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A virussal indukalt szisztémas sokk és légzési nehézség

megforditasa a limfotoxin-béta utvonal blokkolasan keresztiil

KIVONAT
'A taldlmany az antiviralis vélasz egyedben térténd induka-
lasi eljarasait biztositja, melyek az egyedbe az LT-B blokkolé szer
hatasos mennyiségének és a gyogyszerészetileg elfogadhaté hor-
dozoénak a beadasat foglaljak magukban. Részletesebben, a jelen
talalmany a virussal indukalt szisztémés sokk és légzési

nehézség kezelési eljarasara vonatkozik.
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A virussal indukalt szisztémas sokk és 1égzési nehézség

megforditasa a limfotoxin-béta utvonal blokkolasan keresztul

A jelen talalmany targyat az antiviralis valasz indukalasi
eljarasai képezik egyedekben. Részletesebben a jelen talalmany a
virussal indukalt szisztémas sokk és légzési nehézség kezelési
eljarasara vonatkozik. Az eljards bizonyos ‘"limfotoxin-béta
blokkolé szerek" beadasat foglalja magaban.

Szamos virus, beleértve a Sin Nombre (SNV), Ebola,
Marburg, Lassa, és Dengue virusokat, akut betegségeket okoz,
melyeknek szimptémai a kovetkezék: gyors kialakulés, laz, szisz-
témas sokk és légzési nehézség [Lacy és mtsai: Adv. Ped. Inf.
Dis., 12, 21 (1997)]. Az ilyen fertézések masik altalanos
jellemzéje a szisztémas megjelenés az endothelidlis sejtek és
makrofagok révén [Lacy és mtsai: Adv. Ped. Inf. Dis., 12, 21
(1997)]. Az SNV kivételével a felsorolt virusokat elészor
évtizedekkel ezelétt azonositottak. Az elmult idében ezek a
korokozok vilagszerte ismételten feltitétték fejliket. Az Amerikai
Egyestilt allamok dél-keleti részében a fehérlabu egerek névekvé
populaciéja miatt 1998. juniusa 6ta az SNV 183 esetét
erésitették meg, ami a hantavirus okozta tidésokk szindréoma
korokozoja. A fertézéttek tulélése csak 55 %-os volt [Centers for
Disease Control and Prevention, MMWR, 47, 449 (1998)]. E

virusok patogenezisérél jelenleg keveset tudunk, valamint arrol



sem tudunk, hogy hogyan kezeljuk hatasosan a minden évben
vilagszerte megfert6z6détt, virussal indukalt szisztémas sokkban
és légzési nehézségben szenvedd, betegeket.

Ezért a virussal indukalt szisztémas sokkban és 1égzési ne-
hézségben szenvedd egyedek kezelésre \j eljarasokra mutatkozik
igény.

A jelen taldlmany a fenti probléma megoldasahoz a virussal
indukalt szisztémas sokkban és légzési nehézségben szenvedé
egyedek részére gyogyszerészeti osszetételeket és kezelési eljara-
sokat biztosit.

A jelen taldlmény eljarasai és Osszetételei részben arra a
felfedezésre épitenek, hogy bizonyos szerek, melyeket itt
limfotoxin-béta (LT-B) blokkolé szerként hatarozunk meg,
felhasznalhaték a virussal indukalt szisztémas sokkban és
légzési nehézségben szenvedd egyedek kezelésében. Az egyik
megvaldsitasi formaban az LT-B blokkold szerek a limfotoxin-
béta receptort (LT-B-R) blokkoljak. Egy elényben részesitett
megvalositasi formaban az LT-B-R egy limfotoxin-B receptor ellen
képzett ellenanyag vagy egy oldhaté limfotoxin B receptor. A
legelonydsebb megvaldsitasi formaban az LT-B-R blokkol6 szer
egy olyan rekombinans LT-B-R fazi6s fehérje, mely egy az LT-B-R
extracellularis ligandkdété doménjahoz fuzionalt immunglobulin
nehézlanc allandé régiét tartalmaz.

A jelen talalmany megel6z6 és tovabbi targyai, jellegzetesseé-

gei, nézépontjai és elényei, valamint maga a talalmany részlete-



sebben érthetévé valik az elényben részesitett megvaldsitasi for-
mak kovetkezé leirasabol.
Az Abrak révid leirasa:

Az 1. abra NZB egérek LCMV 13 klénnal végzett ferté6zése
utan a mortalitast mutatja be. Az ébréh az LCMV-13-mal ferté-
z6tt NZB egerek (n = 14) mortalitasi gérbéjét és a fertézés utan a
hatodik napon az LCMV-13-mal fert6zétt egerek (n = 7)
k116nbozé széveteiben a virustitert mutatjuk be.

A 2. abra az NZB egerekben az LCMV-13 fertézés hisztolo-
giai képét mutatja be. (A) Normalis tidé képe (100X, H+E). (B) A
fertézés utani 5. napon az intersticialis pneumonitis mononukle-
aris  sejtbeszirédéssel és a tid6é alveolaris falanak
vastagodasaval (100X, H+E). (C) A lépben a limfocita kimerités,
cellularis nekroézis és a follikularis felépités sértilése (25X, H+E).
(D) A nagyobb nagyitasok a lépben a cellularis nekrozist és a
kariorrhektikus maradvanyokat mutatja (158, H+E). (E) A
tiidében az LCMV-13 pozitiv endothelidlis sejtek (nyilak) és
makrofagok (fehér nyilak) (100X, IHC). (F) A lépben az LCMV-13
pozitiv endothelialis sejtek (nyilak) és makrofagok (nyilfej) (50X,
IHC). (G) A szivben az LCMV-13 pozitiv endothelialis sejtek
(100X, IHC). (H) A majban az LCMV-13 pozitiv Kupffer sejtek és a
szinoidalis hatarolé sejtek (100X, IHC).

A 3. abra az LT8R jelatviteli it blokkolasanak hatasat mu-
tatja a 13-as klonnal fert6zott NZB egerek tulélésére nézve. Az
abran a 13-as klénnal fertézott NZB egerek mortalitasi gérbéjét

mutatjuk be az itt bemutatott kezelés hatasara. Az NZB egerek-



nek intravénasan beadtunk 2,5 x 106 pfu Cl 13-at, majd a ferts-
zés utani 1. és a 4. napon két intraperitonealis injekciét, mely
endotoxin-mentes PBS-ben 250 pug TN3-19.12 ellenanyagot
tartalmazott. A kontroll egereket azonos napokon (lasd S
hivatkozas), azonos térfogaty, ellenanyagtél mentes PBS-sel
kezeltiik. Az egereket az R hivatkozasban leirtaknak megfeleléen
kezeltlik. A haromszorosan kezelt csoportnak a fertézés napjan
majd a 3. napon ip. 200 ug mennyiségben TNFR55-Ig-t és LTRR-
Ig fehérjéket adtunk be. A kontroll egereknek azonos napokon,
azonos mennyiségben human ellenanyagot adtunk, amelyet ezen
fuziés fehérjék (AY1943-29) szintézisében hasznaltunk fel. Az
LTRR-Ig-vel kezelt egereket hasonléan Kkezeltik, azzal az
eltéréssel, hogy TNFRS5-Ig injekciét nem kaptak. Az adatokat
tébb anti-TNF kisérlet alapjan Allitottuk Ossze: anti-TNF
magaban (TN3-19.12); LTRR-Ig magaban, n =16; haromszor
kezelt csoport, n = 10 (n = 10 a haromszor kezelt csoportnal, n =
22 az LTRR-Ig magaban adottnal, n=10 az LTHR-Ig + TNFRS55-1g-
vel kezelt csoportnal, n = 5 az anti-TNF és TNFRS55-Ig-vel kezelt
csoportnal, n=6 az anti-TNF (TN3-19.12) magaban adott cso-
portnal, és a kontrollnal n=25).

A 4. abra az LTRR utvonal blokkolasi eredményét mutatja
be, ami a CD8 T sejtek funkcigjanak csékkenését hozta. A kuloén-
bdz6 kezelési csoportbol szarmazo 1épsejteket a fertézés utani 6.
napon 6sszegyUjtottik és az NP118 9-tagu peptidet tartalmazé L4
tetramerrel a koévetkezékben leirtaknak megfeleléen festettiik. A

kapott értékeknél a nem-specifikus hatteret figyelembe vettik.



Azonos peptid hatasanak vizsgalatdhoz az interferon-gamma ter-
melés valaszanak tanulmanyozasanal a sejteket S draig 37 °C-on
NP118 (0,1 pg/ml végkoncentracid) és IL-2 jelenlétében inkubal-
tuk. Az értékeket a peptid hianyaban kapott hattérszint figyelem-
bevételével szamoltuk ki. A kontroll human Ig-vel kezelt harom
egérbdl, valamint az LTBR-Ig kezelt (LT béta # 2/3) két egérbél
szarmaz6 lépsejteket kulon-kulén gyujtéttik. Az Osszes tébbi
eredményt egyedi allatokbdl kaptuk.

Az 5. abra azt mutatja be, hogy a CD8* T-sejtek kimeritésé-
vel, de a nem-CD4* T sejtek kimeritésével, az NZB egerekben az
LCMV-13 fertézés letalis hatasanak megfordulasat érhetjik el.
Az egereket az in vivo sejtpopulaciés kimeritési eljarasoknal
leirtaknak  megfeleléen  kezeltik. A  kezelt  csoportot
mindegyikének mortalitasi gorbéjét bemutattuk (n = 4).

A jelen talalmany részletes leirasat a meghatarozasokkal
folytatjuk.

A jelen talalmany targykoérének vilagosabb és tdmérebb ki-
fejtéséhez a kdvetkez6 meghatarozasokat hasznaljuk, amelyeket
a kovetkezd leirasban és a csatolt igénypontokban szakkifeje-
zésekként alkalmazunk.

A limfotoxin-béta (LT- béta ) a TNF ligandcsaladba tartozik,
ide tartoznak tébbek kozétt a kévetkezd anyagok ligandjai: Fas,
CD27, CD30, CD40, OX-40 és 4-1BB receptorok [Smith és mtsai:
Cell, 76, 959-962 (1994)]. A TNF jelatvitel szamos tagja, beleértve
a TNF-t, LT- alfét, az LT-bétat és a Fas-t, a tumoros sejtek nek-

rézissal vagy apoptozissal (programozott sejthalal) bekovetkezd



halalat idézheti el6. A nem-tumoros sejtben a TNF és a TNF
csalad szamos tagjanak ligand-receptor kdélcsénhatasai az im-
munrendszer fejlédését és a ktilonb6z6 immunoldgiai kihivasokra
adott valaszat befolyasolhatjak.

A limfotoxin-bétat (amit p33-nak is neveznek) a T-limfocita-
kon, a T sejtvonalakon, a B sejtvonalakon és a limfokinnel
aktivalédo oOlésejteken (LAK) azonositottak. Az LT-béta szamos
ide vonatkozé szabadalom targyat képezi [PCT/US91/04588
(1992. januar 9.) WO 92/00329; és PCT/US93/11669 (1994.
janius 23.) WO 94/13808, amelyeket itt hivatkozasként
épitettink be].

A TNF receptorok csaladjaba tartozé LT-béta receptor
specifikusan kétédik az LT ligandok felszinéhez. Az LT-béta-R az
LT heteromer komplexekhez kétédik (ez elsésorban az LT- alfa
1/béta 2 és LT- alfa 2/béta 1), de a TNF-vel vagy az LT- alfaval
nem alakit ki kapcsolatot [Crowe és mtsai: Science, 264, 707-710
(1994)]. Az LT-béta-R jelatvitel a periférias limfoid szervek
kifejlédésében és a humoralis immunvalaszban jatszhat szerepet.

A human lépben, csecsemdémirigyben és egyéb szervekben
az LT-béta-R mRNS-ek kifejezési mintazata nagyon hasonlit a
pS5-TNF-R-hez, azzal az eltéréssel, hogy az LT-béta-R a
periférias vér T-sejtjein és sejtvonalain hianyzik.

Az "LT-béta -blokkolé szer" szakkifejezés azokra a szerekre
vonatkozik, melyek a ligand LT-bétahoz térténé kotédését, az LT-
béta sejtfelszini csoportosulasat vagy az LT-béta jelatvitelét csok-

kentik, vagy amelyek az LT-béta jel sejtbeni értelmezését megfe-



leléen befolyasoljak. Az LT-béta blokkolé szerek ko6zé a
kdvetkezék tartoznak: anti-LT-béta , oldhaté LT-béta-R-Fc
molekulak és anti-LT-alfa , anti-LT-alfa /béta és anti-LT-béta-R
ellenanyagok. Elénydsen az ellenanyagok a kivalasztott formaju
LT-alfaval nem adnak keresztreakciot.

Az "LT-béta-receptor blokkolo szer" szakkifejezés azokra a
szerekre vonatkozik, melyek az LT-béta-R sejtfelszini csoportosu-
lasat vagy az LT-béta-R jelatvitelt csékkentik, vagy amelyek az
LT-béta-R jel sejtbeni értelmezését megfeleléen befolyasoljak. Az
LT-béta-R blokkolé szerek példai a kovetkezék: oldhaté LT-béta-
R-Fc molekulak és anti-LT-alfa-R ellenanyagok. Elénybésen az
ellenanyagok a kivalasztott formaju LT-alfaval nem adnak
keresztreakciot.

Az "anti-LT-béta receptor ellenanyag" szakkifejezés barmely
ellenanyagra vonatkozik, mely az LT-béta receptor legalabb egy
epitépjahoz specifikusan koétddik.

Az "anti-LT ellenanyag" szakkifejezés barmely ellenanyagra
vonatkozik, mely az LT-alfa, az LT-béta vagy az LT-alfa /béta
komplex legalabb egy epitépjahoz specifikusan kétédik.

Az "LT ligand" szakkifejezés az LT heteromer komplexére
vagy annak szarmazékara vonatkozik, mely az LT-béta receptor-
hoz képes specifikusan kétédni.

Az "LT-béta-R jeltovabbitas" olyan molekularis reakciokra
vonatkozik, melyek az LT-béta-R uttal és az azt kévets, annak
eredményeként megvalosuld, molekularis reakciékkal kapcsolat-

ban vannak.



Az "LT-béta-R ligandkoété domén" szakkifejezés az LT-béta-R
olyan részére vagy részeire vonatkozik, amelyek az LT-liganddal
torténd specifikus felismerésben és kélcsénhatasban részt vesz-
nek.

Az "LT- alfa /béta heteromer komplex" és az "LT heteromer
komplex" szakkifejezések olyan stabilis képzédményekre vonat-
koznak, melyek legalabb egy LT-alfa és egy vagy tébb LT-béta
alegység stabilis kapcsolatabdl allnak, beleértve egy vagy tobb
alegység oldhaté, mutans, megvaltoztatott és kiméra formait. Az
alegységek kapcsolata elektrosztatikus uton, van der Waals erék
révén vagy kovalens kélcsénhatasokkal biztositott. Eldnydsen az
LT-alfa/62 heteromer komplex legalabb két egymas melletti LT-
béta alegységet tartalmaz és kdzvetlen LT-alfa alegység nem sze-
repel benne. Ha a sejtnévekedést vizsgalé eljarasban az LT-alfa
/béta heteromer komplex LT-béta-R aktivalé szerként szolgal,
akkor a komplex elényésen oldhaté és sztéchiometrikusan az LT-
alfa/béta arany 1/2.

Az oldhaté LT-alfa/62 heteromer komplexeknek nincs
membranon atnyulé doménjuk és az LT-alfa és/vagy LT-béta al-
egységek kifejezésére kialakitott megfelelé gazdasejt képes szek-
retalni [Crowe és mtsai: J. Immnnol. Methods, 168, 79-89
(1994)].

A "felszini LT-alfa/62 komplex" és a "felszini LT komplex"
szakkifejezések olyan komplexekre vonatkoznak, melyek az LT-
alfat és a membranhoz ko6tétt LT- béta alegységeket

tartalmazzak, beleértve a sejtek felszinén megjelené egy vagy



tébb mutans, megvaltoztatott és kiméra formakat. A "felszini LT
ligand" szakkifejezés olyan felszini LT komplexre vagy annak
szarmazékara vonatkozik, amely képes specifikusan kotédni az
LT-béta receptorhoz.

A "hatasos mennyiség" az elényds vagy kivant klinikai hatas
eléréséhez elegendd. A hatasos mennyiséget egy vagy tébb adag-
ban adhatjuk be. A jelen talalmany szandékainak megfeleléen a
limfotoxin-B és annak receptorahoz térténé kétédésének gatlasa-
hoz hatasos mennyiségi szer a viralis valasz gyengitésére, stabi-
lizalasara vagy késleltetésére elegendd. Részletesebben az a szer
felel meg, mely a virussal indukalt szisztémas sokk vagy légzési
nehézség kifejlédésének gyengitésére, stabilizalasara vagy késlel-
tetésére elegendd. A szakirodalomban jartas szakemberek. sza-
mara ezek hatékonysaganak kimutatasa és mérése ismert.

Az "egyed" szakkifejezés gerincesek, kiildnésen emlds fajok-
ra vonatkozik és magaban foglalja, de nem korlatozédik a hazial-
latokra, sport-allatokra, és féemldsokre, ide értjlik az embereket
is.

A "funkcionalisan egyenérték\" aminosavmaradék (i) ha-
sonlo reagalé képességgel rendelkezik mint az az aminosavmara-
dék, melyet a funkcionalisan egyenértékuvel kicserélnek; (i) a ta-
lalmany szerinti aminosav antagonista, ahol az aminosav hasonld
tulajdonsaggal rendelkezik mint az az aminosavmaradék, melyet
a funkcionalisan egyenértékuivel kicserélnek; (iii) egy nem amino-

sav molekula, amely hasonlé tulajdonsaggal rendelkezik mint az
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az aminosavmaradék, melyet a funkcionalisan egyenértékuvel
kicserélnek.

Az elsé polinukleotid, mely a jelen talalmany fehérje termé-
szetl antagonistajat koédolja, ésszehasonlitva egy masodik poli-
nukleotiddal, mely az antagonista fehérjét kédolja, akkor "funk-
cionalisan egyenértékd”, ha a kévetkez;c'i feltételek legalabb egyi-
kének megfelel:

(a): a "funkcionalisan egyenértéku" elsé polinukleotid standard
hibridizalasi korilmények kozétt a masodik polinukleotiddal
hibridizal és/vagy az elsé polinukleotid szekvencia degeneralt
valtozata. Legelényésebben egy mutans fehérjét kédol, mely az
integrin antagonista-fehérje aktivitasaval rendelkezik;

(b) a "funkcionalisan egyenértéku" elsé polinukleotid kifejezédé-
sekor olyan aminosavszekvenciat ad, melyet a masodik polinuk-
leotid kédol.

A talalmany szerinti LT-B blokkold szerek kozé, anélkl,
hogy ezekre korlatoznank magunkat, az itt felsorolt séerek, vala-
mint ezek funkcionalisan egyenértékti formai tartoznak. Ahogy
azt itt hasznaljuk, a "funkcionalisan egyenérték" szakkifejezés
olyan LT-B blokkolé szerekre vagy az LT-B blokkold szert kédold
polinukleotidra vonatkozik, amely a befogadonal azonos vagy
jobb hatast fejt ki mint a funkcionalisan egyenértéktnek vélt LT-
B blokkolo szer. A szakirodalomban jartas szakemberek szamara
nyilvanvalé, hogy a funkcionélisan egyenértéka fehérje re-
kombinans technikakkal is eléallithatd, példaul a "funkcionalisan

egyenértékiit DNS" kifejezésével. Ennek megfeleléen a jelen talal-
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mépy a természetben eléfordulé DNS-ek, valamint a nem-termé-
szetben eléfordulé, de a természetben eléfordulé DNS-sel meg-
egyezd fehérjét kodolo, DNS altal kédolt LT-B blokkol6 szereket
feloleli. A koédolé szekvencia degeneraltsaga miatt az LT-B
blokkolé agenst kédoldé mas polinukleotid is felhasznalhaté. Ez a
fenti szekvencia a kulénb6zé kodonok helyettesitésével meg-
valtoztatott teljes egészét vagy részeit ugy foglalja magaban, hogy
a szekvencia ennek ellenére azonos aminosavakbél épul feil, és
igy csak csendes valtozasokat eredményez. Az igy megvaltoztatott
szekvencidkat e szekvenciak egyenértékii formainak tekintjuk.
Példaul a kévetkezé aminosavakat két kodon is meghatarozza: a
Phe (F)-t a TTC vagy a TTT, a Tyr (Y)-t a TAC vagy a TAT és a His
(H)-t a CAC vagy a CAT. Masrészrél a Trp (W)-t csak egy kodon
hatarozza meg, a TGG. Ennek megfeleléen a szakirodalomban
jartas szakemberek szamara nyilvanvald, hogy egy széban forgd
integrint kodolé adott DNS szekvenciat szamos degeneralt DNS
szekvencia meghatarozhat, melyekligy a szoban forgé integrint
kodoljak. Ezek a degeneralt DNS szekvencidk a jelen talalmany
oltalmi korébe tartoznak.

A "fuzié" vagy a "fuziés fehérje" szakkifejezések két vagy
tobb kovalensen kapcsolt fehérje vagy annak fragmenseinek
egyedi peptidvazain keresztl megvaldésulé linearis kapcsolatat
jelenti, amelyet legelénydsebben e fehérjéket kédol6 polinukleotid
genetikai kifejezésével kaphatunk meg. Elény6s, ha a fehérje
vagy annak fragmensei kiilénbozé forrasbél szarmaznak, ennek

megfeleléen az ilyen fuaziés fehérjét "kiméra" molekulanak
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nevezziik. {gy az elényben részesitett kiméra fehérjék k6zé azok
tartoznak, melyeknél az LT-B blokkolé agens vagy annak
fragmense kovalensen egy masodik egységhez kapcsolt, mely
nem egy LT-B blokkold szer. A talalmany elényben részesitett
fuzios fehérjéi k6zé azok a sértetlen ellenanyagok tartozhatnak,
melyek antigénkétd specifitasukat megtartjak, példaul ilyenek az
Fab fragmensek, az Fab' fragmensek, az F(ab')2 fragmensek, a
nehézlanc monomerek vagy dimerek, a kénnyulanc monomerek
vagy dimerek és hasonldk.

A legelénydsebb fuziés fehérjék kiméra jellegtek, és az LT-
B blokkolé szer csoportja az immunglobulin kénnytlanc,
nehézlanc vagy mindkettd kapocs és allandé régidéihoz fuzionalt
vagy masképpen kapcsolt. [gy a talalmany ezen jellemvonasa a
kovetkezbket foglalja magaban: (1) egy LT-B blokkold szer
csoportot, (2) egy masodik peptidet, ami példaul az LT-B blokkold
szer csoportjanak oldhatésagat vagy in vivo életidejét megnéveli,
példaul ezek lehetnek az immunglobulin osztaly tagjai vagy azok
fragmensei, vagy azok részei, vagy az IgG fragmense, példaul a
human IgGl nehézlancanak alladé régidja, igy példaul a CHZ,
CH3 és a kapocsrégiok. Specifikusan az "LT-B” vagy az ,LT-B-
R/Ig” fuzié olyan fehérje, mely a taldlmany bioldgiailag aktiv LT-B
blokkolé szerét tartalmazza (példaul az oldhaté LT-B-R-t, vagy
egy immunoglobulin lanc N-terminalisanak részében kapcsolt
biolégiailag aktiv fragmenst, ahol az immunglobulin N-
terminalisanak részénél az LT-B blokkolé szerrel kicserélték). Az

LT-B vagy az LT-B-R/Ig fuzié egyik fajtaja az "LT-B-R/Fc¢” fazio,
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legalabb egy részével kapcsolja. Egy elényben részesitett Fc fuzié
a talalmany szerinti LT-B blokkolé szert az immunglobulin
nehézlanc C-termindlisan 1évé ellenanyag fragmenshez
kapcsoltan tartalmazza.

A "standard hibridizaciés kérilmények", igy a sékoncentra-
ci6 és a hémérséklet érték mind a hibridizaciénal, mind a mosa-
soknal a koévetkezék: 0,5 X SSC-t6l kérulbeltl S X SSC-ig és 65
oC. Ahogy azt itt hasznaljuk, a "standard hibridizacié" szakkifeje-
zés végrehajtasi meghatarozas és a hibridizaciés kérilmények
tartomanyat foglalja magaban. Az igen szigoru hibridizaciés ko-
rilmények példaul a kévetkezéket foglalhatjak magukban: plakk-
szurési puffer (0,2 % poli(vinil-pirrolidon), 0,2 % Ficoll 400; 0,2 %
borju szérumalbumin, 50 mM trisz-HCI (pH = 7,5); 1 M natrium-
klorid; 0,1 % natrium-pirofoszfat; 1 % SDS); 10 % dextran-szulfat
és 100 pg/ml denaturalt, ultrahanggal kezelt lazac sperma DNS
kiegészitéssel, 65 °C-on 12-20 6raig, és a mosas 75 mM natrium-
klorid/7,5 mM natrium-citrat (0,5 x SSC)/1 % SDS oldattal 65
°C-on torténik. A kevésbé pontos koérilmények példaul a
kovetkezoket foglalhatjak magukban: a hibridizalas plakk-szur6
pufferben, 10 % dextran-szulfatban és 110 ug/ml denaturalt,
ultrahanggal kezelt lazac sperma DNS, 55 °C-on 12-20 draig, és
a mosas 300 mM NaCl/30 mM natrium-citrat (2,0 x SSC)/1 %
SDS oldattal 55 °C-on térténik [Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc. New York, Sections 6.3.1-6.3.6
(1989)].



Ahogy azt itt hasznaljuk, a "terapias Osszetétel" szakkifeje-
zés a jelen talalmany szerinti fehérjét és mas, bioldgiailag 6ssze-
férheté alkotorészt tartalmaz. A terapias Osszetétel kiegészi-
tésként vizet, asvanyi sékat és hordozofehérjéket tartalmazhat.

Ezutan az elényben részesitett megvalésitasi formakat is-
mertetjuk.

A jelen talalmany részben azon a felfedezésen alapul, hogy
az egyedben az LT-B blokkolé szerek az antiviralis valasz induka-
lasara képesek. Azt talaltuk, hogy a virussal fert6zott egyed keze-
lése az egyed tulélését nagymértékben megndvelte. Részleteseb-
ben, kimutattuk, hogy az LCMV-13-mal fertézétt NZB egerek LT-
B blokkolé szerrel, mint példaul az LTR-Ig fuziés fehérjével tor-
ténd kezelése a tulélési aranyukat 73 %-kal megndvelte.

Az Ebola, a Dengue, az SNV és mas itt emlitett virus jelen-
legi kezelése a betegség terjedésének megakadalyozasara szolgal.
Az ilyen erésen koérokozo virusok elleni vakcindk még nem létez-
nek. A Ribavirin-t, ami egy guanidin analég, szamos ilyen
fertézés altalanos antiviralis gyogyszereként alkalmazzak, de
dokumentaltan megismételheté sikert csak a Lassa Fever-nél
sikertilt elérni, a betegség korai szakaszaban. [Lacy és Smego:
Adv. Ped. Inf. Dis., 12, 21 (1997)]. Adataink arra utalnak, hogy a
virusokkal kapcsoléddé néhany kérban az immunrendszernek
kozvetité szerepe lehet. Az LT-rendszer blokkolasaval, a
virusokra specifikus CD8 T-sejtek szamanak és funkcidinak
atmeneti csdkkenésével, a tulélés esélye nagymeértékben

megndéhet. A Klinikai kezelések, melyek a TNFa tutvonal
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blokkolasat tébbféle eszkdzzel probaljak megoldani, szamos ilyen
jellegli betegség esetében mar beindultak [Pass és mtsai:Chest
Surg. Clin. N. Amer., 5, 73 (1995)]. Ugy véljiik, hogy az LTRR-Ig
kezelést tovabbi allati modellekben tovabb kell vizsgalni, miel6tt
azokat a human probalkozasokat megkezdenénk, amelyek a
betegek akut, gyorsan kifejlédé viralis infekcidinak tlneteire

vonatkoznak, mint példaul a sokk és a pulmonaris fajdalmak.

Az LT-B blokkolé szerek:

A jelen talalmany egyik megvalositasi formajaban az LT-bé-
ta blokkolé szer az LT-béta ellen kialakitott ellenanyagot (Ab) tar-
talmazza, mely az LT-béta jelatvitelt gatolja. Elény0sen, az anti-
LT-béta Ab egy monoklonalis ellenanyag (mAb). A gatlé anti-LT-
béta Ab-k és mas LT-béta blokkolé szerek olyan szurési
eljarasokkal azonosithatok, melyek egy vagy tébb szer azon
képességét mutatjak ki, mellyel az LT ligandhoz kétédnek, vagy
melyek a sejteken az LT-béta jelatvitel hatasat gatoljak.

A jelen talalmany egy masik megvalésitasi formajaban az
LT-béta blokkoloé szer egy LT-béta receptort (LT-B-R) blokkol6
szert tartalmaz. Az elényben részesitett megvalésitasi formaban
az LT-B-R blokkolé szer az LT-béta-R gatlasara kialakitott
ellenanyag, mely az LT-béta-R jelatvitelt gatolja. ElényGsen, az
anti-LT-béta-R Ab egy monoklonalis ellenanyag (mAb). Az egyik
ilyen gatlé anti-LT-béta-R mAb a BDAS8 jeli mAb. A gatlé anti-LT-
béta-R Ab-k és mas LT-béta-R blokkold szerek olyan szUrési

eljarasokkal azonosithaték, melyek egy vagy tobb szer azon
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képességét mutatjak ki, mellyel egyrészrél az LT-béta-R-hez vagy
az LT ligandhoz kétdédnek, vagy melyek a sejteken az LT-béta-R
jelatvitel hatasat gatoljak.

Az egyik szUirési eljaras az LT-béta-R-t hordozé tumoros sej-
teken az LT-béta-R jelatvitel citotoxikus hatasan alapul. A tumo-
ros sejteket az LT-béta-R jelatvitel indukalasahoz egy vagy tébb
LT-béta-R aktivalo szerrel kezeljuk. Az LT-béta-R aktivald szerek
kozé: tartoznak az LT-alfa 162 heteromer komplexek (elénydsen
az oldhat6é LT-alfa 1/béta 2) [FN-gamma jelenlétében, valamint
az aktivalé anti-LT-béta-R Ab [a kapcsolédé 08/378,968 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés].

Az LT-béta-R jelatvitelt blokkolé ellenanyagokat és mas sze-
reket a tumoros sejteken az LT-béta-R jelatvitel citotoxikus hata-
sanak gatlasi képessége alapjan valasztjuk ki, a kévetkezd elja-
rasban:

1) A tumoros sejteket, mint példaul a HT29 sejteket, harom-
négy napig tobb szdvettenyészté edény lyukaban tapfo-
lyadék jelenlétében tenyésztjik és legalabb az egyik LT-
béta-R aktivalo szert, higitasi sorozatban, levizsgaljuk;

2) A mitokondriumok funkcidjat megvizsgaljuk, példaul MTT-
vel, ennél a modszernél a tumoros sejtek keverékéhez
vitalis festéket adunk és ezzel reagaltatjuk tébb oran
keresztuil;

3) Mindegyik lyukban az elegy optikai denzitasat 550 nm-en
meghatarozzuk (ODsso). Az ODsso mindegyik lyukban az LT-

béta-R aktivaldo szer jelenlétében megmaradt tumoros

en® o
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sejtek szamaval és a tesztelt LT-béta-R blokkolé szer

hatasaval aranyos.

Barmely szer vagy a szerek barmely kombinacidja, melyek
az LT-béta-R jelatvitelt aktivaljak, felhasznalhat6é a fenti vizsga-
latban az LT-béta-R blokkolé szerek azonositasara. Az LT-béta-R
aktivalé szerek, melyek az LT- béta-R jelatvitelt indukaljak (mint
példaul .az aktivalé anti-LT-béta-R mAb-k), a maguk vagy mas
szerekkel kombinaciéban kifejtett képességliik alapjan a tumoros
sejt elleni citotoxicitasuk megerésitésére kivalaszthatdk, felhasz-
nalva a fentiekben leirt tumorsejt vizsgalati médszert.

Az LT-béta-R blokkol6é szerek kivalasztasanak masik mod-
szere a kisérleti szer azon képességének kivizsgalasat foglalja
magaban, ami kézvetlentil az LT-ligand-receptor kétédésre hat. A
szert vagy a szerek kombinaciéjat, melyek a ligand-receptor ko6to-
dést legalabb 20 %-ban képesek blokkolni, a jelen talalmany ol-
talmi korébe tartozé LT-béta-R blokkold agensnek tekintjuk.

Szamos, a ligand-receptor kotddés erdsségét tobb szem-
pontbél mérd vizsgalati modszer felhasznalhaté a kisérleti LT-
béta-R blokkolé szerek vetélkedési vizsgalatanak végrehajta-
saban. A receptor és a ligand ko6zotti kétés eréssége enzimmel
kapcsolt immunadszorpcios vizsgalati modszerrel  (ELISA) vagy
radioimmun vizsgalati maddszerrel (RIA) mérheté. A specifikus
kotédés a fluoreszcensen jeldlt ellenanyag-antigén komplexeken
keresztiil szintén mérhetd, de fluoreszcensen aktivalt sejtoszta-
lyozasi analizist (FACS) is végezhetlink, vagy akar a szakiro-

dalomban jol ismert immunkimutatasi eljarasokat vethetink be.

[
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A ligand-receptor kotédésben szereplé kdlcsdnhatas
BlAcore
TM késziilékkel is mérheté (Pharmacia Biosensor), mely a plaz-
mon-rezonancia kimutatasra épul [Zhou és mtsai: Biochemistry,
32, 8193-8198 (1993); Faegerstram és O'Shannessy: "Surface
plasmon resonance detection in affinity technologies", megjelent:
Handbook of Affinity Chromatography, 229-252, Marcel Dekker,
Inc., New York (1993)].

A BlAcore TM technolégia lehetévé teszi a receptor kotédé-
sét az arany felszinen aramlé ligandhoz. A plazmon-rezonancia
kimutatas valés idében a felszinhez két6dé mennyiség meghata-
rozasat teszi lehetévé. Ez a technika mind a kapcsolédas, mind a
levalas sebességi allandéjat megadja, és igy a ligand-receptor
disszociacios alladé és affinitasi allandé a kisérleti LT-béta-R
blokkold szer jelenlétében vagy hianyaban koézvetlentl meghata-
rozhatd.

Barmely fenti vagy mas technika alapjan a receptor-ligand
koélcsénhatas mérésével megallapithatjuk az LT-béta-R blokkolo
szer képességeit, magaban vagy mas szerekkel egyutt, mint pél-
daul a felszini vagy oldhaté LT ligandok kotédésének gatlasat a
felszini vagy oldhaté LT-béta-R molekulakhoz. Az ilyen
modszerek a megvaltozatott szer LT-béta-R aktivalast blokkol6
képességének optimalizalasanal az LT-béta-R blokkol6 szerek
vagy az ilyen szerek szarmazékainak (példaul fuziok, kimeérak,

mutansok és kémiailag megvaltoztatott formak) vizsgalatahoz,
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magukban vagy mas kombinaciéban mas anyagokkal, szintén
felhasznalhatok.

A jelen talalmany egyik megvalésitasi formajaban az LT-bé-
ta-R blokkolé szerek az oldhato LT-béta receptor-molekulakat
tartalmazzék. A human LT-béta-R extracellularis részének szek-
venciajat, mely a ligaridkétc’j domént kdédolja, a szakirodalomban
bemutattak [az 5,925,351 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés 1. abraja, amelyet itt hivatkozasként épi-
tetttink be]. Felhasznalva ezt a szekvenciat, a szakirodalomban
jol ismert rekombinans DNS technikak segitségével az LT-béta-R
ligandkoété domén funkcionalis fragmensét kédolé polinukleotid
vektorba klénozhatd, és a megfelelé gazdaban az oldhaté LT-
béta-R molekula elkészithetsé. Az oldhaté LT-béta-R molekuléakat,
melyek a nativ LT-béta receptorokkal az LT ligandért az itt leirt
eljarasban képesek vetélkedésre, LT-béta-R blokkold szernek
tekintjuk.

Az oldhaté LT-béta receptor aminosav szekvencigjat, ami a
szakirodalomban leirt szekvenciat tartalmazza [az 5,925,351 sza-
mu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés, 1. ab-
ra] egy vagy tdbb heterolog fehérje doménhez ("fizios domén') le-
het kapcsolni a receptor fuziés fehérje in vivo stabilitasanak noé-
velése vagy a bioldgiai aktivitasanak névelése, illetve helyzetének
megvaltoztatasa érdekében. Elényésen a stabilis plazma-
fehérjék, melyek féléletideje a keringésben tipikusan nagyobb,
mint 20 o6ra, a r.eceptor fzios fehérjélg kialakitasahoz

felhasznalhatok. Az ilyen plazma-fehérjék koézé, anélkul, hogy
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erre korlatoznank magunkat, a kovetkezék tartoznak:
immunglobulinok, szérum albumin, lipoproteinek,
apolipoproteinek és transzferrin. A specifikusan elhelyezkedo
oldhaté LT-béta-R fuzios fehérje létrehozasahoz a szekvenciakat,
melyekkel az oldhaté LT-béta-R molekulat adott sejthez vagy
szbvettipusokhoz  eljuttathatjuk, az LT-béta-R ligandkéts
doménhez is kapcsolhatjuk. Az LT-béta-R extracellularis régio-
janak &sszes vagy funkcionalis részeit [az 5,925,351 szamu
Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi bejelentés, 1. abra],
amelyek az LT-béta-R ligandkété domént tartalmazzak, az

s s

immunglobulin allandé régiéjahoz kapcsolhatjuk, igy példaul az
IgG nehézlanc Fc régidjahoz [Browning és mtsai: J. Immunol,,
154, 33-46 (1995)]. Az oldhaté receptor-IgG fuziés fehérjék kiala-
kitasahoz a szakirodalomban az altalanos immunolégiai reagen-
sek és eljarasok jol ismertek [az 5,225,538 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés]. A funkciéképes LT-
béta-R ligandkoté domén az immunglobulin (Ig) Fc doménhez fu-
zionalhaté, amelyek az immunglobulin osztalyokbdl vagy aloszta-
lyokbél vagy mas IgGl-bdl szarmazhat. Az ellenanyagok Fc do-
ménjei, melyek kulénboézdé Ig osztalyokhoz vagy alosztalyokhoz
tartoznak, kulénbézé masodlagos végrehajté funkciét képesek
aktivalni. Az aktivacié ugy torténik, hogy az Fc domén egy rokon
Fc receptor altal kototté valik. A masodlagos végrehajté funkcidk
kozé a komplement-rendszer aktivalasanak képessége, a méhle-
pényen térténé athaladas, és a kildnbézé mikrobidlis

fehérjékhez valé kapcsolédas  képessége  tartozik. Az
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immunglobulinok ktilénbdzé osztalyainak és alosztalyainak
tulajdonsagait a szakirodalomban leirtdk [Roitt és mutsai:
Immunology, 4.8, Mosby-Year Book Europe Ltd., 3. kiadas
(1993)]. A komplement enzimek sorozatat az antigénnel kétédott
IgG1, IgG3 és IgM ellenanyagok Fc részével aktivalhatjuk. Az
IgG2 Fc része tinik a legkevésbé aktivnak, és az IgG4, IgA, IgD
és IgE 'Fc részei a komplement-rendszer aktivalasaban
hatastalanok. {gy az Fc rész az adott immunvalaszhoz sziikséges
masodlagos effektor funkciék alapjan vagy az LT-béta-R fuzids
fehérjével kezelt betegséghez valaszthaté ki. Ha az LT ligandot
hordozé céltablasejt karositasa vagy elpusztitasa elényés, akkor
az LT-béta-R fuzidés fehérje elkészitéséhez a kuléndsen aktiv Fc
részt (IgGl) valaszthatjuk. Alternativaként, ha a komplement
nélkili folyamat meginditasa a cél, akkor az LT-béta-R-Fc
fuzidhoz egy inaktiv [|gG4 Fc részt valaszthatunk.

Az Fc receptorok kotédésének csbkkentésére vagy
megsziintetésére és a  komplement aktivacidhoz a
szakirodalomban leirtak az Fc részek mutaciéit [Morrison: Annu.
Rev. Immunol., 10, 239-265 (1992)]. Ezek és mas mutaciok
magukban vagy kombinaciéban az LT-béta-R-Fc fuzids fehérje
kialakitasanal, az Fc domén aktivalasanak érdekében,
felhasznalhatok.

A szakirodalomban leirtdk az oldhaté human LT-béta-R
fuziés fehérje termelését, mely a ligandkété szekvenciat egy
human immunglobulin Fc doménhez kotve tartalmazza (hLT-

béta-R-Fc), [az 5,925,351 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli

L_d t“h
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szabadalmi bejelentés 1. példaja, amelyet itt hivatkozasként
épitettiink be]. A fenti 1. példa alapjan egy CHO-vonalat, mely a
hLT-béta-R-Fc-t szekretalja, "hLT béta; R-hG1l CHO#14"-nek
neveztiink el. Ennek a vonalnak egy mintajat 1995, julius 21-én
a Budapesti Egyezmény alapjan az American Type Culture
Collection (ATCC) gyUjteményébe CRL 11965 ATCC hozzaférési
szamon letétbe helyeztik (Rockville, Md).

" A szakirodalomban leirtak az oldhaté egér LT-béta-R faziés
molekula (mLT-béta-R-Fc) eldallitasat [az 5,925,351 szamu
Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi bejelentés 2. példaja,
amelyet itt hivatkozasként épitettiink be]. A fenti 2. példa alapjan
egy CHO-vonalat, mely a mLT-béta-R-Fc-t szekretalja, ,mLT béta;
R-hG1 CHO#1.3.BB"-nek neveztik el. Ennek a vonalnak egy
mintajat 1995. julius 21-én a Budapesti Egyezmény alapjan az
American Type Culture Collection (ATCC) gyujteményébe
(Rockville, Md) CRL 11964 ATCC hozzaférési szamon helyeztuk
letétbe.

A receptor-Ig fuzios fehérje kapcsoléodasi pontjat képzé kui-
16nb6z6 aminosavak megvaltoztathatjak az LT-béta receptor
fuziés fehérje felépitését, stabilitasat és végleges bioldgiai
aktivitasat. A kivalasztott flizios domén kapcsoloédasi pontjanak
modositasara az kivalasztott LT-béta-R fragmenshez egy vagy
tdbb aminosavat adhatunk.

Az LT-béta-R fuziés fehérje N-termindlisa szintén megval-
toztathaté abban a helyzetben, ahol a kivalasztott LT-béta-R DNS

fragmenst a rekombinans expressziés vektorba beépitjik (5' vé-
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génél végzett hasitasanal). Az egyes LT-béta-R fuziés fehérjék
stabilitasa és aktivitasa levizsgalhaté és optimalizalhato,
felhasznalva a rutin kisérleteket és vizsgalati moddszereket,
amiket az itt leirt LT-béta-R blokkolé szerek kivalasztasahoz
hasznalunk fel.

Az idézett szabadalom elsé abrajan bemutatott LT-béta-R li-
gandkoté domén extracellularis szekvenciajaban az aminosavak
valtoztatasaval az LT-ligand oldhaté LT-béta receptora vagy
fuzios fehérjéje szintén eléallithaté. A jelen talalmany oldhaté LT-
béta-R molekulai a felszini LT ligandkétésért az endogén
sejtfelszini LT-béta receptorokkal vetélkedhetnek. Elképzelhetd,
hogy barmely oldhatd, LT-béta-R ligandkétd domént tartalmazéd
molekula, mely a sejtfelszini LT-béta receptorokért az LT
ligandkétésen keresztlil vetélkedésre képes, egy LT-béta-R
blokkold szer, és igy a jelen talalmany oltalmi kdérébe esik.

A jelen taldlmany egy masik megvaldsitasi formajaban a
human LT-béta receptorfunkciék (anti-LT-béta-R Ab-k) ellen
alakitunk ki ellenanyagokat, ilyenek példaul az LT-béta-R
blokkolé szerek, olyan allapotok kezelésre, melyek az
egyedekben, beleértve az embereket is, a virussal indukalt
szisztémas sok és légzési nehézség kockazatanak csékkentésére
szolgdl. A jelen talalmany anti-LT-béta-R ellenanyagai
poliklonalisak vagy monoklonalisak (mAb-k) lehetnek, és ezek az
LT-béta-R jelatvitel blokkolasi, in vivo biolégiai hozzaférési,
stabilitasi képességeinek vagy mas kivant jellemvonasainak

optimalizalasa érdekében modosithatok.
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A human LT-béta receptor ellen kifejlesztett poliklonalis
ellénanyagok (szérumok) hagyomanyos technikakkal, az allatok,
mint példaul kecskét, nyulak, patkanyok, tengerimalacok vagy
egerek szubkutan végzett human LT-béta receptor fuzids fehérje
injektalasaval készitheték el [az 5,925,351 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés, 1. példaja], ahol az
immunizalast Freund-féle adjuvansban végzik, és a megerésités
intraperitonealis vagy szubkutan injekciéval nem teljes Freund-
féele adjuvansban térténik. A poliklonalis antiszérumok, melyek
az LT-béta receptor ellen kialakitott kivant ellenanyagokat tartal-
mazzak, hagyomanyos immunolégiai eljarasokkal szurheték.

A human LT-béta receptor fiziés fehérje ellen kialakitott
egér monoklonalis ellenanyagokat (mAbs) a szakirodalomban le-
irtaknak megfeleléen allitottuk el6 [az 5,925,351 szamu
Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi bejelentés 5.
példaja). A hibridéma sejtvonal egy mintajat (BD.A8.AB9), mely
az egér anti-human LT-béta-R mAb BDA8-at termeli, 1995.
januar 12-én a Budapesti Egyezmény alapjan az American Type
Culture Collection (ATCC) gyujteményébe (10801 University
Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209) HB 11798 ATCC
hozzaférési szamon letétbe helyeztik.

Hagyomanyos rekombinans DNS technikakkal az anti-LT-
béta-R ellenanyagok ktilonb6zé formai is elkészitheték [Winter és
Milstein: Nature, 349, 293-299 (1991)]. Példaul olyan "kiméra"
ellenanyagokat készithetlink el, melyben az allatbdl szarmazo

antigénko6té domén a human allandé doménhez kététt [Cabilly és
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mtsai: a 4,816,567 szamu Amerikai Egyesilt Allamok-beli sza-
badalmi bejelentés; Morrison és mtsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 81, 6851-6855 (1984)]. A kiméra ellenanyagok az allati
ellenanyagok megfigyelt immunvalaszat csékkentik, ha azokat az
emberi klinikai kezelésékben felhasznaljak. Tovabba olyan re-
kombinans "humanizalt ellenanyagok" hozhaték létre, melyek az
LT-béta-R-t képesek felismerni. A humanizalt ellenanyagok ki-
mérak, melyek tllnyomo részben a human IgG szekvenciabdl
allnak, melyeknél a felelés régidkba specifikus antigénkotd
régidkat épitettek be [WO 94/04679 szamu szabadalmi
bejelentés]. Az allatokat a kivant antigénnel immunizaljak, a
megfeleld ellenanyagokat kinyerik és a specifikus antigénkétésért
felelds variabilis régiok szekvencia részeit eltavolitjak. Az
allatokbdl szarmazd antigénkotd régidkat ezutan a megfeleld
helyzetben a human ellenanyag génekbe klénozzak, melyekbdl az
antigénkotd régidkat eltavolitottak. A humanizalt ellenanyagok a
human ellenanyagokban 1évé heterolég (fajok  kozotti)
szekvenciak hasznalatat minimalizdljak, és ezért a kezelt
személyben az immunvalasz megjelenésének sokkal kisebb a
valdszinUsége.

A rekombinans anti-LT-béta-R ellenanyagok kiilénbo6zé for-
mai olyan kiméra vagy humanizalt ellenanyagok elkészitésével
hozhatok létre, melyek anti-LT-béta-R variabilis doménokat és
human allandé régiokat (CH1, CH2, CH3) tartalmaznak, és
amelyeket az immunglobulinok kulénb6zé osztalyaibél nyer-

hetlink ki. Példaul a megnévekedett antigénkotéhely affinitassal
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rendelkezé anti-LT-béta-R IgM ellenanyagok az antigénkétéhely a
huﬁén mu lanc allandé régidéit hordozo vektorba épitéssel,
rekombinans eljarassal eléallithaték [Arulanandam és mtsai: J.
Exp. Med., 177, 1439-1450 (1993); Lane és mtsai: Eur. J.
Immunol., 22, 2573-2578 (1993); Traunecker és mtsai: Nature,
339, 68-70 (1989)]. Raadasul a standard rekombinans DNS
technikdk a rekombinans ellenanyagok antigénnel szembeni
kotdaffinitasanak megvaltoztatasara is felhasznalhatdok, az
antigénkoétéhelyek koézelében az aminosavdsszetétel megvaltoz-
tatasa révén. A humanizalt ellenanyag antigénkoté affinitasa
molekularis modellezésen alapulé mutagenézissel megnévelhetéd
[Queen és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA, 86, 10029-10033(1989); WO 94/04679 szamu
szabadalmi bejelentés].

A megcélzott szdvettipuson az LT-béta-R fliggés vagy az
adott kezelés érdekében szukség lehet arra, hogy az anti-LT-
béta-R Ab-k affinitdsat megnoveljuk vagy csdkkentsiik. Példaul a
megel6z6 kezelésekben elényds lehet a betegek allandd szintu
anti-LT-béta-R Ab-kkel torténé kezelése, mikézben az LT-béta
utvonalon a jel csokken. Hasonléan a révidideju kezeléseknél a
gatlé, az LT-bétaval megnovekedett affinitast mutatd, anti-LT-
béta-R ellenanyagok elényosek lehetnek.

A human LT-béta receptor ellen kialakitott egyéb ellenanya-
gok vizsgalatanal tovabbi anti-LT-béta-R ellenanyagok megjelené-
se varhato, melyeknek LT-béta-R blokkol6 agenseként emberek-

ben kifejtett funkciéi rutin kisérletek, és az itt leirt vizsgalatok
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alapjan megallapithatok azoknak az egyedeknek, beleértve az
embereket is, kezelése érdekében, melyek a virusokkal indukalt
szisztémas sokk és 1égzési nehézség kockazatat mutatjak.

A jelen talalmany egy masik elényben részesitett megvalési-
tasi formaja olyan &sszetételekre és eljarasokra vonatkozik, me-
lyek az LT ligand ellen kialakitott ellenanyagokat tartalmaznak,
melyek képesek az LT-béta-R blokkolé szerek funkcibit betdlteni.
Ahogy azt a fentiekben leirtuk az anti-LT-béta-R Ab-knél, az anti-
LT ligand ellenanyagok, melyek LT-béta-R blokkolé funkciot
képesek betdlteni, poliklonalisak vagy monoklonalisak lehetnek,
és az antigénkoté tulajdonsagaik és immunolégiai valaszkivalté
képességeik megvaltoztatasa érdekében mddosithaték. A jelen ta-
lalmany anti-LT ellenanyagai egy vagy akar két LT alegység ellen
egyedileg kialakithaték, beleértve az oldhaté, mutans, megvaltoz-
tatott és kiméra LT alegység formakat. Ha az LT alegységeket an-
tigénként alkalmazzuk, akkor ezek alatt elénydsen az LT—béta al-
egységeket értjuk. Ha LT-alfa alegységeket hasznalunk, akkor
elényben részesitjik, ha az eredménytl kapott anti-LT-alfa ellen-
anyagok a felszini LT ligandhoz kétédnek és a kivalasztott LT-al-
faval nem adnak keresztreakciéot vagy a TNF-R aktivitast nem
modositjak (ahogy azt a szakirodalomban leirtak, az 5, 925,351
szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés 3.
példajaban].

Alternativaként, a homomer (LT-béta ) vagy a heteromer
(LT-alfa/62) komplexek ellen képzett ellenanyagok, amelyek egy
vagy tobb LT alegységet tartalmaznak, kialakithaték, és az LT-bé-
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ta-R blokkol6 szer aktivitasukra nézve szirheték. Elényds az LT-
alfa 1/béta 2 komplexek antigénként térténé felhasznalasa.
Ahogy azt a fentiekben megvitattuk, elényben részesitjik azt, ha
az eredményul kapott anti-LT-alfa 1/béta 2 ellenanyagok a felszi-
ni LT ligandhoz anélkul kétéddnek, hogy a kivalasztott LT-alfahoz
koétédnének, és hogy TNF-R aktivitasukat ez befolyasolna.

A poliklonalis anti-human LT-alfa ellenanyagok eléallitasat
leirtak a szakirodalomban [a kapcsolédé WO 94/13808 szamu
szabadalmi bejelentés]. A monoklonalis anti-LT-alfa és anti-LT-
béta ellenanyagokat szintén leirtdk [Browning és mtsai: J.
Immunol., 54, 33-46 (1995)]. Az egér anti-human LT-béta mAb-
ket a szakirodalomban leirtaknak megfeleléen allitottuk elé [az
5,925,351 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi
bejelentés 6. példaja]. A hibridéma sejtvonalat (B9.C9.1), mely az
egér anti-human LT-béta-R mAb B9-et termeli, 1995. julius 21-
én a Budapesti Egyezmény alapjan az American Type Culture
Collection (ATCC) gyujteményébe (10801 University Boulevard,
Manassas, Va. 20110-2209) 11962 ATCC hozzaférési szamon
letétbe helyeztiik.

A monoklonalis tengerimalac anti-egér LT-alfa/62 ellen-
anyagokat a szakirodalomban leirtak alapjan készitetttik el [az
5,925,351 szamu Amerikai Egyestlt Allamok-beli szabadalmi
bejelentés 7. példaja]. A hibridoma sejtvonalat (BB.F6.1), mely a
tengerimalac anti-egér LT-alfa/62 mAb BB.F6-ot termeli, 1995.
jalius 21-én a Budapesti Egyezmény alapjan az American Type
Culture Collection (ATCC) gyujteményébe (10801 University



29 IR ORI

Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209) MB 11963 ATCC hozza-
férési szamon letétbe helyeztiik.

Az LT alegysége és az LT komplexek ellen kialakitott ellen-
anyagoknak, melyek LT-béta-R blokkoldszerként alkalmazhaték,
fluoreszcensen aktivalt sejtosztalyozé (FACS) vizsgalatait elvégez-
tik, ahogy azt a szakirodalomban leirtak [éz S, 925,351 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés 6. és 7.
példai]. Ebben a vizsgalatban az oldhaté humaéan LT-béta-R-Fc
faziés fehérjét a PMA-val aktivalt II-23 sejtekhez névekvé kon-
centraciéban adtuk hozza, melyek felszinikdén LT komplexeket
fejeznek ki [Browning és mtsai: J. Immunol., 154, 33-46 (1995)].
Az LT-béta receptor-ligand kdlcsénhatas legalabb 20 %-os blok-
kolasara képes ellenanyagot LT-béta-R blokkolé agensként va-
lasztottuk ki.

Az immunizalashoz antigénként az LT-alfa/béta komplexet,
és nem az LT alegységet alkalmazva, hatdasosabb immunizaciét
kaptunk, vagy olyan ellenanyagok keletkeztek, melyek a felszini
LT ligandhoz nagyobb affinitassal kapcsolddtak. Elképzelhetd,
hogy az LT-alfa/62 komplexszel végzett immunizacié soran ka-
pott ellenanyagok kézétt olyanok is izolalhatdk, melyek mind az
LT-alfa, mind az LT-béta alegységek aminosavmaradékait felis-
merik (példaul azokat, melyek az LT-alfa/62 kapocsrégiot
felismerik). A human LT-alfa/62 heteromer komplexek ellen
képzett ellen-anyagok vizsgalatanal elvarhato, hogy emberben
LT-béta-R blokkolé szerként haté anyagot talaljunk, felhasznalva

rutin kisérleti eljarasokat és itt leirt vizsgalatokat.
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Az itt leirt Osszetételeket a virusokkal indukalt szisztémas
sokk és a légzési nehézség kezelési eljarasaban az egyekbe hata-
sos doézisban adjuk be. Az adott alkalmazasnal az elényben
részesitett gyogyszerészeti kiszerelés és a doézistartomany
meghatarozasa a szakemberek szamara nyilvanvalé tények
figyelembe vételével térténik, mint példaul a beteg allapota,
tdmege, a kivant ke-zelést Kkiterjedése és a beteg kezeléssel
szembeni tolerancidja. A dézisok kiindulasként kérulbelil 1
mg/kg oldhaté LT-béta-R-t tartalmaznak, majd ezutan a kezelés
dozisat optimalizalhatjuk.

A terapidsan hatasos ddzis meghatarozasa olyan in vitro ki-
sérletekben torténik, melyek 1-14 napig a céltabla sejtek (LT-bé-
ta-R vagy LT ligand-pozitiv sejtek, a blokkolészertél fliggden) fe-
déséhez szlikséges LT-béta-R blokkolé koncentracidjanak
mérésén alapulnak. Az itt leirt receptor-ligand-koété vizsgalati
- modszer a sejtfedési reakcié nyomonkdvetésére alkalmas. Az LT-
béta-R vagy az LT ligand-pozitiv sejtek az aktivalt limfocita
populaciétol FACS alkalmazasaval elkllonitheték. Az ilyen in
vitro kotési vizsgalatok alapjan az adott allatban elvégzett, itt leirt
vizsgalattal az LT-béta-R blokkol6 szer alkalmas koncentracionak
tartomanya megvalaszthaté.

A jelen talalmany oldhaté LT-béta-R molekulainak, az anti-
LT ligandjainak az anti-LT-béta-R Ab-jeinek alkalmazasa maguk-
ban vagy Kkombinaciéban, beleértve az ellenanyagok és
komplexek izolalt és tisztitott formait, ezek s6it vagy

gyogyszerészetileg elfogadhaté szarmazékait, melyek



31 oo.: :o.: : :ooc .oc.

immunszuppressziv hatast mutatnak, barmely hagyomanyosan
elfogadott médon a szerek beadasaval elvégezhetd.

A terapidkban alkalmazott gyégyszerészeti osszetételek ku-
16nbdzé formaban lehetnek. Ezek példaul a kévetkezdék: szilard
és félig szilard, valamint folyékony doézisformak, mint példaul
tablettak, pirulak, porok, folyadékok vagy szuszpenzidk, kupok
és in-jektalhatd, valamint infuziéban beadhaté oldatok. Az
elényben részesitett formak a szandékolt beadas modjatol és a
terapias alkalmazas milyenségétdl fliggnek.

A beadasi médok koézé a kovetkezék tartozhatnak: oralis,
parenteralis, szubkutan, intravénas, intraléziés vagy helyi bea-
das. A jelen taldlmany oldhaté LT-béta-R molekulait, az anti-LT
ligandjat és az anti-LT-béta-R Ab-it példaul steril, izoténias kisze-
relésekben allithatjuk eld, kofaktorokkal egytitt vagy azok nélkul,
amelyek a felvételt vagy a stabilitast stimulaljak. A kiszerelés eld-
nydsen folyadék, vagy liofilezett por lehet. Példaul a jelen talal-
many oldhaté LT-béta-R molekulai, az anti-LT ligandja és az
anti-LT-béta-R Ab-i kiszerelési pufferben higithaték, amely 5,0
mg/ml citromsavat (monohidrat), 2,7 mg/ml trinatrium-citratot,
41 mg/ml mannitolt, 1 mg/ml glicint és 1 mg/ml poliszorbat 20-
at tartalmaz. Ez az oldat liofilezhet6, htitéssel tarolhaté és a
beadas elétt steril Water-For-Injection (USP) nevi vizzel
helyreallithato.

Az Osszetételek elénydsen hagyomanyos, a
szakirodalomban j6l ismert, gydgyszerészetileg elfogadhato

hordozoét is tartalmazhatnak [Remington's Pharmaceutical
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Sciences, 16. kiadas (1980) Mac Publishing Company]. Az ilyen
gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozék kézé mas gyogyszerek,
hordozok, genetikai hordozdk, adjuvansok, kétéanyagok, mint
példaul szérum albumin vagy plazmakészitmények, is
kertilhetnek. Az Osszetételek eléonydsen egységdéozis forméaban

vannak, és ezeket rendszerint naponta egyszer vagy tébbszor

adjak be.
A jelen talalmany gyogyszerészeti Osszetételei
mikrogémbok, liposzomak, vagy ~mas  mikrorészecskés

szallitérendszerek alkalmazasaval vagy késleltetett kibocsatasu
kiszerelések formajaban adhatok be, ahol az utdébbiakat a
kezelendé terliletbe, annak kézelébe vagy azzal mas uton
kapcsolatot tarto testtijba vagy a véraramba juttatjak. A
késleltetett kibocsatasi hordozé megfeleld példai kozé a
féligatereszté polimer matrixok tartoznak, melyek formaja kup
vagy mikrokapszula lehet. A belltetheté vagy mikrokapszulas
késleltetett kibocsatasu matrixok koézé a polilaktidok (3,773,319
szamu Amerikai Egyesilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; EP
58,481 szamu szabadalmi bejelentés], az L-glutaminsav €s az
etil-L-glutamat kopolimerei [Sidman és mtsai: Biopolymers, 22,
547-556 (1985)); a poli(2-hidroxi-etil-metakrilat) vagy az etilén-
vinil-acetat [Langer és mtsai: J. Biomed. Mater. Res., 15, 167-
277 (1981); Langer: Chem. Tech., 12, 98-105 (1982)] tartoznak.
A jelen talalmany oldhaté LT-béta-R molekulait, az anti-LT
ligandjat és az anti-LT-béta-R Ab-it tartalmazo liposzomak egye-

dil vagy kombinaciéban a szakirodalomban jél ismert eljarasok-
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kal eléallithaték [DE 3,218,121 szamu szabadalmi bejelentés;
Epstein és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 82, 3688-3692 (1985); Hwang ¢és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 77, 4030-
4034(1980); a 4,485,045 és a 4,544,545 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentések]. A liposzémak
rendszerint kis (kértlbeltll 200-800 Angstrém méretil) egyrétegi
képletek, melyekben a lipidtartalom nagyobb, mint kértlbelil 30
mol% koleszterin. A koleszterin aranyat gy valasztjuk meg, hogy
az oldhat6é LT-béta-R molekula, az anti-LT ligand és az anti-LT-
béta -R Ab kibocsatasi aranya optimalis legyen.

A jelen talalmany oldhaté LT-béta-R molekulait, az anti-LT
ligandjat és az anti-LT-béta-R Ab-it olyan liposzémakkal is kap-
csolhatjuk, melyek mas LT-béta -R blokkold szert, immunszup-
ressziv szereket vagy citokineket tartalmaznak, melyek az LT-
béta-R blokkolé aktivitasat modosithatjak. Az LT-béta-R mole-
kulak, az anti-LT ligand és az anti-LT-béta-R Ab-k liposzéméakhoz
kapcsolasa barmely, a szakirodalomban ismert keresztkoté
szerrel végrehajthatd, mint példaul heterobifunkciés keresztkoto
szerekkel, amelyeket a célzott szallitashoz a toxinok és mas
kemoterapias szerek ellenanyagokkal toérténé kapcsolasaban
széles korben alkalmaznak. A liposzémakhoz térténé konjugacié
is végrehajthato, felhasznalva a szénhidratokkal iranyitott
keresztkété reagenst, a 4-(4-maleimid-fenil) vajsav-hidrazidot
(MPBH) [Duzgunes és mtsai: J. Cell. Biochem. Abst. Suppl. 16E,
77 (1992)].
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A jelen talalmany LT-béta-R blokkol6 szerei és Gsszetételei,
valamint eljarasai a kivant szintii LT-béta-R jelatvitelhez az alla-
pottdl, a kortdl vagy a kezelt betegségtdl figgéen modosithaté. El-
képzelhets, hogy a megfelelé molekularis célokhoz az LT-béta-R
jelatvitel abszolut szintje az LT-béta-R blokkol6 szerek koncent-
raciéjaval vagy affinitdsaval finoman behangolhaté. Példaul a
jelen talalmany egyik megvalésitasi formajaban az oldhaté LT-
béta-R molekulakat tartalmazé Osszetételeket a szubjektumba
beadjuk. Az oldhaté LT-béta receptor hatasosan vetélkedhet a
sejtfelszini LT-béta receptorokkal a felszini LT ligandok kdtéséeért.
A felszini LT ligandok vetélkedési képessége a relativ oldhaté és
sejtfelszini LT-béta-R molekulak koncentraciéjatol fligg, valamint
a ligandkotés viszonylagos affinitasatol.

A felszini LT-liganddal szemben megnyilvanulé kotési affini-
tas novelését vagy csokkentését eredményezé mutaciokat
hordozé oldhaté LT-béta-R molekulak létrehozhaték a
szakirodalomban leirt standard rekombinans DNS technikakkal.
A helyspecifikus vagy random muticiékkal rendelkezé
nagyszamu molekula LT-béta-R blokkolo képességére nézve
megvizsgalhat6, felhasznalva a rutin kisérleteket és az itt leirt
technikakat. Hasonléan, a jelen taldlmany egy masik
megvaldsitasi formajaban akar az LT-béta receptorok, akar egy
vagy tobb LT ligand alegység funkcié ellen képzett ellenanyagok
LT-béta-R blokkolé szereknek tekintheték. Az ilyen ellenanyagok
LT-béta receptor jelatvitelt blokkolé képessége mutacidval,

kémiai moédositasokkal, vagy mas modszerekkel modosithato,
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amivel a szubjektumba Dbejuttatott ellenanyag hatasos
koncentracidja vagy aktivitasa valtoztathatd.

Altalanossagban a jelen talalmany eljarasai az antiviralis
valasz egyedben torténdé indukalasara alkalmazhatdk, ezek az
eljarasok az LT-B blokkol6 szer hatasos mennyiségének és a
gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozénak a beadasat tartalmaz-
zak. A kezelt viralis hatast barmely ismert virus eléidézheti, bele-
értve, anélkil, hogy erre korlatoznank magunkat, a Sin Nombre
(SNV), Ebola, Marburg, Lassa és a Dengue virusokat.

A talalmany mas specifikus forméakban is megvalésithato,
anélkiil, hogy annak szellemétdl és lényeges jellemvonasaitél el-
térnénk. A megelézé6 megvalésitasi formakat ezért inkabb bemu-
tato jelleggel tettiik kozzé, és ezek a taldlmanyt nem korlatozzak.
fgy a talalmany oltalmi kérét a csatolt igénypontok és a megel6z§
leirast adja, és azokat a valtozasokat, melyek az egyenértéktiség
szellemében szliletnek, a jelen talalmany oltalmi koérébe tart6zo-

nak tekintjuk.

Példa

A tumornekrézis faktor alfa (TNF a) a virusos fertézések és
mas immunogének akut sokkhatasanak eldsegitésében jatszik
szerepet [Sheehan és mtsai: J. Immunol,, 142, 3884 (1989);
Wong és Goeddel: Nature, 323, 819 (1986); Beutler és mtsai:
Science, 229, 869 (1985); Mackay és mtsai: J. Immunol., 159,
3299 (1997); Crowe és mtsai: Science, 264, 707 (1994)]. A

Dengue-lazban fellép6 sokkban az TNFa szintje a betegek
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szérumaiban megemelkedett, hasonléan az oldhaté TNFR-735
szinthez [Hober és mtsai: J.Trop. Med. Hyg., 48, 324 (1993);
Bethell és mtsai: J. Infect. Dis., 177, 778 (1998)]. A limfocitas
koriomeningitisz virus variansaval (LCMV, 13-as klén (LCMV- 13)
(HH, 1II)) fertézott egerek szérumaban megmeértlik a TNFa
szinteket. Az LCMV-13-mal fert6zott egerek szérumaban a TNFa
szintek a fertézés utani 4. napig éppen a kimutatasi hatar felett
voltak (a szérum TNFa szinteket ELISA-val mértik, Genzyme
Corporation, szama: 80-2802-00). A betegség S. és 6. napjan, a
betegség csucspontjan, az oldhaté TNFa szintek a szérumban a
normal szint 3-6-szorosat érték el (az adatokat nem mutatjuk
be). Ezért a TNFa blokkolasat monoklonalis ellenanyaggal, a
TN3-19.12-vel, Kkiséreltik meg, melyrél koézismert, hogy a
szekretalt TNF o-hoz kétédik, igy az egérbdl kimeritettik, amit
ELISA-val igazoltunk [Sheehan és mtsai: J. Immunol., 142,
3884(1989); Wong és mtsai: Nature, 323, 819 (1986); Beutler és
mtsai: Science, 229, 869 (1985); Mackay és mtsai: J. Immunol.,
159, 3299 (1997); Crowe és mtsai: Science, 264, 707(1994);
Hober és mtsai: J. Trop. Med. Hyg., 48, 324 (1993); Bethell és
mtsai: J. Infect. Dis., 177, 778 (1998)]. A szérum TNFa szinteket
ELISA-val mértiik (Genzyme Corporation, szama: 80-2802-00).
Az NZB egereknek 2,5 x 106 pfu Cl 13-at intravénasan adtunk
be, majd a fert6zés utani 1. és a 4. napon két intraperitonealis
injekciét, mely endotoxin-mentes PBS-ben 250 pg TN3-19.12
ellenanyagot tartalmazott. A kontroll egereket azonos napokon

(lasd S hivatkozas), azonos térfogati ellenanyagtél mentes PBS-
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sel kezeltik. Ez a kezelés (anti-TNF) ezeknek az egereknek a
tulélési aranyara csak kis hatassal volt (3. abra). A limfotoxin al-
fat (LTa), ami TNF3-ként is ismert, és amely a TNFa-val biolégiai
hatasaban szamos azonos receptoron osztozik, ez az ellenanyag
nem ismeri fel [Mackay és mtsai: J. Immunol., 159, 3299 (1997)].
Az is lehetséges, hogy mind a TNFa, mind az LTa célbajutasa
sziikséges a tulélési rata noéveléséhez. A hipotézis kivizsgalasahoz
a fenti TN3-19.12 mAb-t és a receptor fuzids fehérjét hasznaltuk
fel, mely utébbi a TNF p55 receptor extracellularis doménjainak
és a human IgGl CH2 és CH3 doménjainak fuzidja, (TNFRSS-Ig)
[Walter és mtsai: J. Immunol., 155, 5280 (1995); Miller és mtsai:
J. Exp. Med., 178, 211 (1993); Browning és mtsai: J. Immunol.,
154, 33 (1995)]. Az egereket az R hivatkozasban leirtaknak
megfeleléen kezeltllk. A haromszorosan kezelt csoportnak a
fertdzés napjan, majd a 3. napon ip. 200 pg mennyiségben
TNFRS55-Ig-t és LTRR-Ig fehérjéket adtﬁnk be. A kontroll
egereknek azonos napokon, azonos mennyiségben human
ellenanyagot adtunk, amelyet ezen fuziés fehérjék (AY1943-29)
szintézisében hasznaltunk fel. Az LTRR-Ig-vel kezelt egereket
hasonléan kezeltiik, azzal az eltéréssel, hogy TNFRS55-Ig injekciot
nem kaptak. Ez a kezelés az LCMV-13-mal fert6zétt NZB
egerekben (lasd az anti-TNF és a TNFR55-Ig csoportot) a tulélési
ratat szintén nem valtoztatta meg szignifikdnsan. A limfotoxint, a
heteromer LTo-t és az LTR-t tartalmazé membran a TNFR-75-6t
vagy a TNFR-55-6t nem ismerte fel, de az LT8R receptort igen

(15). Faziés fehérjeként azt valasztottuk, mely az LTBR extracel-
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lularis domént a human IgGl CH2 és a CH3 doménokkal kap-
csolva tartalmazta (LTRR-Ig). Az egerek kezelését az anti-TNFa
mAb-vel, a TNFRS55-Ig-vel és az LTBR-Ig-vel (harmas kezelés)
vagy a TNFR55-1G és a LTRR-Ig fuzidkkal végeztitk, aminek ered-

ményeként a tulélési arany dramai 80 %-os, illetéleg 70 %-os

névekedését kapuk. Ezzel szemben az anti-TNFo mAb és a
TNFR55-Ig kezelések a fert6zott egerek tulélését csak 20 %-kal
névelték. Mostanaban egy masodik LTHR, LIGHT, ligandot azo-
nositottak [Mauri és mtsai: Immunity, 8, 21 (1998); Montgomery
és mtsai: Cell, 87, 427 (1996)]. A LIGHT-rél szintén kimutattak,
hogy a herpeszvirus belépési elésegitéjéhez (HVEM) kapcsolddik,
ami egy I. tipusi membranon atnyulé fehérje, mely a TNFR
csalad tagjaival szignifikans homoldégiat mutat, azaz az aktivalt
CD4 és CD8 T-sejteken kifejezédnek [Mauri és mtsai: Immunity,
8, 21 (1998); Montgomery és mtsai: Cell, 87, 427 (1996)]. Az itt
bemutatott eredmények alapjan az LTRR jelatvitel és az LTf20o1
és a LIGHT kapcsolédasaval a HVEM jelatvitel megakadalyozasa
az LTRR-Ig-nek a haromszorosan kezelt csoportban megfigyelt
hatasaért valészinuleg felelés. Ezt a hipotézist ugy erdsitettiik
meg, hogy az LCMV-13-mal fert6z6tt NZB egereket csak LTBR-Ig
fuziéos fehérjével kezeltiik. Ebben a csoportban a tulélési arany
(73%) majdnem olyan magas volt, mint a haromszorosan kezelt
csoportban (3. abra). Mindent egybevetve, ezek a bemutatott
anyagok az elsé demonstraciéja annak, hogy az LTBR és/vagy a
HVEM jelatviteli ut az akut letalis betegségekben szerepet

jatszik, beleértve a szisztémas sokkot és a légzési nehézséget.

(3
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Az LTR blokkolasi kezelés tulélésben jatszott szerepének
meghatarozasahoz mind az NP118 specifikus T sejtek CD8/tetra-
mer egylttes festését, ami az NZB LP rendszerben a dominans
CD8 epitép, mind a NP118 peptiddel stimulalt 1épsejtek interfe-
ron gamma termelésének intracellularis festését az LCMV-13-
mal fert6zétt NZB egerek mintain végrehajtottuk, ezeket az
egereket kontroll ellenanyaggal, magaban csak LT RR-Ig-vel vagy
haromszorosan kezeltlik. A 4. abra az NP118 specifikus CD8 T-
sejtek szamanak csokkenését mutatja be, ahol a haromszorosan
kezelt egereknél mutatkozott a legnagyobb hatas. A kontroll
ellenanyaggal kezelt egerekben a tetramer pozitiv sejteknek csak
10 %- a termelt aktivan INF-gammat. Az LCMV-13 fertézés alatt
az anergikus T-sejteket korabban kimutattak, és ez nagy
valészintiséggel az egerekben a virdlis antigén magas szintjének
koszonheté (1. abra). Nem csak az NP118 specifikus sejtek
szama csdkkent az LTRR-Ig-vel kezelt egerekben, hanem az INF-
gammat termeld sejtek szazaléka is. Ez a hatas a haromszorosan
kezelt csoportban még kifejezettebb volt. Igy lehetséges, hogy a
CD8 kompartment az NZB LCMV-13 fertézés letalis valaszanak
forrasa. Az a tény, hogy az aktivalt CD8-ak LTRqa1-et fejeznek ki,
ezzel a hipotézissel j0 6sszhangban van [Abe és mtsai: Lymph.
Ctyok. Res., 11, 115 (1992); Ware és mtsai: J. Immunol., 149,
3881 (1992); Browning és mtsai: Cell, 72, 847 (1993)]. E
megallapitas megerdsitésére a fertézétt NZB egerekben a CD8
vagy a CD4 pozitiv T-sejteket in vivo kimeritettik. (Him NZB

egereknek 2,5 x 106 pfu Cl 13-at intravénasan adtunk be, amit

o
ov o
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500 ng intraperitonealis injekciékban adott anti T-sejt ellenanyag
kovetett. A Lyt2.43 mAb-t a CD8* T-sejtek kimeritésére, mig
GK1,5 (M1) ellenanyagot a CD4* T-sejtek kimeritésére
hasznaltuk. Mindkét ellenanyagot a hibridoma feliluszé
ammoénium-szulfatos kicsapasaval nyertik ki, majd ezutan PBS-
sel szemben dializaltuk. A kimerités ellenérzéséhez FACS anali-
zist alkalmaztunk.) A CD4 T-sejtek kimeritése a tulélést nem né-
velte. Ezzel szemben a CD8 T-sejtek kimeritése 100 %-os tulélést
eredményezett, és a betegség szimptémainak hianyat, nem ugy
mint az LTRR-Ig-vel kezelt egereknél (5. abra). Mivel a CD8 kime-
ritett egerek tobb szdvetében a virusok titere magasabb volt,
mint a nem kezelteknél, ezért valdészini, hogy a fellépd halal
inkabb a CD8 T-sejtek altal kozvetitett toxikus immunvéalasz
eredménye, mint a virusfertézés okozta szdvetkarosodas
koévetkezménye.

Beszamoltunk arrél, hogy ha az NZB egereket magas dézisu
LCMV-13-mal intravénasan fertdzziik, akkor akut, gyorsan kifej-
16d6 betegséget hivunk életre, mely szamos jellemvonasaban az
Ebola, Marburg, Lassa, Dengue és a Sin Nombre fertézésekre ha-
sonlit. Ennek a betegségnek a letalitasa a CD8* T-sejtek jelenlé-
tétél fugg, melyekrdl kozismert, hogy aktivalasukkor TNFa-t,
LTa-t és LTR-t fejeznek ki. Bar ez egy biztaté megfigyelés, mégis a
virusos fertézés CD8 T-sejt kimeritéses kezelésével nem
ajanlhat6. Az ilyen kezelések a beteget a megalkuvo fertézésekkel
szemben sériilékennyé teszik. Tovabba, mivel a viruskiturulés a

CTL-ek jelenlétében valdszinUtlen, ezért a beteg virussal
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szembeni tolerancidjanak elvesztési kockazata a CDS8
korﬁpartment Ujjaalakulasaval tényleges veszély jelent.
Kimutattuk, hogy az LT8R/HVEM utvonalak blokkolasa LTRR-Ig
adasaval egy igen erdételjes kezelést jelent, mely természetében
atmeneti, és a kezelés megsziintetésével a homeosztazis gyors
visszaallasaval jellemezheté [Mackay és Browning, nem publikalt
adat]. A tulélé egerek esetében, melyeket ilyen médon kezeltek,
végull a vizsgalt szdvetekbdl a virusok kiurtltek (adatokat nem
mutattuk be) és a tovabbiakban a betegség jeleit nem mutattak.
Ezek az adatok eldszéor mutatjak be, hogy LT8R jelatvitel az
antiviralis valaszban és a CD8 T-sejtek funkciéjaban fontos sze-
repet jatszik. A limfotoxin rendszer a limfoid sejtek kifinomult
halézataval tébb kemokinen keresztill benséséges kapcsolatban
van, ami a T- és B-sejtek szervezédését iranyitja [Chaplin és
mtsai: Curr. Opin. Immunol.,, 10, 289 (1998); Cyster: kiadas
alatt]. A follikularis dendritikus sejtek funkcionalis érési allapotat
az allandé B-sejtes jelatvitel tartja fenn, és ezek a sejtek az LTRR
jelatvitel abbahagyasanak napjan elttinnek. Ezek a sejtek a B- és
T-sejtek részére az antigén bemutatasaban kritikus helyet
foglalnak el. Esszera feltételezni, hogy az antigénbemutatas
néhany vonasa a CD8 sejtek felé vagy ezeknek a sejteknek az
érés alatt a kemokin gradiens segitségével a megfelelé helyzetbe
kertilése az LTRR jelatvitel megszakitasaval megakadalyozhaté.
Az LT funkcié megeléz6 vizsgalata elsédlegesen a B-sejt biolégian
alapult és a T-sejtek részvételét nem lathattuk elére. Vagy az LT

rendelkezik tovabbi funkciékkal, vagy ezek az adatok az 4j
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LIGHT ligand szerepét tukrézik. Jelenleg a HVEM és a LIGHT
betegségek kialakulasaban jatszott, itt dokumentalt, szerepe

nem tisztazott.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras az antiviralis valasz egyedben térténé indukala-
sara, azzal jellemezve, hogy az egyedbe olyan szer hatasos
mennyiségének beadasat foglalja magaban, mely a limfotoxin-f3
receptorahoz torténé kétédését blokkolja, és amely szer gyogysze-
részetileg elfogadhaté hordozét tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
széban forgd szer az LT-béta-R blokkolé agens.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
széban forgé szer a limfotoxin-8 receptor vagy az oldhaté lim-
fotoxin- receptor ellen kialakitott ellenanyag.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
széban forgo szer a limfotoxin-f receptor/Ig fuziés fehérje.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
széban forgd szer az oldhaté limfotoxin-B vagy a limfotoxin-$
ellen kialakitott ellenanyag.

6. Eljaras az antiviralis valasz egyedben tdrténd
indukalasara, azzal jellemezve, hogy az egyedbe olyan szer
hatasos mennyiségének beadasat foglalja magaban, mely a
limfotoxin-3 receptor és/vagy a HVEM jelatvitel utvonalat
blokkolja.

7. Az 1-t6l 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a széban forgd egyed Sin Nombre, Ebola, Marburg, Lassa
vagy Dengue virussal fert6zott.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

szer a limfotoxin- receptor/Ig fGziés fehérje.

NUrashy it 113,
s Faxi34-24-323
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