap¥. GVHD,
ktera je dtisledkem transplantace kostni d¥en& nebo kmenovych
bunék, a selhavédni orgénovych transplantatt v dtsledku
odvrZeni 8St&pu. Krom& toho vynalez p¥edpoklada pouZiti
¢inidel modifikujicich TWEAK nebo receptor TWEAK k lé&eni
Yady dal&ich autoimunitnich onemocné&ni jako Ie napf¥. SLE,
idiopaticka trombocytopenicka purpura, Wegenerova
granulomatdéza, polyarteritis nodosa, retindlni wuveitida,
rychle progradujici srpkovitd glomerulonefritida, revmatoidni
artritida, sclerosis multiplex, ulcerativni kolitida a dal3i.

K dal8imu predpoklddanému vyuZiti pat¥i 1&%eni akutnich
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a chronickych zanétlivych stavl, jako jsou alergické zanéty,

astma, eosinofilie, Gravesova nemoc, Chagasova nemoc a dalsi.

Materidly a metody

MySi

Sest a¥ osm tydnd staré samice mwmy%i kmned DBA/2 a
C57B1/6 a potomci k¥i¥%eni v F1 generaci (DBA/2 x C57Bl/6)F1
byli ziskani z Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). MySi
byly chovény za obvyklych ochrannych opat¥eni a zahizelo se

s nimi v souladu s pokyny instituce.

Monoklondlni protilatky

Monoklonadlni protildtky rozpoznadvajici 1lidsky a mySi
protein TWEAK byly ptipraveny v arménskych k¥edcich ufitim
lidského rozpustného proteinu TWEAK, ktery byl pFfipraven
expresi v bakuloviru a purifikovdn jak bylo popsano v
Chicheportiche et al., J. Biol. Chem. 51: 32401-32410 (1997) .
Pro prvni imunizaci ka%dy k¥edek dostal 50 Lg TWEAK v Gplném
Freundové adjuvans (CFA) jako i.p. injekci. Pro dalsf
imunizaci (14., 28. a 42. den po primarni imunizaci) kazZdy
k¥etek dostal 50 pg (14. a 28. den) nebo 33 pg (42. den)
TWEAK v nelGplném Freundové adjuvans (IFA) jako i.p. injekci.
Posledni imunizace p¥ed f£fdzi bun&k sleziny pro pT¥ipravu
hybridomd byla provedena 100 pg TWEAK i.p. bez adjuvans.
Hybridomy pak byly p¥ipraveny standardni technologii (Lerner,
Yale J. Biol. Med. 54: 387-402 (1981)).

Hybridomy produkujici anti-my%i CD40L monoklonalni
protiladtku MRl (Noelle et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
6550-6554 (1992)) byly =ziskédny ze sbirky ATCC (Rockville, MD
USA) . Hybridomy produkujici anti-KLH Ha4/8 monoklonalni

*
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protilatku byly =ziskdny od Dr. Mendricka (Human Genome

Sciences, Inc. Rockville, MD USA).

Analyza aktivity monoklondlnich protildtek metodou ELISA
Anti-lidské TWEAK monoklondlni protiléatky byly
testovany na schopnost vazat se na mySi a lidsky TWEAK v
ruznych typech experiment®i. N&kolik monoklondlnich protilatek
pfipravenych proti lidskému proteinu TWEAK rozpoznéavalo také
myS8i TWEAK v podatednim screeningu aktivity monoklondlnich
protilatek, ktery byl provaddé&n testy ve formatu ELISA. My31i
protein TWEAK byl p¥ipraven rekombinantni technologii v
bakuloviru podobnym postupem jaky byl popséan pro lidsky TWEAK
(Chicheportiche et al., J. Biol. Chem. 51: 32401-32410
(1997)). Purifikovany lidsky a myS$1 protein TWEAK byly
navazany na 96jamkové destilky a u¥ity k testovani riznych
k¥etCich monoklondlnich protilatek, =zda se v&i¥%i na tyto
imobilizované proteiny. Zachyceni k¥ed&ich monoklonalnich
protilatek na imobilizované proteiny TWEAK bylo vizualizovano
pomoci osliho anti-k¥e&&iho IgG s navézanou peroxidézou
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA USA), a pak vhodnou

enzymatickou, na peroxidize zavislou reakei.

Analyza aktivity monoklondlnich protildtek metodou FACS
Rozpustny protein TWEAK indukuje apoptézu u bun&k HT29,
coz ukazuje, Ze tyto Dbutky exprimuji receptor TWEAK
(Chicheportiche et al., J. Biol. Chem. 51: 32401-32410
(1997)) . Purifikované monoklondlni protilatky (10 pg/ml) byly
testovadny na schopnost blokovat vazbu FLAG-znadeného mySiho
nebo lidského TWEAK na buiky HT29, coZ bylo detekovano
biotinylovanou anti-FLAG protilatkou, streptavidin-

peroxidézou a vhodnym enzymovym substritem.
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Indukce chronické GVHD

Sest a¥ osm tydnt staré samice my¥i kmen DBA/2 a
C57B1/6 byly utraceny a sleziny byly sterilné& vyjmuty. Jemnym
rozdrcenim orgdnu pomoci drsnych sklen&ngch destidek byla
pfipravena suspenze jednotlivych buné&k, a po usazeni
bunéfného debrisu byl supernatant peletovdn. Pelet byl potom
resuspendovan v Geyové pufrovaném hypertonickém roztoku a
inkubovadn na ledu 3 minuty, aby se lyzovaly Jervené krvinky.
Na rozruSeni kaZdé sleziny bylo pouZito 5 ml Geyova roztoku.
Bun&fnéd suspenze byla znovu peletovana, resuspendovana ve
sterilnim PBS bez pyrogenti, peletovdna a resuspendovéna znowvu
ve sterilnim PBS bez pyrogenti. PoSet bun&k byl stanoven
pomoci hemocytometru a hustota bun&k byla upravena na
2 x 10%/ml. Tento roztok byl pfefiltrovan p¥es sterilni 70um
filtr a aZ do pouZiti ponechdn na ledu. Jako p¥ijemce byly
uzity Best aZ osm tydnd staré samice my%i kmene B6D2F1. Ka¥da
my$ dostala injekci 500 pl (tj. 1 x 10%) bun&k do zily ocasu.
Experimentalni skupiny dostaly Zt&p DBA/2 (DBA/2>F1), =zatimco
skupina kontrolnich zvi¥at dostala &t&p B6D2F1 (F1>F1).
14 dni po injekci byla zvitata vySet¥ena na rozvoj chronické

GVHD.

Blokovani chronické GVHD

My&i obdrZely davku monoklondlni protilatky anti-TWEAK
AB.D3, anti-CD40L MR1l, kontrolni monoklondlni protiléatky
Ha4/8 nebo byly bez o8Set¥Yeni. Schéma davek bylo 250 pug
monoklondlni protilédtky 4 hodiny p¥ed injekci 3t&pu a pak 2,

4 a 6 dnl po injekci.

Testovani rozvoje nemoci
14. den experimentu byly my8i utraceny a zvaZeny. Pak

byla asepticky vyjmuta slezina a =zvAZena. Byl vypo&ten
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slezinovy index jako pom&r hmotnosti sleziny a té&lesné
hmotnosti pro kaZdé zvife kontrolni F1>F2 skupiny a pak byla
vypoltena jeho prim&rnd hodnota. Prim&rnd hodnota slezinového
indexu ostatnich skupin byla normalizovdna vzhledem k této
hodnot& kontrolni skupiny. Ze slezin pak byly izolovéany
splenocyty, Jjak JjiZ bylo popsadno vyde, a na¥edény na
koncentraci 1 x 10’ bundk/ml ve sterilnim PBS. Pro FACS
analyzu bylo 100 ul bun&k obarveno na nédsledujici bun&&né
povrchové markery. VSechny monoklondlni protilatky byly
zakoupeny od firmy Pharmingen (San Diego, CAa, USA) .
Streptavidinové ¢inidlo bylo zakoupeno od Southern
Biotechnology Corp. (Birmingham, AL, USA). Splenocyty byly
obarveny Dbiotinylovanym anti-H-2KP haplotypovym markerem,
ktery rozliduje donorové buiiky (H-2K°-) od bundk prijemce (H-
2K’+) v rtznych kombinacich s p¥imo konjugovanymi ani-CD4,
anti-CD8, antiB220, anti-CD69, anti—I-Ad, anti-L-selektin a
anti-H2D? znadenymi FITC nebo PE v roztoku PBS/0,5% BSA/0,1%
azid sodny (FACS pufru) obsahujicim 10 pg/ml FcBlock™
(Pharmingen) pro preruseni nespecifickych  vazeb k Fc
receptorim. Buiiky byly inkubovany s monoklondlnimi
protilatkami jednu hodinu na ledu. Ka¥dy vzorek byl pak
resuspendovan ve 2 ml FACS pufru, aby se promyl, a pak byly
buitky peletovany centrifugaci. Pak byly bunikky resuspendovany
ve FACS pufru obsahujicim streptavidin =znadeny CyChrome,
ktery se véZe na biotinylovanou monoklonalni protilatku, aby
se vytvor¥il t¥eti kandl ve FACS, pak naposledy propléachnuty a
analyzovany pomoci za¥izeni FACSscan a softwaru Cellquest
(Becton Dickenson, San Jose, CA, USA).

Pro in vitro analyzu byly bultky secernujici Ig
peletovany a resuspendovany v DMEM obsahujicim 10% fetalni
hov€zi albumin (FBS)/4mM glutamin na koncentraci 1 x 107

bun€k/ml. Na 6jamkové destidky bylo naneseno po 1 ml na
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kaZdou jamku. Supernatanty z bun&k byly odebréany po 24

hodinéach.

Zdroj protildtek anti-TWEAK

V jednom provedeni p¥edkladdaného vynalezu protilatky
nami¥ené proti TWEAK funguji jako &inidlo blokujici TWEAK.
Protilatky 1lze p¥ipravit proti monomerni, dimerni nebo
trimerni form&€ proteinu TWEAK, budto s nebo bez heterologni
podjednotky, pokud existuje. Krom& toho protilitka miZe byt
p¥ipravena proti rozpustné, mutované, pozmé&né&né nebo
chimérické formé&€ proteinu TWEAK. Protilatka anti-TWEAK podle
p¥edkladaného vynalezu miZe byt monoklonalni nebo
polyklonalni protildtka a mi¥e byt modifikovana, aby se
optimalizovala jeji schopnost blokovat vazbu TWEAK na jeho
receptor, jeji biologickd dostupnost in vivo, stabilita nebo
jiné poZadované vlastnosti.

Polyklonalni protilédtkové sérum nami¥ené proti TWEAK se
pripravuje standardnim zplsobem tak, %e se zviFe jako Jje
napt. koza, kralik, potkan, k¥etek nebo my$s injikuje
subkutanné lidskym TWEAK v Gplném Freundovée adjuvans (CFA) a
pak znovu zesilovaci intraperitonedlni nebo subkutinni
injekci TWEAK v nelGplném Freundové adjuvans (IFA) .
Polyklonalni  antisérum obsahujici poZadované protilatky
namif¥ené proti TWEAK se testuje standardnimi imunologickymi
postupy.

Kred&i monoklondlni protildtky proti 1lidskému TWEAK
byly p¥ipraveny v oboru zndmymi postupy, a sice injikovanim
rekombinantniho rozpustného lidského TWEAK v CFA do
arménského k¥elka a opakovédnim zesilovaci injekce TWEAK v IFA
intraperitonedlné. Hybridomovd bun&dnd linie (AB.D3.7.2)
produkujici k¥ed&i monoklondlni protildtku anti-TWEAK AB.D3

byla uloZena v Americké sbirce mikroorganisms ATCC
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(Rockville, MD) v souladu s Budepedtskou smlouvou. Jakmile
bude na z&klad€ této p¥ihl&a¥ky ud&len patent, pominou vdechna
omezeni p¥istupu k uloZenému materidlu.

Rizné formy protildtek anti-TWEAK mohou byt také
pfipraveny metodami rekombinantni DNA (Winter a Milstein,
Nature, 349, pp. 293-99 (1991)). Tak nap¥. mohou byt
zkonstruovany "chimérické" protilédtky, ve kterych je doména
vazajici antigen =z protilatky zvitete spojena s lidskou
konstantni protildtkovou doménou (viz nap¥. Cabilly et al.,
US 4,816,567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
81, pp. 6851-55 (1984)). Chimérické protilatky redukuji
imunitni reakci vyvolanou zviYecimi protilitkami, kdyz se
uziji u &love&ka.

Krom& toho rekombinantni "humanizované protilatky",
které rozpoznédvaji TWEAK, mohou byt p¥ipraveny syntézou.
Hmanizované protildtky jsou chiméry, které obsahuji wvé&t8inu
lidskych sekvenci IgG, do kterych byly vloZeny Gseky
zodpovédné za  specifickou vazbu antigenu (viz  nap?.
Mezinadrodni pt¥ihlagka WO 94/04679). ZviYata se imunizuji
poZadovanym antigenem, izoluji se odpovidajici protildtky a
odstrani se <¢ast variabilniho dseku zodpov&dna za specifickou
vazbu antigenu. Useky vazajici antigen pochdzejici ze zviYeci
protilatky se pak klonuji do vhodnych mist gentt lidské
protiléatky, ze kterych byly dGseky pro vazbu antigenu
deletovany. Humanizované protilatky mininimalizuji pottebu
heterolognich (mezidruhovych) sekvenci v lidskych
protilatkdch a jsou mén& nachylné k vyvoldni imunitni reakce
u léfeného pacienta.

Konstrukce rlznych t¥id rekombinantnich anti-TWEAK
protilatek se mlZe realizovat také p¥ipravou chimérickych

nebo  humanizovanych protildtek  obsahujicich  anti-TWEAK
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variabilni domény a lidské konstantni domény (CH1l, CH2, CH3)
izolované z rGzngch t¥id imunoglobulinti. Tak napt¥. protilatka
anti-TWEAK IgM se zvy8enou valenci vazebnych mist miZe byt
rekombinantn& pIripravena klonovanim mista vazajiciho antigen
do vektoru obsahujiciho konstantni Gseky té&Zkého Yetdzce
lidského IgM (Arulanandam et al., J. Exp. Med., 177, pp.
1439-50 (1993); Lane et al., Eur. J. Immunol., 22, pp. 2573-
78 (1993); Traunecker et al., Nature, 339, pp. 68-70 (1989)).

Krom& toho lze u¥%it standardni techniky rekombinantni
DNA a zm&nit vazebnou afinitu rekombinantnich protilétek pro
antigen tim, Ze gse zamé&ni né&které aminokyselinové . zbytky
v blizkosti wvazebnych mist pro antigen. Afinita vazby
k antigenu u humanizovanych protildtek mtZe byt zvy&ena
mutagenezi zaloZenou na molekuldrnim modelovani (Queen et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86, pp. 10029-33 (1989);
WO 94/04679) .

MaZe byt pot¥ebné zvydit nebo sni¥it afinitu anti-TWEAK
protildtek pro TWEAK v z&vislosti na typu cilové tkan& nebo
na predpoklddaném 1lé&ebném re¥imu. Tak napr¥. mize byt vyhodné
lécit pacienta konstantni hladinou anti-TWEAK protilatek se
sniZenou schopnosti modifikovat drahu TWEAK pri
semiprofylaktické 1&&b&. Podobn& anti-TWEAK protiléatky se
zvySenou afinitou pro TWEAK mohou byt vyhodné pro kratkodobé
1é&eni.

Priprava k¥elfich anti-lidskych TWEAK protilatek Jje

ilustrovédna v p¥ikladu 1.

PouZiti monoklondlnich protildtek anti-TWEAK k blokovani
rozvoje chronické GVHD, imunologického onemocn&ni vyvolaného
antigenem

Byl ukazén Gd¢inek ¢inidla blokujiciho TWEAK,

monoklondlni protilatky AB.D3, na rozvoj imunitni reakce u
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my8iho modelu chronické nemoci vyvolané reakci Stépu proti
prijemci (GVHD). Ke schopnosti blokovat GVHD pat¥i také
Glinky na aktivaci a proliferaci B lymfocytl, a na vyvolani
sekrece IgG. MyS8i byly oSet¥eny intraperitoneiln& (i.p.)
250 pg anti-TWEAK monoklondlni protildtky AB.D3, kontrolni
anti-KLH monoklonalni protilatky Ha4/8, anti-CD40L
monoklondlni protildtky MR1 a nebo byly ponechény bez
oSet¥eni. Po 4 hodindch dostaly my%i 0,5 ml intravendzni
(i.v.) injekci obsahujici 1 =x 10° splenocytu izolovanych
z my8i DBA/2. Tyto i.v. injikované DBA/2 splenocyty
predstavovaly allo3t&p (cizorody St&p). 2, 4 a 6 dnu po
pfeneseni Dbyly my3i znovu oSet¥eny 250 ng anti-TWEAK
monoklondlni protilatky AB.D3, kontrolni anti-KLH
monoklonalni protilatky  Ha4/8, anti-CD40L monoklondlni
protilatky MR1. Kontrolni skupina my3i dostala 1 x 108
splenocyttl izolovanych z my8i B6D2F1, které nemohou vyvolat
imunitni reakci u  mysi B6D2F1. Jako kontroly  byly
alternativné uZity my%i B6D2F1, které nedostaly 2&dny Stép
ani nebyl nijak oSet¥eny. 14 dni po podéni Jt&pu byly mySi
utraceny a vySet¥eny na vyskyt nemoci.

U neoSetfenych my8i se po podani &t&pu projevila tada
ruznych symptomi ukazujicich na rozvoj GVHD. Splenomegalie
neboli zvétSeni sleziny je dtkazem, %e T lymfocyty darce a
B lymfocyty p¥ijemce se aktivovaly a prochézeji procesem
polyklondlni expanze, pf¥i kterém se dramaticky zv&tduje podet
bunék. Objeveni se povrchovych proteint, jako jsou nap¥. CDé9
na podskupiné€ B lymfocytli, je indikaci aktivace B lymfocytd.
Ztrata molekul L-selektinu =z CD4+ a CD81 T lymfocytd Jje
dikazem aktivace T Ilymfocytd. Sekrece imunoglobulinovych
molekul, jako jsou imunoglobuliny t¥idy IgG, IgA a IgE, budto
do séra, nebo vV testu s in vitro butikami, ukazuje, ¥e

B lymfocyty byly aktivovény a doSlo k '"p¥epnuti" t¥idy Ig.
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V takovém p¥ipad€ vyskyt anti-vlastnich Ig v séru nebo v
in vitro buné&fném testu ukazuje, Ze  produkované Ig
nepfiméfené rozpozndvaji autoantigeny. P¥e¥ivani je nakonec
hodnoceno jakoZto vysledek rtiznych lé&ebnych re¥ima.

Kontrolni mysSi byly srovnidny s nelédenymi my3mi, které
také obdrzZely allostép, aby byl vySetten rozsah
splenomegalie, aktivace B lymfocyt@ a sekrece Ig v prubéhu
GVHD. Monoklonalni protildtky anti-CD40L MR1 byly pouzZity
jako pozitivni kontrola v t&chto experimentech, nebot bylo
jiZ d¥ive wukézdno, Ze blokovadni interakce CD40L/CD40 je
GCinnym prost¥edkem narudeni rozvoje chronické GVHD (Durie et
al., J. Clin. Invest. 94 : 1333-1338 (1994)) . K¥eddi
monoklonalni protiladtky Ha4/8 proti hemocyaninu z prilipky
(KLH) byly pouZity v kontrolnim oZet¥eni. Vysledky ze dvou
pokusl jsou ukdzdny v tabulce 2. V obou pokusech oSetteni
monoklonalni protildtkou anti-TWEAK AB.D3 sni¥ilo rozsah
splenomegalie (ve srovnéni s neoSet¥enymi p¥ijemci allostépu)
pribliZné o 33 %. OBet¥eni negativni kontrolou, t].
monoklondlni protildtkou Ha4/8, nem&lo ¥&dny Gdinek, zatimco
oSet¥eni anti-CD40L monoklonadlni protildtkou MR-1 sni¥ilo
splenomegalii o tém&¥ 70 %. Aby se prozkoumaly populace
bunek, které Dbyly zasa¥eny vlivem ofet¥eni anti-TWEAK
monoklondlni protildtkou AB.D3, byly provedeny FACS analyzy
splenocytd odebranych z my8i-p¥ijemct 14 dnd po injekeci
Stépu. Builkky ze sleziny ze 3 a¥ 4 my3i ve skupiné byly
izolovany a sloudeny. Aktivace B lymfocytd p¥ijemce je
definujicim znakem chronické GVHD. NeoSet¥ené my%i a my3i
oSet¥ené kontrolni protildtkou m&ly maly, ale ztetelny podil
B lymfocytld  B200+ exprimujicich aktivadni marker CD69
(obrdzek 4 a tabulka 3). Naproti tomu prakticky ¥&dné B200+ M
lymfocyty u my8i oSet¥enych MR1 nebo AD.B3 neexprimovaly

CD69. Nepritomnost méritelné aktivace B lymfocyt® ve slezin&
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mySi po podéni AB.D3 miZe byt zplsobena jednim nebo vice
mechanismy, jako je selhd&ni aktivace T lymfocytd, selhani
aktivace B lymfocytl nebo bun&®nd smrt (apoptdza). Dile byla
m&¥ena celkovd hladina IgG v kultu¥e splenocytt mySi po
riznych zplsobech oSet¥eni, aby se ur&ilo, zda ztrata
aktiva&niho markeru CD69 =z populaci B lymfocytl koreluje
s funkénim vystupem, tj. produkci IgG. Nelédené kontrolni
my$i, my8i 1é&ené MR1 a mySi 1é%ené AB.D3 produkovaly
vyznamné niZgi mnoZstvi celkovych IgG ne? mydi, které
obdrZely allosté€p a budto nebyly 1lé8eny nebo byly 1lé&eny
Ha4/8 (viz tabulka 4). Tyto vysledky ukazuji, Ze sekrece Ig
aktivovanymi B lymfocyty, definujici znak chronické GVHD, je
blokovana podanim anti—TWEAK‘monoklonélni protilatky. PouZiti
anti-TWEAK  monoklonalni protildtky k blokovani rozvoje

chronické GVHD je ilustrovédno v p¥ikladu 2.

Dal&i nemoci zprost¥edkované protilatkami

Mnoho organoveé specifickych a systémovych
autoimunitnich onemocné&ni zahrnuje patologickou protiléatkovou
reakci. K takovym nemocem pat¥i nap¥. myasthenia gravis,
autoimunitni hemolytick& anémie, Chagasova nemoc, Greveho
nemoc, idiopatickéd trombocytopenia purpura (ITP), systémovy
lupus erythematodes (SLE) , Wegenerova granulomatdza,
polyarteritis nodosa a rychle  progradujici srpkovita
glomerulonefritida (viz Benjamini et al., Immunilogy, A short
Course, 3rd Ed., Willey-Liss, New York, 1996).

Ackoliv je etiologie SLE neznami, je dostatedn& znam
imunologicky mechanismus, ktery je zodpové&dny za pozorované
patologické p¥iznaky. Z nezndmych duvodd pacienti trpici SLE
produkuji protilatky proti jadernym sloZkam v téle
(protijaderné protilédtky, ANA) =zejména proti dvouret&zcové

DNA. Klinicky pfitomnost té&chto protildtek koreluje nejlépe
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s patologickym stavem ledvin, ktery se rozviji p¥i SLE.
Protilatky vytva¥eji komplexy s DNA zjevnd& pochéazejici
z poSkozené normdlni tké&n&, a stejn& jako u mnohych
imunoagregujicich nemoci, tyto komplexy vytva¥eji depozity na
bazalni membrané glomeruld, na sté&néch arterii a
v synovidlnich dutindch kloubu. Tyto komplexy aktivuji
kaskaddu komplementu a p¥itahuji granulocyty. Néasledujici
zan&t1liva reakce, charakterizovana jako glomerulonefritida,
vede k posSkozeni ledvin Ustici a¥ v proteinurii a hematurii.
SLE byl zkoum&n na myS8im modelu po desetileti. Rozvoj
SLE miZe byt blokovdn uZitim &inidle jako jsou fdzni proteiny
CTLA4-Ig a anti-CD40L, které naruduji kritické kroky (Grewal
a Flavell, Immunol. Rev. 153: 85-106 (1996)). V soudasné dobs
byla hodnocena terapeutickad Gdinnost &inidle specifickych pro
my8i ligand CD40 na n&kolika modelech (Mohan, et al., J.
Immunol., 154, pp. 1470-1480 (1995)). Bylo ukazano, 3Ze
akcelerace Jlupusu prenosem bundk, které indukuji tvorbu
patogennich protildtek in vivo, byla inhibovéna podanim
monoklonalnich protilatek, které blokovaly interakci
CD40/CD40-ligand. Krom& toho kratkodobé 1&&eni mySi s lupusem
podavanim protildtky anti-CD40L m&lo trvaly prospésny G&inek
na spontanni onemocnéni i dlouho po té, co protilatka
vymizela z ob&hu. Pokusy ukdzaly, ¥e patogenni B lymfocyty
nemohly tvo¥it protildtky dokonce ani 9 m&sicti po 1é&eni, co¥
ukazuje na to, Ze zde Dbylo zpoZd&ni mezi expanze
autoimunitnich pamé&tovych B lymfocytt, coZ vedlo
k dlouhodobému 1lé&&ebnému G&inku. A navic l1lé&eni anti-CD40L
bylo schopné zdrZet nebo zpozdit progresi SLE u my3iho modelu
spontéanniho SLE (Kalled, et al., J. Immunol. 160: 2158-2165
(1998)) . Bylo ukézédno, Z%e <¢&inidla modifikujici interakce

TWEAK/TWEAK-receptor (y) in vivo inhibuji aktivaci B lymfocyt
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a produkci Ig, a tudiZ &inidla podle p¥edkladaného vynéalezu
jsou uZitednad k lé%eni a prevenci SLE.

Normdlni imunitni reakce na n&ktera patogenni infekd&ni
agens vyvola autoprotildtkovou reakci, kterid se stane
nadmérnou a predstavuje tudiZ medicinsky problém. Jednim
prikladem je Chagasova nemoc, zan&tliva kardiomyopatie, ktera
se vyviji u cZlov&ka a experimentdlnich zvitat po chronické
infekci Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Nedavno byly v né&kolika
studiich identifikovany anti-vlastni protilatky v séru
pacientd trpicich Chagasovou nemoci (Bach-Elias et al.,
Parasitol. Res. 84: 796-799 (1998)). Krom& toho byla nedavno
vyznamné experimentaln& podpo¥ena predstava o tom, ¥e indukce
pro srdce specifické autoimunitni reakce je moZnym
mechanismem podilejicim se na patogenezi Chagasovy
kardiomyopatie u 1lidi. V neddvnych studiich (Tibbetts, et
al., J. Immunol., 152, pp. 1493 1499 (1994)) bylo zjisténo,
protilatky specifické k srdednim antigentm <sou tvofeny u
my8i C57Bl/6 se srdednim onemocn&nim po infekci T. cruzi. Po
infekci brazilskym kmenem T. cruzi se u myS8i C57Bl/6 vyvine
kardiomyopatie, kterd je histologicky podobnéa kardiomyopatii
pozorované u chronicky infikovanych 1idi. Antiséra z t&chto
myS8i reagovala se t¥emi srdednimi antigeny, zatimco my8i
infikované kmenem Guayas T. cruzi, u kterych se nevyvinula
kardiomyopatie, netvo¥ily takové protilatky. Tyto vysledky
ukazuji, Ze tyto protiliatky jsou specifickymi markery
kardiomyopatie. Schopnost ¢inidel modifikujicich TWEAK
blokovat aktivaci B bun&k a produkci Ig je u¥ite®ni také
k blokovani poSkozeni srdce, ke kterému dochizi u pacientl
s Chagasovou nemoci. ’

Dalsim p¥ikladem destrukce bun&k autoprotilatkami
vzniklymi po nékterych infek&nich nemocech nebo z jinych

neznamych ddvodd, je idiopatickd trombocytopenia purpura
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(ITP). P¥i této nemoci protildtky nami¥ené proti destidkam
zpusobuji destrukci destifek (budto pomoci komplementu nebo
fagocytujicich bun&€k s Fc nebo C3b receptory), coZ vede ke
krvaceni. Léc¢ivé pripravky, které by inhibovaly tuto
protilatkami zplUsobenou autoimunitni reakci, jako jsou nap?¥.
TWEAK modifikujici c¢inidla podle vyndlezu, Jjsou uZite&né
k 1lé&eni nebo prevenci také této autoimunitni nemoci.
Normélni imunitni reakce na né&které patogenni infekce
miZe hypersenzitivni reakci (pF¥ecitliv&lost), kterd p¥i
nadmérném rozsahu pTredstavuje také medicinsky problém.
NejrozSi¥ené€j&im pi¥ikladem hypersenzitivni reakce typu I ie
alergickd reakce. Tato reakce je zprost¥edkovand protilatkami
IgE, které se svym Usekem Fc v&Zi na receptory na Z%irnych
butikdch a basofilech, &imZ spoult&ji produkci farmakologicky
aktivnich latek zprost¥edkovavajicich anafylaxi. ITP a
Goodpastureliv syndrom jsou nékdy povaZovany za reakce typu
IT, které se objevuji, kdyZ se protilatky IgG nebo IgM vaZi
na antigen na bun&fném povrchu a aktivuji kaskadu
komplementu. Na misto aktivace jsou p¥itahovany granulocyty a
poskozeni zplhsobené uvoliflovdnim Ilytickych enzym& 2z jejich
granuli zpusobuje destrukci bun&k. Revmatoidni artritida se
povaZuje za disledek hypersenzitivni reakce typu III
zprost¥edkované imunitnimi komplexy antigenu (v tomto p¥ipadé
revmatickym faktorem, protildtkou IgM), ktery se vaZe na Fc
Gsek normalniho IgG. Tyto imunitni komplexy se podileji na
vyvoléani zanétd v kloubech a poSkozeni charakteristickych pro
tuto nemoc. JelikoZ tyto nemoci jsou alespoil dastednd
zpUsobeny protildtkami, 1é&iva, kterd inhibuji produkci
protilatek, jako jsou nap¥. ¢inidla modifikujici TWEAK podle

pfedkladaného vynélezu, jsou uZitedni k prevenci a lé&eni i

té&chto nemoci.
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K dalSim p¥ikladlm nemoci, které zplsobuji pacienttim
vazné poSkozeni zprost¥edkovand protildtkami, pat¥i Gravesova
nemoc a akutni hemolytickd anemie. Lze predpokladat, %e
¢inidla modifikujici TWEAK bodu uZitednd k prevenci a lé&ent

i téchto nemoci.

Inhibice buné&fné imunitni reakce

Bylo wukazano, Ze podavani <&inidel, kterd modifikuji
aktivitu proteinu TWEAK in vivo, blokuje rozvoj nemoci
zprost¥edkované protildtkovou (humordlni) imunitni reakci, a
sice GVHD. K dal8im G&innym &inidltm modifikujicim imunitni
systém, kterd jsou schopna blokovat rozvoj GVHD, pat¥i
anti-CD40L a flzni proteiny CTLA4-Ig. Tato d&inidla blokuji
kritické kroky v aktivaci T a B lymfocytl (Grewal a Flavell,
Immunol . Rev. 153:85-106 (1996)) . Tudiz terapeutické
ovlivnéni téchto drah imunitniho systému neni omezeno jen na
humoralni imunitni reakci. Tak nap¥. anti-CD40L a CTLA4-Ig
byly pouZity jak samostatn& tak spoledn& k zastaveni reakce
odvrzeni orgédnového transplantidtu na zvi¥ecim modelu (Kirk et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94 :87898794 (1997)). Velka
dast imunitni reakce na transplantovany organ je
zprost¥edkovana T lymfocyty Thl a spodivad v cytotoxické
buné&fné reakci. Tato bun&fnd imunitni reakce je zodpov&dni za
burikami zprost¥edkované po3kozeni p¥i mnohych imunologickych
onemocnénich jako je nap¥. z&n&tliva nemoc st¥ev, revmatoidni
artritida, sclerosis multiplex, diabetes, ulcerativni
kolitida a Crohnova,.nemoc. Vzhledem ke schopnosti blokovat
rozvoj chronické  GVHD, lze ptredpokléadat, ze d¢inidla
modifikujici TWEAK nebo receptor TWEAK podle piredkladaného

vynadlezu budou uZitefnd i pro lé&eni poruch bun&fné imunity.
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Léfeni wuZitim d&inidel modifikujicich TWEAK nebo receptor
TWEAK

P¥ipravky podle vynidlezu se podavaji v davce, kterad je
G¢innd k 1é&eni uvedenych nemoci a poruch. Stanoveni vyhodné
farmaceutické formulace a vhodného terapeuticky G&inného
davkovaciho reZimu je rutinni zdle¥itosti v kompetenci
odbornika, kdyZ vezme v Gvahu nap¥. stav a hmotnost pacienta,
rozsah poZadovaného lé&eni a toleranci pacienta k lé&enf.

Davky ¢inidla modifikujiciho TWEAK nebo receptor TWEAK
velikosti p¥ibliZn€ 5 mg/kg jsou vhodnym vychozim bodem pro
optimalizaci léZebnych davek.

Stanoveni terapeuticky u&innych davek mi¥e byt také
provedeno na zékladé€ in vitro experimentll, ve kterych se
zme€¥i koncentrace &inidla nutnd k navédzani na cilové buriky
(buniky pozitivni na TWEAK nebo receptor TWEAK, v zavislosti
na typu modifikujiciho &inidla) po vhodnou dobu lé&eni. Testy
FACS a ELISA na vazbu 1ligandu s receptorem popsané
v predloZené p¥ihlaSce mohou byt u¥ity k monitorovani reakce
navazovani <&inidla na butiky. Na =z&klad& takovych in vitro
testd lze stanovit vhodny rozsah koncentraci modifikujiciho
¢inidla, ktery se pak testuje na zviratech.

Podavani vhodnych modifikujicich ¢inidel podle
predkliddaného wvynalezu, samotnych nebo v kombinaci, vd&etn&
izolovanych a purifikovanych forem protildtek anti-TWEAK a
anti-TWEAK-R, fdznich proteind receptor-Ig a dalZich &inidle
modifikujicich TWEAK nebo receptor TWEAK vietn& p¥irozend se
vyskytujicich nebo chemicky p¥ipravenych &inidel a jejich
soli nebo farmaceuticky p¥ijatelnych derivatt, lze provadét
Jakymkoliv farmaceuticky p¥ijatelnym zptisobem vhodnym pro
¢inidla, kterd projevuji imunosupresivni aktivitu.

Farmaceutické pripravky pouZité k takovému lé&eni mohou

byt v ruznych formdch. Pat¥i k nim nap¥. tuhé, polotuhé nebo
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kapalné 1ékové formy, jako jsou nap¥. tablety, pilulky,
prasky, roztoky nebo suspenze, &ipky a roztoky pro injekce
nebo pro infdze. Vyhodnad 1lékovd forma zavisi na zamySleném
zpusobu podévadni a terapeutické aplikaci. Ke zplisoblm
podavani pat¥i nap¥. peroradlni, parenterdlni, subkutanni,
intravendzni, podavéni do léze nebo topické podavani.

Cinidla modifikujici TWEAK nebo receptor TWEAK podle
predkladaného vyndlezu mohou byt vneseny do sterilnich
izotonickych p¥ipravkll s nebo bez kofaktor®, které stimuluji
p¥ijem nebo stabilitu p¥ipravku. P¥ipravky jsou vyhodné&
kapalné, nebo jsou ve formé& lyofilizovaného prasdku. Cinidla
modifikujici TWEAK nebo receptor TWEAK podle vyndlezu mohou
byt *edé€na nap¥. pufrem obsahujicim 5,0 mg/ml monohydratu
kyseliny citronové, 2,7 mg/ml citratu sodného, 41 mg /ml
manitolu, 1 mg/ml glycinu a 1 mg/ml polysorbat 20. Roztok se
miZe lyofilizovat, uskladnit v zamra¥eném stavu a p¥ed
podanim rekonstituovat p¥idédnim sterilni vody pro injekce
(podle 1lékopisu USA) .

P¥ipravky také vyhodn& obsahuji obvyklé farmaceuticky
prijatelné nosie v oboru znamé (viz nap¥iklad Remington s
Pharmaceutical Sciences, 16. wvydani, 1980, Mac Publishing
Company) . Tyto farmaceuticky prijatelné nosice mohou
zahrnovat dal8i 1éc¢ivé pripravky, noéiée, genetické nosice,
adjuvans, excipienty apod., jako je nap¥iklad 1lidsky sérovy
albumin nebo p¥ipravky z plazmy. P¥ipravky jsou vyhodn& v
jednotkové 1lékové form&€ a jsou obvykle poddvany jednou nebo
vicekrat denné.

Farmaceutické p¥ipravky podle tohoto vyndlezu mohou byt
také podavany s pouZitim mikrosfér, lipozomu, jinych
mikrogésticovych aplikadnich systémd nebo pripravkd s
prodlouZenym uvoliovdnim, které jsou umist&ny v postiZenych

tkédnich nebo v krevnim ob&hu, v jejich blizkosti &i jinak
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v kontaktu. Vhodné priklady nosidl s prodloufenym uvoliiovanim
zahrnuji semipermeabilni  polymerové matrice ve formé
tvarovanych p¥edmétu, jako jsou nap¥iklad <&ipky nebo
mikrotobolky. Implantovatelné nebo mikrotobolkové matrice
s prodlouZenym uvolfiovdnim obsahuji polylaktidy (patent USA
¢. 3 773 319, EP 58 481), kopolymery kyseliny L-glutamové a
ethyl-L-glutamétu (Sidman et al., Biopolymers, 22, 547-56,
1985), poly(2-hydroxyethyl-methakryldt) nebo ethylenvinyl-
acetadt (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15, 167-277,
1981, Langer, Chem. Tech., 12, 98-105, 1982).

Vyhody terapeutickych pripravkl obsahujicich ¢inidla
modifikujici TWEAK nebo TWEAK receptor

Pripravky modifikujici TWEAK nebo receptor TWEAK podle
tohoto vynadlezu jsou schopné inhibovat imunitni reakce, jak
je wukazano inhibici aktivace B lymfocytl a produkce Ig
v modelu chronické GVHD. Schopnost selektivn& inhibovat tyto
imunitni zprost¥edkované reakce je uZitednd pro léeni
imunitnich poruch vd&etn& ruznych autoimunitnich chorob,
rejekce transplantovaného orgédnu a akutnich a chronickych
zanétlivych stavi. Léfba t&chto patologickych imunitnich
poruch obecné pouZivd imunomoduladni a imunosupresivni

-

pripravky, které maji pleiotropni @G&inek na celou *¥adu
bunéénych typtd a imunologickych reakci.

Tyto nespecifické imunosupresivni p¥ipravky jsou nutné
ve vysokych a casto cytotoxickych davkéach, které vyvolavaji
nezadouci vedlej&i G&inky. Nap¥iklad ke t¥em hlavnim
imunosupresivnim p¥ipravkim pouZivanym v soudasnosti pat¥i
steroidy, cyklofosfamid a azathioprin. Steroidy  jsou
pleiotropni protizé&nétlivé p¥ipravky, které tlumi aktivované
makrofagy a inhibuji aktivitu bunék prezentujicich antigen

zpusobem, ktery rusi mnoho patologickych G&inkli T lymfocytt.
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Cyklofosfamid, alkylacdni pripravek, zprost¥edkovavad buné&dnou
smrt inhibici replikace a oprav DNA. Azathioprin je
antiproliferadni p¥ripravek, ktery inhibuje syntézu DNA. Tyto
nespecifické imunosupresivni p¥ipravky jsou obvykle nutné ve
vysokych  davkach, coZz zvySuje Jjejich toxicitu (napt.
nefrotoxicitu a hepatotoxicitu) a vyvolavd neZadouci vedlejsi
G¢inky. Pro dlouhodobou 1é&bu jsou tudiZ nevhodné.

Existuje tedy stdld pot¥eba dal8ich ptipravkad a
terapii, které prekondvaji problémy zplsobené obvyklou
1&cbou.

Nasleduji priklady, které ilustruji monoklonalni
protilatky (mAb) anti-TWEAK podle tohoto vyndlezu, zplisoby
pouzité p¥i charakterizaci té&chto mAb a pouZiti t&chto mab
pri blokadd€ imunologické poruchy vyvolané antigenem. Tyto
p¥iklady maji jen dilustrativni d&el a vynalez, ktery Ije

definovan pripojenymi patentovymi nédroky, nijak neomezuiji.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Produkce monoklondlni protilatky k proteinu TWEAK

Monoklon&lni protilétky, které rozpozndvaji 1lidsky
a mySi protein TWEAK, byly péstovany v arménskych k¥edcich
p¥i pouZiti rozpustného lidského proteinu TWEAK, ktery byl
péstovan v bakulovirech, jak popsédno (Chicheportiche et al.,
J. Biol. Chem., 51, 32401-32410, 1997). P¥i prvni imunizaci
dostal kazZdy k¥edek 50 g TWEAK v kompletnim Freundové
adjuvans (CFA) v i.p. injekci. P¥i néslednych imunizacich

(dny 14, 28 a 42 po primdrni imunizaci) dostal kaZdy k¥edek

oo
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50 g (dny 14 a 28) nebo 33 g (den 42)

(IFA),

TWEAK v nelGplném

Freundové adjuvans i1.p. Konednd imunizace p¥ed fuzi

splenickych bunék pro vytvo¥eni hybridomu byla 100 g TWEAK
bez adjuvans, 1i.p.
standardnich postuplt

1981).

P¥iprava hybridomu byla provad&na podle

(Lemer, Yale J. Biol. Med., 54, 387-402,

Vychozi screening aktivity mAb byl provad&n s pouZitim
testd ELISA. My3i protein TWEAK byl p&stovidn v bakulovirech

uZitim podobnych metod, jak byly popsény pro lidsky protein

TWEAK (Chicheportiche et al., J. Biol. Chem., 51, 32401-

32410, 1997). Purifikované lidské a mySi proteiny TWEAK byly

navazany na 96-jamkové destidky a byla testovana schopnost

N

ruznych k¥eddich mAb vézat se na tyto imobilizované proteiny.

P -

Vychytévani

P

k¥edli mAb imobilizovanymi proteiny TWEAK bylo
vizualizovadno p¥i pouZiti osliho anti-k¥ed&iho IgG spojeného

s HRP (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA USA) a

Osm =z

p¥isludné enzymové reakce.

proteiny TWEAK, my&i i lidsky (tabulka 1).

23 mAb rozpoznadvalo oba

Tabulka 1
Klon ELISA ELISA FACS Vazba Vazba
lidského my$iho blokujici [k hTWEAK/ |k mTWEAK/
TWEAK TWEAK ligand 293 293
FACS FACS
AB.D3.7.2 +++ +++ + + +
AA . DBS +++ - +/- T ~
AC.H5.24 +++ +++ - nd nd
AL .G9 +++ - +/- + _
AB.H12.1 +++ 4+ _ _ -
BA.F5.35.2% +++ +++ + + -
BG.A12.5* +4+ +++ + + _
BE.DS T = iy T -
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AF.D4 + 4 ~ + T _
AB.G11.1* +++ +++ + + +
BE.B3.6.1% + - = T -
AA.AC2.3.2 ++ 4+ - +/- nd nd
BB.B12.1.31.3 ++ - +/- + Z
AA.DG7.14%* +++ +++ + + +
BD.A3 ++ - _ = -
BC.B10.21*% +++ +++ + + +
BG.E8 +++ - +/- + Z
AE.C10.4%* +4+ - + T =
AA BB4.2¥ o+ - ¥ n Z
BA.EC10.2% F++ - + ¥ -
AD.B5.9%* +++ - - _ =
AB.D4.67.19 +++ - - _ _

ELISA lidského TWEAK: byla hodnocena schopnost mAb vazat se
na destidku s navdzanym lidskym TWEAK.

ELISA my8iho TWEAK: byla testovana zkt¥i¥enid reaktivita mAb na
destidce s navazanym mySim TWEAK.

FACS blokujici ligand: byla testovdna schopnost mAb blokovat
vazbu znadeného lidského TWEAK na butiky HT29.

FACS analyza transfektant EBNA293: lidskd a my&i cDNA TWEAK
byly pouZity k transfekci bun&k EBNA293 a 3 dny pozd&ji byla

Mo

testovana zkFiZend reaktivita maAb.

Konzervativnost antigennich epitopt mezi liniemi
Zivo¢ignych druht nebyla pfekvapivd p¥i rozsahu proteinové
homologie pozorované mezi my8i a lidskou formou TWEAK
(obréazek 1). Pro zjidté&ni, zda se anti-TWEAK mAb mohou vazat
na proteiny TWEAK exprimované na povrchu butiky byly pouZity
analyzy FACS. Lidskd a my8i TWEAK cDNA sekvence byly

klonovany do expresniho vektoru CH269 (Chicheportiche et al.,
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J. Biol. Chem., 51, 32401-32410, 1997) a tyto konstrukty byly
pouZity pro transfekce za vzniku p¥echodné exprese proteinu
v bufikdch EBNA293. Cty¥i mAb, v&etn& AB.D3, se véazaly dobte
na buriky EBNA293 exprimujici my3i TWEAK (obrdzek 2). Tyto 4
mAb byly také schopné zabrénit vazb& lidského TWEAK na butiky
HT29, o kterych je =znédmo, Ze exprimuji jeden nebo vice
receptort TWEAK (nap¥. obrdzek 3). Tyto FACS analyza
dohromady ukazuji, Ze anti-TWEAK mAb specificky rozpoznavaly
proteiny TWEAK a byly schopné modifikovat schopnost proteint

TWEAK vazat se na jeden nebo vice receptorti TWEAK.

P¥iklad 2

PouZiti anti-TWEAK mAb AB.D3 pro blokadu vyvoje
splenomegalie, aktivace B lymfocyt a produkce Ig v my&im

modelu chronické GVHD

Chronicka GVHD byla indukovédna u samic my3i kmene
B6D2F1 starych 6 aZ 8 tydnd p¥i pouZiti Bt&ph splenocytt
DBA/2, jak popséno v metodich. Ka%dy recipient dostal injekci
500 pl (1 x 10%®) bun& do ocasni zily. Pokusné skupiny
dostaly 8Stép DBA/2 (DBA/2>Fl), =zatimco skupina kontrolnich
zvirat dostala Sté€p B6D2F1 (F1>F1l). My8i dostaly anti-TWEAK
mAb AB.D3, anti-CD40L mAb MR1, kontrolni mAb Ha4/8, nebo
nedostaly Z&dné oSet¥eni. 2zvi¥ata dostala davky 250 g mAb
i.p. 4 hodiny pfed injekci 3t&pu a 2, 4 a 6 dnt poté. V den
14 pokusu byly mySi utraceny a byl vypolitdn index sleziny
jako pomé€r hmotnosti sleziny k t&lesné hmotnosti pro kaZdé
zvi¥e v kontrolni skupiné F1>F1 zprum&riiovdn za vzniku jedné
hodnoty. Prumérny index sleziny pro v8echny daldi skupiny je

normalizovan na kontrolni hodnotu. Vysledky ze 2 nezavislych
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pokusli jsou ukédzdny v tabulce 2. U zvi¥at, kterad dostavala
Sté&p DBA/2 (DBA/2>Fl) a byla ponechédna bez oSet¥eni nebo byla
oSetfena kontrolni mAb Ha4/8, byl prokazan dramaticky nértst
hmotnosti sleziny ve srovndni s kontrolami se &Zt&pem F1>F1.
Tento vysledek je vyjad¥en v indexu sleziny, ktery wvykazoval
narust proti normalizované kontrolni hodnot& od 1,0 do 2,6.
OsSet¥Yeni my8i s anti-CD40L mAb MR1 sni¥ilo index sleziny
tém&¥ na kontrolni hladinu (1,1) a oBet¥eni s anti-TWEAK mAb

AB.D3 zmensSilo splenomegalii o 35 % na 1,7 (tabulka 2).

Tabulka 2

Osetr¥eni Pokus 1 Pokus 2 Pramér
F1>F1 (kontrola) 1,0 1,0 1,0
DBA/2>F1 (neodet¥ené) 2,7 2,6 2,65
DBA/2>F1, o8et¥ené Ha4/8 2,9 2,6 2,75
DBA/2>F1, o3etTené& MR1 1,1 1,1 1,1
DBA/2>F1, osSet¥ené& AB.D3 1,8 1,7 1,75

14. den pokusu byly my8i utraceny a zvéZ¥eny. Pak byla
asepticky odstranéna slezina a zva¥ena. Byl vypodten index
sleziny jako pom&r hmotnosti sleziny k t&lesné hmotnosti pro
kazdé zvi¥e v kontrolni skupin& F1>Fl, zprim&ridovén za vzniku
jedné hodnoty. Primérny index sleziny pro vBechny dalsi

skupiny byl normalizovan na kontrolni hodnotu.

Byl pouzit FACS pro analyzu stddia aktivace populace
lymfocytd wve slezindch kontrolnich a nemocnych my%i, které
pfedstavovaly skupiny s rdznym oSet¥enim. Zpoddtku pavodci
analyzovali stupell osidleni darcovskymi butikami v rGznych

skupindch myS3i. Darcovské butlkky byly detekovany ve slezindch
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hostitelskych my8i v p¥ibli¥n& stejném procentu (prumér =
6,2%) ve vS8ech skupindch s oSet¥enim DBA/2 > F1 (tabulka 3).
Tento vysledek ukazoval, Ze oSetfeni odlisnymi mAb

neovlivnilo osidleni dércovskymi butikami.

Tabulka 3

OsSetreni % H-2K° negativni (ddrcovské) buiiky
F1>F1 (kontrola) 0,2

DBA/2>F1 (neoSet¥ené) 5,9

DBA/2>F1, o3et¥ené& Ha4/8 9,9

DBA/2>F1, o8etf¥enéd MR1 5,5

DBA/2>F1, oS8et¥ené AB.D3 4,3

Pro analyzu FACS byly splenocyty z ka¥dé skupiny my8i barveny
na ledu 1 hodinu s antiH2K® konjugovanou s PE a anti-H-2D¢
konjugovanou s FITC pro m&¥eni exprese alel MHC. Hostitelské
splenocyty byly pozitivni na oba markery, ale darcovské
splenocyty byly H-2K° negativni. Procentudlni  hodnoty
vyjadfuji jevy v populaci lymfocytt, jak bylo ur&eno pomoci

prednich a postrannich rozptylovych charakteristik.

Dale byly pouZity dva markery aktivace lymfocytu:
exprese CD69 na B lymfocytech B220+ a exprese L-selektinu na
T lymfocytech CD4+ a CD8+. KdyZ byly srovnavany kontrolni a
neoSet¥ené myS$i DBA/2>F1l, pozorovali ptvodci zvy8eni B
lymfocytd CD69+ z 2,5% na 6,2% (tabulka 4). Tomuto nartstu
podtu B lymfocytd CD69+ bylo zabran&no ofet¥enim s bud MR1
(3,3%) nebo AB.D3 (2,1%), ale ne oSet¥enim s Ha4/8 (6,5%)
(obradzek 4 a tabulka 3). Data ze 2 pokust jsou uké&zana

v tabulce 4.
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Tabulka 4
OSet¥eni ve skupin& $B220+/CD69+ (dvojit& pozitivnich)
buné&k

Pokus 1 Pokus 2 Prumér
F1>F1 (kontrola) 2,5 2,0 2,25
DBA/2>F1 (neo3et¥ené) 6,2 5,5 5,9
DBA/2>F1, oSet¥Yené Ha4/8 6,5 4,7 5,6
DBA/2>F1, oSet¥ené MR1 3,3 nd 3,3
DBA/2>F1, oSet¥ené AB.D3 2,1 3,2 2,65

Splenocyty byly barveny anti-B220 znalenou PE a anti-CDE69
znacenou FITC 1 hodinu na ledu, promyty pufrem FACS, a pak
analyzovany. Procenta jsou na z&klad& jevll sebranych
v populaci lymfocytd, jak wuréeno jak bylo urdeno pomoci

prednich a postrannich rozptylovych charakteristik.

Pro analyzu in vitro sekrece Ig byly provadény testy
ELISA na supernatantech z tkanové kultury splenocytta
pochézejicich ze slezin odebranych v rtzn& oSet¥enych
skupinach. Vysledky v tabulce 5 jsou z druhého pokusu, prumér
vysledkd od 3 my#i ve skupin&. OSet¥eni s MR1 nebo AB.D3
zabrédnilo 4 aZ 6 nésobnému narGstu spontdnni produkce Ig
pozorované u neofet¥ené skupiny DBA/2>F1 a skupiny DBA/2>F1

o8ettené Ha4/8.
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Tabulka 5

Osetreni In vitro sponténni produkce IgG
F1>F1 (kontrola) 125 ng/ml +/- 20 ng/ml
DBA/2>F1 (neo3et¥ené&) 750 ng/ml +/- 65 ng/ml
DBA/2>F1, oSetY¥en& Ha4/8 500 ng/ml +/- 150 ng/ml
DBA/2>F1, o8et¥ené MR1 0

DBA/2>F1, o8etF¥ené AB.D3 125 ng/ml +/- 20 ng/ml

Pro in vitro analyzu sekrece Ig byly buiky peletovany a
resuspendovany v DMEM obsahujicim 10% fetdlni bovinni sérum
(FBS) /4mM glutamin, v koncentraci 1 x 107 bunék/ml. Na
6jamkové desti¢ky bylo naneseno po 1 ml na Jjamku. Bun&&né
supernatanty byly ziskdvany po 24 hodinach. Hodnoty
predstavuji primér ze 2 jamek na my&%, 3 my3i zastupovaly

kazdou o8etf¥enou skupinu.
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Pro Leu Thr

Tyr

Ser Gln Arg Arg Arg

10
Val Ala
25

Pro Leu Leu

Ala
40

Leu Leu Val Val

Glu Pro Ala Gln

55

Glu

Glu
70

Leu Asn Pro Gln

Asn Arg Leu Val Arg

90

Phe Ser Ala

Gln

Arg

Phe

Gly

Gly

Ser

Glu

Thr

75

Pro

vVal

Thr

Gly
220

Arg

Leu

Leu

Leu

60

Glu

Arg

Ser

Leu

205

Leu

Arg

Gly

Gly

45

Val

Glu

Arg

Thr Ala

Gly
190

Pro

Phe

Gly

Leu

30

Ser

Ala

Ser

Ser

175

Leu

Trp

Gln

Glu

15

Ala

Arg

Glu

Gln

Ala
95

L]
*oss

Ala

Leu

Ala

Val

Pro

Leu

Ala

Glu

Asp

80

Pro

o0

o000



Lys

Val

Thr

Arg

145

Tyr

Leu

Glu

Leu

Arg

225

Thr

Gly

His

Val

130

Tyr

Tyr

Lys

Glu

Cys
210

Ile

Tyr

Arg

Pro

115

Ser

Asn

Leu

Leu

Phe

1385

Gln

Arg

Phe

Lys
100
Arg
Gly
Arg
Tyr
Asp
180
Ser
val

Thx

Gly

Thr

Pro

Trp

Gln

Cys

165

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu
245

Arg

Gly

Glu

Ile

150

Gln

Leu

Thr

Gly

Pro

230

Phe

45

Ala

Gln

Glu

135

Gly

Val

vVal

Ala

Leu

215

Trp

Gln

Arg
Asp
120
Ala
Glu
His
Asp
Ala
200
Leu

Ala

Val

Arg

105

Gly

Arg

Phe

Phe

Gly

185

Ser

Ala

His

His

Ala

Ala

Ile

Ile

Asp

170

Val

Ser

Leu

Leu

Ile

Gln

Asn

Val

155

Glu

Leu

Leu

Arg

Lys
235

Ala

Ala

Ser

140

Thr

Gly

Ala

Gly

Pro

220

Ala

Ala

Gly

125

Ser

Arg

Lys

Leu

Pro

205

Gly

Ala

His

110

Val

Ser

Ala

Ala

Arg

190

Gln

Ser

Pro

Tyr

Asp

Pro

Gly

Val

175

Cys

Leu

Ser

Phe

Glu

Gly

Leu

Leu
160

Tyr

Leu

Arg

Leu

Leu
240
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PATENTOVE NAROKY

-

1. Farmaceuticky p¥ipravek vy zna d¢ujici se t im,

ze obsahuije terapeuticky G¢inné mnozstvi ¢inidla
blokujiciho TWEAK a farmaceuticky p¥ijatelny nosi&, a je
urden pro pouZiti k blokovéni rozvoje nebo k 1é&eni nebo
ke zmirnéni zdva¥nosti &i G&inkd imunologickych onemocn&ni
u zvirete.

. Farmaceuticky p¥ipravek vy znaduijici se ¢t 1 m,
Ze obsahuje terapeuticky Gcéinné mnoZstvi ¢inidla
blokujiciho TWEAK a farmaceuticky pfijatelny nosi&, a je

ur¢en pro pouZiti k inhibici imunitni reakce u zvitete.

. Farmaceuticky pripravek podle naroku 1 nebo 2
vyznaduijici s e t i m, Ze d&inidlo blokujici
TWEAK je vybrano ze skupiny obsahujici:

a) protilatku nami¥enou proti ligandu TWEAK,

b) protilatku nami¥enou proti receptoru TWEAK,

c¢) ¢inidlo, které modifikuje wvazbu ligandu TWEAK na
receptor,
d) ¢inidlo, které modifikuje shlukovani receptord na

povrchu bunky,
e) ¢inidlo, které preruduje intraceluldrni signalizaci

receptoru TWEAK.

. Farmaceuticky p¥ipravek podle naroku 1 nebo 2

vyznacujici se tim %e zviYe je savec.

. Farmaceuticky pY¥ipravek podle naroku 4

-

vyznadcdujici se tim Ze savec je Slov&k.




6.

10.

11.

12.
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Farmaceuticky pripravek podle naroku 1 nebo 2
vyznaduijici s e t i m, Ze <&inidlo blokujici
TWEAK obsahuje rozpustny receptor TWEAK majici vazebnou
doménu pro ligand, kterd miZe selektivn& vazat povrchovy

ligand TWEAK.

. Farmaceuticky pripravek podle naroku 6

vyznaduijici s e t 1 m, Ze rozpustny receptor

TWEAK obsahuje doménu lidského imunoglobulinu IgG.

. Farmaceuticky pripravek podle naroku 7

vyznadcuijici s e t im, Ze doména 1lidského
imunoglobulinu IgG obsahuje tsek zodpov&dny za specifickou

vazbu antigenu.

. Farmaceuticky pripravek podle naroku 3

vyznadujici se tim %e protilatka namitena

proti receptoru TWEAK obsahuje monoklondlni protilatku.

Farmaceuticky  ptfipravek podle naroku 1 nebo 2
vyznadcdujici se tim Ze &inidlo blokujici
TWEAK obsahuje monoklondlni protildtku nami¥enou proti

povrchovému ligandu TWEAK.

Farmaceuticky p¥ipravek podle naroku 10
vyznadcuijici s e t i m, Ze protilatka Ije

nami¥en&d proti podjednotce ligandu TWEAK.

Farmaceuticky p¥ipravek podle naroku 2
vyznacdujici se tim Ze imunitni reakce je

imunitni reakce zprost¥edkovand lymfocyty Thl.




13.

14.

15.

16.

17.
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Farmaceuticky pripravek podle naroku 2
vyznadujici se tim %e imunitni reakce je

imunitni reakce zprost¥edkovanad lymfocyty Th2.

Farmaceuticky p¥ipravek podle naroku 2
vyznadcuijici s e t I m, Ze imunitni reakce
obsahuje imunitni reakci zprostfedkovanou jak lymfocyty

Thl tak i Th2.

Farmaceuticky pripravek podle naroku 2
vyznacujici se tim, Ze &inidlo blokujici
TWEAK obsahuje monoklonadlni protildtku nami¥enou proti
receptoru TWEAK.

Farmaceuticky p¥ipravek vy znad&uijici s e
t 1 m, Ze obsahuje terapeuticky G&inné mno¥stvi &inidla

blokujiciho TWEAK a farmaceuticky p¥ijatelny nosid.

Farmaceuticky pripravek podle naroku 6
vyznacujici se tim Z¥e rozpustny receptor
TWEAK obsahuje doménu lidského imunoglobulinu IgG, do
které byly vloZeny lseky zodpov&dné za specifickou vazbu

antigenu.
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