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Liukoisia lymfotoksiini-B-reseptoreita ja anti-lymfotoksiinire-
septori ja ligandivasta-aineita terapeuttisina aineina immuno-
logisen taudin hoitoa varten

Keksinnon tekninen alue

Tamé keksintd koskee koostumuksia ja menetelmii, jotka sisaltavat
"lymfotoksiini-R-reseptoria blokeeraavia aineita”, jotka blokeeraavat lymfotok-
siini-RB-reseptorin signaloinnin. Lymfotoksiini-R-reseptoria blokeeraavat aineet
ovat kayttdkelpoisia hoidettaessa lymfosyyttivalitteisia immunologisia tauteja ja
erikoisemmin inhiboitaessa Th1-soluvalitteisid immuunivasteita. Tama keksinto
koskee lymfotoksiini-R-reseptorin solunulkoisen domeenin liukoisia muotoja,
jotka toimivat lymfotoksiini-R-reseptoria blokeeraavina aineina. Tamé keksintd
koskee myds sellaisten vasta-aineiden kayttda, jotka on suunnattu joko lymfo-
toksiini-R-reseptoria tai sen ligandia, pintalymfotoksiinia, vastaan, jotka toi-
mivat lymfotoksiini-R-reseptoria blokeeraavina aineina. Uusi seulontamene-
telma liukoisten reseptorien, vasta-aineiden ja muiden sellaisten aineiden
valitsemiseksi, jotka blokeeraavat LT-R-reseptorin signaloinnin, on esitetty.

Keksinnén tausta

Immuunialtistuksen alussa vapautuneiden sytokiinien kuvio voi vai-
kuttaa siihen seuraavaan valintaan, mitkd immuunieffektorireitit aktivoituvat.
Valintaa immuunivaikutusmekanismien valilla valittavat CD4-positiiviset aut-
taja-T-lymfosyytit (T-auttajasolut tai Th-solut). Th-solut reagoivat antigeenia si-
séltavien solujen (APC-solut) kanssa, jotka sisaltavat prosessoidun vieraan
antigeenin peptidifragmentit yhdessa MHC luokan Il -molekyylien kanssa pin-
noillaan. Th-solut aktivoituvat, kun ne tunnistavat sellaiset sopivalla APC-pin-
nalla olevat vieraan antigeenin tietyt epitoopit, joille Th-solut ekspressoivat
spesifistd reseptoria. Aktivoituneet Th-solut puolestaan erittavat sytokiineja
(lymfokiineja), jotka aktivoivat sopivat immuunieffektorimekanismit.

Th-solut voivat aktivoida erilaisia effektorimekanismeja sisaltaen
tappaja-T-solujen aktivaation, B-solujen vasta-ainetuoton ja makrofagien akti-
vaation. Valinnan effektorimekanismien valilla valittda suurelta osin se, mita
sytokiineja aktivoituneet Th-solut tuottavat.

Th-solut voidaan jakaa kolmeen alaryhmaan perustuen niiden syto-
kiinieritysominaisuuksiin [Fitch et al., Ann. Rev. Immunol., 11, 29 - 49 (1993)].
Naita alaryhmia nimitetdan Th0-, Th1- ja Th2-ryhmiksi. Hiirella stimuloitumatto-
mat "naivit" T-auttajasolut tuoftavat IL-2-proteiinia. Lyhytkestoinen stimulaatio
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johtaa ThO-ryhmén esiastesoluihin, jotka tuottavat suurta joukkoa sytokiineja
sisaltden IFN-y-, IL-2-, IL-4-, IL-5- ja IL-10-proteiinit. Kroonisesti stimuloidut
ThO-solut voivat erilaistua joko Th1- tai Th2-solutyypeiksi, jolloin sytokiini-
ekspressio-ominaisuudet muuttuvat.

Jotkin sytokiinit vapautuvat sekéd Th1- ettd Th2-soluista (esim. IL-3,
GM-CSF ja TNF). Muita sytokiineja tehdaan yksinomaan toisessa tai toisessa
Th-solualaryhmassa. T-auttajasolualaryhmien erikoistuneet vaikutukset tunnis-
tettiin ensiksi hiiressa. Samanlainen T-auttajasolujen jako alaryhmiin on myos
ihmisessa [Romagnani et al., Ann. Rev. Immunol., 12, 227 - 57 (1994)].

Th1-solut tuottavat LT-a-, IL-2- ja IFN-y-proteiineja. Ihmisillda Th1-so-
lujen sytokiinierityskuvio on yleensa assosioitu soluvélitteiseen immuniteettiin
ja infektioresistenssiin. Th1-sytokiinit tuntuvat aktivoivan makrofageja ja tiettyja
tulehdusvasteita, kuten tyypin IV "viivastyneen tyypin" yliherkkyytta (katso al-
la). Th1-sytokiineilla on tarkea rooli kudossiirteiden ja elinsiirrannaisten soluva-
litteisessé hyljinn&assa.

Th2-solut tuottavat IL-4-, IL-5-, IL-6- ja IL-10-sytokiineja. Th2-syto-
kiinit kohottavat eosinofiili- ja sy6ttésolujen tuottoa ja edistavat B-solujen taytta
laajenemista ja kypsymistad [Howard et al., "T cell-derived cytokines and their
receptors”, Fundamental Immunology, 3. painos, Raven Press, New York
(1993)]. Th2-sytokiinit tehostavat myds vasta-aineiden tuottoa sisaltden IgE-
vasta-aineet, jotka assosioituvat allergiavasteisiin ja siiteen vastaisiin vasta-
aineisiin. Th2-solut voivat myds ottaa osaa immuunisuppressioon ja pysyvien
antigeenien toleranssiin.

Th1- ja Th2-assosioituneilla sytokiineilla on rooli tietyissa yliherk-
kyysvasteissa — sopimattomat tai suhteettomat immuunivasteet syntyivat, kun
kohdattiin aiemmin tavattu antigeeni. On olemassa nelja tunnistettua yliherk-
kyystyyppia [Roitt et al., Immunology, 19.1 - 22.12 (Mosby-Year Book Europe
Ltd., 3. painos, 1993)]. _

Tyypin | "valitén yliherkkyys" sisaltaa allergeeni-indusoituneiden
Th2-solujen aktivaation ja Th2-sytokiinien vapautumisen. Th2-sytokiini IL-4 sti-
muloi B-soluja niin, ettd ne k&yvat lapi isotyyppimuutoksen niin, etta ne tuotta-
vat IgE-vasta-ainetta, joka aktivoi sy6ttosoluja muodostamaan akuutit tuleh-
dusreaktiot, kuten sellaiset, jotka johtavat ihottumaan, astmaan ja nuhaan.

Tyypin Il ja Il yliherkkyyden aiheuttavat IgG- ja IgM-vasta-aineet,
jotka on suunnattu solupinnan antigeeneja tai spesifisia kudosantigeeneja vas-
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taan (tyyppi Il) tai liukoisia seerumiantigeeneja vastaan (tyyppi lil). Naiden yli-
herkkyysreaktiotyyppien ei ole ajateltu olevan Th-solujen valittamia.

Tyypin IV "viivéstyneen tyypin" yliherkkyys (DTH) on Th1-solujen
vélittama. DTH-reaktioiden kehittyminen kestaa kauemmin kuin 12 tuntia ja nii-
hin viitataan nimella "soluvalitteiset", koska ne voidaan siirtaa hiirten valilla siir-
tdmalla Th1-soluja, mutta ei yksistdadn seerumia siitamalla. Tyypin IV DTH-
vasteet luokitellaan yleensé kolmeen tyyppiin: kosketus-, tuberkuliinityyppinen
ja granulomatoosinen yliherkkyys.

Monet soluvalitteiset vasteet, jotka voivat aiheuttaa tautia, ovat in-
dusoitavissa terveissa hiirissa siirtdmalla lymfosyytteja sairaasta hiiresta (esim.
insuliiniriippuvainen sokeritauti ja kokeellinen autoimmuuniaivotulehdus). Ta-
ma ominaisuus erottaa tyypin IV DTH-reaktion muista kolmesta yliherkkyys-
tyypista, jotka ovat humoraalisia immuunivasteita, joita aiheuttavat paaasiassa
vasta-aineet, jotka voidaan siirtda soluvapaassa seerumissa.

T-auttajasolut osallistuvat myds immunoglobuliinin isotyypin muu-
toksen saatelyyn de novo. Erilaiset Th-alaryhmét voivat vaikuttaa sen tietyn
isotyypin immunoglobuliinien suhteelliseen osuuteen, joita tuotetaan vasteena
immuunialtistukseen. Esimerkiksi Th2-sytokiini IL-4 voi muuttaa aktivoituneet
B-solut IgG1-isotyypin soluiksi ja suppressoida muut isotyypit. Kuten ylla on
keskusteltu, IL-4 aktivoi myds IgE-vasta-aineen ylituotantoa tyypin | yliherk-
kyysreaktioissa. Th2-sytokiini IL-5 indusoi IgA-isotyypin. Naitd Th2-sytokiinivai-
kutuksia isotyyppimuutokseen tasapainottaa [FN-y-proteiini, jota tuottavat Th1-
solut.

Ne erilaiset sytokiinikuviot, joita Th1- ja Th2-solut erittavat, tuntuvat
ohjaavan vastetta erilaisia immuunieffektorimekanismeja kohti. Muutos, joka
aktivoi joko soluvalitteisen tai humoraalisen vaikutusmekanismin, herkistyy
Th1- ja Th2-solujen valisella ristisuppressiolla: Th1-solujen tuottama IFN-y
inhiboi Th2-solujen lisdantymista ja Th2-solujen erittdama IL-10 tuntuu .alenta-
van sytokiinieritysta Th1-soluista.

Riippuen sytokiinien suhteellisista affiniteeteista molekyylikohteitaan
vastaan negatiiviset Th1- ja Th2-saatelykierrot voivat monistaa niitd vaikutuk-
sia, jotka ovat Th1- ja Th2-sytokiinien pienilla konsentraatioeroilla. Monistunut
Th1- tai Th2-sytokiinisignaali voi laukaista muutoksen soluvélitteisten tai hu-
moraalisten vaikutusmekanismien valilla perustuen pieniin muutoksiin Th1- ja
Th2-sytokiinien suhteellisissa konsentraatioissa. Kyky saadella tata muutosta
moduloimalla Th1- ja Th2-sytokiinien suhteellisia konsentraatioita voisi olla
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kayttdkelpoinen hoidettaessa erilaisten Th1- ja Th2-soluvalitteisten immuu-
nivasteiden epatasapainoja, jotka voivat johtaa immuunihairiéihin ja -tauteihin.

Patologiset Th1-vasteet assosioituvat useisiin elinspesifisiin ja sys-
teemisiin autoimmuunitiloihin, kroonisiin tulehdustauteihin ja viivastyneen tyyp-
pisiin yliherkkyysreaktioihin. Kuten yild on keskusteltu, Th1-vasteet ottavat
myds osaa soluvasteisiin, jotka johtavat siirretyn kudoksen ja siirrostetun eli-
men hyljintaan.

Tahan mennessa naiden erilaisten Th1-soluihin perustuvien immu-
nologisten tilojen hoito on yleensa kasittanyt immunomodulatoristen ja immu-
nosuppressiivisten aineiden kaytén kuin myds useiden sellaisten l&dakkeiden
kayton, joilla on huonosti karakterisoidut mekanismit (esim. kulta tai peni-
sillamiini). Kolme talla hetkella yleisesti kaytettyd immunosuppressiivista ainet-
ta ovat steroidit, syklosporiini ja atsatiopriini.

Steroidit ovat pleiotrooppisia tulehduksen vastaisia aineita, jotka
suppressoivat aktivoituneita makrofageja ja inhiboivat antigeenia sisaltavien
solujen aktiivisuutta sellaisilla tavoilla, jotka kaantavat Th1-sytokiinin IFN-y mo-
net vaikutukset painvastaisiksi. Syklosporiini — vahva immunosuppressiivinen
aine — suppressoi sytokiinituottoa ja alentaa IL-2-reseptorien ekspressiota
lymfosyyteissé niiden aktivaation aikana. Atsatiopriini on lisdantymisen vastai-
nen aine, joka inhiboi DNA-synteesid. Naita epaspesifisia immunosuppressiivi-
sia aineita tarvitaan yleensa korkeina annoksina, joka kohottaa niiden myrkylli-
syytta (esim. munuais- ja maksamyrkyllisyytta) ja aiheuttaa haitallisia sivuvai-
kutuksia. Nain ollen ne ovat sopimattomia pitk&aikaisiin hoitoihin.

Niiden ongelmien ratkaisemiseksi, joita tavanomaiset hoidot epa-
spesifisilla immunosuppressiivisilla aineilla aiheuttavat, monissa télla hetkella
kaytettavissa terapeuttisissa strategioissa pyritdan suppressoimaan tai aktivoi-
maan immuunisysteemin valittuja kohtia. Erityisen houkutteleva paamasra on
Th1- ja Th2-sytokiinien vélisen tasapainon manipulointi niin, ettd tasgpainoa
siirretdan soluvdlitteisten ja humoraalisten vaikutusmekanismien kesken.

Siirtamisen aikaansaamiseksi soluvalitteisten ja humoraalisten vai-
kutusmekanismien kesken olisi kayttokelpoista kyetd moduloimaan sellaisen
molekyylin aktiivisuutta, joka voi muuttaa Th1- ja Th2-solujen alaryhmien suh-
teellisia aktiivisuuksia. Ehdokkaat sellaisiksi molekyyleiksi sisdltavat sytokiinit
ja niiden reseptorit. Viime aikaiset tulokset vihjaavat, ettd LT-a-, IL-12-, IFN-a-
ja IFN-y-proteiinit suosivat Th1-vasteiden muodostusta, kun taas IL-1- ja IL-4-
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proteiinit polarisoivat vasteen Th2-vaikutusmekanismia kohti [Romagnani et
al., Ann. Rev. Immunol. 12, 227 - 57 (1994)].

Monet Th-solujen sytokiineista ovat immuunikehityksen ja -toimin-
nan pleiotrooppisia saatelijoita ja niiden tuoton inhibitiolla voisi olla tuhoisat
vaikutukset vasteisiin, joita valittavat muut kuin T-solut. Haluttua ja tehokasta
kohdetta, jonka avulla voitaisiin selektiivisesti moduloida Th1- ja Th2-vaikutus-
mekanismien valista valintaa, ei ole tunnistettu.

Keksinnon yhteenveto

Esilld olevassa keksinndssa ratkaistaan ongelmat, joihin ylld on vii-
tattu, esittdmalld farmaseuttiset koostumukset ja menetelmat immunologisten
tautien hoitamiseksi inhiboimalla lymfotoksiini-B-reseptorin (LT-B-R) signalointi
kayttamalla lymfotoksiini-A-reseptoria blokeeraavia aineita. Erikoisemmin LT-
-R-proteiinia blokeeraavia aineita siséltavat koostumukset ja menetelmat ovat
kayttokelpoisia inhiboitaessa Th1-soluvalitteiset immuunivasteet, kuten esi-
merkiksi suolistotulehdusoireyhtyma.

Eradssa suoritustavassa esitetddn lymfotoksiini-B-reseptorin solun-
ulkoisen domeenin liukoiset muodot, jotka toimivat LT-R-R-proteiinia blokee-
raavina aineina. Taman suoritustavan mukaiset suositeltavat koostumukset ja
menetelmat sisaltavat lymfotoksiini-B-reseptorin rekombinanttifuusioproteiinin,
jossa on LT-B-R-proteiinin solunulkoinen ligandia sitova domeeni fuusioituna
immunoglobuliinin raskasketjun vakiodomeeniin. Suositeltavammin LT-R-R-
proteiinin ligandia sitova domeeni on fuusioitu ihmisen IgG Fc -domeeniin.

Toisessa taman keksinndn mukaisessa suoritustavassa esitetaan
vasta-aineet, jotka toimivat LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina. Taméan
suoritustavan mukaiset suositeltavat koostumukset ja menetelmat sisaltavat
yhden tai useamman lymfotoksiini-R-reseptoria vastaan suunnatun vasta-ai-
neen. Suositeltavammin vasta-aine on monoklonaalinen vasta-aine. Taman
suoritustavan mukaiset muut suositeltavat koostumukset ja menetelmat sisal-
tavat yhden tai useamman pintalymfotoksiinia vastaan suunnatun vasta-ai-
neen. Suositeltavammin vasta-aine on monoklonaalinen vasta-aine, joka on
suunnattu lymfotoksiini-3-proteiinia vastaan.

Tama keksintd esittdd edelleen uuden seulontamenetelman LT-R-
R-proteiinia blokeeravien aineiden — kuten LT-B-R-proteiinin liukoisten muoto-
jen, anti-LT-vasta-aineiden ja anti-LT-R-R-vasta-aineiden — valitsemiseksi.
Tama seulontamenetelma sisaltaa vaiheen, jossa suoritetaan kasvainsolusyto-
toksisuustestit, joilla tarkkaillaan LT-R-R-proteiinin signalointia. Testissa kayte-
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taan hyvaksi ihmisen adenokarsinoomasolujen kohonnutta herkkyytta ligan-
dilla tai vasta-aineella indusoidun LT-R-R-proteiinin signaloinnin suhteen LT-B-
R-proteiinia aktivoivan aineen (kuten LT-a1/82) lasna ollessa kasvainsytotoksi-
suustestissa.

LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet inhiboivat heteromeeristen
LT-o/R-kompleksien (tai muiden LT-R-R-proteiinia aktivoivien aineiden) syto-
toksiset vaikutukset kasvainsoluille. Mahdollisia LT-3-R-proteiinia blokeeraavia
aineita testaamaan kaytetystd menetelmasté esitetdan esimerkkina anti-LT-3-
R-vasta-aineiden tapaus (LT-R-R-proteiinia aktivoivien aineiden LT-a1/R2 las-
na ollessa) ja se sisaltda seuraavat vaiheet:

1) kasvainsoluja (esim. ihmisen HT29-adenokarsinoomasoluja) vil-
jellaan useita vuorokausia alustassa, joka siséltéda IFN-y-proteiinia ja puhdistet-
tua LT-a1/BR2-proteiinia tietyn testattavan anti-LT-R-R-vasta-aineen lasna tai
poissa ollessa;

2) soluja kasitellaan varilla, joka varjaa elavat solut; ja

3) varjaytyneiden solujen maéra lasketaan sen kasvainsolufraktion
maéarittamiseksi, joka kuoli LT-a1/R2-proteiinin, IFN-y-proteiinin ja anti-LT-R-R-
testivasta-aineen lasna ollessa kussakin naytteessa. Vaihtoehtoisesti eloon-
jaaneiden solujen maara voidaan maarittdd milld tahansa usealla hyvin tun-
netulla testilla, jotka mittaavat solun elinkykya, kuten *H-tymidiini-inkorporaa-
tiolla DNA:han. Anti-LT-R-R-vasta-aine (tai vasta-aineyhdistelma), joka alentaa
tassa testissa kuolleiden kasvainsolujen prosenttimaaraé ainakin 20 %:lla, on
LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine, joka kuuluu tdman keksinndn piiriin.

Tama sytolyyttinen testi voidaan suorittaa kayttden heteromeerisia
T-a/R-komplekseja ja muita LT-R-R-proteiinia aktivoivia aineita joko yksindan
tai yhdistelmana. Testi voidaan my®s adaptoida tarpeen mukaan niin, etta silla
tunnistetaan uusia LT-R-R-proteiinia blokeeraavia aineita.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Kuvio 1. lhmisen LT-R-reseptorin solunuikoisen osan sekvenssi, jo-
ka koodittaa ligandia sitovaa domeenia.

Kuvio 2. Hiiren liukoinen LT-3-reseptori liitettynd ihmisen IgG1 Fc
-domeeniin (MLT-B-R-Fc) blokeeraa LT-R-R-proteiinin signaloinnin hiiren
WEHI| 164 -soluissa, jotka on indusoitu hiiren liukoisella LT-o/R-ligandilla.
WEHI 164 -solut kuolevat kohoavan LT-ligandikonsentraation (mLT-o/R) funk-
tiona. Liukoinen mLT-3-R-Fc (10 pg/ml) blokeeraa taman LT-ligandin indusoi-
man solukuoleman. Hiiren liukoisella TNF-reseptorifuusioproteiinilla (p55TNF-
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R-Fc) on vahan vaikutusta LT-a/R-aktivoidun solukuoleman blokeeraukseen.
Kasvu kvantitoitin kolmen vuorokauden kuluttua mittaamalla reagoineen
MTT:n optinen tiheys (OD 550), joka on verrannollinen solumaaraan.

Kuvio 3. Ihmisen LT-B-R-proteiinia vastaan suunnattu vasta-aine
(monoklonaalinen vasta-aine BDA8) blokeeraa liukoisen LT-ligandin ja LT-R-
R-proteiinin interaktion ihmisen solun pinnalla. WiDr-kasvainsolujen kasvu blo-
keeraantuu IFN-y-proteiinin ja liukoisen LT-a1/B2-ligandin yhdistelmalla. Anti-
LT-R-R-vasta-aine BDA8 blokeeraa LT-a1/R2-ligandin kyvyn inhiboida WiDr-
kasvainsolujen kasvua. Mustat symbolit osoittavat solukasvun monoklonaali-
sen lgG1-verrokkivasta-aineen lasné ollessa (10 pg/mi). Valkoiset symbolit
osoittavat monoklonaalisen anti-LT-3-R-vasta-aineen BDA8 (10 pg/ml) vaiku-
tukset.

Kuvio 4. Ihmisen LT-R-proteiinia vastaan suunnattu vasta-aine (mo-
noklonaalinen vasta-aine B9) blokeeraa solun pinnan LT-a/B-ligandin ja liukoi-
sen LT-R-reseptorin (hLT-B-T-Fc; 2 pg/ml) vélisen interaktion. Pintaan sitoutu-
nut LT-R-R-Fc tunnistettiin kayttaen fykoerytriinilla leimattua aasin anti-ihmis-
IgG-vasta-ainetta ja FACS-analyysié. Tuloksena syntyneen piikin keskiméaarai-
nen fluoresenssivoimakkuus merkittiin kanavan numeron suhteen. Pisteviiva
osoittaa keskimaaraisen fluoresenssivoimakkuuden, joka vastaa monoklonaa-
lisen vasta-aineen B9 poissa ollessa sitoutuneen reseptorin maaraa.

Kuvio 5. LT-B-R-Fc-proteiinia blokeeraavan aineen (mLT-R-R-Fc)
vaikutukset korvan turpoamiseen viivastyneen tyyppisess& kosketusyliherk-
kyysmallissa (DTH) hiiressa. Graafinen esitys osoittaa suurenemisen korvan
paksuudessa mitattuna 24 tuntia sen jalkeen, kun herkistettyjen hiirten korvat
altistettin 0,2 % DNFB-antigeenille. Kukin symboli edustaa erillista koetta.
Kaikissa kokeissa kaytettiin 7 - 8 eldinté per piste lukuun ottamatta niita, jotka
on mérkitty vinonelidlla, joissa kaytettiin ainoastaan neljaa eléintd per piste.
Hiiret, joita kasiteltiin puskurilla (PBS) ja 1gG-fuusioverrokkiproteiinilla .(LFA3-
Fc), jonka konsentraatio oli 20 mg/kg, toimivat negatiiviverrokkeina. Hiiret, joita
kasiteltiin monoklonaalisella anti-VLA4-vasta-aineella (monoklonaalinen vasta-
aine PS/2), jonka konsentraatio oli 8 mg/kg, joka inhiboi korvan turpoamisen
kosketus-DTH-reaktiota, toimivat positiivisina verrokkeina.

Kuvio 6 on graafinen esitys painon muutoksesta, joka havaittiin hii-
rissa 14 vuorokautta sen jalkeen, kun niitéd kasiteltin mLT-BR-lg- ja hLFA3-Ig-
fuusioproteiineilla.
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Kuvio 7 on graafinen esitys paksusuolen pituuden muutoksesta, jo-
ka havaittiin hiirissd 14 vuorokautta sen jalkeen, kun niitad kasiteltin mLT-RR-
Ig- ja hLFA3-Ig-fuusioproteiineilla.

Kuvio 8 on aikakayra hiirten kehon painosta sen jalkeen, kun niihin
oli injektoitu CD45RB"“*CD4-positiivisia T-soluja; CD45RB""CD4-positiivisia
T-soluja; CD45RB"™"-soluja ja LTRR-lg-proteiinia ja CD45RB"™"-soluja ja
hLFA3-Ig-proteiinia.

Kuvio 9 on graafinen esitys niiden kehon painojen keskiarvoista ja
standardipoikkeamista, jotka havaittiin sen jalkeen, kun oli tehty kuvioiden 8 -
11 mukaiset kasittelyt.

Kuvio 10 esittéda jalkatyynyn paksuuden suurenemisen hiirissa, joi-
hin injektoitiin negatiiviset ja positiiviset verrokit ja mLTRR-Ig-proteiinia.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Jotta tassa kuvattu keksintd tulisi taysin ymmarretyksi, on annettu
seuraava yksityiskohtainen kuvaus.

Termi "sytokiini" viittaa molekyyliin, joka valittda interaktioita solujen
valilla. "Lymfokiini" on sytokiini, jota lymfosyytit vapauttavat.

Termi "T-auttajasolut (Th-solut)" viittaa T-solujen toiminnalliseen
alaryhmaan, joka auttaa muodostamaan sytotoksisia T-soluja ja joka toimii
yhdessa B-solujen kanssa vasta-ainetuoton stimuloimiseksi. Auttaja-T-solut
tunnistavat antigeenin, joka on assosioitunut luokan || MHC -molekyylien kans-
sa.

Termi "Th1" viittaa T-auttajasolujen alaryhméaan, joka tuottaa LT-a-,
interferoni-y- ja IL-2-proteiinia (ja muita sytokiineja) ja joka saa aikaan tu-
lehdusreaktiot, jotka assosioituvat soluvélitteiseen vasteeseen, se on, ei im-
munoglobuliinivasteeseen, vasteena altistukseen.

Termi "Th2" viittaa T-auttajasolujen alaryhmaan, joka tuottaa syto-
kiineja, sisaltden IL-4-, IL-5-, IL-6- ja IL-10-sytokiinit, jotka assosioituvat
immunoglobuliinivasteeseen (humoraaliseen vasteeseen) immuunialtistukses-
sa. Termi "soluvalitteinen” viittaa niihin immunologisiin tapahtumiin, jotka joh-
tuvat T-solujen ja niiden tuotteiden suorista vaikutuksista vasteen tuotossa.
Taman tyyppinen vaste assosioituu yleensd (mutta ei yksinomaan) T-solujen
Th1-luokan kanssa. Téhan kategoriaan ei sisélly T-solujen auttajavaikutukset
B-solujen erilaistumiselle ja B-solujen lisdantymiselle, jotka assosioituvat
yleensa T-solujen Th2-luokan kanssa.
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Termi "viivastyneen tyyppinen yliherkkyys (DTH)" viittaa .immunolo-
giseen vasteeseen, jolle on ominaista hidas vaste antigeenille niin, etta taysi
vaikutus nakyy 1 - 3 vuorokauden ajanjakson kuluttua. Tdma hidas vaste on
painvastainen sille suhteellisen nopealle vasteelle, joka havaitaan immunoglo-
buliinivalitteisessa (humoraalisessa) allergisessa reaktiossa. On olemassa kol-
mentyyppisid DTH-reaktioita: kosketusyliherkkyys, tuberkuliinityyppinen yli-
herkkyys ja granulomatoosiset reaktiot.

Termit "immunoglobuliinivaste” tai "humoraalinen vaste" viittaavat
elaimen immunologiseen vasteeseen vierasta antigeenia vastaan, jolloin eldin
tuottaa vasta-aineita vierasta antigeenia vastaan. T-auttajasolujen Th2-luokan
solut ovat kriittisia korkea-affiinisten vasta-aineiden tehokkaaksi tuottamiseksi.

Termi vasta-aineen "Fc-domeeni" viittaa siihen osaan molekyylia,
joka sisaltda sarana-, CH2- ja CH3-domeenit, mutta josta puuttuu antigeenia
sitovat kohdat. Termin tarkoitetaan my6s sisaltavan IgM- ja muiden vasta-aine-
isotyyppien ekvivalentit alueet. )

Termi "anti-LT-R-reseptori-vasta-aine" viittaa mihin tahansa vasta-
aineeseen, joka sitoutuu spesifisesti ainakin yhteen LT-R-reseptorin epitoop-
piin.

Termi "anti-LT-vasta-aine" viittaa mihin tahansa vasta-aineeseen,
joka sitoutuu spesifisesti ainakin yhteen LT-a-reseptorin, LT-B-reseptorin tai
LT-a/B-kompleksin epitooppiin.

Termi "LT-R-R-proteiinin signalointi” viittaa molekyylireaktioihin, jot-
ka assosioituvat LT-B-R-proteiinireittin ja sen jalkeisiin molekyylireaktioihin,
jotka johtuvat siita. :

Termi "LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine" viittaa aineeseen, joka
voi pienentad ligandin sitoutumista LT-R-R-proteiiniin, solun pinnan LT-B3-R-
proteiinin ryhmittymista tai LT-B-R-proteiinin signalointia tai sellaiseen ainee-
seen, joka voi vaikuttaa siihen, kuinka LT-R-R-proteiinin signaalia tulkitaan
solussa.

LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine, joka toimii ligandi-reseptorin si-
toutumisvaiheessa, voi inhiboida LT-ligandin sitoutumista LT--R-proteiiniin ai-
nakin 20 %:lla. LT-B-R-pfoteiinia blokeeraava aine, joka toimii ligandin-resep-
torin sitoutumisvaiheen jélkeen voi inhiboida LT-B-R-proteiinin aktivaation syto-
toksisia vaikutuksia kasvainsoluihin ainakin 20 %:lla. Esimerkit LT-R-R-pro-
teiinia blokeeraavista aineista siséltavat liukoiset LT-B-R-Fc-molekyylit ja anti-
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LT-a-, anti-LT-B-, anti-LT-a/B- ja anti-LT-B-R-vasta-aineet. Vasta-aineet eivat
suositeltavasti ristireagoi LT-a-proteiinin eritetyn muodon kanssa.

Termi "LT-R-R-proteiinin biologinen aktiivisuus" viittaa: 1) LT-RB-R-
molekyylin tai sen johdannaisen kykyyn kilpailla liukoisen tai pinnan LT-ligan-
din sitoutumisesta liukoisten tai pinnan LT-B8-R-molekyylien kanssa tai 2) ky-
kyyn stimuloida immuunisaatelyvaste tai sytotoksinen aktiivisuus samoin kuin
natiivi LT--R-molekyyli.

Termit "heteromeerinen LT-o/B-kompleksi” ja "heteromeerinen LT-
kompleksi" viittaavat stabiiliin assosiaatioon ainakin yhden LT-a- ja yhden tai
useamman LT-R-alayksikon vélilla sisdltden yhden tai useamman alayksikén
liukoiset, mutatoituneet, muutetut ja kimeeriset muodot. Alayksikét voivat asso-
sioitua elektrostaattisten, van der Waalsin tai kovalenttisten interaktioiden
vélitykselld. Suositeltavasti heteromeerisessa LT-a/3-kompleksissa on ainakin
kaksi vierekkaista LT-R-alayksikkda ja siitd puuttuu vierekkaiset LT-a-alayksi-
kot. Kun heteromeerinen LT-o/R-kompleksi toimii LT-R-R-proteiinia aktivoivana
aineena solukaS\}utestissé, kompleksi on suositeltavasti liukoinen ja sen stoi-
kiometria on muotoa LT-a1/B2. Liukoisista heteromeerisista LT-o/R-komplek-
seista puuttuu membraanin lapi meneva domeeni ja sopiva isantasolu, joka on
manipuloitu ekspressoimaan LT-a- ja/tai LT-R-alayksikdita, voi erittaa niita
[Crowe et al., J. Immunol. Methods, 168, 79 - 89 (1994)].

Termi "LT-ligandi" viittaa heteromeeriseen LT-kompleksiin tai sen
johdokseen, joka voi spesifisesti sitoutua LT-3-reseptoriin.

| Termi "LT-B-R-proteiinin ligandia sitova domeeni" viittaa LT-R-R-
proteiinin osaan tai osiin, jotka ottavat osaa LT-ligandin spesifiseen tunnistuk-
seen ja reaktioon sen kanssa. '

Termit "pinnan LT-o/R-kompleksi” ja "pinnan LT-kompleksi" viittaa-
vat kdmpleksiin, joka siséaltdd LT-a- ja membraaniin sitoutuneen LT-R-alayksi-
kdn — sisaltden yhden tai useamman alayksikén mutatoituneet, muutetut ja
kimeeriset muodot — joka esiintyy solun pinnalla. "Pinnan LT-ligandi" viittaa
pinnan LT-kompleksiin tai sen johdokseen, joka voi spesifisesti sitoutua LT-R-
reseptoriin.

Termi "kohde" viittaa eldimeen tai yhteen tai useampaan soluun, jot-
ka ovat perdisin eldimestd. Eldin on suositeltavasti nisdkés. Solut voivat olla
missd muodossa tahansa sisdltden solut, mutta ei rajoittuen niihin, jotka ovat
kudoksessa, ovat soluryhmia, immortalisoituja, transfektoituja tai transformoi-
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tuja soluja, ja solut, jotka ovat peréisin eldimestd, jota on fyysisesti tai feno-
tyyppisesti muutettu.

Lymfotoksiini-B: TNF-ryhmaén jdsen

Kasvaimen nekroositekijan (TNF) sukulaissytokiinit ovat tulleet esiin
suurena isdnndn puolustuksen ja immuunisaatelyn pleiotrooppisten vélittajien
ryhmana. Taman ryhman jasenet ovat membraaniin sitoutuneita muotoja, jotka
toimivat paikallisesti solu-solu-kosketuksen valityksella, tai ne ovat eritettyja
proteiineja, jotka voivat toimia kaukaisilla kohteilla. Rinnakkainen TNF-resepto-
riproteiinille sukua oleva ryhma reagoi naiden sytokiinien kanssa ja laukaisee
erilaisia reitteja sisaltaen solukuolemavasteen, solun lisdantymisvasteen, ku-
doksen erilaistumisvasteen ja esitulehdusvasteen.

TNF, lymfotoksiini-o (LT-a, jota kutsutaan my&s TNF-R-proteiiniksi)
ja lymfotoksiini- (LT-B) ovat TNF-ligandiryhmén j&senia, jotka sisaltavat myds
ligandit Fas-, CD27-, CD30-, CD40-, OX-40- ja 4-1BB-reseptoreita vastaan
[Smith et al., Cell, 76, 959 - 62 (1994)]. Signalointi useiden TNF-ryhmén jasen-
ten valityksellda — sisaltden TNF-, LT-a-, LT-R- ja Fas-proteiinit— voi
indusoida kasvainsolukuoleman nekroosilla tai apoptoosilla (ohjelmoitu
solukuolema). Muissa kuin kasvainsoluissa TNF ja monet muut TNF-ryhman
ligandi-reseptori-interaktiot vaikuttavat immuunisysteemin kehittymiseen ja
vasteisiin eri immuunialtistuksia vastaan.

Useimmat TNF-ryhméan ligandit esiintyvat membraaniin sitoutunee-
na muotona solun pinnalla. TNF ja LT-o 16ytyvat seka eritettying ettd memb-
raaniin sitoutuneina pintamuotoina ihmisilla. Pinnan TNF-proteiinissa on
membraanin I&pi meneva alue, joka katkaistaan proteolyyttisesti eritettavan
muodon muodostamiseksi. Talle painvastaisesti pinnan LT-a-proteiinista puut-
tuu membraanin l1api meneva alue. Membraaniin assosioitunut LT-a-proteiini
on sitoutunut solun pintaan heteromeerisena kompleksina LT-R-proteiinin, joka
on sukua oleva membraanin 18pi meneva polypeptidi, kanssa LT-a/-komp-
leksiksi.

Useimmissa membraaniin sitoutuneissa LT-a/B-komplekseissa
("pinnan LT") on stoikiometria LT-a1/82 [Browning et al., Cell, 72, 847 - 56
(1993); Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46 (1995)]. Pinnan LT-ligandit
eivat sitoudu TNF-R-proteiiniin korkealla affiniteetilla eivatka ne aktivoi TNF-R-
proteiinin signalointia. Toinen TNF-proteiinille sukua oleva reseptori, jota
nimitetddn LT-R-reseptoriksi (LT-B-R), sitoutuu naihin pinnan lymfotoksiini-
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komplekseihin korkealla affiniteetilla [Crowe et al., Science, 264, 707 - 10
(1994)].

LT-R-R-signaloinnilla, kuten TNF-R-signaloinnilla, on lisaantymi-
sen vastaisia vaikutuksia ja se voi olla sytotoksista kasvainsoluille. Patentin-
hakijat ovat esittaneet haettavana olevan US-patentin, jonka sarjanumero on
08/378 968, joka esittdd koostumukset ja menetelmat, joilla selektiivisesti
stimuloidaan LT-B-R-proteiinia kayttden LT-R-R-proteiinia aktivoivia aineita.
LT-B-R-proteiinia aktivoivat aineet ovat kayttidkelpoisia inhiboitaessa
kasvainsolun kasvua ilman, ettd samalla aktivoidaan TNF-R-indusoituja
esitulehduksellisia tai immuunisaatelyreitteja.

Muissa kuin kasvainsoluissa TNF ja TNF-proteiinille sukua olevat
sytokiinit ovat aktiivisia monissa erilaisissa immuunivasteissa. Seka TNF etta
LT-a-ligandit sitoutuvat TNF-reseptoreihin ja aktivoivat niitd (p55 tai p60 ja p75
tai p80; tassa kutsutaan nimelld "TNF-R"). TNF- ja LT-a-proteiinia tuotetaan
makrofageissa aikaisena ja nopeana vasteena mikrobi-infektiolle, joka
tehostaa makrofagien ja neutrofiilien mikrobeja tappavaa aktiivisuutta. Makro-
fagien tai sytotoksisten T-lymfosyyttien (CTL-solut tai "tappaja-T-solut")
tuottama TNF ja LT-a sitoutuu kohdesolujen pinnan TNF-reseptoreihin ja
laukaisee herkkien solujen kuoleman.

TNF ja TNF-proteiinille sukua olevat sytokiinit voivat mygs aloittaa
tulehduskaskadit vasteena infektiolle tai stressille. TNF-, LT-o- ja IFN-y-
proteiinin vapautuminen muuttaa adheesio-ominaisuuksia verisuonten endo-
teelisolujen ja tiettyjen lymfosyyttityyppien valilld. Kohonnut adheesio auttaa
fagosyyttien ja leukosyyttien migraatiota = verenkierrosta tulehduskohtaa
ympardiviin - kudoksiin. Samanlaiset tulehdusreaktiot pelaavat paaroolia
kudossiirteiden ja elinsiirrdannaisten soluhyljinndsséd ja tietyissa immuu-
nihairidissa.

Solupinnan lymfotoksiinikompleksit (LT) on karakterisoitu CD4*-T-
soluhybridoomasoluissa (11-23.D7), jotka ekspressoivat korkeita LT-tasoja
[Browning et al., J. Immunol., 147, 1230 - 1237 (1991); Androlewicz et al., J.
Biol. Chem., 267, 2542 - 2547 (1992)]. LT-R-R-proteiinin, LT-alayksikdiden ja
pinnan LT-kompleksien ekspressiosta ja biologisista rooleista on yhteenveto
julkaisussa C.F. Ware et al., "The ligands and receptors of the lymphotoxin
system", teoksessa Pathways for Cytolysis, Current Topics Microbiol.
Immunol., Springer-Verlag, 175 - 218 (1995).
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LT-a-proteiinin ekspressio indusoituu ja LT-a-proteiini eritetaan
padasiassa aktivoituneista T- ja B-lymfosyyteistd ja luonnollisista tappajaso-
luista (NK). T-auttajasolujen alaluokissa LT-a-proteiinia tunnutaan tuotettavan
Th1-soluissa mutta ei Th2-soluissa. LT-a-proteiinia on myds havaittu melano-
syyteissa. Pesakekovettumatutipotilaiden vauriokohtien mikroglia- ja T-solut
voidaan myds varjata anti-LT-a-antiseerumeilla.

Lymfotoksiini-B-proteiini (jota kutsutaan my&s p33-proteiiniksi) on
tunnistettu T-lymfosyyttien, T-solulinjojen, B-solulinjojen ja lymfokiinilla aktivoi-
tujen tappajasolujen (LAK) pinnalla. LT-R-proteiini on patentinhakijoiden haet-
tavana olevien kansainvalisten patenttihakemusten PCT/US91/04 588, joka on
julkaistu 9.1.1992 julkaisuna WO 92/00 329, ja PCT/US93/11 669, joka on
julkaistu 23.6.1994 julkaisuna WO 94/13 808, kohteena, jotka on liitetty t&dhan
viitteiksi.

Pinnan LT-komplekseja ekspressoidaan pdaasiassa aktivoituneissa
T- ja B-lymfosyyteissa ja luonnollisissa tappajasoluissa (NK) FACS-analyysilla
tai immunohistologialla maaritettyna kayttaen anti-LT-a-vasta-aineita tai liukoi-
sia LT-R-R-Fc-fuusioproteiineja. Pinnan LT-proteiini on myds kuvattu ihmisen
sytotoksisissa T-lymfosyyttiklooneissa (CTL), aktivoiduissa perifeerisissd mo-
nonukleaarisissa lymfosyyteissa (PML), IL-2-aktivoiduissa perifeerisen veren
lymfosyyteissa (LAK-soluissa), kermesmarjan mitogeenilla aktivoiduissa tai an-
ti-CD40-aktivoiduissa perifeerisissa B-lymfosyyteissa (PBL) ja erilaisissa T- ja
B-solulinjan lymfoidikasvaimissa. Alloantigeenia sis&ltavien kohdesolujen
osanotto indusoi spesifisesti pinnan LT-ekspression CD8'- ja CD4'-CTL-
klooneissa. :

LT-B-reseptori, joka on TNF-reseptorien ryhman jésen; sitoutuu
spesifisesti pinnan LT-ligandeihin. LT-B-R-proteiini sitoutuu heteromeerisiin
LT-komplekseihin (paaasiassa LT-a1/32- ja LT-a2/31-komplekseihin), mutta ei
sitoudu TNF- tai LT-a-proteiiniin [Crowe et al., Science, 264, 707 - 10 (1994)].
LT-R-R-signaloinnilla voi olla rooli perifeerisen lymfoidielimen kehityksessa ja
humoraalisissa immuunivasteissa.

LT-B-R-proteiinin ekspressiotutkimukset ovat aikaisessa vaiheessa.
LT-R-R-mRNA:ta on havaittu ihmisen pernassa, kateenkorvassa ja muissa
isoissa elimissa. LT-B-R-proteiinin ekspressioominaisuudet ovat samanlaisia
kuin niiden, jotka on julkaistu p55-TNF-R-proteiinille lukuun ottamatta sitéa, etta '
LT-B-R-proteiini puuttuu perifeerisen veren T-soluista ja T-solulinjoista.
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Liukoisten LT-kompleksien tuotto

Liukoiset heteromeeriset LT-o/8-kompleksit sisaltavat LT-a-alayksi-
két, jotka on muutettu membraaniin sitoutuneesta muodosta liukoiseksi muo-
doksi. Patentinhakijat ovat kuvanneet nama kompleksit yksityiskohtaisesti yhta
aikaa haettavana olevassa kansainvélisessé patenttihakemuksessa (PCT/
US93/11 669, joka on julkaistu 23.6.1994 numerona WO 94/13808). Liukoisille
LT-a-peptideille on tunnusomaista lymfotoksiini-4-proteiinin aminohapposek-
venssi, jossa sekvenssi on katkaistu missa tahansa kohdassa membraanin la-
pi menevan alueen loppupdan (se on, noin aminohapon nro 44 kohdalla) ja
ensimmaisen TNF-homologia-alueen (se on, aminohappo nro 88) valilla
numerointisysteemin ollessa sen mukainen, joka on kuvattu julkaisussa
Browning et al., Cell, 72, 847 - 856 (1993).

Liukoiset LT-a-polypeptidit voidaan tuottaa lyhentamalla LT-a-pro-
teiinin N-paata poistamalla sytoplasminen hantd ja membraanin lapi meneva
alue [Crowe et al., Science, 264, 707 - 710 (1994)]. Vaihtoehtoisesti
membraanin lapi menevd domeeni voidaan inaktivoida deletoimalla tai substi-
tuoimalla ne normaalisti hydrofobiset aminohappojaannékset, jotka muodos-
tavat membraanin |api menevan domeenin, hydrofiilisilld jddnnoksilla. Kum-
massakin tapauksessa muodostetaan suhteellisen hydrofiilinen hydropaatti-
suusprofiili, joka alentaa lipidiaffiniteettia ja parantaa vesiliukoisuutta. Memb-
raanin Iapi menevéan domeenin deleetio on suositeltavampaa kuin substituutio
hydrofiilisilla aminohappojaannoksilla, koska silloin valtetddn mahdollisesti
immunogeenisten epitooppien muodostuminen.

Deletoitu tai inaktivoitu membraanin {api meneva domeeni voidaan
korvata tyypin | leader-sekvenssilla tai kiinnittdd siihen (esim. VCAM-1-leader)
niin, ettd proteiini eritetdan, alkaen sekvenssilla, joka on missa tahansa val40-
ja pro88-kohdan vélissa. Liukoiset LT-&-polypeptidit voivat siséltdd N-paassa
minka tahansa useista hyvin tunnetuista leader-sekvensseista. Sellainen sek-
venssi sallii peptidien ekspression ja kohdentumisen eritysreitille eukaryootti-
systeemissa. Katso esim. Ernst et al., US-patentti numero 5 082 783 (1992).

Liukoiset heteromeeriset LT-o/a-kompleksit voidaan tuottaa kot-
ransfektoimalla sopiva isantdsolu DNA!lla, joka koodittaa LT-a-proteiinia ja liu-
koista LT-a-proteiinia [Crowe et al., J. Immunol. Methods, 168, 79 - 89 (1994)].
Liukoinen LT-&-proteiini, joka erittyy LT-a-proteiinin poissa ollessa, on erittdin
oligomerisoitunut. Kuitekin, kun sitd koekspressoidaan LT-a-proteiinin lasna
ollessa, muodostuu 70 kDa kokoinen trimeerinen rakenne, joka sisaltaa
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molemmat proteiinit. On my®s mahdollista tuottaa liukoiset heteromeeriset LT-
a1/82-kompleksit transfektoimalla solulinja, joka normaalisti ekspressoi ai-
noastaan LT-a-proteiinia (kuten RPMI 1788 -solut, joista on keskusteltu yila)
geenilld, joka koodittaa liukoista LT-a-polypeptidia.

LT-a- ja LT-&-polypeptidit voidaan syntetisoida erikseen, denaturoi-
da kayttaen heikkoja detergenttejd, sekoittaa yhteen ja renaturoida poistamalla
detergentti niin, ettd muodostuu heteromeeriset LT-sekakompleksit, jotka voi-
daan erottaa (katso alla).

LT-a1/a2-kompleksien puhdistus

Liukoiset heteromeeriset LT-a1/a2-kompleksit erotetaan koekspres-
siokomplekseista, jotka siséltavat erilaisen alayksikkdstoikiometrian, kromato-
grafialla kayttden TNF- ja LT-a-reseptoreita affiniteettipuhdistusreagensseina.
TNF-reseptorit sitoutuvat ainoastaan LT-kompleksien a/a-rakoihin. LT-a-re-
septori sitoutuu korkealla affiniteetilla &/a-rakoihin ja alemmalla affiniteetilla
a/a-rakoihin heteromeerisissa LT-a/a-komplekseissa. Sen mukaisesti LT-a.3-
ja LT-o2/a1-proteiinit sitoutuvat TNF-R-proteiiniin. LT-&-R-proteiini voi myds
sitoa LT-a2/a1-trimeereja (o/a-rakoihin), mutta ei voi sitoa LT-a3-proteiinia. Li-
sdksi LT-a-R-proteiini (mutta ei TNF-R-proteiini) sitoo LT-a1/82-proteiinia ja
LT-an-proteiinia (sellaisen valmisteen tarkka koostumus on tuntematon, ne
ovat kuitenkin suuria aggregaatteja).

Reseptoriaffiniteettireagenssit voidaan valmistaa joko liukoisena so-
lunulkoisena domeenina [katso esimerkiksi julkaisu Loetscher et al., J. Biol.
Chem., 266, 18324 - 18329 (1991)] tai kimeerisina proteiineina yhdessa so-
lunulkoisen ligandia sitovan domeenin kanssa, joka on Kkiinnitetty immuno-
globuliinin Fc-domeeniin [Loetscher et al., J. Biol. Chem., 266, 18324 - 29
(1991); Crowe et al., Science, 264, 707 - 710 (1994)]. Reseptorit koplataan
affiniteettimatrikseihin kemiallisella ristisitomisella kayttden rutiinimenetelmia.

On kaksi menetelmaa, jolla LT-a1/a2-ligandi voidaan puhdistaa
kayttaen reseptoreita ja immunoaffiniteettikromatografiaa. Ensimmaisessa me-
netelmassa sopivan ekspressiosysteemin, joka koekspressoi sekd LT-a-prote-
iinimuotoa ettd lyhennettya LT-a-proteiinimuotoa, supernatantti vieddan TNF-
R-pylvdan lapi. TNF-R-pylvds sitoo LT-a3-proteiinin ja LT-a2/a1-trimeerit.
TNF-R-pylvaan lapi virrannut neste sisaltaa LT-a(n)- ja LT-oc1/é2-proteiinit.

Toisessa meneteiméssa kaikki LT-a-proteiinia sisdltdvdt muodot
[LT-4(n), LT-a1/32 ja LT-a2/41) sitoutuvat LT-3-R-pylvaaseen ja ne eluoidaan
siita kayttaen klassisia menetelmia, kuten kaotrooppia tai pH-muutosta. (LT-
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a3-proteiini virtaa tdman pylvaén lapi). Eluaatti neutraloidaan tai kaotrooppi
poistetaan ja sitten eluaatti viedddan TNF-R-pylvaan lapi, joka sitoutuu
ainoastaan LT-a2/a1-trimeereihin. Taman pylvaan lapi virrannut neste sisaltaa
LT-a(n)-ptoteiinin ja LT-a1/a2-trimeerit.

Molemmissa tapauksissa puhtaat LT-a1/a2-trimeerit voidaan erot-
taa LT-&-proteiinista sitd seuraavilla alalla tunnetuilla geelisuodatus- ja/tai
ioninvaihtokromatografiameneteimilla.

Vaihtoehtoisesti erilaiset heteromeeriset LT-a/a-kompleksimuodot
voidaan erottaa ja puhdistaa erilaisilla tavanomaisilla kromatografisilla tavoilla.
Voi myds olla suositeltavaa yhdistdd sarja tavanomaisia puhdistustapoja
yhden ylld kuvatun immunoaffiniteettipuhdistusvaiheen kanssa.

LT-R-R-proteiinia blokeeraavien aineiden seulonta

Eradssa tAman keksinndn suoritustavassa LT-3-R-proteiinia blokee-
raava aine sisaltaa LT-R-R-proteiinia vastaan suunnatun vasta-aineen (Ab), jo-
ka inhiboi LT--R-proteiinin signaloinnin. Anti-LT-3-R-vasta-aine on suositelta-
vasti monoklonaalinen vasta-aine (mAb). Eras sellainen inhibitorinen monoklio-
naalinen anti-LT-3-R-vasta-aine on monoklonaalinen vasta-aine BDAS.

Inhibitoriset anti-LT-R-R-vasta-aineet ja muut LT-B-R-proteiinia blo-
keeraavat aineet voidaan tunnistaa kayttaen seulontamenetelmia, joissa tun-
nistetaan yhden tai useamman aineen kyky joko sitoutua LT-3-R-proteiiniin tai
LT-ligandiin tai inhiboida LT-f3-R-proteiinin signalointivaikutuksia soluissa.

Eréassa seulontamenetelmassa kaytetdan hyvaksi LT-R-R-proteii-
nin signaloinnin sytotoksisia vaikutuksia kasvainsoluihin, jotka sisaltavat LT-R-
R-proteiinia. Kasvainsolut altistetaan yhdelle tai useammalle LT-3-R-proteiinia
aktivoivalle aineelle LT-B-R-proteiinin signaloinnin indusoimiseksi. LT-R-R-
proteiinia aktivoivat aineet sisaltavat heteromeeriset LT-o/R-kompleksit (suosi-
teltavasti liukoinen LT-a1/R2) IFN-y-proteiinin 1asna ollessa tai aktivoivan anti-
LT-B-R-vasta-aineen (katso alla; on kuvattu myds patentinhakijoiden yhta
aikaa haettavana olevassa Amerikkalaisessa patenttihakemuksessa, jonka
sarjanumero on 08/378 968). Vasta-aineet ja muut aineet, jotka blokeeraavat
LT-R-R-proteiinin signaloinnin, valitaan perustuen niiden kykyyn inhiboida LT-
R-R-proteiinin signaloinnin sytotoksinen vaikutus kasvainsoluihin seuraavassa
testissa, joka sisaltda vaiheet, joissa:

1) kasvainsoluja, kuten HT29-soluja, viljelladn 3 - 4 vuorokautta
ryhméassa kudosviljelykuoppia, jotka siséltavat alustaa ja ainakin yhta LT-R-R-
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proteiinia aktivoivaa ainetta niin, ettd 1dsnd on testattavan aineen sarjalai-
mennokset tai ainetta ei ole lasna;

2) vitaalivaria, jolla mitataan mitokondrion toimintaa, kuten MTT,
lisatdan kasvainsoluseokseen ja sen annetaan reagoida useita tunteja;

3) seoksen optinen tiheys kussakin kuopassa kvantitoidaan valolla
550 nm:n aallonpituudella (OD 550). OD 550 -arvo on verrannollinen niiden
kasvainsolujen maaraan, jotka jaavat jaljelle LT-R-R-proteiinia aktivoivan
aineen ja testattavan LT-3-R-proteiinia blokeeraavan aineen lasna ollessa
kussakin kuopassa. Aine tai aineiden yhdistelma, joka voi alentaa LT-3-R-ak-
tivoitunutta kasvainsolun sytotoksisuutta ainakin 20 %:lla tdssa testissa on LT-
R-R-proteiinia blokeeraava aine, joka kuuluu tdman keksinndn piiriin.

Mita tahansa ainetta tai aineiden yhdistelmaa, joka aktivoi LT-B-R-
proteiinin signalointia, voidaan kayttaa ylla olevassa testisséd LT-R-R-proteiinia
blokeeraavien aineiden tunnistamiseksi. LT-R-R-proteiinia aktivoivat aineet,
jotka indusoivat LT-B-R-proteiinin signaloinnin (kuten aktivoivat monoklonaali-
set anti-LT-R-R-vasta-aineet), voidaan valita perustuen niiden kykyyn — yksin
tai yhdessd muiden aineiden kanssa— vahvistaa kasvainsolun
sytotoksisuutta kayttden ylla kuvattua kasvainsolutestia.

Toinen meneteima LT-B-R-proteiinia blokeeraavan aineen valitse-
miseksi on tarkkailla mahdollisen aineen kykya hairitd suoraan LT-ligandi-re-
septori-sitoutumista. Aine tai aineiden yhdistelm4, joka voi blokeerata ligandi-
reseptori-sitoutumisen ainakin 20 %:lla on LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine,
joka kuuluu keksinndn piiriin.

Mita tahansa niista useista testeista, joilla mitataan ligandi-resepto-
ri-sitoutumisen voimakkuutta, voidaan kayttda kilpailutestien suorittamiseksi
mahdollisten LT-R-R-proteiinia blokeeraavien aineiden kanssa. Sitoutumisen
voimakkuus reseptorin ja ligandin valilld voidaan mitata kayttaen entsyymivalit-
teistd immuunitestid (ELISA) tai radioimmuunitestia (RIA). Spesifinen sitoutu-
minen voidaan mitata my6s leimaamalla fluoresoivasti vasta-aine-antigeeni-
kompleksit ja suorittamalla fluoresenssiaktivoitu solulajitteluanalyysi (FACS) tai
suorittamalla muut sellaiset immuunitunnistusmenetelmat, jotka kaikki ovat
alalla hyvin tunnettuja menetelmia.

Ligandi-reseptori-sitoutumisinteraktio voidaan mitata myos BlAcore-
laitteella (Pharmacia Biosensor), jossa kaytetdan plasmoniresonanssitunnis-
tusta [Zhou et al., Biochemistry, 32, 8193 - 98 (1993); Faegerstram ja
O'Shannessy, "Surface plasmon resonance detection in affinity technologies",
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teoksessa Handbook of Affinity Chromatography, 229 - 52, Marcel Dekker,
Inc., New York (1993)].

BlAcore-menetelma sallii reseptorin sitomisen kultapintaan ja ligan-
din kuljettamisen sen yli. Plasmoniresonanssitunnistus antaa suoran kvantitaa-
tion pintaan sitoutuneesta massamaarasta reaaliajassa. Tama menetelma an-
taa seka sitoutumis- etta irtoamisvakionopeudet ja nain ollen ligandi-reseptorin
dissosiaatiovakio ja affiniteettivakio voidaan maarittdd suoraan mahdollisen
LT-R-R-proteiinia blokeeraavan aineen lasna ja poissa ollessa.

Milla tahansa nailla tai muilla menetelmillg, joilla mitataan reseptori-
ligandi-interaktioita, voidaan arvioida LT-R-R-proteiinia blokeeraavan aineen
kyky yksinaan tai yhdessd muiden aineiden kanssa inhiboida pinnan tai liu-
koisten LT-ligandien sitoutumista pinnan LT-R-R- tai liukoisiin LT-R-R-mole-
kyyleihin. Sellaisia testeja voidaan my6s kayttaa testaamaan LT-R3-R-proteiinia
blokeeraavia aineita tai sellaisten aineiden johdoksia (esim. fuusioita, ki-
meereja, mutantteja ja kemiallisesti muutettuja muotoja) — yksin tai yhdistel-
minad — optimoitaessa muutetun aineen kykya blokeerata LT-R-R-proteiinin
aktivaatio.

Liukoisten LT-R-R-molekyylien tuotto

LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet sisaltdvat tdman keksinndn
eradssa suoritustavassa liukoiset LT-B-reseptorimolekyylit. Kuvio 1 esittaa ih-
misen LT-R-R-proteiinin solunulkoisen osan sekvenssin, joka koodittaa ligan-
dia sitovaa domeenia. Kayttden kuvion 1 sekvenssitietoa ja alalla hyvin tunnet-
tuja yhdistelma-DNA-menetelmi& voidaan toiminnalliset fragmentit, jotka sisél-
tavat LT-R-R-proteiinin ligandia sitovan domeenin, kioonata vektoriin ja eks-
pressoida sopivassa isédnnassa liukoisen LT-3-R-molekyylin tuottamiseksi. Liu-
koiset LT-R-R-molekyylit, jotka voivat kilpailla luonnollisten LT-B-reseptorien
kanssa LT-ligandin sitomisesta tidssa kuvattujen testien perusteella, valitaan
LT-R-R-proteiinia blokeeraaviksi aineiksi.

Liukoinen LT-R-reseptori, joka sisdltdda aminohapposekvenssit, jotka
valitaan kuviossa 1 esitetyistd sekvensseistd, voidaan kiinnittdd yhteen tai
useampaan heterologiseen proteiinidomeeniin ("fuusiodomeeniin") reseptori-
fuusioproteiinin in vivo stabiilisuuden kohottamiseksi tai sen biologisen
aktiivisuuden tai sijainnin moduloimiseksi.

Suositeltavasti stabiileja plasmaproteiineja — joiden puoli-ikd on
tyypillisesti enemman kuin 20 tuntia verenkierrossa — kaytetaan reseptorifuu-
sioproteiinien rakentamiseksi. Sellaiset plasmaproteiinit sisaltdvat, mutta eivat
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ole rajoittuneet, immunoglobuliinit, seerumialbumiinin, lipoproteiinit, apolipo-
proteiinit ja transferriinin. Sekvenssit, jotka voivat kohdentaa liukoisen LT-R-R-
molekyylin tiettyyn solu- tai kudostyyppiin, voidaan mydés kiinnittda LT-R-R-pro-
teiinin ligandia sitovaan domeeniin spesifisesti sijoitetun liukoisen LT-R-R-fuu-
sioproteiinin muodostamiseksi.

LT-B-R-proteiinin koko solunulkoinen osa (kuvio 1) tai sen toimin-
nallinen alue, joka sisaltda LT-R-R-proteiinin ligandia sitovan domeenin, voi-
daan fuusioida immunoglobuliinin vakioalueeseen, kuten ihmisen IgG1-prote-
iinin raskasketjun Fc-domeeniin [Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46
(1995)]. Liukoiset reseptori-lgG-fuusioproteiinit ovat suositeitavia ja ne ovat
yleisid immunologisia reagensseja, ja menetelmat niiden rakentamiseksi ovat
alalla tunnettuja (katso esim. US-patentti numero 5 225 538, joka on lisatty
tédhan viitteeksi).

Toiminnallinen LT-R-R-proteiinin ligandia sitova domeeni voidaan
fuusioida immunoglobuliinin (Ig) Fc-domeeniin, joka on peraisin muusta immu-
noglobuliiniluokasta tai -alaluokasta kuin 1IgG1. Vasta-aineiden, jotka kuuluvat
eri Ig-luokkiin tai -alaluokkiin, Fc-domeenit voivat aktivoida erilaisia sekundaa-
rieffektoritoimintoja. Aktivaatio tapahtuu, kun yhteenkuuluva Fc-reseptori sitoo
Fc-domeenin. Sekundaarieffektoritoiminnot siséltavat kyvyn aktivoida komple-
menttisysteemi, kulkea istukan lapi ja sitoa erilaisia mikrobiproteiineja. Immu-
noglobuliinien eri luokkien ja alaluokkien ominaisuudet on kuvattu julkaisussa
Roitt et al., Immunology, 4.8 (Mosby-Year Book Europe Ltd., 3. painos, 1993).

Komplementtisysteemin aktivaatio aloittaa entsymaattisten reaktioi-
den kaskadit, jotka valittavat tulehdusta. Komplementtisysteemin tuotteilla on
erilaisia toimintoja sisaltden bakteerien sitomisen, endosytoosin, fagosytoosin,
sytotoksisuuden, vapaiden radikaalien tuoton ja immuunikompleksien liuotta-
misen.

Komplementin entsyymikaskadin voi aktivoida antigeeniin sitoutu-
neiden IgG1-, IgG3- ja IgM-vasta-aineiden Fc-domeenit. 1gG2-vasta-aineen
Fc-domeeni tuntuu olevan vahemman tehokas ja 19G4-, IgA-, IgD- ja IgE-vas-
ta-aineiden Fc-domeenit ovat tehottomia komplementin aktivoimisessa. Nain
ollen voidaan valita Fc-domeeni perustuen siihen, ovatko siihen assosioituneet
sekundaarieffektoritoiminnot LT-B-R-Fc-fuusioproteiinin kanssa toivottavia tie-
tylle immuunivasteelle tai hoidettavalle taudille.

Jos on edullista vaurioittaa tai tappaa LT-ligandia siséaltdva kohde-
solu, voidaan valita erityisen aktiivinen Fc-domeeni (IgG1) LT-B-R-Fc-fuusio-
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proteiinin valmistamista varten. Vaihtoehtoisesti, jos on toivottavaa kohdentaa
LT-R-R-Fc-fuusioproteiini soluun ilman, ettd laukaistaan komplementtisystee-
mi, voidaan valita inaktiivinen 1gG4-Fc-domeeni.

Mutaatiot Fc-domeeneissa, jotka alentavat tai eliminoivat sitoutumi-
sen Fc-reseptoreihin ja komplementin aktivoitumista, on kuvattu [S. Morrison,
Annu. Rev. Immunol., 10, 239 - 65 (1995)]. Naita ja muita mutaatioita voidaan
kayttda yksinaan tai yhdessa sen Fc-domeenin aktivoimiseksi, jota kaytetaan
LT-R-R-Fc-fuusioproteiinin rakentamiseksi.

Ihmisen liukoisen LT-B-R-fuusioproteiinin, joka siséltaa ligandia sito-
vat sekvenssit fuusioituina ihmisen immunoglobuliinin Fc-domeeniin (hLT-R-R-
Fc), tuottaminen on kuvattu esimerkissa 1. Erasta esimerkin 1 mukaisesti teh-
tya CHO-linjaa, joka erittda hLT-B-R-Fc-proteiinia, kutsutaan nimella "hLT®;R-
hG1 CHO#14". Taman linjan nayte talletettiin 21.7.1995 kokoelmaan American
Type Culture Collection (ATCC)(Rockville, MD) Budapestin sopimuksen
lausekkeiden mukaisesti ja sille annettiin ATCC-koodinumero CRL11965.

Hiiren liukoisen LT-B-R-fuusioproteiinimolekyylin (mLT-R-R-c) tuotto
on kuvattu esimerkissa 2. Esimerkin 2 mukaisesti tehtyd CHO-linjaa, joka erit-
tada mLT-R-R-Fc-proteiinia, kutsutaan nimelld "mLTR;R-hG1 CHO#1.3BB".
Taman linjan nayte talletettiin 21.7.1995 kokoelmaan American Type Culture
Collection (ATCC)(Rockville, MD) Budapestin sopimuksen lausekkeiden mu-
kaisesti ja sille annettiin ATCC-koodinumero CRL11964.

Kaikki ylla olevien ATCC-tallenteiden rajoitukset yleiseen kayttéon
poistuvat peruuttamattomasti, kun tdma patenttihakemus saa patentin arvon.

Erilaiset aminohappojaannokset, jotka muodostavat reseptori-lg-
fuusioproteiinin rajakohdan, voivat muuttaa liukoisen LT-R-reseptorifuusiopro-
teiinin rakennetta, stabiilisuutta ja lopullista biologista aktiivisuutta. Yksi tai
useampi aminohappo voidaan lisata valitun LT-R-R-fragmentin C-pashan
valitun fuusiodomeenin kanssa muodostuneen rajakohdan modifioimiseksi.

LT-B-R-fuusioproteiinia N-p&data voidaan myos vaihdella muutta-
malla sitd kohtaa, josta valittu LT-R-R-DNA-fragmentti katkaistaan 5'-paastaan,
kun se insertoidaan rekombinanttiekspressiovektoriin. Kunkin LT--R-fuusio-
proteiinin stabiilisuus ja aktiivisuus voidaan testata ja optimoida kayttaen
rutiinikokeita ja -testejd, joilla valitaan tassa kuvatut LT-R-R-proteiinia blokee-
raavat aineet.

Kayttaen kuviossa 1 kuvattuja LT-B-R-proteiinin solunulkoisen do-
meenin ligandia sitovan domeenin sekvensseja voidaan aminohapposekvens-
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sin variantit rakentaa myos niin, ettd modifioidaan liukoisen LT-B-R-reseptorin
tai fuusioproteiinin affiniteettia LT-ligandia kohtaan. Taman keksinnén mukai-
set liukoiset LT-B-R-molekyylit voivat kilpailla pinnan LT-ligandin sitomisesta
endogeenisten solun pinnan LT-B-reseptorien kanssa. Kuvitellaan, ettd mika
tahansa liukoinen molekyyli, joka sisaltda LT-R-R-ligandia sitovan domeenin,
joka voi kilpailla solun pinnan LT-R-reseptorien kanssa LT-ligandin sitoutumi-
sesta, on LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine, joka siséltyy esilld olevan
keksinnén piiriin.

Liukoiset LT-B-R-molekyylit LT-R-R-proteiinia blokeeraavina aineina

lhmisen liukoinen LT-R-reseptori-immunoglobuliinifuusioproteiini
(hLT-B-R-Fc) tehtiin esimerkin 1 menetelmien mukaisesti ja se testattiin sen
kyvyn suhteen blokeerata LT-B-R-indusoitunut sytotoksisuus ihmisen HT29-
kasvainsoluissa. Taulukossa 1 (esimerkki 3) verrataan liukoisen LT-B-resepto-
ri- (hLT-B-R-Fc) ja TNF-reseptorifuusioproteiinien (p55-TNF-R-Fc) kykya blo-
keerata erilaisten TNF- ja liukoisten LT-ligandien inhibitorisia vaikutuksia
HT29-kasvainsolun kasvuun.

Taulukon 1 tulokset osoittavat konsentraatiot, joissa liukoinen LT-3-
reseptori (hLT-B-R-Fc) voi blokeerata kasvainsolun kuoleman 50 %:lla, joka
johtuu interaktiosta LT-a1/R2-ligandin ja solun pinnan LT-R-reseptorien kans-
sa. Kyky blokeerata kasvainsolun kasvua ainakin 20 %:lla tunnistaa tdman liu-
koisen LT-B-reseptorin sellaiseksi, joka on taman keksinnén mukaisesti LT-3-
R-proteiinia blokeeraava aine. Kuten oli odotettua, liukoinen TNF-R-fuusiopro-
teiini (p55-TNF-R-Fc) blokeerasi taydellisesti TNF-indusoidun kasvun inhibition
sitoutumalla TNF-proteiiniin ja estdmalla sen interaktion pinnan reseptorin
kanssa.

‘ Liukoisella TNF-R-fuusioproteiinilla ei ollut mitdan vaikutusta LT-li-
gandivalitteisiin (LT-a1/R2) kasvun vastaisiin vaikutuksiin. Talle painvastaisesti
LT-R-R-fuusioproteiini blokeerasi LT-ligandin vaikutukset, mutta ei TNF- tai LT-
o-ligandin vaikutuksia. Nain ollen ihmisen liukoiset LT-B-R-fuusioproteiinit eivat
hairitse TNF- ja LT-a-ligandien aiheuttamaa TNF-R-proteiinin aktivaatiota.

Sen maarittdmiseksi, onko LT-R-R-signalointi myds sytotoksinen
kasvainsoluille hiirissé ja sen maarittamiseksi, voivatko liukoiset LT-R-R-fuusio-
proteiinit blokeerata LT-R-R-indusoidun sytotoksisuuden, samanlainen koe
suoritettiin kayttéen hiiren kasvainsoluja. Liukoinen hiiren LT-R-R-Fc-fuusiopro-
teiini (MLT-B-R-Fc; katso esimerkki 2) testattiin sen kyvyn suhteen blokeerata
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sellaisten hiiren WEHI 164 -solujen kuolema, joita kasiteltiin LT-ligandilla (esi-
merkki 4).

Kuviossa 2 esitetddn hiiren liukoisen LT-R-R-proteiinin (mLT-B-R-
Fc) vaikutukset LT-ligandilla indusoituneeseen LT-B-R-signalointiin hiiren
WEHI 164 -soluissa. Kuten tama koe osoittaa, WEHI 164 -solut kuolevat kasi-
teltdessa niitd liukoisella LT-a1/R2-ligandilla. mLT-R-R-Fc-proteiinin lisdys blo-
keeraa LT-ligandin aktivoiman solukuoleman. TNF-reseptorifuusioverrokkipro-
teiinilla (p55TNF-R-Fc) on vain vahan vaikutusta solukuoleman blokeerauk-
seen.

Nama tulokset osoittavat, ettd liukoinen LT-R-R-fuusioproteiini voi
kilpailla tehokkaasti pinnan LT--R-molekyylien kanssa LT-ligandin sitomises-
ta. Nain ollen liukoinen mLT-R-R-Fc-fuusioproteiini toimii LT-}-R-proteiinia blo-
keeravana aineena hiirissa.

Anti-ihmis-LT-B-R-vasta-aineiden ldhde

Toisessa tdman keksinndén mukaisessa suoritustavassa vasta-ai-
neet, jotka on suunnattu ihmisen LT-B-reseptoria (anti-LT-R-R-vasta-aineet)
vastaan, toimivat LT-R-R-proteiinia blokeeraavina aineina. Taman keksinnon
mukaiset anti-LT-R-R-vasta-aineet voivat olla polyklonaalisia tai monoklonaali-
sia (mADb) ja ne voivat olla modifioituja niin, etta niiden kyky blokeerata LT-3-R-
signalointi, niiden biologinen in vivo saatavuus, stabiilisuus tai muut ominai-
suudet on optimoitu.

Ihmisen LT-B-reseptoria vastaan olevat polyklonaaliset vasta-aine-
seerumit valmistetaan kéyttden tavanomaisia menetelmia injektoimalla elai-
met, kuten vuohet, kanit, rotat, hamsterit tai hiiret, ihonalaisesti ihmisen LT-R-
reseptori-Fc-fuusioproteiinilla (esimerkki 1) taydellisessa Freundin adjuvantis-
sa, jota seuraa vatsaontelon sisdinen tai ihonalainen tehosteannos epataydel-
lisessd Freundin adjuvantissa. Polyklonaaliset antiseerumit, jotka sisaltavat
halutut vasta-aineet, jotka on suunnattu LT-B-reseptoria vastaan, seulotaan
tavanomaisin immunologisin menetelmin.

Hiiren monoklonaaliset vasta-aineet (mAb), jotka on suunnattu
ihmisen LT-R-reseptori-Fc-fuusioproteiinia vastaan, valmistetaan esimerkin 5
kuvauksen mukaisesti. Hybridoomasolulinja (BD.A8.AB9), joka tuottaa hiiren
monoklonaalista anti-ihmis-LT-3-R-vasta-ainetta BDAS, talletettiin 12.1.1995
kokolemaan American Type Culture Collection (ATCC)(Rockville, MD) Buda-
pestin sopimuksen lausekkeiden mukaisesti ja sille annettiin ATCC-koodinu-
mero HB11798. Kaikki ylld olevien ATCC-tallenteiden rajoitukset yleista saata-
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vuutta varten poistetaan peruuttamattomasti, kun esilla oleva patenttihakemus
saa patentin arvon.

Erilaisia anti-LT-R-R-vasta-aineiden muotoja voidaan myés tehda
kayttaen standardeja yhdistelma&-DNA-menetelmia [Winter ja Milstein, Nature,
349, 293 - 299 (1991)]. Voidaan esimerkiksi rakentaa "kimeeriset" vasta-ai-
neet, joissa antigeenia sitova domeeni eldimen vasta-aineesta liitetaan ihmi-
sen vakiodomeeniin [esim. Cabilly et al., US 4 816 567; Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851 - 55 (1984)]. Kimeeriset vasta-aineet alentavat
havaittuja immunogeenisia vasteita, jotka eldimen vasta-aineet saavat aikaan,
kun niitd kaytetaan Kliinisissa ihmiskokeissa.

Lisdksi voidaan syntetisoida "humanisoidut rekombinanttivasta-ai-
neet", jotka tunnistavat LT-3-R-proteiinin. Humanisoidut vasta-aineet ovat ki-
meereja, jotka sisdltdvat padasiassa ihmisen IgG-sekvenssejd, joihin on
insertoitu alueet, jotka ovat vastuussa spesifisestd vasta-ainesitoutumisesta
(esim. WO 94/04 679). Eldimet immunisoidaan halutulla antigeenilla, vastaavat
vasta-aineet eristetdédn ja se osa variaabelin alueen sekvensseista, joka on
vastuussa spesifisestd antigeenin sitotumisesta, poistetaan. Sitten eldimesta
peraisin olevat antigeenia sitovat alueet kloonataan sopivaan kohtaan ihmisen
vasta-ainegeeneissa, joista antigeenia sitovat alueet on poistettu. Humanisoi-
dut vasta-aineet minimoivat heterologisten sekvenssien (lajien valisten) kaytdn
ihnmisen vasta-aineissa ja niilld on pienempi todennakdisyys saada aikaan im-
muunivasteet kasitellyssa potilaassa.

Eri LT-R-R-rekombinanttivasta-aineiden luokkien rakennus voidaan
myds saada aikaan tekemalld kimeeriset tai humanisoidut vasta-aineet, jotka
sisdltavat anti-LT-R-R-variaabelit domeenit ja ihmisen vakiodomeenit (CH1,
CH2, CH3), jotka on eristetty eri immunoglobuliiniluokista. Esimerkiksi anti-LT-
B-R-lgM-vasta-aineet, joilla on kohonneet antigeenia sitovan kohdan valenssit,
voidaan tuottaa yhdistelma-DNA-menetelmin kloonaamalla antigeenia sitova
kohta vektoreihin, joissa on ihmisen p-ketjun vakioalueet [Arulanandam et al.,
J. Exp. Med., 177, 1439 - 50 (1993); Lane et al., Eur. J. Immunol., 22, 2573 -
2578 (1993); Traunecker et al., Nature, 339, 68 - 70 (1989)].

Lisdksi standardeja yhdistelma-DNA-menetelmia voidaan kayttaa
muuttamaan rekombinanttivasta-aineiden sitomisaffiniteetteja niiden antigee-
neihin muuttamalla antigeenia sitovien kohtien laheisyydessa olevia amino-
happojaannéksid. Humanisoidun vasta-aineen antigeenia sitovaa affiniteettia
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voidaan kohottaa mutageneesilla perustuen molekyylimallitukseen [Queen et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 10029 - 10033 (1989); WO 94/04 679].

Voi olla toivottavaa kohottaa tai alentaa anti-LT-3-R-vasta-aineiden
affiniteettia LT-R-R-proteiinia vastaan riippuen kohdennetusta kudostyypista tai
tietystd kuvitellusta kasittelysuunnitelmasta. Esimerkiksi voi olla edullista
kasitella potilasta, jolla on alentunut kyky signaloida LT-B-reitin valityksella,
anti-LT-B-R-vasta-aineiden vakiotasoilla niin, ettd saadaan aikaan semiprofy-
laktinen hoito. Samalla tavalla inhibitoriset anti-LT-3-R-vasta-aineet, joilla on
kohonnut affiniteetti LT-B-R-proteiinia kohtaan, voivat olla edullisia lyhytaikai-
sia hoitoja varten.

Anti-LT-B-R-vasta-aineet LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina

Anti-LT-R-R-vasta-aineet, jotka toimivat LT-R-R-proteiinia blokeera-
vina aineina, voidaan valita testaamalla niiden kyky inhiboida LT-3-R-indusoitu
sytotoksisuus kasvainsoluissa (esimerkki 5).

Taman keksinndn mukaisessa suositeltavassa suoritustavassa
koostumukset ja menetelmét sisaltavat hiiren monoklonaalisen anti-ihmis-LT-
R-R-vasta-aineen BDAS8. Kuviossa 3 esitetdan, ettd monoklonaalinen vasta-
aine BDAS8 toimii LT-B-R-proteiinia blokeeraavana aineena tdman keksinnon
mukaisesti. WiDr-kasvainsolut lopettavat kasvamisen [FN-y-proteiinin ja
liukoisen LT-a1/B2-ligandin lasna ollessa. Verrokkivasta-aineilla (IgG1) ei ole
mitaan vaikutusta tahan kasvun inhibitioon. Talle painvastaisesti monoklonaa-
linen anti-LT-B-R-vasta-aine BDA8 blokeeraa liukoisen LT-a1/R2-ligandin ky-
vyn inhiboida WiDr-solun kasvu. Nain ollen vasta-aine, joka on suunnattu ihmi-
sen LT-R-R-proteiinia vastaan, voi toimia LT-R-R-proteiinia blokeeraavana ai-
neena esilla olevan keksinndn mukaisesti.

Testaamalla muita vasta-aineita, jotka on suunnattu ihmisen LT-3-
reseptoria vastaan odotetaan, ettd anti-LT-R-R-lisdvasta-aineita, jotka toimivat
LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina ihmisill4, voidaan tunnistaa kayttaen
rutiinikokeita ja tdssa kuvattuja kokeita.

Anti-pinta-LT-ligandi-vasta-aineiden ldhde

Toinen taman keksinnén mukainen suoritustapa siséltdaa koostu-
mukset ja menetelmat, jotka sisaltavat LT-ligandia vastaan suunnatut vasta-
aineet, jotka toimivat LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina. Kuten ylla on
kuvattu anti-L.T-B-R-vasta-aineille, anti-LT-ligandi-vasta-aineet, jotka toimivat
LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina, voivat olla polyklonaalisia tai mono-
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vien ominaisuuksien ja niiden immunogeenisyyden moduloimiseksi.

Taman keksinndn mukaiset anti-LT-vasta-aineet voidaan muodos-
taa joko yhtd tai kahta LT-alayksikko6a vastaan erikseen sisaltden liukoiset,
mutantti- ja kimeeriset LT-alayksikkdmuodot. Jos LT-alayksikkdja kaytetaan
antigeenina, ne ovat suositeltavasti LT-R-alayksikkoja. Jos kaytetdan LT-a-
alayksikkojé, on suositeltavaa, ettd tuloksena syntyvat LT-a-vasta-aineet sitou-
tuvat pinnan LT-ligandiin ja eivat ristireagoi eritetyn LT-a-proteiinin kanssa tai
moduloi TNF-R-proteiinin aktiivisuutta (esimerkissa 3 kuvattujen kokeiden
mukaan).

Vaihtoehtoisesti vasta-aineet, jotka on suunnattu homomeerista
(LT-B) tai heteromeeristd (LT-a/R) kompleksia vastaan, joka sisaltaa yhden tai
useamman LT-alayksikén, voidaan muodostaa ja ne voidaan seuloa niiden
aktiivisuuden suhteen LT-R-R-proteiinia blokeeraavina aineina. Suositeltavasti
LT-a1/R2-komplekseja kaytetddn antigeenina. Kuten ylla on keskusteltu, on
suositeltavaa, ettd tuloksena syntyneet anti-a1/R2-vasta-aineet sitoutuvat pin-
nan LT-ligandiin ilman sitoutumista eritettyyn LT-a-ligandiin ja ilman, etta niilla
on vaikutusta TNF-R-aktiivisuuteen.

Polyklonaalisten anti-ihmis-LT-o-vasta-aineiden tuottaminen on ku-
vattu patentinhakijoiden haettavan olevassa patenttihakemuksessa (WO 94/
138 08). Monokionaaliset anti-LT-a- ja anti-LT-R-vasta-aineet on myds kuvattu
[Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46 (1995)].

Hiiren anti-ihmis-LT-R-vasta-aineet valmistettiin kuten on kuvattu
esimerkissa 6. Hybridoomasolulinja (B9.C9.1), joka tuottaa hiiren monoklonaa-
lista anti-ihmis-LT-R-R-vasta-ainetta B9, talletettin 21.7.1995 kokoelmaan
American Type Culture Collection (ATCC)(Rockville, MD) Budapestin sopi-
muksen lausekkeiden mukaisesti ja sille annettin ATCC-koodinumero
HB11962. ‘

Monoklonaaliset hamsterin anti-hiiri-LT-o/R-vasta-aineet valmistet-
tiin kuten on kuvattu esimerkissa 7. Hybridoomasolulinja (BB.F6.1), joka tuot-
taa hamsterin monoklonaalista anti-hiiri-LT-o/3-vasta-ainetta BB.F6, talletettiin
21.7.1995 kokoelmaan American Type Culture Collection (ATCC)(Rockuville,
MD) Budapestin sopimuksen lausekkeiden mukaisesti ja sille annettiin ATCC-
koodi HB11963.
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Kaikki ylla olevien ATCC-tallenteiden rajoitukset yleiseen saatavuu-
teen poistuvat peruuttamattomasti, kun tdma patenttihakemus saa patentin
arvon.

Anti-LT-ligandi-vasta-aineet LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina

Fluoresenssiaktivoitu solulajittelutesti (FACS) kehitettiin sellaisten
vasta-aineiden seulomiseksi, jotka on suunnattu sellaisia LT-alayksikoita ja LT-
komplekseja vastaan, jotka voivat toimia LT-R-R-proteiinia blokeeraavina ai-
neina (esimerkit 6 ja 7). Tassd testissd ihmisen liukoinen LT-R-R-Fc-
fuusioproteiini lisatddn PMA-aktivoituihin 11-23-soluihin — jotka ekspressoivat
pinnan LT-komplekseja [Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46 (1995)] —
kohoavan testivasta-ainemaaran lasna ollessa. Vasta-aine, joka inhiboi LT--
reseptori-ligandi-interaktiota ainakin 20 %:lla, valitaan LT-B-R-proteiinia blo-
keeraavaksi aineeksi.

Taman testin, joka suoritettiin hiiren monoklonaalisen anti-ihmis-LT-
R-vasta-aineen B9 testaamiseksi, tulokset on esitetty kuviossa 4. Kuviossa 4
esitetdan, ettd monoklonaalinen anti-LT-B-vasta-aine B9 voi selektiivisesti blo-
keerata liukoisten LT-B-R-Fc-fuusioproteiinien sitoutumisen pinnan LT-ligan-
deihin, jotka on indusoitu aktivoituihin soluihin. Nama tulokset varmistavat, etta
vasta-aineet, jotka on suunnattu LT-ligandin alayksikkéa vastaan, toimivat LT-
R-R-proteiinia blokeeraavina aineina.

Ylid kuvattua FACS-testia kaytettin myods testaamaan monoklo-
naalisia vasta-aineita, jotka muodostettiin hamsterissa liukoista hiiren LT-a/3-
kompleksia vastaan (esimerkki 7). Tama testi, joka suoritettin hamsterin
monoklonaalisen anti-hiiri-LT-a/R-vasta-aineen BB.F6 testaamiseksi, on esi-
tetty taulukossa 2 (esimerkki 7). Taulukko 2 esittaa, ettd monoklonaalinen anti-
LT-a/b-vasta-aine BB.F6 voi tehokkaasti blokeerata liukoisten mLT-3-R-Fc-
fuusioproteiinien (esimerkki 2) sitoutumisen pinnan LT-ligandeihin, joita eks-
pressoidaan hiiren T-solulymfoomassa, ja on néin ollen LT-R-R-proteiinia blo-
keeraava aine esilla olevan keksinnén mukaisesti.

LT-a/R-kompleksin kayttd antigeenina eldimen immunisoimiseen
mieluummin kuin LT-alayksikdn kaytté voi johtaa tehokkaampaan immunisaa-
tioon tai se voi johtaa sellaisten vasta-aineiden muodostumiseen, joilla on kor-
keammat affiniteetit pinnan LT-ligandeille. On mahdollista, ettd immunisoimalla
LT-a/B-kompleksilla voidaan eristdd vasta-aineet, jotka tunnistavat amino-
happojaannokset seka LT-a-ettd LT-B-alayksikdissa (esim. jaannokset, jotka
muodostavat LT-o/3-raon). Testaamalla sellaiset vasta-aineet, jotka on suun-



10

15

20

25

30

35

27

nattu ihmisen heteromeerisia LT-o/R-komplekseja vastaan odotetaan, etta
anti-LT-lisdvasta-aineita, jotka toimivat LT-R-R-proteiinia blokeeraavina aineina
ihmisilla, voidaan tunnistaa kéyttden rutiinikokeita ja tédsséa kuvattuja kokeita.

LT-B-R-proteiinia blokeeraavat aineet inhiboivat Th1-soluvilitteistd kos-
ketusyliherkkyyttd hiiressi

Taman keksinnén mukaiset LT-B-R-proteiinia blokeeraavat aineet
voivat inhiboida Th1-soluvalitteisid immuunivasteita. Yksi sellainen Th1-solu-
valitteinen vaste on viivdstyneen tyyppinen yliherkkyys [DTH; Cher ja
Mosmann, J. Immunol., 138, 3688 - 3694 (1987); katso yleiskatsausta varten
myos |. Roitt et al., Immunology, 22.1 - 22.12, Mosby-Year Book Europe Ltd.,
3. painos (1993)]. DTH-reaktio syntyy, kun antigeenilla herkistyneet Th1-solut
erittavat sytokiineja sen jalkeen, kun ne joutuvat toisen kerran kosketukseen
saman antigeenin kanssa. Th1-sytokiinit vetdvat puoleensa ja aktivoivat
makrofageja, jotka vapauttavat lisaeffektorimolekyyleja, jotka laukaisevat tu-
lehdusreaktiot.

DTH-reaktiot luokitellaan kolmeen eri tyyppiin: kosketusyliherkkyys,
tuberkuliinityyppinen yliherkkyys ja granulomatoosiset reaktiot. Yliherkkyyden
(HS) kolme tyyppia voidaan erottaa vierasta antigeenia vastaan olevan vas-
teen nopeudella ja luonteella, kun se lisataan suoraan tai injektoidaan herkis-
tyneen potilaan ihon alle. DTH-reaktiota tarkkaillaan mittaamalla sita nopeutta
ja maara4, jolla iho paksunee.

Tuberkuliinityypin HS-reaktiot ovat ihoreaktioita, jotka tapahtuvat
sellaisen mikro-organismista peréisin olevan vieraan antigeenin injektiokohdal-
la, jolle potilas on aiemmin altistettu (esim. M\/cobacterium tuberculosis tai M.
leprae). Taté ihoreaktiota, joka on suurin 48 ja 72 tunnin valissa, kaytetaan
usein diagnostisten herkkyystestien perustana, joilla maaritetaan aiempi altis-
tus mikro-organismeille (esim. tuberkuliini-ihotesti). Kun tuberkuliinityyppinen
vaurio syntyy, se voi tulla granulomatoosiseksi reaktioksi, jos antigeeni sailyy
kudoksessa.

Granulomatoosiset reaktiot ovat kliinisesti vakavimpia DTH-reaktioi-
ta, koska ne voivat johtaa moniin niistd patologisista vaikutuksista, jotka asso-
sioituvat Th1-soluvalitteisiin tauteihin. Granulomatoosiset reaktiot tapahtuvat,
kun antigeenit tai immuunikompleksit eivat onnistu poistumaan makrofageista
ja jatkavat Th1-sytokiinierityksen stimulaatiota. Krooninen tulehdus ja aktivoitu-
neiden makrofagien aggregaatio stimuluskohdalla ovat ominaisia granulo-
matoosisille reaktioille.
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Epiteelisolujen ja makrofagien ydin, joka voi myds olla lymfosyyttien
ja fibroottisten saostumien ymparéima, muodostaa kovettuneen rakenteen, jo-
ta kutsutaan granuloomaksi. Joskus granulooman ytimessé tapahtuu laajaa
solutuhoa (esim. tuberkuloottisessa keuhkokudoksessa). Kovettuminen granu-
lomatoosisen reaktion kohdekudoksessa tapahtuu noin neljassa viikossa.

Aineet, jotka vaikuttavat granulooman muodostumisen frekvenssiin,
voidaan tunnistaa kayttden halkiomadolla infektoituja hiiria [Amiri et al.,
Nature, 356, 604 - 607 (1992)]. Halkiomadot (verimadot) voivat aiheuttaa
loistaudin, joka johtaa granulooman muodostumiseen niiden halkiomadon
munien ympdérille, jotka sijaitsevat infektoituneen maksan porttilaskimoissa.
Aineet, jotka inhiboivat tatd Th1-soluvalitteista DTH-vastetta, voivat alentaa
granulooman kokoa tai granulooman muodostumisen frekvenssié tai nopeutta
halkiomadolla infektoituneen hiiren maksassa. Solureaktio halkiomadon munia
vastaan voidaan maaritella kvantitoimalla niiden granuloomien méaara ja koko,
jotka muodostuvat hiiriin, joita kasitelladn ajan funktiona kohoavilla
konsentraatioilla mahdollista LT-R-R-proteiinia blokeeravaa ainetta.

Kosketusyliherkkyys (CHS) on DTH-luokan reaktio, jossa iho on
kohde-elin. CHS-reaktiossa tulehdusreaktio aiheutetaan lisdamalla reaktiivista
hapteenia paikallisesti iholle. Allergeenit siséltavat yleensé ainakin yhden hap-
teenimolekyylin, joka on tavallisesti liian pieni, jotta se olisi antigeeninen yksis-
taan. Hapteeni tunkeutuu epidermin 1&pi ja reagoi normaalin proteiinin kanssa
ihon alla tuottaen uuden antigeenisen kompleksin.

Herkistyneen potilaan uudelleen altistuminen hapteenille laukaisee
DTH-vasteen. Hapteeni-kantajaproteiinikonjugaatti aktivoi yhdessa antigeenia
sisdltavien solujen kanssa effektorimekanismit, jotka laukaisevat sytokiinien
(sisaltéaen IL-2-, IL-3-, IFN-y- ja GM-CSF-proteiinit) vapautumisen. Vapautunei-
den sytokiinien kaskadi aiheuttaa CD4+-T-solujen lisaantymisen, eri solupinta-
adheesiomolekyylien ekspressiokuvioiden muutoksen ja T-solujen ja makrofa-
gien houkuttelemisen iholle tulehduskohtaan. Sytokiinikaskadi ja tuloksena
syntyva vasodilataatio, soluinfiltraatio ja dermiksen ja epidermiksen turvotus
johtavat kohdekudoksen turpoamiseen ja tulehdukseen, joka on vastuussa mi-
tattavasta ihon paksuuntumisesta, joka on vaste DTH-reaktioille.

Se taso, jolla tietty hapteeni voi herkistaa yksilén, riippuu eri tekijois-
ta. Nama tekijat sisaltavat sen, kuinka hyvin hapteeni kykenee tunkeutumaan
ihon lapi ja reagoimaan isédnnan kantajaproteiinin kanssa konjugaatin muodos-
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tamiseksi. Eras hapteeni, joka herkistaa Iahes kaikki yksil6t, on 2,4-dinitro-fluo-
ribentseeni (DNFB).

lhon CHS-vaste sellaiselle hapteenille, kuten DNFB, on klassinen
elainmalli soluvéalitteisestd immuniteetista. Taman CHS-vasteen paikantumi-
nen herkistyneen hiiren korvaan sallii taman soluvélitteisen immuunivasteen
helpon, tarkan ja toistettavan kvantitaation in vivo niin, ettd mitataan korvan
paksuus. Yksityiskohdat hiiren CHS-reaktiosta ja DNFB-indusoidun tulehdus-
vasteen histopatologiasta on julkaistu [Chisholm et a., Eur. J. Immunol., 23,
682 -688 (1993)].

DNFB-yhdisteen kykya indusoida kosketusyliherkkyysvaste useim-
missa yksildissa voidaan kayttaa tunnistamaan sellaiset aineet, jotka alentavat
tai poistavat ne tulehdusvasteet, jotka assosioituvat Th1-soluvalitteisiin DTH-
reaktioihin. Hiiren liukoinen LT-B-R-Fc-fuusioproteiini inhiboi tehokkaasti
DNFB-indusoituja kosketusyliherkkyysvasteita hiirissa (esimerkki 8). Hiiret
herkistettiin aluksi lisddmalla DNFB-yhdistettd kunkin takajalan pohjaan kahte-
na perakkaisend paivana. Viisi vuorokautta alkuherkistyksen jélkeen lisattiin
vasemman korvan pinnalle ei-arsyttdvd annos DNFB-yhdistettd kantajaliuok-
sessa. Kantajaliuosta yksin&aan lisattiin oikeaa korvaan verrokiksi.

Kohoavat konsentraatiot LT-R-R-proteiinia blokeeravaa ainetta
mLT-R-R-Fc (esimerkki 2) injektoitiin sitten laskimonsiséisesti hiiriin (esimerkki
8). Injektiot PBS-puskurilla yksindan tai inmisen IgG-fuusioproteiinilla (LFA3-
Fc) toimivat negatiiviverrokkeina ja injektio anti-VLA4-spesifiselld monoklonaa-
lisella vasta-aineella (monoklonaalinen PS/2-vasta-aine), jonka tiedetaan in-
hiboivan CHS-reaktiota, toimi positiivisena verrokkina. 24 tuntia altistuksen jal-
keen kunkin korvan (DNFB-yhdisteelle altistetun ja altistamattoman) paksuus
mitattiin. Korvan turpoamisen inhibitiovaste LT-R-R-proteiinia blokeeraavalla
aineella paateltiin vertaamalla kasittelyryhmia niiden negatiiviverrokkiryhmaan.

Kuvio 5 esittaa, ettd mLT-B-R-Fc-proteiini aiheuttaa merkittavan ale-
nemisen korvan turpoamisvasteessa DNFB-kasitellyiss& hiirissé verrattuna in-
hiboimattomiin DNFB-kasiteltyihin verrokkieldimiin (PBS ja LFA3-Fc). Liukoi-
nen LT-B-R-proteiini voi blokeerata taman CHS-reaktion yhté tehokkaasti kuin
anti-VLA4-spesifinen monoklonaalinen vasta-aineinhibiittori (monoklonaalinen
PS/2-vasta-aine), joka toimii blokeeraamalla T-solujen virtaamisen altistuskoh-
taan [Chishoim et al., Eur. J. Immunol., 23, 682 - 88 (1993)].

Nama tulokset osoittavat, etté liukoinen LT-R-R-fuusioproteiini, joka
toimii LT-R-R-proteiinia blokeeraavana aineena in vitro, voi myos tehokkaasti
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inhiboida Th1-soluvalitteisen immuunivasteen, kun sitd annetaan elaimelle.
Taman keksinndn mukaiset LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet, jotka on
tunnistettu in vitro, voidaan testata kayttden t4td korvan turpoamistestia tai
muita DTH-testeja, kuten niita, jotka on kuvattu ylla, sellaisten LT-R-R-pro-
teiinia blokeeraavien lis4aineiden selektoimiseksi, jotka ovat kayttokelpoisia
Th1-soluun assosioituneiden immuunivasteiden vakavuuden alentamiseksi in
vivo.

LT-B-R-proteiinia blokeeraavat aineet eivit inhiboi Th2-soluvilitteista
(humoraalista) immuunivastetta

Kuten ylld on esitetty, tdman keksinnén mukaiset LT-R-R-proteiinia
blokeeraavat aineet voivat inhiboida Th1-soluvalitteistd effektorimekanismia,
kuten viivastyneen tyyppistd kosketusyliherkkyyttd (kuvio 5). Tama Th1-solu-
valitteinen vaste inhiboituu ilman merkittavdd vaikutusta Th2-soluvalitteisiin
vasteisiin. LT-R-R-proteiinia blokeeraavien aineiden erilainen vaikutus Th1-so-
luvalitteisiin  immuunivasteisiin osoitettiin tarkkailemalla Th2-solusta riippu-
vaista immuunivastetta — kuten primaarista vasta-ainevastetta ja isotyypin
vaihtumista — LT-R-R-proteiinia blokeeraavan aineen lasna ollessa.

Hiiret injektoitiin viisi kertaa kymmenen vuorokauden ajanjakson ai-
kana joko liukoisella LT-B-R-fuusioproteiinilla (mLT-R-R-Fc; esimerkki 2) tai
IgG-verrokkifuusioproteiinilla (LFA3-Fc) tai niitd ei kéasitelty. Toisen injektion
jalkeen kaikki hiiret injektoitiin hannan tyveen 100 pl:lla Freundin taydellista
adjuvanttia, joka sisalsi 100 pg ovalbumiinia. 11 vuorokauden jalkeen analy-
soitiin primaariset seerumin anti-ovalbumiinispesifiset vasta-ainetiitterit kayt-
taen ELISA-testia, joka oli spesifinen IgG1-, IgG2a- ja IgM-isotyypeille.

Kuvio 6 esittda hiiren LT-B-R-proteiinia blokeeraavan aineen mLT-
R-R-Fc vaikutuksen seerumin anti-ovalbumiinivasta-ainetuotolle hiirissa, jotka
immunisoitiin ovalbumiinilla (esimerkki 9). LT-B-R-proteiinia blokeeraavan ai-
neen anto ei merkittavasti vaikuta primaarisiin vasta-ainetiittereihin oval-
bumiini-immunisaation jalkeen. Vertailun vuoksi CD40-ligandin indusoiman
CD40-reseptorisignaloinnin hairintd blokeeraa taydellisesti antigeenispesifisen
IgG-vasteen hiirissad [Renshaw et al., J. Exp. Med., 180, 1889 - 1900 (1994)].
CD40 on toinen ligandi/reseptoripari TNF-ryhmassa.

Totaali-immunoglobuliinituotanto ja kypsyminen on selvasti Th2-
soluriippuvaista. On myds kuitenkin todisteita siita, ettd Th1-sytokiini IFN-y ot-
taa osaa, mutta sita ei ehdottomasti tarvita, vaihtumiseen IgG2a-alaluokaksi
[Huang et al., Science, 259, 1742 - 45 (1993)]. LT-R-R-proteiinia blokeeraava
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aine mLT-R-R-Fc ei inhiboinut IgG2a-vaihdosta naissa kokeissa. On mahdol-
lista, ettd tdman keksinnén mukaiset LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet ei-
vat blokeeraa tatd humoraalista puolta Th1-soluvélitteisesséd vasteessa. Li-
saksi mLT-B-R-Fc-proteiinilla kasiteltyjen hiirten lymfosyyttien lisdantymiseen
vaikuttavat vasteet eivat alentuneet (esimerkki 10; kuvio 7).

Naméa kokeet osoittavat, ettd hoito, joka perustuu tdman keksinnén
mukaisten LT-R-R-proteiinia blokeeraavien aineiden antoon, ei vaikuta haital-
lisesti Th2-riippuvaisiin vasta-ainetuottotoimintoihin immuunivasteessa. Ku-
viossa 6 kuvattu vasta-ainevasteen normaalikuvio osoittaa myds, etta intensii-
vinen hoito liukoisella mLT-R-R-Fc-proteiinilla ei oliut toksista hiirille, joka edel-
leen osoittaa tassd keksinndssd kuvattujen koostumusten ja menetelmien
kayttokelpoisen hoitoluonteen.

T-auttajasoluvilitteiset taudit

Moniin elinspesifisiin autoimmuunitauteihin tuntuu sisdltyvan patolo-
ginen Th1-vaste. Naista tuloksista on julkaistu yhteenvetoja [Modlin ja
Nutman, Current Opinion in Immunol., 5, 511 - 517 (1993); Romagnani et al.,
Ann. Rev. Immunol., 12, 227 - 257 (1994)). Nama elinspesifiset autoimmuuni-
taudit sisaltavat pesakekovettumataudin, insuliiniriippuvaisen sokeritaudin,
sympaattisen silmatulehduksen, silman keskikalvontulehduksen ja psoriasiken.

Insuliiniriippuvainen diabetes mellitus on autoimmuunitauti, jossa
insuliinia tuottavat haiman beetasolut tuhoutuvat sellaisten leukosyyttien toi-
mesta, jotka tunkeutuvat Langerhansin saarekkeisiin. Sokeritauti voidaan indu-
soida nopeasti juurisyntyneissa ei-liikalihavissa sokeritautisissa (NOD) hiirissa
siirtamalla aktivoituja esidiabeettisia splenosyytteja. Askettsin siirrettiin Th1- tai
Th2-solujen kaltaisia soluja, jotka muutoin olivat geneettisesti samanlaisia, juu-
risyntyneisiin NOD-hiiriin. Vain Th1-solut indusoivat nopeasti sokeritaudin — ja
lahes kaikissa vastaanottajissa [Katz et al., Science, 268, 1185 - 88 (1995)].
Tama osoittaa, ettd tdman keksinnén mukaiset LT-B-R-proteiinia blokeeraavat
aineet — jotka voivat inhiboida Th1-soluvélitteisen immuunivasteen vai-
kutuksia in vivo — ovat kayttokelpoisia hoidettaessa tai ehkaistdesséa
insuliiniriippuvaista sokeritautia.

Useat systeemiset autoimmuunitaudit, siséltéden erilaiset niveltuleh-
dukset, ovat Th1-soluun liittyvia. Nivelreuma ja Sjorgrenin oireyhtyma tuntuvat
molemmat siséltavan ThO- ja Th1-soluja. Télle péainvastaisesti systeeminen
punahukka (SLE) tuntuu sisaltavan poikkeavan Th0/Th2-dominoidun vasteen.
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Jotkin krooniset tulehdustaudit tuntuvat myéds siséltavan poikkeavan
Th1-tyyppisen vasteen, siséltéden suolistotulehdusoireyhtyman, keuhkojen sar-
koidoosin ja allograftihyljinn&n. [hmisilld suolistotulehdusoireyhtyma (IBD) si-
saltaad ainakin kaksi kategoriaa, haavaisen paksusuolentulehduksen ja
Crohnin taudin. Molempien tautien uskotaan johtuvan immunopatologisista
autoimmuuniuden kaltaisista hairidista. Joissakin IBD-hiirimalleissa on selvaa,
ettd jotkin aineet, jotka blokeeraavat Th1-vasteet, voivat blokeerata taudin
kehittymisen tai kulun [F. Powrie et al., Immunity, 1, 553 (1994)]. On mahdol-
lista, ettd immuunivasteen Th1-komponentin inhibitiolla olisi edulliset vaikutuk-
set ihmisen IBD-taudissa. Monia IBD-malleja on kuvattu ja niista on julkaistu
yhteenveto [C. Elson et al., Gastroenterology, 109, 1344 (1995)]. On olemassa
ainakin kolme malliryhmaa, kemiallisesti indusoitu, polymeeri/mikrobi-indusoitu
ja immunologiset tyypit, joissa kdytetdan mutanttihiiria.

Eraassad yleisesti kdytetyssd polymeeri/mikrobi-indusoidussa mal-
lissa lisataan hiirten juomaveteen dekstraanisulfaattiliuosta ja nielemisen aika-
na suolen epiteelikerros artyy, joka johtaa huomattavaan immuunivasteeseen
vauriota kohtaan. Elaimille kehittyy paksusuolentulehdus, joka ilmenee ripuli-
na, veriulosteina, kehon painon menetyksena ja paksusuolen pituuden lyhen-
tymisena, joka johtuu paksusuolen seindmén laajenemisesta. Tama malli indu-
soi vasemmanpuolisen paksusuolentulehduksen ja epiteelin kasvuhairién, jot-
ka voivat johtaa sydpédan, jotka ovat ominaisia haavaiselle paksusuolentuleh-
dukselle.

Toinen malli sisaltdd CD4 T -solujen valitun ryhméan siirrostamisen
scid-hiireen, se on hiireen, jolta puuttuu T- ja B-solut [F. Powrie et al.,
International Immunology, 5, 1461 - 1471 (1993); Morrissey et al., J. Exp.
Med., 178: 237 (1993)]. Kun valitut solut, joita kutsutaan CD45RB"-soluiksi,
lisaantyvat ja muodostavat uudelleen scid-hiiren, normaalit mekanismit, jotka
estavat autoreaktiivisten T-solujen ilmaantumisen, ovat toiminnallisesti hairiin-
tyneet ja autoreaktiivisia soluja ilmestyy. Rotissa havaitaan monia sellaisia so-
luja, jotka reagoivat monien elinten kanssa, kun taas hiirissa reaktiivisuus ta-
pahtuu paiasiassa suolistossa. Aineet, jotka joko muuttavat autoreaktiivisten
solujen lisdéntymis- ja kehittymistapaa, tai aineet, jotka voivat blokeerata
solujen kyvyn hyokatéa suolta vastaan, ovat tehokkaita tdssa mallissa. Lisaksi
kun tdma malli ainakin osittain matkii autoreaktiivisen immuunisysteemin so-
lujen patologista kehittymista kasittelyilla, jotka blokeeraavat tdman mallin, voi
todellisuudessa olla tautia modifioiva kayttaytyminen ihmisissa. Tassa mallissa
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vasta-aineet TNF-proteiinia vastaan voivat blokeerata taudin [F. Powrie et al.,
Immunity, 1, 552 (1994)] ja naiden vasta-aineiden on havaittu olevan tehokkai-
ta ihmisen taudin hoidossa [H.M. van Dullemen et al., Gastroenterology, 109,
109 (1995)]. Nain ollen talla mallilla voidaan ennustaa, mitka aineet voivat olla
terapeuttisesti kayttokelpoisia IBD-taudissa. Lisdksi koska CD45RB-malli on
esimerkki Th1-valitteisestd tautiprosessista ja koska malli todellakin rotissa
johtaa tautiin monissa elimissa, LT-R-R-Ig-proteiinin tehokkuus tassa systee-
missé osoittaa, ettéd LT-R-R-Ig-proteiini tai muut keinot, joilla LT-RB-R-proteiinin
interaktiot ligandinsa kanssa blokeerataan, voivat olla edullisia suuressa jou-
kossa immunologisia sukulaistauteja.

Yleisesti auto-vasta-aineiden tarkkaa roolia verrattuna spesifisiin
T-soluihin ndissa autoimmuunitaudeissa ei ole kuvattu. Soluvasteet voivat olla
paaasiallisena syyna patogeenisuuteen niissd systeemisissd autoimmuuni-
taudeissa, joiden ajatellaan olevan p&dasiassa vasta-aineen aiheuttamia,
esim. erilaisissa niveltulehduksissa. |

Normaali immuunivaste joitakin patogeenisia infektioaineita vastaan
synnyttdd my6s Th1-vasteen, joka voi tulla liian suureksi ja aiheuttaa itse ter-
veysongelman. Esimerkit sellaisista granulomatoosisista reaktioista (ylla kuvat-
tu DTH-vasteluokka), jotka johtavat vakaviin terveysongelmiin, siséltavat lep-
ran, granuloomien muodostumisen tuberkuloosipotilaiden keuhkoihin, sarkoi-
doosin ja halkiomatotaudin [Roitt et al., Immunology, 22.5 - 6 (Mosby-Year
Book Europe Ltd., 3. painos, (1993)]. Psoriasis on myds todennakdisesti Th1-
solujen valittama.

Sytolyyttiset T-solut, se on CTL-solut (CD8-positiiviset T-solut), voi-
vat myds jakautua Th1- ja Th2-tyyppisiin populaatioihin. Sen vuoksi on mah-
dollista, etta suuri osa siité, mita tiedetdaan Th-ryhmista, pitda paikkansa myos
CD8+-solujen suhteen, jotka ottavat pasasiassa osaa viruksen vastaisiin ja
siirretyn kudoksen hyljintavasteisiin.

Hoidot LT-B-R-proteiinia blokeeraavilla aineilla

Taman keksinndn mukaiset koostumukset annetaan tehokkaana
annoksena tietyn tutkittavan kliinisen tilan hoitamiseksi. Suositeltavan farma-
seuttisen koostumuksen ja terapeuttisesti tehokkaan annosohjelman maaritys
tietylle sovellukselle on alan asiantuntijoiden tiedossa, kun otetaan huomioon
esimerkiksi potilaan kunto ja paino, halutun hoidon laajuus ja potilaan tolerans-
si hoidolle. Annoksien, jotka ovat noin 1 mg/kg liukoista LT-R-R-proteiinia,
odotetaan olevan sopivia aloitusannoksia hoitoannosten optimoimiseksi.
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Terapeuttisesti tehokkaan annoksen maaritys voidaan suorittaa
myds suorittamalla in vitro kokeet, joilla mitataan LT-R-R-proteiinia blokeeraa-
van aineen se konsentraatio, joka tarvitaan kohdesolujen (LT-R-R-proteiini- tai
LT-ligandipositiivisten solujen riippuen blokeeraavasta aineesta) paallystami-
seksi 1 - 14 vuorokaudeksi. Tassa kuvattuja reseptori-ligandisitomiskokeita
voidaan kayttda solupaallystysreaktion tarkkailemiseksi. LT-B-R-proteiini- tai
LT-ligandipositiiviset solut voidaan erottaa aktivoituneista lymfosyyttipopulaa-
tioista kayttaen FACS-analyysia. Naiden in vitro sitomiskokeiden tulosten pe-
rusteella voidaan valita LT-RB-R-proteiinia blokeeraavan aineen konsentraa-
tiorajat, joilla testataan eldimet tdssa kuvattujen testien mukaisesti.

Taman keksinndn mukaisten liukoisten LT-B-R-molekyylien, anti-LT-
ligandi-vasta-aineiden ja anti-LT-B-R-vasta-aineiden anto yksin&an tai yhdistel-
mina, jotka sisaltdvat vasta-aineiden tai kompleksien, niiden suolojen tai niiden
farmaseuttisesti hyvaksyttavien johdosten eristetyt ja puhdistetut muodot, voi-
daan suorittaa kayttden mita tahansa tavanomaisesti hyvaksyttya sellaisten ai-
neiden antdtapaa, joilla on immunosuppressiivista aktiivisuutta.

Naissa hoidoissa kaytettavat farmaseuttiset koostumukset voivat
myds olla erilaisissa muodoissa. Nama sisaltavat esimerkiksi kiinteat, puolikiin-
teat ja nestemaiset annosmuodot, kuten tabletit, pillerit, jauheet, nestemaiset
liuokset tai suspensiot, perapuikot ja injektoitavat ja infusoitavat liuokset.
Suositeltava muoto riippuu ajatellusta antotavasta ja terapeuttisesta sovel-
luksesta. Antotavat voivat siséltdad suun kautta annon, parenteraalisen annon,
ihonalaisen annon, laskimoon annon, vaurionsisdisen annon tai paikallisen
annon. A

Taman keksinndn mukaiset liukoiset LT-R-R-molekyylit, anti-LT-
ligandi- ja anti-LT-B-R-vasta-aineet voidaan esimerkiksi laittaa steriileihin iso-
tonisiin formulaatioihin yhdessa sellaisten kofaktorien kanssa, jotka stimuloivat
ottoa tai stabiilisuutta, tai ilman niitd. Formulaatio on suositeltavasti nestemai-
nen tai se voi olla lyofilisoitua jauhetta. Taméan keksinndn mukaiset liukoiset
LT-B-R-molekyylit, anti-LT-ligandi- ja anti-LT-3-R-vasta-aineet voidaan esimer-
kiksi laimentaa formulaatiopuskurilla, joka sisaltda 5,0 mg/ml sitruunahappo-
monohydraattia, 2,7 mg/ml trinatriumsitraattia, 41 mg/mi mannitolia, 1 mg/ml
glysiinia ja 1 mg/ml polysorbaatti 20 -yhdistettd. Tama liuos voidaan lyofilisoi-
da, varastoida jadkaapissa ja liuottaa uudelleen ennen antoa steriiliin Water-
for-Injection-liuokseen (USP).
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Koostumukset sisaltavat myos suositeltavasti tavanomaisia alalla
hyvin tunnettuja farmaseuttisesti hyvaksyttavia kantajia (katso esimerkiksi
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. painos, 1980, Mac Publishing
Company). Sellaiset farmaseuttisesti hyvaksyttavat kantajat voivat sisaltaa
muita laékeaineita, kantajia, geneettisia kantajia, adjuvantteja, tayteaineita
jne., kuten ihmisen seerumialbumiinia tai plasmavalmisteita. Koostumukset
ovat suositeltavasti yksittdisannosmuodossa ja ne annetaan tavallisesti yhden
tai useamman kerran vuorokaudessa.

Taman keksinnén mukaiset farmaseuttiset koostumukset voidaan
myds antaa kayttden mikropallosia, liposomeja, muita mikropartikkelianto-
systeemeja tai jatkuvavapautteisia formulaatioita, jotka asetetaan vaurioitunei-
siin kudoksiin, lahelle niitd tai kudokseen, joka on muuten niihin yhteydessa,
tai verenkiertoon. Sopivat esimerkit jatkuvavapautteisista kantajista sisaltavat
puolilapaisevat polymeerimatriksit, jotka ovat muotoiltujen tuotteiden muo-
dossa, kuten perapuikkoina tai mikrokapseleina. Istutettavat tai mikrokapseli-
muotoiset jatkuvavapautteiset matriksit sisaltavat polylaktidit (US-patentti nro
3 773 319; EP 58 481), L-glutamiinihapon ja etyyli-L-glutamaatin kopolymeerit
[Sidman et al., Biopolymers, 22, 547 - 556 (1985)]; poly(2-hydroksietyyli-
metakrylaatin) tai etyleenivinyyliasetaatin [Langer et al., J. Biomed. Mater.
Res., 15, 167 - 277 (1981); Langer, Chem. Tech., 12, 98 - 105 (1982)].

Liposomit, jotka sisaltavat taman keksinndén mukaisia liukoisia LT-f3-
R-molekyyleja, anti-LT-ligandi- ja anti-LT-R-R-vasta-aineita yksinaan tai yhdis-
telmind, voidaan valmistaa hyvin tunnetuilla menetelmilla [katso esim. DE
3 218 121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 3688 - 92 (1985);
Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77,>4030 - 4034 (1980); US-patentit
nro 4 485 045 ja 4 544 545]. Liposomit ovat tavallisesti pientd (noin 200 -
800 A) unilamellaarista tyyppia, jossa lipidimaara on suurempi kuin noin
30 mooli-% kolesterolia. Kolesterolin osuus valitaan liukoisen LT-R-R-mo-
lekyylin, anti-LT-ligandi- ja anti-LT-R-R-vasta-aineen optimaalisen vapautumis-
nopeuden kontrolloimiseksi.

Taman keksinndn mukaiset liukoiset LT-B-R-molekyylit, anti-LT-
ligandi- ja anti-LT-R-R-vasta-aineet voidaan myds kiinnittaa liposomeihin, jotka
sisaltavat muita LT-R-R-proteiinia blokeeraavia aineita, immunisuppressiivisia
aineita tai sytokiineja LT-R-R-proteiinia blokeeraavan aktiivisuuden moduloimi-
seksi. LT-B-R-molekyylien, anti-LT-ligandi- ja LT-R-R-vasta-aineiden kiinnitta-
minen liposomeihin voidaan suorittaa milla tahansa tunnetulla ristisitoja-ai-
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neella, kuten heterobifunktionaalisilla ristisitoja-aineilla, joita on laajasti kaytetty
toksiinien tai kemoterapeuttisten aineiden koplaamiseksi vasta-aineisiin koh-
dennettua kuljetusta varten. Konjugaatio liposomeihin voidaan suorittaa myos
kayttden hiilihydraattiohjattua ristisitoja-ainetta 4-(4-maleimidofenyyli)voihap-
pohydratsidia (MPBH)[Duzgunes et al., J. Cell. Biochem., Abst. Suppl. 16E 77
(1992)].

LT-B-R-proteiinia blokeeraavia aineita sisaltavien terapeuttisten
koostumusten edut

Taman keksinnén mukaiset LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet
kykenevét selektiivisesti inhiboimaan Th1-soluriippuvaisia, mutta ei Th2-solu-
riippuvaisia, immuunieffektorisysteemeja. LT-R3-R-proteiinia blokeeraavat ai-
neet ovat kayttdkelpoisia hoidettaessa tiloja, jotka pahentuvat Th1-tyyppisten
sytokiinien (esim. IL-2- ja IFN-y-sytokiinien) toimesta. Koska Th1-sytokiinit voi-
vat inhiboida Th2-soluriippuvaiset vasteet, LT-B-R-proteiinia blokeeraavat ai-

joita normaalisti inhiboi Th1-indusoidut sytokiinikaskadit.

Kyky selektiivisesti suppressoida Th1-soluvasteet (tai epasuorasti
stimuloida Th2-soluriippuvaiset vasteet) on kayttokelpoinen hoidettaessa epa-
normaaliuksia erilaisissa soluvalitteisissa immuunivasteissa, jotka sisaltavat
erilaiset autoimmuuni- ja krooniset tulehdustilat, antigeenin toleranssin ja ku-
dossiirteiden ja elinsiirrannaisten soluhyljinnan.

Kuten ylla on kuvattu, Th1-soluperusteisten immuunitilojen hoitoon
kaytetaan yleensad immunomodulatorisia ja immunosuppressiivisia aineita, joil-
la on pleiotrooppiset vaikutukset suureen joukkoon erilaisia solutyyppeja ja
immunologisia vasteita. Naitd epaspesifisia immunosuppressiivisia aineita
tarvitaan yleensa korkeina ja usein sytotoksisina annoksina, jotka aiheuttavat
haitallisia sivuvaikutuksia. .

Kykya muuttaa immunologisen vasteen ominaisuutta tukee as-
kettain tehty hiiren sokeritaudin tutkimus, josta on keskusteltu ylla [Katz et al.,
Science, 268, 1185 - 1188 (1995)], ja allogeenisiirrdnnaismalli [Sayegh et al.,
J. Exp. Med., 181, 1869 - 1874 (1995)]. Jalkimmaisessa tutkimuksessa fuusio-
proteiinin, joka blokeeraa CD28-B7 T -solun kostimulatorisen reitin, osoitettiin
indusoivan munuaissiirrannaistoleranssin. Toleranssi korreloi Th1-sytokiinien
alenemisen ja Th2-sytokiinien nousemisen kanssa in vivo. Nama tulokset
osoittavat, ettd tdman keksinndn mukaiset LT-R-R-proteiinia blokeeraavat ai-
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neet ovat kayttdkelpoisia suppressoitaessa kudossiirteiden ja elinsiirrannaisten
soluhyljintaa inhiboimalla Th1-soluvélitteinen sytokiinivapautus.

Taman keksinndn mukaisten koostumusten ja menetelmien sisalta-
mia LT-R-R-proteiinia blokeeraavia aineita voidaan modifioida niin, ettd saa-
daan haluttu LT-B-T-proteiinin signalointitaso hoidettavasta tilasta, hairiosta tai
taudista riippuen. Ajatellaan, ettd LT-R-R-proteiinin signaloinnin absoluuttista
tasoa voidaan hienosaatdd manipuloimalla LT-R-R-proteiinia blokeeraavien
aineiden konsentraatioita ja affiniteetteja niiden vastaavia molekyylikohteita
vastaan.

Esimerkiksi erdadssa taman keksinndén mukaisessa suoritustavassa
koostumukset, jotka sisaltavat liukoisia LT-R-R-molekyyleja, annetaan potilaal-
le. Liukoinen LT-B-R-reseptori voi tehokkaasti kilpailla solun pinnan LT-B-
reseptorien kanssa sitoutumisesta pinnan LT-ligandeihin. Kyky kilpailla pinnan
LT-ligandien kanssa riippuu liukoisten ja solupinnan LT-B-R-molekyylien suh-
teellisista konsentraatioista ja niiden suhteellisista affiniteeteista ligandin sitou-
tumisen suhteen.

Liukoiset LT-3-R-molekyylit, jotka sisaltavat mutaatiot, jotka kohot-
tavat tai alentavat sen liukoisen LT-R-R-mutanttiproteiinin sitoutumisaffini-
teettia- pinnan LT-ligandiin, voidaan tehda kayttden standardeja yhdistelma-
DNA-menetelmia, jotka alan asiantuntijat hyvin tuntevat. Suuri maara moiekyy-
leja, joissa on kohdennetut tai umpimahkaiset mutaatiot, voidaan testata
niiden kyvyn suhteen toimia LT-B-R-proteiinia blokeeraavina aineina kayttaen
rutiineja kokeita ja tassd kuvattuja menetelmia.

Samalla tavalla toisessa taman keksinnén mukaisessa suoritusta-
vassa vasta-aineet, jotka on suunnattu joko LT-B-reseptoria tai yhta tai useam-
paa LT-ligandialayksikkda vastaan, toimivat LT-R-R-proteiinia blokeeraavina
aineina. Naiden vasta-aineiden kykya blokeerata LT-R-reseptorin signalointi
voidaan modifioida mutatoimalla, kemiallisella modifikaatiolla tai muilla, mene-
telmilla, jotka voivat vaihdella sitd vasta-aineen tehokasta konsentraatiota tai
aktiivisuutta, joka potilaalle annetaan.

Kyky pienentaa LT-R-R-proteiinin signalointia ilman etta sita taysin
inhiboidaan, voi olla tarkeaa sellaisten LT-RB-R-proteiinin signaloinnin alentu-
neiden tasojen aikaansaamiseksi tai sailyttdmiseksi, jotka tukevat normaalia
immuunitoimintaa niin, ettd samalla inhiboidaan Th1-soluvilitteiset vasteet.,
jotka ovat liioiteltuja tai epdnormaaleja.
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LT-a-geenin hajotus hiiressad johtaa epanormaaliin perifeerisen
lymfoidielimen kehitykseen [De Togni et al., Science, 264, 703 - 707 (1994)].
Sellaisilta hiiriltd puuttuu imusolmukkeet ja niiden pernoista puuttuu yleensa
selva follikkelien valinen T- ja B-solurikkaiden alueiden raja. Uskomme, etta

5 tama fenotyyppi assosioituu pinnan LT-indusoidun LT-B-R-proteiinin signa-
loinnin haviamiseen, koska samanlaisia fenotyyppeja ei ole havaittu TNF-R-
proteiinin aktiivisuutta moduloimalla. Kyky selektiivisesti tai osittain blokeerata
LT-R-R-reitti voi nain ollen olla kayttdkelpoinen hoidettaessa epanormaalia
lymfoidielimen kehitystd, joka assosioituu LT-B-R-reitin signaloinnin epé&nor-

10 maaliin tai yliekspressioon.

Jotkin Th1-assosioituneet reaktiot ovat kriittisia komponentteja
useissa soluvilitteisissd immuunivasteissa [Romagnani, S., Ann. rev.
Immunol., 12, 227 - 257 (1994)] ja Th1-soluaktiivisuuden taydellinen inhibitio ei
ehka ole toivottavaa tietyissd tapauksissa. Esimerkiksi hiiri voi tehokkaasti

15 vastustaa loisinfektiota, kun saadaan aikaan hyva Th1-vaste. Infektiiviset
organismit, kuten Listeria ja Toxoplasma, saavat myds aikaan vahvat Th1-
tyyppiset vasteet. |hmisillda Mycobacterium tuberculosis -bakteeria vastaan
olevat vasteet tuntuvat olevan Th1-perusteisia. Leismaniaasin patogeneesi
korreloi vasteisiin, jotka ovat samanlaisia kuin Th1-vasteet, jotka on karak-

20 terisoitu hiiressa [Reed ja Scott, Current Opinion in Immunol., 5, 524 - 531

. (1993)].

Kyky vaikuttaa Th1-inhibition tasoon blokeeraamalla LT-R-R-proteii-
nin signalointi voi olla tarkeda maksimoitaessa ne edulliset vaikutukset, jotka
voidaan saada aikaan hoidettaessa taman keksinnén mukaisilla LT-3-R-pro-
25 teiinia blokeeraavilla aineilla. '

Seuraavat ovat esimerkkeja, jotka kuvaavat tdméan keksinnén mu-
3, kaisia liukoisia LT-R-reseptoreita, anti-LT-ligandeja ja anti-LT-B-R-vasta-aineita
ja menetelmid, joita kaytetaan niiden karakterisoimiseksi. N&itd esimerkkeja ei
tule pitaa rajoittavina: esimerkit on sisallytetty kuvaavia tarkoituksia varten ja

30 esilla olevaa keksintda rajoittavat vain patenttivaatimukset.
s Esimerkki 1
:":: Ihmisen liukoisten LT-B-reseptorien valmistus immunoglobuliini-Fc-fuu-

sioproteiineina

Ihmisen cDNA-kloonin sekvenssi, joka eristettin ihmisen trans-
t 35 kriptoitujen 12p-sekvenssien kirjastosta, joka oli peraisin somaattisten solujen
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hybridistéd [Baens et al., Genomics, 16, 214 - 218 (1993)], vietiin GenBank-
kirjastoon ja tunnistettiin myéhemmin sekvenssiksi, joka koodittaa ihmisen LT-
R-R-proteiinia. Taman ihmisen tayspitkdn LT-3-R-cDNA-kloonin sekvenssi on
ollut saatavissa vuodesta 1992 ldhtien GenBank-koodinumerolla L04270.

LT-R-R-proteiinin solunulkoinen domeeni membraanin lapi mene-
vaan alueeseen asti (kuvio 1) ampilifioitin PCR-menetelmalida cDNA-kloonista
kayttaen alukkeita, joihin oli lisatty Notl- ja Sall-restriktioentsyymikohdat niiden
5'- ja 3-pdihin, vastaavasti [Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46 (1995)].
Amplifioitu tuote katkaistiin Notl-ja Sall-entsyymeilla, puhdistettiin ja ligoitiin
Notl-entsyymilla linearisoituun vektoriin pMDR901 yhdessé sellaisen Sall-Notl-
fragmentin kanssa, joka kooditti ihmisen IgG1-proteiinin Fc-aluetta. Tuloksena
syntynyt vektori sisalsi dihydrofolaattireduktaasigeenin ja LT-B-R-fuusiopro-
teiinin, joita ohjasi kaksi erillistd promoottoria.

_ Vektori elektroporoitiin CHO dhfr -soluihin ja metotreksaattiresisten-
tit kloonit eristettiin standardimenetelmin. LT-3-R-Fc-proteiinia eritettiin alus-
taan ja ELISA-testia kaytettiin sellaisten solulinjojen selektoimiseksi, jotka tuot-
tivat korkeimman reseptorifuusioproteiinin tason. Korkeatuottoista solulinjaa
kasvatettiin suurina maarind ja kaytetty alusta kerattiin. Puhdas LT-RB-resep-
torifuusioproteiini eristettiin Proteiini A Sepharose Fast Flow -affiniteettikroma-
tografialla (Pharmacia).

Esimerkki 2

Hiiren liukoisten LT-B-reseptorien tuotto immunoglobuliini-Fc-fuusiopro-
teiineina '

mLT-R-R-proteiinin taydellinen cDNA-klooni valmistettiin ligoimalla
5' Notl/ApalLl ja 3' ApaLl/Notl -fragmentit kahdesta osittaisesta cDNA-isolaa-
tista Notl-kohtaan pCDNAZ3-vektoriin (InVitrogen, San Diego, CA). Taman
cDNA-kloonin sekvenssi on saatavissa GenBank-koodinumerolla U29173.
Mitaan koodittavan alueen sekvenssieroja ei havaittu, kun niita verrattiin
toiseen mLT-R-R-sekvenssiin, joka 16ytyy GenBank-koodinumerolla L38423.

Liukoinen mLT-B-R (higG1) -fuusioproteiini valmistettiin amplifioi-
malla PCR-menetelmalla kayttiden templaattina tayspitkdd mLT-R-R-cDNA-
kloonia ja alukkeita 5" AACTGCAGCGGCCGCCATGCGCCTGCCC 3' JA &'
GACTTTGTCGACCATTGCTCCTGGCTCTGGGGG 3'. Amplifioitu tuote puh-
distettiin ja katkaistiin Notl- ja Sall-entsyymeilla ja ligoitiin ihmisen IgG1-Fc-
DNA:n Sall/Notl-fragmentin kanssa Notl-linearisoituun ja fosfataasilla kasitel-
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tyyn vektoriin SAB132 plasmidin JLB 122 muodostamiseksi. Stabiilia ekspres-
siota varten Notl-kasetti, joka sisalsi mLT-B-R-Fc-fragmentin, siirrettiin Notl-
kohtaan vektorissa pMDR901 plasmidin PSH001 muodostamiseksi ja vektori
transfektoitiin CHO-soluihin, kuten on kuvattu [Browning et al., J. Immunol.,
154, 33 -46 (1995)]. Solukloonit, jotka erittivat mLT-R-R-Fc-proteiinia,
tunnistettiin  ELISA-analyysilla. Puhdistettu reseptorifuusioproteiini eristettiin
CHO-solujen supernatanteista Protein A Sepharose Fast Flow -kromatografial-
la (Pharmacia).

Esimerkki 3

lhmisen liukoisen LT-B-R-Fc-proteiinin kadytté LT-B-reseptori-ligandi-in-
teraktioiden blokeeraamiseksi

Liukoista hLT-R-R-Fc-proteiinia testattiin sen kyvyn suhteen blokee-
rata LT-ligandin sitoutuminen LT-R-reseptoriin kasvainsolusytotoksisuustestis-
sd, joka on kuvattu ylla. Tassa testissa LT-ligandin liukoista muotoa (hLT-
a1/B2), joka aktivoi LT-B-R-proteiinin signaloinnin, kaytetaan tappamaan ihmi-
sen kasvainsolut. LT-B-R-proteiinin signaloinnin inhibiittorit voivat alentaa LT-
R-R-proteiinin indusoimaa kasvainsolusytotoksisuutta.

Liukoiset LT-a1/B2-ligandit sisaltavat lyhennetyt tai modifioidut LT-
R-alayksikdt, joista puuttuu toiminnallinen membraanin 1&pi meneva domeeni.
Liukoiset LT-a1/R2-ligandit sitoutuvat LT-R-R-proteiiniin ja stimuloivat sen sig-
naloinnin yhtd hyvin kuin LT-ligandin pintamuodot [Browning et al., J.
Immunol., 154, 33 - 46 (1995)].

hLT-a1/R2-, hNTF- tai hLT-o-proteiinien sarjalaimennokset valmis-
tettiin 0,05 ml:n 96-kuoppaisille levyille ja lisattiin 5 000 trypsinoitua HT29-
solua (ATCC) 0,05 mi:ssa alustaa, joka sisalsi 80 U/ml (viruksen vastaista
yksikkda) ihmisen IFN-y-proteiinia. Neljan vuorokauden kuluttua MTT-varin mi-
tokondriaalinen pelkistyminen mitattiin seuraavasti: 10 ul MTT-véria lisattiin ja
kolmen tunnin kuluttua pelkistynyt vari liuotettiin 0,09 mi:lla isopropanolia niin,
ettd lasné oli 10 mM HCl:ia, ja mitattiin OD-arvo 550 nm:ssa. Liukoiset resep-
torimuodot tai ihmisen puhdas IgG-proteiini lisattiin 10 pl:ssa ennen solujen
lisdamistéa niin, etta niiden loppukonsentraatioksi tuli 5 pg/mil.

Taulukossa 1 verrataan hLT-B-R-Fc- ja p55-TNF-R-Fc-kimeerien
(kayttaen ihmisen lgG-proteiinia verrokkina) kykya blokeerata erilaisten liu-
koisten TNF- ja LT-ligandien inhibitorisia vaikutuksia HT29-kasvainsolun kas-
vuun.
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Taulukko |

LT-B-R- ja p55-TNF-R-immunoglobuliinifuusioproteiinien kyky blokeerata
erilaisten TNF- ja LT-ligandien inhibitoriset vaikutukset HT29-solujen
kasvuun

Sytotoksisen aineen konsentraatio (ng/ml), joka johtaa 50 %:n kasvun inhi-
bitioon

Kun lasna on,

Sytotoksinen aine |lhmisen ver- | p55-TNF-R-Fc LT-B-R-Fc
rokki-IgG

TNF 0,08 >10° 0,08

LT-o 3 > 1000 3

LT-a1/p2 5 5 > 200

°Kukin sytotoksinen aine sekoitettiin ensin Ig-fuusioproteiinien kanssa 10 mi-
nuutiksi ennen solujen lisdamista. Fuusioproteiinin loppukonsentraatio oli 5 pg/mi.
*Korkeampia konsentraatioita ei testattu.

Taulukon 1 tulokset osoittavat, ettéa ihmisen liukoinen LT-B-R-fuu-
sioproteiini (hLT-B-R) voi tehokkaasti blokeerata interaktion LT-ligandin (LT-
o1/B2) ja solupinnan LT-R-reseptorien valilla ja on nain ollen tdman keksinndn
mukainen LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine.

Kuten odotettua, liukoinen TNF-R-fuusioproteiini (p55-TNF-R-Fc)
blokeerasi taydellisesti TNF-proteiinin indusoiman kasvuinhibition sitoutumalla
TNF-proteiiniin ja estamalla taman interaktion pinnan TNF-reseptorien kanssa.
Talla liukoisella TNF-reseptorilla ei ollut mitdén vaikutusta LT-ligandivalitteisiin
lisaantymisen vastaisiin vaikutuksiin. Talle painvastaisesti LT-B-R-Fc blokeera-
si LT-ligandin indusoimat sytotoksiset vaikutukset, mutta eivat TNF- tai LT-o-
proteiinin indusoimia. Nain ollen ihmisen liukoiset LT--R-fuusioproteiinit eivat
hairitse TNF- ja LT-a-ligandien aiheuttamaa TNF-R-proteiinin aktivaatiota.

Esimerkki 4
Hiiren liukoisen LT-B-R-Fc-proteiinin kdytté hiiren LT-B-reseptori-ligandi-
interaktioiden blokeeraamiseksi

Ihmisen igG1-Fc-domeeniin koplattu hiiren liukoinen LT-R-reseptori
(mLT-R-R-Fc; katso esimerkki 2) testattiin sen kyvyn suhteen blokeerata LT-3-
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reseptori-ligandi-interaktio hiiressa kayttaen sytotoksisuustestia hiiren soluissa
(kuvio 2). Sytotoksisuustesti suoritettin WEHI 164 -soluissa kayttien oleelli-
sesti samaa menetelmaa, jota kaytettiin esimerkissd 3 kuvatussa HT29-solu-
testissad [katso myds Browning ja Ribolini, J. Immunol., 143, 1859 - 1867
(1989)].

Kuvio 2 esittdd mLT-R-R-Fc-proteiinin vaikutukset ligandin indusoi-
maan LT-R-R-proteiinin signalointiin hiiren WEHI 164 -soluissa. Kuten tama
testi osoittaa, WEHI 164 -solut kuolevat, kun niitéd kasitelladn LT-a/R-ligandi-
konsentraatioilla, jotka vaihtelevat valilla, joka on noin 1 - 100 ng/ml. Liukoinen
mLT-B-R-Fc-proteiini (10 pg/mi) blokeeraa LT-ligandin aktivoiman solukuole-
man. Hiiren liukoisen p55-TNF-R-Fc-fuusioproteiinin tai 1gG-verrokkivasta-
aineiden lisayksella (kutakin 10 pug/ml) oli vain vahan vaikutusta solukuoleman
blokeeraamiseen tai vaikutusta ei ollut ollenkaan. Nama tulokset osoittavat,
ettd mLT-R-R-Fc-fuusioproteiini voi kilpailla tehokkaasti pinnan LT-R-R-
molekyylien kanssa LT-ligandin sitoutumisesta. Namé tulokset osoittavat
myés, ettd LT-o/B-indusoima sytotoksisuus on LT-B-R-proteiinivélitteinen ja
ettd se voidaan inhiboida liukoisella mLT-R-R-Fc-proteiinilla, joka toimii esilla
olevan keksinndn mukaisena LT-B-R-proteiinia blokeeraavana aineena.

Esimerkki 5
Anti-ihmis-LT-B-R-vasta-aineiden kiyttdé LT-R-reseptori-ligandi-interaktioi-
den blokeeraamiseksi

Hiiren monoklonaaliset vasta-aineet (mAb), jotka oli suunnattu ihmi-
sen LT-B-reseptoria vastaan, valmistettiin immunisoimalla RBF-hiiret toistuvas-
ti vatsaontelonsisaisesti adjuvantin poissa ollessa CHO-soluista peraisin ole-
valla hLT-R-R-Fc-fuusioproteiinilla, joka oli kiinnitetty Protein A Sepharose
-helmiin. Elaimille annettiin lopuksi tehosteannos liukoisella hLT-B-R-Fc-
proteiinilla, seka i.p. etté i.v., pernasolut fuusioitiin klassisin menetelmin ja hyb-
ridoomasupernatantit seulottiin ELISA-menetelmélla [Ling et al., J. Interferon
and Cytokine Res., 15, 53 - 59 (1995)]. Hybridoomasupernatantit seulottiin
edelleen niiden kyvyn suhteen blokeerata aktivoitujen 11-23-hybridooma-
solujen — jotka ekspressoivat pinnan LT-a1/R2-kompleksia — sitoutuminen
LT-B-R-Fc-proteiinilla paallystettyihin levyihin soluhuuhdontamenetelmalla.
Puhtaat monoklonaaliset vasta-aineet valmistettiin IgG-proteiinien Protein A
Sepharose -puhdistuksella (Pharmacia) viljelysupernatanteista.
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Sen maéarittamiseksi, voisiko monoklonaalinen anti-LT-B-reseptori-
vasta-aine blokeerata LT-3-R-proteiinin signalointi, jonka aloittaa liukoisen LT-
proteiinin sitoutuminen, suoritettiin kasvainsolusytotoksisuustesti kayttaen ih-
misen WiDr-karsinoomasoluja. Sytotoksisuustesteissa valmistettiin sarjalai-
mennokset LT-a1/32-kompleksista 0,05 ml:aan 96-kuoppaisissa levyissé ja
lisattin 10 pl livosta, jonka konsentraatio oli 100 pg/ml, joka sisalsi joko
verrokkihiiren monoklonaalista IgG1-vasta-ainetta tai monoklonaalista anti-LT-
R-reseptori-vasta-ainetta. Sitten kuhunkin kuoppaan lisattiin 5000 trypsinoitua
WiDr-solua (ATCC) 0,05 mi:ssa alustaa, joka sisélsi 50 U/ml (viruksen vastai-
sia yksikoita) ihmisen IFN-y-proteiinia. Neljan vuorokauden kuluttua MTT-varin
mitokondriaalinen pelkistyminen mitattiin seuraavasti: 10 pl MTT-varia lisattiin
ja kolmen tunnin kuluttua pelkistynyt vari liuotettin 0,09 mil:lla isopropanolia
niin, etta lasna oli 10 mM HCl:a, ja mitattin OD-arvo 550 nm:ssa. Purppura-
varin maara on verrannollinen solukasvun maaraan.

Kuvio 3 esittaa, ettd monoklonaalinen anti-LT-R-R-vasta-aine BDA8
toimii tdmén keksinnén mukaisena LT-R-R-proteiinia blokeeraavana aineena.
Ihmisen WiDr-karsinoomasolut lopettivat kasvamisen IFN-y-proteiinin ja liu-
koisen LT-a1/R2-ligandin iasna ollessa (noin 0,05 - 50 ng/ml). IgG1-verrok-
kivasta-aineella (10 pg/ml) ei ollut mitdan vaikutusta tdhan kasvuinhibitioon.
Talle péainvastaisesti, monoklonaalinen anti-LT-R-R-vasta-aine BDA8 (10
png/ml) palauttaa WiDr-solujen kasvukyvyn liukoisen LT-a1/f32-ligandin lasna
ollessa.

Esimerkki 6
Anti-ihmis-LT-B-vasta-aineiden kéyttd reseptori-ligandi-interaktioiden blo-
keeraamiseksi

V Monoklonaaliset anti-ihmis-LT-R-vasta-aineet valmistettiin immuni-
soimalla RBF-hiiret pestyilld Protein A Sepharose-9E10-rLT-B -helmilla, jotka
sisalsivat noin 1- 2 pg ihmisen LT-B-rekombinanttiproteiinia CFA:ssa, ja
antamalla yksi tehosteannos samaa materiaalia IFA:ssa. Kahdeksan viikkoa
viimeisen tehosteen jalkeen hiirille annettiin i.v. 30 ug puhdistettua liukoista
rLT-R-proteiinia (eluoitu hapolla 9E10-resiinista) ja 20 pg samaa liukoista ma-
teriaalia kaksi vuorokautta mybhemmin. Vuorokausi toisen i.v. tehosteen jal-
keen pernasolut fuusioitin kayttaen klassisia menetelmia monoklonaalisten
vasta-aineiden muodostamiseksi. Hybridoomasupernatantit seulottiin suoraan
ELISA-menetelmalla tai PMA-aktivoitujen [l-23-solujen FACS-varjayksella.
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Puhtaat monoklonaaliset vasta-aineet valmistettiin IgG-proteiinien Protein A
Sepharose Fast Flow -puhdistuksella viljelysupernatanteista (Pharmacia).

FACS-testida kaytettiin selektoimaan sellaiset LT-R-proteiinia vas-
taan suunnatut vasta-aineet, jotka kykenivat tehokkaasti blokeeraamaan liu-
koisen LT-a/R-ligandin sitoutumisen LT-R-reseptoreihin solun pinnalla — nain
matkien kahden solun valista interaktiota in vivo. Tassa testissd ihmisen
liukoisen LT-B-R-Fc-proteiinin (2 pg/ml) annettiin sitoutua pinnan LT-ligandiin
PMA-aktivoiduissa 1I-23-soluissa [Browning et al., J. Immunol., 154, 33 - 46
(1995)] niin, etta Iasna oli kohoavat konsentraatiot testattavaa monoklonaalista
anti-LT-B-vasta-ainetta (0,02 -20 pg/ml). Solut pestiin ja sitoutunut LT-R-R-Fc
tunnistettiin antamalla reagoida aasin fykoerytriinileimatun anti-ihmis-IgG-
proteiinin kanssa. Sitoutuneen fluoresoivan leiman maara mééaritettin FACS-
analyysilla ja fluoresenssivoimakkuuden keskiarvo merkittiin.

Kuvio 4 esittdd FACS-testin tulokset, jossa mitattiin monoklonaali-
sen anti-LT-R-vasta-aineen B9 kykya blokeerata LT-3-reseptori-ligandi-inter-
aktio, kuten ylld on kuvattu. Tama koe osoittaa, ettd monoklonaalinen anti-LT-
R-vasta-aine B9 (0,02 - 5 ug/ml) voi spesifisesti ja tehokkaasti kilpailla solu-
pinnan LT-ligandin sitoutumisesta liukoisen LT-R-R-fuusioproteiinin (2 pg/ml)
kanssa ja nain ollen se on esilla olevan keksinnén mukainen LT-R-R-proteiinia
blokeeraava aine.

Esimerkki 7

Anti-hiiri-LT-o/B-vasta-aineiden kéyttd reseptori-ligandi-interaktioiden blo-
keeraamiseksi

Hiiren liukoiset LT-a/a-kompleksit valmistettiin kuten ylla on kuvattu
ihmisen liukoisille LT-a/B-komplekseille. Hiiren liukoinen LT-a-alayksikkd val-
mistettiin perustuen aiemmin kuvattuun sekvenssi-informaatioon [Lawton et
al., J. Immunol., 154, 239 - 246 (1995)]. Hiiren liukoisia LT-a/a-komplekseja
ekspressoitiin kayttden baculovirus/hydnteissoluekspressiosysteemia ja LT-
o/a-kompleksit eristettiin affiniteettikromatografialla kayttden ihmisen p55 TNF-
R ja LT-a-R-pylvaita oleellisesti, kuten on kuvattu ylla, ihmisen LT-o/a-
kompleksien ekspressoimiseksi ja puhdistamiseksi. Armenianhamsterit immu-
nisoitiin puhdistetulla liukoisella hiiren LT-a/R-kompleksilla oleellisesti, kuten
on kuvattu esimerkissad 6. Hamsterin pernasolut fuusioitiin hiiren P3X-hybri-
doomasolulinjaan, kuten on kuvattu [Sanchez-Madrid et al., Methods of
Enzymology, 121, 239 - 244 (1986)]. Hybridoomat ryhmitettiin anti-mLT-a- tai
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anti-mLToa-ryhmiin sen perusteella, minkalaiset niiden sitoutumisominaisuudet
joko LT-a/a-kompleksiin tai LT-a-proteiiniin yksindan, vastaavasti, olivat.
Hybridoomasoluja laajennettin ja vasta-aineet puhdistettiin viljelysuper-
natantista kayttaen Protein A -affiniteettikromatografiaa (Pharmacia).

Sen maarittdmiseksi, voivatko hamsterin monoklonaaliset anti-hiiri-
LT-a- ja -LT-B-vasta-aineet blokeerata LT-ligandin sitoutumisen mLT-&-R-
proteiiniin, kdytimme TIMI-4-soluja (ATCC), joka on hiiren T-solulinja, joka
ekspressoi pinnan LT-ligandia, kun oli aktivoitu PMA:lla 7 tuntia. Hamsterin
monoklonaalisia anti-mLT-o- tai anti-mLT-R-vasta-aineita esi-inkuboitiin solu-
jen kanssa 30 minuuttia 4 °C:ssa ja sitten ne pestiin kahdesti. Pestyja soluja
inkuboitiin 4 °C:ssa mLT-R-R-Fc-proteiinin kanssa, jonka konsentraatio oli
1 pg/ml. 30 minuutin kuluttua solut pestiin vapaaksi sitoutumattomasta mLT--
R-Fc-proteiinista ja sitten niitd inkuboitiin 30 minuuttia niin, ettd lasna oli 10
pug/ml aasin fykoerytriinileimattua anti-ihmis-lgG-proteiinia sitoutuneen mLT-R-
R-c-proteiinin havaitsemiseksi. Sitoutuneen fluoresenssileiman maara maari-
tettiin FACS-analyysilla ja laskettiin fluoresenssivoimakkuuden keskiarvo.

Tata analyysia kayttaen havaittiin, ettd hamsterin monoklonaalinen
anti-mLT-a-vasta-aine kykeni blokeeraamaan tehokkaasti liukoisen LT-R-re-
septorin sitoutumisen T-solun pinnan LT-ligandiin. Tulokset on esitetty taulu-
kossa 2.
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Taulukko 2

Monoklonaalisen anti-hiiri-LT-R-vasta-aineen kyky inhiboida mLT-B-R-Fc-
proteiinin sitoutuminen hiiren LT-pintaligandiin

Monokionaalisen |Anti-mLT-a Anti-mLT-a-
vasta-aineen kon- | (BB.F6) (AF.B3)
sentraatio (ng/ml)
MFCI® Inhibiitio-%°  [MFCI® Inhibiitio -%*°
0® 6 - 6 -
0 85 0 85 0
0,01 71 18 84 2
0,03 67 23 86 0
0,1 51 44 86 0
0,3 36 62 84 2
1,0 29 71 89 0
3,0 17 86 88 0
10,0 11 94 95 0
30,0 10 95 94 0
100,0 8 98 92 0

’Reseptoria ei lisatty.
®Keskiarvofluoresenssin kanavan numero.
“Inhibitioprosentti.

Esimerkki 8

LT-R-R-proteiinia blokeeraavat aineet inhiboivat Th1-vilitteistd kosketus-
yliherkkyytta hiiressa

20 g:n painoiset naaraspuoliset Balb/c-hiiret (Jackson Laboratories,
Bar Harbor, ME) herkistettiin aluksi lisaamalla 25 pl liuosta, joka oli 0,5 % 2,4-
dinitrofluoribentseeni (DNFB) liuoksessa, joka oli 4:1 v/v asetoni:oliividljy,
kummankin takajalan pohjaan. 24 tuntia alkuherkistyksen jalkeen herkistimme
jalleen kunkin hiiren 25 pl:lla samaa liuosta. Herkistykset suoritettiin samalla,
kun nukuttamattomia hiirid pideltiin paikoillaan. Vuorokautena 5 (120 tuntia
alkuherkistyksen jalkeen) nukutimme hiiret ketamiini:ksylatsiinilla (i.p.) niin,
ettd méaara oli 90:10 mg/kg, ja annoimme ei-arsyttavan 10 ul annoksen 0,2 %
DNFB-yhdistettd vasemman korvan selka- ja sisapinnoille. Oikeaan korvaan
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annettiin samanlainen lisdys asetoni:oliividljyvehikkelia niin, etta maara oli 4:1
v/v.

Nelja tuntia immuunivasteen herétyksen jalkeen annoimme hiirille
kohoavat konsentraatiot mLT-R-R-Fc-proteiinia (0,08 - 5,0 mg/kg; esimerkki 2)
0,1 ml:ssa fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta (PBS) laskimonsisaiselld injek-
tiolla. Injektiot pelkallda PBS-puskurilla tai ihmisen IgG-fuusioproteiinilla (LFA3-
Fc)[Miller et al., J. Exp. Med., 178, 211 - 222 (1993)], jonka konsentraatio oli
20 mg/kg, toimivat negatiiviverrokkeina. Injektio monoklonaalisella anti-VLA4-
spesifisella vasta-aineella, jonka konsentraatio oli 8 mg/kg (monoklonaalinen
vasta-aine PS/2; Chisolm et al., Eur. J. Immunol., 23, 682 - 688 (1993)] —
jonka tiedetdan inhiboivan CHS:&43 blokeeraamalla T-solujen virtauksen
altistuskohtaan — toimi positiivisena verrokkina. 4 - 8 hiiren ryhmia kasiteltiin
kullakin vasta-ainekonsentraatiolla.

24 tuntia altistuksen jalkeen hiiret nukutettin uudelleen ke-
tamiini:ksylatsiinilla ja molempien korvien paksuus mitattiin insind6rimikro-
metrilla 10 tuuman tarkkuudella. Kunkin hiiren korvan turpoamisvaste oli ero
sen verrokki- ja DNFB-altistetun korvan paksuuden valilla. Tyypilliset inhiboi-
mattomat korvan turpoamisvasteet olivat 95 - 100 x 10™ tuumaa. Korvan tur-
poamisvasteen inhibitio maaritettiin vertaamalla kasiteltyja ryhmia niiden nega-
tiivisen verrokkiryhman kanssa. Kasiteltyjen ryhmien tilastollisen merkittavyy-
den ero arvioitin kayttden yksisuuntaista varianssianalyysia, jonka jalkeen
suoritettiin Tukey-Kramer Honestly Significant Difference -tietokoneanalyysi
(JMP, SAS Institute) kdyttden arvoa < 0,05.

Kuvio 5 esittda, ettd kohoavien mLT-3-R-Fc-proteiinin konsentraa-
tioiden anto aiheuttaa merkittavan alenemisen korvan turpoamisvasteessa
DNFB-kasitellyissa hiirissa verrattuna inhiboimattomiin DNFB-kasiteltyihin
verrokkielaimiin (PBS ja LFA3-Fc). Liukoinen LT-R-R-proteiini (noin 1 - 5
mg/kg) voi blokeerata taman kosketus-DTH-reaktion yhta tehokkaasti kuin mo-
noklonaalinen anti-VLA4-spesifinen vasta-aineinhibiittori. Se osa téssa korvan
turpoamistestissd, joka ei inhiboidu, johtuu Iluultavasti "epaspesifisestd"
granulosyyttien tunkeutumisesta.

Esimerkki 9
Dekstraanisulfaattiliuos-IBD-malli (DSS)

Hiirid kasiteltiin vatsaontelonsisaiselld injektiolla, kuten on maaritelty
hLFA3-lg-kuvion tekstissa, se tarkoittaa Ig-fuusioproteiiniverrokilla tai mLTRR-
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Ig-proteiinilla. Vuorokautena 0 juomavesi vaihdettiin 5 % dekstraanisulfaat-
tiliuokseksi ja hiiret jatettin talle nesteelle yhdeksi viikoksi. Viikkoa
myShemmin, se on kaksi viikkoa DSS-annon jalkeen, hiiret lopetettiin ja niiden
painon muutos ja paksusuolen pituus (perdaukosta umpisuoleen) mitattiin.
Kuvio __ esittdd painon muutokset ja suolen pituudet eri kasittelyjen jalkeen.
Lyhentynyt suolen pituus kuin myds painon menetys on osoitus IBD:sta.
Havaittiin, ettd mLTRR-lg-kasittely estad dramaattisesti paksusuolen lyhenemi-
sen ja painon menetyksen, joka on osoitus tehokkuudesta.

Kuvio 6: Painon muutos, joka havaittiin 14 vuorokautta juomave-
dessa olevan DSS-annon aloituksen jélkeen, jota seurasi eri kasittelyt. Veh =
vehikkeli, LTBr ja LFA3 viittaavat mLTRR-lg- ja hLFA3-Ig-fuusioproteiineihin,
jotka annettiin vatsaontelonsiséisella injektiolla, joka oli 100 pg, yhta viikkoa
ennen DSS-lisaysta, DSS-annon kohdalla ja yhta viikkoa my&hemmin (se on,
kolme injektiota viikkoina -1, 0 ja 1). Kussakin ryhmassa oli kymmenen hiirta.

Kuvio 7: Paksusuolen pituus 14 vuorokautta DSS-annon jalkeen,
jota seurasi ne eri ksittelyt, jotka on kuvattu 6:ssa.

Esimerkki 10
IBD:n CD45RB"/scid-malli

CD4-positiiviset T-solut eristettiin naaraspuolisista C.B-17-hiirista
kayttden magneettihelmimenetelmaa, kuten on kuvattu aiemmin [F. Powrie et
al., International Immunology, 5, 1461 - 1471 (1993)]. CD4-solut, joista puuttui
CD8-positiiviset T-solut, B-solut ja monosyytit, lajiteltiin sitten fluoresens-
siaktivoidulla solulajittelulla CD45RB""- ja CD45RB'°w-populaatioiksi mydskin,
kuten on kuvattu ylla. 5 x 10° CD45RB-solua injektoitiin laskimonsisaisesti
naaraspuolisiin C.B-17-scid-hiiriin ja hiirten kehon painoa seurattiin. Havaittiin,
ettd elaimet, joihin lisattin CD45RB*-soluja, muodostivat kehon painonsa
normaalilla tavalla. Télle painvastaisesti eldimet, joille annettin CD45RB"9"-
soluja, lopulta menettivdt painoaan ja viikkon 10 kohdalla olivat lahella
kuolemaa. Kun verrokkihiiret olivat menettédneet karkeasti 20 % alkupainos-
taan, hiiret lopetettiin ja eri elimet analysoitiin histologisesti. Sairastuneet
eldimet nayttivat tyypillisesti riutuneilta, niilla oli ripuli ja niilla oli dramaattisesti
laajentuneet paksusuolet ja umpisuolet. Eldimet, joita kasiteltin kuten on
kuvattu hLFA3-lg-proteiinin  kuvion tekstissd, olivat samanlaisia kuin
kasittelemattomat elaimet, kun taas elaimet, joita kasiteltin mLTRR-Ig-
proteiinilla, eivat olleet menettaneet painoaan, niilla oli suhteellisen normaalin
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kokoiset paksusuolet ja niiltd puuttui massiiviset tulehdusinfiltraatiot, jotka
havaittiin tyypillisesti paksusuolessa. Kuvio 8 esittad painon menetyksen
aikakayran CD45RB"®-injektoiduissa eldimissa, joita oli kasitelty eri tavoin, ja
kuvio 9 esittda lopulliset kehon painot kahdeksan viikkoa injektion jalkeen.
mLTRR-Ig-proteiinin tehokkuus kahdessa hyvin erilaisessa IBD-mallissa, se
tarkoittaa CD45RB- ja DSS-malleissa, on vahva todiste taman kasittelyn
syvallisesta vaikutuksesta immuunisysteemille.

Kuvio 8: Kehon painon aikakdyra sen jalkeen, kun injektoitiin
CD45RB CD4 -positiiviset T-solut scid-hiiriin. Kukin kdyra edustaa yhta elainta
ja kirjoitukset paneeleissa viittaavat siihen, mitka solut injektoitiin, se tarkoittaa
CD45RB"e" & v i k3sittelyn luonnetta. Eldimia kasiteltiin viikoittain 100 pg:lla
proteiinia, joka injektoitiin vatsaontelonsiséisesti. Kasittely alkoi kaksi viikkoa
ennen solujen injektiota ja sita jatkettiin koko kokeen ajan.

Kuvio 9: Niiden kehon painojen keskiarvot ja standardipoikkeamat,
jotka havaittiin eri kasittelyjen jalkeen 10 viikkoa siirrosten jalkeen (5 - 6 elainta
ryhmassa).

Esimerkki 11
Viivastyneen tyyppisen yliherkkyyden SRBC-malli

Naaraspuoliset Balb/c-hiiret herkistetdan ihonalaisella injektiolla,
jossa kaytetaan 2 x 10’ PBS:ss& olevaa pestya lampaan punasolua (SRBC).
Viiden vuorokauden kuluttua hiiret altistetaan injektoimalia 1 x 102 SRBC-solua
PBS:ssa oikeaan jalkatyynyyn (jalkapohjanalainen injektio). Jalkatyynyn pak-
suus mitataan eri aikoina jalkatyynyyn tapahtuneen injektion jalkeen mittahar-
pilla. Kuvio 10 esittaa jalkatyynyn turpoamisvasteen hiirissa, joita kasiteltiin jo-
ko vatsaontelonsisaisella mLT225R-lg-proteiinin injektiolla. Kasittely mLTRR-
Ig-proteiinilla joko herkistysaikana tai sek& herkistys- tai altistusaikana
inhiboivat SRBC-solujen aiheuttaman DTH-vasteen. .

Kuvio 10: Tassa on esitetty jalkatyynyn paksuuden kohoaminen
mitattuna 18 tuntia sen jalkeen, kun injektoitin SRBC-altistuksella. Kasittelyt
olivat joko negatiivinen verrokki-injektio PBS:lla, positiivisella verrokkivasta-
aineella PS/2, joka blokeeraa VLA4-interaktiot ja sen vuoksi soluliikenteen,
mLTRR-Ig-proteiinilla (100 pg laskimonsisaiset injektiot), jotka annettiin joko
vélittdmasti ennen herkistdmista ihonalaisella SRBC-injektiolla, altistusaikapis-
teessa tai molempina aikoina.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma& immunologisen taudin edistymisen, vakavuuden tai
vaikutusten hoitamiseksi tai vahentdmiseksi eldimessa, tunnettu siita, et-
ta se sisaltaa vaiheen, jossa annetaan farmaseuttista koostumusta, joka sisal-
taa terapeuttisesti hyvaksyttavan kantajan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3, tunnettu siita,
etta LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine valitaan ryhmasta, joka sisaltaa liukoi-
sen lymfotoksiini-R-reseptorin, joka sisaltdd sellaisten aminohappojen
toiminnalisen sekvenssin, joka valitaan sekvenssin nro 1 aminohapoista, LT-3-
reseptoria vastaan suunnatun vasta-aineen ja pinnan LT-ligandia vastaan
suunnatun vasta-aineen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu siitd,
etta elain on nisakas.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, tunnettu siité,
ettd nisakas onihminen.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen meneteimé, tunnettu siita,
etta LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdad liukoisen lymfotoksiini-f-
reseptorin, jolla on ligandia sitova domeeni, joka voi selektiivisesti sitoutua
pinnan LT-ligandiin.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, tunnettu siita,
etts liukoinen lymfotoksiini-B-reseptori edelleen siséltaa ihmisen immunoglobu-
liinin Fc-domeenin.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, tunnettu siita,
ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltada monoklonaalisen: vasta-ai-
neen, joka on suunnattu LT-B-reseptoria vastaan.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelma, tunnettu siita,
etta koostumus annetaan maarand, joka on riittava peittdamaan LT-R-reseptori-
positiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi. ‘

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmé, tunnettu siita,
ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltaa monokionaalisen anti-ihmis-
LT-B-R-vasta-aineen BDAS.

10. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, tunnettu sii-
ta, etta LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine siséltdd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu pinnan LT-ligandia vastaan.
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11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelm3, tunnettu
siitd, ettd koostumus annetaan maarana, joka on riittdva peittdmaan pinnan
LT-ligandi-positiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, etta vasta-aine suunnataan LT-ligandin alayksikk6& vastaan.

13. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, tunnettu sii-
ta, etta LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen anti-ih-
mis-LT-R-vasta-aineen B9.

14. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, tunnettu sii-
ta, etta nisakas on hiiri ja LT-RB-R-proteiinia blokeeraava aine siséltdd monoklo-
naalisen vasta-aineen, joka on suunnattu hiiren LT-pintaligandia vastaan.

15. Menetelmd Th1-vilitteisen immuunivasteen inhiboimiseksi elai-
messd, tunnettu siitd, ettd se sisaltdad vaiheen, jossa annetaan farma-
seuttinen koostumus, joka sisaltda tehokkaan maaran LT-R-R-proteiinia
blokeeraavaa ainetta ja farmaseuttisesti tehokkaan kantajan.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine valitaan ryhmasta, joka sisaltaa
liukoisen lymfotoksiini-3-reseptorin, LT-R-reseptoria vastaan suunnatun vasta-
aineen ja pinnan LT-ligandia vastaan suunnatun vasta-aineen.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd eldin on nisak3s.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, etta nisékas on ihminen.

19. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmad, tunnettu
siita, etta LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisaitaa liukoisen lymfotoksiini-f3-
reseptorin, jolla on ligandia sitova domeeni, joka voi selektiivisesti sitoutua pin-
nan LT-ligandiin.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd liukoinen lymfotoksiini-R-reseptori edelleen sisaltaa ihmisen immuno-
globuliinin Fc-domeenin. 4

21. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, etta LT-B-R-proteiinia bilokeeraava aine sisdltda monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu LT-R-reseptoria vastaan.

22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd koostumus annetaan maarana, joka on riittava peittamaan LT-R-re-
septoripositiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.
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23. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen anti-
ihmis-LT-R-R-vasta-aineen BDAS.

24. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltda monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu pinnan LT-ligandia vastaan.

25. Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelm3, tunnettu
siitd, ettd koostumus annetaan maarana, joka on riittdva peittdmaan pinnan
LT-ligandi-positiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.

26. Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, ettd vasta-aine suunnataan LT-ligandin alayksikkda vastaan.

27. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen anti-
ihmis-LT-R-vasta-aineen B9.

28. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, etta nisakas on hiiri ja LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine siséltda mono-
klonaalisen vasta-aineen, joka on suunnattu hiiren LT-pintaligandia vastaan.

29. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd Th1-soluvdlitteinen immuunivaste ottaa osaa viivastyneen tyyp-
piseen yliherkkyysreaktioon.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta viivastyneen tyyppinen yliherkkyysreaktio on kosketusyliherkkyys.

31. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta viivastyneen tyyppinen yliherkkyysreaktio on tuberkuliinityyppinen yli-
herkkyys. '

32. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelm3, tunnettu
siitd, ettid viivastyneen tyyppinen yliherkkyysreaktio on granulomatoosinen
reaktio. _

33. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd Th1-soluvalitteinen immuunivaste ottaa osaa kudoksen soluhyljin-
taan eldimessa sen jalkeen, kun elain saa kudossiirroksen.

34. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmad, tunnettu
siitd, ettd Th1-soluvilitteinen immuunivaste oftaa osaa elinhyljintaan
elaimessa sen jalkeen, kun eldin saa elinsiirrdnnaisen. '
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35. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelméd, tunnettu
siita, ettd Th1-soluvélitteinen immuunivaste ottaa osaa autoimmuunihairioéon
elaimessa.

36. Patenttivaatimuksen 35 mukainen menetelm3, tunnettu
siitd, ettd autoimmuunihairid valitaan ryhmasta, joka siséltdd pesikekovet-
tumataudin, insuliiniriippuvaisen sokeritaudin, sympaattisen silmatulehduksen,
silman keskikalvontulehduksen ja psoriasiksen.

37. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd Th1-soluvalitteinen immuunivaste inhiboituu ilman, ettd Th2-
soluriippuvainewn immuunivaste inhiboituu.

38. Farmaseuttinen koostumus, tunnettu siitd, etta se sisaltda
farmaseuttisesti tehokkaan maaran LT-R-R-proteiinia blokeeraavaa ainetta ja
farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantajaa.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, etta LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine valitaan ryhmést4, joka sisaltaa liu-
koisen lymfotoksiini-B-reseptorin, LT-B-reseptoria vastaan suunnatun vasta-
aineen ja pinnan LT-ligandia vastaan suunnatun vasta-aineen.

40. Patenttivaatimuksen 38 mukainen koostumus, tunnettu
siita, etta liukoinen lymfotoksiini-B-reseptori siséltda LT-R-R-proteiinin ligandia
sitovan domeenin, joka voi selektiivisesti sitoutua pinnan LT-ligandiin.

41. Patenttivaatimuksen 40 mukainen koostumus, tunnettu
siita, etta liukoinen lymfotoksiini-R-reseptori siséltaa edelleen ihmisen immuno-
globuliinin Fc-domeenin.

42. Patenttivaatimuksen 38 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine siséltdd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu LT-R-reseptoria vastaan.

' 43. Patenttivaatimuksen 42 mukainen koostumus, tunnettu
siita, ettd monoklonaalinen vasta-aine on monoklonaalinen anti-ihmis-LT-R-R-
vasta-aine BDAS.

44. Patenttivaatimuksen 38 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, etta LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisdltéd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu pinnan LT-ligandia vastaan.

45, Patenttivaatimuksen 44 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, etta vasta-aine on suunnattu LT-ligandin alayksikkda vastaan.
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46. Patenttivaatimuksen 45 mukainen koostumus, tunnettu
siitd, ettd monoklonaalinen vasta-aine on monoklonaalinen anti-ihmis-LT-R-
vasta-aine B9.

47. Patenttivaatimuksen 38 mukainen koostumus,tunnettu sii-
ta, ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine sisdltdd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu hiiren LT-pintaligandia vastaan.

48. Patenttivaatimuksen 42 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, ettd vasta-aine on ldsna maarana, joka on riittava peittamaan LT-R-resep-
toripositiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.

49. Patenttivaatimuksen 44 mukainen koostumus, tunnettu sii-
ta, etta vasta-aine on lasnad maarana, joka on riittdva peittamaan LT-ligandi-
positiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.

50. Menetelma LT-R-R-proteiinia blokeeraavan aineen selektoimi-
seksi, tunnettu siita, ettd se sisditda vaiheet, joissa:

a) viljelladn kasvainsoluja niin, ettéd 1asna on tehokas maéra ainakin
yhtd LT-R-R-proteiinia aktivoivaa ainetta ja mahdollista LT-3-R-proteiinia blo-
keeraavaa ainetta; ja

b) maaritetdan se, alentaako mahdollinen LT-R-R-proteiinia blo-
keeraava aine LT-R-R-proteiinia aktivoivan aineen kasvaimen vastaista ak-
tiivisuutta.

51. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd LT-R-R-proteiinia aktivoiva aine sisaltdd heteromeerisen LT-a/R-
kompleksin.

52. Patenttivaatimuksen 51 mukainen menetelm3, tunnettu
siita, ettd heteromeerisella LT-a/B-kompleksilla on LT-a1/R2-stoikiometria.

53. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd LT-B-R-proteiinia aktivoiva aine siséltaa anti-LT-R-R-vasta-aineen,
joka stimuloi LT-R-R-signalointia. .

54. Menetelma LT-B-R-signaloinnin inhiboimiseksi ilman, etta
inhiboidaan TNF-R-signalointia, tunnettu siiti, ettd se sisiltda vaiheen,
jossa potilaalle annetaan tehokas maara LT-R-R-proteiinia blokeeraavaa
ainetta. ‘

55. Patenttivaatimuksen 54 mukainen menetelm3, tunnettu
siitd, ettd LT-B-R-proteiinia blokeeraava aine valitaan ryhmasta, joka sisaltaa
liukoisen lymfotoksiini-RB-reseptorin, LT-R-reseptoria vastaan suunnatun vasta-
aineen ja pinnan LT-ligandia vastaan suunnatun vasta-aineen.
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56. Patenttivaatimuksen 54 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta potilas sisdltda yhden tai useamman solun nisdkk&asta.

57. Patenttivaatimuksen 56 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd nisdkas on ihminen.

58. Patenttivaatimuksen 54 mukainen menetelmd, tunnettu
siita, etta LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltaa liukoisen lymfotoksiini-R-
reseptorin, jossa on ligandia sitova domeeni, joka voi selektiivisesti sitoutua
pinnan LT-ligandiin.

59. Patenttivaatimuksen 58 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta liukoinen lymfotoksiini-R-reseptori sisdltda edelleen ihmisen immuno-
globuliinin Fc-domeenin.

60. Patenttivaatimuksen 54 mukainen menetelméd, tunnettu
siita, etta LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu LT-R-reseptoria vastaan.

61. Patenttivaatimuksen 57 mukainen menetelms, tunnettu
siita, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen anti-
ihmis-LT-R-R-vasta-aineen BDAS.

62. Patenttivaatimuksen 54 mukainen menetelma, tunnettu
siité, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltdd monoklonaalisen vasta-
aineen, joka on suunnattu pinnan LT-ligandia vastaan.

63. Patenttivaatimuksen 62 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta vasta-aine on suunnattu LT-ligandin alayksikkda vastaan.

64. Patenttivaatimuksen 57 mukainen menetelm3, tunnettu
siita, ettd LT-R-R-proteiinia blokeerava aine sisaltdd monoklonaalisen anti-
ihmis-LT--vasta-aineen B9. '

65. Patenttivaatimuksen 56 mukainen menetelm4, tunnettu
siita, etta nisakas on hiiri ja ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine sisaltaa
monoklonaalisen vasta-aineen, joka on suunnattu hiiren LT-pintaligandia vas-
taan.

66. Patenttivaatimuksen 60 mukainen menetelm&, tunnettu
siita, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine annetaan maéarana, joka on
riittava peittdmaan LT-B-reseptoripositiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.

67. Patenttivaatimuksen 62 mukainen menetelmad, tunnettu
siitd, ettd LT-R-R-proteiinia blokeeraava aine annetaan maarana, joka on
riittava peittamaan LT-pintaligandipositiiviset solut 1 - 14 vuorokaudeksi.



.e
.
e
ees 0000 seas

LX) e
e« o0

LI . e .
o .e LA

59

68. Menetelma suolistotulehdusoireyhtyman hoitamiseksi, tun -
nettu siitd, ettd se sisaltda vaiheen, jossa annetaan terapeuttisesti tehokas
maara LT-B-R-fuusioproteiinia.

69. Patenttivaatimuksen 68 mukainen menetelma, tunnettu

etta fuusioproteiini on LT-R-R-proteiinin ja immunoglobuliinin Fc-
domeenin fuusio.

5 siita,
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