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Anotace:

Popsany jsou farmaceutické prostfedky a zpiisoby prevence
nebo 1é¢by mnoZstvi amyloidnich onemocnéni, mezi néZ patti
Alzeimerova choroba, prionova onemocnéni, familidlni
amyloidni neuropatie atd. Farmaceutické prostfedky obsahuji
imunologicky u€inna mnoZstvi amyloidnich vidknitych
sloZek, zvlasté peptidd nebo proteinli tvoficich vldkna.
Popsany jsou také 1écebné prostiedky a zpiisoby, které uzivaji
imunitni ¢inidla reagujici s témito vlaknitymi slozkami.
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Tento vyndlez popisuje prosttedky a metody pro 1é&bu

amyloidnich stavii u lidi a obratlovci.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Amyloidéza je obecny termin zahrnujici mnoZstvi nemoci jez
jsou charakterizovany extracelularnim ukldddnim proteinovych
vlaken, ktera tvofi podetné “amyloidni plaky”, jeZ se mohou objevit
lokdln€ nebo systemicky. Vlaknitd konstituce t&chto plakii je pro
rizné formy amyloidnich onemocnéni uréujici charakteristikou.
Napfiklad intracerebrélni a cerebrovaskuldrni plaky sloZené prevaing
zvldken beta amyloidniho peptidu (B-AP) jsou charakteristikou
Alzheimerovy choroby (jak familialni tak sporadick4 forma), vlakna
ostrivkového amyloidniho polypetidového proteinu (IAPP — amylin)
Jsou charakteristickd pro plaky v buiikdch pankreatickych ostravki
spojenych s diabetes typu II a 2-mikroglobulin je hlavni slozkou
amyloidnich plakd, tvoficich se nasledkem dlouhodobé 1é¢by
hemodialyzou. Nedavno byly jako amyloidni onemocnéni uznany také
nemoci spojené s priony, napiiklad Creutzfeld-Jacobova nemoc.

Jednotlivé formy nemoci jsou déleny do skupin, vétSinou na
zéklade€ toho jestli amyloidéza je nebo neni spojena se systemickym
onemocnénim. To znamena, Ze za primarni jsou povaZovany
amyloid6zy, u kterych neni dikaz o pfedchézejici nebo koexistujici
nemoci. Obecné jsou primarni amyloidézy charakteristické
pfitomnosti proteinovych vlaken typu AL (amyloidni lehké fetézce),
takto pojmenovanych pro homologii N-koncové oblasti AL vlakna
s variabilnim tsekem lehkého fetézce imunoglobulinu (kappa nebo

lambda).
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Sekundarni neboli reaktivni amyloidéza je charakterizovana
ukladanim vldken AA typu odvozenych od sérového amyloidniho A
proteinu (ApoSSA). Tyto formy amyloidézy jsou charakterizovany
pfedchizejicim vyskytem chronického zan&tlivého nebo infekéniho
stavu ( napf. revmatoidni artritida, osteomyelitida, tuberkul6za, lepra).

Heredofamilidlni ~amyloidozy mohou byt doprovazeny
neuropatickymi, ledvinovymi nebo kardiovaskularnimi plaky ATTR
transthyretinového typu. Jiné heredofamilidlni amyloidézy zahrnuji
jiné syndromy a mohou mit odlisné amyloidni sloZky (napt. familialni
Stfedozemni horeCka, ktera je charakteristickd AA vlakny). Jiné formy
amyloidézy zahrnuji lokalni formy, které jsou charakteristické
ohniskovymi loZisky a &asto usazeninami rakovinového typu,
objevujicimi se v izolovanych orgénech. Jiné amyloidézy jsou spojeny
se starnutim a jsou vSeobecné charakterizovany tvorbou plaki v srdci
a mozku. Casté jsou také amyloidni plaky spojené s dlouhotrvajici
hemodialyzou. Tyto a jiné formy amyloidnich onemocn&ni jsou
shrnuty v tabulce 1. (Tan, S.Y. and Pepys, Histopathology 25:403-
414, 1994; Harisson’s Handbook of Internal Medicine, 13" Ed.
Isselbalcher, K.J., et al, eds, McGraw-Hill, San Francisco, 1995).

Casto se stavé, e vlakna tvotici amyloidni plak jsou odvozena
od vicero prekurzorovych proteini a jsou obvykle spojena se
sulfatovanymi  glykosaminoglykany. Amyloidni plaky mohou
obsahovat i minoritni proteiny a peptidy rtiznych typtd, spolednd
s jinymi sloZkami jako tieba s proteoglykany, gangliozidy a jinymi
cukry, coZ je detailngji popsano v nésledujici ¢asti.

V souCasnosti neexistuji specifické zpisoby 16&by pro Zadné
z amyloidnich onemocnéni. V pfipadech kde se sou¢asné vyskytuje i
doprovodné onemocnéni, je sniZeni tvorby amyloidogenniho proteinu
docilovéano pomoci 1é¢by doprovodného onemocnéni. Typickym
piikladem muZe byt 1éba tuberkulézy antibiotiky, &imZ se sniZuje
mnozstvi mykobakterii coZ vede k zmenSeni zdnétu a tim k sniZeni
hladiny SSA proteinu. V pfipad¢ AL amyloidu zplsobeného
mnohondsobnym vyskytem myelomu, vede chemoterapie k sniZeni

mnoZstvi plazmatickych bunék a tim i k sniZeni hladiny myelomovych
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imunoglobulint. S poklesem jejich hladiny miZe zmizet i AL
amyloid. PfihlaSky patenti US, USSN 09/201 430, podany 30.
listopadu 1998 a USSN 09/322 289, podany 28. kv&tna 1999 odhaluji,

Ze zatizeni amyloidnim plakem spojené s Alzheimerovou chorobou

miZe byt znaCné sniZena (a pfedejita) podavanim latek, které
vyvolavaji imunitni odpovéd’ zaméfenou na B-amyloidni peptid (AB)
a jeho fragmenty. Objevem pfedklddaného vynélezu je to, Ze indukce
imunitni odpovédi pro rizné slozky amyloidnich plaki je G&innd pii

1é¢bé Siroké $kaly amyloidnich onemocnéni.

PODSTATA VYNALEZU

Predkladany vynélez je zaméfen na farmaceutické prostiedky a
metody pro lé¢bu mnoZstvi amyloidnich onemocnéni. Podle jednoho
hlediska zahrnuje vynélez farmaceutické prostiedky, které jako
ucinnou slozku obsahuji latku, jeZ je schopna vyvolat imunitni
odpovéd” vi€i amyloidni sloZce v pacientovi. V takovychto
prostiedcich budou zpravidla obsaZeny také pomocné litky a
v navthovaném provedeni mohou obsahovat adjuvanty. V dale
navrhovanych provedenich zahrnuji adjuvanty naptiklad hydroxid
hlinity, fosfore¢nan hlinity, MPL™, QS-21 (Stimulon™) nebo
Freundiv nekompletni adjuvant. V navrhovaném provedeni mohou
takovéto farmaceutické prostfedky obsahovat mnoZstvi latek
schopnych vyvolat v pacientovi imunitni odpovéd vii¢i vice neZ jedné
amyloidni sloZce.

V popisovaném provedeni je latka schopna vyvolat imunitni
odpovéd’ zaméfenou proti vldknité peptidové nebo proteinové
amyloidni sloZce. Takovyto vlaknity peptid nebo protein je pokud
mozno odvozen od vlaknitého prekurzorového proteinu, o némz je
Znamo, Ze je spojen s uritymi formami amyloidnich onemocnéni, jak
je zde popséno. Takovéto prekurzorové proteiny zahrnuji kromé
jinych také sérovy amyloidni protein A (ApoSSA), lehky fFetézec
imunoglobulinu, t&Zky fetézec imunoglobulinu, ApoAl, transthyretin,

lyzozym, o fetézec fibrinogenu, gelsolin, cystatin C, B amyloidni
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prekurzorovy  protein  (B-APP), B2-mikroglobulin, prionovy
prekurzorovy protein (PrP), atridlni natriureticky faktor, keratin, IAPP
(ostriivkovy amyloidni polypetidovy protein ), peptidové hormony a
synuklein. Tyto prekurzory zahrnuji také mutantni proteiny,
fragmenty proteint a peptidy vzniklé po proteolyze téchto prekurzor.
V popisovaném provedeni je latka schopna vyvolat imunitni odpovéd’
zam&fenou vili neoepitopu tvofenému vlaknitym proteinem nebo
peptidem, a to podle s ohledem na vléknity prekurzorovy protein. To
znamend, Ze mnoho peptidi nebo proteini tvoficich vldkna jsou
fragmenty t&chto prekurzorovych proteind, napiiklad téch co jsou
vyjmenovany vySe. Pfi tvorb&é téchto fragment, naptiklad
proteolytickym §tépenim, mohou byt odhaleny epitopy, jeZ na
prekurzorové molekule nebyly, z &ehoZ plyne, Ze dokud je fragment
Casti prekurzorového proteinu neni pfistupny imunitnimu systému.
Latkami zacilenymi na takovéto epitopy mohou byt popisované
terapeutické latky, jelikoZ je mén& pravdEpodobné, Ze u pacienta
vyvolaji autoimunitni odpovéd'.

V popisovaném provedeni zahrnuji farmaceutické prostiedky
vynalezu latky zacilené na amyloidni sloZky, mezi néZ patii nejen
nasledujici vléknité peptidy nebo proteiny: AA, AL, ATTR, AApoAl,
Alys, Agel, Acys, AP, APoM, Ascr, Acal, AIAPP a fragment
synuklein-NAC. Celé nazvy a sloZeni téchto peptidd jsou zde
popsany. V oboru jsou dobfe zndmy i metody piipravy takovychto
peptidd, coZ je zde popséno.

V dile popisovaném provedeni zahrnuji latky obsaZené
v takovémto farmaceutickém prostiedku také ﬁréité sulfatované
proteoglykany. V popisovaném provedeni je proteoglykan heparin
sulfat glykosaminoglykan, nejlépe perlecan, dermatan sulfit,
chondroitin-4-sulfat nebo pentosan polysulfat.

Ve shodé s dalS$im popisovanym hlediskem zahrnuje vynélez
metodu prevence nebo 1é&by poruchy charakterizované amyloidnim
plakem u sav¢iho subjektu. Ve shod® stouto &asti vynalezu je
subjektu podavéna G¢inna latka v ddvee schopné vyvolat imunitni

odpovéd proti amyloidni sloZce charakteristické pro amyloidni

[
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9
poruchu, jiZz subjekt trpi. Metody v podstaté zahrnuji podavani
farmaceutickych prostfedkt obsahujicich imunogenni amyloidni
slozku (viz vyse), specifickou pro konkrétni poruchu. Takovéto
metody jsou dale charakterizovany svou u&innosti ve vyvolani
imunogenni odpov&di u subjektu. Podle predloZeného provedeni je
metoda UCinnd ve vyvoldni imunologické odpovédi, jeZ je
charakterizovéna sérovym titrem nejmén& 1:1000 (podle amyloidni
sloZky, vi¢i niZ je imunogenni latka zacilena). Podle dale
popisovaného provedent je, v zavislosti na vldknité sloce, sérovy titr
nejméné 1:5000. Podle popisovaného provedeni je imunitni odpovéd’
charakterizovana mnoZstvim sérové imunoreaktivity, odpovidajici
vice neZ Ctyfnasobné hlading sérové imunoreaktivity naméfené u
kontrolniho vzorku séra pfed zapo&etim 1é&by. Naposledy zminéna
charakteristika je vhodnd zvlast¢ vptipadé kdyZz je sérova
imunoreaktivita méfena technikou ELISA, pfiemz ale miZe byt
vyuZita k jakémukoli relativnimu nebo absolutnimu méfeni sérové
imunoreaktivity. Podle pfedlozeného provedeni je imunoreaktivita
méfena u séra fedéného 1:100.

Podle dale popisovaného hlediska zahrnuje vynéalez metodu pro
uréeni progndézy u pacienta podrobujiciho se 1é&bé amyloidni poruchy.
Viomto pifipadé je u pacienta méfeno mnoZstvi sérové
imunoreaktivity proti amyloidni sloZce charakteristické pro konkrétni
poruchu, pfi¢emZ mnoZstvi sérové imunoreaktivity nejméné &tytikrat
vetsi neZ kontrolni bazilni hodnota indikuje prognézu zlepSeni (podle
konkrétni amyloidni poruchy). Podle pfedloZenych provedeni je
mnoZstvi imunoreaktivity proti vybrané amyloidni sloZce, ptitomné
v pacientové séru charakteristické sérovym titrem nejméné& okolo
1:1000 nebo nejméné 1:5000 (podle amyloidni slozky).

Podle popisovaného hlediska zahrnuje vynalez také takzvanou
pasivni imunizaci, tj. metody a farmaceutické prostfedky pro prevenci
nebo 1é¢bu amyloidnich onemocnéni. Podle tohoto hlediska vynalezu
je pacientiim podavano uéinné mnozZstvi protilatky, ktera se specificky
véaZe na vybranou amyloidni sloZku, pfednostné vsak na vlaknitou &ast

pfitomnou v amyloidnich placich charakteristickych pro 1é&enou
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nemoc. Tyto protilatky jsou vybirany pro jejich schopnost specificky
se vazat na rizné proteiny, peptidy a slozky popisované v souvislosti
s farmaceutickymi prostfedky a metodami popsanymi v piedchozich
odstavcich této ¢asti. Podle popisovaného provedeni mohou takovéto
metody a prostfedky obsahovat kombinace protilatek, které viZou
nejménd dvé amyloidni vléknité slozky. Obecn& jsou tyto
farmaceutické prostfedky podavany pro zvySeni mno¥stvi sérové
imunoreaktivity proti cilové amyloidni sloZce, pfitemZ toto zvySeni je
oproti sérovému mnoZstvi imunoreaktivity v kontrolnim vzorku séra
nejmén¢ C&tyindsobné. Protilitky mohou byt také aplikovany
s nosi¢em, coZ je zde popséno. Obecng jsou takovéto protilatky, ve
shod¢ s timto hlediskem vynélezu, podévany (nebo piipravovany pro
podani) peritonealng, ordlni cestou, intranasilng, subkuténng,
intramuskuldrné, lokalng nebo intraven6zng, ptitemz v§ak mohou byt
podavany (nebo pfipravovany pro podani) jakoukoli farmaceuticky
tcinnou cestou (tj. schopnou zajistit udané terapeutické hladiny, jez
Jjsou urleny vySse).

Podle popisovaného provedeni mohou byt pacientovi
terapeutické protilatky aplikovény podanim polynukleotidu, jeZ
kéduje nejméné jeden fetézec protilatky. Ve shod¥ s timto hlediskem
vynélezu je v pacientovi polynukleotid exprimovén s vysledkem
pfedstavujicim vznik fetézce protilatky v u€inném mnoZstvi. Takovyto
polynukleotid miZe kodovat t€7ky a lehky fetézec nebo Fetdzce
protilatky, a tim umoZnit jejich expresi v pacientovi.

Podle predloZenych provedeni mohou vySe popsané imunizaéni
rezimy zahrnovat vicenisobné podéavani latek zahrnujicich protilatky.
Podani se takto mohou opakovat napfiklad b&hem Sestimé&si&ni
periody s tim, Ze poCate¢ni imunizace je v Sasovych intervalech (napf.
6 tydnt) nasledovana posilovacimi injekcemi, coZ je v oboru dobfe
znamd metoda, pficemZ &asové intervaly se mohou upravit podle
pacientovi potieby (kritériem je dosaZend imunologickd odpovéd).
Alternativni nebo i doplitkovou cestou mohou byt reZimy zahrnujici
pouZiti prostfedkll s postupnym uvolfiovanim G&inné latky. CoZ je

v oboru znama metoda.
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Tyto a ostatni pfedméty a znaky vynélezu se stanou vice
zfejmymi, jestliZe bude &ten i detailni popis vynalezu ve spojeni

s doprovodnymi vykresy.

A. Detinice

Pokud neni zminéno jinak, maji byt viechny zde pouzité
terminy chdpéany tak, jak by jim rozumél odbornik kvalifikovany
v oboru ptedkladaného vynélezu. Odbornici jsou pro definice, terminy
a standardni metody v oborech biochemie a molekul4rni biologie
odkazovéni hlavné na Sambrook, et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Second Edition), Cold Spring Harbor Press,
Plainview, N.Y. a Ausubel, F.M,, et al. (1998) Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, NY. Je ziejmé, Ze
tento vynalez neni omezen konkrétni metodologii, protokoly a
popisovanymi reagenciemi, jelikoZ tyto mohou byt pro dosaZeni
stejného vysledku rizné ménény.

Termin “adjuvant” popisuje latku, kterd pfi podani ve spojeni
s antigenem zvySuje imunitni odpov&d viiéi antigenu, je-li viak
podéna samotna tak Z4dnou imunitni odpovéd vii antigenu
nevytvari. Adjuvanty mohou zesilovat imunitni odpovéd’ zptisoby
mezi néZ patii posileni tvorby leukocyti, stimulace B nebo T-bun&k
(nebo obou zarovetl) a stimulace makrofagi.

“Amyloidni nemoci” nebo “amyloidézou” je mindno mnoZstvi
poruch, které jako symptom nebo jako &ast své patologie maji
hromadéni nebo tvorbu amyloidnich plak®.

“Amyloidni plak” je extracelularni usazenina sloZeni hlavné
zproteinovych vldken. Obecné jsou vldkna tvofena jednim
prevladajicim proteinem nebo peptidem. Plaky vSak mohou byt
sloZeny i z dalSich peptidovych nebo nepeptidovych sloZek, coZ je zde
popséano. _

“Amyloidni sloZkou” je jakakoli molekula, kterd je pfitomna
v amyloidnim plaku obsahujicim antigenni &ast takovéto molekuly.
Amyloidni slozky zahrnuji mimo jiné proteiny, peptidy,
proteoglykany a uhlovodiky. “Specifickou amyloidni slozkou” je

.
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minéna molekula, jeZ se zejména nebo pouze v uritém amyloidnim
plaku.

“Cinidlo” je chemickd molekula syntetického  nebo
biologického ptvodu. V kontextu predkladaného vynalezu je &inidlo
hlavné molekula, ktera miZe byt pouZita ve farmaceutickém
prostiedku.

“Protiamyloidni ¢inidlo” je &inidlo, které je u obratloven
v pfipad€ podéni technikami pasivni nebo aktivni imunizace schopno
vytvafet imunitni odpovéd’ proti sloZce amyloidniho plaku.

Terminem “polynukleotid” a “nukleové kyselina”, jeZ jsou zde
sttidavé pouZivany, je minéna polymerickd molekula s patefi nesouci
baze schopné vazat se vodikovymi vazbami specificky s jinymi
polynukleotidy, pfi¢emZ polymericka patef predklada baze zptisobem
umoZiiujicim takovéto sekventné specifické vodikové vazani mezi
polymerickou molekulou a komplementirnim polynukleotidem (napft.
Jednofet€zcovou DNA). Tyto béze jsou typicky inosin, adenosin,
guanosin, cytosin, uracyl a thymidin. Polymerické molekuly zahrnuji
dvou nebo jednovlikné RNA a DNA a jejich modifikace, napiiklad ty
s methylfosfonatovymi vazbami.

Termin “polypeptid” je zde pouZivan pro latku tvofenou jednim
fetézcem aminokyselinovych zbytkd, spojenych peptidovou vazbou.
Termin “protein” miiZe byt synonymem pro termin “polypeptid” nebo
miZe popisovat komplex dvou &i vice polypeptidi.

Termin  “peptid”  popisuje  také  latku  sloZenou
z aminokyselinovych zbytkii spojenych peptidovou vazbou. Obecng
jsou peptidy sloZeny ze 100 & mén& aminokyselin, zatimco
polypeptidy nebo proteiny obsahuji vice neZ 100 aminokyselin. Zde
pouZivany termin “proteinovy fragment” muZe byt &ten se stejnym
vyznamem jako peptid.

“Vlaknity protein” & “vléknity peptid” je monomerni nebo
agregovana forma proteinu nebo peptidu , jeZ tvofi vlakna vyskytujici
se v amyloidnich placich. Ptiklady takovychto proteint a peptidii jsou

zde uvedeny.
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“Farmaceuticky  prostfedek” popisuje  chemicky nebo
biologicky prostiedek vhodny pro podani do savéiho organismu.
Takovéto prostfedky mohou byt specificky piipraveny pro podini
jednou nebo vice cestami, zahrnujicimi mimo jinych i cestu orélni,
parenteralni, intravendzni, intraarteridlni, subkuténni, intranasalni,
sublingvalni, intraspinalni, intracerebroventrikulérni apod.

“Farmaceutickd pomocna latka” nebo “farmaceuticky pfijatelna
pomocna latka” je nosi€, obvykle kapalina, ve které je poddvéano
terapeuticky aktivni &inidlo. Pomocni litka obecné nedodava
prostfedku Zadnou farmakologickou aktivitu, jakkoli viak mfZe
zajiStovat chemickou nebo biologickou stabilitu (nebo chemickou i
biologickou stabilitu zaroveii) a ovliviiovat uvoltiovani aktivni sloZky
apod. Ukdzkové prostiedky mohou byt nalezeny napiiklad
v Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19t Ed., Grennaro, A., Ed.,
1995.

“Glykoprotein” je protein, na ktery je kovalentnd navazin
nejméné jeden uhlovodikovy fetézec (oligopolysacharid).

“Proteoglykan” je glykoprotein, ve kterém je nejméné jeden
z uhlovodikovych fetézch glykosaminoglykan, co¥ je dlouhy linedrni
polymer sloZeny z opakujicich se disacharidd, v nédmz jednim &lenem
paru je obvykle ,cukrokyselina“ (kyselina uronovd) a druhym je
aminocukr.

Terminy “imunologickd” nebo “imunitni” nebo “imunogenni”
odpoved’ se tykaji vzniku humoralni (zprostfedkované protilatkami)
nebo bunééné odpovédi (zprostiedkované antigenné specifickymi T-
buitkami nebo produkty jejich sekrece), nebo obou typi odpovédi
zaroven, zaméfené proti antigenu v organismu jednotlivého
obratlovce. Takovito odpovéd miZe byt aktivni odpovédi
indukovanou podénim imunogenu nebo pasivni odpovédi
indukovanou podanim protilatky nebo primarnich T-bun&k. Bun&&na
imunitni odpovéd’ je vyvolana pfedkladanim polypeptidovych epitopii
ve spojeni s MHC komplexem tiidy I a II za udelem aktivace
antigenné specifickych CD4 T pomocnych bundk nebo CDS8

cytotoxickych T-bunék (nebo obou typl zaroveil). Tato odpovéd’

.0 (XXX )
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miZe zahrnovat také aktivaci monocytti, makrofagi, NK bungk,
bazofill, dendritickych bungk, astrocyti, mikroglie, eosinofilii nebo
dalsich  sloZzek  pfirozené imunity.  Pftomnost  bundind
zprostfedkované imunologické odpovédi miize byt urdeno standardni
analyzou proliferace (CD4 T-buiiky) nebo v oboru znimymi CTL
analyzami (cytotoxické T lymfocyty). Relativni p¥isp&vky humoralni a
buné€né odpovédi k ochrannému nebo 1é¢ebnému Ginku imunogenu
mohou byt odli§eny pomoci odd&lené izolace frakci imunoglobulinu
(IgG) a T-bunék zimunizovaného syngenniho zvifete a mé&fenim
ochranného a lé¢ebného uéinku u druhého jedince.

“Imunogenni ¢inidlo” nebo “imunogen” nebo “antigen” je
molekula, kterA je po podéni pacientovi schopna indukovat
imunologickou odpovéd’ proti sob& samé, a to bud ve spojeni nebo i
bez pfitomnnosti adjuvantu. Takovéto molekuly zahrnuji naptiklad
amyloidni vlaknité peptidy nebo jejich fragmenty konjugované
s nosnym proteinem, jimZ miZe byt hemocyanin z Diodora aspera,
Cd3 nebo toxin tetanu.

“Epitop” nebo “antigenni determinanta” je ¢ast antigenu, ktera
se vaZe k antigen vézajici ¢asti protilatky.

Terminy “AB”, “AB peptid” a Amyloidni B” peptid jsou
synonymni a popisuji jednu nebo vice peptidovych smési sloZenych
z38 az 43 aminokyselin odvozenych od Beta amyloidniho
prekurzorového proteinu (B-APP). “APxx” popisuje amyloidni B
peptid 1-xx, pfiCemZ xx zna¢i podet aminokyselin v peptidu; napf.,
AB42 je shodny s AP1-42, ktery je zde popisovan také jako
“AN1792” a AB40 je shodny s AB1-40, ktery je zde popisovén také
jako “AN1578”.

Disagreagovany nebo monomerni AP znadi rozpustné,
monomerni peptidové z AP. Jednou z metod pfipravy monomernich
AP je rozpusténi lyofilizovaného peptidu v Eistém DMSO pomoci
sonikace. Vysledny roztok je za ulelem odstranéni v3ech
nerozpustnych d&astic centrifugovan. Agregovany AP je smés
oligomert, ve kterych drzi monomerni jednotky pohromadg

nekovalentnimi vazbami.
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Termin “nahy polynukleotid” znadi polynukleotid bez obsahu
koloidnich latek. Nahé polynukleotidy jsou n&kdy klonovany
v plazmidovém vektoru.

Termin “pacient” zahrnuje lidsky nebo savéi subjekt, ktery
prodé€lava profylakticky nebo lé¢ebny zasah.

Terminy “vyznamné odlisny od”, “statisticky vyznamny”,
“vyznamn€ vyS$Si (nebo niZsi) nez”, a jim podobna slovni pojeni
popisuji porovnani rdznych dat, pfidem? rozdily mezi dvéma
porovnavanymi jednotlivei nebo skupinami jsou $kolenému
pozorovateli zjevné nebo dostateiné zfejmé, nebo také statisticky
vyznamné (jestliZe spojeni zahrnuje termin “statisticky”, nebo kdy? je
pfitomen n&jaky udaj ze statistického testu, jako tfeba p-hodnota, nebo
kdyZ jsou data po analyze standardnimi statistickymi testy statisticky
rozdilna).

Prostiedky nebo metody obsahujici jednu nebo vice
z uvedenych sloZek mohou obsahovat i jiné slozky, je nejsou zvlast
uvedeny. Naptiklad prostiedek, ktery zahrnuje vlaknitou peptidovou
slozku, zahrnuje jak peptid samotny, tak i jako soudast delsi
polypeptidové sekvence. Zjednodusen& to lze vyjadiit tak, Ze
prostiedek obsahujici sloZku A a B, zahrnuje také sloZeni vymezené
slozkami A, B a C.

B. Amyloidni onemocn&ni
1. Pfehled a patogeneze

Amyloidni onemocnéni nebo amyloidézy zahrnuji mnoZstvi
stavii s Sirokym spektrem vn&jsich pfiznaki.. Spolednym znakem
téchto poruch je pfitomnost abnormalnich extracelularnich usazenin,
tvofenych proteinovymi vldkny a znamymi jako “amyloidni
usazeniny” nebo “amyloidni plaky”, jez jsou velké v okolo 10 aZ 100
pm v priméru a jsou lokalizovany v urditych organech nebo &astech
tkang. Takové plaky jsou sloZeny hlavné z ptirozens se vyskytujicich
rozpustnych peptid nebo proteinii. Tyto plaky (jeZ jsou nerozpustné)
jsou vétsinou sloZeny z lateralnich agregath vlaken, jejichZ velikost je

pfiblizné 10 aZ 15 nm v primé&ru. Amyloidni vldkna tvoii po obarveni

e o900
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barvou Congo Red v polarizovaném svétle charakteristicky, jable¢n&
zeleny dvojlom. Tyto poruchy jsou t¥idény podle majoritni vlaknité
sloZky, jeZ tvoii amyloidni usazeniny, coZ je rozebrano dale.

Peptidy nebo proteiny tvofici amyloidni plakyjsou vznikaji
Casto z prekurzorového proteinu. Lze tak fici, Ze patogeneze usazenin
tvofenych amyloidnimi vldkny obecnd zahrnuje proteolytické Stépeni
“abnormélniho” prekurzorového proteinu na jednotlivé fragmenty.
Tyto fragmenty se zpravidla seskupuji do antiparalelnich B-
skladanych listd; nicmén& u nékterych nedegradovanych forem
prekurzorového proteinu bylo zjisténo shlukovani a tvorba vliken
(rizna vldkna transthyretinu u familialni polyneuropatie a vlakna B2
mikroglobulinu u amyloidézy spojené s dialyzou; Tan, et al., 1994, viz

vyse).

2. Klinické syndromy

V této Casti jsou popsany hlavni formy amyloidéz s popisem
charakteristickych vlaknitych slozek vyskytujicich se v amyloidnim
plaku. Hlavnim objevem pfedklddaného vynélezu je zjisténi, Ze
amyloidni onemocnéni mohou byt lé&ena podavanim &inidel, ktera
stimuluji imunitni odpoveéd’ zacilenou proti specifické sloZce nebo
slozkam (podle konkrétni amyloidni poruchy) réiznych amyloidnich
plaki. Takovéto slozky jsou nejlépe soudasti vlaken, jeZ tvofi plaky,
coz je podrobnéji diskutovano v oddilu C. Nésledujici oddil slouzi
k pfikladnému zndzornéni hlavnich forem amyloidéz, pfi¢em? jeho

cilem neni nijak vymezovat ¢&i limitovat moZnosti vynalezu.

a. AA (reaktivni) amyloidéza

AA amyloidéza je vétSinou projevem mnoZstvi nemoci, které
zptsobuji trvalou akutni fazi. Takovéto nemoci zahrnuji chronické
zanéty, chronické lokalni nebo systemické mikrobidlni infekce a
zhoubné nédory.

AA vlékna jsou vétSinou sloZena z fragmenti o velikosti 8 000
daltoni (AA peptid nebo protein) vytvofenych proteolytickym

St€penim sérového amyloidniho A proteinu (ApoSSA), coZ je
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cirkulujici apolipoprotein, jenZ se vyskytuje v HDL Casticich, a ktery
je syntetizovén v hepatocytech néasledné po jejich stimulaci cytokiny
(napf. IL-1, IL-6 a TNF). Amyloidni plaky mohou byt rozsifené po
celém tele, prednostné viak v organech s parenchymatickou stavbou.
Mistem s astym vyskytem plakd je slezina, p¥idemz postiZeny mohou
byt i ledviny. Plaky se b&Zn& vyskytuji i v srdci a gastrointestinalnim
traktu.

AA amyloidni onemocnéni zahrnuji mimo jiné zanétliva
onemocnéni, jako jsou tfeba revmatoidni artritida, juvenilni chronick4
artritida, ankylézni spondytilida, psoridza, psoritickd arthropatie,
Reiteriv syndrom, Stillova choroba, Bechtérevova nemoc a Crohnova
nemoc. AA usazeniny vznikaji také jako vysledek chronickych
mikrobidlnich infekci, jako jsou tfeba lepra, tuberkul6za,
bronchiektazie, dekubitilni viedy, chronicka pyelonefritida,
osteomyelitida a Whippleova nemoc. Urtité zhoubné nadory mohou
byt také pfiCinou vzniku AA vldknitych usazenin. Mezi tyto patii
Hodgkiniv lymfom, rendlni karcinom, karcinomy stieva, plic a
urogenitalniho traktu, karcinom bazalnich bun&k a leukemie vlasatych

bunék.

b. AL amyloidézy

AL amyloidni usazeniny jsou spojeny se skoro kaZdou
dyskrazii B lymfocytarni linie, sahajici od zhoubného bujeni
plazmatickych bunék (mnohondsobny myelom) a? k nezhoubné
monoklondlni gamapatii. P¥itomnost amyloidnich usazenin miZe byt
obcas prvotnim indikatorem probihajici dyskrazie.

Vldkna AL amyloidnich usazenin jsou sloZena zlehkych
fetézcl monoklondlniho imunoglobulinu nebo zjejich fragmenti.
Tyto fragmenty pochdzeji z N-koncové &asti lehkého fetézce (kappa
nebo lambda) a obsahuji téZ celou nebo pouze &ast variabilni (V)
domény. Usazeniny se objevuji zejména v mesenchymatickych
tkanich, kde zplsobuji periferni a autonomni neuropatii, syndrom
karpalniho  tunelu, makroglosii, restriktivni kardiomyopatie,

arthropatii velkych kloubd, imunitni dyskrazii, myelomy, stejné tak
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jako skryté dyskrazie. Je vSak nutno poznamenat, Ze napadena mize

v podstaté jakakoli tkari, zv1aste ale visceralni organy (napf. srdce).

c. D&di¢né systemické amyloidézy

Vrozenych systemickych amyloidéz existuje mnoho druhi.
PfestoZe se vyskytuji relativng vzacné, nastup symptoma v dospélosti
a jejich dédi¢né podmindni (obvykle jsou autosomalné dominantni)
vede k pfetrvavani t&chto poruch v celkové populaci. Syndromy lze
veétsinou ptisoudit bodovym mutacim v prekurzorovém proteinu, jez
vedou ktvorbé riiznych amyloidogennich peptidti nebo proteint.
Tabulka 2 shrnuje typické sloZeni vléken druh@i té&chto poruch.

Udaje uvedené v tabulce 2 jsou pouze exemplarni a neni jimi
zamySleno  n&jak  omezovat rozsah uplatnéni  vynéalezu.
V transthyretinu bylo napiiklad popséno vice neZ 40 odlisnych
bodovych mutaci, pfiCemZ vSechny vedou ke vzniku klinicky
podobnych forem familidlni amyloidni polyneuropatie.

Transthyretin (TTR), ktery je &asto nazyvan jako prealbumin, je
protein o velikosti 14 kilodaltond. Je vytvafen vjatrech a v
choroidnim plexu a jeho funkei je transport thyroidnich hormonti a
vitaminu A. Za rlizné formy familidlni amyloidni polyneuropatie
zodpovidd nejméné 50 riznych forem proteinu, pritemZ kazda je
charakteristickd zménou jediné aminokyseliny. Napiiklad substituce
prolinu za leucin v pozici 55 vede k obzvlasté progresivni form&
neuropatie; substituce methioninu za leucin v pozici 111 vedlo u
dénskych pacientl k t€Zké neuropatii. Amyloidni usazeniny izolované
ze srdeéni tkané€ pacientll se systemickou amyloidézou odhalilo, Ze
usazeniny jsou sloZeny z heterogenni smési TTR a jeho fragmenti,
spole€n€ nazyvané jako ATTR (jeho celd sekvence jiz byla uréena).
Vléknité slozky ATTR mohou byt z takovychto plakl extrahovany a
dile pak urlena jejich struktura a sekvence, a to podle v oboru
zndmych metod (napf., Gustavsson, A., et al., Laboratory Invest.
73:703-708, 1995; Kametani, F., et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 125:622-628, 1984; Pras, M., et al., PNAS 80:539-42,
1983).

*
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Osoby s bodovou mutaci v molekule apolipoproteinu Al (napt.,
Gly — Arg26; Trp—> Arg50; Leu — Arg60) vykazuji formu
amyloidézy (“typ Ostertag”) charakteristickou usazeninami proteinu
apolipoprotein Al nebo jeho fragmenti (AapoAl). Tito pacienti maji
nizké hladiny vysokodensitniho lipoproteinu (HDL) a vykazuji
periferalni neuropatii nebo selhani ledvin.

Mutace v alfa fetézci enzymu lyzozymu (napt., Ile—>Thr56
nebo Asp—>His57) je zdkladem jiné formy nonneuropatické d&diéné
amyloidozy typu Ostertag, jeZ se vyskytuje v anglickych rodinach.
V tomto piipad€ jsou usazeniny tvofeny vldkny mutantniho proteinu
lyzosymu (Alys) a pacienti vykazuji vétsinou zhorSenou funkeci ledvin.
Tento protein je na rozdil od v&tSiny zde popisovanych proteind
tvoficich vlakna pfitomen v nedotfené (nefragmentované) formé
(Benson, M.D., et al. CIBA Fdn. Symp. 199:104-131, 1996).

p-amyloidni peptid (AB) je 39 aZ 43 aminokyselinovy peptid,
jez vznikd proteolyzou velkého proteinu znsmého jako beta amyloidni
prekurzorovy protein (BAPP). Mutace v PBAPP vedou ke
vzniku familidlnich forem Alzeimerovy nemoci, Downovu syndromu
nebo senilni demence (nebo obou), je jsou charakteristické
mozkovymi usazeninami, které jsou sloZeny z vlaken AP a dalsich
sloZek popsanych detailngji niZe. Znamé mutace v APP, spojené
s Alzheimerovou chorobou se objevuji pobliZ mist $tépeni B nebo y
sekretdzou nebo uvnitf AP. Napfiklad pozice 717 je pfilehld mistu
Stépeni APP y-sekretédzou, pfi némZ vznikd AB a pozice 670/671 je
v sousedstvi mista kde APP 3t&pi B-sekretdza. Mutace v jakémkoli
zt&chto zbytkl mlZe vést ke vzniku Alzheimerovy choroby,
pravdépodobné diky zvétSeni podilu aminokyselinové formy 42/43 v
celkovém mnoZstvi vznikajiciho AP z APP. Struktury a sekvence
riznych forem AP peptidi jsou voboru dobie zndmy. Takovéto
peptidy mohou byt syntetizovany pomoci v oboru zndmych metod
(napf., Glenner and Wong, Biochem. Biophys. Res. Comm. 129:885-
890, 1984; Glenner and Wong, Biochem. Biophys. Res. Comm.
122.1131-1135, 1984). Rizné formy téchto peptidi jsou dokonce

komeréné dostupné.
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Synuklein je protein podobny apolipoproteinu a vyskytujici se
hojné v cytosolu neuronii a v presynaptickém zakon&eni. Peptidové
fragmenty pochazejici z o-synukleinu a nazyvané NAC jsou také
sloZkami amyloidnich plakii tvoficich se pfi Alzheimerové chorobg
(Clayton, et al., 1998). Tato slozka slouzi také jako cil pfi lé¢ebnych
metoddch zaloZenych na imunologickych postupech a zahrnutych
v pfedkladaném vynalezu, coZ je popsano niZe.

Gelsolin je vapnik vazajici protein, ktery se vaZe na aktinova
filamenta. Mutace tohoto proteinu v pozicich 187 (napf., Asp—Asn;
Asp—Tyr) vede ke vzniku formy d&diné systemické amyloidézy,
obvykle se nachdzejici u pacientii ve Finsku, stejn& tak jako u osob
pochézejicich z Holandska nebo Japonska. U postiZenych jedinct,
sestdvaji vldkna tvofend zfragmenti gelsolinu (Agel) obvykle
z aminokyselin 173 aZ 243 (68 kDa fragment na karboxylovém konci)
a jsou ukladdana v krevnich cévach a bazalnich membranich, coZ ddva
vznik kornedlni dystrofii a kranidlni neuropatii, kterd se rozviji
v periferni neuropatii a vede k dystrofickym zmé&nam ktZe a ukladani
usazenin v dalSich organech (Kangas, H., et al. Human Mol. Genet.
5(9):1237-1243, 1996).

Jiné mutantni proteiny, jako tfeba mutantni alfa fetézec
fibrinogenu (AfibA) a mutantni cystatin C (Acys) také tvofi vldkna a
davaji vznik charakteristickym vrozenym poruchim. Vldkna AfibA
tvofi usazeniny charakteristické pro nonneuropatické dé&di¢né
amyloidézy pii poruchich ledvin; usazeniny vldken Acys jsou
charakteristické pro vrozenou cerebralni amyloidni angiopatii
hlaSenou na Islandu (Isselbacher, et al.,, Harrison’s Principles of
Internal Medicine, McGraw-Hill, San Francisco, 1995; Benson, et al.,
viz vySe.). Minimalné u jistého mnoZstvi pacientd s cerebralni
amyloidni angiopatii (CAA) bylo prokdzano, e amyloidni vlakna
obsahuji nemutovanou formu cystatinu C ve spojeni s beta proteinem
(Nagai, A., et al., Molec. Chem. Neuropathol. 33:63-78, 1998).

Ur¢ité formy prionovych onemocnéni (az 15 % ptipadil) se nyni
povazuji za dédiéné, i kdyZ dfive se myslelo, Ze jsou piedeviim

infekéniho pavodu (Baldwin, et al, in Research Advances in
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Alzheimer’s Disease and Related Disorders, John Wiley and Sons,
New York, 1995). V pfipadé takovychto prionovych poruch se u
pacientll vytvari plaky tvofené abnormalnimi isoformami norméalniho
prionového proteinu (PrP°). Pevladajici mutantni isoforma (PrP%°),
nazyva také jako AScr se li8i od normalniho bun&&ného proteinu svou
resistenci proti degradaci protedzami, nerozpustnosti po extrakci
pomoci detergentu, ukldddnim v sekunddrnich lysozémech,
posttranslacni ipravou a vysokym obsahem konformace B-skladaného
listu. Genetickd pfiina byla prokdzdna nejméné u péti mutaci
vedoucich ke vzniku Creutzfeldt-Jacobsovy choroby (CJD),
Gerstmann-Striussler-Scheinker syndrom (GSS) a fatalni familialni
insomnie (FFI) (Baldwin). Metody pro extrakci vldknitych peptidd
z vldken scrapie, ureni sekvenci a syntéza takovych peptidd jsou
v oboru zndmy (napf., Beekes, M., et al., J. Gen. Virol. 762567-76,
1995).

Napfiklad jedna zforem GSS byla spojena smutaci PrP
v kodonu 102, zatimco telencefalickd GSS byla segregovana s mutaci
v kodonu 117. Mutace v kodonech 198 a 217 vedou ke vzniku formy
GSS, u které neuritické plaky, charakteristické pro Alzheimerovu
chorobu obsahuji PrP namisto peptidu AP. U ur¢itych forem familidlni
CJD byla prokézana souvislost s mutacemi v kodonech 200 a 210;
mutace v kodonech 129 a 178 byly nalezeny jak u familialni CJD, tak

1 u familidlni FFI (Baldwin, viz vyse).

d. Senilni systemické amyloidézy

MnoZstvi systemickych i lokalnich amyloidni usazenin se
s vékem zvySuje. Napiiklad vldkna divokého typu transthyretinu
(TTR) je moZno b&Zn€ nalézt v srdedni tkéani star$ich jedincd, coZ
miiZe byt asymptomatické, klinicky “tiché” nebo skongit s vysledkem
srde¢niho selhani. Asymptomatické vlédknité lokalni usazeniny se
mohou objevit také v mozku (AP), v corpora amylacea prostaty (AP,

mikroglobulin), v kloubech a v semennych vaccich.

e. Mozeckové amyloidozy
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Lokélni usazeniny amyloidu jsou b&¥né v mozku, zvlagété.u' .
starSich jedincii. Nejéast&jsi typ amyloidu nachazejiciho se v mozku,
jenZ sloZen hlavng zvlaken peptidu AP, vede k demenci nebo
sporadické (ned€di¢né) Alzheimerové chorobd. Ve skute¢nosti viak
vyskyt sporadickych forem Alzheimerovy choroby daleko pfevysuje
formy dédi¢né. Vlaknité peptidy tvotici tyto plaky jsou velmi podobné

tém, jenZ byly popsény v souvislosti s Alzheimerovou chorobou (AD)

vyse.

f. Amyloidézy spojené s dialyzou

U pacientd s dlouhodob& se podrobujicich hemodialyze nebo
peritonedlni dialyze je moZno b&zn& nalézt plaky sloZené z vlaken B,
mikroglobulinu (AB,M). B, mikroglobulin je polypeptid o velikosti
11,8 kDa a je lehkym fetézcem antigeni MHC komplexu tiidy 1,
pfitomnym na kazdé butice sjadrem. Za normalnich okolnosti je
z buné¢nych membran plynule uvoliiovan a filtrovan ledvinami. P¥
poruse olistovaci schopnosti ledvin, jako napiiklad v piipadd
zhorSené funkce ledvin dochézi v ledvinich a na jinych mistech
(zejména v na kolagen bohatych kloubnich tkanich) k jeho ukladani.
Na rozdil od jinych vldknitych proteinii jsou molekuly AP,M ve
vlaknech vétSinou piitomny v nefragmentované formé (Benson, viz

vyise).

g. Amyloid6zy odvozené od hormonii

Endokrinni orgédny mohou byt sidlem amyloidnich usazenin,
zv]asté u starSich jedinct. Horm(;ny vylucujici tkan¢ zasaZené tumory
mohou obsahovat amyloidni plaky odvozené od hormont také. Tyto
plaky jsou tvofeny vlékny polypeptidovych hormond jakymi jsou
tfeba kalcitonin (meduldrni karcinom $titné Zlazy), IAPP (amylin;
ostritvkovy amyloidni polypetidovy protein ; objevujici se u vétsiny
pacientli s diabetem typu II) a atridlni natriureticky peptid (izolovana
atridlni amyloidéza). Sekvence a struktury téchto proteinii jsou

v oboru dobie znamé.




26

h. Nezafazené amyloidézy

Existuje mnoZstvi dal3ich forem amyloidni choroby, které se za
normalnich  okolnosti  projevuji  lokalizovanymi  usazeninami
amyloidu. Obecné plati, Ze tyto nemoci jsou pravdépodobné
vysledkem lokalizované tvorby a/nebo chybgjicim katabolismem
uréitych vldknitych prekurzorti nebo sklonem uréité tkang (jako tfeba
kloub) k ukladéani usazenin. Mezi pfiklady takovychto idiopatickych
usazenin lze zahrnout noduldrni AL amyloidy, koZni amyloid,

endokrinni amyloid a amyloid spojeny s tumory.

C. Farmaceutické prostiedky

Objevem predkladaného vynélezu je zjisténi, e prostiedky
schopné vyvolat nebo vybavit imunitni odpovéd’ zamé&fenou proti
urCitym slozkdm amyloidnich plakii jsou G&inné pfi 1é¢bé amyloidnich
onemocnéni nebo pii prevenci jejich vzniku. Podle zde poskytovaného
vyndlezu jde pfedev$im o moZné zabrangni postupu choroby, zlepSeni
Jejich pfiznaki a/nebo sniZeni amyloidni z4tée u postiZenych jedinci,
to v8e za predpokladu podani imunostimula&ni davky antiamyloidniho
¢inidla nebo odpovidajici protiamyloidni imunitni slozky pacientovi.
Tato &ast popisuje ukézkova protiamyloidni &inidla, jeZ vyvolavaji
aktivni nebo pasivni imunitni odpovédi proti amyloidnim plakim a
poskytuji ukazkové idaje zndzortiujici udinek viivu téchto prostiedkd
na amyloidni zat&z.

Protiamyloidni €inidla tohoto vynélezu sestavaji obecnd ze
specifické plakové slozky, ptidemZ nejlépe slozky tvorici vlikna.
Takovato slozka je obvykle charakteristicky protein, peptid nebo
jejich fragmenty, coZ bylo popsino v pfedchozim oddilu a bude
doloZeno piiklady niZe. LéSebnd &inidla uvadéna v predkladaném
vynalezu vyvolavaji nebo ovliviiuji imunitni odpovéd’ vii&i plaku nebo
spiSe proti jeho vldknité sloZce. Takovato &inidla tudi* mimo jiné
zahrnuji tyto slozky samy, jejich varianty, analogy a mimetika t&chto
slozek, jez indukuji protilatky proti této vlastni sloZce a/nebo s nimi
kiizové reaguji. Takovato &inidla zahrnuji déle i vlastni protilatky

nebo T-butiky, které specificky reaguji samyloidni sloZkou.
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DileZitym znakem je to, Ze farmaceutické prostfedky neobsahuji
nespecifické slozky, tj. sloZky, které v t&le cirkuluji a nebo jsou v ném
vSudypfitomné. Pfikladem mtiZe byt sérovy amyloidni protein (SAP),
coZ cirkulujici plazmaticky glykoprotein, ktery vznika v jatrech a vaze
se na vétSinu znamych forem amyloidnich usazenin. Lé&ebné
prostfedky jsou pfednostné zaméfeny na tuto sloZku.

Vyvolani imunitni odpovédi miZe byt aktivni, jako v piipads
podani imunogenu pacientovi, coZ nasledng indukuje T-buriky
reagujici se danou slozkou nebo pasivni, jako v pfipadé podéni
samotné protilatky, jeZ se specificky vaZe na na amyloidni slozku
piitomnou v t€le pacienta. Ukazkova &inidla vyvolavajici imunitni
odpovéd’ proti amyloidnim plakim jsou popsdna v nasledujicich
oddilech.

Farmaceutické prostiedky pfedkladaného vynalezu mohou
krom€ imunogenniho ¢inidla nebo &inidel zahrnovat v Ginném
mnoZstvi také adjuvant a/nebo pomocnou latku. Farmaceuticky a&inné
a uZite¢né adjuvanty a pomocné latky jsou v oboru dobfe znamy a

jsou detailngji popsany v nasledujicich oddilech.

1. Imunostimula¢ni ¢inidla (Aktivni imunitni odpovéd’)
a. Prostfedky proti viaknim

Jedna zhlavnich t¥id pfedkladanych protiamyloidnich ¢&inidel
obsahuje Cinidla odvozena od vldknitych amyloidnich proteinti. Jak jiZ
bylo zminéno vy$e, znakem amyloidnich onemocnéni je ukladani
amyloidnich plakii (tvofenych hlavng z vlaken, pfifemZ tyto vldkna
jsou sestavena hlavné z charakteristickych vlaknitych proteinti nebo
peptidd) v organech. Podle predklddaného vyndlezu je takovato
vlaknitd proteinovd nebo peptidova slozka G¢innym d&inidlem pfi
vyvolani protiamyloidni imunitni odpovédi.

Tabulky 1 a 2 shrnuji typické vlakna tvofici proteiny, jeZ jsou
pro riiznd amyloidni onemocnéni charakteristické. Ve shod& s timto
hlediskem ptedkladaného vyndlezu ma podani imunostimulaéniho

prostiedku, obsahujiciho patfi¢né vlaknité proteiny a zahrnujiciho
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jejich homology nebo fragmenty postizenym jedinctim, lé€ebné hebo -~ °° ****

profylaktické tiGinky.

Piikladem je AP, znimy také jako B-amyloidni peptid nebo
peptid A4 (viz patent US 4 666 829; Glenner & Wong, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 120, 113, 1131, 1984), jenz se sklada z 37 az
43 aminokyselin, a ktery je hlavnim slozkou charakteristickou pro
plaky u Alzheimerovy choroby. AP je tvofen z vétsiho proteinu APP
pomoci dvou enzymd, zvanych B a y sekretdzy (viz Hardy, TINS 20,
154, 1997).

Piiklad 1 popisuje vysledky experimentu provedeného pro
podepfeni predklddaného vyndlezu, a ve kterém byl peptid Ap42
podén heterozygotnim transgennim myS$im, jeZ exprimovaly
v nadbyte¢ném mnoZstvi lidsky APP smutaci v pozici 717. Tyto
mysi, znamé jako “PDAPP mysi” vykazuji patologii shodnou
s Alzeheimerovou chorobou a jsou pouZivany jako zvifeci model pro
studium Alzheimerovy choroby (Games, et al., Nature 373:523-7,
1995). V tomto pfikladu je popsédno, Ze tyto mysi ve svém mozku
vykazuji zjistitelnou neuropatologii plaku AB uz od $estého mésice
Zivota, pficemz ukladéni plaku s vékem roste. Ve zde popisovanych
experimentech byl my$im podavan agregovany AP42 (AN1792).
VétSina z lé€enych my$i (7 z9) neméla na rozdil od kontrolnich
my$i, jez nebyly nijak oSetfeny nebo jim byl aplikovan pouze solny
roztok, a u nichZ bylo zji§téno vyznamné mnoZstvi amyloidni zatéZe,
ve 13tém mésici Zivota v mozku Zadné zjistitelné amyloidni plaky
(obr. 2). Tyto rozdily byly je$t& vice patmé v hipokampu (obr. 3).
Lécené mySi vykazovaly také vyznamné titry sérovjrch-protilétek proti
AP (vSechny vétsi nez 1:1000, 8 z 9 v&tsi neZ 1:10 000; obr. 1, tabulka
3A). Mysi, jimZ byl aplikovan pouze solny roztok vykazovaly pfi
fedéni séra 1:100 obecné vice neZ 4 aZ Skrat men3i hladiny protilatek
proti AP, a to v jakémkoli sledovaném &ase a nevykazovaly tedy
oproti kontrole Zadnou vyznamnou odpovéd’ (tabulka 3B). Tyto studie
ukazuji, Ze injekce specifického vléknitého peptidu (AP) vede
k ochrané proti ukladani AB amyloidnich plak.
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Sérovy amyloidni protein (SAP) je cirkulujici plazmaticky
glakoprotein, jenZ je tvofen v jatrech a vaze se na vSechny typy
amyloidnich vliken (vazba zavisi ptitomnosti na vapniku). Mezi tyto
vlakna patif i vlakna cerebralnich amyloidnich plaki u Alzheimerovy
choroby. Casti uskutenénych experimentii byla injekce SAP skuping
mysi, pfiemZ u t&chto mysi doslo k vytvoteni vyznamnych sérovych
titr proti SAP ( 1:1000 aZ 1: 30 000), ale nedoslo k vytvofeni
zjistitelnych  sérovych titrd proti peptidu AB a doSlo k vzniku
neuropatologie cerebralniho plaku (obr. 2).

Dalsi experimenty (viz piiklad 2) ukézaly, Ze imunogenni
tcinek injekci AP u mysi 1é8enych mezi 5 tydnem a asi 8 mésicem
Zivota je zavisly na davce. U t&chto my$i doslo s rostoucim podtem
imunizaci a se zvySujici se davkou i k zvySeni sérového titru proti AB.
Po &tyfech imunizacich se sérové titry (v davkach od 1 do 300pg)
méfené vzdy pét dni po imunizaci ustélily na hladinich okolo 1:10
000 (obr. 5).

Dodatedné experimenty pro podpofeni ptedkladaného vynalezu
jsou popsany v pfikladu 3. Vtomto ptikladu byl PDAPP my3im
v ur¢itém Casovém bodu (okolo 11 mésice véku, coZ je doba, ve které
jsou jiZ zjistitelné amyloidni plaky v jejich mozku) zah4jeno podavani
AP42. V téchto studiich byla zvifata imunizovéna AB42 nebo solnym
roztokem, pii¢emzZ pro zjisténi jejich amyloidni zatéZe byla usmrcena
ve v€ku 15 nebo 18 mésicll. Z obrazku 7 je vidét, Ze 18 mésich staré
myS$i vykazovaly vyznamné niz8i praméry amyloidni zatéZe (plakova
zateZ, 0,01 %) neZ 18 mésict stard kontrolni zvifata, jimZ bylo
aplikovano PBS (solny roztok pufrovany fosfatem) (plakova zats, 4,7
%), 1 neZ 12 mésich stard nelédend zvifata (0,28 %), i nichZ byla
amyloidni zAté€Z méfena obrazovou analyzou (podrobné&ji viz ptiklad
3, cast 8). Tyto experimenty ukazuji Glinnost lécebnych metod
pfedkladaného vyndlezu, definovanou sniZenim existujici plakové
zat€Ze a zabranéni vzristu plakové zatéZe u nemocnych jedinci.

Podle tohoto hlediska vynalezu, jsou 1é&ebn4 ¢&inidla odvozena
z vldknitych peptidi nebo proteind, které tvofi plaky charakteristické
pro danou chorobu. Témito ¢inidly mohou byt i latky slozkam plaki
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antigenn& obdobné do takové miry, aby byly schopny vyvolat imunitni
odpoved’, kterd také kiiZov& reaguje s vlaknitymi slozkami plak.
Tabulky 1 a 2 poskytuji pfiklady takovychto vlaknitych peptidi a
proteind, pfi¢emZ jejich sloZeni a sekvence jsou v oboru zZnamy a
mohou byt zndmymi metodami jednoduse urdeny (viz odkazy
citované niZe a v Sekci B2 pro reference, které popisuji specielné
metody extrakce a/nebo tvorby rGiznych vlaknitych slozek; dalii
piiklady vlaknitych sloZek jsou popsany niZe.

Takto bude, ve shod¢ s ptedklddanym vynalezem, v piipadé
ureni diagnézy amyloidniho onemocnéni (klinicky a/nebo biopsii)
zkuleny praktik schopen zjistit sloZeni vlaken amyloidni usazeniny a
poskytnout &inidlo, které vyvold imunitni odpovéd® zamékenou proti
vlaknitym peptidim nebo proteiniim.

Jak jiz bylo popsano vyse, tak lé¢ebnym &inidlem uzZivanym
v piipadé 1é¢by Alzheimerovy choroby nebo jinych amyloidnich
onemocnéni, charakteristickych ukladanim vlaken AB mohou byt
piirozené se vyskytujici formy peptidu AP, obzvlast¢ viak lidské
formy (tj. AP39, AB40, AB41, AB42 a AP43). Sekvence téchto
peptidi a jejich pfibuznost s prekurzorem APP jsou v oboru znimy
resp. v oboru dobfe zndma (napf., Hardy et al., TINS 20, 155-158,
1997). Naptiklad AB42 ma sekvenci: H,N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-
Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-
Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-
Ile-Ala-OH. (SEQ ID No:1).

AB41, AB40 a AB39 se od AB42 lisi neptitomnosti Ala, Ala-Ile
a Ala-Ile-Val na C-koncové &asti peptidu. AP43 se od AP42 lig
piitomnosti threoninového zbytku na C-konci. Podle piedloZeného
provedeni vyndlezu budou 1éEebna <&inidla vyvolavat imunitni
odpoved proti ¢asti nebo celé vldknité sloZce dané nemoci. Napiiklad
pfedloZend imunogenni latka proti AP je &inidlo, které indukuje
protilatku specifickou vii¢i volnému N-konci AB. Takovéto latka ma
tu vyhodu, Ze nerozeznava prekurzorovy protein, B-APP a sniZuje

tedy pravdépodobnost vzniku autoimunitni reakce.
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U dalsiho piikladu tykajiciho se pacienti postiienycl.l
nemocemi charakteristickymi ukladanim vlaken AA (napf. chronické
zanéty, chronické lokalni nebo systemické mikrobidlni infekce a
zhoubné nadory) lze ocenit, Ze pacienti mohou byt léleni AA
peptidem, coZ je zndmy, 8 kDa velky fragment sérového amyloidniho
A proteinu (ApoSSA). Mezi typické AA amyloidni poruchy patii
mimo jiné zanétlivd onemocnéni jako tfeba revmatoidni artritida,
juvenilni chronickd artritida, ankylézni spondytilida, psoridza,
psoritickd  arthropatie, ReiterGv syndrom, Stillova choroba,
Bechtérevova nemoc, Crohnova nemoc, chronické mikrobialni infekce
jako jsou tieba lepra, tuberkuldza, bronchiektazie, dekubitalni viedy,
chronicka pyelonefritida, osteomyelitida a Whippleova nemoc a stejné
tak i zhoubné nadory mezi néZ patfi Hodgkinliv lymfom, renalni
karcinom, karcinomy stfeva, plic a urogenitdlniho traktu, karcinom
bazalnich bunék a leukemie vlasatych bunék.

AA peptid patii do heterogenni skupiny peptidii vznikajicich
z N-koncové &asti sérového amyloidniho A proteinu (ApoSSA),
pocinajice zbytkem prekurzorového proteinu 1,2 nebo 3 a koncice
kdekoli mezi zbytky 58 a 84; vldkna AA jsou obycejné sloZena ze
zbytkt 1 az 76. Pfesné struktury a sloZeni mohou byt uréeny, pfi¢emz
nasledna syntéza prislu$nych peptidd je moZna diky v oboru dobie
znamym metodam (Liepnieks, J. J., et al. Biochem. Biophys. Acta
1270:81-86, 1995).

Fragmenty vzniklé z N-koncové ¢asti lehkého fetézce (kappa
nebo lambda fetézec) imunoglobulinu a obsahujici jeho variabilni
(V) doménu nebo jeji €ast, vétSinou tvoii amyloidni usazeniny
v mesenchymatickych tkénich, kde zplisobuji periferni a autonomni
neuropatii, syndrom karpalniho tunelu, makroglosii, restriktivni
kardiomyopatie, arthropatii velkych kloubti, imunitni dyskrazii,
myelomy, stejné tak jako skryté dyskrazie. Prostfedky vynalezu budou
pfednostné vyvolavat imunitni odpovéd pouze proti ¢asti lehkého
fetézce, pfednostné proti “neoepitopu” (epitop, ktery vznikd jako
vysledek rozpadu matefské molekuly), aby bylo omezeno pripadné

autoimunitni pisobeni.

>
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Létebnym metoddm predkladaného vynalezu jsou pfistupna i
riznd vrozend amyloidni onemocnéni. Takovéto choroby jsou
popsany vySe, v €asti B.2. Napiiklad rizné typy familidlni amyloidni
polyneuropatie jsou diisledkem existence vice nez 50 forem (kazda je
zplsobena zménou jediné aminokyseliny) transthyretinu (TTR), 14
kDa velkého proteinu tvofeného v jatrech. Mnoho typi této nemoci je
rozliSitelnych na zdklad® své specifické patologie a/nebo
demografického rozsifeni, pfi€emz lze ocenit, Ze 1é&ebné prostiedky
mohou byt sloZeny také zginidel vyvolavajicich imunitni odpovéd’
proti vice neZ jedné formé TTR. Takovym prostfedkem miZe byt
smés dvou ¢i vice forem ATTR, jeZ obsahuje divoky TTR, a je tak
Siroce vyuzitelnym lé¢ebnym prostiedkem.

Amyloidni plaky obsahujici AapoAl se nalézaji u osob
s bodovou mutaci v molekule apolipoproteinu AI. Pacienti s timto
typem onemocnéni vétSinou vykazuji periferdlni neuropatii nebo
selhani ledvin. Podle predkladaného vynalezu obsahuji 1é¢ebné
prostredky jednu nebo vice riznych forem AapoAl, popsanych zde a
v oboru znamych.

Urcité familidlni formy Alzheimerovy choroby jsou stejné tak
jako Downlv syndrom vysledkem mutaci vbeta amyloidnim
prekurzorovém proteinu, coZ vede k ukladéani plakd sloZzenych hlavné
z [P-amyloidniho peptidu (AP). Uziti peptidu AP v l1écebnych
prostfedcich pfedkladaného vynalezu je popsano vyse a na piikladech
vysvétleno dale.

Urcité postupy 1é¢eni vrozenych forem amyloiddz, diskutované
vySe, zahrnuji prostiedky vyvolavajici imunitni odpovédi proti
fragmentdm gelsolinu (1é¢ba dédi€né systemické amyloiddzy),
mutantnimu proteinu lyzosymu (Alys) (Ié¢ba dédiéné neuropatie),
mutantnimu alfa fetézci fibrinogenu (AfibA) (Ié€ba nonneuropatické
formy amyloidézy projevujici se jako onemocnéni ledvin),
mutantnimu cystatinu C (Acys) (1é€ba dédi¢né cerebralni angiopatie
vyskytujici se na Islandu). Vyskytem mutantni isoformy prionového
proteinu (PrP5°) jsou charakterizovany urdité dédicné typy prionovych

onemocnéni, mezi neZ patii napf. Creutzfeldt-Jacobsova choroba
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(CID), Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrom (GSS) a fatalni
familidlni insomnie (FFI). Tento protein muiZe byt ve shodé
s predkladanym vynalezem pouzit v prostiedcich pro lé&bu nebo
prevenci ukladani plakt PrP.

Jak jiZ bylo diskutovano vys$e, tvorba amyloidnich usazenin
(jak systemicka tak ohniskova) souvisi se starnutim. Této tvorbé mtze
byt podle dalsiho hlediska ptedkladaného vynalezu piedejito nebo
zamezeno aplikaci prostfedkii sloZenych zjednoho &i vice proteinti
spojenych se starnutim. TakZe plaky sloZené z ATTR odvozeného od
divokého typu TTR je moZno &asto nalézt v srdedni tkani star$ich lidi.
U urcitych starsich jedincd se zas mohou v mozku vyvinout ohniskové
asymptomatické vlaknité usazeniny peptidu AB. U téchto jedinch je
pak létba peptidem AP, jak bylo jiZ popsino vy$e, nutni. B,
mikroglobulin je Gastou slozkou corpora amylacea prostaty, a je tak
podle piedklddaného vyndlezu dal$im kandidatem (1ééebnym
¢inidlem).

Kromé& jinych existuje mnoZstvi dalSich typt amyloidnich
onemocnéni, které nejsou dédi¢né, a které jsou vhodnymi kandidaty
pro 1é¢bu metodami v pfedklddaném vynalezu. U pacientl
s dlouhodobé se podrobujicich hemodialyze nebo peritonealni dialyze
je moZno b&zné nalézt plaky sloZené z vlaken f3, mikroglobulinu. Tito
pacienti mohou byt ve shod¢ spiedkladanym vyndlezem léCeni
pomoci prostiedkii zaméfenych proti 3, mikroglobulinu nebo jeste
1épe, jeho imunogennich epitopi.

Hormony vyludujici tkané zasaZené tumory mohou obsahovat
amyloidni plaky odvozené od hormonii také, pfi¢emz jejich sloZeni je
charakteristickym znakem pfislu§ného zasaZzeného endokrinniho
organu. Tyto plaky jsou tvofeny vlakny polypeptidovych hormont
jakymi jsou tieba kalcitonin (medularni karcinom §titné Zlazy), IAPP
(amylin; ostrivkovy amyloidni polypetidovy protein ; objevujici se u
vét§iny pacientl s diabetem typu II) a atridlni natriureticky peptid
(izolovana atridlni amyloidéza). Prostfedky zaméfené na amyloidni
usazeniny tvofici se vintimé aorty pii atheroskleréze jsou

v pfedkladaném vynélezu zahrnuty také. Westermark et al. popisuje
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napiiklad 69 aminokyselinovy fragment N-koncové  &asti
apolipoproteinu A, ktery tvoii tyto plaky (Westermark et al., Am. J.
Path. 147:1186-92, 1995); terapeutické prostfedky predkladaného
vyndlezu zahrnuji imunologické ¢inidla zam&fena na tento fragment,
stejné tak jako fragment samotny.

Pfedchézejici diskuse byla zaméfena na vldknité amyloidni
sloZky, které mohou byt pouZity jako Cinidla pii 1é¢b& nebo prevenci
riznych typl amyloidnich onemocnéni. Lécebnym &inidlem miiZe byt
také fragment nebo analog pfirozené se vyskytujictho nebo
mutantniho vlaknitého proteinu nebo peptidu, jenZ obsahuje epitop,
ktery po podani jedinci vyvoldva obdobnou ochrannou nebo 1ééebnou
imunitni odpovéd’. Imunogenni fragmenty obsahuji typicky sekvenci
o nejméné 3, 5, 6, 10 nebo 20 aminokyselindch, jeZ jsou i v pfirozens
se vyskytujicim peptidu. Mezi piikladné imunogenni fragmenty
peptidu AP patii AB1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 3-7, 1-3, 1-4, 1-12, 13-28, 17-
28, 1-28, 25-35, 35-40 a 35-42. V n¢jakych metodach jsou pouZivany
fragmenty, jimZ chybi nejméné jedna a n€¢kdy nejméné 5 nebo 10 C-
koncovych aminokyselin, pfitomnych v pfirozené se vyskytujicich
forméch této vlaknité slozky. Naptiklad fragment postradajici 5 C-
koncovych aminokyselin z AB43 obsahuje prvnich 38 aminokyselin
z N-koncové Casti AP. Fragmenty z N-koncové poloviny AP jsou
v nékterych metodach pouzZivany piednostné. Analogy zahrnuji
alelické, druhové a indukované varianty. Analogy se od pfirozené se
vyskytujicich peptidi 1i$i v jedné nebo vice aminokyselinovych
pozicich, ¢asto vSak jde o zaménu konzervativni. Analogy vykazuji
nejméné 80 aZ 90% sekvendéni shodu s pfirozenym peptidem. Nékteré
analogy obsahuji téZ nepfirozené aminokyseliny nebo modifikace N
nebo C koncovych aminokyselin. Piiklady nepfiroznych aminokyselin
jsou o, o-disubstituované aminokyseliny, N-alkyl aminokyseliny,
kyselina mlé¢na, 4-hydroxyprolin, y-karboxyglutamat, y-N,N,N-
trimethyllyzin, y-N-acetyllyzin, O-fosfoserin, N-acetylserin, N-
formylmethionin, 3-methylhistidin, 5-hydroxylyzin, ®-N-

methylarginin.
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Osoba zkuSend v oboru oceni, Ze fragmenty a analogy
vytvofené ve shod¢ s timto hlediskem vynalezu mohou byt testovany
na to, zda kiiZové reaguji s pfirozené se vyskytujici vlaknitou slozkou
a/nebo na to, jaka je jejich profylaktickd ¢i léCebna G&innost u
transgennich zvifat (viz niZe). Tyto fragmenty nebo analoga mohou
byt pouZity v 1é€ebnych prostiedcich predklddaného vynalezu, ale za
predpokladu, Ze jejich imunoreaktivita a u¢innost v tomto zvifecim
modelu je zhruba stejnd nebo vétsi neZ ptipadé sloZzek amyloidnich
vlaken.

Takovéto peptidy, proteiny nebo fragmenty, analogy a dalsi
amyloidogenni peptidy mohou byt pfipraveny pomoci syntézy peptida
na pevné fazi nebo rekombinantni expresi, coZ jsou v oboru dobie
znamé metody, nebo mohou byt ziskany z pfirodnich zdroji.
Ukézkova sloZeni vlaken, metody extrakce vlaken a sekvence
vlaknitych peptidd nebo proteinti jsou uvedeny v publikacich, jeZ jsou
citovany ve spojeni s popisem konkrétni vlaknité slozky. SloZeni
dalsich latek, metody jejich extrakce a ur€eni jejich sekvence jsou v
oboru dobie znamé. Pro tvorbu téchto latek mohou byt pouZity
automatické pfistroje pro syntézu peptidd, jeZ jsou komeréné dostupné
u mnoha vyrobcet, jako napfiklad Applied Biosystems (Perkin Elmer,
Foster City, California), pfi¢emZ postupy pfi pfipravé syntetickych
peptidl jsou v oboru dobfe znamy. Pro rekombinantni expresi mohou
byt vyuZity bakterie (napf. E. coli), kvasinky, hmyzi buiiky nebo sav¢i
buiiky; proteiny mohou byt eventuelné vytvofeny pouZitim in vitro
translace, coZ je v oboru zndma metoda. Postupy rekombinantni
exprese jsou popsany v Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (C.S.H.P. Press, NY 2ed., 1989). Ur¢ité peptidy a
proteiny jsou dostupné také komeréng; napiiklad nékteré formy
peptidu AB je moZné ziskat tieba od American Peptides Company,
Inc., Sunnyvale, California nebo California Peptide Research, Inc.,
Napa, California.

Lé&ebna &inidla mohou byt sloZena také z delSich polypeptidi,
jako naptiklad z aktivniho fragmentu vlaknitého peptidu nebo jeho

analoga, spojeného dohromady s dal§imi aminokyselinami. Napiiklad
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peptid AP miZe byt pfitomen jako intaktni APP protein nebo jeho &ast
(napi. fragment C-100, ktery zalind na N-konci AP a pokraduje do
konce APP). Tyto polypeptidy mohou byt testovany na to, jaka je
jejich profylakticka ¢i lé€ebnd G&innost u transgennich zvifat (viz
niZe). AP peptid, jeho analog, G¢inny fragment nebo jiny polypeptid
mohou byt podavany v asociované formé (tj. jako amyloidni peptidy)
nebo v disociované formé&. Lécebna €inidla mohou zahrnovat také
multimery z monomernich imunogennich &inidel nebo konjugéty
nosnych proteini a/nebo mohou byt za Gcelem ziskani $iriho pole
protiamyloidniho piisobeni pfidany s jinou vldknitou sloZkou.

Dalsi obménou miiZze byt predkladani imunogenniho peptidu
(napf. fragment Af) virem nebo baktérii jako ¢asti imunogenniho
prostiedku. Nukleova kyselina kédujici imunogenni peptid je vloZena
do genomu nebo epizdmu viru ¢i baktérie. dalsi moZnosti je
zabudovani nukleové kyseliny takovym zplisobem, Ze imunogenni
peptid je exprimovan jako sekretovany protein nebo jako fizni protein
s proteinem na vnéj$im povrchu viru nebo s transmembranovym
proteinem v baktérii, a to tak, aby peptid byl vystaven. Viry nebo
baktérie pouzité v té€chto metodach by mély byt nepatogenni nebo
oslabené. Vhodné viry zahrnuji adenovirus, HSV, virus venezuelské
koriské encefalitidy a dal$i alfa viry, virus vesikularni stomatitidy a
dal8i rhabdoviry, virus vakcinie a dribezi poxviry. Vhodné baktérie
zahrnuji salmonelu a shigelu. Fuize imunogenniho peptidu s HBsAg z
HBYV je zvlast¢ vhodna. LéCebna Cinidla zahrnuji také peptidy a dalsi
latky, které nutné nemusi mit v sekvenci aminokyselin s AP
vyznamnou shodu, nicméné vSak slouZi jako mimetika AR a
vyvolavaji obdobnou imunitni odpovéd’. Vyzkouseny mohou byt tieba
jakékoli peptidy a proteiny tvofici B-skladany list. Anti-idiotypické
protilatky proti monoklondlnim protilatkam specifickym pro AP nebo
jinym amyloidogennim peptidim mohou byt pouZity také.

Tyto anti-Id protilatky napodobuji antigen a vyvoldvaji proti
nému imunitni odpovéd’ (viz Essential Immunology (Roit ed.,
Blackwell Scientific Publications, Palo Alto, 6th ed.), p. 181). Cinidla

odlisna od peptidd AR by méla vyvolat imunogenni dpovéd’ proti
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Jjednomu ¢&i vice upfednostiiovanych &asti AB (viz vyse; 1 az 10, 1 aZ
7, 1 az 3 a 3 az 7). Tato €inidla vyvolavaji imunogenni odpovéd
zaméfenou piednostné proti jedné z téchto &asti, aniZ by vyvolaly
odpoveéd proti jiné Easti AP.

ZkouSeny mohou byt i peptidy a jiné latky znahodnych
knihoven (Random Libraries). Pro mnoho typa latek, jeZ lze sestavit
po jednotlivych krocich, mohou byt vytvofeny kombina¢ni knihovny
(Combinatoral libraries). Mezi tyto latky patfi polypeptidy, B-skladana
mimetika, polysacharidy, fosfolipidy, hormony, prostaglandiny,
steroidy, aromatické latky, heterocyklické slou€eniny,
benzodiazepiny, oligomerni  N-substituované glyciny a
oligokarbamaty. Velké kombinaéni knihovny mohou byt sestaveny
podle koédovanych umélych knihoven (encoded synthetic libraries
ESL) metodou popsanou v Affymax, WO 95/12 608, Affymax WO
93/06 121, Columbia University, WO 94/08 051, Pharmacopeia, WO
95/35 503 a Scripps, WO 95/30 642 (kaZdy z nich je zahrnut podle
odkazu pro vSechny tcely). Peptidové knihovny mohou byt sestaveny
s pouZitim metod fagového vystavovani (viz. napt. Devlin, WO 91/18
980.

V kombinaénich knihovnich a u dalSich latek je zpocatku
zjistovana jejich pouZitelnost méfenim stupné schopnosti vazat na
protilatky nebo na lymfocyty (B nebo T), jeZ jsou specifické pro AB
nebo jiné amyloidogenni peptidy jako tfeba ATTR. Napiiklad
zahajovaci testy tak mohou byt vykonany s jakoukoli polyklondlni
nebo monoklonalni protilatkou proti AP nebo kterémukoli dal$imu
amyloidogennimu peptidu, jez nas zajima. Latky identifikované
témito testy jsou pak dale analyzovény pro schopnost stimulovat
protilitky nebo lymfocyty specifické pro AP nebo jiny
amyloidogennimu peptid. Mnohonasobna fedéni séra mohou byt
naptiklad testovana na mikrotitraénich desti¢kach, které byly pfedem
pokryty vldknitym peptidem, pfiCemz poté mohou nasledovat
standardni ELISA testy pro zji$téni protilatek specifickych pro AB. U
latek pak miZe byt testovana jejich profylakticka i 1écebna Gcinnost u

transgennich  zvifat, predisponovanych pro  amyloidogenni
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onemocnéni, coZ je popsdno v piikladech. Tato zvifata zahrnuji
napiiklad mySi s APP mutovaném v pozici 717 (Games et al., viz
vy$e) a mysi se Svédskou mutaci 670/671 v APP (McConlogue et al.,
US 5 612 486 a Hsiao et al., Science 274, 99, 1996; Staufenbiel et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 13287-13292, 1997; Sturchler-Pierrat
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 13287-13292, 1997; Borchelt et
al., Neuron 19, 939-945, 1997). Stejny studijni pFistup miZe byt
pouZzit na dalSi potencidlni ¢inidla, mezi neZ patii fragmenty AP,

analoga AP a delsi peptidy zahrnujici AP (viz vyse).

b. Dalsi slozky plaku

Imunologické odpovédi zaméfené proti jinym slozkdm
amyloidniho plaku mohou byt také G¢inné v prevenci, zpomaleni
vyvoje nebo zmenSeni plakové wusazeniny pifi amyloidnim
onemocnéni. Tyto slozZky mohou byt menSinovymi ¢astmi vlaken,
mohou byt spojeny s témito vldkny nebo s tvorbou téchto vlaken
tvoficich plaky. Omezenim je fakt, Ze slozky, které jsou v téle
viudypfitomné nebo jsou pro amyloidni usazeniny relativné
nespecifické, neptedstavuji pro 1écebna ¢inidla nejvhodné;jsi terc.

Dalgim objevem piedkladaného vyndlezu je tak zji§téni, Ze
¢inidla vyvolavajici imunitni odpovéd” vici specifickym slozkam
plaku jsou u¢inna pii 1é€bé ¢&i zastaveni postupu amyloidniho
onemocnéni. Tato kapitola poskytuje zakladni informace o né&kolika
typickych molekulach, které jsou spojeny s amyloidnim plakem.
LéEba vyvolavajici imunitni odpovéd™ proti jedné z té€chto molekul
nebo kombinovana 1é¢ba zahrnujici spole€nou aplikaci s
imunogennim 1é¢ebnym prostfedkem proti jakékoli vySe popsané
vlaknité sloZce, ¢i proti jakékoli niZe popsané nevlaknité slozce plaku,
poskytuje podle predkladaného vyndlezu dopliikovou protiamyloidni
1é&bu. Casti predkladaného vynélezu jsou i metody pasivni imunizace
zaloZené na téchto plakovych sloZkach, coz je zde popséno.

Piikladem miZe byt synuklein, coZ je protein strukturalné
podobny apolipoproteiniim, ale nachazejici se v cytosolu neurond,

zvla$te v oblasti presynaptického zakoneni. Existuji nejméné tii
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formy tohoto proteinu, nazvané o, f a y synuklein. Neddvno bylo
prokazano, Ze o a § synuklein se u ur€itych amyloidnich onemocnéni
ucastni nukleace amyloidnich usazenin, zvla§t€¢ v pfipadé
Alzheimerovy choroby (Clayton, D.F., et al., TINS 21(6): 249-255,
1998). Fragment NAC domény o a 3 synukleinu (zbytky 61 aZ 95) byl
totiZ izolovan z amyloidnich plakii u pacienttt s AD; tento fragment
tvofil ve skute€nosti 10 % nerozpustné formy plaku, coZ bylo zjisténo
po rozpusténi plaku v SDS (dodecylsulfat sodny) (George, J.M., et al.,
Neurosci. News 1: 12-17, 1995). Jak o synuklein, tak i jeho NAC
fragment jsou znamy tim, Ze in vitro urychluji agregaci B-amyloidniho
peptidu do nerozpustného amyloidu (Clayton, viz vyse).

Dalsi slozky spojené s amyloidnimi plaky zahrnuji nepeptidové
latky. Napfiklad perlecan a od néj odvozené glykosaminoglykany jsou
velké proteoglykany odvozené od heparinsulfatu, jeZ se vyskytuji v
amyloidnich placich obsahujicich AB (napf. pfi Alzheimerové chorobg
a jinych amyloidézach vyskytujicich se v CNS ¢&i systemicky, tj. napf.
plaky s amylinem spojené s diabetes). U t&chto latek bylo prokézano,
Ze napomahaji tvorb&é AP vlaken. Vazby na AP se ucastni jak proteiny
jadra, tak i glykosaminoglykanové fetézce perlecanu. Dalsi
glykosaminoglykany, konkrétné dermatan sulfat, chondroitin-4-sulfat
nebo pentosan polysulfat se b&Zzné vyskytuji v amyloidnich placich
riznych typl a bylo prokdzano, Ze také pomahaji pii tvorb€ vlaken.
Plisobeni dextransulfatu je stejné. Toto pisobeni je vyznamné sniZzeno
po desulfataci téchto molekul. Imunogenni léky zaméfené proti
sulfatovanym formdm glykosaminoglykanti, mezi néZ patii i n€které
glykosaminoglykany, tvofi jako soudast primarni nebo sekundérni
l1é¢by doplitkové provedeni piedkladaného vynalezu. Vytvofeni
takovychto molekul, a stejné tak i 1éZebnych prostfedkii obsahujicich
tyto molekuly, je schopen béZny praktik z oboru.

2. Cinidla vyvolavajici pasivni imunitni odpovéd’

Lé&ebna &inidla tohoto vynalezu zahrnuji také imunitni latky
(napf. protilatky), které se specificky vazi na vlaknité peptidy nebo
jiné slozky amyloidniho plaku. Tyto protilatky mohou byt
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polyklonalni i monoklondlni, pfiéemZ se vazi specificky podle typu
amyloidni nemoci. Léfebné prostiedky a lééebné reZimy mohou
zahrnovat protilatky zaméfené na jednu vazebnou doménu nebo epitop
urdité vlaknité nebo nevldknité slozky plaku, pfiCemZ mohou
zahrnovat i protilatky zaméfené vi€i dvéma ¢&i vice epitoptim na stejné
sloZce nebo protilatky zaméfené na epitopy, jez se nalézaji na vice
sloZkéch plaku.

V pokusech uskutectiovanych pro podporu piedkladaného
vynalezu byly PDAPP myS$im starym 8,5 aZ 10,5 mésice aplikovany
intraperitonealné (i.p.) injekce polyklondlni protilatky proti Ap42
nebo injekce monoklonalni protilatky proti AP, specificky zaméfené
vidi epitopim AP peptidu nebo solny roztok (viz piiklad 11). V téchto
pokusech byly sledovany koncentrace cirkulujicich protilatek, pficemz
pro udrZeni koncentrace vy3si nez 1:1 000 (pomér mezi antigenem a
proti nému specifické protilatky ) byly aplikovany posilovaci injekce.
SniZeni hladiny celkového AP bylo v porovnani s kontrolou
pozoroviano v hipokampu, kife a v mozetku mySi léenych
protilatkou; maximalni sniZeni bylo v téchto pokusech pozorovano u
my§i lé€enych polyklonalni protilatkou.

V dalsich pokusech uskuteénénych pro podporu predklédaného
vynalezu (prediktivni ex vivo analyza) byla testovéna ociStovaci
schopnost protilatky proti fragmentu synukleinu, zndgmému jako NAC.
Synuklein je protein spojeny s amyloidnim plakem. Protilatka proti
NAC byla aplikovana na vzorek mozkové tkan€, jenZ obsahoval
amyloidni plaky a mikroglialni buiiky. Jako kontrola bylo pouZito
krali¢i sérum. Nasledujici prozkoumani ukézalo jasné sniZeni
mnoZstvi a rozméru plakh a prokazalo tak o€iStovaci schopnost této
protilatky.

Z t&chto vysledki je zfejmé, Ze amyloidni plaky spojené s AD a
dal$imi amyloidnimi chorobami mohou byt silné¢ potlateny aplikaci
imunitnich &inidel zamé&¥enych proti epitopim v peptidu AR nebo
proti fragmentu synukleinu NAC. Déle je jasné, Ze jako soucdst
1égebnych prostredki je pouZitelna Sirokd $kala protilatek. Protilatky,

jeZ se specificky vazi na agregované formy AP tak, aniz by se vazaly
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na jeho disociované formy jsou pro pouZiti v tomto vynalezu vhodné,
stejn¢ tak jako protilatky, které se specificky vaZi na disociovanou
formu AP, aniZ by se vazaly na jeho agregovanou formu. Dalsi
vhodné protilatky jsou ty, které se vaZi na obé jeho formy. Né&které z
t€chto protilatek se vaZi na piirozené se vyskytujici kratkou formu AB
(tj. AB39, 40, 41), bez toho aby se védzaly na pfirozené se vyskytujici
dlouhou formu AP (tj. AP42 a AP43). Neékteré protilatky se vazi na
dlouhou formu, aniZ by se vazaly na kratkou formu. N&které protilatky
se vaZi na AP, aniz by se vazaly na amyloidni prekurzorovy protein
plné délky. N&které protilatky se vazi na AP s vazebnou afinitou vétsi
nebo rovnou 106, 107, 108, 10° nebo 10" M.

Polyklonélni séra obsahuji obydejné smiSené populace
protilatek véZicich se na vice epitopi po celém APB. Monoklonalni
protilatky se vazi specificky epitop v AP, pfiCemzZ tento epitop miZe
byt konformaéni nebo nekonformaéni. Nekteré monoklonalni
protilatky se vazi na epitop mezi zbytky 1 az 28 v AP (zbytek 1 znaci
prvni N-koncovy zbytek piirozeného AP). Jiné monoklondlni
protilatky se vazi na epitop ze zbytkt 1 az 10 v AP. Existuji také
monoklonalni protilatky, jeZ se vaZi na epitop ze zbytk 1 aZ 16 v Ap.
Nékteré monoklonalni protilatky se vazi na epitop z aminokyselin 1 az
5,5 a7z 10, 10 az 15, 15 az 20, 25 aZ 30, 10 az 20, 20, 30 nebo 10 aZ
25. U protilatek pak miiZe byt testovana jejich profylakticka ¢i 1é¢ebna
udinnost za pouZiti transgennich zvitat, coZ je popsano v pfikladech.

Podle zde poskytnutych navodl si praktik miZe navrhnout,
vytvofit a vyzkouset protilatky zaméfené na vléknité proteiny nebo
peptidy charakteristické pro dal$i amyloidni onemocnéni, mezi néz
patfi nemoci popsané v oddilu 2, pfi¢emZ miZe vyuZit latky popsané

zde, stejné tak jako i protilatky proti jinym amyloidnim slozkam.

a. Obecna charakteristika imunoglobulini

Zé&kladni stavebni jednotkou protilatky je tetramer ze Ctyf
podjednotek. Kazdy tetramer je sloZen ze dvou stejnych parQ
polypeptidovych fetdzcd, pfiGemZ kazdy péar tvofi jeden "lehky"
(okolo 25 kDA) a jeden "t&Zky" (okolo 50 aZ 70 kDA) fetézec. Cést na
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aminovém konci kazdého feté€zce obsahuje variabilni oblast sloZenou
ze 100 aZ 110 nebo vice aminokyselin, které primarn€ zodpovidaji za
rozpoznani antigenu. Cést na karboxylovém konci kaZdého fetézce
vymezuje konstantni oblast, kterda primarné zodpovidd za celkové
pusobeni.

Lehké fetézce jsou oznaCovany jako kappa nebo lambda. T&Zké
fetézce jsou oznaceny jako gama, mu, alfa, delta, nebo epsilon a
vymezuji izotyp protilatky (IgG, IgM, IgA, IgD a IgE). Variabilni a
konstantni oblasti lehkych a t€Zkych fetézch jsou spojeny "J" oblasti
sloZenou z asi 12 nebo vice aminokyselin, s tim, Ze t&Zky fetézec
obsahuje také "D" oblast, sloZenou z asi 10 &i vice aminokyselin
(obecné viz Fundamentall Immunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven
Press, N.Y., 1989), Ch.7 (zahrnuto podle odkazu ve své celistvosti pro
vSechny tucely).

Variabilni oblasti kaZdého z obou parti tvofenych lehkym a
tézkym fetézcem formuji vazebné misto protilatky, coz znamend, Ze
funkéni protilatka ma dvé vazebna mista. Tato dv€ vazebna mista jsou
stejnd (s vyjimkou bifunkénich nebo bispecifickych protilatek).
VSechny fetézce vykazuji stejnou zdkladni stavebu relativné
konzervovanych strukturnich oblasti (FR), spojenych tfemi
hypervariabilnimi oblastmi, které se nazyvaji také oblasti urcujici
komplementaritu (CDRs). CDRs ze dvou fetézcl kaZdého paru jsou
sefazeny podle strukturnich oblasti, jeZ umoZiiuji vazbu na specificky
epitop. Lehké i t87ké fetézce sestivaji od N-konce k C-konci z domén
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 a FR4. Sled aminokyselin v
kazdé domén& je popsan v Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
1987 a 1991) nebo v Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

b. Tvorba protilatek nepochazejicich z Clovéka
Tvorba protilatek nepochazejicich z €lovéka, napf. my$ich,
mordecich, krali¢ich nebo krysich miZe byt zajiSt€éna napiiklad

imunizaci zvitete sloZkou plaku, tieba AB nebo jiné vlaknité slozky.




43 .o § oo’ otee
Delsi polypeptidy obsahujici A nebo imunogenni fragment AB nebo
anti-idiotypické protilatky (protilatky proti protilatce proti AB) AP
mohou byt také pouZity (viz napt. Harlow & Lane, Antibodies, A
Laboratory Manual (CSHP NY, 1988) (zahrnuto podle odkazu pro
vSechny ucely). Takovy imunogen miZe byt ziskan z pfirozeného
zdroje, syntézou peptidu nebo rekombinantni expresi. Nékdy miize byt
imunogen podavan s adjuvantem. Né&které typy téchto adjuvantd jsou
popsany niZe. Aplikace kompletniho Freundova adjuvantu
nasledovand aplikaci nekompletniho Freundova adjuvantu je pii
imunizaci laboratornich zvifat oblibenou cestou. Pro tvorbu
polyklonélnich protilatek se nejéastéji pouzivaji kralici nebo morcata.
Pro pfipravu monoklonalnich protilatek se nejcastéji pouZivaji mysi.
Protilatky jsou testovany zda se specificky vazi na imunogen.
Protilatky jsou také testovany zda se vaZi na specifickou oblast
imunogenu. Napfiklad, je-li imunogenem Af, miiZe byt testovani
provedeno uréenim vazby protilatky na fadu mutantd AP s deleci, z
¢ehoz se pak uréi, které mutanty se vaZi na protilatku. Vazba mtze byt
vyhodnocena napiiklad pomoci Westernovy analyzy (Western blott)
nebo pomoci ELISA. Nejmensi fragment, ktery vykazuje specifickou
vazbu s protilatkou vymezuje epitop protilatky. Specifita epitopu
miZe byt také urena kompeti¢ni analyzou, ve které zkoumani a
referenéni protilatka soutéZi o vazbu s uritou slozkou. Jestlize
zkoumana a referenéni protilatka o vazbu soutézi, pak je ziejmé, Ze se
vaZi na stejny epitop nebo na epitopy dostatecné blizké na to, aby

vazba jedné protilatky narusila vazbu druhé.

c. Chimerni a humanizované protilatky

Chimerni a humanizované protilatky maji stejnou nebo
podobnou specifitu a afinitu jako protilatky mysi nebo dalsi protilatky
nepochazejici z ¢&lovéka, které poskytuji vychozi materidl pro
konstrukci chimernich a humanizovanych protilatek. Chimerni
protilatky jsou protilatky, u nichZ byly geny kédujici lehky a t€zky
fetézec umeéle vytvofeny, nejast€ji metodami genetického

inZenyrstvi, z 4sti imunoglobulinovych geni patficich jinym druhiim.




Napriklad variabilni (V) &asti geni kodujicich myS§i monoklonélni
protilatku mohou byt spojeny s lidskymi konstantnimi (C) &astmi
(napt. IgG1 a IgG4). Typicka chimerni protilatka je tak hybridnim
proteinem obsahujicim V, neboli doménu vazici antigen, z mysi
protilatky a C, neboli efektorovou doménu, z lidské protilatky.

Humanizované protilatky maji strukturu variabilni oblasti v
zasad€ z lidské protilatky (akceptorova protilatka) a u oblasti uréujici
komplementaritu z mysi protilatky (donorovy imunoglobulin) (viz
Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10 029-10 033 (1989) a
WO 90/07 861, US 5 693 762, US 5 693 761, US 5 585 089, US 5 530
101 a Winter, US 5 225 539 (zahrnuto podle odkazu ve své celistvosti
pro vSechny ucely). Konstantni oblast nebo oblasti pokud jsou
pfitomny, pochazeji od hlavné€ nebo zcela lidského imunoglobulinu.
Lidské variabilni domény jsou vybirdny z lidskych protilatek, jejichz
zadkladni struktura vykazuje vysoky stupenl shody v sekvenci s
doménami mysi variabilni oblasti, ze které pochdzeji CDRs. Sekvence
variabilni oblasti t€Zkého a lehkého fetézce mohou byt odvozeny ze
sekvenci stejné nebo odlisné lidské protilatky. Sekvence lidské
protilatky mohou byt sekvencemi piirozené se vyskytujicich lidskych
protilitek nebo mohou byt konsensem sekvenci vice lidskych
protilatek (viz Carter et al., WO 92/22 653. Urcité aminokyseliny z
lidské variabilni oblasti jsou nahrazeny, coZ pramenti z jejich moZného
vlivu na konformaci CDR a/nebo na vazbu antigenu. Zkoumaéni téchto
moznych vlivll je uskute¢tiovano modelovanim, zkoumdanim vlastnosti
aminokyselin v uréitém mist& nebo empirickym pozorovanim u€inkd
nahrady nebo mutageneze urdité aminokyseliny.

KdyZ se kupfikladu jedna aminokyselina ve variabilni oblasti
mysi a lidské protilatky lisi, lidskd aminokyselina by méla byt
vyménéna za ekvivalentni aminokyselinu z myS$i protilatky v
ptipadech kdy je divod ofekavat, Ze aminokyselina:

(1) vaZe pfimo nekovalentné antigen

(2) nachazi se nedaleko CDR oblasti

(3) jinym zptsobem interaguje s CDR oblasti (vyskytuje se ve

vzdalenosti okolo 6 A od CDR oblasti) nebo
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(4) se podili na vzajemném vztahu VL-VH

Dalsimi kandiddty pro nahrazeni jsou akceptorové
aminokyseliny, které jsou v této pozici pro lidsky imunoglobulin
neobvyklé.  Tyto  aminokyseliny mohou byt nahrazeny
aminokyselinami z odpovidajici pozice mysi donorové protilatky nebo
Struktura variabilni oblasti humanizovanych imunoglobulint vykazuje
obvykle 85% sekvenéni shodu se sekvenci lidské variabilni oblasti

nebo konsensem takovychto sekvenci.

d. Lidské protilatky

Lidské protilatky proti AP jsou ziskdvany ruznymi technikami
(viz niZe). Ne&které lidské protilatky jsou vybirdny v pokusech s
kompeti¢ni vazbou nebo vyuZitim stejné epitopové specifity jako
urdita mysi protilatka (viz pfiklad 11). Lidské protilatky mohou byt
také pro urditou epitopovou specifitu testovany pouZitim fragmentu

AB jako imunogenu a/nebo uréenim vazby protilatky na fadu mutanti

ApB s deleci.
(1) Metodika triomu

Zékladni postup a piikladny partner pro zde pouZivanou
bun&énou fuzi (SPAZ-4) je popsan v Oestberg et al., Hybridoma,
2:361-367 (1983); Oestberg patent US 4 634 664; a v Engleman et al.,
patent US 4 634 666 (kazdy z nich je zahrnut podle odkazu ve své
celistvosti pro v8echny G&ely). Bun&&né linie tvofici protilatky, jez lze
ziskat touto metodou se nazyvaji triomy, pochazeji totiz ze tii
bun&énych typl - dvou lidskych a jednoho mysiho. Zakladem je fuze
bungk mysiho myelomu s lidskym B-lymfocytem, ¢imZ vznika
protilatky netvofici xenogenni hybridni buné¢na linie (napi. SPAZ-4
popsana Oestberg et al., viz vy3e). Xenogenni buiika je pak fizovéna s
imunizovanym lidskym B-lymfocytem, ¢imZ vzniké protilatky tvofici
triomova bun&na linie. Bylo zji§téno, Ze triomy tvoii protilatky

stabiln&ji neZ oby&ejné hybridomy pfipravené z lidskych bunék.
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Imunizované B-lymfocyty se ziskavaji z krve, sleziny,
lymfatickych uzlin a kostni diené lidského darce. JestliZze jsou potieba
protilatky proti specifickym antigenim nebo epitopu, pak je vhodné
uZit tento antigen nebo jeho epitop pro imunizaci. imunizace miiZe
probihat bud’ in vivo nebo in vitro. Pro in vivo imunizaci se nejéastji
pouzivaji B-builky izolované z lidi imunizovanych AP, jeho
fragmentem, v&tSim polypeptidem obsahujicim AP nebo jeho
fragment, nebo anti-idiotypickymi protilatkami proti AB. V nékterych
metodach se pouzivaji B-buriky izolované ze stejného pacienta, jenZ
ma byt 1é€en podavanim protilatek. Pro in vitro imunizaci jsou B-
lymfocyty vystaveny po 7 az 14 dni antigenu, v médiu (napf. RPMI-
1640) doplnéném 10% lidskou plazmou (Engleman, viz vy3e).

Imunizované B-lymfocyty jsou pomoci znadmych metod
fizovany s xenogenni hybridni butikou (napf. SPAZ-4). Buiiky jsou
vystaveny pusobeni 40% az 50% polyethylenglykolu (m.v. 1 000 az 4
000), pfi 37 °C po 5 az 10 min. Buiiky jsou oddéleny od fuzni smési a
rozmnoZeny v médiu vhodném pro dané hybridy (napf. HAT nebo
AH). Klony, jeZz vyluduji protilatky s poZadovanou specifitou jsou
ureny analyzou kultivaéniho média triomd. Triomy tvofici protilatky
s pozadovanou specifitou jsou dale namnoZeny technikou limitniho
fed&ni a pé&stovany v in vitro kutufe. U ziskanych triomovych bunék je
dale testovana schopnost vazat Ap nebo jeho fragment.

PfestoZe jsou triomy geneticky stabilni, nevytvéieji protilatky
ve velkém mnnodstvi. Urovel exprese miZe byt zvySena
zaklonovanim genu protilatky z triomu do jednoho ¢i vice expresnich
vektort a transformovanim vektoru do standardnich sav¢ich,
bakteridlnich nebo kvasinkovych bunéénych linii, pomoci dobfe
metod v oboru dobfe zndmych.

(2) Transgenni savci

Lidské protilatky proti Ap mohou byt tvofeny i v transgennich
savcich, ktefi maji zabudovanu v genomu nejméné Cast lokusu
lidského imunoglobulinu. Endogenni imunoglobulinovy lokus
takového zvifete je obvykle funk&ng inaktivovan. Cést lidského

lokusu zahrnuje nejlépe neusporadané sekvence kédujici €asti lehkého
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a t€Zkého fetézce. Inaktivace endogenniho genu pro imunoglobulin a
zavedeni exogenniho imunoglobulinového genu miiZe byt provedeno
cilenou homologni rekombinaci nebo zavedenim YAC chromozoma.
Takto wvznikli transgenni savci jsou schopni funkéné uspoifadat
sekvence imunoglobulinovych sloZek a exprimovat fadu protilatek
ruznych izotypt, které jsou kddovany lidskymi imunoglobulinovymi
geny, aniZ by probihala exprese endogennich imunoglobulinovych
genll. Pfiprava a charakteristika savcl s témito vlastnostmi jsou
detailn€ popsany napfiklad v Lonberg et al., WO93/12 227 (1993); US
5 877 397, US 5 874 299, US 5 814 318, US 5 789 650, US 5 770
429, US 5 661 016, US 5 663 425, US 5 625 126, US 5 569 825, US 5
545 806, Nature 148:1547-1553 (1994), Nature Biotechnology 14,
826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10 741 (1991) (kazdy z nich je
zahrnut podle odkazu ve své celistvosti pro vSechny ulely).
Transgenni mys$i jsou pro tyto uéely zvlast€ vhodné. Protilatky proti
AP jsou ziskdvany imunizaci transgennich savcl (Longberg nebo
Kucherlapati, viz vySe) AP nebo jeho fragmentem. Monoklonalni
protilatky jsou pfipravovany napiiklad fiizi B-bun¢k z téchto savcil s
vhodnou myelomovou bunénou linii, a to za pouZiti béZné techniky
(Kohler-Milstein). Lidské poluklonalni protilatky mohou byt ve forme
sér ziskany také z lidi imunizovanych imunogennim ¢inidlem. Tyto
polyklonalni protilatky mohou byt koncentrovany pomoci afinitniho
piecisténi za pouZiti AP nebo jiného imunogenniho amyloidniho

peptidu coby afinitniho ¢inidla.

(3) Metody fagového vystavovani

Dal$im zplsobem ziskani lidskych protilatek proti AR je
prohledavani DNA knihovny z lidskych B-bunék metodami obecné
vymezenymi v Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989). B-butiky
mohou byt stejné jako v piipadé triomil ziskany z lidi imunizovanych
AB, jeho fragmentem, v&t$im polypeptidem obsahujicim A nebo jeho
fragment, nebo anti-idiotypickymi protilatkami proti AB. V nékterych

metodéach se pouzivaji B-buiiky izolované ze stejného pacienta, jenz

*
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ma byt 1éCen podavanim protilatek. Vybrany jsou protilatky, jeZ se
véZi na epitop sledované amyloidni sloZky (napf. AP nebo jeho
fragment). Sekvence kédujici tyto protilatky, nebo protilatky vazZici
jeho fragment, jsou pak klonovany a namnoZeny. Protokol popsany
Husem se stava efektivnéj$im v kombinaci s technologii fagového
vystavovani (viz napf., Dower et al., WO 91/17 271 a McCafferty et
al., WO 92/01 047, US 5 877 218, US 5 871 907, US 5 858 657, US 5
837242, US 5 733 743 a US 5 565 332 (kazdy z nich je zahrnut podle
odkazu ve své celistvosti pro vSechny udely). Tyto metody popisuji
tvorbu fagovych knihoven, kde ¢&lenové vystavuji na svém povrchu
razné protilatky. Protilatky jsou obvykle vystavovany jako fragmenty
Fv nebo Fab. Protilatky poZadované specifity vystavované fagy jsou
ziskdny afinitnim pfe€isténim, za pouziti AP nebo jiného
imunogenniho amyloidniho peptidu coby afinitniho ¢inidla.

Obménou metody fagového vystavovani mohou byt lidské
protilatky mohou byt ziskény lidské protilatky vykazujici stejnou
vazebnou specifitu jako mé vybrand mys$i protilatka (viz Winter, WO
92/20 791).  Jako vychozi materidl je v tomto pfipadé vyuZita
variabilni oblast lehkého nebo téZkého fetézce vybrané myS3i
protilatky. Jestlize je jako vychozi materidl zvolena napiiklad
variabilni oblast lehkého fetézce, pak je fagova knihovna
konstruovana tak, aby jeji ¢lenové vystavovali stejnou variabilni
oblast lehkého fetézce a odliSnou variabilni oblast tézkého fetézce.
Variabilni oblasti t&¢Zkého fetézce jsou ziskany z knihovny obsahujici
uspofadané variabilni oblasti lidského t&€Zkého fetézce. Vybran je fag,
ktery vykazuje silnou specifickou vazbu ke sledované sloZce (napft.,
nejméné 10% a nejlépe 10° M™). Variabilni oblasti lidského t&Zkého
fetézce tohoto fagu slouZi jako vychozi material pro konstrukci dalsi
fagové knihovny. V této knihovné vystavuje kazdy fag stejnou
variabilni oblast t&Zkého fetézce (tj. oblast identifikovanou v prvni
fagové knihovng) a odliSnou variabilni oblast lehkého fetézce.
Variabilni oblasti lehkého fetézce jsou ziskany z knihovny obsahujici
uspofadané variabilni oblasti lidského lehkého fetézce. Opét je vybran

fag vykazujici silnou specifickou vazbu se zvolenou sloZkou
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amyloidniho peptidu. Tito fagové vystavuji variabilni oblasti lidskych
protilatek specifickych pro amyloidni peptid. Tyto protilatky maji
obvykle stejnou epitopovou specifitu jako mys$i protilatky, jeZ byly

pouZity jako vychozi material.

e. Vybér konstantni oblasti

Variabilni oblasti téZkého a lehkého fetézce chimernich,
humanizovanych nebo lidskych protilatek mohou byt pfipojeny
alesponi k Casti lidské konstantni oblasti. Vybér konstantni oblasti
zalezi Castecné na tom, zda je Zddéna aktivace komplementu nebo
bun&éné zprosttedkované toxicity (nebo obou zaroven), jeZ zavisi na
aktivaci protilatkou. Napiiklad izotypy IgGl a IgG3 komplement
aktivuji, izotypy IgG2 a IgG4 tuto schopnost nemaji. Vybér izotypu
muze ¢asto ovlivnit pfechod protilatky do mozku. Konstantni oblasti
lehkého fetézce mohou byt lambda nebo kappa. Protilatky mohou byt
exprimovany jako tetramery obsahujici dva lehké a dva tézké fetézce,
jako samotné tézké fetézce, jako samotné lehké fetézce,n jako Fab,
Fab’, F(ab’)2 a Fv nebo jako jednofetézcové protilatky, ve kterych
jsou variabilni domény lehkého a tézkého Tfetézce spojeny

,mezernikem* (spacer).

f. Exprese rekombinantnich protilatek

Chimerické, humanizované a lidské protilatky jsou nejcastéji
vytvaieny za pouZiti rekombinantni exprese. Rekombinantni
polynukleotidové konstrukty typicky obsahuji sekvenci fidici expresi,
spojenou se sekvenci kodujici fetézce protilatky, jeZ zahrnuji
piirozen& spojené nebo heterologni promotorové oblasti. Sekvence
fidici expresi jsou nejlépe eukaryotni promotorové systémy, které jsou
ve vektorech schopné transformovat nebo transfekovat eukaryotickou
butiku. Jakmile je vektor zabudovan do pfislusného hostitele, je
hostite]l udrZovan v podminkdch optimalnich pro vysokou Wroveii
exprese nukleotidovych sekvenci, a pro odbér a Cidténi kiizové

reagujicich protilatek.
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Tyto expresni vektory se nejéast&ji v hostitelském organismu
replikuji jako epizomy nebo jako integralni(integrovand) &ast
hostitelské chromozomélni DNA. Expresni vektory b&Zné obsahuji
selekéni znaCky, napf. odolnost viigi ampicilinu nebo hygromycinu,
které dovoluji identifikaci téch bun&k, jez byly transformovany
pozadovanymi sekvencemi DNA.

E. coli je prokaryoticky hostitel, ktery je ke klonovani DNA
sekvenci z pfedkladaného vynalezu zvla§t€ vhodny. Mikroorganismy,
jako tieba kvasinky, jsou pro takovou expresi také uZitetné.
Upfednostiovanym kvasinkovym hostitelem s vhodnymi vektory
obsahujicimi sekvenci Fidici expresi, sekvenci pro podeti replikace,
terminaéni sekvenci atd., je Saccharomyces. Typické promotory
zahrnuji  3-fosfoglycerat kindzu a dal$i enzymy glykolyzy.
Indukovatelné kvasinkové promotory zahrnuji mimo jiné promotory z
alkoholdehydrogendzy, izocytochromu C a enzymy zodpovédné za
odbourdvani maltézy a galaktozy.

Savéi bunky jsou prednostné pouZziviny pro expresi
nukleotidovych sekvenci kddujicich imunoglobuliny nebo jejich
fragmenty (viz Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers,
NY, 1987). V oboru bylo vyvinuto mnoho pouzitelnych bunéénych
linii, schopnych vylu€ovat intaktni heterologni proteiny. Mezi tyto
linie patféi CHO bunééné linie, rizné COS bunénééné linie, HeLa
buriky, L buiiky a myelomové bun€éné linie. Expresni vektory pro
tyto buiiky mohou obsahovat sekvence fidici expresi (nap¥. replikaéni
pocatek), promotor, zesiloval (enhancer) a mista nezbytnd pro
zpracovani informaci, mezi néZ patii mista pro vazbu ribozému, mista
kde dochazi k sestiihu RNA, polyadenylaéni mista a sekvence pro
terminaci transkripce. Nejcastéji uZivané sekvence tidici expresi jsou
promotory odvozené od endogennich genli cytomegaloviru, SV40,
adenoviru, hovéziho papilomaviru atd. (viz Co et al., J. Immunol.
148:1149, 1992).

Sekvence kédujici protildtky mohou byt ve formé transgent
vestavény také do genomu transgenniho zvifete, a poté ziskédny z

mléka (napf. podle metod popsanych v US 5 741 957, US 5 304 489,
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US 5 849 992, vSechny zahrnuty podle odkazu ve své celistvosti).
Mezi vhodné transgeny patii sekvence kodujici lehké nebo t&Zké
fetézce (nebo oba fetézce zaroveil) ve funkénim spojeni s promotorem
a zesilovadem, pochazejicimi z genu specifického pro mlécnou Zlazu
(napt. kasein nebo B-laktoglobulin).

Vektory obsahujici potiebné &asti DNA mohou byt dobfe
znamymi metodami (zaleZi na typu hostitelské buiiky) vloZeny do
hostitelské buiiky. U prokaryotickych bun€k se naptiklad pouZiva
transfekce pomoci chloridu vapenatého, zatimco transfekce do jinych
typt bun&k vyuZiva pisobeni fosforeénanu vapenatého, elektroporaci,
lipofekci a transfekci pomoci biolistiky nebo viru. DalSi metody
tranfekce sav&ich bun&k pouZivaji polybren, fazi protoplasti,
lipozémy, elektroporaci a mikroinjekce (obecn€ viz Sambrook et al.,
vySe). Pro tvorbu transgennich zvifat mohou byt transgeny
mikroinjikovany do oplodnénych oocyti nebo mbhou byt zabudovany
do genomu embryonalnich kmenovych bungk a jadra téchto bunék
mohou byt pfenesena do enukleovanych oocyti.

Vytvoiené protilatky mohou byt o¢istény podle standardnich
metod, mezi néZ patii HPLC, sloupcova chromatografie, gelova
elektroforéza atd. (obecné viz Scopes, Protein Purification, Springer-

Verlag, NY, 1982).

4. Dalsi 1é¢ebna ¢inidla

Lécebna ¢inidla uZivand v popisovanych metodach zahrnuji
také T-buiiky, které se vazi na plakovou slozku (napf. peptid AB). T-
butiky mohou byt proti peptidu AP aktivovany napiiklad expresi genu
lidského MHC t¥idy I a genu lidského PBr-mikroglobulinu v hmyzi
bun&éné linii, ¢imZ se na jejich povrchu vytvoii komplex, ktery se
miiZe vazat s peptidem AP. T-buiiky, které se dostanou do kontaktu s
touto bun&&nou linii se aktivuji specificky proti tomuto peptidu (viz
Peterson et al., US 5 314 813). Hmyzi bun&éné linie exprimuji antigen

MHC t¥idy IT mohou byt obdobng pouZity k aktivaci CD4 T-bunék.

5. Nosné proteiny
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Néktera ¢&inidla vyvolavajici imunitni odpovéd” obsahuji
piislusny epitop, jenZ vyvolava imunitni odpovéd’ proti amyloidnim
usazenindm, ale jsou pfili§ mald na to, aby byla imunogenni. V této
situaci miZe byt peptidovy imunogen spojen s vhodnym nosi¢em, jenz
pomaha vyvolat imunitni odpovéd’. Vhodné nosi¢e zahrnuji sérové
albuminy, hemocyanin z Diodora aspera,molekuly imunoglobulinu,
thyroglobulin, ovalbumin, toxoid tetanu nebo toxoid z jiné patogenni
baktérie (napf. diftérie, E. coli, cholera nebo H. pylori) nebo oslabeny
derivat toxinu. Dal$i nosi¢e zahrnuji epitopy T-bun€k, které se vazi na
mnohé alely MHC (napf. nejméné na 75 % vsech lidskych MHC alel).
Takové nosice jsou nékdy v oboru nazyvany jako "univerzalni epitopy
T-bunék". Piiklady univerzalnich epitopti T-bunék zahrnuji:

Chfipkovy hemaglutinin: HA3¢7.3;0 PRKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 1)
PADRE : AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 2)

Malarie CS: T3 epitop EKKIAKMEKASSVENV (SEQ ID NO: 3)
Povrchovy antigen hepatitidy B: HBsAg;9.,s FFLLTRILTI (SEQ ID NO: 4)
Protein tepelného Soku 65: hsp654s53.171 DQSIGDLIAEAMDKVGNEG (SEQ
ID NO: 5)

Bacillus Calmette-Guerin QVHFQPLPPAVVKL (SEQ ID NO: 6)

Toxoid tetanu: TTg3p.34¢ QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 7)

Toxoid tetanu: TTos7.067 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 8)
HIV gp120 T1: KQINMWQEVGKAMYA. (SEQ ID NO: 9)

Dal$i nosice, jeZ stimuluji nebo zesiluji imunitni odpovéd
zahrnuji cytokiny jako IL-1, IL-la a B peptidy IL-2, yINF, IL-10,
GM-CSF a chemokiny jako MIPla a B a RANTES. Imunogenni
&inidla mohou byt spojena také s peptidy, které zvySuji transport pies
tk4ng& (viz O'Mahony, WO 97/17 613 a WO 97/17 614.

Imunogenni ¢inidla mohou byt napojena na nosie pomoci
chemického spojovani. Techniky napojeni imunogenu na nosi¢
zahrnuji tvorbu disulfidovych mustkt pouZitim N-sukcinimidyl-3-(2-
pyridyl-thio)  propiondtu (SPDP) a  sukcinimidyl  4-(N-
maleimidomethyl) cyklohexan-1-karboxylat (SMCC) (kdyz peptid
postrada sulfhydrylovou skupinu, miZe mu byt poskytnuta pfidanim
cysteinového zbytku). Tyto latky tvofi disulfidové mistky mezi sebou
a peptidovym cysteinem na jednom proteinu a amidové spojeni pfes e-
aminoskupinu lyzinu nebo volnou aminoskupinu jiné aminokyseliny.

Rizna takova ¢&inidla, tvoiici disulfidova a amidova spojeni jsou
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popsana v Immun. Rev. 62, 185 (1982). Jina bifunkéni Sp(.)JTO\:z;(:i.
¢inidla tvofi spiSe nez disulfidova spojeni, spojeni thioéterovid. Mnoh4a
z téchto dinidel tvoficich thioéterova spojeni jsou jsou komeréné
dostupnad a zahrnuji reaktivni estery kyseliny 6-maleimidokaprové,
kyseliny bromoctové, kyseliny 2-jodoctové a kyseliny 4-(N-
maleimidomethyl) cyklohexan-1-karboxylové. Karboxylové skupiny
mohou byt aktivovany zkombinovanim se sukcinimidem nebo se
sodnou soli kyseliny 1-hydroxyl-2-nitro-4-sirové.

Imunogenni peptidy mohou byt exprimovany také jako
proteiny fuzované s nosi€i (ij. heterologni peptidy). Imunogenni
peptid mliZe byt napojen pies sviij aminovy konec, karboxylovy konec
nebo obéma konci na nosi¢. Imunogenni peptid se miZe ve fuznim
proteinu vyskytovat ve vice kopiich. Imunogenni peptid mtize byt také
napojen na vice kopii heterologniho peptidu, napfiklad svym C-
koncem i N-koncem. Neé&které nosné proteiny slouzi k vyvolani
odpovédi pomocnych T-bun€k vG€i sobé samym. Aktivované
pomocné T-buriky pak obratem vyvolavaji odpovéd’ B-bunék proti
imunogennimu peptidu pfipojenému k nosnému peptidu.

Nektera Cinidla tohoto vynéalezu obsahuji fuzni protein, ve
kterém je N-koncovy fragment AP napojen svym C-koncem k
nosnému peptidu. N-koncovy zbytek fuzniho proteinu je v téchto
&inidlech tvofen N-koncovym zbytkem fragmentu Af. Takovéto fizni
proteiny G&inné psobi pii vyvolani protilatek, které vyZaduji, aby
epitop v N-koncovém zbytku byl ve volné formé. Néktera z
vynalezenych ¢inidel obsahuji v molekule vicekrat opakované N-
koncové &asti AP, jeZ jsou svym C-koncem napojena na jednu ¢i vice
kopii nosného peptidu. N-koncovy fragment AP, zabudovany v téchto
faznich proteinech zagind nékdy v AP1-3 a konéi v AB7-11.
Upfrednosttiovanymi fragmenty AP jsou AB1-7, AB1-3, AB1-4, AB1-5
a AB3-7. N&které flzni proteiny obsahuji rizné N-koncové &asti AB
za sebou. Flizni protein miZe obsahovat napfiklad AB1-7 nasledovany
heterolognim peptidem.

V nékterych fuznich proteinech je N-koncova ¢ast AP fizovana

svym koncem s heterolognim nosnym peptidem. Stejné rliznorodé N-
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koncové fragmenty AP mohou byt pouzity i pro fiize s C-koncem.
Neékteré fuzni proteiny obsahuji heterologni peptid napojeny na N-
konec N-koncové asti AP, jenz je dale napojena na jednu nebo vice
dalsich N-koncovych ¢asti AP za sebou.

Nekteré ptiklady fuznich proteind vhodnych pro pouZiti v tomto
vyndlezu jsou ukazany niZe. Neékteré z té€chto flhznich proteint
obsahuji ¢asti AP spojené s epitopy toxoidu tetanu (viz US 5 196 512,
EP 378 881 a EP 427 347). Nékteré flzni proteiny obsahuji ¢asti AP
napojené na nosné peptidy popsané v US 5 736 142. Neékteré
heterologni peptidy predstavuji pro T-buiiky univerzalni epitopy. V
nékterych metodach je Cinidlo uréené k podani pouze jednoduchy
fizni protein s Casti AP spojenou s Césti heterologni v linearni
konfiguraci. V né&kterych metodach je ¢inidlem multimer sloZeny z
faznich proteinti popsanych vzorcem 2%, kde x znagi &islo od 1 do 5. x
je pfednostn€ 1, 2 nebo 3, pficemZ 2 byva upfednostiiovana nejvice.
KdyzZ je x 2, obsahuje multimer 4 fizni pary spojené do konfigurace
znadmé jako MAP4 (viz US 5 299 490). Epitopy AP jsou podtrZeny.

Konfigurace MAP4 je zobrazena niZe. Vétvené struktury
vznikaji zah4jenim syntézy peptidu jak v N-koncovém aminu lyzinu,
tak i v aminu postranniho fetézce lyzinové molekuly. Na tom kolikrat
je lyzin v sekvenci zabudovan a miZe se vétvit, zavisi konecné
mnoZstvi vzniklych N-koncl. V tomto pfipadé vznikaji z
rozvétveného lyzinu v jadie molekuly ¢tyfi identické N-konce. Tato

mnohodetnost mocné zvySuje schopnost odezvy B-bunék.

Peptid

Peptid
Peptid

KGG \
KA
KGG /
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Peptid
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AN90549 (AB1-7/toxoid tetanu 830-844 v konfiguraci MAP4):
DAEFRHDQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 10)
AN90550 (AP1-7/toxoid tetanu 947-967 v konfiguraci MAP4):
DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 11)
AN90542 (APl-7/toxoid tetanu 830-844 + 947-967 v linearni
konfiguraci):
DAEFRHDQYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(SEQIDNO: 12)
AN90576 (AB3-9/toxoid tetanu 830-844 v konfiguraci MAP4):
EFRHDSGQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 13)

Peptidy popsané v US 5 736 142 (vSechny v linedrnich
konfiguracich): |
AN90562 (AB1-7/peptid):
AKXVAAWTLKAAADAEFRHD (SEQ ID NO: 14)
AN90543 (AB1-7 x 3/peptid):
DAEFRHDDAEFRHDDAEFRHDAKXVAAWTLKAAA
(SEQID NO: 15)

Dalsi priklady fiznich proteinii (imunogenni epitop AP je

zvyraznén) zahrnuji:
AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ
ID NO: 16)

DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 17)
DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 18)
FRHDSGY-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 19)
EFRHDSG-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 20)
PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD
(SEQID NO: 21)

DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD (SEQ ID NO: 22)
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT
(SEQ ID NO: 23)
DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 24)
DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-

14
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QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPK VSASHLE-
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-
QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

(SEQ ID NO: 25)

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELC
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 26)
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELC
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD (SEQ ID NO: 27)
DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 28) 2 vétve

Peptid
Lys-Gly-Cys

Peptid

EQVINVGGAISOAVHAAHAEINEAGR (fazni protein synukleinu
v konfiguraci MAP-4; SEQ ID NO: 29)

Stejné nebo podobné nosné proteiny a metody jejich spojeni
mohou byt pouZity pro tvorbu imunogend, uréenych pro stimulaci
protilatek proti AR pfi pasivni imunizaci. Napiiklad AP nebo jeho
fragment napojeny na nosi¢ mohou byt podaviny laboratornim

zvitatim, ktera nasledné tvofi monoklonalni protilatky proti Af.

6. Nukleové kyseliny kodujici 1ééebna Cinidla

Imunitni odpovéd proti amyloidnim usazeninim mulZe byt
vyvoldna také podanim nukleovych kyselin kodujicich vybrané
peptidové imunogeny nebo protilatky a jejich fetézce, jeZ jsou
pouzivany pfi pasivni imunizaci. Takové nukleové kyseliny mohou
byt DNA nebo RNA. Cast nukleové kyseliny kodujici imunogen je
typicky napojena na regulatni prvky (napf. promotor a zesilovac),
které dovoluji expresi &asti DNA ve zvolenych cilovych buiikich
pacienta. Pro expresi, jeZ je Zadouci pro vyvolani imunitni odpovédi,
je vhodné pouZit promotor a zesilova¢ z genti pro lehky nebo t&Zky

fet&zec imunoglobulinu nebo hlavni promotor a enhancer rannych
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genti u CMV. Spojené regulacni prvky a kdédujici sekvence jsou ¢asto
vloZeny do vektoru. Pfi podavani dvoutetézcovych protiladtek mohou
byt dva fetézce vloZeny do jednoho ¢&i vice oddélenych vektort.

K dispozici je mnoZstvi virovych vektorti, mezi n&Z pat¥i
retrovirové vektory (viz napf., Lawrie and Tumin, Cur. Opin. Genet.
Develop. 3, 102-109, 1993); adenovirové vektory (viz napf., Bett et
al., J. Virol. 67, 5911, 1993); virové vektory spojené s adenoviry (viz
napi., Zhou et al., J Exp. Med. 179, 1867, 1994), virové vektory z
rodiny poxvirli, jako tfeba virus vakcinie a pta¢i pox viry, virové
vektory z rodu alfa vir, napiiklad vektory odvozené od viru Sindibis
a viru SFV (Semliki forest virus) (viz napf., Dubensky et al., J. Virol.
70, 508-519, 1996), od viru Venezuelské koniské encefalitidy (viz US
5 643 576) a virové vektory z rhabdovird (napf. virus vesikularni
stomatitidy, viz WO 96/34 625) a z papilomaviri (Ohe et al., Human
Gene Therapy 6, 325-333, 1995); Woo et al., WO 94/12 629 a Xiao &
Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622).

DNA kédujici imunogen nebo vektor s touto DNA mohou byt
zabaleny do lipozémi. Vhodné lipidy a piibuzné analogy jsou
popsany patenty US 5 208 036, 5 264 618, 5 279 833 a 5 283 185.
Vektory a DNA kdduyjici imunogen mohou byt také adsorbovany nebo
napojeny na dasticové nosice (napf. polymery
polymethylmethakrylatu a polylaktidy a poly(laktid-ko-glykosidy)
(obecné viz McGee et al., J. Micro Encap., 1996).

Vektory pro genovou terapii nebo samotnd DNA mohou byt do
pacienta dopraveny in vivo, s tim, Ze podani je nejcast&ji systemické
(napt. intravendzni, intraperitonedlni, intranasdlni, gastrické,
intradermalni, intramuskuldrni, subdermalni nebo intrakranialni
inflize) nebo lokalni (viz napf., US 5 399 346). Tyto vektory mohou
dale obsahovat zesilujici &inidla jako tfeba bupivakain (US 5 593
970). DNA miiZe byt podévana pouZitim "genové zbrang" (viz Xiao &
Brandsma, vy$e). DNA kodujici imunogen je vysrdZena na povrchu
mikroskopickych kovovych kuli¢ek. Mikroprojektily jsou urychleny
tlakovou vinou expandujiciho héliového plynu a pronikaji tkdnémi do

hloubky né&kolika bun&énych vrstev. Vhodny je napfiklad pfistroj The
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Gene Delivery Device (Agrocetus, Inc., Middleton, WI).
Hold DNA mutZe prochazet ktzi do krevniho ob&hu jednoduchou
aplikaci na chemicky nebo mechanicky poruSenou kaZi (viz WO
95/05 853).

Vektory kédujici imunogeny se mohou do bunék dostat ex vivo,
jako tfeba do bunék ziskanych z pacienta (napf., lymfocyty, vzorky
kostni dien€, vzorky tkdn€) nebo do univerzalnich dércovskych
krvetvornych kmenovych bunék. nasledujicim krokem je reimplantace
bun¢k do pacienta pfedchazend obvykle vybérem bunék, jez pfijaly

vektor.

7. Testovani ociSt'ovaci schopnosti protilatek

Piiklad 14 popisuje metody testovani ucinnosti protilatek pfi
"ofistovani" od amyloidnich usazenin. Za Gcelem testovani u€innosti
pfi oi§tovani od amyloidnich usazenin, byly z pacienti nebo znifat
trpicich amyloidézou odebrany vzorky tkdné (napf. mozkova tkan pii
Alzheimerové chorobé. Vzorky jsou zkontaktovany s fagocytarnimi
buitkami nesoucimi Fc receptor (napf. mikroglidlni buiky) a s
testovanou protilatkou pfitomnou v médiu in vitro. Fagocytarni buiiky
mohou byt v primérni kulturou nebo bunéénou linii (napt. BV-2, C8-
B4 nebo THP-1). Tyto slozky jsou pro zesileni mikroskopického
pozorovani zkombinovany na mikroskopickém sklicku, pficemz
mnoho paralelnich reakci muiZe byt uskutetnéno v jamkéch
mikrotitraéni desticky. V tomto pfipadé¢ mohou byt jednotliva
miniaturni mikroskopicka sklicka upevnéna do jednotlivych jamek.
Pouzity mohou byt také jiné zptsoby detekce AP (napf. ELISA).
Nejcastéji se uskutediiuji série méfeni mnozZstvi amyloidnich usazenin
v reak¢éni smési in vitro, pfiCemZ bazalni hodnota znali mnoZstvi
amyloidu v reak&ni smési pfed zapodetim reakce. Antigen miiZe byt
detekovan barvenim (napf. fluorescenéné oznacena protilatka proti Af3
nebo jiné sloZce amyloidniho plaku). Protilatka pouZivana pro barveni
miZe, ale nemusi byt tatdZ protilatka, kterd je testovdna. SniZeni
mnoZstvi amyloidniho plaku vzhledem k bazalni hodnoté znai, Ze

testovand protilatka ma o&istovaci schopnost. Takovéto protilatky
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byvaji uZiteCné pii prevenci nebo 1é€b€é Alzheimerovy choroby a
"dalSich amyloidogennich onemocnéni. Jak jiZ bylo popsino vyse,
pokusy provadéné pro podporu predklddaného vynalezu a vyuZivajici
této analyzy odhalily, Ze protilatky proti NAC fragmentu synukleinu
jsou u€inné pii ofistovani od amyloidnich plakd, charakteristickych

pro Alzheimerovu chorobu.

D. Pacienti podrobujici se protiamyloidnim 1é¢ebnym reZimtm
Pacienti podrobujici se 1écb€ zahrnuji jedince s rizikem vzniku
nemoci, ktefi jest€ nevykazuji symptomy nemoci, stejné tak jako
pacienti, u nichZ amyloid6za jiz propukla. V pfipad€ Alzheimerovy
choroby je potenciondlnim budoucim zasaZenym kaZdy, kdo Zije
dostateéné dlouho. Pfedkladané metody mohou byt tedy uZivany v
ramci profylaxe Sirokou populaci, aniZ by bylo nutné zjiStovat riziko u
jednotlivého pacienta. Pfedkladané metody jsou zvlast€ vhodné pro
jedince, ktefi jsou dédiéné svazani s vyskytem Alzheimerovy choroby
nebo jakékoli jiné geneticky dané amyloidni poruchy. Mezi tyto
jedince patii ti, ktefi maji pfibuzné trpici takovou chorobou nebo ti,
jimZ bylo riziko vzniku nemoci oznameno po analyze genetickych
nebo biochemickych indikatord. Genetické indikatory poukazujici na
moZné riziko vzniku Alzheimerovy choroby zahrnuji mutace v genu
APP, zvlast€ vSak mutace v pozici 717 (Hardyho mutace) a v pozicich
670 a 671 (Svédska mutace) (viz Hardy, TINS, vyse). Dalsimi
indik4tory jsou mutace v genech presenilinu, PS1 a PS2, ApoE4,
rodinn4 historie vyskytu Alzheimerovy choroby, hypercholesterolemie
nebo atheroskleréza. Jedinci, ktefi jiz Alzheimerovou chorobou trpi,
mohou byt rozpoznani jak podle charakteristické demence, tak i podle
piitomnosti vySe popsanych rizikovych faktort. Existuje také
mnozstvi diagnostickych testd pro identifikaci jedinci s AD, mezi néZ
patii méfeni hladin CSF tau a AB42. Zvysena hladina tau a nizka
hladina AP zna¢i pfitomnost AD. Jedinci trpici Alzheimerovou
chorobou mohou byt diagnostikovani také pomoci kritérii MMSE

nebo ADRDA, co? je diskutovéno v piikladech provedeni vyndlezu.
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U asymptomatickych pacientli miZe 1é¢ba zalit v jakémkoli
véku (napf. 10, 20, 30). Lécba ovSem neni obvykle nutnd dokud
pacient nedosdhne 40, 50 nebo 70 let. Typické lé€ba znamena aplikaci
vice davek béhem d&asového obdobi. Lécba miZe byt sledovana
analyzovanim protilatkovych nebo T nebo B-bunéénych odpovédi na
1é¢ebné &inidlo (napf. peptid APB) (viz ptiklad 1 a 2). Jestlize odpovéd’
poklesne, je aplikovdna posilovaci davka. V pfipad€é rozvinuti
Downova syndromu muiZe 1é¢ba zadit pfed narozenim, a to podavanim
l1é¢ebného Cinidla matce, a nebo kratce po narozeni.

Dal$i formy amyloidéz &asto probihaji nediagnostikovany,
kromé& pfipadd, kdy existuje zvlastni podezieni pro vznik nemoci.
Jednim z prvnich pfiznakil je vyskyt srde¢niho nebo ledvinového
onemocnéni u pacientd stfedniho a star§iho véku, pficemZ pacienti
jevi také znamky ucasti (ukladani plak® v) dalSich organd. Nizké
napéti nebo extrémni odchylky osy EKG a zbytnéld tkan srde¢ni
predsiné mohou byt znidmkami srdeCni poruchy. Proteinurie je
symptomem ugasti ledvin. Jestlize je pii vySetfeni pacienta zjiSt€na
hepatomegalie, tak existuje podezieni tcasti jater. Periferni neuropatie
se obvykle pfi urgitych formach amyloidéz vyskytuje také, pfiCemz
autonomni neuropatie, jeZ je charakteristicka posturalni hypotenzi se
miiZe objevit také. Kazdy jedinec s progresivni neuropatii neurcitého
pGvodu by mél byt podeziivan z vyskytu amyloidézy. V piipadech
kdy je to nutné, miZe byt koneind diagnéza urfena ze vzorkd
napadeného orgdnu nebo organii. Vzorky jsou obarveny barvou
Congo Red, pfi¢emZ pozitivni vzorky vykazuji v polarizovaném svétle

dvojlom jable¢né zelené barvy.

E. Lécebné rezimy

Pfi profylaktickém pouZiti mohou byt farmaceutické
prosttedky nebo 1éky podavany pacientovi, jenZ je ndchylny ke vzniku
urdité nemoci nebo zde existuje jiné riziko pro jeji vznik, a to v
mnoZstvi, které je dostateéné pro odstrandni nebo sniZeni rizika
vzniku onemocnéni nebo jeho oddéleni. Pfi terapeutickém pouZiti jsou

1é¢ebné prostiedky nebo léky podavany pacientovi, jenZ je podeziely z
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vyskytu onemocnéni nebo jim uZ trpi, a to v mnoZstvi dostate¢ném
pro vyléeni nebo alespoii pro ¢aste¢né potlaceni symptomi nemoci a
s nemoci spojenych komplikaci. MnoZstvi dostatetné pro splnéni
pravé vyjmenovaného je nazyvano jako terapeuticky nebo
farmaceuticky G¢innd dévka. Jak pro profylaktické, tak i pro
terapeutické ucely jsou Cinidla obvykle podavana ve vice davkach, a
to tak dlouho, dokud neni dosaZeno dostate¢né imunitni odpovédi.
Imunitni odpovéd’ je sledovéna, a kdyZ za¢ind imunitni odpovéd
klesat, jsou podavény dalsi davky.

Utinné davky prostfedki predkladaného vynélezu, uréené pro
1é¢bu vySe popsanych stavil, jsou zavislé na mnoha riznych faktorech,
mezi néZ patii zpusoby podani, cilové misto, fyziologicky stav
pacienta, to, zda je pacientem zvife nebo ¢lovek, dalsi podavané 1éky a
to, zda aplikace probiha za ucelem profylaxe ¢i terapie. Pacientem je
obvykle Elovék, ale u nékterych nemoci (napf. s priony spojend nemoc
Silenych krav) miZe byt pacientem jiny savec neZ ¢lovék, naptiklad
skot. Lé&ebné davky je pro optimalizaci bezpe€i a u€inku nutno
titrovat. MnoZstvi imunogenu zaleZi na tom, zda je podavan také
adjuvant, pfiCemZ vétich davek je obecné potfeba pifi neucasti
adjuvantu. V zavislosti na imunogenicité pfisluiného imunogenu se
mnoZstvi imunogenu pro podani miize pohybovat od 1 pg do 500 pg
na pacienta a od 5 pg do 500 pg na injekci ur€enou lidskému
pacientovi. Ob&as jsou pouzivany vyS$si davky, tj. 0,5 az 5 mg na
injekci. Pro injekci urfenou lidskému pacientovi jsou pouZivany
davky nejméné okolo 10, 20, 50 nebo 100 pg. Doba aplikace se miize
vyznamné lisit, a to od frekvence jednou denné aZ k frekvenci jednou
roéné nebo aZ jednou za deset let, jakkoli jsou pro svou uspéSnost
upfednostiiovany  "posilovaci" davky imunogenu. Podle zde
uvedenych postupii lze uinné davky sledovat analyzou vzorku
tekutiny z pacienta (nejSast&ji vzorku krevniho séra) a urCenim
protilatkového titru proti imunogenu, a to za pouZiti v oboru dobie

znamych metod, které Ize podle konkrétniho antigenu déle adaptovat.

pfiem? daldi vzorky jsou pak odebirdny a titrovany po kazdé
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imunizaci. Zadanou je davka nebo davkovaci schémata, kterd
poskytuji titry nejméné Ctyfikrat vyS$Si neZ jsou kontrolni hladiny
neboli hladiny "pozadi", pficemZ sérum je nafedéno 1:100 a pozadi je
definovano jako ve vztahu ke kontrolnimu vzorku séra nebo ve vztahu
k hodnoté pozadi u ELISA testi. Podle pfedkladaného vynalezu jsou
Zadouci titry nejméné 1:1 000 nebo 1: 5 000.

V jakykoli den kdy dochazi k podani imunogenu spolu s
adjuvantem, je davka vétsi neZ 1 pg na pacienta, a jeSt€ 1épe vy3si nez
100 pg na pacienta. KdyZ je adjuvant nepiitomen, tak je mnoZstvi
imunogenu na pacienta vys$si nez 10 g, a jesté lépe vy3si neZ 100 pg.
Davky jednotlivych imunogeni, zvolenych ve shod€ s piedklddanym
vynalezem, jsou urfeny standardnimi davkovacimi a titrovacimi
metodami. Typicky reZim sestavd z imunizace nasledované v
Casovych intervalech (napf. 6 tydnil) posilovacimi injekcemi. Jiny
reZim sestava z imunizace nasledované posilovacimi injekcemi po 1, 2
a 12 mésicich. Jiny rezim zahrnuje injekci vzdy po kaZzdych dvou
mésicich aZ do konce Zivota. Posilovaci injekce mohou byt v
zivislosti na zjisténém stavu imunitni odpovédi podéavany
nepravidelng.

U pasivni imunizace s protildtkou maji divky rozpéti od asi
0,0001 do 100 mg/kg a je3ts Cast&ji od 0,01 do 5 mg/kg, a to podle
hmotnosti pacienta. Davky mohou byt napfiklad 1 mg/kg t€lesné vahy
nebo 10 mg/kg telesné vahy. Ukazkovy 1é¢ebny reZim zahrnuje
podavéni jednou za dva tydny nebo jednou za mésic nebo jednou za tfi
a7 Sest mésict. Podle n&kterych metod jsou soucasné podavany dveé &i
vice monoklonalnich protilatek s riiznou vazebnou specifitou, pfiCemZ
davky kaZdé z nich se pohybuji ve vymezenych hranicich. Protilatka
je obvykle podavéna vicekrat. Intervaly mezi jednotlivymi davkami
mohou byt tydenni, mésiéni nebo ro¢ni. Intervaly mohou byt i
nepravidelné, co? je ureno mé&fenim hladiny protilatky proti AP v
krvi pacienta. Protilatka miZe byt podavéana také ve formé prostiedku
s postupnym uvoliiovanim, coZ je piipad, ve kterém muZe byt
frekvence aplikaci niz$i. Davka a frekvence se lisi v zdvislosti na

polodasu Zivota protilatky v pacientovi. NejCastéji vykazuji nejdelsi
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poloCas Zivota lidské protilitky nésledované humanizovanymi
protildtkami, chimerickymi protilitkami a zvifecimi protilatkami.
Davka a frekvence podavéani se miZe lisit v zavislosti na tom, zda je
1é¢ba profylaktickd nebo terapeuticka. Pii profylaktickém pouZiti jsou
v dlouhém ¢&asovém intervalu aplikovany relativné nizké davky s
relativn€ nizkou frekvenci. Néktefi pacienti jsou 1éeni po cely zbytek
Zivota. Pfi terapeutickém pouZiti jsou aplikovany i relativn& vysoké
davky v relativné kratkych intervalech, nebot’ nékdy jsou nezbytné pro
zbrzdéni postupu nemoci nebo jeji zastaveni, a nebo jesté I1épe, pro
¢astené nebo celkové vymizeni symptomii. Potom miZe byt pacient
1é€en podle profylaktického reZimu.

Davky nukleovych kyselin kddujicich imunogeny se pohybuji v
rozmezi od asi 10 ng do 1 g, 100 ng do 100 mg, 1 pg do 10 mg nebo
30 pg az 300 pg DNA na pacienta. MnoZstvi infekénich virovych
vektori se pohybuji v rozmezi od 10 do 100 nebo vice viriond na
davku.

Cinidla vyvolavajici imunitni odpovéd mohou byt pro
profylaktické &i terapeutické pouziti podany parenteralné, lokalné,
intravenézn€, oralni cestou, subkutanné, intraperitonedlng,
intranasalné nebo intramuskuldrn€. Typické cesty podani
imunogenniho ¢inidla jsou cesta intramuskularni (i.m.), intavendzni
(i.v.) nebo subkutannni (s.c.), nicméné ostatni cesty mohou byt stejné
uéinné. Intramuskularni injekce je nejcastéji aplikovana do svalt ruky
¢i nohy. Podle nékterych metod jsou ¢inidla injikovdna piimo do
urCité tkané, ve které doSlo k nahromadéni usazenin (napf.
intrakranidlni infuze). Intramuskuldrni injekce nebo intravendzni
inflize jsou pfi podavani protilatky upfednostiiovany. Podle n€kterych
metod jsou uréité 1éCebné protilatky injikovany pfimo do lebky. Podle
nékterych metod jsou protilatky aplikovany jako prostiedky s
postupnym uvolfiovanim, pfiemZ pouzita mohou byt i zafizeni
konstruovana pro tyto ucely (napf. zafizeni MedipadTM).

Cinidla tohoto vynédlezu mohou byt libovoln& podavéna v
kombinaci s dal$imi &inidly, jeZ jsou pfi 1é¢b& amyloidogenni nemoci

alespoti Caste€né GCinnd. V piipadé Alzheimerovy choroby a
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Downova syndromu, u kterych se amyloidni usazeniny objevuji v
mozku, mohou byt Cinidla tohoto vynalezu podavana ve spojeni s
dal$imi Cinidly, kterd zesiluji priinik cinidel tohoto vynalezu ptes
hematoencefalickou bariéru. Lécebné koktejly obsahuji imunogeny
pfipravené tak, Ze jsou schopny vyvolat imunitni odpovéd’ proti vice
neZ jedné amyloidni sloZce, jsou v pfedkladaném vynalezu zahrnuty
také, jelikoZ jsou kombinaci protilatky zaméfené proti jedné plakové
sloZce a imunogenu, zaméfenému proti jiné plakové sloZce.

Imunogenni ¢inidla tohoto vynalezu, jako tfeba peptidy, se
podavaji n€kdy v kombinaci s adjuvantem. Pro vyvolani imunitni
odpovédi muze byt v kombinaci s peptidem (napf. AB) podavéno
mnoZstvi adjuvant.. Nejlepsi je, kdyz adjuvanty zesiluji vnitini
odpovéd’ na imunogen, aniZ by pusobily konformacni zmény
imunogenu, které by zasahly kvalitativni stranku odpovédi. Mezi
upfednostiiované adjuvanty patfi hydroxid hlinity a fosforecnan
hlinity, 3 De-O-acetylovany monofosforyllipid A (MPL™) (viz GB 2
220 211; RIBI ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, nyni
dast Corixa). Stimulon™ QS-21 je triterpenovy glykosid nebo
saponin, izolovany z kiiry stromu Quillaja Saponaria Molina, jenZ se
nachazi v JiZzni Americe (viz Kensil et al., in Vaccine Design: The
Subunit and Adjuvant Approach; eds. Powell & Newman, Plenum
Press, NY, 1995; patent US 5 057 540, Aquila BioPharmaceuticals,
Framingham, MA). Dal§imi adjuvanty jsou emulze oleje a vody (napf.
skvalenovy olej nebo olej zpodzemnice olejné), v libovolné
kombinaci s imunostimulanty jako je monofosforyllipid A (viz Stoute
et al., N. Engl. J. Med. 336, 86-91, 1997). Dal$im adjuvantem je CpG
(WO 98/40 100). AP miZe byt také n€kdy spojeno s adjuvantem,
pii¢emz takovéto spojeni by nemélo nijak zisadn€ zménit konformaci
AP, tj. nemé&lo by zmé&nit povahu jim vyvolané imunitni odpovédi.
Adjuvanty mohou byt podavéany jako slozky lécebného prostfedku
spolu s i¢innym ¢&inidlem nebo mohou byt podavany zvlast, a to jak
pted, spolu s nebo i po podani 1é¢ebného ¢inidla.

Uptednostiiovanou skupinou adjuvantii jsou soli hliniku (alum),

mezi n&Z patii hydroxid hlinity, fosfore¢nan hlinity a siran hlinity.
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Tyto adjuvanty mohou byt pouZity bud s nebo bez dalsich
imunostimulaénich ¢inidel, jakymi jsou MPL nebo 3-DMP, QS-21,
polymerni nebo monomerni aminokyseliny (napf. kyselina
polyglutamova, polylyzin). Dal§i tfida adjuvanti je obsahuje
prostfedky na zdklad€ emulze oleje a vody. Tyto adjuvanty mohou byt
pouZity s nebo bez dalSich specifickych imunostimulaénich &inidel,
mezi nez patii muramylpeptidy (napf. N-acetylmuramyl-L-threonyl-
D-isoglutamin (thr-MDP), N-acetyl-normuramyl-L-alanyl-D-
isoglutamin(nor-MDP), N-acetylmuramyl-Lalanyl-D-isoglutaminyl-L-
alanin-2-(1"-2"dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydroxyfosforyloxy)-

ethylamin (MTP-PE), N-Acetylglukaminyl-N-acetylmuramyl-L-Al-D-
isoglu-L-Ala-dipalmitoxypropylamid (DTP-DPP), theramide™ nebo
jiné slozky z bunééné stény bakterii. Emulze oleje o vody zahrnuji (a)
MF59 (WO 90/ 14837), jenZ obsahuje 5 % skvalenu, 0,5 % Tween 80
a 0,5 % Span 85 (voliteln€ obsahujici riznd mnoZstvi MTP-PE), které
jsou pfitomny jako &astice o velikosti men$i neZ 1um, coZ je docileno
pomoci mikrofluidizéru (napf. model 110Y, Microfluidics, Newton
MA), (b) SAF, jenZ obsahuje 10 % skvalenu, 0,4 % Tween 80, 5 %
pluronic-blocked polymer L121 a thr-MDP, které jsou upravené
mikrofluidizérem tak, aby byly pfitomny jako Castice o velikosti
men§i nez lum nebo pouze promichany na vortexu (specialni
laboratorni michaci zafizeni), coZ vedlo k tvorb&é emulze s vét§imi
¢asticemi, a (c) adjuvacni systém s Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem,
Hamilton, MT), jenZ obsahuje 2 % skvalenu, 0,2 % Tween 80 a jednu
nebo vice sloZzek bakteridlni bunécné stény  zahrnujici
monofosforyllipid A, dimykolat trehalézy (TDM) a kostru bunécné
stény (CWS), nejlépe viak MPL + CWS (Detox™). Dal3i t¥idou
pouZivanych adjuvantd jsou saponinové adjuvanty, jako tfeba
Stimulon™ (QS-21; Aquila, Framingham, MA) nebo z n&ho
vytvofené d{astice, jako napiiklad ISCOMs (imunostimulacni
komplexy) a ISCOMATRIX. Dalsi adjuvanty zahrnuji Nekompletni
Freundiv adjuvant (IFA), cytokiny, jako tfeba interleukiny (IL-1, IL-2
a IL-12), faktor stimulujici kolonie makrofagi (M-CSF) a faktor
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nadorové nekrézy (TNF). Tyto adjuvanty jsou b&Zné€ dostupné z
komerénich zdroj.

Adjuvanty mohou byt podavany spolu s imunogenem v jednom
prostfedku nebo mohou byt podavény zvlast, a to jak pfed, spolu s
nebo i po podani imunogenu. Imunogen a adjuvant mohou byt baleny
a dodavany ve stejné lahvi€ce nebo mohou byt baleny v oddélenych
lahvickéch, s tim, Ze pred pouZitim budou promichany. Imunogen a
adjuvant jsou baleny se znaCkou udavajici zamySlené pouziti
prostfedku. JestliZze jsou imunogen a adjuvant zabaleny oddélené, tak
baleni obsahuje pokyny pro jejich smiSeni pfed pouzitim. Volba
adjuvantu nebo nosi¢e (nebo obou soucasn€) zdleZi na takovych
faktorech, jakymi jsou stabilita prostfedku obsahujiciho adjuvant,
zpusob podani, davkovaci schéma a G€innost adjuvantu u Zivoc¢isnych
druhti, kterym je podavan. U c¢lov€ka je upfednostiiovanym
farmaceuticky pfijatelnym adjuvantem latka, kterd pro podavani byla
schvélena pfislu$nym fidicim organem. Pfiklady takovychto adjuvanti
zahrnuji alum, MPL a QS-21. Sou¢asné mohou byt pouZity 1 dva ¢i
vice adjuvant. Upfednostiiované kombinace zahrnuji alum s MPL,
alum s QS-21, MPL s QS-21 a alum, MPL a QS-21 spole¢né. PouZit
muiize byt i Nekompletni Freundiiv adjuvant (Chang et al., Advanced
Drug Delivery Reviews 32, 173-186, 1998), piipadné v jakékoli
kombinaci s alum, MPL a QS-21 nebo jejich smési.

Cinidla tohoto vyndlezu jsou <&asto poddvana jako
farmaceutické prostiedky, které bsahuji u€inné 1écebné ¢inidlo a fadu
daldich farmaceuticky pfijatelnych slozek (viz Remington’'s
Pharmaceutical Science, 19th ed., 1995). Koneéné sloZeni zavisi na
zamy$leném zplisobu podani a na lé¢ebném uréeni. Prostfedky mohou
v zavislosti na zamysleném sloZeni obsahovat také farmaceuticky
prijatelné netoxické nosie nebo rozpoustédla, kterda jsou b&Zné
pouivana pro piipravu farmaceutickych prostfedki, uréenych pro
podéni lidem nebo zvifatim. Rozpoustédlo je vybirno tak, aby
neovlivnilo biologickou Ufinnost sm&si. Piiklady takovychto
rozpoustédel jsou destilovand voda, fyziologicky roztok soli

pufrovany fosfatem, Ringerovy roztoky, roztok dextrézy a Hankiiv
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roztok. Farmaceuticky prostfedek miiZze obsahovat také dal3i nosice,
adjuvanty nebo netoxické, nelééebné, neimunogenni stabilizatory atd.

Farmaceutické prostfedky mohou také obsahovat velké, pomalu
metabolizovatelné makromolekuly, mezi n&Z patii proteiny,
polysacharidy (napf. chitosan), polymlé&né kyseliny, polyglykolové
kyseliny a kopolymery (napf. sepharéza, agaréza, celuléza atd.),
polymerni aminokyseliny, kopolymery aminokyselin a lipidové
agregaty (olejové kapiCky nebo lipozomy). Tyto nosi¢e mohou
fungovat také jako imunostimulaéni ¢inidla (tj. adjuvanty).

Pii parenteralnim podani mohou byt &inidla tohoto vynéilezu
aplikovana jako injikovatelné roztoky nebo suspenze latky ve
fyziologicky pfijatelném rozpoustédle s farmaceuticky pfijatelnym
nosi¢em, jimz muiZe byt sterilni kapalina (napf. voda, oleje, soli,
glycerol nebo ethanol). Pomocné latky jako jsou zvlh&ovaci nebo
emulzifika¢ni ¢inidla, surfaktanty, pufrujici latky atd. mohou byt také
v prostfedku obsaZeny. Dalsi slozky farmaceutického prostfedku jsou
ziskdvany z ropy, ze zvifat, ze zeleniny nebo jsou syntetického
pivodu (napt. olej z podzemnice olejné, sjovy olej a minerélni oleje).
Pro injikovatelné roztoky plati, Ze upfednostfipvanymi kapalnymi
nosici jsou glykoly (napf. propylenglykol nebo polypropylenglykol).
Protilatky mohou byt podany ve form& depotnich injekci nebo
implantovaného preparatu, ktery muze byt uzplisoben pro postupné
uvoliovani u€inné latky. Ptikladny prostfedek obsahuje monoklonalni
protilatku v mnoZstvi 5 mg/ml ve vodném pufru, jenZ obsahuje 50
mM L-histidin, 150 mM NaCl, pH upraveno na 6.0 pomoci HCI.

Prostiedky jsou nejlastéji pripravovany jako injikovatelné
roztoky nebo suspenze. Prostiedek miiZe byt pro zvy$eni adjuvaéniho
ufinku také emulzifikovan nebo zabalen v lipozomech nebo v
mikroéasticich (napf. polyaktid, polyglykolid nebo kopolymer), coz je
diskutovano vySe (viz Langer, Science 249, 1527 (1990) a Hanes,
Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119, 1997). Cinidla tohoto
vynalezu mohou byt poddna ve formé depotnich injekci nebo
implantovaného preparatu, ktery miZze byt uzpsoben pro postupné

uvoltiovani éinné latky.
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Prostiedky jsou vhodné i pro dali zplsoby podani, mezi n&z
patfi podéni oralni, intranasilni a pulmonarni podani, &ipky a
transdermalni aplikace.

Cipky, pojidla a nosi¢e obsahuji naptiklad polyalkylenglykoly
nebo triglyceridy. Cipky mohou byt vytvoieny ze smési obsahujicich
u¢innou latku v rozmezi od 0,5 % do 10 %, nejlépe viak 1 % aZ 2 %.
Prostfedky pro oralni aplikaci zahrnuji pomocné latky, mezi n&% patii
manitol, laktéza, Skrob, stearan hofe¢naty, sacharin sodny, celuléza a
uhligitan hote&naty. Tyto prostfedky maji podobu roztoki, suspenzi,
tablet, pilulek, kapsli, preparati s postupnym uvolfiovanim nebo
praski a obsahuji 10 % aZ 95 % G¢inné latky, nejlépe viak 25 % az 75
%. |

Lokalni aplikace mulZe probihat transdermalnim nebo
intradermalnim podanim. Lokalni aplikace miiZe byt zesilena podanim
Cinidlet alu s toxinem cholery nebo s jeho detoxifikovanymi derivaty
nebo s jejich podjednotkami nebo s jingmi obdobnymi bakterialnimi
toxiny (viz Glenn et al., Nature 391, 851, 1998). Spole¢ného podani
miZe byt dosaZeno smisenim roztokd jednotlivych sloZek nebo
spojenim jejich molekul chemickym spojenim nebo vytvofenim
fazniho proteinu z téchto sloZek.

Transdermalni aplikace miize byt provedena s pouZitim naplasti
nebo pomoci transferozémi (Paul et al., Eur. J. Immunol. 25, 3521-

24, 1995; Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368, 201-15, 1998).

F. Diagnostické metody

Tento vynélez uvadi metody pro zjisténi imunitni odpovédi
proti AB u pacienta trpiciho nebo nachylného k Alzheimerové
chorobé. Tyto metody jsou zvlasté uzite¢né pro sledovani prib&hu
1éEby pacienta. Tyto metody mohou byt pouZity pro sledovani postupu
1éEby u pacientl se symptomy i pro sledovani profylaktického postupu
u asymptomatickych pacientd. Tyto metody jsou uZitecné pro
sledovani aktivni (napf. protilatka vytvofena jako odpoved na podani

imunogenu) a pasivni imunizace (méfeni hladiny podané protilatky).
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1. Aktivni imunizace

Nékteré metody zahrnuji uréeni zdkladni hodnoty imunitni
odpovédi pfed podénim davky Cinidla a jeji porovnani s hodnotou
imunitni odpovédi po 1é¢b&. Vyznamné zvySeni (1j. v&tsi neZ je
typickd experimentélni chyba v opakovanych métenich stejného
vzorku, vyjadfend jako standardni odchylka priméru z t&chto méfeni)
hodnoty imunitni odpovédi signalizuje pozitivni vysledek 1é&by (4.
podéni ¢inidla vyvolalo nebo posililo imunitni odpovéd’). Jestlize se
hodnota imunitni odpovédi nezmé&ni vyznamné nebo poklesne, je to
signalem negativniho vysledku 1é¢by. U pacientd podstupujicich 1é¢bu
s imunogennim ¢inidlem se s dal$i davkou odekava zvySeni imunitni
odpovédi, které pak pfipadné dosédhne platé. Podavani &inidla
pokracuje vétSinou tak dlouho, dokud se imunitni odpovéd zvysuje.
Dosazeni platd je signalem pro pferuseni 1é6by nebo sniZeni davky &i
frekvence podavani.

Dal3imi metodami se uréuje kontrolni hodnota (tj. primér a
standardni odchylka) imunitni odpovédi u kontrolni populace. Jedinci
z kontrolni populace neabsolvovali pfedchozi 1é¢bu. Zméfené hodnoty
imunitni odpovédi u pacienta po podani lééebného &inidla jsou pak
porovnany s kontrolni hodnotou. Vyznamné zvySeni v poméru ke
kontrole (tj. vétsi neZ jedna standardni odchylka priméru) signalizuje
pozitivni vysledek 1é€by. Nepiitomnost vyznamného zvySeni nebo
pokles odpovédi znaci negativni vysledek 1é¢by. V podavani ¢inidla se
vétSinou pokrauje dokud se hodnota imunitni odpovédi zvySuje
oproti kontrolni hodnoté. DosaZeni platd je signilem pro preruSeni
1é€by nebo sniZeni davky ¢&i frekvence podavani.

Dal§imi metodami se zjiStuje kontrolni hodnota imunitni
odpovédi (napf. primér a standardni odchylka) u kontrolni populace
jedinct, ktefi se jiZz podrobili 1é¢b€ terapeutickym ¢inidlem a jejichZ
imunitni odpovédi dosahly po 1€€bé plata. Zméfené hodnoty imunitni
odpoveédi u pacienta jsou porovnany s kontrolni hodnotou. Jestlize
zméfend hladina u pacienta neni vyznamné odli$nd (napf. vice neZ

jedna standardni odchylka) od kontrolni hodnoty, 1é¢ba miZe byt
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prerusena. Jestlize je pacientova hladina vyznamné pod kontrolni
hodnotou, je zajidténo daldi podavani &inidla. Jestlize hladina
v pacientovi ziistane pod kontrolni hodnotou, tak je nutné zménit
naptiklad lé¢ebny reZim nebo pouZit jiny adjuvant.

Dalsimi metodami se sleduje imunitni odpovéd’ pacienta, ktery
se v souCasnosti 1é¢bé nepodrobuje, ale prodélal ji uZ dfive, a to za
Ucelem zjisténi, zda neni tfeba 16&bu znovu zahéjit. Zmé&¥ena hladina
imunitni odpovédi pacienta miZe byt porovnana s hodnotou imunitni
odpoveédi dosaZené u pacienta predchozi 1é&bou. Vyznamné sniZeni
vporovnani spfedchozim méfenim (tj. v&t8i neZ je typicka
experimentalni chyba v opakovanych méfenich stejného vzorku) je
zndmkou nutnosti pokradovéani 1é&by. Hodnota zméfena u pacienta
miZe byt také porovndna skontrolni hodnotou (primér plus
standardni odchylka) zji§ténou u populace pacienti po ukondeni
lé¢by. Hodnota zméfend u pacienta miZe byt porovnana s kontrolni
hodnotou u populace profylakticky léenych pacientd, kte¥i
nevykazuji symptomy nemoci nebo u populace terapeuticky lé¢enych
pacienti, ktefi vykazuji zlepSeni charakteristik onemocnéni. Ve viech
téchto pfipadech je vyznamné sniZeni ve vztahu ke kontrolni hlading
(tj. vice neZ jedna standardni odchylka) znamkou toho, Ze 1é&ba
pacienta by méla znovu zadit.

Analyzované vzorky tkni pacienta jsou typicky krev, plazma,
sérum a mukézni nebo cerebrospinalni tekutina. Ve vzorku jsou
zjiStovany znadmky imunitni odpovédi na sledovanou amyloidni
slozku (napf. jakakoli forma peptidu Ap). Imunitni odpovéd’ miZe byt
uréena napfiklad podle ptitomnosti protilatek nebo T-buné&k, které se
specificky vaZi na sledovanou sloZku (napf. peptid AP). Metody
ELISA pro zjisténi protilatek specifickych pro AP jsou popsany
v Casti piikladi a mohou byt pouZity i na jiné peptidové antigeny.

Metody zjisténi reaktivnich T-bun&k jsou v oboru dobfe znamy.

2. Pasivni imunizace
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Postupy pro sledovani pasivni imunizace jsou v&t§inou obdobné
postupiim pro sledovani aktivni imunizace, ktera byla vy3e popsana.
Profil protilatky pfi pasivni imunizaci je typicky tim, Ze okamzity
vrchol  koncentrace protilatky je nasledovan exponencialnim
poklesem. Bez dalSich davek dosahuje pokles béhem dnd aZ mésict (v
zévislosti na poloCasu Zivota podané protilatky) hladin, které byly
zméfeny pied 1é¢bou. Naptiklad polodas Zivota nékterych lidskych
protilatek se pohybuje okolo 20 dnd. |

Podle n&kterych metod se méfeni zakladni hladiny protilatky
proti AP odehrava u pacienta pfed prvnim podanim &inidla, druhé
méfeni brzy po podani (pro urdeni vrcholové hodnoty koncentrace
protilatky) a jedno nebo vice dalich méfeni se provadi v dalSich
intervalech pro urCeni poklesu hladiny protilatky. KdyZ hladina
protilatky poklesne na zakladni hladinu nebo blizko k ni (napf. Na 50
%, 25 % nebo 10 %), probéhne aplikace dalsi davky protilatky. Podle
n&kterych metod jsou hodnoty vrcholové a hodnoty zjisténé
v naslednych méfenich srovnany s diive naméfenymi referenénimi
hodnotami, které byly ustaveny pro zjisténi prosp&snych
profylaktickych nebo terapeutickych léCebnych reZimi u jinych
pacienti. KdyZ je zméfend hladina protilatky vyznamné niz$i nez
referencni hladina (napf. méné neZ primér minus jedna standardni
odchylka referenéni hodnoty v populaci pacienti, u kterych byla 1é¢ba

uspés$na), je nutno podat dalsi davku protilatky.

3. Diagnostické sady

Vynalez dale popisuje diagnostické sady pro pouZiti pfi vyse
popsanych diagnostickych metodach. Takova sada typicky obsahuje
¢inidlo, které se specificky vaze na protilatky proti sloZce amyloidniho
plaku (napf. AB) nebo reaguje s T-buitkami specifickymi pro danou
sloZku. Sada miiZe obsahovat také znacku. P¥i detekci protilatek proti
AP je znalka typicky ve formé& oznadenych anti-idiotypickych

protilatek. Pro detekci protilatky muzZe byt €inidlo dodavano piedem
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ukotveno v pevné fézi (napf. v jamkach mikrotitradni desti¢ky). Pro
detekci reaktivnich T-bunék mutZe byt znackou 3H-thymidin, pomoci
kterého se méfi proliferativni odpovéd’. Sada je také typicky opatfena
oznaCenim pro jeji pouziti. Oznaleni miZe zahrnovat také tabulku
nebo jiné hodnoceni pro korelaci hladiny namétené znacky s hladinou
protilatek proti AB nebo T-bunék reagujicich s AP. Termin oznadeni
se vztahuje k jakémukoli psanému ¢&i jinak zaznamenanému materiélu,
ktery je k sad€ piipevnén nebo jinak pfipojen, a to kdykoli b&hem jeji
vyroby, pievozu, prodeje a pouZiti. Termin oznateni zahrnuje
reklamni letéky a broZury, balici materialy, navody, audio nebo video
kazety, poCitaové disky, stejné tak jako napisy nachézejici se pfimo

na sadé.

PREHLED OBRAZKU NA VYKRESECH

Obr. 1: Protilatkovy titr u transgennich mySi po injekci Ap1-42.

Obr. 2: Amyloidni zat€Z v hipokampu. Procento hipokampalni
oblasti obsazené amyloidnimi plaky, uréenymi reaktivitou s AP-
specifickou monoklonélni protilatkou 3D6, bylo uréeno pomoci
pocitatové kvantitativni analyzy obrazu. Hodnoty pro jednotlivé mySi
Jsou zobrazeny v jednotlivych lé€ebnych skupinich. Horizontalni 4ra
u kazdé skupiny zobrazuje stiedni hodnotu rozd&leni.

Obr. 3: |Neuritickd dystrofie v hipokampu. Procento
hipokampélni oblasti obsazené dystrofickymi neurity, urenymi
reaktivitou s lidskou APP-specifickou monoklondlni protilatkou 8ES5,
bylo ur€eno pomoci pocitatové kvantitativni analyzy obrazu.
Hodnoty pro jednotlivé mySi jsou zobrazeny zvlast' pro skupinu
vystavenou plsobeni AN1792 a kontrolni skupinu vystavenou
ptsobeni PBS. Horizontalni ¢ara u kazdé skupiny zobrazuje stiedni
hodnotu rozdéleni.

Obr. 4: Astrocytéza v retrosplenidlni kiife. Procento korové
oblasti obsazené astrocyty pozitivnimi na glidlni vlaknity acidicky
protein (GFAP) bylo uréeno pomoci pocéitatové kvantitativni

analyzy obrazu. Hodnoty pro jednotlivé myS$i jsou zobrazeny
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v jednotlivych lé&ebnych skupinich a horizontdlni &ira u kazdé
skupiny zobrazuje stfedni hodnotu rozd&leni.

Obr. 5: Geometrické priméry protilatkovych titr proti Ap42
po imunizaci pohybujici se vrozmezi 8 davek AB42 (“AN17927)
obsahujicich 0,14, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 33, 100 nebo 300 pg.

Obr. 6: Kinetika protilatkové odpovédi na imunizaci pomoci
AN1792. Titry jsou vyjadfeny jako geometrické priméry kazdé
skupiny ¢itajici 6 zvifat.

Obr. 7: Kvantitativni analyza obrazu korové amyloidni z4t&Ze u
my$i vystavenych plisobeni PBS nebo AN1792.

Obr. 8: Kvantitativni analyza obrazu zatiZeni neuritckymi plaky
u myS3i vystavenych pisobeni PBS nebo AN1792.

Obr. 9: Kvantitativni analyza obrazu procenta retrosplenialni
kiiry obsazeného astrocytézou u my3i vystavenych piisobeni PBS
nebo AN1792.

Obr. 10: Analyza lymfocytérni proliferace v buiikach sleziny
vystavenych plisobeni AN1792 (horni &ast) nebo PBS (dolni &st).

Obr. 11: Totalni hladiny AB v mozkové kiife. Bodovy diagram
jednotlivych AP profild u my§i imunizovanych s AP nebo APP
derivaty kombinovanymi s Freundovym adjuvantem.

Obr. 12: Amyloidni zatéZ v kife uréena pomoci kvantitativni
analyzy obrazu mozkovych fezi u mysi imunizovanych s konjugaty
AP peptidu (AB1-5, AP1-12 a AB13-28); AP agregaty o plné délce -
AB42 (“AN1792”) a AP1-40 (“AN1528”) a Ié&ebna skupina
vystavena plsobeni PBS.

Obr. 13: Geometrické praméry titrG protilatky specifické pro
AP u skupin myS$i imunizovanych s AP nebo APP derivaty
kombinovanymi s Freundovym adjuvantem.

Obr. 14: Geometrické pruméry titrii protilatky specifické pro
AP u skupin mor€at imunizovanych s AN1792 nebo jeho
palmytoilovanym derivatem kombinovanym s riiznymi adjuvanty.

Obr. 15 (A-E): Hladiny AP v kife 12 mésici starych PDAPP
mySsi vystavenych plsobeni AN1792 nebo ANI1528 s riznymi

adjuvanty.
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Obr. 16: Primérny titr u mysi lé&enych polyklonalni protilatkou
proti Af.
Obr. 17: Primémy titr u my% lé¢enych monoklonalni
protilatkou 10D35 proti AP.
Obr. 18: Primémy titr u my3i léenych monoklonalni

protilatkou 2F12 proti Ap.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

PRIKLAD 1
Profylakticka @i¢innost AB proti Alzheimerové chorobé (AD)

Tyto piiklady popisuji poddvani peptidu AB42 transgenni mysi
overexprimujici APP s mutaci v pozici 717 (APP717-55), ktera vede k
neuropatologii shodné s Alzeheimerovou chorobou. Vytvaieni a
charakteristika téchto my3i (PDAPP my#3i) je popsana v Games et al.,
Nature, viz vySe. Tato zvifata (ve své heterozygotni form&) za&inaji
ukladat AB od Sestého mésice v&ku. Ve veku 15 mésich jiz vykazuji
ukladani AB v hladinich odpovidajicim Alzeheimerové chorobé.
PDAPP mysim byl injikovan agregovany AB42 (agregovany AB42)
nebo solny roztok pufrovany fosfatem. Agregovany AP42 byl vybran

pro svou schopnost vyvolat tvorbu protilatek proti vice epitoptim AP.

A. Metody
1. Mysi

Tticet PDAPP heterogennich mySich samic bylo nahodné
rozd€leno do nésledujicich skupin: 10 mysi pro injekci agregovaného
APB42 (jedna zemiela pfi pfevozu), 5 mysi pro injekci PBS/adjuvant
nebo PBS a 10 mys$i jako intaktni kontrola. 5 my$im byly injikovany

peptidy odvozenymi ze sérového amyloidniho proteinu (SAP).

2. Piiprava imunogent




75 .
Pfiprava agregovaného AB42: dva miligramy AB42 (US
Peptides Inc, lot K-42-12) byly rozpustény v 0,9 ml vody a objem byl
doplnén do 1 ml pfiddnim 0,1 ml 10x PBS. Ziskand smé&s byla
vortexovana a ponechdno inkubovat v 37 °C pfes noc, coZ jsou
podminky za nichZ peptid agregoval. NepouZity AP byl skladovan
jako suchy lyofilizovany prasek pfi - 20 °C, a to aZ do dal3i injekce.

Je nutno poznamenat, Ze pii pouZiti takovychto komeréné
dostupnych peptidi miZe byt v suché hmotnosti - zapo&itana i
hmotnost soli; hmotnosti zmifiované ve viech zde popisovanych
Ptikladech zahrnuji i hmotnosti soli (pokud neni fedeno jinak). P¥esna
mnoZstvi peptidi mohou byt stanovena analyzou prostfedku
standardnimi metodami, jako tfeba urdenim mnoZstvi dusiku v

porovnani s prostfedkem se zndAmym obsahem dusiku.

3. Ptiprava injekci

V kazdé injekci, uréené pro jednu mys, bylo obsaZeno 100 pg
agregovaného AP42 v PBS, emulzifikovaného v poméru 1:1 s
kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA) s koneinym objemem
emulze uréené pro prvni imunizaci 400 pl. Prvni imunizace byla po
dvou tydnech nasledovana posilovaci injekci, jeZ obsahovala stejné
mnoZstvi imungenu v nekompletnim Freundové adjuvantu (IFA). Dvé
dalsi davky v IFA byly poddny v mésiénim intervalu. Nasledné
imunizace byly uskuteénény podénim v 500 pul PBS. Injekce byly
aplikovany intraperitonealné (i.p.).

PBS bylo injikovano podle stejného schématu, pfi¢emz mys$im
byla injikovana smé&s PBS s adjuvantem v divce 400 pl na my$ nebo
500 pl na myS. Injekce SAP probihaly podle stejného schématu,

pti¢emz byla pouZita davka 100 pg na injekci.
4. Titrace myS$i krve, preparace tkané a imunohistochemie
VySe zmifiované metody jsou popsany niZe v kapitole

VSeobecny material a metody.

B. Vysledky
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PDAPP my$im byl injikovin bud agregovany Ap42
(agregovany AP42), peptidy SAP nebo solny roztok pufrovany
fosfatem. Jedna skupina PDAPP mysi - pozitivni kontrola, byla
ponechéna intaktni. Mys$i titry protilatek proti agregovanému ApB42
byly sledovany kazdy dalsi mé&sic po &tvrté posilovaci injekci, a to aZ
do v€ku jednoho roku. Mys$i byly usmrceny po 13 mé&sicich Zivota. Ve
vsech sledovanych Casovych bodech vykazovalo osm z deviti mysi
vysoky titr protildtek proti AB42, pfi¢em? tato hladina zistala vysoka
po celou dobu poddvéni injekei (titry v&tsi nez 1:10 000). Devata my$
méla titr nizky, ale méfitelny (okolo 1:1000) (obr. 1, tabulka 3). Mysi,
jimZ byl injikovan SAP mély titry od 1:1000 do 1:30 000, pritemz
hodnotu 1:10 000 piekrodila pouze jedna mys.

Séra z my$i léCenych PBS byla titrovana proti agregovanému
AP42 po Sesti, deseti a dvanacti mésicich. V piipad titrovani (v séru
fedéném 1:100) PBS mys§i proti agregovanému AP42 byla hranice
Ctyfnasobku pozadi piekrofena pouze v jednom <&asovém bodg,
pfiCemz v ostatnich pfipadech nebyla tato hranice ptekroena v
Zadném Casovém bodé€ (tabulka 3). Odpovéd’ specificka pro SAP byla
v téchto Casovych bodech zanedbatelna (titry byly mensi nez 1:300).

Sedm z deviti myS$i ze skupiny 1é¢ené agregovanym AP1-42
nevykazovalo v mozku Zadné zjistitelné amyloidy. Mozkové tkané z
myS$i ze skupin 1é¢enych SAP a PBS naopak vykazovaly pocetné
amyloidni usazeniny v hipokampu, stejné tak jako ve frontalni a
cingularni kife. Zplsob usazovani byl podobny tomu, jenZ byl
pozorovan u neléfenych kontrol, tj. s charakteristickou ucasti
zranitelnych oblasti, mezi n&Z patfi vn&$i molekulovd vrstva
hipokampaélniho dentatniho gyru. U jedné mysi ze skupiny s
injikovanym AP1-42 bylo pozorovano velké sniZeni amyloidni zatéZe
v hipokampu. U jiné myS$i z téZe skupiny bylo pozorovan osamoceny
plak.

Kvantitativni obrazové analyzy amyloidni zit€Ze v hipokampu
potvrdily jeji dramatické sniZeni dosazené u zvifat lé¢enych AB42
(AN1792) (obr. 2). Stiedni hodnoty amyloidni zaté€Ze ve skuping
lééené PBS (2,22 %) a v nijak neléené kontrolni skuping (2,65 %)
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byly oproti skuping imunizované AN1792 (0,00 %, p=0,0005)
vyznamné vy$§i. Stfedni hodnoty amyloidni zatéZe dosahovaly ve
skupin€ imunizované SAP peptidy (SAPP) hodnot 5,74 %. Mozkov4
tkafi z neléSenych kontrolnich my$i obsahovala &etné usazeniny
amyloidu AP, vizualizované pomoci Ap-specifické monoklonalni
protilatky (mAb) 3D6 v hipokampu, stejné tak jako i v retrosplenialni
kife. Podobny zpisob usazovani byl pozorovan rovn&? u my§i
imunizovanych SAPP nebo PBS (obr. 2). Tii posledng zmifiované
skupiny byly charakteristické wifasti zranitelnych podoblasti (co je
typické u AD), mezi n& patfi vn&j$i molekulovd vrstva
hipokampalniho dentétniho gyru.

Mozky, které neobsahovaly Z7adné amyloidni usazeniny,
postradaly také neuritické plaky, jenZ jdou b&Zn& vizualizovat pomoci
protilatky 8E5 proti lidskému APP. Viechny mozky z ostatnich skupin
(s aplikovanym SAP nebo PBS a kontrolni skupina) mé&ly podetné
neuritické plaky, typické pro nelédené PDAPP my$i. Malé mnoZstvi
neuritickych plakt bylo pfitomno i u jedné mysi lé¢ené AN1792 a
jeden shluk neuritickych plaki byl pozorovan i u druhé mysi z téze
skupiny. Pomoci obrazové analyzy hipokampu (také viz obr. 3) byla v
porovnani s PBS skupinou (stfedni hodnota 0,28 %, p=0,0005)
prokazéna u€inna eliminace dystrofickych neuritd u mysi lé¢enych
AN1792 (stiedni hodnota 0,00 %).

U skupin lécenych injekcemi AB1-42 nebyla pfitomna ani
astrocytéza, ktera je charakteristickd pro zanéty spojené s plaky.
Mozky mysi z ostatnich skupin obsahovaly husté a shlou¢ené GFAP-
pozitivni astrocyty, typické pro gliézu spojenou s plaky AP. Cast
sklicek s na GFAP pozitivné reagujicimi astrocyty byla pro loklalizaci
plakii AP déle obarvena Thioflavinem S. GFAP-pozitivni astrocyty
byly spojeny s AP plaky u skupin 1é¢enych SAP, PBS a v intaktnich
kontroldch. Zadné takové spojeni nebylo nalezeno u my3i léenych
AP1-42, piicemZ, u jedné myS$i léCené AN1792 byla zjisténa
miniméalni glidza spojena s plaky.

Obrazové analyzy retrosplenidlni kiry (obr. 4) potvrdily, Ze

snizeni vyskytu astrocytézy bylo vyznamné, coZ je ziejmé jestlize
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porovname priimémé hodnoty jejiho vyskytu u myS$i 1é€enych
AN1792 (1,56 %) a my3i imunizovanych SAP peptidy, PBS nebo
myS$i intaktnich (vSechny tfi skupiny > 6 %, p=0,0017).

Udaje ze vzorku mysi, jimz byly injikovany AB1-42 a PBS
ukazaly, Ze MHC II imunoreaktivita spojena s plakem se u Ap1-42
my$i nevyskytovala, coz odpovidad nepiitomnosti zanétlivé reakce
spojené s AP.

Na fezech z my§ich mozkd bylo zkouseno zda pozitivné reaguji
s mAD, predstavujici specifickou monoklonalni protilatku proti MAC-
1 (protein v bunééné membring). MAC-1 (CD11b) patii do rodiny
integrintt a vyskytuje se spolu s CD18 jako heterodimer. Komplex
CD11b/CD18 je pfitomen na monocytech, makrofazich, neutrofilech,
a NK-buiilk4ch (pfirozeni zabije¢i) (Mak a Simard). MAC-1-pozitivni
buné&ené typy v mozku jsou pravdépodobné mikroglie, coZ plyne z jim
pobdobné morfologie pozorované na fezech, kde do$lo k pozitivni
reakci s protilatkou proti MAC-1. U my$i 1é€enych AN1792 bylo
moZno ve srovnani s kontrolni skupinou PBS pozorovat niz8i vyskyt
MAC-1 imunoreaktivity, coz odpovid4 nepfitomnosti zanétlivé reakce

spojené s AP.

C. Zaver

Nepfitomnost plaki AP a reaktivnich neuronalnich a
gliotickych zmén v mozcich mys$i, jimZ byl injikovan AB1-42, znadi,
ze v jejich mozcich nedoslo (nebo pouze v extrémné malém mnoZstvi)
k uloZeni amyloidu, pfiCemZ s tim souvisi i absence patologickych
nasledkd pfipadného ukladani, tj. napt. gliéza a neuritickd patologie.
PDAPP mysi 1éGené pomoci AB1-42 prokazaly naprosto shodnou
nepfitomnost patologie jako kontrolni netransgenni my$i. Injekce
AP1-42 jsou takto vysoce ulinné pii prevenci ukladani nebo
oCidtovani lidského AP z mozkové tkané, a také pii odstrafiovani

timto zpusobenych neuronalnich a zanétlivych degenerativnich zmén.
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Podavani peptidu AR miiZe tedy mit tedy byt pouZito pfi prevenci a
1é¢be AD.

PRIKLAD 2
Studie zavislosti na davce

Skupiny samic my$i Swiss Webster starych pét tydni (N=6 ve
skupin€) byly imunizovany 300, 100, 33, 11, 3,7, 1,2, 0,4 nebo 0,13
ng AP pfipravenym v CFA/IFA a podanym intraperitonealnd. T
davky byly podény ve ¢trnctidennich intervalech, &tvrta davka byla
podéna o mé&sic pozd&ji. Prvni davka byla emulzifikovana s CFA,
dal$i dévky byly emulzifikovéany s IFA. Zvifatim byla pro mé&feni
titru protilatek odebirana krev vZdy 4 aZ 7 dni po ka¥dé imunizaci, tak,
Ze prvni odbér byl proveden po druhé davce. Césti zvitat z kazdé ze tfi
skupin, kterd byla imunizovédna 11, 33 nebo 300 pg antigenu, byla
krev odebirédna je$té ve &tyfech mési¢nich intervalech nasledng po
¢tvrté imunizaci, za i¢elem sledovéani poklesu protilatkové odpovédi
v pfipadé rtznych davek imunogennich prostiedki. Tato zvifata
obdrZela posledni patou imunizaci v sedmém mésici po zahajeni
studie. O tyden pozdéji byla zvifata za (iSelem méfeni protilatkovych
odpovédi proti AN1792 a pro provedeni toxikologickych analyz.

U davek od 300 do 3,7 pg byla pozorovéna odpovéd klesajici s
davkou, pfi¢emZ u dvou nejniZ8ich davek nebyla pozorovana odpovéd’
Zadna. Primérné protilatkové titry byly po 3 davkach okolo 1:1000 a
po 4 davkach 11 aZ 300 pg antigenu okolo 1:10 000 (obr. 5).

Protilatkové titry u vSech skupin (kromé& skupiny s nejniZsi
davkou) po tfeti imunizaci dramaticky vzrostly, s tim Ze zvySeni
geometrického priméru titri (GMT) bylo 5ti aZ 25ti ndsobné. Nizka
protilatkovd odpovéd® byla zjistitelnd dokonce i u recipienth, ktefi
dostali davku 0,4 pg. Skupiny s davkami 1,2 a 3,7 pg mély
porovnatelné titry s GMT okolo 1000, &ty¥i skupiny s nejvys$Simi
obdrZenymi davkami se spojily do GMT okolo 25 000, s vyjimkou
skupiny s davkou 33 pg, jejiz GMT byl 3000. Po &tvrté imunizaci byl
u vSech skupin vzrist titru vice pozvolny. Jasnd, zavislost na ddvce

byla pozorovana u skupin s niZ§imi davkami antigenu (od 0,14 pg do
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11 pg) sahajici od Zadné zjistitelné odpovédi (u 0,14 pg) az k GMT 36
000 (11pg). Titry Ctyf nejvysSich skupin (11 az 300 pg ) splyvaly opét
dohromady. Po dvou imunizacich tedy protilatkovy titr vykazoval
zavislost na davce antigenu u skupin od 0,4 do 300 pg. Po tfeti
imunizaci byly titry Ctyf nejvysSich skupin srovnatelné a po dalsi
imunizaci tvofily platé.

Mésic po ¢tvrté imunizaci byly u skupiny s 300 pg titry 2 az
3krat vy$si, neZz kdyZ byly stanovovany z krve odebrané pét dni po
imunizaci (obr. 6). Toto zjiSt€ni napovida, Ze nejvy3si protilatkova
odpovéd’ se objevuje pozdéji nez S dni po imunizaci. Mirn&jsi (50%)
vzestup byl ve stejném ase pozorovan u skupiny s davkou 33 pg. Po
dvou mésicich po posledni déavce, klesly GMT u skupiny s 300 pg
prudce o 70 %. Po dal3im mésici byl pokles mirn&jsi, a to 45% (100
pg) a asi 14% (33 a 11 pg). Rychlost poklesu cirkulujicich
protilatkovych titrd po ukonceni imunizace se zdd mit bifazicky
prabéh s prudkym poklesem v prvnim mésici po nejvyssi protilatkové
odpovédi, nasledovanym poté mirné&j$im poklesem.

Protilatkové titry a kinetika odpovédi my$i Swiss Webster jsou
podobné tém pozorovanym u mladych heterozygotnich PDAPP
transgennich my$§i, imunizovanych paralelnim zpisobem. Déavky
schopné vyvolat u ¢lovéka imunitni odpovéd’ jsou obdobné davkam

udinnym u mys$i.

PRIKLAD 3
Provéreni terapeutické ucinnosti proti rozvinuté AD

Tato analyza je ur€ena pro testovani imunogennich ¢inidel,
konkrétng jejich ucinnosti zastavit nebo zvratit neuropatologické
charakteristiky AD u starych zvifat. Imunizace s 42 aminokyselin
dlouhym AP (AN1792) pocaly v &ase, kdy byly amyloidni plaky v
mozcich PDAPP mysi jiZ piitomné.

V pribéhu této studie vzniklo u nelééenych PDAPP mysi
mnoZstvi neurodegenerativnich zmén podobnych t&m, které 1ze nalézt
pti AD (Games et al., viz vy§e a Johnson-Wood et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94, 1550-1555, 1997). Ukladani AP v amyloidnich
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placich je spojeno s degenerativni neuronélni odpovadi zahrnujici
aberantni axonalni a dendritické elementy, nazyvané dystrofické
neurity. Amyloidni usazeniny, které jsou obklopeny a také obsahuji
dystrofické neurity, se nazyvaji neuritické plaky. U AD i PDAPP mysi
maji dystrofické neurity zfetelnou globularni strukturu, jsou
imunoreaktivni s uritymi protildtkami rozpoznavajicimi APP a
cytoskeletalni slozky a vykazuji komplexni subcelularni degenerativni
zmény na ultrastrukturdlni Grovni. Tyto charakteristiky dovoluji s
nemoci souvisejici selektivni, reprodukovatelné méfeni tvorby
neuronalnich plakd v mozcich PDAPP mys$i. Dystroficka neuronalni
slozka PDAPP neuritickych plaki je pomoci protilatky specifické pro
lidsky APP (monoklonalni protilatka 8E5) snadno vizualizovateln4 a s
pomoci pocitatové analyzy obrazu snadno méfitelnd. Kromé méfeni
ucinktt AN1792 na tvorbu amyloidnich plakii jsme méfili i G&inky této
1é€by na vyvoj neuritické dystrofie.

Astrocyty a mikroglie jsou bufiky odli$né od neuronti, které
odpovidaji a reaguji na neuronalni poskozeni. GFAP-pozitivni
astrocyty a MHC Il-pozitivni mikroglie jsou pfi AD béZné
pozorovatelné a jejich aktivace se zvySuje s vaZnosti onemocnéni.

Proto jsme u my3i lédenych AN1792 pozorovali také vyvoj reaktivni

astrocytézy a mikrogliézy.

A. Materidl a metody

48 samic heterozygotnich PDAPP mysi, ve véku od 11 do 11,5
mésici a ziskané z Charles River Laboratories, bylo nahodn&
rozdéleno do dvou skupin: 24 my§i pro imunizaci se 100 pg AN1792
a 24 mys$i pro imunizace s PBS, v obou pfipadech v kombinaci s
Freundovym adjuvantem. Skupiny s AN1792 a PBS byly opét
rozd€leny po dosaZeni cca 15 mésice v&ku. V 15 mésici véku byla
pfiblizné polovina zvifat z ka?dé skupiny usmrcena (n=10 pro
AN1792 a n=9 pro PBS), pfi¢emZ u druhé poloviny (n=9 pro AN1792
a n=12 pro PBS) se pokracovalo v imunizacich az do 18 mésice. 8
zvifat (5 AN1792 a 3 PBS) béhem studie zemfelo. Kromd

imunizovanych zvifat byly pro porovnani ELISA testi na mnoZstvi
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AP a APP v mozku do studie pfidany jesté intaktni.];DAi’P my.gi s‘t;;:é
jeden rok (n=10), 15 mé&sict (n=10), 18 mésict (n=10); jednoro¢ni
zvitata byla zahrnuta také v imunohistochemickych analyzach.

Pouzita metodologie byla shodné jako v piikladu 1 (pokud neni
zminéno jinak). AN1792 od US Peptides (kat. ¢. 12) a California
Peptides (kat. ¢. MEO0339) byly pouZity pro pfipravu antigenu
ureného pro Sest imunizaci provedenych pfed 15 mésicem. Vyrobky
MEO0339 a ME0439 od California Peptides byly pouzity pro tii
dodate¢né imunizace provedené mezi 15 a 18 mésicem.

100 pg AN1792 ve 200 pl PBS nebo PBS samotné bylo
emulzifikovano 1:1 (objem.) s kompletnim Freundovym adjuvantem
(CFA) nebo s nekompletnim Freundovym adjuvantem (IFA) nebo s
PBS s konednym objemem emulze 400 pl. Adjuvantem pfi prvni
imunizaci bylo CFA, dal3i dvé davky byly podany v IFA a posledni
Styfi davky v samotném PBS bez adjuvantu. Celkové imunizace
probéhla béhem sedmimési¢niho intervalu devétkrat, pfiCemZ prvni tfi
injekce ve dvoutydennim intervalu, dal$i njekce pak v mé&si¢nim
intervalu. Skupina 1é&end pouze &tyfi mésice a usmrcena v 15 mésici

vé&ku se podrobila pouze prvnim Sesti imunizacim.

B. Vysledky
1. Udinek 1é&by pomoci AB42 (AN1792) na amyloidni zat&?

Ukinky 16&by AN1792 na korovou amyloidni z4t&Z, urlené
pomoci kvantitativni analyzy obrazn jsou uvedeny na obr. 7.
Primérma hodnota korové amyloidni zatéZe byla u skupiny intaktnich
12ti mé&si¢nich PDAPP mys$i 0,28 %, coZ reprezentuje plakovou zatéZ
mysi pfi zapodeti studie. U 18ti mési€nich PBS mysi vzrostla
amyloidni zat&Z vice neZ 17kréat na 4,87 %, zatim co u my$i léCenych
AN1792 doslo k velkému sniZeni amyloidni zatéZe (0,01 %), coZ je v
porovnéni s 12ti m&si¢nimi intaktnimi my3$mi a 15ti a 18ti m&si¢nimi
myS$mi 1ééenymi PBS pozoruhodn& malo. Amyloidni z4téz byla v 15
(96% sniZeni; p=0,003) i v 18 (>99% sniZeni; p=0,0002) mésici u

piijemct AN1792 vyznamné€ sniZena.
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Korové ukladdani amyloidu zalind u PDAPP mys$i typicky ve
frontélni a retrosplenialni kife (RSC) a pokraCuje ventrolateralnim
smérem k temporalni a entorhindlni kire (EC). V EC 12 mésich
starych my$i, coZ je v&k, ve kterém bylo prvné poddno AN1792, neby!
nalezen amyloid Zadny nebo jen v malém mnoZstvi. Po c¢tyfech
mésicich 16¢by AN1792 bylo zasadné sniZeno amyloidni uklédani v
RSC, piiCemZ postupné usazovani amyloidu v EC bylo podavédnim
AN1792 zcela eliminovano. Posledné zminéné pozorovani ukazuje, Ze
AN1792 tplng zastavilo postupné ukladani amyloidu, jeZ by za
normalnich okolnosti postoupilo do temporalni a ventralni kiry.
Podavani AN1792 také zastavilo a pravdépodobné i zvratilo ukladani
amyloidu v RSC. |

Zasadni G¢inky AN1792 na postup ukladani amyloidu v kife u
PDAPP mys$i je dale doloZeno na 18ti mé&siéni skupiné, jez byla
lé¢ena po sedm mésict. My$ lé€end pomoci AN1792 vykazovala
skoro kompletni absenci korového amyloidu, naprostou absenci

difaznich plakd a sniZeni mnoZstvi existujicich usazenin.

3. Bunééné a morfologické zmény spojené s 1é¢bou pomoci AB42
(AN1792)

V &astech mozku, jeZz jsou typické vyskytem amyloidnich
usazenin byla nalezena populace Ap-pozitivnich bunek. Je
pozoruhodné, Ze u n&kolika mozkl z my3i léenych AN1792 nebylo
nalezeno ?4dné mmnozstvi extracelularnich korovych plakd nebo jen
malé mnoZstvi. Zd4 se, Ze vétSina imunoreaktivity byla lokalizovana
na vnitiek bundk s velkym lalo¢natym nebo shluéenym somatem.
Fenotypicky se tyto butiky podobaly aktivovanym mikrogliim nebo
monocytim. Imunoreaktivni protilatky specificky rozeznavajici
ligandy exprimované aktivovanymi monocyty a mikroglii (MHCII a
CD11b) a byly pileZitostn& spojeny se sténou nebo lumen krevnich
kapilar. Porovnani pfilehlych fezii oznafenych protilatkami

specifickymi pro Ap a MHC 1I odhalilo, Ze ob¢& protilatky se vdzaly na
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stejné typy bun€k. Podrobné prozkoumani mozkd vystavenych
pusobeni AN1792 vedlo k zjisténi, ze vyskyt MHC II-pozitivnich
bunék byl u téchto zvifat omezen na okoli zbylych amyloidd. Za
pouZitych podminek fixace nebyly buiiky imunoreaktivni na protilatky
specificky rozeznavajici ligandy T-bun&k (CD3, CD3e) nebo B-bunék
(CD45a, CD45RB) nebo na obvykly leukocytarni antigen (CD45), ale
reagovaly s protiladtkou rozezndvajici leukosialin (CD43), ktera
k¥iZové reaguje s monocyty. Zadné takové buiiky nebyly nalezeny u
mys$i vystavenych ptisobeni PBS.

PDAPP mys$i vytvéieji stale rozsahlé amyloidni usazeniny ve
vnéj8i molekulové vrstvé dentatniho gyru. Usazeniny tvoii zfetelny
pruh v perforované draze, coZ je podoblast, ktery pii AD klasicky
obsahuje amyloidni plaky. Charakteristicky vzhled téchto usazenin u
my$§i vystavenych plsobeni PBS pfipominal ten, ktery byl jiz dfive
popséan u nelééenych PDPAP mysi. Amyloidni usazeniny sestdvaly z
difaznich i kompaktnich plakt v souvislém prouzku. U mnoha mozkt
z my$i lé8enych AN1792 byl naopak tento vzhled drasticky
pozménén. Hipokampélni amyloidni usazeniny jiZ neobsahovaly
difdzni amyloidy a prouzkovité uspofddani bylo zcela roztrhano.
Misto toho bylo pfitomno mnoZstvi neobvyklych teckovanych
struktur, které reagovaly s protilatkami proti Af, pfiemzZ se zdélo, Ze
nékteré z nich jsou buiikami obsahujicim amyloid.

MHC II-pozitivni butiky byly u zvifat lé¢enych ANI1792
opakovang pozorovany v sousedstvi extracelularniho amyloidu.
Zpisob sdruZeni Ap-pozitivnich bun€k s amyloidem byl velmi
podobny tomu, jenZ bylo moZno pozorovat u nékterych mozkl
ziskanych z my$i vystavenych plsobeni AN1792. Vyskyt téchto
monocytl byl omezen na oblast pfilehlou k amyloidni usazening,
pfi¢emZ v jinych mozkovych oblastech postradajicich plaky AP, byl
zcela nulovy.

Kvantitativni analyza obrazu fezi oznalenych protilatkami
proti MHC I a MHC II odhalila tendenci popsanou vzristajici
imunoreaktivitou v RSC a v hipokampu u my3i vystavenych plsobeni

AN1792, v porovnani se skupinou my$i lé&enych pomoci PBS, jenz

soce
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vykazovala pouze vyznamné zvySeni MHC I-imunoreaktivity v
hipokampu.

Tyto  vysledky jsou diikazem  aktivniho, bunééné

zprostiedkovaného odstranéni amyloidu z mozkovych oblasti kde se

vyskytoval.

3. Uinky AN1792 na hladiny AB: ELISA testy
(a) Hladiny v mozkové kiife

Primérna hodnota celkového mnoZstvi AB v kiife PDAPP mysi
byla ve 12 mésici 1 600 ng/g a v 15 mésici vzrostla na 8 700 ng/g
(tabulka 4). V 18 mé&sici byla tato hodnota 22 000 ng/g, coZ je od
podatku experimentu vice nez 10ti nasobny vzestup. Celkové
mnozstvi AP u zvifat 1é€enych PBS bylo v 15 mésici 8 600 ng/g, s
tim, Ze toto mnoZstvi vzrostlo v 18 mésici na 19 000 ng/g. Celkové
mnozstvi AB u zvifat lé¢enych AN1792 bylo v 15 mésici 1 600 ng/g,
coZ je o 81 % méné nez v pfipadé PBS. U u zvifat 1é€enych AN1792
bylo v 18 mésici celkové mnozstvi AP 5 200 ng/g, coZ je o v
porovnani se skupinou lééenou PBS vyznamné mén€ (o 72 %,
p=0,0001) (viz tabulka 4). Obdobné vysledky byly u téchto dvou
skupin nalezeny pfi porovnavani hladin Ap v kife. V tomto piipade
viak byly rozdily hladin AP vyznamné v 15 (p=0,04) i 18 mésici
(p=0,0001, tabulka 4).

(b) Hladiny v hipokampu

U intaktnich PDAPP mysi byly ve 12 mé&sici praim&mé hodnoty
celkového mnoZstvi AP 15 000 ng/g a v 15 mésici vzrostly na 51 000
ng/g a jesté dale v 18 mésici na 81 000 ng/g (tabulka 5). PBS mysi
vykazovaly v t&chto &asovych bodech hodnoty 40 000 ng/g (15 mésic)
respektive 65 000 ng/g (18 mésic). Zvifata imunizovana AN1792
vykazovala nizsi celkova mnoZstvi AP, a to 25 000 ng/g (15 mésic) a
51 000 ng/g (18 mé&sic). Hodnota AP byla u skupiny 1é¢ené AN1792 v
18 mésici vyznamné niZ8i neZ u skupiny lécené PBS (p=0,0105,

tabulka 5). M&feni AP42 davalo vysledky obdobného typu, tj. jeho
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hladina byla v 18 mésici u skupiny 1éené AN1792 v porovnani se
skupinou 1é¢enou PBS vyznamné nizsi (39 000 ng/g oproti 57 000

ng/g, p=0,002) (tabulka 3).

(C) Hladiny v mozecku

Primérné hodnoty celkového mnoZstvi AB v mozecku byly u
nelééenych PDAPP mysi ve 12 mésici 15 ng/g (tabulka 6). V 15
mésici vzrostlo toto mnoZstvi na 28 ng/g a v 18 mésici na 35 ng/g. U
zvifat 1é¢enych PBS byly naméfeny primérné hodnoty 21 ng/g (15
mésic) a 43 ng/g (18 mésic). Zvitata 1é¢ena AN1792 méla v mozecku
v 15 mésici 22 ng/g celkového AP a v 18 mésici vyznamné nizsi

(p=0,002) mnoZstvi neZ skupina lééena PBS, a to 25 ng/g (tabulka 6).

4. Utinky 1é&by pomoci AN1792 na hladiny APP

Jak molekula APP-a, tak i molekula APP plné délky obsahuji
dast nebo celou sekvenci A, takZe mohou byt pfi imunitni odpovédi
proti AN1792 potencionalné zasaZeny. Sou¢asné studie popisuji mirny
vzestup hladiny APP jako neuropatologii u PDAPP mys3i. Hladiny
APP-o/FL (plna délka) nebo APP-o v kiife zistaly po 1é¢bé v podstaté
nezménény, pouze v pfipadé APP-a byla u mysi lééenych AN1792 v
18 mé&sici naméfena o 19 % niz8i hladina neZ u mys3i lécenych PBS.
Hodnoty APP u my3i léCenych AN1792 nebyly v 18 mésici vyznamné
odli$né od hodnot naméfenych u mysi nelééenych (ve 12 a 15 mésici)
a u my3i lééenych PBS (v 15 mésici). Ve vSech pfipadech zistaly

hladiny APP v mezich, které 1ze normalné€ nalézt u PDAPP mysi.

5. Ukinky 1é&by pomoci AN1792 na neurodegenerativni a gliotické
zmény
U mys3i 1é¢enych AN1792 doslo ve frontélni kiife v porovnani s
PBS skupinou k vyznamnému sniZeni neuritické plakové zatéze, ato v
15 (84%; p=0,03) i 18 mésici (55%; p=0,01) (obr. 8). Primé&mé
hodnoty neuritické plakové zatéZe vzrostly u skupiny PBS mezi 15 a

18 mésicem z 0,32 % na 0,49 %. U skupiny lé¢ené AN1792 vSak

[
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doslo k zasadnimu sniZeni mnoZstvi neuritickych plaki, pfi¢emZ
pramérné hodnoty neuritické plakové zatéZe byly 0,05 % (15 mésic) a
0,22 % (18 mésic).

Imunizace pomoci AN1792 v porovnani se skupinou léenou
PBS vyznamné sniZila reaktivni astrocytézu v RSC, ato v 15 (o 56 %;
p=0,011) i v 18 mésici (o 39 %;p=0,028) (obr. 9). Primérné
percentualni hodnoty astrocytézy v PBS skupiné vzrostly mezi 15 a 18
mésicem z 4,26 % na 5,21 %. LéEba pomoci AN1792 potlacila rozvoj
astrocytézy v obou €¢asovych bodech, a to na 1,89 % respektive na 3,2
%. To znali, Ze pii lé8ebném procesu nedochdzelo k poSkozeni

neuropilu.

6. Protilatkové odpovédi

11 mésich staré, heterozygotni PDAPP mySi (N=24) byly
podrobeny sérii 5 imunizaci se 100 pg AN1792 emulzifikovaném ve
Freundové adjuvantu, pfi¢emz? aplikace probihala intraperitonealng v
tydnech 0, 2, 4, 8 a 12, s tim, Ze pfi Sesté imunizaci (v 16 tydnu) byl
Freundiiv adjuvant nahrazen PBS. Jako negativni kontrola slouzilo 24
transgennich mys$i stejného v&ku, jez byly imunizovany PBS
emulzifikovaném se stejnymi adjuvanty a ve stejném casovém
schématu. Krev byla zvifatim odebirina mezi tfetim a sedmym dnem
po kazdé imunizaci, po¢inaje druhou dévkou. Protildtkové odpovédi
na AN1792 byly méfeny pomoci ELISA. Geometricky pramér titrQ
(GMT) byl u zvifat imunizovanych AN1792 po druhé, tieti a posledni
(3esté) davce pfiblizn& 1 900, 7 600 a 45 000. U kontrolnich zvifat
nebyly po Sesté imunizaci naméfeny Zadné protilatky specifické pro
AB. P¥iblizné polovina zvifat byla 1é¢ena po dalsi tfi mésice, pfiCemzZ
imunizace probihaly ve 20, 24 a 27 tydnu. Kazda z téchto davek byla
podéna v samotném PBS, tj. bez Freundova adjuvantu. Primémné
protilatkové titry zistaly b&hem této periody nezménény. Ve
skute¢nosti se zdalo, Ze protilatkové titry zistaly v obdobi od paté do
devaté imunizace nezménény.

U ¢&asti fezi z my$i 1éenych AN1792 a PBS bylo zkouSeno zda

pozitivné reaguji s protilatkou specifickou pro mysi IgG, a to za
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ucelem zjisténi zda AP-specifické prbtilétky, vyvolané v mySich
pisobenim AN1792, byly také spojeny s mozkovymi amyloidnimi
plaky. Na rozdil od skupiny léené PBS, byly AP plaky v mozcich
vystavenych ptisobeni AN1792 pokryté endogennim IgG. Tento rozdil
mohl byt u obou skupin pozorovan v 15 i 18 mésici. Zvlast
ptekvapujici byla nepfitomnost IgG u skupiny lécené PBS, piestoZe
mozky téchto mysi obsahovaly rozsahlé amyloidni usazeniny. Tyto
vysledky prikazuji, Ze imunizace pomoci szntetického proteinu AP
vede ke vzniku protilatek, které rozezndvaji a vazi se na AP v

amyloidnich usazeninach.

7. Bun&éné zprostiedkované imunitni odpovédi

Z deviti my§i (18 mé&si¢ni PDAPP myS$i) imunizovanych
AN1792 a z 12 my$i imunizovanych PBS byly sedm dni po devaté
imunizaci vyjmuty sleziny. Splenocyty byly izolovany a kultivovany
po 72 h v pfitomnosti AB40, AB42, nebo AP40-1 (protein s obracenou
sekvenci). Mitogen Con A slouZil jako pozitivni kontrola.
Optimalnich odpovédi bylo dosaZeno s méné nez 1,7 pM proteinem.
Buniky ze viech deviti zvifat 1é¢enych AN1792 odpovidaly na aplikaci
proteinu  AB1-40 nebo ABI-42 proliferaci, pficemz hodnoty
inkorporace obou proteind byly shodné (obr. 10, hornf ¢ast). Aplikaci
reverzniho proteinu AB40-1 nebylo docileno Zadné odpovédi. Buriky z
kontrolnich zvifat nijak nereagovaly na Zidny z AP proteind (obr. 10,

spodni ¢ast)

C. Zavér

Vysledky této studie ukazuji, Ze imunizace pomoci AN1792
vede u PDAPP my$i, jeZ se vyznafuji vyskytem amyloidnich
usazenin, k zpomaleni a prevenci postupného uklddani amyloidu,
pfi¢emz s amyloidem souvisejici neuropatologické zmény jsou také
odvraceny. Imunizace s AN1792 podstatné zastavila amyloidni

ukladéani ve strukturach, které by za normaélnich okolnosti podlehly

amyloidoze. Podavani peptidu A je tedy prospésné pii 1é¢b& AD.




LAY X ]

92

PRIKLAD 4
Studie fragmenti Af

100 PDAPP mysi ve véku od 9 do 11 mésict bylo za celem
urleni epitopii vedoucich k G¢inné odpovédi imunizovano pomoci
fragmentd APP a AP, jeZz obsahovaly 9 riznych oblasti téchto
molekul. Injekce obsahujici 9 riznych imunogent a kontrolu byly
aplikovany i.p.. Imunogeny zahrnovaly Ctyfi lidské konjugaty peptidu
AP, ato 1 az 12, 13 aZ 28, 32 az 42, 1 aZ 5, pii¢emZ vSechny byly
cysteinovymi mustky pfipojeny k ovéimu IgG specifickému proti
mys&imu, didle APP polypeptid s aminokyselinami 592 az 695,
agregovany lidsky AP1-40, a agregovany lidsky AP25-35, a
agregovany hlodav&i AB42. Agregované AB42 a PBS byly pouzity
jako pozitivni resp. negativni kontroly. KaZdou léCebnou skupinu
tvofilo deset my$i. Titry byly monitorovany jak jiZ bylo uvedeno vyse
a my$i byly usmrceny na konci &tvrtého mésice podavani injekei.
Histochemie, hladiny AP, a toxikologické analyzy byly provedeny
posmrtné.

A. Material a metody
1. P¥iprava imunogenti

Piiprava spojenych AP peptidii: étyfi konjugaty lidského AP
(aminokyselinové zbytky 1 aZ 5, 1 aZ 12, 13 az 28, a 33 az 42, kazdy
konjugovany s ov&im IgG specifickym proti mySimu) byly pfipraveny
spojenim pfes cystein (synteticky), ktery byl k peptidu Af pfidan
pomoci spojovaci ¢inidlo sulfo-EMCS. Derivaty AP peptidu byly
nasyntetizovany s niZe uvedenou vyslednou sekvenci. U kazdé
sekvence je podtrZzenim zvyraznén vloZeny cysteinovy zbytek. Derivat
AP13-28 mél pted koncovym cysteinem na karboxylovém konci jeste

dva glycinové zbytky, coZ je také znazornéno.

AB1-12 peptid NH2-DAEFRHDSGYEVC-COOH (SEQ ID
NO: 30)

AB1-5 peptid NH2-DAEFRC-COOH (SEQ ID NO: 31)

AP33-42 peptid ~ NH2-C-aminoheptanoikova kyselina -
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-GLMVGGVVIA-COOH (SEQ ID NO: 32)
AB13-28 peptid  Ac-NH-HHQKLVFFAEDVGSNKGGC-COOH
(SEQ ID NO: 33)

Pfi pripravé spojovaci reakce bylo 10 mg ov¢iho IgG
specifického proti my$imu (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
dialyzovano pfes noc s pufrem (10mM boritan sodny, pH 8,5).
Dialyzovana protilatka byla poté za pouziti zkumavky Amicon
Centriprep zkoncentrovana do kone¢ného objemu 2 ml. 10 mg sulfo-
EMCS[N(y-maleimidokuproyloxy) sukcinimidu] (Molecular Sciences
Co.) bylo rozpusténo v 1 ml deionizované vody. 40ti ndsobny molarni
piebytek sulfo-EMCS byl za stdlého michani po kapkach piidan k
ovéimu IgG specifickému proti my$imu a poté byl roztok michén po
daldich 10 minut. Aktivovany ov&i IgG specificky proti mySimu byl
ptedistén prichodem pies 10 ml gelovou filtratni kolonu (Pierce
Presto Column, ziskana od Pierce Chemicals) naplnénou 0,1 M
NaPQO,;, 5 mM EDTA, pH 6,5. Frakce obsahujici protilatku,
identifikované pomoci absorbance pfi 280 nm, byly shromaZdény a
nafedény do koncentrace = 1 mg/ml, a to za pouZiti poméru 1,4
mg/OD coby extinkéniho koeficientu. 40ti nasobny moldrni piebytek
AB peptidu byl rozpustén v 20 ml 10 mM NaPOy, pH 8,0, pfiCemz
vyjimkou byl peptid AB33-42, ktery byl nejprve rozpustén v 0,5 ml
DMSO a poté doplnén do 20 ml pomoci 10 mM NaPOy pufru. Roztok
kazdého peptidu byl pfidan k 10 ml aktivovaného ov¢iho IgG
specifického proti my$imu a dan na 4 h do michacky (pfi pokojové
teplot®). Vysledné konjugaty byly za pouZiti zkumavky Amicon
Centriprep zkoncentrovany do kone&ného objemu mensiho nez 10 ml
a poté dialyzovany PBS, za uelem vymény pufru a odstranéni
volného peptidu. Konjugaty byly za Ggelem sterilizace piefiltrovany
pies filtr s péry o velikosti 0,22 pm a poté rozdéleny do alikvot po 1
mg, zmraZeny a skladovany pfi -20 °C. Koncentrace konjugatii byly
uréeny pomoci BCA proteinové analyzy (Pierce Chemicals) s
pouzitim kotiského IgG pro standardni k¥ivku. Konjugaci bylo mozno

dolozit vzrGstem molekularni hmotnosti konjugovanych peptida
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vztazenou k molekuldrni hmotnosti samotného aktivovaného ov¢iho
IgG specifického proti myS$imu. Konjugat AP1-5 a ovéiho IgG
specifického proti myS$imu byl shromazdén ze dvou kojugaci, ostatni

konjugéty byly ziskany z jediné konjugaéni reakce.

2. Pfiprava agregovanych AP peptidd

Lidské peptidy 1-40 (AN1528; California Peptides Inc., kat. €.
MEO0541), 1-42 (AN1792; California Peptides Inc., kat. ¢. ME0339 a
ME0439), 25-35, a hlodavéi 1-42 (California Peptides Inc., kat. ¢&.
MEO0218) byly za erstva rozpustény za ucelem pfipravy jednotlivych
injekci; injekce byly pfipraveny z lyofilizovanych praskd, jez byly
skladovany vysu$ené pii -20 °C. Takto byly tedy pfidany 2 mg
peptidu k 0,9 ml deionizované vody a smé&s byla nasledné€ vortexovana
aZ do vytvofeni relativn€ uniformniho roztoku nebo suspenze. V této
fazi byl z téchto &tyf jedinym rozpustnym peptidem AN1528. V
okamzZiku kdy se zadal AN1528 srazet, byl pfidan 100 pl alikvot 10x
PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosfore¢nan sodny, pH 7,5).
Suspenze byla poté znovu vortexovana a inkubovéana pfes noc pii 37
°C, pfi¢emz druhy den jiZ mohla byt pouZita.

Pfiprava proteinu pBx6: Expresni plazmid kdédujici pBx6, coZ je
fazni protein skladajici se ze 100 aminokyselinové N-koncové
vedouci sekvence bakteriofagni polymerdzy MS-2 nésledované
aminokyselinami 592 aZ 695 z APP (BAPP), byl zkonstruovin
zpisobem popsanym v Oltersdorf et al., J. Biol. Chem. 265, 4492-
4497 (1990). Plazmid byl transfekovan do E. coli a protein byl
exprimovan po indukci promotoru. Bakterie byly lyzovany v 8M
mocoving a pBx6 bylo &isteéné purifikovano pomoci preparativni
SDS PAGE. Frakce obsahujici pBx6 byly identifikovany za pouZiti
krali¢i polyklonalni protilatky proti pBx6 na membrané pro
Westernovu  analyzu, shroméaZdény, zkoncentrovany pomoci
zkumavky Amicon Centriprep a dialyzovany PBS. Cistota ptipravy,

uréena na SDS PAGE obarvené Coomasie Blue, byla asi 5 az 10 %.

B. Vysledky a diskuse
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1. Schéma studie

Sto samic a samcl (ve v€ku 9 aZ 11 mésicl) heterozygotnich
transgennich PDAPP mys$i bylo ziskdno od Charles River Laboratory
a Taconic Laboratory. MySi byly rozdé€leny do deseti skupin a kazda
skupina byla uréena pro imunizaci odlisnymi oblastmi AB nebo APP
zkombinovanymi s Freundovym adjuvantem. Zvifata byla rozd&lena
tak, aby jejich pohlavi, stafi, plivod a zdroj zdstaly v ramci skupiny co
nejméné odliSné. Imunogeny zahrnovaly &tyfi peptidy AP odvozené
od lidské sekvence (1 az 5, 1 az 12, 13 az 28, a 33 az 42), kazdy
konjugovany s ov¢éim IgG specifickym proti myS$imu; Ctyfi
agregované peptidy, lidsky 1 az 40 (AN1528), lidsky 1 az 42
(AN1792), lidsky 25 az 35, a hlodav¢i 1 az 42; a fazni polypeptid
(pBx6), obsahujici 592 aZ 695 aminokyselinové zbytky z APP. Desata
skupina (kontrola) byla imunizovana PBS kombinovanym s
adjuvantem.

Pro jednotlivé imunizace bylo 100 pg kazdého AP peptidu,
rozpu§téného ve 200 pl PBS nebo 200 pg derivatu APP (pBx6)
rozpusténého ve 200 pl PBS nebo PBS samotné, emulzifikovano 1:1
(objem.) s Kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA), tak aby
koneény objem emulze uréené pro prvni imunizaci byl 400 pl. Dalsi
¢tyfi imunizace prob&hly s imunogenem emulzifikovanym v
Nekompletnim Freundové adjuvantu (IFA) a konetnd davka
imunogenu byla podidna v PBS. Imunizace byly aplikovany
intraperitonealng, a to vZdy po dvou tydnech (prvni tii davky) a poté v
mési¢nich intervalech. Zvifatim byla pro méfeni titru protilatek
odebirana krev vzdy 4 az 7 dni po kazdé imunizaci,a to tak, Ze prvni
odbér byl proveden po druhé davce. Zvifata byla usmrcena piiblizné

tyden po posledni imunizaci.

2. Hladiny A} a APP v mozku

Po ¢&tyfech mésicich imunizace s rlznymi Af peptidy nebo
derivatem APP byly mozky ze zvifat dialyzovanych solnym roztokem
vyjmuty. Jedna hemisféra byla piipravena pro imunohistochemickou

analyzu, druha byla pouZita pro kvantifikaci mnozstvi AB a APP. Pro
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méfeni koncentrace rliznych forem AP a APP byly v 5 M guanidinu
homogenizovéany hipokampalni, korové a mozeCkové oblasti vyjmuté
hemisféry. Homogenaty byly roziedény (sériové fedéni) a nasledn&
bylo zjisténo mnoZstvi amyloidu nebo APP. Kvantifikace byla
zaloZzena na porovnani vysledki ELISA testi s fadou standardd
peptidi AP nebo APP o zndmé koncentraci.

Primérnd koncentrace AP v kontrolni skupiné imunizované
PBS byla 5,8krat vyssi v hipokampu nez v ktife (24 318 ng/g oproti 4
221 ng/g). Primé&ma koncentrace v mozecku (23,4 ng/g) byla u
kontrolni skupiny asi 1 000krat niZ§i nez v hipokampu. Tyto hladiny
odpovidaji hodnotam, které byly pro heterozygotni transgenni PDAPP
mys$i stejného vé€ku publikovany diive (Johnson-Woods et al., 1997,
viz vyse).

V mozkové kiife byly u skupin lééenych AN1792, hlodav¢i
AP1-42 nebo konjugitem APB1-5 peptidu v porovnani s kontrolni
skupinou, zji§tény vyznamné niZ$i stfedni hodnoty mnoZstvi (p<0,05)
AB a AP1-42 (obr. 11). Stfedni hodnoty hladin celkového AP byly
sniZeny o 75 %, 79 % a 61 %, a to v porovnani s kontrolni skupinou.
V korové oblasti zvifat z jakékoli skupiny nebyly nalezeny Zidné
souvislosti mezi hladinou AP a titrem AB-specifickych protilatek.

V pfipad€ hipokampu, nebyla stfedni hodnota sniZeni mnoZstvi
AP spojend s 1é€bou AN1792 tak velkd (o 46 %, p=0,0543) jako v
pfipadé kary (o 75 %, p=0,0021). Absolutni velikost této redukce vSak
byla v mnohem v&t3i v hipokampu neZ v kiife. Cisté sniZeni bylo o 11
186 ng/g tkan€ v hipokampu oproti 3 171 ng/g tkané v kire. Skupiny
zvitat dostavajici hlodavéi AB1-42 nebo AB1-5 vykazovaly sniZeni
stiednich hodnot mnozZstvi celkového AP o 36 % resp. 26 %. Diky
malym mnoZstvim zvifat ve skupinich a vysoké variabilit¢ hladin
amyloidniho peptidu mezi jednotlivymi zvifaty v obou skupinéch,
v8ak nebyla tato sniZeni vyznamna. Pfi méfeni hladin AB1-42
nedoséhlo Zadné ze zjisté€nych sniZeni vyznamnosti. MiiZzeme tedy fict,
7e diky men$imu mnoZstvi AP zatdZze v kife, jsou zmény v této

mozkové oblasti citlivEj§im indikatorem lé&ebnych u€inkl. Zmény AB
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hladin v kiife méfené pomoci ELISA jsou podobné, ne v3ak identické,
s vysledky obdrZenymi pfi imunohistochemické analyze (viz niZe).

Celkové mnozstvi AR bylo méfeno i v moZecku, coZ je oblast,
ktera je patologii AD zasaZena minimalné. Zadn4 ze stfednich hodnot
koncentraci AP u Z4dné ze skupin imunizovanych riiznymi peptidy
nebo derivatem APP nebyla odli$nd od hodnot namé&fenych ve stejné
oblasti u kontrolni skupiny. Tyto vysledky napovidaji, Ze
nepatologické hladiny AP jsou 1é¢bou nezasaZeny.

V kife a v moze&ku lé¢enych a kontrolnich mySi byly ELISA
technikou uréovany i koncentrace APP. Pro uréeni mnoZstvi APP byly
pouity dvé odli§né analyzy. Prvni, nazvana APP-o/FL, rozeznavala
APP-alfa (o, sekretovana forma, kterd vznikla $t€penim uvnitf AP
sekvence) a formy APP o plné délce (FL), zatimco druhy typ analyzy
rozeznaval pouze APP-a. Na rozdil od Gbytku AP u ¢asti z 1é¢enych
skupin, zistaly hladiny APP u léenych i kontrolnich zvifat
nezménény. Tyto vysledky ukazuji, Ze imunizace s AP peptidy
nesnizuje mnoZstvi APP nebo lépe, Ze lé¢ebné ucinky jsou specifické
pro AP.

Celkové lze tedy ¥ici, Ze hladiny AP a AP1-42 v kiZe zvifat
16&enych AN1792, hlodavéi AB1-42 nebo AB1-5 konjugétem, byly
vyznamné sniZeny. V hipokampu do$lo k vyznamnému sniZzeni AP
pouze u skupiny lé¢ené AN1792. Z4dné daldi vyznamné zmény v
hladinich AP nebo APP souvisejici s pouZitou lé¢bou, nebyly v

hipokampu, mozkové kiife nebo v mozetku pozorovany.

2. Histochemické analyzy

Mozky z &asti zvitat z Sesti skupin byly pfipraveny na
imunohistochemickou analyzu, tfi skupiny byly imunizovany
konjugaty AP peptidd AB1-5, AB1-12, a AP13-28, dv€& skupiny byly
imunizovany s AP agregity o plné délce AN1792 a ANI1528;
kontrolni skupina byla oSetfena pouze PBS. Vysledky obrazové
analyzy amyloidni zitéZe u mozkovych fezil z téchto skupin jsou vidét

na obr. 12. Vyznamny pokles amyloidni zatéZe v porovnani s
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kontrolnimi zvifaty byl pozorovan v korovych oblastech. Nejvétsi
sniZeni amyloidni zatéZe bylo zaznamenano u skupiny 1ééené AN1792
(0 97 %, p=0,001). Vyznamnych sniZeni bylo dosaZeno také u zvifat
léenych AN1528 (o 95 %, p=0,005) a konjugatem AB1-5 peptidu (o
67 %, p=0,02).

Vysledky ziskané kvantifikaci celkového AP nebo AP1-42
technikou ELISA a mnoZstvi amyloidni zatéZe zjisténé obrazovou
analyzou, se do jisté miry li§i. Z hodnoceni pomoci kvantitativni
analyzy obrazu plyne, Ze 1é€ba s AN1528 méla vyznamny dopad na
hladinu korové amyloidni zatéZe, z vysledk@i ELISA analyz vSak
plynne, Ze celkova koncentrace AP zlstala v této oblasti nezménéna.
Rozdil mezi témito dvéma vysledky je pravdépodobn€ zpiisoben
specifikami jednotlivych analyz. Obrazova analyza méfi pouze
nerozpustné AP, agregované do plakt. ELISA testy jsou naopak
schopny méfit vSechny formy AP, tj. rozpustnou i nerozpustnou,
monomerni i agregovanou. JelikoZ patologie nemoci se zd4 byt
spojena spiSe s nerozpustnou formou Ap, asociovanou s plaky, je tedy
mozZné, Ze technika analyzy obrazu by v tomto pfipadé mohla podat
piesné&j3i interpretaci uginki 1é8by. ELISA technika je vSak rychlejsi a

jednodusi analyza, a tak je pro analytické udely velmi vhodna a mize

dokonce odhalit zda sniZeni AP, jeZ je spojené s 1écbou, je vétSiu Ap

v placich nebo u celkového Ap.

Za ulelem zjisténi zda AP-specifickd protilatka vyvolana
imunizaci pokusnych zvifat reagovala s uloZzenym mozkovym
amyloidem, byla &ast fezl z lé€enych i kontrolnich zvifat inkubovédna
s protilatkou specifickou proti mysimu IgG. U zvifat imunizovanych
konjugaty AP, a to AB1-5, AP1-12, a ABP13-28, bylo na rozdil od
zvitat 1é¢enych PBS zjisténo, Ze plaky obsahujici Af jsou pokryty
endogennim IgG. TotéZ plati i pro AP agregaty plné délky (AN1792 a
AN1528). Mozky ze zvifat imunizovanych jinymi AP peptidy nebo
APP peptidem pBx6 nebyly podrobeny této analyze.

3. Méfeni protilatkovych titrd
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Krev byla mySim odebirana vzidy 4 az 7 dni po kaZdé
imunizaci, a to tak, Ze prvni odbér byl proveden po druhé dévce a
celkovy pocet odbérd byl roven péti. Protilatkové titry byly uréeny
pomoci vazby (stanovené technikou sendvi¢ové ELISA) protilatky
proti AB1-42 na AB1-42, jeZ bylo umisténo v "multijamkovych"
(multi-well plates) miskach. Nejvys$§i hodnoty protilatkovych titrti
(méfeny byly protilatky proti AN1792) byly u téchto ¢ty prostredkii
vyvolany po &tvrté imunizaci : AN1792 (mezni GMT: 94 467),
AN1528 (mezni GMT: 88 231), konjugat AP1-12 (mezni GMT: 47
216) a hlodavéi AB1-42 (mezni GMT: 10 776). Po paté a Sesté
imunizaci hodnoty titrd t&chto skupin trochu poklesly. U zbyvajicich
p&ti imunogentt bylo meznich hodnot dosaZeno po pité a Sesté
imunizaci, i kdyZ tyto hodnoty byly v porovnini se Ctyimi vySe
uvedenymi skupinami mnohem niZ§i : konjugat AB1-5 (mezni GMT:
2 356), pBx6 (mezni GMT: 1 986), konjugat AP13-28 (mezni GMT: 1
183), konjugat AB33-42 (mezni GMT: 658), AB25-35 (mezni GMT:
125). Protilatkové titry byly technikou sendviCové ELISA
stanovovany také proti dal$im homolognim peptidtim, konkrétné proti
AB1-5, AB13-28, ApP25-35, AB33-42 nebo hlodavéimu AB1-42. Tito
titry byly skoro stejné jako v pfipadé AP1-42, pouze s vyjimkou
hlodavéiho AB1-42, v jehoZ piipadé byly protilatkové titry zhruba
dvakrat \}y§§i. Hodnoty AN1792-specifického protilatkového titru u
jednotlivych zvifat nebo jeho primérmé hodnoty u jednotlivych skupin

nekorelovaly s G¢innosti popisovanou sniZzenim mnoZstvi A v kiife.

4. Lymfoproliferativni odpovédi

Lymfoproliferace vyvolana pfitomnosti AP byla zji§ovana ve
slezinnych buiik4ch, shromazdénych pfiblizn€ jeden tyden po Sesté
imunizaci. Cerstvé ziskané buitky (10° na jamku) byly péstovany v
pritomnosti AB1-40 v koncentraci 5 pM/stimulaci po 5 dni. Cast
bun&k ze sedmi skupin (celkové bylo 10 skupin) byla péstovana také v

pritomnosti reverzniho peptidu AP40-1. Jako pozitivni kontrola
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slouzily buriky péstované v pfitomnosti mitogenu T-bunék, PHA, za
negativni kontrolu byly povaZovany buiiky péstované bez peptidu.

U vétsiny zvifat reagovaly lymfocyty na piitomnost PHA
proliferaci. Zadn4 vyznamné proliferace nebyla pozorovana u skupiny
s AB40-1. Buiiky ze zvifat imunizovanych vé&tSimi agregovanymi
peptidy, AN1792, hlodavéim AP1-42 a ANI1528 v odpovéd na
stimulaci s AP40 mocné proliferovala, pfiCemZ nejvice skupina
imunizovand AN1792. Jedno zvife v kaZdé skupiné imunizované
konjugatem AB1-12, konjugatem AP13-28 a AP25-35 reagovalo na
aplikaci Ap1-40 proliferaci. Ostatni skupiny imunizované konjugéatem
AP1-5, konjugitem APB33-42, pBx6 nebo PBS neobsahovaly Zidné

zvite, jeZ by na stimulaci AP reagovalo. Tyto vysledky jsou shrnuty v

tabulce 7.
Tabulka 7

Imunogen konjugét aminokyseliny v Ap odpovédi
AB1-5 ano 5 0/7
AB1-12 ano 12 1/8
Ap13-28 ano 16 1/9
AB23-35 11 1/9
AP33-42 ano 10 0/10
AB1-40 40 5/8
AP1-42 42 9/9
r Ap1-42 42 8/8
pBx6 0/8
PBS ‘ 0 0/8

Tyto vysledky ukazuji, Ze imunizace s AN1792 a AN1528
vedly k silnym odpov&dim T-bunék, nejspiSe s fenotypem CD4+.
Neptitomnost AB-specifické odpovédi, zprostiedkované T-buiikami u

zvifat imunizovanych s AB1-5 nebyla pfekvapujici, protoZe peptidové
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epitopy rozezndvané CD4+ T-buitkami jsou obvykle dlouhé asi 1.5"
aminokyselin, pfestoZe kratsi peptidy mohou nékdy fungovat s niZ$i
ucinnosti. VétSina epitoplt T pomocnych bun€k je v pfipadé &ty
konjugovanych peptidii pravdépodobné navazana na IgG polovinu
konjugatu a ne na A oblast. Tuto hypotézu podporuje velmi nizky
vyskyt proliferativnich odpovédi u zvifat v téchto skupinach. JelikoZ
konjugat AP1-5 byl pfi snizovani hladiny AP v mozku udinny, a to i
za zjevné nepiitomnosti AB-specifickych T-bunék, kliCovym faktorem
v mechanismu peptidem vyvolané imunitni odpovédi se zdd byt
protilatka.

Nepfitomnost T-bun€k a nizkd protilatkova odpovéd po
aplikaci peptidu pBx6 (obsahuje aminokyseliny 592 az 695 z APP,
zahrmujic vSechny AP zbytky) muZe byt zpisobena nizkou
imunogenicitou konkrétniho preparatu. Nizka imunogenicita agregatu
AP25-35 je pravdépodobné zplisobena tim, Ze peptid je prili§ kratky
na to, aby pro T-builku pfedstavoval epitop schopny pomoci vyvolat
imunitni odpovéd’. Predpoklada se, Ze konjugace tohoto proteinu s

nosnym proteinem by mohla zvysit jeho imunogenicitu.

PRIKLAD 5
Priprava polyklondlnich protilitek pro pasivni ochranu

125 netransgennich my$i bylo imunizovano AP s adjuvantem a
usmrceno po 4 az S mésicich. Krev z kaZdé my$i byla odebrana a IgG
bylo izolovano od ostatnich krevnich sloZek. Protilatky specifické pro
dany imunogen mohou byt Céstedné pie€iStény pomoci afinitni
chromatografie. Z kazdé myS$i bylo ziskano v priméru 0,5 aZ 1 mg pro

imunogen specifické protilatky, coZ celkové znamenalo 60 aZ 120 mg.

PRIKLAD 6
Pasivni imunizace s protilatkami proti Ap

Skupindm 7 aZ 9 mési¢nich PDAPP mys$i bylo injikovéno v
PBS 0,5 mg/my$ polyklonalni protilatky anti-Ap nebo monoklonalni
protilatky anti-Ap (viz niZe). VSechny preparaty protilatek byly za

uéelem nizké hladiny endotoxinu pfecistény. Monoklonalni protilatky

.
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proti danému fragmentu mohou byt ziskany injekci fragmentu nebo
delsi formy AP do mysi, pfipravou hybridom a jejich testovanim na
protilatku, ktera se specificky vaze na pozadovany fragment Af, aniZz

by se vazala na jiné specifické fragmenty AP.

Tabulka 8
Protilatka Epitop
2H3 A 1-12
10D5 AB1-12
266 AB13-28
21F12 APB33-42
my3i polyklondlni proti agregovanému AB42

proti lidskému AB42 proti agregovanému Af42

Mysi byly po 4 mdsice injikovany i.p. protilatkami proti APB42
nebo jinému imunogenu tak, aby byla dosaZena hladina cirkulujicich
protilatek o titru vy$§im neZ 1:1000, coZ bylo méfeno pomoci ELISA.
Monitorovani titrii bylo provadéno vyse uvedenym zpiisobem, s tim,
7e¢ my3i byly usmrceny na konci 6 mésice podavani injekei.
Histochemie, hladiny AP, a toxikologické analyzy byly provedeny
posmrtné. V kaZdé skuping bylo 10 my$i. Dalsi studie pasivni

imunizace jsou popséany v ptikladech 11 a 12.

PRIKLAD 7
Porovnani riznych adjuvanti
V tomto pfikladu jsou za G€elem zjiiténi schopnosti stimulace

imunitni odpovédi porovnavany CFA, alum, emulze olej-voda a MPL.

A. Material a metody
1. Schéma studie

100 samic 6 tydn@ starych morat kmene Hartley (Elm Hill
Breeding Laboratories, Chelmsford, MA) bylo roztfidéno do desteti
skupin za tfelem imunizace pomoci AN1792 nebo jeho

palmitoylovaného derivatu, kombinovaného sriznymi adjuvanty.

.
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Sedm skupin dostalo injekce AN1792 (33 pg pokud neni jinak
upfesnéno) v kombinaci s a) PBS, b) Freundovym adjuvantem, c)
MPL, d) skvalen, e) MPL/skvalen, f) nizkou davkou alum, g) vysokou
davkou alum (300 pg ANI192). Dvé skupiny dostaly injekce
palmitoylovaného derivatu AN1792 (33 pg) v kombinaci s a) PBS
nebo b) skvalenem. Posledni, desata skupina dostala samotné PBS bez
antigenu nebo dalstho adjuvantu. U skupiny dostavajici Freundiv
adjuvant byla prvni ddvka emulzifikovana s CFA, dalsi &tyfi davky s
IFA. U viech skupin byl antigen podan v davce 33 pg, s vyjimkou
skupiny s vysokou davkou alum, jenZ obdrZela 300 pg AN1792.
Injekce byly aplikovany intraperitonedlné (CFA/IFA) nebo
intramuskularné (ostatni skupiny) do zadni strany kvadricepsu,
alternativné do levé nebo pravé. Prvni tii davky byly aplikovany ve 14
dennich intervalech, dalsi dv& davky mé&sin&. Krev urend pro méfeni
titrd byla odebirana 6 aZ 7 dni po kaZdé imunizaci, pfiCemZ prvni

odbé&r probéhl po druhé déavce.

2. P¥iprava imunogenti

K 2 mg AP42 (California Peptide, kat. ¢. MEO339) bylo
pfidano 0,9 ml deionizované vody a smés byla nasledné vortexovana
a? do vytvofeni relativng uniformni suspenze. Byl piidén 100 pl
alikvot 10x PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosfore¢nan sodny, pH
7,5). Suspenze byla poté znovu vortexovéana a inkubovana pies noc pfi
37 °C, pfiemz druhy den jiZ mohla byt pouZita. Nespotfebovany
AB42 byl skladovén s desikantem jako lyofilizovany praSek pfi -20
°C.

Palmitoylovany derivat AN1792 byl pfipraven pfipojenim
anhydridu kyseliny palmitové, rozpusténém v dimethylformamidu, ke
zbytku na aminovém konci AN1792 a poté byl nascentni peptid z
pryskyfice ziskan pomoci kyseliny fluorovodikové.

Pro piipravu smési imunogenu a Kompletniho Freundova
adjuvantu (CFA) (skupina 2) bylo 33 pg AN1792 ve 200 pl PBS

emulzifikovano 1:1 (objem.) s CFA, pii kone¢ném objemu emulze
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uréené pro prvni imunizaci 400 pl. Pfipravy pro dal$i imunizace
probéhly shodnym zplsobem, misto CFA vSak bylo pouZito IFA.

Pro ptipravu davek v MPL (skupiny 5 a 8) bylo MPL ve formé
lyofilizovaného prasku (Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton,
MT) piidano k 0,2% vodnému roztoku triethyllaminu v takovém
mnozstvi, aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Poté byla smé&s
vortexovana. Smés byla nésledn€ za ohfata na 65 az 70 °C po 30 s,
¢imZ doslo ke vzniku mirné opaleskujici uniformni suspenze micel.
Smés byla Cerstvé namichdna pro kaZzdou sérii injekci. Pro kazdou
injekci ve skupiné 5 bylo v borosilikdtové zkumavce tésné pied
pouZitim smiSeno 33 pg AN1792 v 16,5 ul PBS, 50 pg MPL (50 pl) a
162 ul PBS.

Pro pfipravu dévek v slabé suspenzi olej-voda bylo AN1792 v
PBS pfidéno k 5% skvalenu, 0,5% Tween 80, 0,5% Span 85 v PBS
tak, aby vysledna koncentrace pro jednu davku byla 33 pg AN1792 v
250 pl (skupina 6). Smés byla emulzifikovana prichodem pies
dvoukomorovy ruéné ovladany piistroj tak dlouho (15 aZ 20 otoCeni),
dokud kapiGky emulze nenabyly pfiblizné stejného priméru jako
standardizované gumové bublinky s primérem 1um, coZ bylo ureno
pomoci mikroskopu. Vyslednd suspenze byla opaleskujici, mlécné
bila. Emulze byly &erstvé namichany pro kaZdou sérii injekci. U
skupiny 8 bylo ke smési skvalenu a detergentt (viz vyse) na kazdou
davku pfidano 50pg MPL v 0,2% triethylaminu. Smés byla poté
emulzifikovana jak bylo popsano vy$e. U palmitoylovaného derivatu
(skupina 7) bylo ke skvalenu pfidano 33 pg palmitoyl-NH-AB1-42 na
davku a smés byla vortexovana. Poté byly pridany Tween 80 a Span
85 a smés byla vortexovana. K této smési byl pfiddn PBS tak, aby
vysledné koncentrace byly: skvalen 5 %, Tween 80 0,5 %, a Span 85
0,5 %. Smés byla poté emulzifikovana jak bylo popsano vy3e.

Pro pfipravu davek s alum (skupiny 9 a 10) byl k Alhydrogelu
(gel hydroxidu hlinitého, Accurate, Westbury, NY) pfidan AN1792 v
PBS tak, aby vysledné koncentrace byly 33 pg (nizkd davka, skupina
9) nebo 300 pg (vysoka davka, skupina 10) na 5 mg alum pifi
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vysledném objemu davky 250 pl. Suspenze byla po 4 h jemné

michéna pfi pokojové teploté.

3. Méfeni protilatkovych titr

Krev byla moréatim odebirdna 6 aZ 7 dni po kaZd¢ imunizaci,
pfi¢emz prvni odbér prob&hl po druhé imunizaci, s tim, Ze odbéry byly
celkem ¢&tyfi. Titry protilatek proti AP42 byly méfeny technikou
ELISA (viz VSeobecny material a metody).

4. Tkarové preparace

Asi po 14 dnech byla vSechna moréata usmrcena aplikaci CO,.
mozkomi$ni mok byl odCerpan, mozky byly vyjmuty a poté
nasledovala izolace tfi mozkovych oblasti (hipokampus, kdra a
mozedek), které byly dale pouZity k méfeni celkové koncentrace A

proteinu technikou ELISA.

B. Vysledky
1. Protilatkové odpoveédi

Pii méfeni protilatkové odpovédi po imunizaci s AN1792 byl u
riznych adjuvantd zjistén v potencich velky rozdil. Jak je vidét na obr.
14, po aplikaci AN1792 v PBS nebyla po dvou ¢i tfech imunizacich
zjidténa v krvi Zadna protilatka. Zanedbatelnou odpovéd’ bylo moZno
detekovat aZ po &tvrté a paté davce, pfiemz geometrické priméry
titrd (GMTs) dosahovaly hodnot pouze okolo 45. Emulze olej-voda
vyvolala po teti ddvce mirné zvySeni (GMT 255), které bylo
zachovéano i po &tvrté davee (GMT 301), ale kleslo po koneéné davce
(GMT 54). Jasn4 antigenni koncentratni zavislost byla nalezena u
AN1792 vazaného na alum, kdy aplikace 300 pg antigenu méla ve
viech méfenych &asovych bodech v&t§i imunogenni UCinek neZ
aplikace 33 pg. V bodé& nejvy3si protilitkové odpovédi, tj. po Ctvrté
imunizaci, byly rozdily mezi davkami 43 % s GMTs okolo 1 940 (33
1g) a 3 400 (300 pg). Protilatkova odpovéd’ na 33 pg AN1792 s MPL
byla velmi podobna té, jeZz byla pozorovana u vice nez

desetindsobného mnoZstvi antigenu (300 pg) vazaného v alum.
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Ptidani MPL k emulzi olej-voda sniZilo potenci tohoto pr;stfedku v
porovnani s prostiedkem obsahujicim jako jediny adjuvant MPL o 75
%. Palmitoylovany derivat AN1792 byl pii podani v PBS naprosto
neimunogenni, pfi podéni v emulzi olej-voda vykazoval mirné
imunogenni ptsobeni s GMTs 340 (po ¢&tvrté davcee) a 105 (po paté
davce). Nejvyssich protilatkovych titrit bylo docileno s Freundovym
adjuvantem s nejvy$§im GMT okolo 87 000, coZ je hodnota bezmala
30krat vy38i neZ GMTs dvou dalsich nejucingjsich prostiedkt, MPL a
vysoka davka AN1792/alum.

Nejslibngji vypadajicimi adjuvanty, identifikovanymi v této
studii jsou MPL a alum. Z téchto dvou vypada lépe MPL, protoZe pro
dosaZeni stejného u&inku bylo zapoofebi 10krat nizsi davky antigenu
neZ v piipadé alum. Odpovéd’ miZe byt zvySena zvySenim davky
antigenu a/nebo adjuvantu a také optimalizaci imuniza¢niho postupu.
Emulze olej-voda byla v pfipadé AN1792 velmi slabym adjuvantem a
jeji ptidani k MPL mélo za néasledek vymizeni adjuvanéni schopnosti

samotného MPL.

2. Hladiny Ap v mozku

Castem zvifat ze skupin imunizovanych Freundovym
adjuvantem (skupina 2), MPL (skupina 5), alum o vysoké davce, 300
ug AN1792 (skupina 10) a kontrolni skupina imunizovana PBS
(skupina 3) byl zhruba po &trnéacti tydnech pfi hluboké narkéze
odebran mozkomisni mok (CSF) a poté jim byly vyjmuty mozKy. Pro
méfeni koncentrace AP peptidi byly v 5 M guanidinu
homogenizovany hipokampélni, korové a mozefkové oblasti jedné
zvyjmutych hemisfér. Kvantifikace byla zaloZena na porovnéni
vysledk ELISA testi s fadou standardd peptidi AP o zndmé
koncentraci. Hladiny proteinu AB v hipokampu, kife a mozecku byly,
nehledé na rozdilné protilatkové odpovédi proti AP vyvolané témito
prostfedky, u viech &tyf skupin velmi podobné. Primérna mnoZstvi
AB byla v hipokampu 25 ng/g tkang, vkife 21 ng/g tkdng, a
v mozedku 12 ng/g tkan&. Pritomnost vysokého titru protilatek proti

AP po skoro tfi mésice tak u n&kterych zvifat nezménila celkové
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mnoZstvi AB v mozku. MnoZstvi Ap v CSF bylo u riznych skupin
také podobné. Nepfitomnost vétSiho imunizaéniho u€inku AN1792 na
endogenni AP naznaduje, Ze imunitni odpové€d’ je zaméiena na

patologickou tvorbu A.

PRIKLAD 8
Imunitni odpovéd na rizné adjuvanty méfena u mysi

V této studii byly pouZivany 3est tydni staré samice mySi Swiss
Webster, 10 aZ 13 zvifat/skupinu. Imunizace probihaly ve dnech 0, 14,
28, 60, 90 a 200, pfi¢emz aplikace probihala subkutanné, s objemem
jedné davky 200 pl. Jako pufr byl u vSech prostredkii pouZit PBS.
Zvifatim byla pro méfeni titru protilatek ELISA testem odebirdna
krev sedm dni po kaZdé imunizaci,a to tak, Ze prvni odbér byl

proveden po druhé davce. Lé&ebné postupy pro kazdou skupinu jsou

shrnuty v tabulce 9.
Tabulka 9

Skupina N*  Adj uvant Dévka Antigen Davka(ug)
1 10 MPL 12,5 ng AN1792 33
2 10 MPL 25 ng AN1792 33

3 10 MPL 50 pg AN1792 33
4 13 MPL 125 pg AN1792 33
5 13 MPL 50 pg AN1792 150
6 13 MPL 50 pg AN1528 33
7 10 PBS AN1792 33
8 10 PBS Zadny 33
9 10 Skvalen 5% AN1792 33
10 10  Skvalen+ 5% AN1792 33
11 10 Alum 2mg AN1792 33
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13

14

15

16

17

18

19

13

10

10

10

13

13

13

13
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MPL
+ Alum

QS-21
QS-21
QS-21
QS-21
QS-21

Qs-21
+ MPL

Qs-21
+ Alum

50 pg/2 mg

Spg

10 pg
25 AN1792

25 AN1792

25 AN1792

25 ng/50pg

25 ng/2mg

® Podet mysi ve skuping pfi zahdjeni pokusu
® Adjuvanty jsou zminény. Pufrem ve viech prostfedcich byl PBS. Ve
skuping 8 nebyl Zadny adjuvant ani antigen.

AN1792

AN1792

AN1792

AN1792

AN1792

AN1528

AN1792

AN1792

33

33

33

33

150

33

33

33

Titry protilatek proti AB42 (uréené pomoci ELISA) pro kazdou

skupinu, jsou uvedeny v tabulce 10.

Skupina
1

2

2,9
248
598
1372
1278
3288
61
37
25

25

Tabulka 10
Tydny odbéru krve -
5,0 8,7
1797 2577
3114 3984
5000 7159
20791 14368
26242 13229
2536 2301
395 484
25 25
183 744

12,9
6180
5287

12333

20097
9315
1442

972
25

952

Geometrické priuméry protilatkovych titri

16,7
4177
6878
12781
25631
23742
4504
2149
25

1823




10 25 89 311 513 817
11 29 708 2618 2165 3666
12 198 1458 1079 612 797
13 38 433 566 1080 626
14 104 541 3247 1609 838
15 212 2630 2472 1224 1496
16 183 2616 6680 2085 1631
17 28 201 375 222 1540
18 31699 15544 23095 6412 9059
19 63 243 554 299 441

Tabulka ukazuje, Ze nejvyssi titry byly obdrZeny u skupin 4, 5 a 18, ve
kterych byly adjuvanty 125 ug MPL, 50 pg MPL a QS-21 s MPL.
PRIKLAD 9

Lé&ebna dcinnost riaznych adjuvanta

Studie terapeutické u¢innosti adjuvanti vhodnych pro uZiti u
lidi byla provadéna na transgennich PDAPP my$ich, za tcelem
stanoveni jejich schopnosti potenciovat imunitni odpovéd’ proti AP a
vyvolat imunitou zprostfedkované odstranéni amyloidnich usazenin
v mozku.

180 samic a samcii heterozygotnich transgennich PDAPP mysi,
ve véku od 7,5 do 8,5 mésici bylo ziskdno z Charles River
Laboratories. My$i byly roztfidény do deviti skupin (15 az 23 zvifat
ve skuping) a imunizovany AN1792 nebo AN1528 v kombinaci
s riznymi adjuvanty. Zvifata byla rozdélena tak, aby jejich pohlavi,
sta¥{ a ptivod zistaly v ramci skupiny co nejméné odliSné. Adjuvanty
zahrnovaly alum, MPL, a QS-21, kaZdy z nich kombinovany s ob&éma
antigeny, a Freundiiv adjuvant (FA) kombinovany pouze s AN1792.
Dalgi skupina byla imunizovana sAN1792 piipraveném v PBS

s thiomersalem a neobsahovala adjuvant. Devatd skupina byla
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imunizovdna pouze samotnym PBS a pfedstavovala negativni
kontrolu.

Piiprava agregovanych AP peptida: lidsky AB11-40 (AN1528;
California Peptides Inc., Napa, CA; kat. (‘: MEO0541) a lidsky Ap1-42
(AN1792; California Peptides Inc., Napa, CA; kat. &. ME0439) peptid
byly pii pfipravé kazdé série injekci Cerstvé rozpustény
z lyoifilizovanych praski, které byly skladovany vysuSené pii —20 °C.
Poté byly pfidany 2 mg peptidu k 0,9 ml deionizované vody a smés
byla nasledn& vortexovana az do vytvofeni relativné uniformniho
roztoku nebo suspenze. V tomto kroku byl rozpustny pouze AN1528.
V okamZiku kdy se AN1528 zacal sraZet byl pfidan 100 pl alikvot 10x
PBS (1x PBS: 0,15 NaCl, 0,01 M fosfore¢nan sodny, pH 7.,5).
Suspenze byly poté znovu vortexovéany a inkubovany pfes noc pii 37
°C, pfitemz druhy den jiZ mohly byt pouZity. Pro pfipravu davek s
alum (skupiny 5 a 9) byl k Alhydrogelu (2% vodny gel hydroxidu
hlinitého, Sargeant, Inc., Clifton, NJ) pfidan AP peptid v PBS tak, aby
vysledn4 koncentrace byla 100 nug AP peptidu na 1 mg alum.10x PBS
byl poté pfidéan tak, aby ve vysledném objemu davky 200 ul figuroval
jako 1x PBS. Suspenze byla pfed injekci po 4 h jemné michana pfi
pokojoveé teploté.

Pro pfipravu davek v MPL (skupiny 2 a 6), bylo MPL ve formé
lyofilizovaného pradku (Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton,
MT) piiddno k 0,2% vodnému roztoku triethyllaminu v takovém
mnoZstvi, aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Poté byla smés
vortexovana. Smés byla nasledné za ohfata na 65 az 70 °C po 30 s,
&imZ doslo ke vzniku mirn& opaleskujici uniformni suspenze micel.
Roztok byl skladovan pti 4 °C. Pro kazdou sérii injekci bylo v
borosilikatové zkumavce t&sné pied pouZitim smiSeno pro jednu
davku 100 pg peptidu v 50 pl PBS, 50 pg MPL (50 ul) a 100 pl PBS.

Pro piipravu davek v QS-21 (skupiny 3 a 7), bylo QS-21 ve
form& lyofilizovaného prasku (Aquila, MA; kat.¢. A7018R) pfidano
k PBS, pH 6,6 aZ 6,7, v takovém mnoZstvi, aby vysledna koncentrace
byla 1 mg/ml. Poté byla smé&s vortexovana. Roztok byl skladovan pii

-20 °C. Pro kazdou sérii injekci bylo v borosilikatové zkumavce tésné
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pied pouZitim smileno pro jednu davku 100 pg peptidu v 50 pl PBS,
25 pg QS-21 v25 pl a 125 pl PBS.

Pro pfipravu davek s Freundovym adjuvantem (skupina 4) bylo
100 pg AN1792 ve 200 pl PBS bylo emulzifikovano 1:1 (objem.) s
kompletnim Freundovym adjuvantem (CFA) pii kone¢ném objemu
emulze pro prvni imunizaci 400 pl. Pripravy pro dal§i imunizace
probéhly shodnym zptisobem, misto CFA vsak bylo pouzito IFA. Pro
prostfedky obsahujici alum, MPL nebo QS-21 bylo AN1792 (100
pg/davku) nebo AN1528 (100 pg/davku) smichdno salum (1
mg/d4avku) nebo s MPL (50 pg/davku) nebo s QS-21 (25 ug/davku)
tak, aby kone¢ny objem vPBS byl 200 pl. Tyto prostfedky byly
aplikovany naotkovanim pod kdzi mezi lopatkami. U skupiny s FA
bylo 100 pg AN1792 emulzifikovano 1:1 (objem.) s kompletnim
Freundovym adjuvantem (CFA) pfi koneéném objemu 400 pl. Prvni
imunizace prob&hla intraperitonedlnim poddnim, pfiCemZ nasledné
posilovaci injekce (5 davek) obsahovaly stejné mnoZstvi imunogenu,
misto CFA v§ak bylo pouzZito IFA. . U skupiny, jiZ byl podan AN1792
bez adjuvantu bylo 10 pg AN1792 smichano s 5 pg thiomersalu tak,
aby kone&ny objem v PBS byl 50 pl. Tento prostiedek byl aplikovan
subkutanné. Devata, kontrolni skupina dostala subkutanné pouze 200
ul PBS. Imunizace probihaly u prvnich tfi davek ve Ctrnactidennich
intervalech a poté po mé&siénich intervalech v 0, 16, 28, 56, 85 a 112
den. Zvifatim byla pro méfeni titru protildtek ELISA testem
odebirana krev $est aZ sedm dni po kaZdé imunizaci,a to tak, Ze prvni
odbér byl proveden po druhé davce. Zvifata byla usmrcena pfiblizn€
jeden tyden po posledni davce. Hladiny AP a APP v mozku byly
stanoveny pomoci ELISA testu a pomoci imunohistochemického
vyhodnoceni pfitomnosti amyloidnich plakli v mozkovych fezech.
Déle byly urdeny titry AB-specifickych protilatek a proliferativni a
cytokinové odpovédi zavislé na Ap.

Tabulka 10 ukazuje, Ze nejvy3§i protilatkové titry proti Ap1-42
byly vyvolény s AN1792 ve FA, pfidemZ meznich hodnot bylo

dosa¥eno po &tvrté imunizaci (mezni GMT: 75 386), stim, Ze po
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posledni, Sesté imunizaci poklesla tato hodnota 0"59%. Nejvyssi
protilatkovy titr vyvolany AN1792 s MPL byl v porovnani s FA o
62% niZ8i (mezni GMT: 28 867), meznich hodnot bylo dosazeno po
tfeti imunizaci s tim, Ze po Sesté imunizaci poklesla tato hodnota na 28
% mezniho GMT. Nejvyssi protilatkovy titr vyvolany AN1792 s QS-
21 (GMT: 1 511) byl vporovnani s MPL Skrat niz$i. Kinetiky
odpovédi byly pomalejsi, protoZe kdosaZzeni meznich hodnot
odpovédi bylo zapotiebi dodatenych imunizaci. Titry vyvolané na
alum vazanym AN1792 piekracovaly jen o madlo titry ziskané s QS-
21, pfiemZ kinetika odpovédi byla rychlejsi U AN1792
aplikovaného v PBS s thiomersalem byla frekvence a velikost titri jen
o malo vétsi neZ u samotného PBS. Nejvétsi titry vyvolané u MPL
s AN1528 (mezni GMT: 3 099) byly pfiblizné¢ O9krat niZSi nez
s AN1792. AN1528 vazany v alum byl jen slab&é imunogenni a ddval
nizké titry, a to je§té jen u nékterych zvifat. U kontrolnich zvifat
imunizovanych jen PBS nebyly pozorovany Zadné protilatkové

odpoveédi.

Tabulka 11
Geometrické primé&ry protilatkovych titri®
Tydny odbéru krve
Létba 3,3 5,0 9,0 13,0 17,0
Alum/ 102 1081 2366 1083 572
AN1792 (12/21)° (17/20) (21/21) (19/21) (18/21)
MPL/ 6241 28867 11242 5665 8204
AN1792 (21/21) (21/21) (21/21) (20/20) (20/20)
QSs-21/ 30 227 327 1511 1188
AN1792 (1/20)  (10/19) (10/19) (17/18) (14/18)
CFA/ 10076 61279 75386 41628 30574
AN1792 (15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)
Alun/ 25 33 39 37 31
AN1528 (0/21) (1/21) (3/20) (1/20) (2/20)
MPL/ 184 2591 1653 1156 3099

AN1528 (15/21) (20/21) 21/21) (20/20) (20/20)
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QSs-21/ 29 221 51 820 2994
AN1528 (1/22) (13/22) (4/22) (20/22) (21/22)
PBS+ 25 33 39 37 47
Thiomersal (0/16) (2/16) (4/16) (3/16) (4/16)
PBS 25 25 25 25 25
(0/16)  (0/16) (0/15) (0/12) (0/16)

2 Geometrické priméry protilatkovych titri méfené proti AB1-42
® MnoZstvi reagujicich zvifat ve skuping

Utinky 1é&by AN1792 nebo AN1528 spolu s riznymi

adjuvanty nebo sthiomersalem na korovou amyloidni zat€Zz u

S 294

obr. 15. U kontrolnich PDAPP my3i byly stfedni hodnoty celkového
AP v kife ve dvanactém mésici 1 817 ng/g. Vyznamné sniZené
hladiny AP byly pozorovany u my3i 1é¢enych AN1792 s CFA/IFA,
AN1792 s alum, AN1792 s MPL a AN1792 s QS-21. SniZeni dosahlo
statistické vyznamnosti na hlading p<0,05 pouze v pfipadé¢ AN1792
s CFA/IFA. Nicméng, jak je popsano v piikladech 1 a 3, redukce
hladin AP nasledkem imunizace u15 a 18 mési¢nich mySi nabyla
postupné na sile. Predpoklada se tedy, Ze dalsi prostfedky, zv1aste
AN1792 s alum, AN1792 s MPL a AN1792 s QS-21 poskytnou pii
16¢b& star$ich my$i pozitivn&jsi vysledky. Naproti tomu, AN1792
s konzervaéni latkou thiomersalem vyvolal skoro stejnou hladinu A
jako samotné PBS. Obdobné vysledky byly ziskany v piipadd
srovnani korovych hladin AB42. Priméma hladina AB42 u PBS
kontrol byla 1 624 ng/g. Vyznamné sniZeni pramémych hladin bylo
Zjisténo u my$i 1é¢enych AN1792 s CFA/IFA (403 ng/g), AN1792
s alum (1 149 ng/g), AN1792 s MPL (620 ng/g) au AN1792 s QS-21
(714 ng/g), pti¢em sniZeni doséhlo v pfipad€ skupiny lécené AN1792
s CFA/IFA statistické vyznamnosti na hladiné p=0,05. Primérna
hladina AP42 u mysi lé¢enych AN1792 s thiomersalem byla 1 619

ng/g.
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PRIKLAD 10
Analyzy toxicity

Po ukon€eni studii popsanych v pfikladech 2, 3 a 7 byly tkang
shromaZdény pro histopatologické prozkouméni. U krevnich vzorkd
z piikladii 3 a 4 byly provedeny jesté hematologické a klinické testy.
Prozkoumana byla vétSina hlavnich organid jako jsou mozek, plice,
lymfatické tkan€, gastrointestinalni trakt, jatra, ledviny, nadledvinky a
gonady. Kromé sporadickych 1€z u zvifat 1é€enych AN1792 nebyly
mezi 1é€enymi a intaktnimi zvifaty pozorovany Zadné zjevné rozdily
v poskozeni tkdni nebo véZnosti lézi. U zvifat imunizovanych
AN1528 nebyly vporovndni se zvifaty 1ééenymi PBS nebo
neléfenymi zvifaty zaznamenany Zadné zvlastni histopatologické 1éze.
Z4dné rozdily nebyly nalezeny ani pfi porovnani klinickych
chemickych testd mezi skupinami zvifat s adjuvanty a s PBS (pfiklad
6). Ackoli doslo k vyznamnému zvySeni né€kterych hematologickych
parametrd u zvifat léenych AN1792 s Freundovym adjuvantem

v porovnani se zvifaty lé¢enymi PBS (pfiklad 6), toto plisobeni bylo

moZno pfisoudit uinku Freundova adjuvantu a doprovodné

peritonitidé¢, a neimplikuje Z4dné nepiiznivé pilsobeni 1é¢by s
AN1792. Pro posouzeni dopadu 1é¢eni byly u PDAPP mysi dikladné
prozkoumény i piipadné patologické zmény vmozku. Zadny
nepiiznivy ucinek 1é¢by na morfologii mozku nebyl vSak v Zadné
ztéchto studii zaznamenan. Tyto vysledky naznauji, Zze lécba s
AN1792 je dobfe pfijimana a neprovazeji ji Zadné vedlejsi ucinky

(alespoii ne zasadni).

PRIKLAD 11
Lécba protilitkami proti Ap

Pokusy popisované v této Easti byly provedeny proto, aby bylo
mozZno ur¢it schopnosti rtiznych monoklondlnich a polyklonalnich
protilatek proti AB v inhibici hromadéni A} v mozku heterozygotnich

transgennich mys$i.

A.Studie 1

L
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1. Schéma studie

60 samic a samcil heterozygotnich transgennich PDAPP mys$i,
ve v&ku od 8,5 do 10,5 mésici bylo ziskdno z Charles River
Laboratories. My$i byly roztfidény do Sesti skupin vystavenych
plsobeni riiznych protilatek proti Ap. Zvifata byla rozdélena tak, aby
jejich pohlavi, stafi a plivod zistaly v ramci skupiny co nejméné
odli¥né. Jak je vidét ztabulky 12, zahrnovaly protilatky &tyfi mysi
monoklondlni protilatky specifické proti AP, 2H3 (zacilena na AP
zbytky 1 aZ 12), 10D5 (zacilena na AP zbytky 1 aZ 16), 266 (zacilena
na AP zbytky 13 aZ 28 a vazajici se na monomerni, ale ne na
agregovanou, formu AN1792), 21F12 (zacilend na AP zbytky 33 az
42). Pata skupina byla 1é¢ena frakci polyklonalni protilatky specifické
proti AP (pfipravené imunizaci agregovanym AN1792). Skupina
predstavujici negativni kontrolu dostavala pouze PBS bez protilatky.

Monoklonalni protilatky byly injikovany v davce okolo 10
mg/kg (za piedpokladu, Ze mys i vazily 50 g). Injekce byly aplikovany
intraperitonedlné kaZzdy sedmy den tak, aby titry anti-Ap byly
udrZzovany nad 1 000. PfestoZe byly naméfeny niZsi titry u mAb 266,
ziejmé z divodu Spatné vazby na agregovany ANI1792, stejny
davkovaci postup byl pouZivan pro celou skupinu. Skupina dostavajici
monoklonalni protilatku 2H3 byla z pokusu vyfazena b&hem prvnich
t tydn, protoZe protilatka byla in vivo prili§ rychle odbourdvana. Pro
méfeni protilatkovych titrii byla zvifatim odebirdna krev vzdy pred
kazdou davkou. Léc¢ba probjhala 6 mésicli, celkové po 196 dni.

Zvifata byla usmrcena jeden tyden po posledni davce.

Tabulka 12
Experimentalni stavba studie 006
Lééebna N*  Lécebna Specifita Izotyp
skupina protilatka protilatky protilatky
1 9  Zidna NA® NA
(samotné
PBS)

2 10 polyklonalni AB1-42 smiSené
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3 0  mAb2H3 AB1-12 IgG1
4 8 mAb 10D5 AB1-16 IgGl
5 6 mAb 266 AB13-28 IgGl
6 8 mAb 21F12 AP33-42 IgG2a

? Podet my3i ve skuping pfi skondeni pokusu. Viechny skupiny
mély na pocatku 10 zvifat

® NA: neméfitelna

° mAb: monoklondlni protilatka

2. Material a metody
b. Pfiprava protilatek

Polyklonélni protilatka proti AB byla pfipravena z krve ziskané
ze dvou skupin zvifat. Prvni skupina byla sloZena ze 100 samic my§i
Swiss Webster, 6 az 8 tydnu starych, které byly vdny 0, 15, a 29
imunizovany 100 pg AN1792 sCFA/IFA. Ctvrta injekce, jeZ
obsahovala polovi¢ni ddvku AN1792 byla podéna 36. den. Zvifata
byla po usmrceni (42. den) zbavena krve, z niZ bylo pak izolovano
sérum. Séra viech zvifat byla smiSena (celkovy objem 64 ml). Druha
skupina byla sloZena ze 24 samic izogennich s PDAPP mySmi, ale
netransfekovanych lidskym APP genem, 6 aZ 9 tydni starych, které
byly vdny 0, 14, 28 a 56 imunizoviny 100 pg AN1792 s CFA/IFA.
Zvifata byla po usmrceni (63. den) zbavena krve, zniz bylo pak
izolovano sérum. Séra vSech zvifat byla smiSena (celkovy objem 14
ml). Séra zobou skupin byla smiSena. Protilitkova frakce byla
pie€isténa ve dvou naslednych srédzecich krocich pomoci 50%
nasycen¢ho siranu amonného. Vyslednd sraZenina byla dialyzovana
PBS a testovana na vyskyt endotoxinu. Hladina endotoxinu byla
mensi nez 1 EU/mg.

Monoklonalni protilatky proti AP byly pfipraveny z ascitové
tekutiny. Ledové vychlazena ascitova tekutina byla za michani na ledu
nejprve zbavena lipidd pfidanim koncentrovaného dextransulfatu
sodného s vyslednou koncentraci 0,238 %. Za neustdlého michani

pfidan koncentrovany CaCl, aZ k dosaZeni vysledné koncentrace
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64mM. Roztok byl centrifugovan pti 10 000 x g a vznikly pelet byl
poté odstranén. K supernatantu byl na ledu kapanim pfidan stejny
objem nasyceného siranu amonného. Roztok byl znovu centrifugovan
pii 10 000 x g a vznikly pelet byl poté odstranén. Pelet byl
resuspendovén a dialyzovan 20 mM Tris-HCI, 0,4 M NaCl, pH 7,5.
Tato frakce byla nanesena na kolonu Pharmacia FPLC Sepharose Q a
vyluhovana reverznim gradientem od 0,4 M do 0,275 M NaCl v 20
mM Tris-HCl, pH 7.5.

Frakce smaximalnim obsahem protilaitky byla po urceni
méfenim absorbance pfi 280 nm shroméZdéna. V preparatu
obsahujicim od€i§ténou protilatku byla zméfena metodou BCA
koncentrace proteinu a jeho €istota pomoci SDS-PAGE. V preparétu
byl zjistovan také obsah endotoxinu. Hladina endotoxinu byla mensi
nez 1 EU/mg. Titry men$i nez 100 byly vyhodnoceny jako titry
s hodnotou 25.

3. Hladiny Ap a APP v mozku

Po asi Sesti mé&sicich 1éEby s rliznymi preparaty protilatek anti-
AP byly ze zvifat mozky vyjmuty a promyvany solnym roztokem .
Jedna hemisféra byla pfipravena pro imunohistochemickou analyzu,
druha byla pouzita pro kvantifikaci mnoZstvi AR a APP. Pro méfeni
koncentrace riznych forem AP a APP byly v 5 M guanidinu
homogenizovany hipokampalni, korové a mozeckové oblasti vyjmuté
hemisféry. Homogenaty byly rozfedény (sériové fedéni) a nasledné
bylo zjiténo mnoZstvi amyloidu nebo APP. Kvantifikace byla
zaloZena na porovnani vysledkt ELISA testd s fadou standardd
peptidi A nebo APP o znamé koncentraci.

MnoZstvi celkového AP a AP1-42, méfené metodou ELISA
v homogenatech mozkové kiiry, hipokampu a mozecku jsou uvedeny
v tabulkach 11, 12 a 13. Stiedni hodnota koncentrace celkového AP
v kontrolni skuping, naokované PBS, byly 3,6krat vy3si v hipokampu
(stfedni hodnota 63 389 ng/g) neZ v kiife (stfedni hodnota 17 818
ng/g). Sttedni hodnota v moze&ku z kontrolni skupiny (30,6 ng/g) byla

vice neZ 2000krat niZ$i neZ hodnota v hipokampu. Tyto hladiny
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odpovidaji hodnotam, které byly pro heterozygotni transgenni PDAPP
myS$i stejného v&€ku publikovany diive (Johnson-Woods et al., 1997).

V kiife vykazovala jedna skupina (zvifata, jimZ byla aplikovana
polyklondlni protildtka anti-Ab) stfedni hodnotu mnoZstvi AP,
meéfeného jako AP1-42, kterd se vyznamné liSila od hodnot kontrolni
skupiny (p< 0,05) (tabulka 13). Stfedni hodnota hladiny Ap1-42 byla
u této skupiny sniZena v porovnani s kontrolni skupinou o 65 %.
Stfedni hodnota hladin AB1-42 byla v porovnani s kontrolni skupinou
vyznamné sniZzena (o 55 %) také v dalSi testované skupiné (zvifata,
jimZ byla aplikovana mAb 10D5, p= 0,0433).

V hipokampu nebyla stfedni sniZeni celkového AP (o 50 %,
p=0,0055), jeZ byla spojena s piisobenim polyklonalni protilatky anti-
Ab, tak velka jako v kiife (0 65 %) (tabulka 14). Absolutni velikost
poklesu byla vSak v hipokampu ve srovndni skiirou 3krat vétsi
(pokles o 31 683 ng/g tkané v hipokampu oproti 11 658 ng/g tkané
v kiife). V pfipadé méfeni hladiny AP1-42 (vice amyloidogenni forma
AP), spiSe neZ celkového AP, dosdhlo sniZeni s polyklonalni
protilatkou vyznamnosti (p=0,0025). Stfedni hladiny u skupin
1é&enych monoklonalnimi protilatkami 10D5 a 266 byly sniZeny o 33
% respektive 21 %.

Celkovy AP byl méfen i v mozec¢ku (tabulka 15). Skupiny, jimZ
byla aplikovana polyklonalni protilatka anti-Ab a mAb 266
vykazovaly vyznamné sniZeni hladin celkového AP (0 43 % a 0 46 %,
p=0,0033 a p=0,0184), u skupiny léené 10D5 bylo zjist€no bezmaila
vyznamné sniZeni (0 23 %, p=0,0675).

Metodou ELISA byly vkufe a vmozefku zvifat lé€enych
protilatkami a kontrolnich (pouze PBS) zjist'ovany i koncentrace APP.
Pro stanoveni APP byly pouZity dv& rizné analyzy. Prvni, oznafena
APP-o/FL, rozeznavala APP-o (a., sekretovana forma APP, ktera byla
vystipnuta z AP sekvence) a formy APP o plné délce (FL), pfiCemZ
druhd rozeznava pouze APP-o. Narozdil od sniZeni hladiny AP,
pozorované u &asti 1éCenych zvifat, zistaly hladiny APP v porovnani

s kontrolami prakticky nezménény. Tyto vysledky naznaluji, Ze

.
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imunizace protilatkami proti A zptisobuje sniZzuje hladinu AP, aniZ
by pusobilo sniZeni hladiny APP.

Zéavérem lze fici, Ze k vyznamnému sniZeni hladin AB doslo u
zvifat 1éCenych polyklondlni protildtkou piipravenou imunizaci
s AN1792 v mozkové kiife, hjpokampu a v mozecku. Lécebné udinky
vmenSi mife prokdzaly i monoklonalni protilatky proti &asti
aminového konce AB1-42, konkrétn€ proti aminokyselinam 1 az 16 a

13 az 28.

4. Histochemické analyzy

U ¢asti mysich mozkl ze skupin 1ééenych PBS, polyklonalni
AP42, 21F12, 266 a 10DS5 byla kvalitativné porovnavana morfologie
ApB-imunoreaktivnich plakd s tou u zvifat z pfedchozich experimentd,
jez dodrZovaly standardni imunizaéni postupy s AB42.

Nejvétsi zména, a to jak v rozsahu tak i ve vzhledu amyloidnich
plakt, byla pozorovana u zvifat imunizovanych polyklonalni
protilatkou proti AP42. SniZeni amyloidni zAt€Ze, rozruSena
morfologie plaku a bunéfné zprostfedkovand AP imunoreaktivita
blizce pfipominaly ua¢inky dosaZené standardni imunizaéni
procedurou. Tato zjisténi souhlasi s vysledky docilenymi ELISA testy,
pfi kterych bylo po aplikaci polyklonalni protilatky proti AP42
zaznamenano vyznamné sniZeni celkového A} a AB42.

V pfipadé skupiny vystavené pisobeni 10D5 bylo také
dosazeno sniZeni amyloidni zatéZe a zmén morfologie plaku, spolu se
zndmkami bunééné AP imunoreaktivity. V porovnini sPBS
kontrolami nebyly u skupin 1éenych 21F12 a 266 zjistény Zadné vétsi

rozdily.

5. Méfeni protilatkovych titri
Tiem my$im ndhodné vybranym zkaZdé skupiny byla vidy

pied kaZdou intraperitonedlni aplikaci odebrana krev (celkové 30

L]
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odberti). Protilatkové titry byly ureny pomocinvazl;y, st;;o;;;.é
technikou sendvicové ELISA) protilatky proti APB1-42 na AB1-42, jez
bylo umisténo v plastovych vicejamkovych (multi-well plates)
miskach (detailngji viz Vieobecny material a metody). Primérné titry
polyklondlnich protilatek a monoklonalnich protilatek 10D5 a 21F12
pro kazdy odbér jsou ukidziny na obr. 16 ay 18. V piipadé
polyklonalnich protilatek mély titry mély v priiméru hodnotu 1:1 000,
pfi¢emZ v ptipadé monoklonalnich protilatek 10D5 a 21F12 byly

lehce nad touto hodnotou.

6. Lymfoproliferativni odpovédi

Lymfoproliferace vyvolana ptitomnosti AR byla zjistovana ve
slezinnych butikach, shromazdénych piiblizng osm dni po posledni
imunizaci. Cerstvé ziskané buitky (10° na jamku) byly péstovany v
pfitomnosti AB1-40 v koncentraci 5 puM/stimulaci po 5 dni. Jako
pozitivni kontrola slouZily buiiky péstované v piitomnosti mitogenu
T-bunek, PHA, za negativni kontrolu byly povaZovany buriky
péstované bez peptidu.

Splenocyty ze starych PDAPP mysi, pasivnd imunizovanych
riznymi protildtkami anti-AB byly in vitro stimulovany AN1792,
naceZ byly méfeny proliferativni a cytokinové odpovédi. Cilem téchto
analyz bylo zjistit zda pasivni imunizace podporuje predkladani
antigenu a vybavuje tak pro AN1792 specifické odpovédi T-bungk. U
mysi pasivn€ imunizovanych protildtkami proti AB nebyly zjistény

Zadné AN1792-specifické proliferativni a cytokinové odpovédi.

B. Studie 2

V druhé studii byla opakovéna 1é¢ba protildtkou 10D5, pfidemz
byly testovany jest€ dvé dalsi monoklonalni protilatky, 3D6 (AB1s) a
16C11 (ABs342). Kontrolni skupiny dostavaly bud PBS nebo
irelevantni izotypov& odpovidajici protilatku TM2a. Pouzité my$i byly
star$i (11,5 aZ 12 mésici stafi heterozygoti) nez ty v pfedchozi studii;
ostatni experimentalni podminky zistaly zachovany. Po Sesti mé&sicich

1écby sniZila 10D5 v porovnani s kontrolami plakovou z4t&? vice ne?

.
oy oo N
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0 80 % (p=0,003). 3D6 bylo stejn& G&inné a vyvolavalo 86% sniZeni
(p=0,003). Protilatka 16C11 nems&la, na rozdil od dvou piedchozich,
na plakovou zatéZ Z4dny ucinek. Obdobnych vysledkd bylo dosaZeno
pfi APy ELISA. Tyto vysledky znadi, Ze protilatkova odpovéd’ proti
peptidu AP je, pfi neugasti imunity zprostiedkované T-burikami, pro
sniZeni amyloidniho uklddani u PDAPP mysi dostate¢nd, i kdyZ ne
viechny protilatky anti-Ab jsou G&inné. ZvIastg G&inné jsou protilatky
zaméfené proti epitopim AP obsahujicim aminokyseliny 1 a7 5a 3 a2
7.

Tyto studie dokazuji, Z¢ pasivni podani protilatek proti AP
snizuje rozsah uklidani plakd u my$iho modelu Alzheimerovy
choroby. Pfi udriovani mirnych sérovych koncentraci (25 az 70
ng/ml) se protilatky do CNS dostavaji v mnostvi dostateéném proto,
aby zasihly amyloidni plaky. Vstup protilatek nebyl zplsoben
abnormalni propustnosti hematoencefalické bariéry, protoZe pfi
méfenim Evansovou mbdfi nebyla zjiSténa zvysena cévni propustnost.
Koncentrace protilatky v mozkovém parenchymu starych PDAPP
mysi byla stejnd jako u mysi netransgennich, p¥iemz pifedstavovala

0,1 % z koncentrace v séru (nehledé na izotyp).

D. Studie 3: Sledovéni vazby protilatky

Za icelem 7jiSténi zda protilatky proti AP mohou pisobit ptimo
uvnitt CNS, byly mozky mysi (promyvané solnym roztokem) z konce
pfikladu 11 zkoumany pro pfitomnost periferns aplikovanych
protildtek. Nefixované mozkové fezy zkryostatu byly vystaveny
plsobeni fluorescentnimu &inidlu proti my$fmu imunoglobulinu (kozi
IgG-Cy3 proti mysimu IgG). Plaky uvnité mozki ze skupin 10D5 a
3D6 byly silné obaleny protilatkami, pfi¢em? skupina 16C11
nevykazovala Zadnou fluorescenci. Za G&elem urdeni celkové oblasti
obsazené plaky byla u sériovych fezti zkazdého mozku provedena
nejprve imunoreakce s protilitkou anti-Ap a poté se sekundédrnim
Cinidlem. 10D5 a 3D6 dosahly po aplikaci v perférii vétsinu plakd
v CNS. Plakova zitéZ byla na rozdil od skupiny 16C11 v t&chto

léCebnych skupinach silng sniZena. Tyto idaje naznaduji, Ze periferné
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aplikované protilatky mohou vstoupit do CNS, kde pfimo spoustéji
odbourdvani amyloidi. Je pravdépodobné, ze 16C11 se k plakiim

dostala také, ale nebyla schopna se na n& vazat.

PRIKLAD 12
Prevence a 1é¢ba lidi

Jednodavkova zkouska faze I je uskutediiovana pro zjisténi
bezpeCnosti u lidi. Lésebné &inidlo je podavéano ve vazristajicich
davkach, pfiem? se zadind na jedné seting hladiny zamyslend
ucinnosti a pokraduje se takovym zptisobem, e kazda dalsi davka je
trojndsobkem davky predeslé, dokud neni dosaZeno desetinisobku
davky u¢inné u mysi.

Zkouska faze II je uskutetiovana pro uréeni l1é¢ebné uginnosti.
Vybirani jsou pacienti s lehkou aZ stiedni Alzheimerovou chorobou,
coZ je ureno podle méfitek Asociace pro Alzheimerovu chorobu a
pfibuzné poruchy (ADRDA). Vhodni pacienti dosahuji v mentalnim
testu MMSE (Mini-Mental State Exam) 12 aZ 26 bodé. Mezi dal¥{
vybérovd méfitka lze zahrnout i pravdépodobnost s jakou pacienti
preZiji dobu trvéni studie a nepfitomnost komplikujicich faktort,
k nim# patii naptiklad nutnost uivani jinych 1ékd, které mohou 16&bu
narusovat. Zakladni hodnoceni pacientovych funkei jsou provadiny
pomoci klasickych psychometrickych méfeni, naptiklad MMSE a
ADAS (Alzheimer's Disease Assessment Scale). Tyto psychometrické
Skaly poskytuji miru postupu Alzheimerovy choroby. Vhodné skaly
urCyjici kvalitu Zivota mohou byt pro sledovani 16&by pouzity také.
Postup nemoci miZe byt sledovan i pomoci MRI. Krevni profily
pacienti mohou byt také sledovany (analyzy vyskytu protilatek proti
imunogenu a odpovédi T-bungk).

Po zjisténi zakladnich udajit zatina 1é¢ba pacientti. Pacienti jsou
nahodné rozdéleni lé€eni bud’ 168ebnym &inidlem nebo placebem (ani
by o tom vé&déli). Pacienti jsou sledovani nejméné kazdych Sest
mésict. Uinnost je stanovena podle vyznamného zpomaleni postupu
nemoci u pacientii v1é¢ebné skuping pfi porovnani se skupinou

dostavajici placebo.
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Zkouska féze I je uskutediiovana pro urdeni prechodu pacienti
s pfedasnou ztratou paméti nezpiisobenou AD, n€kdy popisovanou
jako se starnutim spojené oslabeni paméti (AAMI) nebo mirné
kognitivni  oslabeni, k ptedpokladané Alzheimerové chorobg,
definované ADRDA kritérii. Pacienti s vysokym rizikem ptechodu k
Alzheimerové chorobé jsou vybirani znormalni populace pomoci
sledovani zalinajicich zndmek ztraty paméti nebo jinych tézkosti
projevujicich se symptomatologicky jako stavy pied vznikem AD,
podle pfedchoziho vyskytu AD v roding, rizikovych genetickych
faktori, v&€ku, pohlavi a dal$ich znakd, které poukazuji na vysoké
riziko vzniku AD. ShroméaZdény jsou zakladni vysledky jednotlivych
potfebnych testll, zahrnujicich MMSE a ADAS, spolu s vysledky
dalSich testd, jeZ hodnoti normélni populaci. Tito pacienti jsou
rozde€leni do skupin s placebem nebo s lé&ebnym &inidlem a jsou
sledovéni nejméné kazdych Sest mésici, ptidemz lé&ba kon&i v bods
kdy u nich dojde & nedojde k piechodu k pfedpokladané AD,
definované ADRDA kritérii.

PRIKLAD 13
VSeobecny materiil a metody
1. Mé&feni protilatkovych titrti

Mysim byla odebirdna krev zmalého fezu v ocasni zile,
pfiemZ do mikrozkumavky bylo pak shromézdéno asi 200 pl krve.
Mor&atim byla krev po oholeni zadni &4sti zénarti odebirana
z metetarzalni Zily jehlou 18 gauge, pti¢em? poté byla shromézd&na
do mikrozkumavek. Krev byla ponechéna sraet se po 1 h pii
pokojové teploté (RT) a pak byla vortexovana a centrifugovéna pfi 14
000 x g po 10 minut, za udelem oddgleni sraZeniny od séra. Sérum
bylo pfeneseno do &isté mikrozkumavky a skladovano pii 4 °C aZ do
stanoveni titru. Protilitkové titry byly méfeny pomoci ELISA.
Mikrotitra¢ni destitky s 96 jamkami (Costar EIA plates) byly pokryty
100 pl roztoku obsahujiciho 10 pl/ml AB42 nebo SAPP nebo jiné
antigeny (uvedeno v jednotlivych piikladech) v pufru pro pokryvani
jamek (0,1 M fosfore&nan sodny, pH 8,5, 0,1% azid sodny) a nechany
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pfes noc pfi RT. Zbyly roztok v destickich byl odsét a poté bylo do
jamek pfiddno sérum (polatetni fedéni 1:100) ve vzorkovém
rozpoustédle (0,014 M fosfore¢nan sodny, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 0,6%
sérovy hovézi albumin, 0,05% thiomersal). P¥imo v destitkéch byly
vzorky v sedmi krocich sériové nafedény (v nasobcich tif), pficem?
vysledné fedéni bylo 1: 218 700 a inkubovany po 1 h pfi RT. Desti¢ky
byly poté &tyfikrat oplachnuty PBS obsahujicim 0,05% Tween 20.
Druhé protilatka, kozi IgG proti mysimu IgG konjugovany s kienovou
peroxidazou (Boehringer Mannheim), byl piidan do jamek jako 100 pl
roztoku fedéného ve vzorkovém rozpoustddle 1:3 000 a inkubovén po
1 h pfi RT. Desticky byly poté znovu &tytikrat oplachnuty v PBS
s Tween 20. Pro vyvolani chromogenu bylo do ka¥dé jamky pfidano
100 pl Slow TMB (3,3', 5, 5'-tetramethylbenzidin, Pierce Chemicals)
a poté nasledovalo 15 min inkubace pii RT. Reakce byla zastavena
pfidanim 25 pl 2 M H,SO4. Intenzita zbarveni byla vyhodnocena
pomoci pfistroje Vmax (Molecular Devices) p¥i 450 aZ 480 nm.

Titry byly definovany jako pfevricené hodnoty fedéni séra,
které ptedstavovalo polovinu maximélni OD. Maximalni OD byla
uréena pii pocateénim fedéni 1:100, coZ neplatilo pouze u pripadi
s velmi vysokymi hodnotami titrd, pro které bylo nutné za maximalni
OD ur¢it vys$8i potatecni fedéni. Jestlize 50 % bodii zapadal mezi dvé
fedéni, pak se hodnota vysledného titru spoéitala pomoci linearni
extrapolace. Pro spoéitani geometrického priméru protilatkovych titri

byly titry mensi nez 100 b&fly vyhodnoceny jako titry s hodnotou 25.

2. Analyza proliferace lymfocyt

Mysi byly umrtveny isofluranem. Sleziny byly odebriny a
dvakrét oplachnuty s 5 ml PBS obsahujicim 10% tepelng inaktivované
fetalni teleci sérum (PBS-FBS) a poté v 1,5 ml PBS-FBS po 10 s pri
100 rpm homogenizovany pomoci zafizeni Centricon 50 (Dako A/S,
Denmark) v Medimachine (Dako). Homogenizit bylo pak pefiltrovan
pfes nylonovou sit’ s péry velikosti 100 pm. Splenocyty byly jednou
oplachnuty v 15 ml PBS-FBS a peletovany centrifugaci pfi 200 x g po

5 min. Cervené krvinky byly lyzovany resuspendovanim peletu v 5 ml
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pufru (0,15 M NH,CI, 1 M KHCO3, 0,1 M NaEDTA, pH 7,4) po 5
min pfi RT. Leukocyty byly poté oplachnuty stejng jako vyse. Cerstva
izolované slezinné buiiky (10° bungk na jamku) byly péstovany
v triplikatech v 96tijamkovych mikrotitradnich desti¢kach, uréenych
pro tkafové kultury a sdnem ve tvaru pismene U (Corning,
Cambridge, MA), po 96 h pfi 37 °C. K pé&stovani bylo pouZito
médium RPMI 1640 (JRH Biosciences, Lenexa, KS) doplnéné 2,05
mM  L-glutaminem, 1% Penicilin/Streptomycin a 10% tepeln&
inaktivovanym FBS. V &tyfech krocich byly v davkéach od 5 do 0,18
uM pfidény také razné AP peptidy (AB1-16, AB1-40, AB1-42 nebo
protein s obracenou sekvenci AB40-1). Buiiky v kontrolnich jamkach
byly p&stovany s konkanavalinem A (ConA) (Sigma, kat. & C-5275,
1pg/ml) bez piidaného proteinu. Na poslednich 24 h péstovani byl
k buitkém piidan *H-thymidin (IpCifjamku, Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL). Poté byly buiiky shromaZdény na misk4ch
UniFilter a radioaktivita spoditina v zafizeni Top Count Microplate
Scintillation Counter (Packard Instruments, Downers Grove, IL).
Vysledky jsou vyjadieny jako cpm (zablesky za minutu) radioaktivity

inkorporované do nerozpustnych molekul.

4. Preparace mozkové tkang

Po umrtveni my$i byly jejich mozky vyjmuty a jedna hemisféra
byla pfipravena pro imunohistochemickou analyzu, druha byla pouZita
pro kvantifikaci mnozZstvi A a APP v hipokampu, kiife a mozetku
pomoci specifickych ELISA (Johnson et al., viz vyse).

Tkan€ urcené pro ELISA byly homogenizovany v 10 dilech
ledové studeného guanidinového pufru (5,0 M guanidin-HCl, 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0). Homogenaty byly promichany jemnym michanim
po 3 h pii RT za pouZiti pfistroje Adams Nutator (Fisher) a pied
kvantifikaci AP a APP uchovany v -20 °C. Predchozi pokusy
ukdzaly, Ze analyty byly za t&chto skladovacich podminek stabilni, a
Ze protein zistal co do mnoZstvi zachovan, coZ bylo zjisténo pfidanim
syntetického AP protein (Bachem) do homogenatu mozki

z kontrolnich zvifat (Johnson et al., viz vyse).
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5. Méfeni hladin AB

Mozkové homogenaty byly natedény 1:10 s ledové studenym
kaseinovym rozpoustédlem (0,25% kasein, 0,05% azid sodny, 20
pg/ml aprotinin, 5 mM EDTA pH 8,0, 10 pg/ml leupeptin) a poté
centrifugovény pti 16 000 x g po 20 min pfi 4 °C. Standardy
syntetického proteinu AP (1 az 42 aminokyselin) a standardy APP
byly pfipraveny tak, aby ve vysledném sloZeni obsahovalo 0,5 M
guanidin a 0,1 % hovéziho sérového albuminu (BSA). Technika
sendvi¢ové ELISA pro zi§téni “totalniho” AB  pouZivala
monoklonélni protilatku 266, specifickou pro aminokyseliny 13 aZ 28
v AP (Seubert et al.) jako uchycenou protiltku a biotinylovanou
monoklonélni protilatku 3D6, specifickou pro aminokyseliny 1 aZ 5
(Johnson-Wood et al) jako referendni (reporter) protilatku.
Monoklonalni protilatka 3D6 nerozeznavala sekretované APP nebo
APP plné délky, ale pouze formy A s kyselinou asparagovou na
aminovém konci. Dolni hranice citlivosti se u této analyzy nachazi
okolo 50 ng/ml, pfi¢em? ki{Zové reakce s mysim endogennim A
proteinem se neobjevuji aZ do koncentrtace 1 ng/ml (Johnson-Wood et
al., viz vyse).

Technika sendvi¢ové ELISA specifickd pro AB1-42 pouZivala
monoklonélni protiltku 21F12, specifickou pro aminokyseliny 33 a¥
42 v AP (Seubert et al) jako uchycenou protilitku a opét
biotinylovanou monoklonalni protilatku 3D6 jako referenéni
protilatku. Dolni hranice citlivosti je u této analyzy niZ$i a nachdzi se
okolo 125 ug/ml (28 uM, Johnson-Wood et al.). Pro ELISA testy ApB
bylo bud’ 100 pl mAb 266 (10 pug/ml) nebo mAb 21F12 (5 pg/ml)
aplikovano na misky s 96 jamkami uréené pro imunoanalyzu (Costar)
a ponechano pies noc pii 4 °C. Roztok byl odstranén ods4tim a jamky
byly blokovany pfidanim 200 pl 0,25% lidského sérového albuminu
v PBS pufru po nejméné 1 h pii RT. Blokovaci roztok byl odstran&n a
misky byly aZ do pouZiti uchovany vysuSené pfi 4 °C. Misky byly

pied pouzitim rehydratovany pomoci oplachovaciho pufru [Tris
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pufrovany roztok soli (0,115 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl, pH 7,:5;, 1.);1.1;
0,05% Tween 20]. Vzorky a standardy byly piidany z alikvotd
v triplikdtech, 100 pl na jamku a poté inkubovany pfes noc pii 4 °C.
Misky byly mezi jednotlivymi kroky v analyze nejméng tiikrat
oplachnuty pomoci oplachovaciho pufru. Biotinylovand mAb 3D6,
nafedénd na 0,5 pg/ml v kaseinovém pufru (0,25% kasein, PBS,
0,05% Tween 20, pH 7,4), byla pfidana a inkubovana v jamkéch po 1
h pfi RT. Konjugit avidinu a kfenové peroxidazy (Avidin-HRP,
Vector, Burlingame, CA), nafedény 1: 4 000 v kaseinovém pufru, byl
pfidan do jamek na 1 h pfi RT. Kolorimetricky substrat, Slow TMB-
ELISA (Pierce), byl pfidan a ponechén reagovat 15 min pii RT. Poté
byla enzymaticka rcakce zastavena piidanim 25 pl 2 N H,SOq.
Produkt reakce byl kvantifikovan za pouziti &teciho piistroje Vmax

(Molecular Devices), jenz méiil rozdil absorbanci pii 450 a 650 nm.

6. Méfeni hladin APP

Pro mefeni hladin APP byly pouZity dvé& riizng analyzy. Prvni,
oznaena APP-a/FL, rozeznavala APP-« (o, sekretovand forma APP,
kterd byla vystipnuta z AP sekvence a obsahovala prvnich 12
aminokyselin AB) a formy APP o plné délce (FL), pfiemZ druha
rozeznava pouze APP-a. JelikoZ referenéni protilatka (2H3) neni
specifickd pro svorku o-&asti vyskytujici se mezi aminokyselinami
612 a7z 613 v APP695 (Esch et al., Science 248, 1122-1124, 1990y,
tato analyza také rozezndva APP o plné délce (APP-FL). Predb&zné
pokusy, provadéné za ticelem o¢&i§t&ni mozkovych homogenatt od
APP-FL a pouZivajici imobilizované APP protilatky specifické pro
cytoplazmaticky konec v APP-FL, naznaéily, Ze p¥iblizn& 30 az 40 %
z APP-o/FL je FL (data neuvedena). Analyzy APP-o/FL i APP-a
pouZivaly  monoklondlni protilitku 8ES5, specifickou pro
aminokyseliny 444 az 592 v APP695 (Gamest et al., viz vyse) jako
uchycenou protilatku a biotinylovanou monoklonélni protilatku 2H3
(APP-o/FL analyza), specifickou pro aminokyseliny 597 aZ 608
(Johnson-Wood et al) a biotinylovanou monoklonalni protilatku

16H9, specifickou pro aminokyseliny 605 aZ 611, jako referenéni
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protilatku. Dolni hranice citlivosti téchto analyz se v pfipadé¢ APP-
a/FL nachazi okolo 11 ng/ml (150 pM) (Johnson-Wood et al., viz
vySe) a vptipadé APP-a okolo 22 ng/ml (0,3 nm). V obou APP
analyzich byla mAb 8ES aplikovana na 96tijamkové misky pro FIA
zpisobem popsanym pro mAb 266 (viz vyde). Jako referentni
standard pro analyzy APP-o. a APP-a/FL bylo pouZito precisténé
rekombinantni sekretované APP-o (Esch et al., viz vySe). Vzorky
s mozkovymi homogenaty v 5 M guanidinu byly nafedény 1:10 ve
vzorkovém pufru pro ELISA (0,014 M fosfatovy puft, pH 7.4, 0,6%
hovézi sérovy albumin, 0,05% thiomersal, 0,5 M NaCl, 0,1% NP40).
Poté byly nafedény 1:4 ve vzorkovém pufru s0,5 M guanidinem.
Nafedéné homogenaty byly pak centrifugovany pii 16 000 x gpo 15
s pfi RT. Vzorky a standardy APP byly pfidany z alikvot na misky v
v duplikdtech a inkubovany pres noc pfi 4 °C. Biotinylovana
referentni protilatka 2H3 nebo 16H9 byla inkubovana se vzorky po 1
h pfi RT. Konjugét streptavidinu a alkalické fosfatdzy (Boehringer
Mannheim), fedény 1:1 000 ve vzorkovém pufru, byl inkubovéan
v jamkéch po 1 h pfi RT. Na 30 min v RT byl p¥idan fluorescenéni
substrat (4-methyl-umbelliferyl-fosfat) a misky byly analyzovany
fluorimetrem Cytofluor 2350 (Milipore), pfi€emZ excitace probihala

pfi 350 nm a emise pii 450 nm.

7. Imunohistochemie

Mozky byly fixovany po 3 dny pfi 4 °C ve 4%
paraformaldehydu v PBS a pak do doby neZ byly nafezany skladovéany
1 aZ sedmi dni pfi 4 °C v 1% paraformaldehydu v PBS. Koronalni
fezy 40 pm silné byly nakrajeny na vibratomu pti RT a skladovany
v kryoprotektantu (30% glycerol, 30% ethylenglykol ve fosfatovém
pufru) pfi —20 °C neZ byly pouZity pro imunohistochemickou analyzu.
Z kazdého mozku bylo pofiZeno Sest fezii voblasti dorsalniho
hipokampu (mezera mezi fezy byla vzdy 240 pm), které byly pies noc
inkubovany s jednou z nasledujicich protildtek: (1) biotinylovana anti-
AB (mAb, 3D6, specifickd pro lidské AP) nafedéna v koncentraci 2
ng/ml vPBS s 1% kotiskym sérem; nebo (2) biotinylovana mAb
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specifickd pro lidské APP, 8ES5, nafedéna v koncentraci 3 pg/ml
vPBS s 1% koiiskym sérem; (3) mAb specificka pro glidlni vlaknity
acidicky protein (GFAP, Sigma Chemical Co.), nafedéni 1:500
v0,25% Triton X-100 s1% koiiskym sérem v solném roztoku
pufrovaném Tris, pH 7,4 (TBS); nebo (4) mAb specificka pro CD11b,
MAC-1 antigen (Chemicon International), natedéni 1:100 v 0,25%
Triton X-100 s 1% krali€im sérem v TBS; nebo (6) krysi mAb
specifickd pro CD43 (Pharmingen), nafedéna 1:100 s 1% krali¢im
sérem vPBS; nebo (7) krysi mAB specificka pro CD45RA
(Pharmingen), nafedéna 1:100 s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (8)
krysi mAB specifickd pro CD45RB (Pharmingen), nafedéna 1:100
s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (9) krysi mAB specificka pro CD45
(Pharmingen), nafed&nd 1:100 s 1% krali¢im sérem v PBS; nebo (10)
biotinylovand polyklonalni kieS&i protilatka specificka pro CD3e
(Pharmingen) natedéna 1:100 s 1% kréli¢im sérem v PBS; nebo (11)
krysi mAb specificki pro CD3 (Serotec), nafedéni 1:200 s 1%
krali¢im sérem v PBS; nebo (12) roztok PBS bez priméarni protilatky a
obsahujici 1% normalni koniské sérum.

Rezy uréené pro reakei s roztoky protilatek 1,2 a 6 az 12 byly
nejprve vystaveny plisobeni 1% Triton X-100 a 0,4% peroxidu vodiku
vPBS po 20 min pfi RT, za udelem zablokovani endogenni
peroxidézy.. Pak byly pfes noc inkubovany pfi 4 °C s primérni
protilatkou. Rezy uréené pro reakci s 3D6 nebo 8E5 nebo CD3e byly
pak po 1 h pfi RT vystaveny pisobeni komplexu kienova peroxidaza-
avidin-biotin spolu s ¢astmi komer&ni sady, oznadenymi “A” a “B”,
které byly nafedény 1:75 v PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector
Labs, Burlingame, CA). Rezy urené pro reakci s protildtkami
specifickymi pro CD45RA, CD45RB, CD45, CD3 a roztok PBS bez
primarni protilatky byly inkubovény po 1 h pfi RT s biotinylovanym
IgG proti krysimu IgG (Vector), nafedénym 1:75 vPBS nebo s
biotinylovanym IgG proti my$imu IgG (Vector), natedénym 1:75
v PBS. Rezy byly pak po 1 h pfi RT vystaveny plisobeni komplexu

kfenovd peroxidaza-avidin-biotin spolu s &astmi komerdniho kitu
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(komeréni sady), oznadenymi “A” a “B”, které byly nafedél;y 1.:.7‘5.
v PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA).

Rezy byly vyvolany v 0,01% peroxidu vodiku, 0,05% 3,3'-
diaminobenzidinu (DAB) pfi RT. Rezy urlené pro inkubaci s
protilatkami specifickymi pro GFAP, MAC-1, MHC II byly nejprve
vystaveny pusobeni 0,6% peroxidu vodiku pfi RT, za ulelem
zablokovani endogenni peroxidazy a pak inkubovény pies noc pfi 4
°C s primérni protildkou. Rezy, u nich probéhla reakce s protilatkou
proti GFAP byly inkubovany po 1 h pfi RT s biotinylovanym
kotiskym IgG proti mySimu IgG (Vector Laboratories; Vectastain
Elite ABC Kit) nafedénym 1:200 v TBS. Rezy byly pak po 1 h pti RT
vystaveny pusobeni komplexu kfenovd peroxiddza-avidin-biotin
(Vector Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) nafedénému 1:1000 v
TBS. Rezy inkubované s monoklonalnimi protilatkami specifickymi
pro MAC-1 a MHC II byly nisledn& vystaveny puisobeni
biotinylovanému krali¢imu IgG proti mysimu IgG, nafedénému 1:200
v TBS, pak byly po 1 h p¥i RT vystaveny plisobeni komplexu kienové
peroxiddza-avidin-biotin nafedénému 1:1000 v TBS. Rezy
inkubované s protilatkami specifickymi pro GFAP, MAC-1 a MHC II
byly poté pfi RT vizualizovany pdsobenim 0,05% DAB, 0,01%
peroxidu vodiku, 0,04% chloridu nikelnatého a TBS po 4 a 11 min.

Rezy oznadené protildtkou byly pfipevnény na podloZni skla
(VWR, Superfrost slides), pfes noc vysuSeny na vzduchu,
proplachnuty v Propar (Anatech) a piekryty krycimi skli¢ky za pouziti
upeviiyjiciho média Permount (Fisher).

Proto, aby byly zviditelndny i plaky AB, byla po
imunohistochemickém zpracovéni &ast GFAP-pozitivnich fezd
upevnéna na sklicka Superfrost a inkubovana v 1% vodném
Thioflavinu S (Sigma) po 7 min. Rezy byly pak dehydratovany a
omyty v Propar a pak prekryty krycimi sklitky za pouZiti

upeviiyjiciho média Permount.

8. Obrazova analyza
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Pro kvantifikaci imunoreakci v fezech byl pouzivan systém
analyzy obrazu Videometric 150 (Oncor, Inc., Gaithersburg, MD)
pfipojeny k CCD kamerou k mikroskopu Nikon Microphot-FX a
monitoru Sony Trinitron. Obraz fezu byl uloZen a na zakladg barvy a
sytosti byl ur€en prah pro vybér a vypodet celkové oblasti obrazovych
prvkd zobrazujicich struktury, ve kterych prob&hla imunitni reakce. U
kaZdého fezu byl ruéné obrysovéan hipokampus a pak spocitan celkovy
prostor obrazovych prvki zobrazujicich hipokampus. Procento
amyloidni zitéZe bylo méfeno jako: (84st hipokampalni oblasti
obsahujici usazeniny AP zjisténé imunoreakci s mAb 3D6) x 100.
Obdobné bylo méfeno procento neuritické zatéZe : (Zast hipokampalni
oblasti obsahujici dystrofické neurity reagujici s monoklonalni
protilatkou 8ES5) x 100. Pro zjidt&ni procent retrosplenialni oblasti
obsazené GFAP-pozitivnimi astrocyty a MAC-1- a MHC II-pozitivni
mikroglif byl pouZit systém C-Imaging (Compix, Inc., Cranberry
Township, PA), jez operoval s programem Simple 32 Software
Application a byl pomoci kamery Optronics napojen na mikroskop
Nikon Microphot-FX. Obraz oblasti, v niZ prob&hla imunitni reakce
byl uloZen a na zikladé jedné barvy byl uren prah pro vybér a
vypolet celkové oblasti obrazovych prvkii zobrazujicich buiiky, ve
kterych prob&hla imunitni reakce. U kazdého fezu byl ru¢né
obrysovan retrosplenidlni kira (RSC) a pak spogitan celkovy prostor
obrazovych prvki zobrazujicich RSC. Procento vyskytu astrocytozy
bylo méfeno jako: (East RSC oblasti obsazené GFAP-pozitivnimi
astrocyty) x 100. Obdobné bylo méfeno procento mikroglizy : (S4st
RSC oblasti obsazené MAC-1- nebo MHC Il-pozitivni mikroglif) x
100. U kazdého zvifete bylo pfi kvantifikaci obrazovou analyzou z
mozku potfizeno Sest fezli v oblasti dorsalniho hipokampu (mezera
mezi fezy byla vidy 240 pm). V Z4dném z ptipadi nebyl pozorovateli
(pracovnik provadgjici analyzu obrazu) sdélen stav a provadéna 1é¢ba

zvifete.
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PRIKLAD 14
Analyza ex vivo Gi¢inku protilitek na amyloidni usazeniny

Pro zji8tén{ u¢inku protilatek na odbouravani plaki byla pouZita
ex vivo analyza, pfi které byly primarni mikroglidlni buiiky péstovany
s nezafixovanymi fezy z kryostatu, jeZ pochazely z mozkit PDAPP
my3i nebo z lidskych mozkt s AD. Mikroglidlni buiiky byly ziskany z
mozkové kiiry novorozenych DBA/2N mys3i (1 az 3 dny staré). Kary
byly mechanicky rozruseny v HBSS (Hanks” Balanced Salt Solution,
Sigma) s 50 ul/ml DNazy 1 (Sigma). Rozvoln&né buikky byly
piefiltrovany pfes 100 pum ,.cell stainer (Sigma) a centrifugovany pfi
1 000 rpm po 5 min. Pelet byl resuspendovan v riistovém médiu
(DMEM s vysokym obsahem glukézy, 10% FBS, 25 ng/ml rmGM-
CSF) a butiky byly péstovany v hustoté 2 mozky na plastovou
kultivani lahev T-75. Po 7 aZ 9 dnech byly lahve stoCeny na
orbitalnim tfepadle pfi 200 rpm po 2 h pti 37 °C. Bun&&na suspenze
byla centrifugovéna pfi 1 000 rpm a resuspendovéna v analytickém
médiu.

10 um Siroké kryostatické fezy z mozkéi PDAPP mysi nebo z
lidskych AD mozkt, jez byly pofiZeny méné neZ 3 h po smrti, byly
nechdny rozehiat upevnény na kulatém krycim sklicku pokrytém
polylysinem a umistény do jamek (24tijamkovéa kultivani miska).
Sklicka byla dvakrat oplachnuta analytickym médiem obsahujicim H-
SFM  (hybridomové médium bez séra, Gibco BRL) s 1% FBS,
glutaminem, penicilin/streptomycinem a 5 ng/ml rmGM-CSF (R&D).
Kontrola nebo protilatky proti AR byly pfidany koncentrované 2x
(vyslednd konc. 5Spg/ml) na 1 h. Mikroglidlni buiiky byly pak
vysazeny v hustotd 0,8 x 10° bungk/ml analytického média. Kultury
byly udrZovany ve vlh&eném inkubatoru (37 °C, 5 % CO,) po 24 h
nebo déle. Na konci inkubace byly kultury fixovany se 4%
paraformaldehydem a membrany bun&k naruieny pomoci 0,1% Triton
X-100. Rezy byly vystaveny pisobeni biotinylované 3D6 a pak
konjugatu streptavidinu a Cy3 (Jackson ImmunoResearch). Exogenni

mikroglialni butiky byly zviditelndny jadernym barvivem (DAPI).
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Kultury byly pozorovany v invertovaném fluorescenénim mikroskopu
(Nikon, TE300) a mikrofotografie pofizeny digitélni kamerou SPOT,
za pouziti programu SPOT (Diagnostic Instruments). Pro analyzu i
Westernovu analyzu byly kultury extrahovéany 8 M mocovinou,
nafedénou 1:1 v tricinovém redukujicim vzorkovém pufru a
aplikovany na 16% tricinovy gel (Novex). Po pfenosu na immobilon
byly bloty vystaveny puisobeni pAbAB42 (5 pg/ml) a pak konjugatu
HRP s protilatkou proti mysi a vyvolany s ECM (Amersham).

V piipadé analyzy provadéné s fezy z PDAPP my$ v
pfitomnosti protilatky 16C11 (jedna z protilatek proti AP, které in vivo
nebyly UCinné) zistaly B-amyloidni plaky nezmén&ny a nebyla
pozorovana Zadna fagocytéza. KdyZ v3ak byly pfilehlé fezy péstovany
v piitomnosti 10D5, amyloidni usazeniny se z v&ti ¢asti ztratily a
mikroglidlni butiky obsahovaly pocetné fagocytdrni méchyiky
obsahujici AP. Stejnych vysledki bylo dosaZeno u fezi z AD rhozkﬁ;
10D5 vyvolala fagocytéozu AD plaki, zatimco 16C11 byla netinna.
Srovnatelné vysledky byly pozorovany pfi analyzach uskuteénénych
bud’ s myS$imi nebo lidskymi mikroglidlnimi butikami, a také s
myS$imi, krali¢imi nebo lidskymi protildtkami proti Ap.

Tabulka 16 ukazuje vysledky ziskané s riznymi protildtkami
proti AP, porovnava jejich schopnosti ve vyvolani fagocytozy pfi ex
vivo analyze a ve sniZeni plakové zatéZe in vivo pfi studiich pasivniho
priiniku. PfestoZe se 16C11 a 21F12 vézaly na agregovany synteticky
AP s velkou ochotou, nebyly tyto protilatky schopny reagovat s [3-
amyloidnimi plaky v nefixovanych mozkovych fezech, nebyly
schopny spustit fagocytézu pii ex vivo analyze a nebyly G&inné ani in
vivo. 10D5, 3D6 a polyklonalni protilatka proti AP vykazovaly ve
vSech tfech uvedenych bodech G&inné pisobeni. Protilatka 22C8 se
siln€ji vaZe na analog formy pfirozend se vyskytujiciho AB, ktery je
charakteristicky zdménou kyseliny asparagové v pozicich 1 a 7 za
kyselinu izoasparagovou. Tyto vysledky ukazuji, Ze in vivo Gdinnost
se projevyje pifimym odbourdvanim plaku uvnitt CNS,
zprosttedkovanym protilatkami, a Ze analyza ex vivo predpovida

udinnost in vivo.
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Stejna analyza byla pouZita pii testovani o&istovaci schopnosti
(zprostiedkovani odbourdni plaku) protilatky proti fragmentu
synukleinu, nazyvanému NAC. U synukleinu se prokézalo, e je
proteinem spojenym s amyloidnimi plaky. Protilatka proti NAC byla
vySe popsanym zplsobem aplikovana k vzorku mozkové tkang
obsahujicimu amyloidni plaky a mikroglialni buiiky. Jako kontrola
bylo pouZito kréli¢i sérum. Nasledujici prozkoumani ukazalo jasné
snizeni mnoZstvi a rozméru plaki a prokazalo tak o&istovaci
schopnost této protilatky.

Pfi potvrzeni, Z¢ AP bylo v pribéhu ex vivo analyzy
internalizovdno byla pouZita metoda konfokalni mikroskopie. V
pfitomnosti kontrolnich protilatek zistavaji exogenni mikroglialni
buiiky v konfokalni rovin& nad tkani, nejsou vidét Z4dné fagocytické
méchyiky s AP a plaky v fezech jsou neporuseny. V p¥itomnosti 10D5
byl skoro viechen plakovy material obsaZen v méchytcich exogennich
mikroglialnich buné&k. Pro zji§téni dalsiho osudu internalizovaného
peptidu byly kultury vystaveny puisobeni 10D5, v riizné &asy
extrahoviany 8 M mocovinou a prozkoumény pomoci Westernovy
analyzy. V Case 1 h, kdy je$t& nebylo mozno pozorovat fagocytozu,
byl po reakci s polyklonalni protilatkou proti AB patrny prouZek silny
4 kDa (odpovidajici peptidu AB). AR imunoreaktivita poklesla bdhem
prvniho dne a tfeti den jiZ nebyla pitomna. To znamena, Ze
fagocytéza AP zprostiedkovana protilatkami vede k jeho degradaci .

S cilem zjiSténi zda fagocytéza v ex vivo analyze probihala
zprostfedkovana Fc receptory byly pfipraveny F(ab')2 fragmenty
protilatky 3D6, specifické pro AP. PiestoZe si fragmenty F(ab’)2
zachovaly plnou schopnost vazat se na plaky, nebyly schopny spustit
fagocytézu mikroglidlnich bundk. A dale, fagocytéza spusténa
kompletni protilatkou mohla byt znemoZn&na latkou blokujici my$i Fc
receptory (anti-CD16/32). Tyto vysledky znadi, Ze odbouravani AB in

vivo probiha fagocytézou zprostiedkovanou Fc receptory.

PRIKLAD 15
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Priichod protilitek pFes hematoencefalickou bariéru

NiZe popsané pokusy byly vykondny za twlelem ziskdni
informaci o schopnosti protilatek prochézet po periferni intravenézni
injekci do mozku a pro zajidténi zpiisobti pro méfeni koncentrace
protilatky v mozku po intraven6zni injekei do periferni tkéng, a to jak
u normalnich, tak i u PDAPP my3i. Takovato m&feni jsou uZitetnd pti
pfedpovédi a ureni uginnych davek.

Mysi PDAPP nebo kontrolni mysi byly perfundovény 0,9%
NaCl. Mozkové oblasti (hipokampus nebo kiira) byly vyjmuty a
rychle zmraZeny. Mozky byly homogenizovany v 0,1% Triton s
inhibitory protedz. Imunoglobulin v extraktech byl detekovan
technikou ELISA. Kozi F(ab’)2 IgG proti mysimu F(ab')2 IgG,
pfedstavujici uchycenou protildtku, byl aplikovan na RIA misky.
Sérové nebo mozkové extrakty byly inkubovany po 1 h. Izotypy byly
detekovany protimySimi protilatkami IgG1-HRP, IgG2a-HRP nebo
IgG2b-HRP (Caltag). Protilatky, nehled® na izotyp, se v CNS
vyskytovaly v koncentraci 1:1 000 v poméru ke koncentraci v krvi.
Napfiklad kdyZ koncentrace IgGl byla v krvi trojndsobnd neZ
koncentrace IgG2a, tak pomér jejich koncentraci ziistal v mozku
zachovan, pfiéemZ koncentrace obou protilatek v mozku
pfedstavovaly 0,1 % jejich hladiny v krvi. Tyto vysledky byly
pozorovany jak u transgennich, tak i u normdlnich mysi, z &ehoZ
plyne, Ze PDAPP my§i nemaji neobvykle propustnou

hematoencefalickou bariéru.

PrestoZe pifedkladany vyndlez byl z davodu jasnosti a
srozumitelnoéti popsan detailné, je zfejmé, Ze v rozsahu
piedkladanych narokd je moZné provést urgité modifikace. Viechny
zde citované publikace a patentové dokumenty jsou takto zahrnuty
podle odkazu ve své celistvosti pro viechny ugely do stejné miry, jako

by kazdy z nich byl jednotlivé oznaden.
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Farmaceuticky prostfedek, vyznagujici se tim, Ze obsahuje ¢inidlo,
které je schopno v téle pacienta vyvolat imunitni odpovéd’ proti

amyloidni sloZce a farmaceutickou pomocnou latku.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze

amyloidni sloZka je peptid nebo protein.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze
amyloidni sloZka je odvozena od vléknitého prekurzorového proteinu
vybraného ze skupiny obsahujici proteiny nebo peptidy mezi n&Z patii
sérovy amyloidni A protein (ApoSSA), lehky fetézec imunoglobulinu,
t€Zky fetézec imunoglobulinu, ApoAl, transthyretin, lyzosym, o
fetézec fibrinogenu. gelsolin, cystatin C, B amyloidni prekurzorovy
protein (B-APP), B2-mikroglobulin, prionovy prekurzorovy protein
(PrP), atridlni natriureticky faktor, keratin, IAPP (ostravkovy
amyloidni polypetidovy protein ), peptidové hormony a synuklein,
pfi¢emZ mutantni proteiny, fragmenty proteind a peptidy vzniklé po

jejich proteolyze jsou v ni také zahrnuty.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze
zmifované ¢inidlo vyvoldvad imunitni odpovéd zaméfenou proti
neoepitopu tvofenému jmenovanymi vlaknitymi proteiny nebo

peptidy, a to podle vléknitého prekurzorového proteinu.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze
jmenovand amyloidni slozka patfi do skupiny zahmujici AA, AL,
ATTR, AApoAl, Alys, Agel, Acys, AB, AB_M, AScr, Acal, AIAPP a
fragment synuklein-NAC.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze

zmifiované Cinidlo patfi do skupiny zahrnujici AA, AL, ATTR,
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AApoAl, Alys, Agel, Acys, AB, APsM, AScr, Acal, AIAPP a

L
o0 o
»
ae (XX J

fragment synuklein-NAC.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze
jmenovany prostfedek obsahuje &inidlo, které je schopno vyvolat
imunitni odpovéd’ nejmén€ proti dv&ma rozdilnym amyloidnim

slozkam.

Farmaceuticky prostiedek podle niroku 1, vyznadujici se tim, Ze

zminované ¢inidlo je peptid spojeny s nosnym proteinem.

Farmaceuticky prostfedek podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 8,

vyznalujici se tim, Ze prostiedek obsahuje adjuvant.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 9, vyznadujici se tim, Ze
zmifiovany adjuvant je vybran ze skupiny obsahujici QS21, MPL,
alumaF reundi’ly adjuvant.

Metoda prevence nebo 1€6by poruchy charakterizované uklad4anim
amyloidu v sav€im subjektu, zahrnujici podani ¢inidla subjektu v
davce schopné vyvolat imunitni odpovéd’ proti amyloidni sloZce

charakteristické pro danou poruchu.

Zptisob podle naroku 11, vyznaujici se tim, Ze jmenovani

amyloidni sloZka je vlaknity protein nebo peptid.

Zpisob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze jmenovana
imunitni odpovéd je zaméfena na vldknitou sloZku odvozenou od
prekurzorového proteinu prekurzorového proteinu vybraného ze
skupiny do niZ patii sérovy amyloidni A protein (ApoSSA), lehky
fetézec imunoglobulinu, t€Zky fetézec imunoglobulinu, ApoAl,
transthyretin, lyzosym, o fetézec fibrinogenu. gelsolin, cystatin C, B
amyloidni prekurzorovy protein (B-APP), B,-mikroglobulin, prionovy
prekurzorovy protein (PrP), atridlni natriureticky faktor, keratin, IAPP
(ostrivkovy amyloidni polypetidovy protein ), peptidové hormony a
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synuklein, pfiemZ mutantni proteiny, fragmenty proteinti a peptidy

vzniklé po jejich proteolyze jsou v ni také zahrnuty.

14, Zptsob podle néroku 13, vyznadujici se tim, Ze zmifiované &inidlo
vyvolava imunitni odpovéd’ zaméfenou proti neoepitopu tvofenému
jmenovanou amyloidni slozkou, a to podle zmifiovaného

prekurzorového proteinu.

15.  Zpisob podle naroku 13, vyznadujici se tim, Ze jmenovana
amyloidni slozka patfi do skupiny zahrnujici AA, AL, ATTR,
AApoAl, Alys, Agel, Acys, AP, AB.M, AScr, Acal, AIAPP a
fragment synuklein-NAC.

16.  Zpisob podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze zmifiované &inidlo
patii do skupiny zahrnujici AA, AL, ATTR, AApoAl, Alys, Agel,
Acys, AB, ABoM, AScr, Acal, AIAPP a fragment synuklein-NAC.

17.  Zpusob podle naroku 11, vyznalujici se tim, Ze jmenovany
prostfedek obsahuje &inidlo, které je schopno vyvolat imunitni

odpovéd’ nejméné proti dvéma rozdilnym amyloidnim sloZkam.

18.  Zptsob podle naroku 17, vyznalujici se tim, Ze zmitfiované
podéavani zahrnuje podavani nejméné dvou amyloidnich vléknitych

slozek,

19.  Zpisob podle niroku 11, vyznadujici se tim, Ze zmitiované ¢inidlo

je peptid spojeny s nosnym proteinem.

20.  Zpisob podle kteréhokoliv z narokt 11 aZ 19, vyznadujici se tim,

Ze zminované podavani zahrnuje adjuvant.

21.  Zplsob podle naroku 20, vyznalujici se tim, Ze zmifovany
adjuvant je vybran ze skupiny obsahujici QS21, MPL, alum a

Freunduv adjuvant.
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Zpisob podle naroku 11, vyznalujici se tim, Ze zmifiovana
imunologicka odpovéd’ je charakterizovana sérovym titrem nejméné

1:1000, a to podle dané amyloidni sloZky.

Zpusob podle naroku 22, vyznadujici se tim, Ze jmenovany sérovy

titr je nejméné 1:5000, a to podle dané vidknité slozky.

Zpisob podle niroku 11, vyznadujici se tim, Ze jmenovana
imunologickd odpovéd® je charakterizovina mnoZstvim sérové
imunoreaktivity, odpovidajici vice nez &tyfnasobné hlading sérové
imunoreaktivity naméfené u kontrolniho vzorku séra pied zapo&etim
1é¢by.

Zpusob podle naroku 24, vyznagujici se tim, Ze zmitiované sérové

mnoZstvi imunoreaktivity je méfeno v séru fedéném asi 1:100.

Zptsob pro urfeni prognézy pacienta podrobujiciho se 16&bg
amyloidni poruchy a zahrnujici méfeni mnoZstvi pacientovy sérové
imunorektivity proti vybrané amyloidni sloZce, vyznadujici se tim, Ze
mnoZstvi pacientovy sérové imunoreaktivity, nejméné &tyfikrat vétsi
neZ kontrolni bazalni hodnota indikuje progndézu zlepSeni (podle

konkrétni amyloidni poruchy).

Zpisob podle naroku 26, vyznalujici se tim, Ze zmitiované
pacientovo mnoZstvi sérové imunoreaktivity proti zmitiované vybrané

amyloidni sloZce je charakterizovano sérovym titrem nejméné 1:1000.

Zpusob podle naroku 27, vyznadujici se tim, Ze zmifiované
pacientovo mnoZstvi sérové imunoreaktivity proti zmiflované vybrané

amyloidni sloZce je charakterizovano sérovym titrem nejméné 1:5000.

Zpusob prevence nebo 1é€by poruchy charakterizované ukladanim

amyloidu v téle pacienta, zahrnujici podani u¢inné davky protilatky

[ XX X3
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vazajici se specificky na amyloidni slozku p¥itomnou ve zmifiované
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usazening nebo jejiho fragmentu pacientovi.

Zpisob podle ndroku 29, vyznatujici se tim, Ze jmenovana

amyloidni sloZka je slozka vlaknita.

Zpusob podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze jmenovana
protildtka nebo jeji fragmenty se vaZi na epitop zmifované vlaknité
sloZky.

Zpisob podle naroku 31, vyznalujici se tim, Ze protilatka nebo
fragment protilatky se specificky v4Zi na jmenovanou vlaknitou

sloZku, aniZ by se vézaly na prekurzor zmifiované vlaknité slozky.

Zpusob podle naroku 30, vyznalujici se tim, Ze protilatka je lidska
protilatka proti zmitiované vlaknité sloZce, pfipravena z lidskych B-

bunék imunizovanych epitopem vlaknité slozky.

Zpusob podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze vlaknitd amyloidni
sloZka je odvozena od vlaknitého prekurzorového proteinu vybraného
ze skupiny obsahujici proteiny nebo peptidy mezi néZ patii sérovy
amyloidni A protein (ApoSSA), lehky fetézec imunoglobulinu, t€Zky
fetézec imunoglobulinu, ApoAl, transthyretin, lyzosym, o fetézec
fibrinogenu. gelsolin, cystatin C, § amyloidni prekurzorovy protein (B
-APP), PB2-mikroglobulin, prionovy prekurzorovy protein (PrP),
atridlni natriureticky faktor, keratin, IAPP (ostriivkovy amyloidni
polypetidovy protein ), peptidové hormony a synuklein, pfi¢emz
mutantni proteiny, fragmenty proteini a peptidy vzniklé po jejich

proteolyze jsou v ni také zahrnuty.

Zptsob podle naroku 34, vyznalujici se tim, Ze jmenovana
vlaknita amyloidni slozka patfi do skupiny zahrnujici AA, AL, ATTR,
AApoAl, Alys, Agel, Acys, AP, ABM, AScr, Acal, AIAPP a
fragment synuklein-NAC.

€
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Zpisob podle naroku 29, vyznadujici se tim, e zmifiované

podavani zahrnuje podavani protilatek, jez se vazi nejméné na dve

amyloidni vlaknité slozky.

Zpusob podle néroku 29, vyznadujici se tim, Ze jmenovana G&inna
ddvka je charakterizovina mnoZstvim pacientovy  sérové

imunoreaktivity proti zmitiované amyloidni sloZce, odpovidajici vice

- neZ &tyinasobné hlading sérové imunoreaktivity proti zminované

38.

39.
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43.

sloZce naméfené u kontrolniho vzorku séra pred zapo&etim 1é¢by.

Zpusob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze protilatka nebo jeji
fragment jsou podavany spolu s nosi¢em, &imZ tvoii farmaceuticky

prostiedek.

Zpusob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze protildtka nebo jeji
fragment jsou podavény intraperitonealng, ordlni cestou, intranasalng,

subkutanné, intramuskuldrng, lokalné nebo intravendznd.

Zpisob podle ndroku 29, vyznalujici se tim, Ze protilatka je
aplikovana podanim polynukleotidu kédujiciho nejméné jeden tetézec
protilatky do t€la pacienta, a vyznadujici se tim, Ze polynukletid je v

pacientovi exprimovén, coZ vede k vzniku fetzce protilatky.

Zpisob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Ze polynukleotid
kéduje t&7ky a lehky fetézec protilatky a jeho nasledna exprese tak v

téle pacienta zajist'uje vznik t€7kého a lehkého fetézce protilatky.

Zpisob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze protilatka nebo jeji
fragment jsou poddvany ve vicero davkich po dobu nejméné Sesti

mésicu.

Zpisob podle néroku 29, vyznaCujici se tim, Ze protilatka je

podavana ve formé postupné se uvoliiujiciho prostiedku.
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Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se ﬁm, Ze je uden pro
prevenci nebo 1ébu poruchy charakterizované uklédanim amyloidu v
t€le pacienta, zahrnujici podani G&inné davky protilatky vazajici se
specificky na amyloidni sloZku pfitomnou ve zmifiované usazening

nebo jejiho fragmentu pacientovi.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznadujici se tim, e

jmenovana amyloidni sloZka je vlaknita.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 45, vyznadujici se tim, Ze

jmenovana protilatka se vaZe na epitop vlaknité sloZky.

Farmaceuticky prostfedek podle néroku 46, vyznadujici se tim, Ze
protilatka nebo fragment protilatky se specificky vai na jmenovanou
vléknitou sloZku, aniZ by se vézaly na prekurzor zmitiované vlaknité

slozky.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 46, vyznaujici se tim, Ze
protilatka je lidskd protilatka proti zmifiované vlaknité sloZce,
pfipravend z lidskych B-bun&k imunizovanych epitopem vlaknité

slozky.

Farmaceuticky prostfedek podle niroku 45, vyznadujici se tim, Ze
vlaknitd amyloidni sloZka je odvozena od vldknitého prekurzorového
proteinu vybraného ze skupiny obsahujici proteiny nebo peptidy mezi
né€Z patfi sérovy amyloidni A protein (ApoSSA), lehky fetézec
imunoglobulinu, t&Zky fetdzec imunoglobulinu, ApoAl, transthyretin,
lyzosym, o fetézec fibrinogenu. gelsolin, cystatin C, B amyloidni
prekurzorovy  protein  (B-APP), B2-mikroglobulin, prionovy
prekurzorovy protein (PrP), atrialni natriureticky faktor, keratin, IAPP
(ostrivkovy amyloidni polypetidovy protein ), peptidové hormony a
synuklein, pfiemZ mutantni proteiny, fragmenty proteini a peptidy

vzniklé po jejich proteolyze jsou v ni také zahrnuty.
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Farmaceuticky prostiedek podle naroku 49, vy'énaélzjici se‘ .tm;: .2.e
jmenovana vldknita amyloidni sloZka patfi do skupiny zahrnujici AA,
AL, ATTR, AApoAl, Alys, Agel, Acys, AB, AB;M, AScr, Acal,

AJAPP a fragment synuklein-NAC.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 44, vyznadujici se tim, Ze
zminované podavéani zahrnuje podavéni protilatek, jeZ se vaZi nejméng

na dvé amyloidni vldknité slozky.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznadujici se tim, Ze
jmenované ucinnd davka je charakterizovana mnoZstvim protilatek
nebo jejich fragmentl, schopnych vyvolat v t€le pacienta takové
mnoZstvi sérové imunoreaktivity proti zmitiované amyloidni sloZce,
odpovidajici vice neZ ¢tyfndsobné hlading sérové imunoreaktivity
proti zmiflované sloZce naméfené u kontrolniho vzorku séra pied

zapocetim 1écby.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznadujici se tim, Ze

farmaceutické sloZeni zahrnuje nosic.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznacujici se tim, Ze
farmaceuticky prostiedek je uréen pro podani intraperitonealni, oralni,

intranasalni, subkutanni, intramuskularni, lokalni nebo intravendzni.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznacujici se tim, Ze
farmaceuticky prostfedek obsahuje polynukleotid kdédujici nejméné
jeden fetézec protilatky, ktery je nasledné schopen se v pacientovi

exprimovat, coZ vede k vzniku fetézce protilatky.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 55, vyznadujici se tim, Ze
polynukleotid kéduje tézky a lehky fetézec protilatky a je nasledné v
téle pacienta schopen zajistit vznik téZkého a lehkého fetézce

protilatky.
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Farmaceuticky prostfedek podle naroku 44, vyznadujici se tim, Ze

[ 4
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farmaceuticky prostfedek je pfipraven tak, Ze dochdzi k jeho

postupnému uvoliiovani.
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KURA
KONTROLA S PBS INTAKTNI KONTROLA
624-165 272 764-181 3470
625-166 1802 785-182 171
626-167 62 766-183 91
633-168 4696 767-184 6692
634-169 3090 768-185 1353
671-170 2417 771-186 1153
- 672-171 2840 772-187 3800
829-172 3320 780-188 3740
830-173 1833 843-189 - 163
831-174 416 844-190 122
792-175 126 845-191 427
793-176 2559 846-192 2674
794-177 289 887-193 453
732-178 179 - 888-194 2996
733-179 1329 889-195 1075
734-180 5665 ’
STREDNi HODNOTA  1g17 STREDNf HODNOTA 1153
p HODNOTA (M-W) p HODNOTA (M-W)
PRUMER 1931 PRUMER 1825 -
_ST. ODCH. 1718 ST. ODCH. 1769
- % VK (VARIACNI KOEF) 89 % VK 97 ‘
p HODNOTA n=16 'p HODNOTA 15
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2 mg ALUM 50 ug MPL
100 ug AN1528 100 pug AN1528

660-083 295 643-105 385
661-084 3180 644-106 2640
662-085 2480 645-107 2403
663-086 3014 654-108 1741
664-087 5870 655-109 3053
665-088 5978 656-110 5990
693-089 1620 678-111 3360
694-090 35 679-112 1230
695-091 3400 704-114 2680
697-092 2630 705-115 78
696-093 983 706-116 1290
699-004 5327 729117 3180
701-095 1862 730-118 1833
702-096 1849 731-119 4590
703-097 2239 736-120 1112
739-098 806 737-121 1653
740-099 5303 757122 992
741-100 459 758-123 4692
800-103 154 808-124 785
801-104 852 809-125 244

- 810-126 32

STREDN{ HODNOTA 9051 STREDNI HODNOTA 1741

'p HODNOTA (M-W) p HODNOTA (M-W)

' PRUMER fg% PRUMIR %gg
ST. ODCH. 70 ST. ODCH. 4
% VK % VK '

p HODNOTA n=20 p HODNOTA n=21
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615-128 1257 69
616-129 361 24?3.'323 809
617130 1008 641070 440
536-131 3290 642071 T 467
637-132 2520 690-072 2
638-133 3880 691-073 2491
744-134 627 692-074 121
745-135 58 785-075 137
746-136 2610 796-076 822
747137 1509 767-077 475
769-138 1788 748-087 600
770-139 988 749-079 78
773140 1199 750-080 1267
774-141 339 751-081 1351
775-142 402 761-082 69
776-143 537
840-144 1119
841-145 194
821-146 1259
822-147 5413
823-148 2233
STREDNI HODNOTA 1499 STREDNI HODNOTA  47g
p HODNOTA (M-W) p HODNOTA (M-W)  0.0481
 PRUMER 1852 PRUMER 637
ST. ODCH. 1384 |sr.opcn §5s
WK | ST 103
6 % VK 0.0106
'p HODNOTA n=21 p HODNOTA n=15
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5 pg THIMEROSAL/PBS 2 ng ALUM
10 pg AN1792 100 pg AN1792
635-149 1337 610-001 432
669-150 4644 611-002 1012
670-151 6335 612-003 3607
673-152 - 3700 613-004 508
674-153 2750 620-005 465
676-154 1687 621-006 16
681-156 185 622-007 28
682-157 8031 623-008 217
683-158 3450 708-009 2738
754-169 157 709-010 927
755-160 6857 710-011 1609
756-161 482 716-012 1608
805-162 524 784-014 3890
806-163 397 785-015 1614
807-164 234 786-018 285
787-017 3102
788-018 1617
789-019 1474
815-020 424
816-021 1375
817-022 2323
'STREDN{ HODNOTA  1gg7 STREDNf HODNOTA 1375
p HODNOTA (M-W) .p HODNOTA (M-W)  0.5000
PRUMER
ST. ODCH. 2718 PRUMER 1394
% VK s - 99 ST ODCH. 84
p HODNOTA | % VK ) 0.2650
n=15 p HODNOTA n=21
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50 pg MPL 25 ng QSs21
100 pg AN1792 100 pg AN1792
646-023 2002 627-045 91
647-024 147 628-046 3397
648-025 1304 631-049 . 3702
649-026 34 632-050 1776
650-027 980 ~ 667-052 1832
724-028 1282 668-053 3023
726-030 1966 686-054 189
727-031 733 687-055 891
720-032 2563 688-056 240
721-033 5563 689-057 110
802-034 113 712-059 3311
803-035 671 825-061 1009
804-036 51 826-082 18165
811-037 613 827-063 73
812-038 332 828-064 78
813-039 1454 837-065 1051
814-040 2441 838-066 270
833-014 742 839-067 371
834-042 40
836-044 807
STREDNI HODNOTA 774 STREDNf HODNOTA  gs0
p HODNOTA (M-W)  0.1710 p HODNOTA (M-W)  0.4076
oy 1192 oINS 2199
PRUMER 1295 PRUMER 4187
ST. ODCH. 109 ST. ODCH. 190
% VK 0.1506 % VK ‘ 0.8131
p HODNOTA n=21 p HODNOTA n=18
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