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Pouziti proteini tepelného $oku nebo molekuly nukieové kyseliny, ktera jej koduje,
pripravek tyto latky obsahujici, zplsob vybéru 1écby precitlivelosti nebo

nedostateénosti prachodu dychacich cest.

Oblast techniky

Vyndlez se tyka pouziti proteini tepeiného goku nebo molekuly nukleové
kyseliny, ktera jej koduje pri prevenci zanétlivych onemocnéni a zejména pii
onemocnéni, ktera jsou charakteristicka eozinofilii spojenou se zanétlivym procesem.
Dale se vynalez tyka farmaceutického pripravku, ktery vy$e uvedené latky obsahuje a
zplsobu vybéru lécby precitlivélosti dychacich cest nebo nedostatecnosti prichodu

dychacich cest spojené s onemocnénim souvisejicim se zanétlivym procesem.

Dosavadni stav techniky

Onemocnéni zplisobené zanétem charakterizuje priliv uréitych bunéénych typl a
mediatortl, jejichz pfitomnost miZe vést k poskozeni tkané a nékdy ke smrti.
Onemocnéni zplisobené zanétem jsou Skodliva zejména pokud postihuji dychaci
systém vedouci k obtizim pfi dychani, hypoxemii, hypercapnii a poskozeni plicni tkané.
Onemocnéni zahrnujici obtize dychacich cest jsou charkterizovany omezenou ventilaci
(napriklad obtiznou ventilaci nebo zGzenim) zptsobenou stazenim hiadkého svalstva
dychacich cest, edémem a zvySenym vyluéovanim hlenu vedouci ke zvy$ené namaze
pfi dychani, dusnosti, hypoxemii a hypercapnii. Zatimco mechanické vlastnosti plic
jsou béhem obtizného dychani shodné u riznych typ0 onemocnéni s obtizemi
dychacich cest, patofyziologie muze byt odlisna.

Omezeni ventilace mohou vyvolat rlzna zanétliva &inidla, véetné alergend,
studeného vzduchu, fyzické zatéZe, infekce a necistoty v ovzdusi. Alergeny nebo jina
ginidla u alergickych nebo citlivych zvirat (to znamena alergeny nebo hapteny)
zpUsobuiji zejména uvoineni zanétlivych mediatort,, které aktivuji bunky zahrnuté do
zanétlivého procesu. Tyto burky zahrnuji lymfocyty, eozinofily, mastocyty, bazofily,
neutrofily, makrofagy, monocyty, fibroblasty a destitky. Zanét zpusobi precitlivélost
dychacich cest. Rizné studie se tykaji stupné, miry a pribéhu zaneétlivého procesu ve
spojitosti se stupném pfecitlivelosti dychacich cest. Disledkem zanétu je bézné

omezena ventilace a/nebo precitlivélost dychacich cest.
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Astma je vyznamnym onemocnénim plic, které postihuje piiblizné 16 miliont
Ameriéand. Astma je bé2né charakterizovano pravidelnym omezenim ventilace a/nebo
piecitlivélosti na rlizné stimuly, které zplisobi nadmémé zizeni dychacich cest. Jina
charakteristika zahrnuje zanét dychacich cest a eozinofilii. Alergické astma je Casto
charakterizovano zvy$enou hladinou IgE, eozinofilovym zéanétem dychacich cest a
precitlivélosti dychacich cest.

Rozsifeni astmatu (to znamend vyskyt a doba trvani) se zvysuje. Soucasné

vy

rozsifeni zahrnuje 10% populace a za poslednich 20 let se zvysilo o 25%. Zavaznéjsi
je véak zvyseni umrtnosti. Pokud se vezmou v Gvahu také navétévy naléhavych pfipadl
a hospitalizace, posledni data ukazuji, Ze zavaznost astmatu stoupa. Zatimco vétsina
pfipadl astmatu je snadno kontrolovatelna, zavaznéjsi pribéh onemocnéni, cena,
vedlejsi uginky a stale pretrvavajici neudinnost 16Eby je trvale zavaznym problémem.
Fibroproliferativni odpovéd na vystaveni se chronickému antigenu mlze vysvétiovat
zavaznost astmatu i $patnou odpovéd na lécbu, zejména, pokud se zatne pozdé s
lé¢bou. Vétsina pacientll s astmatem ma velmi slabé symptomy, které se snadno &€,
ale vyrazny pocet astmatiki ma vice zévaznych symptomu. Chronické astma je vSak
spojeno s rozvojem progresivniho a ireverzibilnino omezeni ventilace zpsobeného
mechanismem neznamého plvodu.

Zplsob lécby zanétlivych onemocnéni, napiiklad mirného aZz zavazného
astmatu, zahrnuje v souCasné dob& prevazné pouZiti imunosupresivnich
glukokortikosteroiddl. Jiné protizanétlivé latky, které se pouzivaji pro létbu zanétu
dychacich cest, zahrnuji kromolyn a nedokromil. Symptomaticka lécba beta-agonisty,
anticholinergnimi latkami a methylxanthiny je klinicky pfinosna pro zmirnéni piiznakd,
ale neodstrafuje podstatu zanétlivého procesu, ktery vyvolava onemocnéni. Casto
uzivané systémové glukokortikosteroidy maji mnoho vediej$ich Gcinkd, které zahrnuiji,
ale neomezuiji se na piirustek hmotnosti, diabetes, hypertenzi, osteopordzu, Sedy
zékal, aterosklerézu, nachyinost k infekcim, zvy$eni tuk( a cholesterolu a snadnou
tvorbu modfin. Aerosolizovné glukokortikosteroidy maji méné vedlejSich ucinka, ale
mohou mit menéi Géinek a maji vyznamneé vedlejsi Gginky, jako napiiklad afty.

Jiné protizanétlivé latky, napiikiad kromolyn a nedokromil maji mnohem mensi
udinek a maji méné vedlejsich Géinka nez glukokortikosteroidy. K 1écbé zanetu
dychacich cest byly téz s rlznymi vysledky pouZity protizanétlivé latky, které jsou

primarné pouzivany jako imunosupresivni latky a protirakovinné latky (to zanamena




cytoxan, methotrexat a immuran). Tyto latky maji véak vyrazné vedlejsi UCinky
zahrnujici, ale neomezujici se na zvySenou nachylnost k infekcim, toxicitu na jatra, 1éky
vyvolavajici onemocnéni plic a potlatujici tvorbu kostni diené. Tyto léky tak maji
omezené klinické pouZiti pro léCbu vétsiny onemocnéni plic s precitlivélosti dychacich
cest.

.....

Pouziti protizanétlivych a symptomatickych latek je vaznym problémem kvuli

vrvs

jejich vedlejsim Géinkém nebo jejich neschopnosti zabranit pficiné zanétliveého procesu.
Stale je tfreba mirmneéjsi a acinn&jsi latky, pro lécbu zanétu. Je tak tfeba pouzit latky s
mensimi  vedlej§imi GCinky a nizsi toxicitou nez se pouzivaji u souéasnych
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protizanétlivych terapii.

Podstata vynalezu

Pouziti proteinu tepeiného goku pro vyrobu léCiva pro prevenci savce pied
onemocnénim charakteristickym eozincfilii spojenou se zanétlivym procesem.

Podle vyhodného provedeni je timto savcem ¢lovek.

U jednoho z provedeni podle vyndlezu mize byt onemocnéni spojeno se
zvy$enou tvorbou cytokinu vybraného ze skupiny zahrnujici interleukin-4 (IL-4),
interleukin-5 (IL-5), interleukin-6 (IL-8), interleukin-9 (IL-9), interleukin-10 (IL-10),
interleukin-13 (IL-13) nebo interleukin-15 (IL-15). Podle tohoto provedeni |éCivo
obsahuijici proteinu tepelného $oku vyvolava tvorbu interferonu-y (IFN-y) pomoci T
lymfocytl u savce. U jiného provedeni vynalezu protein tepelného Soku potlacuje
produkci interleukinu-4 (IL-4) a interleukinu-5 (IL-5) pomoci T lymfocytl u savce.

Onemocnéni, u kterych lécivo podle vynalezu mize mit preventivni Gginek,
zahrnuji alergicka onemocnéni dychacich cest, syndrom hypereozinofilie, hlistovou
parazitovou infekci, alergickou rhinitidu, alergickou konjunktivitidu, dermatitidu, ekzém,
kontaktni dermatitidu nebo potravinovou alergii. U jiného provedeni je onemocnénim
respiracni onemocnéni charakteristické eozinofilovym zanétem dychacich cest a
precitlivélosti dychacich cest, tato onemocnéni zahmuiji, ale neomezuiji se na alergické
astma, pravé astma, alergickou bronchopulmonarni aspergilézu, eozinofilovou
pneumonii, alergickou bronchitis bronchiectasis, astma jako nemoc Z povolani,
reaktivni syndrom dychacich cest, interni onemocnéni plic, syndrom hypereozinofilie
nebo parazitové onemocnéni plic. U jiného provedeni je toto onemocnéni spojeno s

citlivosti na alergen a u vyhodného provedeni jde o alergické astma.




Protein tepeiného Soku pouzity podie vynélezu je vybréan ze skupiny proteind
tepelného Soku HSP-60 nebo ze skupiny proteint tepelného Soku HSP-70, ze skupiny
proteini tepeiného Soku HSP-90 nebo ze skupiny proteind tepeiného $oku HSP-27.
Dale je protein tepelného Soku s vyhodou vybran ze skupiny proteint tepelného $oku
HSP-60, ze skupiny protein(i tepelného Soku HSP-70 nebo ze skupiny proteinu
tepelného Soku HSP-27; nebo ze skupiny bakteridinich protein(i tepeiného Soku a
savcich proteint tepelného Soku. Ve vyhodném provedeni je protein tepeiného $oku
mykobakterialni protein tepelného Soku a vyhodnéji mykobakteriaini protein tepelného
Soku-65 (HSP-65).

V jednom z provedeni dosud popisovanych pouziti podle vynalezu lédivo
obsahuje protein tepelného Soku ve farmaceuticky pfijateiném nosii. Vyhodnymi
aplikacnimi formami [éCiva jsou oralni, nasalni, lokalni, inhala¢ni, transdermalni,
rektalni nebo parenterdlni cesty a vyhodnéji zahrnuji inhalaéni nebo nasalni aplikaéni
forma.

Protein tepelného Soku, obsazeny vliédivu pro prevenci viéi onemocnénf
charakterizovaného eozinofilii, snizuje eozinofilii u savce. V jednom provedeni podie
vynélezu snizuje mnozstvi eozinofil(l v krvi u savce na hodnotu 0 az 300 bunék/mm° a
s vyhodou na hodnotu od 0 aZ 100 bunék/mm®>. U jiného provedeni protein tepeiného
Soku snizuje mnozstvi eozinofild v krvi u savce na hodnotu pfiblizné 0% az 3%
celkového poctu bilych krvinek u savce.

Protein tepelného Soku podie vynélezu aktivuje tvorbu interferonu-y T lymfocyty,
dale takeé potlacuje tvorbu interleukinu-4 a interleukinu-5 pomoci T lymfocytll u savce a
snizuje odpovéd dychacich cest na methacholin u savce.

U jinych provedeni je omezeni ventilace cest u savce sniZzeno tak, Ze hodnota
FEV4/FVC u savce je alespofhh 80%. U jiného provedeni zpUsobi aplikace proteinu
tepelného Soku zvySeni hodnoty PCaomethachein FEV1 tak, Ze hodnota PCaomethachoiinF E V1
ziskana pred aplikaci proteinu tepelného Soku, u savce aktivovaného prvni koncentraci
methacholinu je stejna jako hodnota PCiometachoinFEV: ziskana po aplikaci proteinu
tepeiného Soku, u savce, aktivovaného dvojitou davkou prvni koncentrace
methacholinu. U jiného provedeni aplikace proteinu tepelného Soku zvysuje savéi FEV,
na hodnotu piiblizZné 5% az 100% predpokladaného FEV, u savce. U jiného provedeni
aplikace proteinu tepelného Soku snizuje omezenou ventilaci u savce tak, Ze hodnota

R. u savce je snizena o alespon 20%.




U&inné mnozstvi proteinu tepeiného Soku podie vynalezu uréené pro aplikaci je
0,1 mikrogramd/kilogram az 10 miligram(/kilogram télesné hmotnosti savce; a s
vyhodou v mnozstvi 1 mikrogram/kilogram a pfiblizne 1 miligram/kilogram télesné
hmotnosti savce. Pokud je lé¢ivo v aplikacni formé aerosolu, mize se protein
tepelného Soku aplikovat v mnozZstvi 0,1 miligramt /kilogram az 5 miligramt /kilogram
télesné hmotnosti savce. Pokud se protein tepelného $oku aplikuje parenteréiné, muze
se protein tepelného Soku aplikovat v mnozZstvi priblizné od 0,1 mikrogramu/kilogram
az 10 mikrogram( /kilogram télesné hmotnosti savce.

Jiné provedeni podle vynélezu se tyka farmaceutického piipravku zabranujici
savci rozvoji onemocnéni charakterizovaného eozinofilii spojeného se zanétlivym
procesem, napfiklad pfipravek obsahuijici protein tepelného Soku a protizanétlivou
latku. Tato protizanétliva latka mize zahrnovat, ale neomezuje se na antigen, alergen,
hapten, prozanétliveho cytokinového  antagonistu, prozanétiivého antagonistu
cytokinového receptoru, anti-CD23, anti-IgE, inhibitory syntézy leukotrienu, antagonisty
receptoru leukotrienu, glukokortikosteroidy, chemické derivaty steroidi, anti-
cyklooxygenédzové  latky, anti-cholinergni  latky, beta-adrenergni  agonisty,
methyixanthiny, antihistaminy, kromony, zyleuton, reagenty anti-CD4, anti-IL-5
reagenty, povrchové aktivni latky, anti-tromboxanové reagenty, anti-serotoninoveé
reagenty, ketotifen, cytoxin, cyklosporin, methotrexat, makrolidova antibiotika, heparin,
nizkomolekulovy heparin nebo jejich smési. V jednom provedeni podie vyndlezu je
zahrnut pripravek podle vynalezu farmaceuticky pfijatelny nosic a s vyhodou,
farmaceuticky pfijateiny nosic vybrany ze skupiny biokompatibilnich polymer(, jinych
polymernich  nosi&u, kapsli, mikrokapsli, mikroéastic, pilulkovych —preparéatd,
osmotickych pump, difuznich prostredky, lipozomd, liposfér nebo transdermalnich
cilenych systému.

Farmaceuticky pfipravek podle vynalezu obsahuje s vyhodou protein tepelného
Soku vybrany ze skupiny proteini tepelného Soku HSP-60, ze skupiny proteinl
tepelného Soku HSP-70, ze skupiny proteind tepeiného Soku HSP-90 nebo ze skupiny
proteini tepelného Soku HSP-27. Podle dal$iho provedeni vynalezu pripravek
obsahuje mykobakterialni protein tepeiného Soku nebo s vyhodou mykobakteriaini
protein tepeiného Soku-65.

Jiné provedeni podle vyndlezu se tyké pouziti molekuly nukleové kyseliny

kédujici protein  tepeiného  Soku  pro prevenci savce pfed onemocnénim




charakteristickym eozinofilii, precitlivélosti dychacich cest nebo imunitni odpovédi typu
Th-2, které je spojeno se zanétlivym procesem. S vyhodou je molekula nukleové
kyseliny funkéné spojena s kontrolni sekvenci transkripce. V dal§im provedeni lécivo
obsahuje molekulu nukleové kyseliny s farmaceuticky pfijateinym nosi¢em vybranym ze
skupiny vodného fyziologicky vyvaZzeného roztoku, umélym lipid obsahujicim
substratem, pfirodnim lipid obsahujicim substratem, olejem, esterem, glykolem, virem,
kovovou castici a kationovou molekulou. Ve vyhodném provedeni je farmaceuticky
pfijateny nosi¢ vybran ze skupiny lipozomi, micel, bunék nebo bunéénych membran.
Aplikacnimi formami lé¢iva obsahujiciho molekulu nukleové kyseliny je intradermaini
injekce, intramuskularni injekce, intravendzni injekce, subkutanni injekce nebo
aplikaéni forma ex vivo.

Jiné provedeni podle vynalezu se tyka zplsobu vybéru lécby u precitlivélosti
dychacich cest nebo nedostatecnosti prichodu dychacich cest spojené
s onemocnénim souvisejicim se zanétlivym procesem. Tento zplGsob zahrnuje tyto
kroky: (a) pouZiti proteinu tepelného Soku savci jako léciva; (b) méfeni funkéni zmény
plic v odezvé na aktivatni latku u savce kvdli zjisténi, zda protein tepeiného $oku
ovliviuje pfecitlivélost dychacich cest nebo omezeni ventilace; a (c) vybér
farmakologicke léCby na zékladé funkéni zmény plic. U jednoho z provedeni zahrnuje
krok nékteré méfeni objemu vybraného ze skupiny zahrnujici FEV,, FEV./FVC,
PCaometahchoinF EV1, h po zvy$eni (Penh), vodivost, dynamicky prabéh, odpor plic (Ry),
¢asovy index tlaku ventilace (APTI) nebo pribéh pikd. Stimulaéni latka mlze
zahrnovat primy a nepfimy stimulant a vyhodné zahrnuje latku vybranou ze skupiny
zahrnujici  alergen, methacholin, histamin, leukotrien, fyziologicky roztok,
hyperventilaci, fyzickou zatéZ, oxid sifiCity, adenosin, propranolol, studeny vzduch,
antigen, bradykinin, acetylcholin, prostaglandin, ozén, necitoty z ovzdusi a jejich smési.
V jednom provedeni zplUsobu podle vynalezu je onemocnéni charakterizovano
eozinofilii dychacich cest.

Vynalez se obecné tyka pouziti a farmaceutického pfipravku pro prevenci savce
pred onemocnénim spojenym se zanétlivym procesem a zejména pied onemocnénim,
pro které je charakteristicka eozinofilie, precitlivélost dychacich cest afnebo imunitni
odpovéd typu Th-2, kdy je tato charakteristika spojena se zanétlivym procesem.
Vynalezci uvadi aplikaci proteinu tepelného Soku savci, kterd vede k vyraznému

zmirnéni zanétu, presnéji eozinofilie, spojené se zanétem. U respiraénich onemocnéni




zahrnujicich omezenou ventilaci a/nebo precitlivélost dychacich cest vynalezci navic
uvadi aplikaci proteinu tepeiného Soku s vyraznym zmirnénim precitlivelosti dychacich
cest. Aplikace proteinu tepeiného Soku savci se zanétlivym onemocnénim,
charakteristickym imunitni odpovédi typu Th-2, vyvola zménu (to znamena zmirneni)
imunitni odpovédi typuTh-2 na imunitni odpovéd typuTh-1, napiiklad sniZzenim tvorby
cytokin(l a/nebo imunoglobulinovych izotyp.

Proteiny tepelného Soku jsou vysoce imunogenni proteiny spojeny s tvorbou
riznych zanétlivych cytokint (zahrnujicich Th-1 a Th-2 asociovane cytokiny, podrobné
popsané nize) a uritymi onemocnénimi, napiiklad autoimunitnimi, a samoziejme
mykobakteriainimi infekcemi. Prekvapuiici je, ze aplikace imunostimulaéniho proteinu
tepelného $oku savci se jevi jako uc¢inné terapie zanétlivého onemocnéni, protoze
bérné létby téchto onemocnéni zdUraziuji imunitni supresi. Predpokliada se, Ze
uvedeny zpUsob aplikace proteinu tepelného Soku pro prevenci savce pred zanétlivym
onemocnénim vyvolava imunostimulacni Géinek, zplisobujici zmiméni Skodlivého
zanétlivého procesu v imunitni odpovedi, které je ucinné a ochranné, nebo alesponi
neskodné.

Protein tepleiného $oku (HSP) mize byt podle vynalezu jakykoli protein patfici
do skupiny proteinG pavodné charakteristickych svoji zvy$enou expresi pfi zvy$enych
teplotach a jinych stimulech, spojenych se stresem, spoletné nalezejici ve stavu
techniky k ,proteinim tepelného Soku. V soucasné dobé je znamo, Ze proteiny
tepelného Soku nejsou produkovany pouze pfi bunééném stresu, ale mohou byt bézné
piitomny v burice a Ucastnit se zde rznych procesu.

Proteiny tepelného Soku se v soucasné dobé déli do alespon péti hlavnich
skupin podle velikosti proteinu. Téchto pét skupin zahruje skupinu HSP-100 (to
znamena protein o velikosti piblizné 100 kD); skupinu HSP-90 (to znamena protein o
velikosti priblizné 90 kD); skupinu HSP-70 (to znamena protein o velikosti pfiblizné 70
kD); skupinu HSP-60 (to znamena protein o velikosti pfiblizné 60 kD); skupinu HSP-27
(to znamena protein 0 velikosti priblizné 27 kD). Proteiny tepeiného Soku maji nékolik
vyraznych charakteristik. HSP-27, HSP-60 a HSP-70 napiiklad patfi do skupiny
proteind zpracovavajicich a sluéujicich a mohou byt dlleZité pri prezentaci antigenu. O
HSP-27 a HSP-90 je znamo, Ze se Ucastni vazby steroidu k receptoru. Mykobakteriaini

proteiny a zejména mykobakteriéini protein tepelného $oku -65 (HSP-65), Clen skupiny




HSP-60, je znam jako silny induktor bunééné imunitni odpovédi a tyto proteiny jsou
znamy zejména jako zvy$ujici pomer monocyty/makrofagy a funkci T bunek.

Protein tepelného $oku, pouZitelny podie vynalezu, mize byt protein tepeiného
Soku z jakékoli znamé skupiny téchto proteintl, zahrnujicich vyse uvedené skupiny
proteinil tepeiného $oku. S vyhodou, protein tepelného Soku pouzitelny podie
vynalezu, je vybrén ze skupiny proteind tepeiného Soku zahrnujici HSP-90, HSP-70,
HSP-60 a HSP-27. V jednom z provedeni je protein tepelného $oku, pouzitelny podle
vynalezu, ze skupiny HSP-90 nebo HSP-27. V jiném provedeni je protein tepelného
$oku, pouzitelny podle vynalezu, ze skupiny HSP-60, HSP-70 a/nebo skupiny HSP-27.
Ve vyhodném provedeni je protein tepelného $oku pouZitelny podie vynalezu ze
skupiny HSP-60.

Proteiny tepelného $oku pouZiteiné podle vynalezu mohou byt odvozeny nebo
ziskany z jakéhokoli organismu, s vyhodou ze savce nebo z bakterie nebo jesté
vyhodnéji z rodu Mycobacterium. Zviasté vyhodné priklady Mycobacterii, z kterych se
maze ziskat protein tepelného Soku, zahrnuji, ale neomezuji se na Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis a Mycobacterium leprae. Ve vyhodném provedeni je
proteinem tepeiného Soku pouziteinym podle vynalezu mykobacterialni protein
tepelného $oku-65 (HSP-65), 65 kD, mykobakteriaini protein ze skupiny HSP-60.

Protein tepelného 3oku, pouzitelnym podie vynalezu, mizZe byt naprikiad ziskan
z pfirodniho zdroje, vytvofeny pouzitim rekombinatni DNA technologie, nebo
syntetizovany chemicky. Protein tepeiného Soku, jak se zde uziva, maze byt protein
tepelného Soku piné délky nebo mize byt homologni s timto proteinem, napiiklad
- protein tepeiného $oku, v kterém byly aminokyseliny vypustény (napfiklad zkracena
verze proteinu, jako napiiklad peptid), vioZzeny, zaménény, nahrazeny a/nebo odvozeny
(napfiklad glykosilaci, fosforylaci, acetylaci, myristoilaci, prenylaci, palmitaci, amidaci
a/nebo piidavkem glykosylfosfatidyl inositolu). Homologem proteinu tepelného Soku je
protein s aminokyselinovou sekvenci, ktera je dostate¢né podobna aminokyselinove
sekvenci pfirozeného proteinu tepeiného Soku tak, ze nukleotidova sekvence kédujici
homolog je schopna hybridizace za prisnych podminek s molekulou nukleové kyseliny
kédujici piirozeny protein tepeiného $oku (napfiklad s komplementem fetézce nukleové
kyseliny kodujici aminokyselinovou sekvenci pfirozeného proteinu tepelného Soku).
Komplement sekvence nukleové kyseliny jakékoli sekvence nukleové kyseliny se tyka

retézce nukleové kyseliny, ktery je komplementarni (to znamena mize tak tvofit




kompletni dvousroubovici) k fetézci, pro ktery je sekvence urena. Proteiny tepeiného
goku, pouziteiné podle vynalezu, zahrnuji, ale neomezuji se na proteiny koédované
molekulami nukleové kyseliny s kédujicimi oblastmi piné délky pro protein tepelného
$oku; proteiny kodované molekulami nukleové kyseliny maji ¢astetné kédujici oblasti
pro protein tepelného $oku, kdy tyto proteiny chrani savce pred onemocnénim
identifikovanym charakteristickou eozinofilii, precitlivélosti dychacich cest, a/nebo
imunitni odpovédi typu Th-2; fuzni proteiny a chimerické proteiny nebo chemicky
sprazené proteiny, zahrnujici kombinace riznych proteint tepeiného Soku nebo
kombinace proteinu tepelného Soku s jinymi proteiny, napiiklad s alergenem nebo
antigenem. U jiného provedeni zahrnuji proteiny tepelného Soku, pouzitelné ve
zptsobu podie vynalezu, proteiny tepelného $oku s aminokyselinovou sekvenci, ktera
je alespoil z 70% identicka a vyhodnéji pfiblizné z 80% identicka a nejlépe priblizné z
90% identickd k aminokyselinové sekvenci prirozené se vyskytujiciho proteinu
tepelného soku.

Pojem ,protein tepeiného Soku® (HSP) se téZ miZe tykat proteini kédovanych
alelovymi variantami, zahrnujicimi piirozené se vyskytujici alelové varianty molekul
nukieové kyseliny zndme jako kédujici proteiny tepeiného Soku, které maji podobné,
ale nikoli identické sekvence nukieové kyseliny vzhledem k piirozené se vyskytujicim,
nebo ,divoké typy‘, sekvence nukleové kyseliny koduijici protein tepelného Soku.
Alelové varianta je gen, ktery se vyskytuje na zcela stejném lokusu (nebo lokusech) v
genomu jako gen proteinu tepeiného Soku, ktery ma véak diky piirozenym variacim,
zpGsobenym napiiklad mutaci nebo rekombinaci, podobnou, nikoli v$ak identickou
sekvenci. Alelové varianty b&zné koduji proteiny s podobnou aktivitou jako ma protein
kédovany genem s kterym jsou srovnavany. Alelové varianty mohou téz obsahovat
zmény v 5'nebo 3'neprekladané oblasti genu (napfiklad v oblastech regulatorové
kontroly).

Fraze ,aplikace proteinu tepelného Soku® podie vynalezu mize zahrnovat
aplikaci proteinu piimo savci, jakoukoli cestou aplikace proteinu, podrobné popsanou
nize, nebo fraze ,aplikace proteinu tepeiného Soku* miZe téz znamenat aplikaci
molekuly nukleové kyseliny kéduijici protein tepelného Soku savci tim zpUsobem, Ze
protein tepelného Soku se u savce exprimuje. Provedeni podle vynalezu, kdy se
molekula nukieové kyseliny kodujici protein tepelného Soku aplikuje savci, je podrobné

popsano nize.
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Protein tepelného $oku se miZe podle vynalezu aplikovat jakémukoli jedinci
tidy obratlovel, savelim, zahrnujicim bez omezeni primaty, hlodavce, dobytek a kocky
doméaci. Vyhodné, zplsob podle vyndlezu je uréen k prevenci a/nebo lécbe
onemocnéni, charakteristického eozinofilii, precitlivélosti dychacich cest a/nebo
imunitni odpovédi typu Th-2, spojenou se zanétlivym procesem u savch. Vyhodnymi
savci pro pouziti proteinu tepelného Soku jako prevence zahrnuji Clovéka, hlodavce,
opici, ovci, prase, kocku, psa a koné. Jesté vyhodnéj§im savcem pro prevenci je
Elovék. v

Jak se zde uvadi, fraze ,prevence savce proti onemocnéni* zahrnujici zanét, se
tyka: snizeni moznosti zanétlivé reakce (to znamena reakce zahrnujici zanét) na
zénétlivou latku (to znamend latku schopnou vyvolat zanétlivou reakci, napfiklad
methacholin, histamin, alergen, leukotrien, fyziologicky roztok, hyperventilaci, fyzickou
zaté2, oxid sificity, adenosin, propranolol, studeny vzduch, antigen nebo bradykinin);
snizeni projevu onemocnéni nebo Zanétlivé reakce alnebo snizeni zavaznosti
onemocnéni nebo zanétlivé reakce. S vyhodoy, predpoklad pro zanétlivou reakci se
snizi, optimalné az do takové miry, Ze savec jiz nema Zzadné problémy a (nebo se
zlepsi funkce po vystaveni se latce zplsobuijici zanét. Napfiklad prevence savce zavisi
na schopnosti slouceniny, pokud je aplikovana savci, predeijit projevu onemocnéni
a/nebo 16&it nebo zmirnit piiznaky onemocnéni, projevy nebo piiciny. Prevence savce
se zejména tyka regulace zandtlivé reakce smérem k potiaceni (napfikiad zmirnénim,
inhibici nebo odstranenim) nadmérne nebo poskozujici zanétlivé reakce a mulze
zahrnovat indukci vyhodné, preventivni nebo neskodné imunitni odpovédi. Prevence
savce se téz tyka zejména regulace bunééné imunity a/nebo humoralni imunity (to
znamena aktivity T bunék a/nebo imunoglobulinové aktivity, zahrnujici typ Th-1 alnebo
Th-2 typ bunécéné a/nebo humoralni aktivity). Pojem ,onemocnéni® se tyka jakékoli
odchylky od normaliniho zdravi savce a zahrnuje stav, kdy jsou projeveny symptomy
onemocnéni, stejné jako podminky, pfi kterych se projevi odchylka (napfiklad infekce,
genova mutace, geneticky defekt atd.), ale symptomy se jesté neprojevi.

Onemocnéni, pro ktera je zptisob podle vynélezu preventivni, mohou zahrnovat
jakakoli onemocnéni charakterizované eozinofilii, pecitlivélost dychacich cest a/nebo
imunitni odpovéd typu Th-2, kdy je tato charakteristika spojena se zanétlivou reakci.
Tato onemocnéni mohou zahrnovat, ale neomezuji se na alergicka onemocnéni

dychacich cest, syndrom hypereozinofilie, hlistové parazitické infekce, alergické




11 ed
»

rhinitidy, alergické konjunktivitidy, dermatitidy, ekzémy, kontaktni dermatitidy nebo
potravinové alergie. Jednoho z provedeni zahrnuje onemocnéni, pro které je zpusob
podle vynalezu preventivni, respiraéni onemocnéni charakterizované eozinofilovym
zénétem dychacich cest a/nebo precitlivelosti dychacich cest. Tato respiracni
onemocnéni zahrnuji vy$e uvedena alergicka onemocnéni dychacich cest, ktera
zahrnuji, ale neomezuji se na alergické astma, alergickou bronchopulmonarni
aspergilozu, eozinofilovou pneumonii, alergickou bronchitis bronchiectasis, astma z
povolani (to znamena astma, sipani, stazeni hrudniku a kasel vyvolany aktivacni
latkou, napfiklad alergenem, drazdidiem nebo haptenem na pracovisti), reaktivni
syndrom onemocnéni dychacich cest (to znamena samostatné vystaveni se latce, kterd
vede k astmatu) a vnitini onemocnéni plic. Jeété vyhodnéji zahrnuji respiracni
onemocnéni, pro ktera mize byt zptsob podle vynélezu preventivni, ale neomezuji se
na alergické astma, vnitini astma, alergickou bronchopulmonarni aspergilézu,
eozinofilovou pneumonii, alergickou bronchitidovou bronchiektazu, astma z povolani,
reaktivni syndrom onemocnéni dychacich cest, vnitfni onemocnéni plic, syndrom
hypereozinofilie a parazitové onemocnéni plic. Dalsi z provedeni, pro ktera mGze byt
zpusob podle vynalezu preventivni, zahrnuje onemocnéni, které je spojeno s citlivosti
na alergen. Priklady téchto onemocnéni jsou popsany vyse. Ve vyhodném provedeni je
zplsob podle vynalezu preventivni proti astmatu a zejména proti alergickému astmatu.

Jak je popséano vyse, zpusob podie vynalezu pusobi preventivné u savce proti
onemocnéni charakterizovaného eozinofilii, precitlivélodti dychacich cest a/nebo
imunitni odpovédi typu Th-2, spojenou se zanétlivou reakci. Prestoze je kazda
jednotliva charakteristika - eozinofilie, precitlivélost dychacich cest a imunitni odpovéd
typu Th-2, podrobné popsana nize, je dobré pochopit, Zze zplisob podie vynalezu je
pouzitelny jako prevence savce proti onemocnéni s jakoukoli charakteristikou nebo
jejich kombinaci, které je spojeno se zanétlivym procesem. Jednotlivé vysledky ziskané
pouzitim zplsobu a/nebo daléi charakteristiky onemocnéni, pro které je zpUsob podle
vynalezu Géinny, se proto mohou pouzit u onemocneéni s jakoukoli charakteristikou
nebo kombinaci vy3e uvedenych charakteristik.

Jedno z provedeni podle vynalezu se tyka zplsobu prevence savce proti rozvoji
onemocnéni charakterizovaného eozinofilii spojenou se zanétlivym procesem. Tento
zplsob zahrnuje krok aplikace proteinu tepeiného Soku savci trpicimu timto

onemocnénim. Pojem ,eozinofilie’, jak se zde uziva, se tyka klinicky rozpoznanému
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stavu, kdy pocet eozinofilh pfitomnych u savce s eozinofilii je zvySen ve srovnani s
poétem eozinofili u normélniho savce (to znamenéa savce bez téchto pfiznakd). U
savce netrpiciho timto onemocnénim charakteristickym eozinofilii, tvofi eozinofily
pfiblizné 0% az 3% celkového poCtu bilych krvinek u savce. Mnozstvi eozinofild v krvi u
savce se mlze zméfit pouzitim metod znamych odbornikiim v tomto oboru. MnoZstvi
eozinofiltl v krvi se muze spoditat presnéji na zéklade barveni Zivych bunék, nap?iklavd
floxinem B nebo DiffQuick.

Ve zplsobu podle vynalezu aplikace proteinu tepelného Soku u savce trpiciho
onemocnénim charakteristické eozinofilii, vyhodné zplUsobi zmirnéni eozinofilie u
savce. Aplikace proteinu tepeiného Soku zptsobem podle vyndlezu vyhodné zpUsobi
snizeni poétu eozinofill v krvi u savce na hodnotu od pfiblizné 0 aZ 470 bunék/mm?’,
vyhodnégji  pfiblizné 0 az 300 bunék/mm®, a jesté vyhodngji pfiblizné 0 az 100
bunék/mm°. Ve vyhodném provedeni aplikace zpusobem podle vynélezu protein
tepelného $oku vyhodné zpusobi redukci poétu eozinofilll v krvi u savce na hodnotu
priblizné 0% az 3% celkového poétu bilych krvinek u savce.

Jiné provedeni podle vynalezu se tyka zplsobu prevence savce proti
onemocnéni charakterizovaného precitlivélosti dychacich cest spojenou se zanétlivym
procesem. Tento zplsob zahrnuje aplikaci proteinu tepeiného Soku savci trpicimu timto
onemocnénim. Pojem ,piecitiivélost dychacich ces “ (AHR) se tykd abnormalit
dychacich cest, které vedou k jejich snadnému zdzeni a/nebo piili§ vysoke reakci na
stimu! schopny vyvolat omezeni ventilace. AHR miize byt funkéni zménou respiraéniho
systému vyvolanou zanétem nebo zménami v dychacich cestach (napfiklad ukladanim
kolagenu). Omezena ventilace se tyka zGZeni dychacich cest, které muze byt
ireverzibilni nebo reverzibilni. Omezena ventilace nebo precitlivélost dychacich cest
mize byt zplisobena ukladéanim kolagenu, bronchospasmem, hypertrofii hladkych svall
dychacich cest, kontrakci hladkych svalll dychacich cest, mukozni sekreci, bunéénym
depozitem, poskozenim epitelu, poruchou propustnosti epitelu, poruchou funkce
hladkého svalstva nebo jeho citlivosti, abnormalitami v plicnim parenchymu,
abnormalitami v nervové regulaci funkce hiadkého svalstva (zahrnujicimi adrenergni,
cholinergni a nonadrenergné-noncholinergni regulaci) a infiltrativni onemocnéni  uvnitf
dychacich cest a v jejich okoli.

AHR se mize méfit zatéZzovym testem, ktery zahrnuje méfeni  funkce

respiraéniho systému savce jako reakce na aktivacni latku (to znamena stimut). AHR
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se mdze méfit jako zména v respiraéni funkci od z4kladni linie oproti davce aktivujici
latky (postup tohoto méfeni a savéi model, pouziteiny pro toto méfeni, je popsan
podrobngji v piikladech nize). Respiratni funkce se muze mefit napriklad
spirometricky, pletysmograficky, podie priibéhu pikud, miry symptomu, fyzickych projevu
(to znamena respiracni rychlosti), sipani, tolerance k zatézi, pouZiti Gginnych 1éka (to
znamena bronchodilatatordl) a krevnich plynd.

Spirometrie se muze u pacientdl pouzit pro zjisténi miry zmény v respiraéni
funkci spolu s aktivujici latkou, napfikiad methacholinem nebo histaminem. U pacientu
se spirometrie provadi za pozadani pacienta o hluboky a diouhy nadech a vydech,
provedeny co nejrychleji pro spravné méfeni ventilace a objemu. Objem
vydechovaného vzduchu v prvni sekundé je znam pod oznaCenim jako ,vynuceny
vydechovy objem* (FEV,) a celkové mnozstvi vydechovaného vzduchu je znamo jako
,vynuceny respiratorni kapacita® (FVC). U glovéka lIze stanovit normalni
predpokladanou FEV: a FVC standardizaci podle hmotnosti, vysky, pohlavi a rasy.
Zdravy &lovék ma FEV, a FEV alespoi priblizné 80% norméiniho predpokladaného
objemu a pomér FEV4/FVC alespon pfiblizné 80%. Objemy se stanovi pied (to
znamena predstavuiji klidovy stav u savce) a po (to znamena predstavuji vys$si plicni
rezistenci u savce) inhalaci aktivujici latky. Pozice vysledné kfivky ukazuje citlivost
dychacich cest na aktivujici latku.

Uginek zvysuijicich se davek nebo koncentrace vyvolavajici latky na funkci plic
se mize stanovit méfenim vydechovaného vzduchu v prvni sekundé (FEV:) a FEV;
podéieného vitaini kapacitou (pomér FEV4/FVC) u savce vyprovokovaného aktivacni
latkou. U &lovéka je davka nebo koncentrace aktivujici latky (to znamena methacholinu
nebo histaminu), ktera zpGsobi 20% dbytek v FEV; (PDxoFEV1) stanovitelina podie
stupné AHR. FEV, a FVC hodnoty se mé&#i za pouziti metod zndmych odbornikim v této
oblasti.

Mé&feni pulmonarni funkce odporu dychacich cest (Ry), dynamického prubéhu
(C.) a precitlivelosti se provede meéfenim transpulmonarniho tlaku jako rozdilu tlaku
mezi otevienymi dychacimi cestami a téInim pletysmografem. Objem je kalibrovana
zména tlaku v télinim pletysmografu a pritok je digitalni odchylka signalu objemu.
Odpor (R.) a prabéh (Cy) se ziskaji za pouziti metod znamych odbornikiim v této oblasti
(napfiklad feSenim rovnice pohybu pouzitim rekurzivnich nejmensich ¢tvercl). Odpor

dychacich cest (R.) a dynamicky prabéh (Cy) jsou popsany podrobné v pfikladech.
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Pro méfeni hodnot AHR Ize pouzit mnoho aktivaénich latek. Vhodné aktivatni
latky zahrnuiji pfimé a nepfima stimulancia. Vyhodné aktivaéni latky zahmuiji napfiklad
methacholin (Mch), histamin, alergen, leukotrien, fyziologicky roztok, hyperventilaci,
fyzickou zatéz, oxid sifiéity, adenosin, propranolol, studeny vzduch, antigen,
bradykinin, acetyicholin, nedistoty z ovzdusi (napfiklad ¢&astice, NO, NO2),
prostaglandiny, ozén a jejich smési. Vyhodné se pouzije methacholin jako aktivaéni
ginidlo. Vyhodné koncentace methacholinu pro pouziti kiivky zavislosti odezvy na
koncentraci lezi v oblastech od pfiblizné 0,001az 100 miligramQ na mililitr (mg/ml).
Vyhodnéjsi koncentrace methacholinu pro pouziti  kfivky zavislosti odezvy na
koncentraci lezi v oblastech od pfiblizné 0,01az 50 mg/ml. Jeste vyhodnéjsi
koncentrace methacholinu pro pouZiti kiivky zavislosti odezvy na koncentraci lezi v
oblastech od pfiblizné 0,02 az 25 mg/ml. Pokud se pouZzije methacholin jako aktivaéni
latka, stupenn AHR je definovan aktivujici koncentraci methacholinu, potfebné k
vyvolani 20% poklesu FEV; u savce (PC20 methachoiinF EV1)- Napiikiad, u Cloveka za
pouziti standartnich protokol(i dosavadniho stavu techniky mé& normaini Clovek bézné
PC somathachoinF EV1> 8 mg/ml methacholinu. U &lovéka je proto AHR definovan jako PC
»omethacholinF EV1< 8 mg/m methacholinu.

Uginnost légiva jako prevence pied AHR u savce se skionem k AHR se bézné
méri dvakrat. Napiklad, u¢innost lé€iva jako prevence pred AHR u savce je zietelna u
savce s PC somethachoinF EV1 1 mg/ml pred aplikaci léciva a 2 mg/ml methacholinu po
aplikaci léciva. Podobne, |6givo je zfejmé Ucinné pokud méa savec PC 2omethachoinF EV1 2
mg/ml pred aplikaci lé¢iva a 4 mg/ml methacholinu po aplikaci léciva.

U jednoho z provedeni podie vynalezu protein tepelného Soku sniZuje odezvu na
methacholin u savce. Vyhodné, aplikace proteinu tepeiného Soku zvysuje PCaomethacholin
FEV, u savce lé&eného proteinem tepelného Soku v priblizné dvojnasobné koncentraci
oproti PCzomethachoin FEV1 U normalniho savce. U normainiho savce se piedpoklada, ze
netrpi nebo nema predpoklad k abnormalni AHR. U testovaného savce se predpokiada
postizeni nebo rozvoj abonormaini AHR.

U jiného provedeni aplikace proteinu tepelného Soku savci zplsobi zvySeni
hodnoty PCazomethachoin FEV1 U savce tak, ze hodnota PCaomethachoin FEV1 ziskana pied
aplikaci proteinu tepelného Soku, pokud je savec aktivovan prvni koncentraci
metahcholinu, je stejna jako hodnota PCaomethachoin FEV1 Ziskana po aplikaci proteinu

tepeiného $oku, pokud je savec vyprovokovan dvojnasobnym mnozstvim prvni
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koncentrace methacholinu. Vyhodné mnoZstvi proteinu tepelného Soku k aplikaci je
takové mnozstvi, které vyvola zvySeni hodnoty PCaomethachein FEV1 U Savce tak, ze
hodnota PCaometachoin FEV1 U savce ziskana pred aplikaci proteinu tepeiného Soku,
pokud je savec aktivovan koncentraci methacholinu, ktera je v mnozstvi od priblizné
0,01 mg/mi do 8 mg/ml, je stejna jako hodnota PCaometrachoin FEV1 PO aplikaci proteinu
tepelného Soku pokud je savec aktivovan dvojnasobnou koncentraci methacholinu,
ktera je v rozmezi od pfiblizné 0,02 mg/ml az 16 mg/ml.

Respiraéni funkce mize byt podie vynalezu stanovena na zaklade ruznych
statickych testl, které zahrnuii méfeni funkce respiraéniho systému u savce Vv
nepfitomnosti aktivaéni latky. Piiklady statickych testl zahrnuji napiiklad spirometrii,
pletysmograf, pribéh pik(i, stav symptomu, fyzické piiznaky (to znamena respiraéni
rychlost), sipani, zatézovou toleranci, pouziti zmirfujicich IékG (to znamena
bronchodilatatord) a krevni plyny. Stanoveni pulmonarni funkce u statickych testu se
mGze provést napfiklad méfenim celkové kapacity plic (TLC), hrudnikového objemu
plynu (TgV), funkéniho zbytkového objemu (FRC), zbytkového objemu (RV) a mérné
vodivosti (SGL) pro objemy plic, difuzni kapacity plic pro oxid uhelnaty (DLCO), plynt
v arterialni krvi, zahrnujici pH, Po2 @ Pco2 Pro vyménu plynu. FEV; i pomér FEV,/FVC se
mize pouzit pro méfeni omezeni ventilace. Pokud se u ¢lovéka pouZije spirometrie,
FEV, se u individualniho pfipadu mtze srovnat s predpokladanymi hodnotami FEV.
Piedpokladané hodnoty FEV, jsou vhodné pro standartni normogramy zaloZzené na
véku, pohlavi, hmotnosti, vySce a rase savce. Normalni savec ma bézné FEV, alespon
80% predpokiadaného FEV; u savce. Omezeni plicni ventilace zplsobi pokles FEV.
nebo FVC na méné nez 80% predpokiadanych hodnot. Alternativni metoda pro méfeni
omezeni plicni ventilace je zalozena na poméru FEV; a FVC (FEV4/FVC). U zdravych
jedincil je definovan pomér FEV,FVC alespon priblizné 80%. Omezena ventilace
zplsobi pokles poméru FEV,/FVC na méné nez 80% predpokiadanych hodnot. Savec
s omezenou plicni ventilaci ma tak definovan pomér FEV4/FVC niZsi nez priblizné 80%.

Uginnost lédiva jako prevence savce S predpokladanou omezenou ventilaci
mGize byt stanovena méfenim procenta zvy$eni FEV, a/nebo poméru FEV,/FVC pied a
po aplikaci léCiva. V jednom provedeni aplikace proteinu tepelného Soku podle
vynélezu zmirfiuje omezeni plicni ventilace u savce tak, ¥e hodnota FEV,/FVC u savce
je alespon 80%. U jiného provedeni aplikace proteinu tepelného Soku zvy$uje FEV;

s vyhodou pfiblizné o 5% az 100%, vyhodnéji 0 6% az 100% , jesté vyhodnéji o 7% az
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100% a nejlépe pfiblizné o 8% az 100% (nebo piiblizné 200 ml) piedpokladaného
FEV, u savce.

Je tieba si uvédomit, ze méfeni hodnoty odporu plicni ventilace (Ry) u jiného
savce nez &lovéka (napriklad mysi) se muze pouzit ke stanoveni diagnézy obtiZznosti
plicni ventilace podobnému méfeni FEV, a/nebo poméru FEV4/FVC u ¢&lovéka. U
jednoho z provedeni podie vynélezu zmiriuje aplikace proteinu tepelného Soku
omezeni ventilace u savce tak, ze hodnota R, se snizi o alespori 10% a vyhodnéji o
alespon 20%, jesté vyhodnéji o alespor 30% a nejlépe o alespon 40%.

Rozsah vynalezu zahrnuje tu skutecnost, 7e staticky test je mozné provést pied
nebo po aplikaci aktivacni latky pouzivané u zatézoveho testu.

U jiného provedeni zmimuje aplikace proteinu tepelného Soku ve zplisobu podle
vynalezu omezeni ventilace u savce tak, ze zména hodnot FEV; nebo PEF u savce,
pokud se méfi veder pred spanim a rano po probuzeni, je niz8i nez ptiblizné 75%,
vyhodnéji méné nez priblizné 45%, jesté vyhodnéji méné nez piiblizné 15% a nejlépe
méné nez piiblizné 8%.

Daléi provedeni podle vynalezu se tykéd zpusobu prevence savce pred
zanétlivym onemocnénim charakteristickym imunitni odpovédi typu Th-2. Tento zpusob
zahrnuje aplikaci proteinu tepelného Soku savci trpicimu timto onemocnénim. Podle
vynélezu, onemocnéni charakterizované imunitni odpovédi typu Th-2 (alternativné
souvisejici s imunitni odpovédi typu Th-2) mize byt charakterizovano jako
onemocnéni, které je spojeno s prednostni aktivaci skupiny pomocnych T lymfocytl
znamych v dosavadnim stavu techiky jako Th-2 typ T lymfocytl (nebo Th2 lymfocyty),
ve srovnani s aktivaci typu Th-1 T lymfocytd (nebo Th-1 lymfocyt(). T lymfocyty typu
Th-2 Ize podie vynalezu charakterizovat tvorbou jednoho nebo vice cytokin souhrnné
znamych jako cytokiny typu Th-2. Jak se zde uvadi, cytokiny typu Th-2 zahrnuji
interleukin-4 (IL-4), interleukin-5 (IL-5), interleukin-6 (IL-6), interleukin-9 (IL-9),
interleukin-10 (IL-10), interleukin-13 (IL-13) a interleukin-15 (IL-15). Naopak, lymfocyty
typu Th-1 tvofi cytokiny, které zahrnuji IL-2 a IFN-y. Alternativné, imunitni odpovéd typu
Th-2 mize byt nékdy charakterizovana prednostni tvorbou izotypli protilatek, které
zahrnuji 1gG1 (jehoz piibliznym ekvivalentem je u lovéka IgG4) a IgE, kdy imunitni
odpovéd typu Th-1 miZze byt nékdy charakterizovana tvorbou protilatek izotypll IgG2a
nebo IgG3 (jejichz pfibliznym ekvivalentem jsou u ¢lovéka IgG1, 1gG2 nebo 1gG3).
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Podle zpUsobu podle vynélezu vede aplikace proteinu tepelného Soku savci
trpicimu onemocnénim charakteristickym imunitni odpovédi typu Th-2 prednostné ke
Zmirnéni imunitni odpovédi typu Th-2 na pfednostni odpovéd typu Th-1. S vyhodou
aplikace proteinu tepelného Soku podle zpusobu podle vynalezu vede ke snizeni
(nebo potlaceni) tvorby cytokini typu Th-2 lymfocyty T, jako napiikiad IL-4 a IL-5.
Navic, nebo alternativné, aplikace proteinu tepeiného $oku podle zpUsobu podie
vynélezu vede ke zvy$eni (nebo indukei) tvorby cytokini typu Th-1, jako napfiiklad IFN-
y. Navic, aplikace proteinu tepelného $oku podie zplsobu podle vynalezu muze nékdy
vést ke snizeni tvorby izotypu protilatek typu Th-2, jako napiiklad 1gG1 a IgE a/nebo
zvydeni tvorby izotypl protilatek typu Th-1, jako naptiklad IgG2a nebo IgG3.

V jednom provedeni aplikace proteinu tepelného Soku savci trpicimu
onemocnénim zde popsanym, mize pfednostné snizit hladinu 1gG1 (jehoz pfibliznym
ekvivalentem u ¢lovéka je IgG4) v séru savce na hodnoty od pfiblizné 0 do 100
mezinarodnich jednotek/ml, s vyhodou na hodnoty od pfiblizné 0 do 50 mezinarodnich
jednotek/ml, vyhodnéji na hodnoty od pfiblizné 0 do 25 mezinarodnich jednotek/ml a
nejlépe na hodnoty od pfiblizné 0 do 20 mezinarodnich jednotek/mi. Koncentrace 1gG1
v séru savce se mize méfit za pouziti metod znamych odbornikim v této oblasti.
Ptesngji, koncentrace IgG1 v séru savce nebo koncentrace 1gG1 vyprodukovana B
burikami savce in vitro se mize méfit napfiklad za pouziti protilatek, které se specificky
vazou k IgG1 v metode ELISA (enzyme-linked immunoassay) nebo
radioimunostanoveni.

V jiném provedeni aplikace proteinu tepeiného  Soku savci trpicimu
onemocnénim zde popsanym, mize s vyhodou snizit hladinu IgG2a (jehoz pfibliznymi
izotypovymi ekvivalenty u &lovéka jsou 1gG1, 1IgG2 nebo IgG3) v séru savce na hodnoty
od piiblizné 0 do 100 mezinarodnich jednotek/ml, vyhodné na hodnoty od pfiblizné 10
do 50 mezinarodnich jednotek/ml, vyhodnéji na hodnoty od priblizné 15 do 25
mezinarodnich jednotek/ml, jesté vyhodnéji na hodnoty od priblizné 15 do 25
mezinarodnich jednotek/mi a nejlépe priblizné 20 mezinarodnich jednotek/ml.

Jak se uvadi vyse, provedeni podle vynalezu, mize byt imunitni odpovéd Th-2
spojena s jinymi vyse uvedenymi charakteristikami onemocnéni, pro které je zplsob '
podle vynalezu preventivni (napfiklad eozinofilie a/nebo precitlivélost dychacich cest).
Eozinofilie je napfikiad spojena s tvorbou cytokinu IL-5 a precitlivélost dychacich cest

m(ize byt spojena s tvorbou cytokinu IL-4. V jednom provedeni zptisobu pro prevenci
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savce trpiciho onemocnénim charakteristickym eozinofilii, precitlivélosti dychacich
cest a/nebo imunitni odpovédi tapu Th-2 spojené se zanétlivym procesem, toto
onemocnéni miize byt dale spojeno se zvySenou tvorbou cytokinu vybraného ze
skupiny interleukinu-4 (IL-4), interleukinu-5 (IL-5), interleukinu-6 (IL-6), interleukinu-9
(IL-9), interleukinu-10 (IL-10), interleukinu-13 (IL-13) a interleukinu-15 (IL-15).

Prijatelné protokoly pro aplikaci proteinu tepeiného Soku podie vynalezu zahrnuji
zptisob aplikace i mnoZstvi proteinu tepelného Soku, které je treba plalikovat savci,
véetnd individuaini davky, pottu davek a frekvenci aplikace.

Vybér téchto protokold muze provést odbornik v této oblasti. Vhodné zpusoby
aplikace mohou zahrnovat, ale neomezuji se na oréini, nasalni, lokaini, inhalacni,
transdermalni, rektalni a parenteralni cestu. Vyhodné parenteraini cesty mohou
zahrnovat, ale neomezuji se na subkutanni, intradermalni, intravendzni,
intramuskulérni a intraperitoneaini cesty. Vyhodné cesty lokélni aplikace zahrnuji
inhalaci aerosolu (to znamena sprejem), nasalni aplikaci nebd lokalni povrchovou
aplikaci na kiizi savce. Ve vyhodném provedeni se protein tepelného Soku pouzivany
ve zplsobu podle vynalezu aplikuje nasalini nebo inhalaéni cestou. Zejména vyhodné
cesty aplikace molekuly nukleové kyseliny koduijici protein tepelného 3Soku jsou
podrobné popsany nize.

Jak je uvedeno vySe, aplikace proteinu tepelného Soku savci zplisobem podle
vynalezu mize mit jeden nebo vice vlivil na savce, které zahrnuii, ale neomezuji se na
redukeci eozinofilie (zahrnujici, ale neomezujici se na eozinofilovy zénét dychacich
cest), snizeni precitlivélosti dychacich cest, indukci tvorby IFN-y T bunkami a/nebo
potlageni tvorby IL-4 alnebo IL-5 T-buiikami. Podle zplsobu podle vynélezu zahrmuje
udinné mnozstvi proteinu tepeiného Soku  pro aplikaci savci mnozZstvi, které je
schopno snizit precitlivélost dychacich cest (AHR), eozinofilii, potlageni omezeni plicni
ventilace a/nebo symptomy (napiikiad zkraceny dech, sipani, dyspnea, omezeni
pohybu nebo noéni buzeni), zahrnujici tvorbu IFN-y T bufikami a/nebo potlaceni tvorby
IL-4 a/nebo IL-5 T-bunkami bez toxického vlivu na savce. Mnozstvi, které je toxicke pro
savce, je jakékoli mnoZstvi, které zpUsobi jakékoli fyzické nebo funkéni poskozeni
savce (to znamena jed).

Jednotliva vhodna davka proteinu tepelného $oku pro aplikaci savci je davka,
ktera je schopna prevence savce pred onemocnénim charkterizovanym eozinofilii,

precitlivélosti dychacich cest, alnebo imunitni odpovédi typu Th-2 spojené se
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zanétlivym procesem, pokud se aplikuje jednou nebo vicekrat béhem urcité doby.
Presnéji, vhodna davka proteinu tepeiného Soku znamena davku, ktera zlepSuje AHR
zdvojnasobenim davky vyvolavajici latky nebo zlep$uje statickou respiracni funkci
savce. Vhodna davka proteinu tepeiného Soku znamena piipadné davku proteinu
tepelného Soku, ktera snizuje mnozstvi eozinofill u savce na hladinu zde uvedenou,
zvyduje tvorbu cytokind typu Th-1 (napiiklad IFN-y) a/nebo inhibuje tvorbu cytokind
typu Th-2 (napfiklad IL-4 a IL-5).

Vyhodna davka proteinu tepeiného Soku lezi v rozmezi priblizné 0,1
mikrogramt/kilogram az 10 miligramU/kilogram télesné hmotnosti savce. Vyhodnéjsi
davka proteinu tepelného Soku lezi v rozmezi pfiblizné 1 mikrogram/kilogram az 10
miligramC/kilogram télesné hmotnosti savce. Jedté vyhodngj$i davka proteinu
tepeiného Soku lezi v rozmezi priblizné 1 mikrogram/kilogram az 5 miligramu/kilogram
tslesné hmotnosti savce. Zviasté vyhodna davka proteinu tepeiného Soku lezi v
rozmezi pfiblizné 1mikrogram/kilogram az 1miligram/kilogram télesné hmotnosti savce.
V jiném provedeni zviasté vyhodna davka proteinu tepelného Soku leZi v rozmezi
piblizné 0,1 miligram/kilogram az 5 miligramd/kilogram télesné hmotnosti savce, pokud
je protein tepeiného Soku aplikovan ve formé aerosolu. Jina zviasté vyhodna davka
proteinu tepeiného Soku lezi v rozmezi piiblizné 0,1 mikrogrami/kilogram az 10
miligram&/kilogram télesné hmotnosti savce, pokud je protein tepelného Soku aplikovan
parenteraine.

V jiném provedeni miize byt protein tepelného Soku podle vynalezu aplikovan
soutasné nebo nasledné se slouceninou schopnou zvysit ochrannou schopnost
proteinu tepelného Soku u savce pred onemocnénim charakteristickym eozinofilii,
precitlivélosti dychacich cest a/nebo imunitni odpovédi typu Th-2 spojenou se
zanétlivym procesem. Vynalez té2 zahrnuje formulaci obsahjici protein tepelného Soku
a alespon jednu takovou sloudeninu pro prevenci savce pred onemocnénim
zahmujicim zanét. Vhodna sloucenina k soucasné nebo nasledné aplikaci s proteinem
tepeiného Soku zahrmnuje sloueninu, ktera je schopna regulace tvorby IgG1 nebo IgE
(to znamend potlaceni syntézy interleukinu-4 indukujicim syntézu IgE), zvy$eni tvorby
interferonu-gama, regulaci proliferace a aktivace NK bunék, regulaci lymfokinem
aktivovanych zabije¢skych bunék (LA-K), regulaci aktivity pomocnych T bunék, regulaci
degranulace mastocytd, ochranu senzorickych nervovych zakonéeni, regulaci

eozinofilové alnebo blastocytové aktivity, ochranu nebo relaxaci hladkého svalstva,
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snizeni mikrovaskularni permeability nebo zmirnéni diferenciace Th1 a/nebo Th2
podtfid T bunék. Vyhodna sloucenina k aplikaci sou¢asné nebo nasledné s proteinem

.....

Protizanétlivou latkou podle vynédlezu mize byt sloucenina, ktera ma podle
dosavadniho stavu techniky protizanétlivé vlastnosti a miize také zahrnovat jakoukoli
sloudeninu, ktera za urcitych podminek a/nebo pfi aplikaci ve spojeni s proteinem
tepelného Soku muzZe mit protizanétlivy UGcinek. Vyhodna slougenina k aplikaci
soudasné nebo nasledné s proteinem tepelného Soku zahrnuje, ale neomezuje se na
antigen, alergen, hapten, prozanétlivé cytokinové antagonisty (napriklad anti-
cytokinové protilatky, rozpustné cytokinové receptory), prozéanétlivé antagonisty
cytokinovych receptor(i (napfiklad anticytokinové receptorové protilatky), anti-CD23,
anti-IgE, inhibitory syntézy leukotriendl, antagonisty leukotrienového receptoru,
glukokortikosteroidy, chemické derivaty steroidd, anti-cyklooxigenazové latky, anti-
cholinergni latky, beta-adrenergni agonisty, methyixanthiny, anti-histaminy, kromony,
zyleuton, latky anti-CD4, latky anti-IL-5, povrchové aktivni latky, anti-tromboxanové
latky, anti-serotoninove latky, ketotifen, cytoxin, cyklosporin, methotrexat, makrolidova
antibiotika, heparin, heparin nizké molekulové hmotnosti, a jejich smési. Vyber
slougeniny pro aplikaci ve spojeni s proteinem tepeiného Soku mizZe provést odbornik
v této oblasti podie riznych charakteristik savce. Presnéji, podle genetické vybavy
savce, okolnosti projevu zénétu, dyspney, sipani po fyzické zatezi, stavu symptom,
fyzickych projevl (to znamena respiraéni rychlosti), snadenlivosti zatéze, pouZiti
pomocnych 1éku (to snamena bronchodilatator() a krevnich plynd.

Protein tepelného Soku a/nebo formulace podle vynalezu pro aplikaci savci
mize téz zahrnovat jiné slozky, jako napf. farmaceuticky prijatelny nosi¢. Napriklad,
formulace podle vynalezu mohou byt spojeny s nosic¢em pfijatelnym pro savce, ktery
ma byt chranén. Piiklady téchto nosiéa zahrnuji vodu, fyziologicky roztok, fosfatem
pufrované roztoky, Ringerdv roztok, roztok dextrozy, Hankdv roztok, polyethylenglykol
obsahujici fyziologicky vyvézené roztoky soli a jiné vodné fyziologicky vyvazeneé
roztoky soli. Mohou se téz pouzit nevodné nosite, jako napiiklad husté oleje,
sezamovy olej, ethyloleat nebo triglyceridy. Jiné vyuZiteiné formulace zahrnuji
suspenze obsahuijici viskozni podptrné latky, jako napiiklad karboxylmethylceluldzu
sodnou, sorbitol nebo dextran. Nosi¢e mohou té obsahovat mala mnozstvi pfisad, jako

napfiklad latek, které zvySuji izotonicitu a chemickou stabilitu, nebo pufry. Priklady
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pufrli zahrnuji fosfatovy pufr, uhligitanovy pufr a Tris pufr, zatimco priklady
konzervaénich latek zahrnuji thimerosal, m- nebo o-kresol, formalin a benzylalkohol.
Standardni formulace mohou byt bud ve formé injekcnich roztokd nebo pevnych latek,
z kterych je mozné ve vhodnych kapalinach pfipravit suspenzi nebo injekéni roztok. V
nekapalnych formulacich miiZe proto nosic obsahovat dextrézu, lidsky sérovy albumin,
konzervacni latky a podobné, ke kterym ize pred aplikaci pfidat sterililni vodu nebo
fyziologicky roztok. Priklady farmaceuticky pfijatelnych nosicl, které jsou zvlasté
vhodné pro aplikaci molekul nukleové kyseliny, kéduijicich proteiny tepelného Soku,
jsou podrobné popsany nize.

V jednom z provedeni podle vynalezu protein tepelného Soku nebo formulace
podle vynalezu mize zahrnovat kontrolni uvolfovaci kompozici, kterd je schopna
pomalého uvolnéni proteinu tepelného Soku nebo formulace podle vynalezu v téle
savce. Jak se zde uvadi, kompozice pro kontrolované uvolnéni obsahuje protein
tepeiného Soku nebo formulaci podle vyndlezu v nosi¢i pro kontrolované uvoinéni.
Vhodné nosiée pro kontrolované uvolnéni zahrnuiji, ale neomezuji se na biokompatibilni
polymery, jiné polymerni matrice, kapsle, mikrokapsle, mikrocastice, pilulkové
preparaty, osmotické pumpy, difuzni prostiedky, lipozomy, liposfery, suché prasky a
transdermaini prena$ecové systémy. Jiné kompozice pro kontrolované uvolnéni podie
vynélezu zahrnuji kapaliny, které po aplikaci savci vytvori pevnou latku nebo gel uvnitf
téla. Vyhodné kompozice pro kontrolované uvolnéni jsou biodegradovatelné (to
znamena biologicky odbouratelné).

Vyhodné kompozice pro kontrolované uvolnéni jsou schopné uvoinéni proteinu
tepelného $oku nebo formulace podle vynalezu do krve savce V konstantni mire
dostateéné pro zajidténi urdité terapeutické hladiny proteinu tepeiného Soku nebo
formulace pro prevenci zanétu po urditou dobu dni az mésicu v zavislosti na
parametrech toxicity ~proteinu tepelného  sSoku. Farmaceuticky pfipravek pro
kontrolované uvolnéni podle vynalezu je schopna Géinné prevence po dobu alespori 6
hodin, vyhodnéji alespon 24 hodin a nejlépe alespori po dobu 7 dnu.

Jiné provedeni podie vynalezu zahrnuje zplsob vybéru lécby precitlivélosti
dychacich cest a/nebo omezeni ventilace spojeného s onemocnénim zahrnujicim
z&nétlivy proces, zpusob zahrnuje: (1) aplikaci proteinu tepelného Soku savci; (2)
méfeni zmény v plicni funkci v zavislosti na vyvolavajici latce u savce pro stanoveni,

zda je protein tepeiného Soku schopen zmirnit precitlivélost dychacich cest a/nebo




L d
2 S
[ ]

omezeni ventilace; a (3) vybér farmakologické lécby Gginne pro zmirnéni zanétu
zalozené na funkéni zméné plic. V jiném z provedeni je toto onemocnéni charkteristické
eozinofilii dychacich cest.

Funkéni zména plic zahrnuje méfeni statické respiraéni funkce pred a po
aplikaci proteinu tepelného Soku. V souladu s vynalezem trpi savec prijimajici protein
tepeiného Soku respiraénim onemocnénim spojenym se zanétem. Méfeni funkéni
zmény plic pfi odpovédi na vyvolavajici latku se muze provést za pouziti riznych
technik znémych odbornikiim v tomto oboru. Tyto vyvolavajici latky mohou zahrnovat
pfimy a nepfimy stimul a mohou obsahovat jakoukoli dfive uvedenou vyvolavajici latku.
Piesnaji, funkéni zménu plic ize mérit stanovenim FEV,, FEV4/FVC, PComethachoiinF EV1,
h po zvyseni (Penh), vodivosti, dynamickym prabéhem, plicnim odporem (R.), casovym
indexem tlaku plicni ventilace (APTI) a/nebo prubéhem pikl pfijemce vyvolavajici latky.
Jiné metody méieni funkéni zmeny plic zahmuiji napfiklad odpor plicni ventilace,
dynamicky prGbéh, objemy plic, prubéh pikd, stavy symptom(, fyzické pfiznaky (to
znamena respiraéni prabéh), sipani, Zatézovou toleranci, pouziti pomocnych léka (to
snamend bronchodilatatorti) a krevni plyny. Vhodna farmakologické terapie uginna k
potlateni zanetu u savce mGize byt vybrana na zékladé stanoveni, zda a do jaké miry
ma aplikace proteinu tepelného Soku ucinek na funkci plic u savce. Pokud je zména
funkce plic nasledkem aplikace proteinu tepelného Soku, pak mizZe byt savec lécen
proteinem tepelného Soku. V zévislosti na mife zmény funkce plic mohou byt pro
zvyseni 1é¢ebného Ucinku u savce aplikovany dalsi slouceniny. Pokud se neprojevi
34dna zména nebo dostate¢né mala zména v plicni funkci po aplikaci proteinu
tepeiného $oku, pak by mél byt savec lecen alternativni slouéeninou k proteinu
tepelného Soku. Zpusob vybéru lécby respiraéniho onemocnéni muze téz zahrnovat
stanoveni jinych charakteristik pacienta, jako napfiklad prubehu respiracniho
onemocnéni, pfitomnosti infekénich latek, navykt pacienta (napfiklad koufeni),
pacientova pracovniho a soukromého prostiedi, alergie, pribéhu Zivot ohrozujicich
respiratnich pfihod, zavaznosti onemocnéni, trvani onemocnéni (to znamena akutni
nebo chronické) a predchozi reakce na jiné léky a/nebo [é¢ebné postupy.

Jiné provedeni podle vyndlezu se tyka zpUsobu prevence savce pred
onemocnénim identifikovanym jednou nebo vice charakteristikami vybranymi ze
skupiny eozinofilie, precitlivélosti dychacich cest, a imunitni odpovédi typu Th-2, kdy je

charakteristika spojena se zanétlivym procesem. Tento zptisob zahrnuje krok aplikace
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molekuly nukleové kyseliny kddujici protein tepeiného Soku savci trpicimu timto
onemocnénim. Tato molekula nukleové kyseliny kéduijici protein tepelného Soku mdze
byt exprimovana v hostitelské burce savce, do kterého je tato izolovana molekula
nukleové kyseliny pfenesena. Exprimovany protein tepeiného Soku pak mulze pusobit v
misté, kam byl pfenesen, zptsobem zde popsanym dfive u proteinti tepeiného Soku
pouzivanych v uvadéném zpuisobu (to znamena preventivné pied onemocnénim savce
charakteristickym eozinofilii, precitlivélosti dychacich cest a/nebo imunitni odpovédi
typu Th2 spojenou se zanétlivym procesem).

Molekula nukieové kyseliny mGZe podle vynalezu zahrnovat DNA, RNA nebo
derivaty DNA nebo RNA. Molekula nukleové kyseliny kodujici protein tepelného Soku
maze byt ziskana z prirodniho zdroje jako cela (to znamena kompletni), gen nebo jeho
sast, ktera je schopna kédovani proteinu tepelného Soku, ktery chrani savce pied
onemocnénim identifikovanym na zékladé charakteristiky vybrané ze skupiny
eozinofilie, precitlivélosti dychacich cest a/nebo imunitni odpovédi typu Th-2, kdy tento
protein a/nebo molekula nukleové kyseliny kodujici tento protein se aplikuje savci.
Molekula nukleové kyseliny se dé téz ziskat pouzitim rekombinantni DNA technologie
(napfiklad amplifikaci pomoci polymerazové retézové reakce (PCR), klonovanim) nebo
chemickou syntézou. Molekula nukleové kyseliny zahrnuje molekulu pfirozene
nukleové kyseliny a jeji homology, zahrnuijici, ale neomezujici se na prirozené alelove
varianty a molekuly modifikovanych nukleovych kyselin, v kterych jsou nukleotidy
viozeny, odstranény, nahrazeny a/nebo preménény takovym zpusobem, Ze tyto
modifikace vyznamné nezasahuji do schopnosti molekuly nukleové kyseliny kédovat
protein tepelného Soku, ktery je vyuzitelny ve zpGsobu podle vynalezu. V jednom z
provedeni molekula nukleové kyseliny koduijici protein tepeiného Soku, ktery je
vyuzitelny podie vynalezu, méa nukleotidovou sekvenci, ktera je alespoii ze 70%
identicka, vyhodngji alespon z 80% identicka a jestd vyhodné&ji z 90% identicka se
sekvenci nukleové kyseliny pfirozené se vyskytujiciho proteinu tepelného Soku.
Izolovana, nebo biologicky Cista molekula nukleové kyseliny je molekuia nukleové
kyseliny, ktera byla odstranéna ze svého piirodniho prostfedi. Pojem Jizolovana“ a
_biologicky €ista“ nezbytne neodrazi miru, do jaké byla molekula nukleové kyseliny
precisténa.

Homolog molekuly nukieove kyseliny se muze ziskat pouzitim fady metod

znamych odbornikdim v této oblasti (viz. napfiklad Sambrook a kol., Molecular Cloning:
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A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989). Molekuly nukleové
kyseliny mohou byt napriklad modifikovany za pouziti riznych technik zahrnuijicich, ale
neomezuijicich se na klasické mutagenové techniky a rekombinantni DNA techniky,
jako napiiklad mistné cilenou mutagenezi, chemickou reakci molekuly nukleové
kyseliny pro vyvolani mutageneze, &tépeni fragmentu nukleové kyseliny restrik&nimi
enzymy, ligaci fragmentu nukleové kyseliny, amplifikaci polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) a/nebo mutagenezi vybranych oblasti sekvence nukleové kyseliny,
syntézu smesi oligonukleotidli a ligaci skupin smési pro ,sloZeni® smesi molekul
nukleové kyseliny a jejich kombinaci. Homology molekuly nukleove kyseliny mohou byt
vybrany ze smesi modifikovanych nukleovych kyselin screeningem funkce proteinu
kédovaného nukleovou kyselinou (napiiklad aktivitou proteinu tepelného Soku, jak je to
vhodné). Techniky screeningu aktivity proteinu tepleného Soku jsou znamy odbornikim
v této oblasti.

Atkoli se spojeni ,molekula nukleové kyseliny* primarné vztahuje na molekulu
nukleové kyseliny z fyzickeho hlediska a spojeni ,sekvence nukleové kyseliny” se
primarné tykéa sekvence nukleotiddl v molekule nukieové kyseliny, tato dvé spojeni se
mohou zaménit, zejména s ohledem na molekulu nukleové kyseliny nebo sekvenci
nukleové kyseliny se schopnosti  kddovat protein tepelného 3oku. Pojem
_rekombinantni molekula® se navic primarné vztahuje na molekulu nukleové kyseliny
funkéné spojenou se sekvenci transkripéni kontroly, ale miZe se pouzit v zaméné ve
spojeni ,molekula nukleové kyseliny*, ktera se aplikuje savci.

Jak se uvadi vy$e, molekula nukleové kyseliny koduijici protein tepeiného Soku,
ktery je vyuzitelny ve zplsobu podie vynalezu, maze byt funkéné spojena s jednou
nebo vice sekvencemi transkripéni kontroly za tvorby rekombinantni molekuly. Vyraz
_funkéné spojena” se tyka spojeni molekuly nukleové kyseliny se sekvenci transkripéni
kontroly tim zplsobem, Ze molekula je schopna exprese, pokud je transfektovana (to
znamena transformovana, transdukovana nebo transfektovana) do hostitelské buriky.
Sekvence transkripéni kontroly jsou sekvence, které kontroluji zahéjeni, elongaci a
zakondeni transkripce. Zviaste dalezité sekvence transkripéni kontroly jsou takové,
které kontroluji zahdjeni transkripce, jako promotorova, zesilujici  transkripci,
operarotova a represorova sekvence. Vhodné sekvence transkripéni kontroly zahrnuji
sekvenci jakékoli transkripcni kontroly, ktera mGze byt funkéni v rekombinatni bunce

pouzitelné pro expresi proteinu tepeiného Soku alnebo pouzitelna pro aplikaci savci
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zptisobem podile vyndlezu. Rzné sekvence transkripéni kontroly jsou znamy
odborniktim v této oblasti. Vyhodné sekvence transkripéni oblasti zahrnuji takoveé, které
jsou funkéni u savdich, bakterialnich nebo hmyzich bunék a vyhodné u savéich bunek.
Vyhodné&j$i sekvence transkrip¢ni kontroly zahrnuji, ale neomezuiji se na opici virus 40
(SV-40), B-aktin, retrovirovou dlouhou terminalni repetici (LTR), Rous sarcoma virus
(RSV), cytomegalovirus (CMV), tac, lac, trp, trc, oxy-pro, omp/lpp, rmb, bakteriofag
lambda (A) (jako napiikiad Ap. a APr a fze, které obsahuji tato promotory), bakteriofag
T7, T7lac, bakteriofag T3, bakteriofag SP6, bakteriofag SP01, metallothionein, alfa
kopulaéni faktor, Pichia alkohol oxidazu, subgenomové promotory alfaviru (jako
napiiklad subgenomové promotory viru Sindbis), bakulovirus, hmyzi virus Heliothis zea,
o¢kovaci virus a jiné poxviry, herpesvirus a sekvence adenovirové transkripéni
kontroly, stejné jako jiné sekvence schopné kontroly genové exprese v eukaryotickych
bufikach. Daldi vhodné sekvence transkripéni kontroly zahrnuji tkanové specifické
promotory a zesilovace (napfiklad promotory a zesilovace specifické pro T-bunky).
Sekvence transkripéni kontroly podle vynalezu mohou téz zahrnovat pfirozené se
vyskytujici sekvence transkripéni kontroly pfirozené spojené s genem kodujicim protein
tepelného $oku vyuzitelny zptsobem podle vynalezu.

Rekombinantni molekuly podie vyndlezu, které mohou byt DNA nebo RNA,
mohou té2 obsahovat dal$i regulatorové sekvence, jako napiiklad translagni
regulatorove sekvence, zadatky replikace a jiné regulatorové sekvence, které jsou
kompatibilni s rekombinantni burikou. V jednom z provedeni obsahuje rekombinantni
molekula podle vynalezu téz sekreéni signdly (to znamena sekvence signalnich
segment( nukleové kyseliny), které uzptisobi exprimovany protein tepelného soku, aby
byl vylouéen z buriky, ktera produkuje protein. Vhodné signaini segmenty zahrnuji: (1)
bakteriaini signalni segment, zejména signaini segment proteinu tepelného Soku; nebo
(2) jakykoli heterologni signaini segment schopny vést sekreci proteinu tepelného Soku
z buriky. Vyhodné signaini segmenty zahrnuji, ale neomezuji se na signaini segmenty
pfirozené spojeny s jakymkoli proteinem tepelného $oku dfive uvedenym.

K tvorbé kodovaného produktu (to znamena proteinu tepelného Soku) se mlze
pouzit jedna nebo vice rekombinantnich molekul podle vynaiezu. V jednom z provedeni
se tvofi kodovany produkt expresi molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu za
podminek uéinnych pro tvorbu proteinu. Vyhodnym zpUsobem tvorby kédovaného

proteinu je transfekce hostitelske buriky jednou nebo vice rekombinantnimi molekulami
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se sekvenci nukleové kyseliny kédujici protein tepelného soku pro vytvoieni
rekombinantni buiiky. Vhodné hostitelské bunky k transfekci zahrnuji jakoukoli bunku,
ktera miize byt transfektovana. Hostitelskymi burkmi mohou byt bud netransfektované
buriky nebo buriky, které jsou jiz transformované alespon jednou molekulou nukleové
kyseliny. Hostitelskou burikou pouzitelnou podle vynalezu mize byt jakakoli burika
schopna tvorby proteinu tepeiného Soku, zahrnujici bakteridini, houbovou, savCi a
hmyzi burku. Vyhodnou hostitelskou burikou je savéi bufika. Vyhodnéjsi hostitelskou
bufikou je savéi lymfocyt, svalova bufika, hematopoietické prekurzorové burky,
mastocyty, NK buriky, makrofagy, monocyty, epitelové buriky, endotelové bunky,
dendritické bunky, mezenchymaini bunky, eozinofily, plicni buriky a keratinocyty.
Hostitelska bufika podie vynalezu muze byt transfektovana in vivo (to znamena
dodanim molekuly nukieové kyseliny savci), ex vivo (to znamena mimo savce pro
nasledné zavedeni do jeho téla, jako napiiklad zavedenim molekuly nukleové kyseliny
do bunky, kterd byla pfenesena ze savce do tkarové kultury a nasledné zpétnym
pienesenim buriky do savce); nebo in vitro (to znamena mino télo savce, jako napfiklad
v tkanové kultufe pro tvorbu rekombinantniho proteinu tepeiného Soku). Transfekce
molekuly nukleové kyseliny do hostitelské buriky je mozné docilit jakoukoli metodou,
kterou je mozné molekulu nukleové kyseliny vpravit do bunky. Transfekéni techniky
zahrnuji, ale neomezuji se na transfekci, elektroporaci, mikroinjekci, lipofekci, adsorpci
a protoplastovou fuzi. Vyhodné metody transfekce hostitelskych bunék in vivo zahmuiji
lipofekci a adsorpci. Rekombinantni burika podie vynalezu zahrnuje hostitelskou bufku
transfektovanou s molekulou nukieové kyseliny, ktera koduje protein tepeiného Soku.
Odbornik v tomto oboru mlze docenit tu skute¢nost, ze pouziti technik rekombinantni
DNA mGze zlepsit expresi transfektovanych molekul nukleové kyseliny manipulaci,
napriklad mnozstvim kopii molekul nukleové kyseliny v hostitelské bunce, ucinnosti, s
kterou jsou molekuly nukieové kyseliny transkribovany, uéinnosti, s kterou jsou
vysledné transkripty translatovany a ucinnosti posttranslaénich  modifikaci.
Rekombinantni techniky vyuzitelné pro zvySeni exprese moiekul nukleové kyseliny
kédujicich protein tepelného Soku, zahrnuji, ale neomezuji se na provedeni spojeni
molekul nukleové kyseliny s plazmidy o vysokém podtu kopii, vpraveni molekul
nukleové kyseliny do jednoho nebo vice hostitelskych chromozomil, pfidani vektorové
stabilnich sekvenci do plazmid, nahrazeni nebo modifikaci signalt transkripcni

kontroly (napiikiad promotord, operatord, zesilovacu), substituci nebo modifikaci
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signall translacni kontroly (napfiklad vazebnych mist na ribizomu, Shine-Dalgarnovych
sekvenci), modifikace molekul nukleové kyseliny, které maji odpovidat pouzitému
kodénu hostitelské buiky a vymazani sekvenci, které destabilizuji transkripty. Aktivita
exprimovaného rekombinantniho proteinu tepeiného soku se mize zvysit fragmentaci,
modifikaci nebo vytvofenim derivatt molekul nukieové kyseliny kodujicich tento protein.

Molekula nukleové kyseliny koduijici protein tepelného soku muze byt podle
vynalezu aplikovana v jednom provedeni s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.
Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ miZe zahrnovat, ale neomezuje se na vodny
fyziologicky vyvazeny roztok, umely lipid obsahujici substrat, pfirodni lipid obsahujici
substrat, olej, ester, glykol, virus, &astici kovu nebo molekulu kationtu. Zvlasté vyhodné
farmaceuticky pfijateiné nosice pro aplikaci molekuly nukleové kyseliny kodujici protein
tepelného soku, zahrnuji lipozomy, micely a bunééné membrany.

Rekombinantni molekuly nukleové kyseliny aplikované zplisobem podle
vynalezu zahrnuji: (a) rekombinantni molekuly pouziteiné podie zpusobu podle
vynalezu v necilenéem nosiéi (napfiklad jako,holé’ molekuly DNA, jako takove, napriklad
ve Wolff a kol., 1990, Science 247, 1465-1468); a (b) rekombinantni molekuly podle
vynalezu komplexné spojené s nosicem podle vynalezu. Vhodné nosite pro lokalni
aplikaci zahrnuji lipozomy. Prostiedky pro lokaini aplikaci mohou dale obsahovat
ligandy pro zacileni prostfedku na urcité misto (jak se zde podrobné uvadi). Vyhodne,
molekula nukleové kyseliny kodujici protein tepeiného Soku se aplikuje zpusobem,
ktery zahrnuje intradermalni  injekci, intramuskularni  injekci, intravendzni  injekci,
subkutanni injekci nebo aplikaci ex vivo.

V jednom z provedeni se aplikuje rekombinantni molekula nukleové kyseliny
pouzitelna zpusobem podle vynalezu injekéné pfimo do svalovych bunék pacienta, coz
zpusobi del$i expresi (napfiklad tydny az mésice) této rekombinantni molekuly. Tato
rekombinantni molekula je vyhodné ve formé _holé DNA" a aplikuje se injekéné piimo
do svalovych bunék pacienta.

Farmaceuticky pfijatelny prostredek, ktery je schopen zacileni je zde uvadén pod
spojenim ,nosic”. Nosiée podle vynalezu jsou schopny dopravit formulaci véetné
proteinu tepeiného $oku a/nebo molekuly nukleové kyseliny kodujici protein tepelného
$oku do cilového mista u savce. Cilové misto predstavuje takové misto u savce, kde je
vyzadovano dodani terapeutické formulace. Napfiklad, cilovym mistem muze byt plicni

burika, antigen prezentujici buitka nebo lymfocyt, ktery je zacilen primou injekci nebo
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dodanim za pouZiti lysozomt nebo jinych nosiél. Pfiklady nosiéd zahrnuji ale
neomezuji se na umélé a pfirodni, lipid obsahujici nosie. Pfirodni, lipid obsahujici
nosi¢e zahrnuji burky a bunééné membréany. Umélé, lipid obsahujici nosi¢e zahrnuji
lipozomy a micely. Nosi¢ podle vynalezu mize byt modifikovan pro zacileni na uréité
misto u savce, takto cileny vyuziva nukleovou kyselinu na uréitém mists. Vhodné
modifikace zahrnuji manipulaci chemické formulace lipidové &asti nosie a/nebo
zavedeni slouceniny do nosiCe schopného specifického zacileni na uréité misto,
napfiklad na urcity bunécny typ. Specifické zacileni zplisobi vazbu nosiée na uréitou
buriku interakci sloueniny v nosi¢i s molekulou na povrchu buriky. Vhodné cilové
slouceniny zahrnuji ligandy schopné selektivné (to znamena specificky) vazat jinou
molekulu na urCitém misté. Priklady téchto ligand( zahrnuji protilatky, antigeny,
receptory a receptorove ligandy. Protilatka specificka pro antigen nalezena na povrhcu
plicni buiiky se miZze napiiklad dostat na vnéj$i povrch lipozomového nosie pro
zacileni nosice na plicni bunku. Manipulaci chemické formulace lipidové &asti nosice
se muze ovlivnit extracelularni nebo intracelulami zacileni nosiée. Napfiklad, k lipidové
formulaci lipozomu se mizZe pfidat chemicka latka, kterd méni naboj lipidové dvojvrstvy
lipozomu, takze lipozom je schopn se spojit s uritymi burikami o uréitych nébojovych
charakteristikach.

Vyhodnym nosiéem podle vyndlezu je lipozom. Lipozom je schopen zistat
stabilni v téle savce dostateCnou dobu na to, aby dodal molekulu nukleové kyseliny
popsanou ve vynalezu na vhodné misto v téle savce. Lipozom podle vynalezu je
vyhodné stabiini u savce, kterému byl aplikovan, po dobu alespori 30 minut, vyhodnéji
alespon 1 hodinu a nejvyhodnéji alespon 24 hodin.

Lipozom podle vynélezu obsahuje lipidovou kompozici, ktera je schopna zacileni
molekuly nukleové kyseliny popsané ve vynalezu na urcité nebo vybrané misto u
savce. Lipidova kompozice lipozomu je vyhodné schopna zacileni na jakykoli organ
savce, vyhodneéji na plice, slezinu, lymfatické uzliny a kizi savce a jesté vyhodnéji na
plice savce.

Lipozom podle vynalezu obsahuije lipidovou kompozici, ktera je schopna spojeni
s plazmatickou membranou cilové bufiky pro dodani nukleové kyseliny do buriky.
Transfekéni Gginnost lipozomu podle vynélezu je vyhodné priblizné 0,5 mikrogramé
(ug) DNA na 16 nanomoli (nmol) lipozomu dodavaného na 10° bunék, vyhodnéji

pfiblizné 1,0 mikrogramd (ug) DNA na 16 nanomolt (nmol) lipozomu dodéavaného na
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10° bunék a jesté vyhodnéji priblizné 2,0 mikrogrami (ug) DNA na 16 nanomold (nmol)
lipozomu dodavaného na 10° bunék. Velikost vyhodného lipozomu podle vynalezu je
pfiblizné 100 az 500 nanometrd (nm), vyhodnéji pfiblizné 150 aZ 450 nm a nejvyhodnéji
priblizné 200 az 400 nm v prameéru.

Vyhodné lipozomy pro pouziti podle vynélezu zahrnuji jakykoli lipozom. Vyhodne
lipozomy podie vynalezu zahrnuji ty lipozomy, které se standardné pouzivaji, napfiklad
v metodéch pro dodani genu, znamych odbornikim v tomto oboru. Vyhodnéjsi
lipozomy zahrnuiji lipozomy obsahujici polykationtovou lipidickou kompozici a/nebo
lipozomy s cholesterolovym fetézcem spojenym s polyethylenglykolem.

Spojeni lipozomu s molekulou nukleové kyseliny podle vynalezu se mize
dosahnout pouzitim metod standardné uZivanych v dosavadnim stavu techniky (viz.
napiiklad metody popsané v piikladu 2). Vhodna koncentrace molekuly nukieové
kyseliny podle vynélezu pro pfidani k lipozomu zahrnuje koncentraci ucinnou pro
dodani vhodného mnozstvi nukleové kyseliny do buriky tak, Ze bufka miZe tvorit
vhodny superantigen a/nebo protein cytokinu k regulaci efektorove bunécné imunity
pozadovanym zpUsobem. Vyhodné, piiblizné alespont 0,1ug az 10 pg molekuly
nukleové kyseliny podle vynalezu se smiché s pfiblizné 8 nmol lipozom(, vyhodnégji
pfiblizné 0,5 ug az 5 pg molekuly nukieové kyseliny podle vynalezu se smicha s
piiblizné 8 nmol lipozomu a jesté vyhodnéji, pfiblizne 1,0ug molekuly nukleové kyseliny
podle vynalezu se smicha s pfiblizné 8 nmol lipozom.

Jiny cileny nosi¢ zahrnuje rekombinantni vakcinu virové castice. Rekombinantni
vakcina virové ¢astice podle vynalezu zahrnuje molekulu rekombinantni nukleové
kyseliny pouzitelnou zplisobem podie vynélezu, v které jsou rekombinantni molekuly
obaleny virem, ktery umoziuje prinik DNA do burky, takze DNA je exprimovana v
bufice. Je mozné pouzit fadu rekombinantnich virovych &astic, zahrnujicich, ale
neomezujicich se na ty, jejichz podstatou jsou alfaviry, poxviry, adenoviry, herpesviry,

arena viry a retroviry.

Nasledujici priklady jsou uvedeny pro ilustraci a neomezuiji rozsah vynalezu.
Popis obazkd

Obr. 1 je sloupcovy graf, ktery ukazuje, Ze 1écba mysi mykobakterialnim HSP-65
béhem 7 dnl podie protokolu senzibilizace vajeénym albuminem (ovalbuminem, OA)

zvysuje nespecifickou a antigen specifickou proliferaci T bunék u mysi.
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Obr. 2A je linearni graf, ktery ukazuje, ze lécba mysi mykobakterialnim HSP-65
po suboptimalni senzibilizaci vaje¢nym albuminem (ovalbuminem, OA) zvySuje antigen
specifickou proliferaci T bunék ve sleziné.

Obr. 2B je linearni graf, ktery ukazuje, Ze 1é¢ba mysi mykobakteriélnim HSP-65
po suboptimalni senzibilizaci vaje¢nym albuminem (ovalbuminem, OA) zvysuje antigen
specifickou proliferaci T bunék v peribronchialnich lymfatickych uzlinach (PBLN).

Obr. 3 je sloupcovy graf, ktery ukazuje, Ze 1é¢ba mysi mykobakteridinim HSP-65
po senzibilizaci vajecnym albuminem (ovalbuminem, OA) a aktivaci zvySuje
nespecifickou a antigen specifickou proliferaci T bunék.

Obr. 4A je sloupcovy graf, ktery ukazuje Gcinek léCby mySi mykobakterialnim
HSP-65 po senzibilizaci vajeénym albuminem (ovalbuminem, OA) a aktivaci na tvorbu
interferonu-y vajeénym albuminem (ovalbuminem, OA) stimulovanymi burnkami sleziny
in vitro.

Obr. 4B je sloupcovy graf, ktery ukazuje Ucinek IéCby mysi mykobakteriainim
HSP-65 po senzibilizaci vaje¢nym albuminem (ovalbuminem, OA) a aktivaci na tvorbu
IL-4 vajeénym albuminem stimulovanymi burikami sleziny in vitro.

Obr. 4C je sloupcovy graf, ktery ukazuje G&inek 1é&by mysi mykobakterialnim
HSP-65 po senzibilizaci vajecnym albuminem a aktivaci k tvorbé IL-5 vajeénym
albuminem stimulovanymi burikami sleziny in vitro.

Obr. 5A je sloupcovy graf, ktery ukazuje Ginek Iécby mysi mykobakteridlnim
HSP-65 po senzibilizaci vajetnym albuminem a aktivaci ke tvorbé IgG2a specifickeho
pro vajeény albumin a vajecnym albuminem stimulovnymi burikami sleziny in vitro.

Obr. 5B je sloupcovy graf, ktery ukazuje uinek Iécby mys$i mykobakterialnim
HSP-65 po senzibilizaci vajeénym albuminem a aktivaci k tvorbé IgG1 specifického pro
pro vajeny albumin a vajeCnym albuminem stimulovanymi burtkami sleziny in vitro.

Obr. 5C je sloupcovy graf, ktery ukazuje UGcinek lecby mysi mykobakterialnim
HSP-65 po senzibilizaci vaje¢nym albuminem a aktivaci k tvorbé IgE specifického pro
pro vajeny albumin a vajeCnym albuminem stimulovanymi burikami sleziny in vitro.

Obr. 6 je sloupcovy graf, ktery ukazuje, Zze lécba mysi mykobakterialnim HSP-65
odstrafiuje eozinofilovy zanét dychacich cest vyvolany senzibilizaci vajeCnym

albuminem a aktivaci in vivo.
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Obr. 7 je lineérni graf, ktery ukazuje, ze Ié¢ba mysSi mykobakterialnim HSP-65
odstranuje precitlivélost dychacich cest na methacholin po senzibilizaci vajeénym

albuminem a aktivaci in vivo.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Nasledujici pfiklad ukazuje, ze mykobakterialni protein tepeiného Soku protein-
65 (HSP-65) zvysuje proliferativni odpovéd T bunék u mysiho modelu precitlivélosti
dychacich cest po kratkodobé senzitizaci ovalbuminem v kamenci.

Zviteci modely onemocnéni jsou bezcenné pro potvrzeni hypotézy nebo
opravnéni k pokusu spojeného s ¢lovékem. Mysi maji mnoho protein(, které jsou z vice
nez 90% homologni s odpovidajicimi lidskymi proteiny. Pro nasledujici pokusy
vynalezci pouzili antigenem fizeny systém u mysi, ktery je charakteristicky imunitni
odpovédi (IgE), zavislosti na imunitni odpovédi Th-2 a eozinofilovou odezvou. Model je
charakteristicky zjevnou a vyvijejici se precitlivélosti dychacich cest.

Vyvoj univerzalnino mysiho systému chronického vystavovani se aeroantigenu,
ktery je spojen s vyraznou eozinofilii a zjevnou, trvalou a progresivni pfecitlivélosti
dychacich cest, umozriuje nesoub&znou moznost studia potencialnich terapeutickych
kompozici (to znamena terapeutickych formulaci) pro prevenci nebo IéCbu respiracniho
zanétu a/nebo zénétu spojeného s eozinofilii a imunitni odpovédi typu Th-2. Mysi
systém zde uvédény, je charakterizovan vyraznou eozinofilii s naslednou fibrézou
dychacich cest a ukladanim kolagenu. Vynalezci pouzili tento mysSi systém jako dikaz
toho, ze aplikace mykobakteridlniho proteinu tepeiného Soku, proteinu-65 (HSP-65)
Uginné odstranuje precitlivélost dychacich cest a eozinofilii u senzitizované mysi.

Samice my$i BALB/c staré 8-12 tydnl se ziskaly od Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME). Mys$i se umistily do sterilniho prostiedi a byly na dieté bez vaje¢ného
albuminu (OA). Pfiklady popsané nize byly provadény na vékem a pohlavim
odpovidajicich si skupinach, stafi 8 az 12 tydnd.

Ke zjisténi, zda mykobakteriaini HSP-65 napomahé imunitni odpovédi na
senzitizaci antigenem, byly Gcinky mykobakteridiniho HSP-65 na reakci T bunék OA

senzitizovanou mysi studovany in vitro.
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V tomto piikiadu byly mysi senzitizovany intraperitoneainé (i.p.) injekci 20 pg
vajeného albuminu (OA) (Grade V, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) spolu s 20 mg
kamence (AI(OH)s) (Inject Alum; Pierce, Rockford, IL) ve 100 ul PBS (fyziologicky
roztok pufrovany fosfatem) nebo PBS samotnym. lhned po injekci OA se mysi
intravendzné (i.v.) aplikovalo 100u! proteinu tepelného Soku-65 (mykobakterialni HSP-
65) M. leprae v mnozstvi 100 ug v PBS (provedla Dr. Kathleen Lukacs, National Heart
& Lung Institute, London) nebo samotny PBS. Po 7 dnech se mysi utratily, sleziny se
odstranily a umistily do steriiniho PBS. Ze sleziny se pfipravily suspenze jednotlivych
bunék a mononuklearni buriky se precistily centrifugaci v hustotnim gradientu. Buriky
se péstovaly v koncentraci 2x10%ml v destiékach pro tkarové kultury s 96 jamkami a
kulatym dnem, buriky se inkubovaly ve tfech sériich pouze s médiem (Med: RPMI 1640
obsahujicim teplem inaktivované sérum z teleciho plodu (10%); L-glutaminem (2 mM),
2-merkaptoethanolem (5 mM); HEPES pufrem (15 mM); penicilinem (100 U/ml); a
streptomycinem (100 pg/ml); v8echny komponenty z GIBCO/BRL) se 100 pg/mi
vajecného albuminu (OA) nebo v kombinaci s forbolem 12,13-dibutyratem (10 nM) a
ionomycinem (0,5 uM) (PI) po dobu 48 hodin. Bun&éna proliferace se méfila podle
mnozstvi bunék s inkorporovanym (*H)-thymidinem. Supernatanty neobsahujici buriky
se sklidily a uchovaly pii -20°C aZ do méfeni metodou ELISA.

Mnozstvi cytokini vyloucenych do supernatantl kultur mononukleovych bunék
se stanovilo metodou ELISA. V principu, desticky s 96 jamkami (Immulon) se pokryly
pfes noc (4°C) primérni anti-cytokinovou protilatkou (1 pg/ml). Predisténé krysi
protilatky proti my$imu IL-4, IL-5 a IFN-y se ziskaly od firmy Pharmigen (San Diego,
CA). Desticky se pak tfikrat promyly roztokem PBS/Tween 20 (Fischer) a pfes noc se
blokovaly roztokem PBS/10%FCS. Po promyti se pfidalo do jamek 100 pl vzork(
supernatantu z bunééné kultury. Pripravila se fada fedénych standartd s fedicim
faktorem 0,33. Po inkubaci pfes noc pfi 4°C se desticky promyly a pfidala se anti-
cytokinova protilatka konjugovana s biotinem (Pharmigen) v mnozstvi 1ug/ml. Desticky
se inkubovaly pfes noc a nésledné se 6 krat promyly, pfidal se avidin-peroxidazovy
komplex (Sigma St. Louis, MO) a substrat a probéhla inkubace pfi laboratorni teploté.
Doslo k vyvoji zeleného zbarveni, které se vyhodnotilo spektrofotometricky (Biorad
2550, Japonsko) pfi vinové délce 410 nm. MnozZstvi cytokini se vyhodnotilo za pouziti

standardni kfivky pro kazdou destiku. Limity detekce byly 5 pg/ml pro IL-4 a IL-5 a
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3 pg/mi pro IFN-y. Jako standardy byly pouzity rekombinantni mysi IL-4 (Pharmigen),
IL-5 (Pharmigen) a rekombinantni my$i IFN-y (Gentech, San Francisco, CA).

Pro stanoveni hladiny protilatek se ELISA desticky (Dynatech, Chantilly, VA)
pokryly OA (20 pg/ml (NaHCO; pufr, pH 9,6)) nebo polyklonéini kozi protilatkou proti
mysimu IgE, 3 pg/ml (The Binding Site Ltd., San Diego, CA) a inkubovaly se pfes noc
pfi 4°C. Desticky se zablokovaly 0,2% Zelatinovym pufrem (pH 8,2) 2 hodiny pfi 37°C.
Standardy obsahujici OA-specificky IgE a IgG byly vyrobeny v souéasné laboratofi
vynalezce za pouZiti metody popsané v Oshiba a kol., 1996, J.Clin. Invest. 97:1398-
1408, prace uvedené v citacich. Data z méfeni ELISA byla analyzovana za pouziti
softwarového programu Microplate Manager pro Macintosh (Bio-Rad Labs, Richmond,
VA).

Udaje uvedené u véech obrazk jsou vyjadreny ve tvaru pramérné hodnoty +
SEM. Ke stanoveni vyznamné odchylky mezi skupinami byla pouzita neparametricka
analyza odchylky (metoda Kruskal-Wallis). Pokud byly zjistény vyznamné odchylky, k
analyze rozdili mezi jednotlivymi skupinami se pouzil Mann-Whitney U test. V pfipadé
nekolikandsobného srovnani se pouzila Benferroniho korekce. Za vyznamnou byla
povazovéna hodnota p<0,05. Pro stanoveni korelace mezi odchylkami se pouzila
regresni analyza. Data se analyzovala za pouziti standardniho statistického bloku
MINITAB (Minitab Inc., State College, PA, USA).

Obrazek 1 ukazuje, Ze imunizace senzitizované mysi mykobakterialnim HSP-65
vyznamné zvySuje proliferativni odpovéd slezinnych bunék v kulturach obsahuijicich
pouze meédium nebo OA (p<0,05; n=6). U mysi po aplikaci mykobakterialniho HSP-65
byla zvySena nespecificka i pro vajecny albumin specificka proliferativni odpoved.
Zvysen byl téZ IL-4, IL-5 a IFN-y, stejné jako byly u supernatant kultury mysi po
aplikaci mykobakteridlniho HSP-65 zvyseny hladiny imunoglobulinu, ale nikoli u kultur
z mysi po aplikaci PBS (data nejsou uvedena). Tato data zavérem ukazuji, Zze po
senzitizaci OA se u mySi po imunizaci mykobakteriainim HSP-65, ne vsak samotnym

PBS, stimuloval imunitni proces zavisly na OA.

Priklad 2
Nésledujici piklad ukazuje, Ze mykobakteriaini protein tepelného $oku protein-
65 (HSP-65) zvysuje proliferativni odpovéd T bunék u mysiho modelu alergické

senzitizace po suboptimalni senzitizaci vajeénym albuminem ve formé aerosolu.
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Vzhiedem k tomu, Ze imunizace my$i mykobakteridinim HSP-65 zesilovala
odpoved T bunék na OA po i.p. senzitizaci mysi (pfiklad 1), vyvstala otézka, zda za
podminek, kdy antigen specificka odpovéd T bunék neni detekovana, (to znamena za
suboptimalni senzitizace vaje¢nym albuminem) by mykobakteridini HSP-65 zesiloval
odpoved. Nasledujici pfiklad byl navic navrzen za G&elem otestovani délky lécby, po
které by mykobakterialni HSP-65 poskodil reakci bunék dychacich cest (buriky broncho
alveolarni lavaze (BAL) a reakci dychacich cest na stimulaci methachol inem).

Mysi byly vystaveny OA aerosolu (1%) 1.,2.,3., a 6. den (suboptimaini protokol)
a injekéné se jim aplikovalo 1. a 6. den 100 pg mykobakterialiniho HSP-65 nebo PBS,
i.v.. Je tieba si povS§imnout, Ze je tieba imunizace a soutasné nasledné stimulace
antigenem (OA) pro projeveni reakce u mysi v optimalnim protokolu pro mys$i model.
7. den se méfila odpovéd na methacholin (Mch), analyzovala se broncho alveolarni
lavéZ (BAL) vzorkd na obsah bunék a odstranila se slezina a peribronchidini lymfatické
uzliny (PBLN) pro studium proliferativnich odpovédi.

Bronchialni reakce se méily jako zmény ve funkci dychacich cest po stimulaci
methacholinem ve formé aerosolu pfes dychaci cesiy za pouziti modifikovanych metod
diive popsanych pro krysy a mysi- (viz Haczku a kol., 1995, Immunology 85: 598-603; a
Martin a kol., 1988, J.Appl. Physiol. 64:2318-2323; obé& publikace jsou uvedeny v
odkazech). Kratce, mySi byly uvedeny do anestezie intraperitoneaini injekci
pentobarbitalu sodného (70 az 90 mg/kg). 18 G trubice z nerez oceli se zavedla jako
tracheostomicka kanyla a prochézela otvorem v komlrce z plexiskla s mysi. Ke
tracheostomicke trubici byl pfipojen Ctyfcestny konektor s dvéma otvory spojenymi s
vdechovymi a vydechovymi pfivody na ventilatoru (model 683, Harvard Apparatus,
South Natwick, MA). Ventilace bylo dosazeno pii 160 vdesich za minutu a vstupnim
objemem 0,15 ml s pozitivnim vydechovym tlakem na konci 2-4 cm H,Q. Komtirka z
plexiskla byla spojena s 1,0 litrovou skienénou nadobou naplnénou médénou gazou
kvuli stabilizaci tlakového signalu pro tepeiny proud.

Transpulmonarni tlak byl odhadnut jako Pao vzhledem k tlaku s
pletysmografickym pouzitim diferenciélniho tiakového snimaée (Model Validine MP-45-
1-871, Validyne Engineering Corp., Northridge, CA). Zmény v objemu plic byly méfeny
detekci zmén tlaku v pletysmografické komtirce vzhledem k tlaku v referenénim boxu
za pouziti dalSiho diferencialniho tlakového snimaée. Tyto dva snimace a amplifikatory

byly elektronicky zfazovany na méné nez 5 stupiti od 1 do 30 Hz a pak prevedeny z
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analogu na digitalni signal za pouZziti 16 bitového analogu na digitaini desku Mode! NB-
MIO-16X-18 (National Instruments Corp., Austin, TX) pfi 600 bitech za sekundu na
kanal. Digitalizované signdly byly uloZzeny do poéitate Macintosh Quadra 800 (Model
M1206, Apple Computer, Inc., Cupertino, CA) a analyzovany za pouziti pocitacového
programu realného ¢asu LabVIEW (National Instruments Corp., Austin, TX). Ventilace
byla hodnocena podle odliSnosti objemového signalu a pribéh se spocetl jako zména
objemu podélena zménou tlaku v bodech nulového pritoku pro nadechovou a
vydechovou fézi. Primérny pribéh se spocetl jako aritmeticky primér nadechového a
vydechoveho pribéhu pro kazdy dech. Potitadovy program LabView pouzival tlak,
pratok, objem a primérny pribéh pro pribéZny vypodet plicniho odporu (R) a
dynamického pribéhu (Cqyn) podle metody Amdur a kol. (strana 364-368, 1958, Am.
J.Physiol., sv. 192). Prubéh ventilace podle vysledku ventilace pro Ry, pribéh, vodivost
a specificky pribéh byly uspofddany do tabulky a uvadéné objemy jsou primérem
alespori 10-20 dech( na pik jako odpovédi na kazdou davku. Je tieba si uvédomit, e
meéfeni objemu R, u mySi se miZe pouzit k diagnéze obtiznosti plicni ventilace,
podobné jako méfeni FEV, a/nebo pomér FEV,/FVC u &lovéka.

Aerosolizované latky pro bronchokonstrikci byly aplikovany pomoci pfipojené
trubice pfes ultrasonicky rozprasova¢ umistény mezi expiradni otvor ventilatoru a
trubice pripojené pies ultrasonicky rozprasSovaé umistény mezi expiradni otvor
ventilatoru a Ctyicestny konektor. Aerosolizované latky byly aplikovany po dobu 10
sekund se vstupnim objemem 0,5 ml. Po davce inhalovaného PBS byly nasledné
pouzity objemy Ry jako zakladni linie. Po 3 minutéch aplikace fyziologického roztoku se
inhalaci aplikovaly zvySené koncentrace methacholinu (10 dech) s po&ateéni
koncentraci 0,4 mg/ml. ZvySené koncentrace se aplikovaly v 5-7 minutovych
intervalech. Hyperinflace dvojndsobku vstupniho objemu se pouzily mezi kazdou
koncentraci methacholinu a provedlo se manualini zablokovani pritoku vzduchu ven z
ventilatoru z dGvodu napraveni jakéhokoli zbytkového z(zZeni a zajistit konstantni
objem pred aktivaci. Od 20 sekund do tfi minut se po kaZdé aktivaci aerosolem
kontinualné shromazdovala data R, a C4n @ maximélni objemy R, a Cy, vyjadiovaly
zmény ve funkci dychacich cest u mysi.

Po méfeni funkénich parametrd plic byla provedena lavaz plic 1 ml alikvoty 0,9%
(hmot./obj.) sterilniho NaCl (laboratorni teplota) polyethylenovou stfikagkou pfipojenou

ke tracheélni kanyle. Lavézni tekutina se zcentrifugovala (500xg po dobu 10 minut pfi
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4°C) a bunéény pelet se opét suspendoval v 0,5 mi média RPMI pro tkanové kultury.
Supernatant zbaveny bunék z kazdého BAL vzorku se uchovaval pfi -20°C pred
néslednou cytokinovou analyzou pomoci metody ELISA (popsana v piikladu 1).

PBLN a slezinné buriky se analyzovaly méfenim na proliferaci, jak je popsana v
prikladu 1. Obrézek 2 ukazuje, Zze lé¢ba mykobakteriainim HSP-65, dokonce po
suboptimalni senzitizaci pomoci OA, vyznamné zvysuje proliferaéni odpovéd T bunék
na OA v bunkéach sleziny (Obrazek 2A) i burikéch peribronchialnich lymfatickych uzlin
(PBLN) (Obrazek 2B) a zejména v burikdch od lokainiho odtoku PBLN (p<0,05;
ANOVA). V BAL nebyly nalezeny Zadné bunééné zmeény, ackoli doslo ke zvySeni
plicniho odporu (R.) na methacholin ve skupiné, které byl aplikovan mykobakteriaini
HSP-65 (data neuvedena).

Tyto udaje ukazuji, ze mykobakteriaini HSP-65 zvySuji antigen specifickou
imunitni odpovéd, dokonce po suboptimaini senzitizaci pomoci OA. Mykobakteridlni
HSP-65 ma dale také vliv na odezvu dychacich cest na methacholin, pokud je

aplikovan 24 hodin pied funkénim méieni plic.

Priklad 3

Nasleduijici priklad ukazuje, Ze mykobakterialni protein tepeiného $oku-65 (HSP-
65) zvysuje proliferativni odpovéd T bunék u mysiho modelu precitlivélosti dychacich
cest po optimalni senzitizaci a aktivaci vaje¢nym albuminem v kamenci.

U mysiho modelu precitlivélosti dychacich cest a alergické senzitizaci, jak se zde
uziva, bylo ustanoveno, Ze systemickéa senzitizace a lokalni aktivace dychacich cest
zpUsobi precitlivélost dychacich cest (AHR) spojenou s eozinofilovym zanétem
dychacich cest, zakladniho pfiznaku astmatu u ¢lovéka (viz napiiklad Bentley a kol.,
1992, Am.Rev.Respir.Dis. 146:500-506; Houston a kol., 1953, Thorax 8: 207-213; nebo
Dunhill, 1960, J.Clin. Pathol. 13:27-33; tyto publikace jsou zahrnuty v odkazech). Za
ucelem zjisténi ucinklh 1é¢by mykobakteridinim HSP-65 téchto patologickych zmén
dychacich cest byly mysi senzitizovany intraperitoneainé 20 ng OA (Grade V, Sigma
Chemical Vo., St. Louis, MO) spolu s 20 mg kamence (Al(OH);) (Inject Alum; Pierce,
Rockford, IL) ve 100 nl PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfatovym pufrem) nebo
samotnym PBS, 1. a 14. den. Mysi byly nasledné aktivovany aerosolovym OA po dobu
20 minut s 1% roztokem OA/PBS 24., 25. a 26. den. Mysi se pak utratily a po 48




37

hodinach se zji§tovalo, zda se objevi pik eozinofilové infiltrace a odezva dychacich
cest.

Mononukleové buriky sleziny z mysi senzitizované a aktivované OA se predistily,
prevedly do kultury a méfila se proliferaéni odezva na OA jak je popsano v prikladu 1.
Obrazek 3 ukazuje, Ze mononukleové buriky mysi senzitizované a aktivované OA
(imunizovany pouze PBS) vykazuji vyznamnou proliferativni odezvu na OA (viz. obr. 3,
skupina PBS). Déle, proliferace mononukleovych bunék po aplikaci mykobakterialniho
HSP-65 mysi senzitizované a aktivované OA (viz. obr. 3, skupina HSP) byla vyrazne
zvysena za piitomnosti OA, stejné jako v samotném médiu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze mononokleové buky mysi po aplikaci
mykobakterialniho HSP-65 jsou aktivovany in vivo a prokazou antigen-specifickou a

nespecifickou proliferaci in vitro.

Priklad 4

Nasleduijici piklad dokazuje, Ze mykobakteridlni HSP-65 zvySuje tvorbu cytokind
spojenych s Th-1 a protilatkovych izotypl a snizuje tvorbu cytokin(i spojenych s Th-2 u
mysiho modelu precitlivélosti dychacich cest po pfedchozi senzitizaci a aktivaci
vajeénym albuminem v kamenci.

Alergické astma je charakteristické vysokou hladinou IgE, eozinofilovym
zanétem dychacich cest a piecitlivélosti dychacich cest. T bunky hraji zakladni roli u
tohoto onemocnéni, ponévadz po rozeznani alergenu jsou schopné tvorby velkého
mnozstvi podskupin cytokind, souhrnné znamych podie dosavadniho stavu techniky
jako cytokiny Th-2. Mezi cytokiny Th-2 méa vyznamnou roli IL-4 v aktivaci tvorby IgE a
IL-5 je dUlezity v rozvoji tkarnové eozinofilie. Zatimco tvorba cytokinii typu Th-1 by
normainé vedla k aktivaci T bunék, syntéza cytokini Th-2 vyZaduje specifické
podminky, jejichz podstata a vyznam jsou neznamy. Bez omezeni teorii vynalezci
predpokiadaji, ze alergicky zanét mlZe odréZet patologickou nevyvazenost mezi
tvorbou cytokind Th2 a Th1, a Ze tato odezva na spole¢né vnéjsi antigeny je
pravdépodobné zplsobena nedostatetnosti regulacnich mechanism{i, které normainé
funguii tak, Ze jejich tvorbu potlacuji. Popsany mysi model piecitlivélosti dychacich cest
predstavuje idedlni systém, v kterém je mozné Zjistit, zda aplikace proteinu tepelného

8oku mdze zmirnit prednostni imunitni odpovéd typu Th2 zji$ténou u tohoto modelu.
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Slezinné mononukleové burky mysi po aplikaci mykobakterialniho HSP-65 a
PBS, jak je popsano v piikladu 3, se kultivovaly 48 hodin. Supernatanty kultury se
odstranily a analyzovaly na tvorbu cytokinii pomoci metody ELISA, jak je popsano v
piikladu 1. Obrazek 4 ukazuje, ze bunky sleziny u mysi po aplikaci mykobakterialniho
HSP-65 tvofily vyznamné zvy$ené mnozstvi IFN-y (Obrazek 4A) v kulturach
stimulovanych roztokem forbolester/ionomycin (P1), ale nikoli v kulturach stimulovanych
OA, ve srovnani s burikami mysi po aplikaci PBS (P<0,05; n=6). Zatimco tvorba IL-4
(obrazek 4B) a IL-5 (obrézek 4C) u kultur stimulovanych Pl i OA byla snizena u
slezinnych bunék izolovanych z mysi po aplikaci HSP-65 ve srovnani s mysi po aplikaci
PBS, predpoklada se, ze 1écba mykobakterialnim HSP-65 mGzZe mit zmirfujici ucinek
na tvorbu cytokinti T-bunkami in vitro.

Za udelem stanoveni tvorby imunoglobulinu se mononukleové burky sleziny,
které byly izolovany z mysi s aplikaci popsanou v prikladu 3, inkubovaly 14 dnd v
piitomnosti rGznych koncentraci OA, jak je uvedeno na ose X na obrazku 5.
Supernatanty se odebraly a analyzovalo se mnozstvi OA specifického imunoglobulinu
ELISA metodu popsanou v pfikladu 1. Obrézek 5 ukazuje, Ze tvorba OA specifického
IgG2a (obrazek 5) burikami mysi po aplikaci mykobakterialniho HSP-65 se vyznamne
zvysila ve srovnani s bufkami mysi po aplikaci PBS (p<0,05; n=6). Tvorba OA
specifického 1gG1 in vitro (obrazek 5B) a IgE (obrézek 5C) u mysi po aplikaci
mykobakterialniho HSP-65 se jevi mirné snizena ve srovnani s mysi po aplikaci PBS,
ackoli z téchto vysledkil nelze uginit zaver.

Tyto vysledky ukazuji, Ze imunizace mysi mykobakteriainim HSP-65 snizuje
funkci T a B bunék a déle to, ze mykobakteriaini HSP-65 mUze ménit zanétlivou

imunitni odpovéd Th2 na imunitni odpovéd typu Th1.

Prikiad 5

Nasleduijici pfiklad ukazuje, Ze mykobakteriaini HSP-65 odstrariuje eozinofilovy
zanét dychacich cest vyvolany senzitizaci a aktivaci vajeénym albuminem u mysiho
modelu precitlivélosti dychacich cest.

Alergicka senzitizace dychacich cest je spojena s rozsdhlym zénetem s
prevladajicimi eozinofily. Za Gcelem stanoveni Uéink( mykobakterialniho HSP-65 na
eozinofilovy zanét dychacich cest po alergicke senzitizaci, se u kazdé skupiny mysSi po

aplikaci jak je popsano v pfikladu 3, zmefil bunéény obsah v BAL. Broncho alveolarni
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lavaz se provadéla 48 hodin po posledni aktivaci OA ve formé aerosolu, jak je popsano
vy$e v pfikladu 2. Bunky BAL se resuspendovaly v RPMI a spoditaly pomoci
hemocytometru. Diferencialni pocet bunék se ziskal podle cytospinového postupu
podle popisu (viz. Haczku a kol., supra). Bunky byly rozpoznavany jako makrofagy,
eozinofily, neutrifily a lymfocyty podle standartni morfologie a po¢italo se alespori 300
bunék pfi zvétseni 400x. Nasledné se spocitala procenta a absolutni ¢isla pro kazdy
bunéény typ.

Obr. 6 ukazuje, Ze u mysi senzitizované a vystavené OA a po aplikaci PBS
(normalni kontrola pro precitlivélost dychacich cest) se rozvinul vyrazny zanét
dychacich cest (¢erné sloupce; n=8). Pfiblizné 60% vSech bunék v BAL byly eozinofily,
ale podty neutrofill byly téZ vyznamné zvyseny. Mys, ktera byla po dobu 3 dnd
vystavena pouze aerosolu OA (bilé sloupce; n=8), neméla zadne eozinofily ve
vzorcich BAL. U zvifat po aplikaci mykobakterialniho HSP-65 nebyla pfekvapivé
detekovana zadna eozinofilie (Srafovany sloupec; n=8) a poc€et bunék u této mysi byl v
podstaté shodny s kontrolou u mYéi vystavené pouze OA. Rozdil v poctu bunék v BAL
mezi zvifaty po aplikaci PBS a mykobakterialniho HSP-65 byl vyznamny jak v poctu
eozinofilli (P<0,001), tak neutrofilli (p<0,001).

Tyto vysledky ukazuiji, Ze mykobakteridlni HSP-65 odstrariuje eozinofilovy zanét

dychacich cest po senzitizaci a aktivaci OA.

Priklad 6

Nasleduijici pfiklad ukazuje, Ze mykobakterialni HSP-65 odstraruje precitlivélost
dychacich cest na methacholin po senzitizaci a aktivaci mysi vajecnym albuminem u
mys$iho modelu precitlivélosti dychacich cest.

V tomto prikladé byla bronchiaini odpovéd méfena zménou funkce dychacich
cest po aktivaci methacholinem ve formé aerosolu pfes dychaci cesty. Mysi, které byly
aktivovany mykobakteriainim HSP-65 nebo PBS, jak je popsano v piikladu 3, byly po
koneéné aktivaci antigenem pod anestezii 48 hodin, pfipojeny ke kanyle a pod
ventilaci, jak je popsano v pfikladu 2. Mysi, s kterou dosud nebyl podniknut Zadny
pokus, byla aplikovéana latka rozprasenim béhem tfi dnd 48 hodin pfed méfenim. Méil
se transrespiraéni tlak objemu plic a pratok a kontinuéiné se méfil plicni odpor Ry, jak je

téz popsano v prikiadu 2.
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Obr. 7 ukazuje, ze my$, ktera byla senzitizovéna a aktivovéna OA, a které byl
aplikovan PBS i.p. (norméini kontrola pro precitlivélost dychacicch cest), vykazuje
vyznamné zvy$eni odporu plic (R.) pfi odezvé na methacholinovou aktivaci
(trojuhelniky) ve srovnéni smysi, skterou dosud nebyl podniknut zadny pokus
(krouzky). Mysi, které byly senzitizovany a aktivovany OA, a kterym byl aplikovan
mykobakteridlni HSP-65, vykazovaly normaini odezvu na methacholin (étverce) (to
znamena téméF identickou jako u mysi, ktera nebyla dosud testovéna) a vyznamné
nizsi nez u mysi po aplikaci PBS (p<0,001), dokazujice, ze aplikace mykobakteriainiho
HSP-65 odstrariuje piecitlivélost dychacich cest u mysi senzitizované a vystavené OA.

V souhmu, v pokusech popsanych vy$e byla studovana OA specificka imunitni
odpovéd u kultury mononukleovych bunek in vitro senzitizovanych mysi, kterym byl
aplikovan mykobakterialni HSP-65. Piecitlivélost dychacich cest byla in vivo méfena
studiem plicniho odporu na methacholin (MCh). Byl téz hodnocen zanét dychacich cest
a eozinofilie plicni tkané. U mysi po aplikaci mykobakterialniho HSP-65 byla vyznamné
zvy$ena OA specifické proliferace T bunék a supernatanty z bunéénych kultur sleziny
obsahovaly vyznamné zvySené mnozstvi IFN-y a lgG2a. Piekvapivé, vyznamna
eozinofilie dychacich cest a zvy$ena odpovéd na metacholin, ktera se rozvinula u OA
senzitizované a aktivované mysi, byla odstranéna u mysi, které byl soucasné aplikovan
mykobakterialni HSP-65 in vivo.

Zatimco rdzna provedeni podle vyndlezu byla popsana detaiiné, je zfejmé, ze
odbornikaim v tomto oboru budou zjevné modifikace a rizné zmény téchto provedeni.
Je tfeba viak pochopit, Ze tyto modifikace a zmeény jsou v rozsahu vynalezu, jak se

uvadi v nasledujicich nérocich.
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Pouziti proteinu tepelného Soku pro vyrobu |é&iva pro prevenci savce pred
onemocnénim charakteristickym eozinofilii  spojenou  se zanétlivym

procesem.

Pouziti podie naroku 1, kde onemocnéni je spojeno se zvy$enou tvorbou
interleukinu-4, interleukinu-5, interleukinu-6, interleukinu-9, interleukinu-

-10, interleukinu-13 nebo interleukinu-15.

Pouziti podle naroku 1, kde onemocnénim je alergické onemocnéni
dychacich cest, syndrom hyper-eozinofilie, hlistova parazitova infekce,
alergicka rhinitida, alergicka konjunktivitida, dermatitida, ekzém, kontaktni

dermatitida nebo potravinova alergie.

Pouziti podle naroku 1, kde onemocnénim je respiracni onemocnéni
charakterizované eozinofilovym zanétem dychacich cest a precitlivélosti

dychacich cest.

Pouziti podle naroku 4, kde respiraénim onemocnénim je alergické astma,
vnitini  astma, alergicka bronchopulmonarni  aspergil6za, eozinofilova
pneumonie, alergicka bronchitis bronchiectasis, astma z povolani, reaktivni
syndrom onemocnéni dychacich cest, vnitfni onemocnéni plic, syndrom

hypereozinofilie nebo parazitové onemocnéni plic.
Pouziti podle naroku 1, kde onemocnéni je spojeno se citlivosti na alergen.
Pouziti podle naroku 1, kde onemocnénim je alergické astma.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku je ze skupiny proteiny

tepelného Soku HSP-60, ze skupiny proteind tepelného Soku HSP-70, ze
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skupiny proteinG tepelného Soku HSP-90 nebo ze skupiny proteinu
tepelného Soku HSP-27.

Pouziti podle néroku 1, kde protein tepelného Soku je ze skupiny proteind
tepelného $oku HSP-60, ze skupiny proteinli tepeiného Soku HSP-70 nebo
skupiny proteint tepeiného Soku HSP-27.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku je ze skupiny proteind

tepelného Soku HSP-90 nebo ze skupiny proteinu tepeliného Soku HSP-27.

"Pouziti podle néaroku 1, kde protein tepelného Soku je bakteridini protein

tepelného Soku nebo savéi protein tepelného Soku.

Pouziti podie naroku 1, kde protein tepelného Soku je mykobakterialni

protein tepelného Soku.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku je mykobakterialni

protein tepelného $oku-65.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného $oku je v aplikacni forme
vybrané ze skupiny obsahujici oralni, nasalni, lokalni, inhalaéni,

transdermalni, rektaini, parenteralni aplikacni formu.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku je v inhalaéni nebo

nasalni aplikaéni forme.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného $oku zmirnuje eozinofilii u

savce.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku snizuje pocet eozinofilt

v krvi savce na hodnoty 0 az 300 bunék/mm®.
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Pousziti podle néroku 1, kde protein tepelného $oku snizuje pocet eozinofill

v krvi u savce na hodnoty 0 a2 100 bundk/mm”.

Pouziti podle néroku 1, kde protein tepelného $oku snizuje pocet eozinofild

v krvi u savce na hodnoty 0 aZ 3% celkového poctu bilych krvinek u savce.

Pouziti naroku podle 1, kde protein tepelného $oku aktivuje tvorbu

interferonu-y T lymfocyty u savce.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku potladuje tvorbu

interleukinu-4 a interleukinu-5 pomoci T lymfocytd u savce.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepelného Soku snizuje odpoved

dychacich cest na methacholin u savce.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepeiného Soku redukuje omezeni
dychacich cest u savce tak, ze hodnota poméru FEV4/FVC u savce je

alespon 80 %.

Pouziti podie naroku 1, kde protein tepeiného Soku zvy$uje hodnotu FEV 0
piiblizné 5% az 100% predpokladané hodnoty FEV, u savce.

Pouziti podle naroku 1, kde protein tepeiného Soku snizuje omezeni

ventilace u savce tak, Ze hodnota R, u savce se snizi o alespor 20 %.

Pouziti podle naroku 1, kde mnozstvi proteinu tepeiného Soku je 0,1 az 10

mg na kg télesné hmotnosti savce.

Pouziti podle néroku 1, kde mnozstvi proteinu tepeiného $oku je 1 ug az 1

mg na kg télesné hmotnosti savce.
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28. Pouziti podle naroku 1, kde mnozstvi proteinu tepelného Soku je 0,1 mg az
5 mg na kg télesné hmotnosti savce, pficemz aplikacni forma proteinu

tepelného Soku je aerosol.

29. Pouziti podle naroku 1, kde mnozstvi proteinu tepelného Soku je 0,1 mg az 10 mg
na kg télesné hmotnosti savce, pfic¢emz aplikatni forma proteinu tepelného

Soku je parenteraini aplikacni forma.

30.

31.

32.

33.

34.

Pouziti podle naroku 1, kde Ié¢ivo obsahuje protein tepelného Soku a

farmaceuticky pfijatelny nosic.

Pouziti podle naroku 1, kde savcem je Clovek.

Farmaceuticky pfipravek pro prevenci savce pred rozvojem onemocnéni
charakterizovaného eozinofilii spojenou se zanétlivym procesem,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje protein tepelného Soku a protizanétlivou
latku.

Farmaceuticky pfipravek podle naroku 32, vyznacujici se tim, Zze
protizanétiiva latka je vybrana ze skupiny obsahujici antigen, alergen,
hapten, prozanétlivé, cytokinovée antagonisty, prozanétlivé cytokinové
receptorové  antagonisty, anti-CD23.  anti-IgE, inhibitory  syntézy
leukotrienu, receptorové antagonisty leukotrienu, glukokortikosteroidy,
steroidni chemické derivaty, anticyklooxygenazové latky, anticholinergni
latky, betaadrenergni agonisty, methylxanthiny, antihistaminy, kromony,
zyleuton, anti-CD4 latky, anti-IL-5 latky, povrchové aktivni latky, anti-
tromboxanoveé latky, anti-serotoninové latky, ketotifen, cytoxin, cyklosporin,
methotrexat, makrolidové antibiotika, heparin, heparin nizké molekulové

hmotnosti nebo jejich smesi.

Farmaceuticky pfipravek podle naroku 32, vyznatujici se tim, ze formulace

obsahuje farmaceuticky pfijatelny nosic.
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Farmaceuticky pripravek podle néroku 32, vyznatujici se tim, ze formulace
obsahuje farmaceuticky pfijatelny  nosic, vybrany ze skupiny
biokompatibilnich polymerd, jinych polymernich matric, kapsli, mikrokapsli,
mikrog¢astic, pilulkovych pripravkl, osmotickych pump, difuznich zafizeni,

lipozomd, liposfér a transdermélnich cilenych systému.

Farmaceuticky pfipravek podle naroku 32, vyznacujici se tim, ze protein
tepeiného $oku je protein ze skupiny proteinll tepelného Soku HSP-60, ze
skupiny proteind tepelného Soku HSP-70, ze skupiny proteint tepeiného

Soku HSP-90 nebo z skupiny proteint tepelného Soku HSP-27.

Farmaceuticky pfipravek podie naroku 32, kde protein tepeiného Soku je

mykobakteriini protein tepeiného Soku.

Farmaceuticky pripravek podle naroku 32, kde protein tepeiného Soku je

mykobakteridlni protein tepelného Soku-65.

Pouziti proteinu tepelného Soku k vyrobé léCiva pro prevenci savce pied
onemocnénim charakteristickym precitlivélosti dychacich cest spojenym se

zanétlivym procesem.

Pouziti proteinu tepelného Soku k vyrobé 1égiva pro ochranu savce pred

zanétlivym onemocnénim charakteristickym imunitni odpovédi typu Th2.

Pouziti molekuly nukleové kyseliny kédujici protein tepelného Soku pro
vyrobu léciva pro ochranu savce pied onemocnénim charakteristickym
eozinofilii, precitlivélosti dychacich cest nebo imunitni odpovédi typu Th2,

které je spojeno se zanétlivym procesem.

Pouziti podle naroku 41, kde molekuly nukleové kyseliny jsou funkcne

spojeny se sekvenci pro transkripéni kontrolu.
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Pouziti podle naroku 41, kde lé¢ivo obsahuje molekuly nukleové kyseliny s
farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em vybranym ze skupiny obsahuijici vodny
fyziologicky vyvéazeny roztok, umely substrat obsahujici lipid, pfirodni
substrat obsahujici lipid, olej, ester, glykol, virus, kovovou ¢astici nebo

kationovou molekulu.

Pouziti podle naroku 41, kde farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em je lipozom,

micela, bufika nebo bunééna membrana.

Pouziti podle naroku 41, kde molekula nukleové kyseliny je v aplikaéni
formé vybrané ze intradermaini injekce, intramuskularni  injekce,

intravendzni injekce, subkutanni injekce nebo aplikaéni formy ex vivo.

ZpUsob vybéru lécby precitlivelosti dychacich cest nebo nedostateénosti
prichodu dychacich cest spojené s onemocnénim souvisejicim se
z&nétlivym procesem, vyznaujici se tim, ze obsahuje

(a) pouziti proteinu tepeiného Soku savci jako 1éCiva;

(b) méfeni zmény funkce plic jako odezvy na stimulacni latku u savce
za udelem zjisténi, zda protein tepelného goku zmirduje precitlivelost
dychacich cest nebo omezeni ventilace; a,

(c) vybér pfislusné lécby na zékladé zmén ve funkci plic.

ZpGsob podle naroku 46, vyznadujici se tim, Zze onemocnéni je

charakterizovano eozinofilii dychacich cest.

Zpuisob podle néaroku 46, vyznadujici se tim, ze stimulaéni latka je pfimym

nebo nepfimym stimulem.

49. Zpusob podle naroku 46, vyznadujici se tim, Ze aktivacni latkou je alergen,

methacholin, histamin, leukotrien, fyziologicky roztok, hyperventilace, fyzicka
z4atéz, oxid sificity, adenosin, propranolol, studeny vzduch, antigen,
bradykinin, acetylcholin, prostaglandin, o0z6n, nedistoty z ovzdusi nebo jejich

smesi.
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ZpUsob podie naroku 46, vyznacujici se tim, Ze krok méfeni zahrnuje méfeni
hodnoty FEV,, FEV1/FVC, PCZOmethacholinFEVh h po széeni (Penh), VOdiVOSti,
dynamického pribéhu, plicniho odporu (Ry), ¢asového indexu tlaku plicni

ventilace (APTI) nebo pribéhu piku.
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