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Cinidlo blokujlice LT-B-R na pouZitie na zmenu imunitnej

odpovede a farmaceutické pripravky obsahujuce tieto &inidla

Oblast techniky

Vynélez sa tyka pripravkov obsahujtcich »Cinidlo
blokujice receptor lymfotoxinu-p“, ktoré blokuje signdlnu drahu
lymfotoxinu-p. Cinidlo blokujice receptor lymfotoxinu-B je
uzitoné na lieCenie imunologickych ochoreni, a najméd na
potlaenie imunitnej odpovede sprostredkovanej protilatkami, na
regulaciu expresie tzv. adresinov a cielenie prenosu latok
v bunke a na ovplyvnenie diferenciécie folikularnych

dendritickych buniek. Vyndlez sa tyka rozpustnych foriem
extracelularnych domén receptora lymfotoxinu-f a protilatok

namierenych proti receptorom lymfotoxinu-p alebo ich ligandom,

povrchovym lymfotoxinom, ktoré pdsobia ako &inidlo blokujuace

receptory lymfotoxinu-f.

Doterajs$i stav techniky

Existujd dva druhy ziskanej imunity, ktoré su schopné

spolupracovat pre dosiahnutie spolo&ného ciela, &iZe eliminacie

antigénu, ale sU sprostredkované odlisnymi zloZkami imunitného
systému s réznymi G&inkami. Jeden typ ziskanej imunitnej
odpovede, imunita humoralna (latkovd) Jje sprostredkovany
prevazne B bunkami a cirkulujicimi protil&tkami. Druhy typ,
oznaCovany ako bunkovd alebo bunkami sprostredkovand imunita,
je sprostredkovand T bunkami, ktoré syntetizuji a spracovéavaju

cytokiny, ktoré pésobia zase na dalSie bunky.



Aktivacia a diferencidcia B buniek ako odpoved na v&&3inu
antigénov vyZaduje, aby (1) B bunky prijali antigénny signal
prostrednictvom svojich receptorov 3Specifickych pre antigén, t.
j. memebranovych Ig, a (2) B bunky prijali kontaktne zavislé aj
nezavislé signdly od aktivovanych T buniek. Kontaktne zavisly
kostimulaény signdl je dbésledkom vazby receptora CD40 na B
bunkach s ligandom CD40 exprimovanym na aktivovanych pomocnych
(+helper"“) T bunkdch (Laman a kol., Crit. Rev. Immunol. 16, 59-
108, 1996; Van Kooten a Bancherau, Adv. Immunol. 61, 1-77,
1996) . Kontaktne nezavisly prenos signalov je sprostredkovany
cytokinmi syntetizovanymi a spracovdvanymi aktivovanymi T
bunkami. Tieto kontaktne nezdvislé signdly spolo&ne s kontaktne
zavislymi signdlmi smeruji diferencidciu B buniek bud do (1)
pamdtovych B buniek pripravenych sprostredkovat rychlejsiu
odpoved v pripade sekundirnej expozicie antigénu, alebo (2)
plazmatické bunky secernujice protilatky. Plazmatické bunky,
ktoré predstavuji termindlne diferenciaéné 3Stddium B buniek,

syntetizujui a secernuju protildtky.

Pomocné T bunky (Th) majd niekolko vyznamnych uloh
v imunitnom systéme. Bolo uk&zané, Ze cytokiny produkované Th
bunkami na pociatku imunitnej odpovede ovplyviiuji, ktoré
imunitné efektorové bunky budi nasledne aktivované. Th bunky su
aktivované tym, Ze ich receptory 3pecifické pre antigén reaguju
s bunkami prezentujicimi antigén (APC), ktoré exponuji na
svojom povrchu peptidové fragmenty alebo spracovany cudzorody
antigén Vv spojeni s molekulami MHC (hlavného
histokompatibilného systému) II. triedy. Aktivované Th naopak
secernujui cytokiny (lymfokiny), ktoré aktivujid prislusné

imunitné efektorové mechanizmy.

Th bunky sa delia do troch podskupin ThO, Thl a Th2 podla
toho, aké cytokiny secernuji (Fitch a kol., Ann. Rev. Immunol.
11: 29-48, 1993). Napriklad u my35i nestimulované ,naivné“
pomocné T bunky produkujd IL-2. Kritkodobd stimuldcia vedie

k premene na THO prekurzorovd bunku, ktord produkuje rad



cytokinov vratane IFN-a, IL-2, 1IL-4, IL-5 a IL-10. Trvalo
stimulované ThO sa méZu diferencovat bud na Thl alebo Th2
bunky, v zavislosti od =zmeny typu exprimovanych cytokinov.
Niektoré cytokiny su uvolfiované ako Thl, tak aj Th2 bunkami
(napriklad 1IL-3, GM-CSF a TNF). Iné cytokiny saG vytvarané
vyluéne jednou podskupinou Th buniek (Romagnani a kol., Ann.

Rev. Immunol. 12: 227-257, 1994). Thl bunky produkuju LT-q,

IL-2 a IFN-y, ktoré aktivuji makrofdgy a zapalové odpovede
spojené s bunkovou imunitou a odolnostou proti intraceluldrnym

infekciam.

Th2 bunky produkujid cytokiny IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10.
Cytokiny Th2 buniek zvy3ujd produkciu eozinofilov a Zirnych
buniek a podporuju plny rozvoj a dozrievanie B buniek (Howard a
kol., »T-cell derived cytokines and their receptors",
Fundamental Immunology, 3™ ed., Raven Press, New York, 1993).
Th2 bunky sa podielaji na vzniku pamdti B buniek, somatickych
mutadcii a na afinitnom dozrievani, a tieZ na requlacii de novo
prepinania izotypov imunoglobulinov. Tak napriklad cytokin IL-4
Th2 buniek prepina aktivované B bunky na izotyp IgGl a pritom
potlaa iné izotypy. 1IL-4 tieZ stimuluje nadprodukciu IgE
v imunitnej reakcii pri precitlivenosti I. typu. Cytokin IL-5
Th2 buniek indukuje izotyp IgA, ktory zohrava déleZitu udlohu

v slizniénej (mukézovej) imunite.

Sekundarne lymfatické tkanivo, ako st lymfatické uzliny
(LN), slezina a lymfatické tkanivo sliznice, je velmi wU&inné
v zachytavani a koncentrovani cudzorodych l&atok, a je to tieZ
hlavné miesto, kde doch&dza k aktivdcii a diferencidcii T a B
lymfocytov pod vplyvom antigénov. Tieto procesy su zavislé od
diverzity a organizdcie buniek v takych tkanivach, ktoré
poskytujd ramec pre mnoho aspektov humoridlnej imunitnej
odpovede, ako je napriklad interakcia T a B buniek, vytvaranie
zarodo¢nych (germina&nych) centier (GC), afinitné zrenie,

prepinanie tried imunoglobulinov a bunkovy prenos (Klein, J.,



Immunology, John Willey and Sons, 1982). Molekuldrne mechanizmy
zodpovedné za vyvoj, udrZovanie Struktiry a funkciu periférneho

lymfatického tkaniva nie si dosial tUplne znéme.

Aj ked sa vSeobecna Struktira sekunddrneho lymfatického
tkaniva vyrazne odliSuje medzi réznymi druhmi cicavcov,
detailnd Struktira sekundarneho lymfatického tkaniva vykazuje
niektoré spolo&né vlastnosti, ako je napriklad (1) dostupnost
antigénu, (2) Strukturne vlastnosti zaistujlce pokraujtci
kontakt antigénu s lymfocytmi, (3) oblasti bohaté na t bunky
obklopené B bunkami, (4) folikuly bohaté na b bunky, (5) miesta
typu margindlnej zény, (6) 3Specializované endotelové bunky a
(7) miesta produkcie protildtok, ¢&o bude dalej eSte opisané

podrobnejsie.

Sekundarne lymfatické tkanivo je pristupné pre antigén
v systéme. Napriklad do sleziny antigén vstUpi prostrednictvom
sinusového krvného zasobenia, do LN vstipi prostrednictvom
aferentnych lymfatickych ciev a do slizniéného 1lymfatického

tkaniva vstipi transportom cez Specializovany epitel.

Sekundadrne lymfatické tkanivo réznych druhov m& spoloé&né
tie? ur&ité Struktirne rysy, ako sUi napriklad folikulérne
dendritické bunky (FDC) a vmedzerené bunky (IDC), ktoré
zaistuju prediZent pritomnost antigénu v oblastiach tkaniv

bohatych na lymfocyty.

Dal3im spolo&nym rysom je existencia oblasti bohatych na
T bunky obklopenych B bunkami. K takymto oblastiam bohatym na T
bunky patria napriklad periarteridlne lymfatické podvy v bielej
dreni sleziny a parakortikdlne oblasti v LN, ktoré obsahuju
velké po&ty recirkulujicich T buniek v IDC, ktoré naopak

funguji ako sprievodné bunky pre T a B bunky.

Okrem toho, v lymfatickom tkanive, v bielej dreni sleziny

a v kbére LN sd typické primdrne a sekunddrne folikuly bohaté na



B bunky. Sekundédrne folikuly v takomto lymfatickom tkanive sa
oznad&uju tieZ ako zArodo&né centrd (GC) a maju hustu siet FDC

na zachytenie pritomnych antigénov.

Oblasti typu margindlnej zény s zretelne histologicky
definované oblasti v mySej slezine a ako do uréitej miery
difdazne oblasti sa vyskytuja v lIudskych sekundarnych
lymfatickych orgédnoch. Tieto oblasti obsahuja hlavne makrofégy
margindlnej zény (MZM), metalofilné makrofagy (MM), B bunky
margindlnej zény a retikulocyty, ale méZu obsahovat aj T bunky
a dendritické bunky (Kraal, Int. Rev. Cytol. 132, 31-74, 1992).
Vylistenie arteri&lneho krvného rieiska do oblasti margindlnych
zén umoZfiuje priamy pristup antigénov k bunkdm a podporuje
bunkové reakcie na antigén v tychto miestach (Kraal, Int. Rev.
Cytol. 132, 31-74, 1992). Pritomnost MZM je tieZ nevyhnutnad pre
optimdlny prenos B buniek v bielej dreni sleziny (Kraal, 1992,
Kraal a kol., Immunology, 68, 227-232, 1989).

Krvné lymfocyty typicky vstupuja do sekundarneho
lymfatického tkaniva tak, Ze prekrofia Specializovany endotel,
napr. endotelovd vystelku Ziliek 1lymfatickych wuzlin (HEV),
endotelovd vystelku krvnych sinusov sleziny v margindlnej
oblasti a podobné Struktiry. Tieto endotelové tkaniva exprimujua
adhezivne molekuly a adresiny, ktoré G&inkujld v prenose buniek
v sekundarnom lymfatickom tkanive. Napriklad adresiny
periférnych lymfatickych uzlin (PNAd) sa odli3ujd od adresinov
slizni¢énych lymfatickych uzlin MAdCAM-1, ktoré sa podielaju na
prenose lymfocytov do slizniénych lymfatickych tkaniv, ako su
napriklad mezenterické lymfatické uzliny, Peyerské platy a

lamina propria.

Nie v3etky adresiny sa jasne definované, napriklad
adresiny umoZfiujice nasmerovanie do sleziny su doposial
neznédme. K fyziologickym funkcidm tychto adresinov patri
zvySovanie dopliiovania vhodnych populécii antigénovo

Specifickych 1lymfocytov do imunitnej reakcie a nésledné



roz3irenie imunitnej reakcie v celom tele.

A nakoniec plazmatické bunky, ¢&o si plazmatické bunky
produkujice protilatky, sa vyskytuji na réznych miestach, kde
si antigénom aktivované prekurzory B buniek. Napriklad
protilatky produkované plazmatickymi bunkami v ervenej dreni
sleziny pochadzaja hlavne z B buniek aktivovanych v zénach T
buniek, a plazmatické bunky v dreni LN poch&dzaji z B buniek
aktivovanych v zénach T buniek v tej 1istej wuzline. Podobne
protildtky produkované plazmatickymi bunkami v kostnej dreni su
odvodené z B Dbuniek aktivovanych v slezine a lymfatickych
uzlindch a plazmatické bunky v lamina propria pochaddzaju hlavne
z B buniek aktivovanych v mezenterickych LN alebo v lymfatickom
tkanive spojenom s &revom (pozri napriklad ICM Maclennan, ,The
Structujre and Function of Secondary Lympfhoid Tissue"“,
Clinical Aspect of Immunology, th ed., eds. P. J. Lachman, sir
D. K. Peters, F. S. Rosen, M. J: Walport, Blackwell Scientific
Publication, 13-30, 1993).

VSeobecne bunkové a histologické wudalosti, ku ktorym
dochddza pri humordlnej imunitnej odpovedi na T-zavislé
antigény, suU nasledujice (Tollner a kol., J. Exp. Med. 183,
2303-2312, 1996). V induktivnej f&ze sd naivné B a T bunky
aktivované a vtiahnuté do imunitnej reakcie po&as niekolkych
dni nasledujicich po vstupe antigénu do tela. V slezine sa
napriklad do 12 hodin po imunizacii na sekundarnu odpoved
pamdtové B bunky stretnu s antigénom nesenym krvou
v margindlnej zbéne a ponechaju tato zénu, aby sa premenila na
zénu T buniek. B bunky je moZné detegovat v zéne T buniek do 24
hodin. Imunoglobulinové prepinacie transkripty sa daja
detegovat behom 12 hodin po sekunddrnej expozicii antigénu, ¢&o
ukazuje, Ze uZ doSlo k interakcii T a B buniek. B bunky potom
migruju do vystupovej zébny a Cervenej drene, kde proliferuju a
vytvaraju loZiskd nezrelych B buniek a diferencuji sa na
plazmatické bunky. B bunky tieZ pokraduji v proliferacii

v zénach T buniek bohatych na IDC. Poas 4 dni po imunizacii a



po proliferdcii v GC zag&ne produkcia pamdtovych B buniek.
V primarnej odpovedi si po 10 diioch zretelne dobre vyvinuté GC

a maximdlnu velkost dosahuji 14. den po imunizacii.

Proliferacia T buniek v zénach T buniek je dokdzanad po 48
az 72 hodindch a maximum dosahuje 7. defi po imunizacii.
Proliferdcia T buniek prispieva k aktivdcii B buniek zavislej
od T buniek. UOroveii proliferdcie v zénach T buniek sa zniZi,
ked sa vytvori GC. Proliferdcia T buniek v GC nastava tieZ
vtedy, ked centrocyty (B bunky) v tmavej zdéne prevezma antigén

od IDC a prezentuju antigén T bunkdm v svetlej zéne.

Antigén zavisly od T buniek mdéZe aktivovat B bunky
margindlnej zény, novo vytvarané naivné B bunky a cirkulujuce
lymfocyty vtahované do a udrZované v sekunddrnych lymfatickych
organoch prostrednictvom adhezivnych molekil a adresinov.
Naivné B bunky vykazuji rovnakd kinetiku pre prechod do zén T

buniek a pod. ako aktivované B bunky.

Stdla fédza imunitnych odpovedi zavislych od T buniek

Stala faza imunitnych odpovedi =zavislych od T buniek je
udrZovand pokra¢ujiacou aktivadciou pam&tovych B buniek vo
folikuloch sekundarnych lymfatickych orgdnov. V tejto féze je
velmi maly vstup novych naivnych B buniek a odpoved je zaloZené
predovSetkym na antigéne zachytenom na FDC. Na optimilne
vytvaranie pamédti, prepinanie izotypov, somatické mutacie a

afinitné dozrievanie imunoglobulinov sG potrebné GC.

Tadto lymfocytovd odpoved vedie k produkcii protilatok
schopnych cirkulovat v tele réznymi cestami. Tak napriklad
protilatky sa krvou dostand zo sleziny a prostrednictvom
eferentnych lymfatickych ciev opustia lymfatické uzliny.
Protilatky sa tak hned stretdvaji a mdéZu sa viazat so

vstupujicim patogénom. Udalost rozpoznania spusti kask&adu



imunitnych efektorovych mechanizmov, vratane aktivacie
komplementovej kaskddy a bunkovych reakcii na ochranu hostitela

pred patogénom.

Protilatky hraja délezitu Glohu v niektorych
patologickych odpovediach znédmych ako precitlivenosti, &o su
nevhodné alebo neprimerané imunitné odpovede vyvolané po

kontakte s uZ predtym rozpoznanym antigénom.

Existuji S§tyri typy precitlivenosti. Precitlivenost I.
typu, takzvand ,vCasnd precitlivenost"“, zahrnuje aktivaciu Th2
buniek indukovani alergénom a uvolnenie cytokinov typu Th2.
Cytokin IL-4 stimuluje B bunky k zmene izotypu na produkciu
IgE, ¢&o aktivuje Zirne bunky, a vznikd tak akutna zapalova

reakcia, ktord vedie napriklad k ekzému, astme alebo néadche.

Precitlivenost II. a III. typu je spbsobend protildtkami
IgG a IgM namierenymi proti antigénom bunkového povrchu alebo
Specifickym tkanivovym antigénom (II. typ) alebo rozpustnym
sérovym antigénom (III. typ), kedy sa vytvaraja cirkulujuce

imunitné komplexy.

Precitlivenost 1IV. typu, tzv. ,neskord precitlivenost"
(DTH) Jje sprostredkovand Thl bunkami. Reakcia méZe byt
prenesend medzi pokusnymi my$ami Thl bunkami, ale nie samotnym
bezbunkovym sérom (Roitt a kol., Immunology, s. 198.1-22.12,
Mosby-Year Book Europe Ltd., 3™ ed., 1993).

Patologické reakcie Thl buniek s spojené s mnohymi
orgdnovo Specifickymi a systémovymi autoimunitnymi stavmi, ako
sa napriklad systémovy lupus erythematodes, Wagnerova
granulomatéza, polyarteriitis nodosa (PAN) , rychla
progradujica kosad&ikovitd glomerulonefritida a idiopaticka
trombocytopenickd purpura, a tieZ chronické zipalové ochorenia
ako je napriklad Gravesova a Chagasova choroba. Reakcia typu

Thl tieZ ©prispieva k bunkovej imunite, ktord spdsobuje



odhojenie 3Stepu alebo organového transplantatu.

Lie&enie takychto réznych imunologickych stavov Jje
zaloZené na uziti imunomodulaénych a imunosupresivnych
pripravkov. Tri v sulasnosti najpouZivanej$ie imunosupresiva su

steroidy, cyklofosfamid a azatioprin.

Steroidy su pleiotropné protizapalové latky, ktoré
potladuja aktivované makrofdgy a inhibujd aktivitu buniek
prezentujicich antigén, a to takym spésobom, Ze ru3ia mnohe
patologické G&inky T buniek. Cyklofosfamid, ktory Jje alkyladné
¢inidlo, pomaha bunkovej smrti tym, Ze inhibuje replikaciu a
repardciu DNA. Azatioprin je pripravok s antiproliferaénym
u&inkom, ktory inhibuje syntézu DNA. Tieto neSpecifické
imunosupresiva si spravidla podavané vo velkych davkach, C¢o
zvyduje ich toxicitu (napriklad nefro- a hepatotoxicitu) a
spdsobuje mnohé vedlajsie u&inky, nie sd preto vhodné na
dlhodobu liecbu.

Existuje preto zna&nd dosial nenaplnend potreba dalsich

pripravkov a terapii, ktoré by vyrieSili problémy spdsobované

pri liedeni sU&asnymi pripravkami a postupmi.

Podstata vyndlezu

Predkladany vyndlez rie3i vy38ie naznacené problémy tym,
e poskytuje farmaceuticky pripravok a spdsob lielenia
imunologickych ochoreni tak, Ze pouzZiva latku blokujicu
receptory lymfotoxinu-f (LT-p-R), a tym inhibuje signédlnu drahu
receptorov lymfotoxinu-p. Pripravky a spdsoby obsahujuce latku

blokujucu LT-B-R si mimoriadne vhodné na inhibiciu imunitnej

odpovede sprostredkovanej protildtkami, na reguldciu expresnej

hladiny adresinov a bunkovy prenos, na ovplyviiovanie

’
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diferencidcie folikuldrnych dendritickych buniek a na zmeny
Strukturnej organizdcie sekunddrneho lymfatického tkaniva a
podobnych lymfatickych Struktdr vznikajlcich pri patologickych
stavoch, ako sU napriklad systémovy lupus erythematodes a

idiopaticka trombocytopenickad purpura.

Okrem toho, niektoré uskutonenia predkladaného wvynalezu
si vhodné na zmeny asocidcie medzi imunitnymi komplexmi a B
bunkami. Konkrétne, spdésoby podla predkladaného vynalezu méZu
zabranit prezentdcii alebo depozicii antigénov na bunkach,
alternativne mdéZu v podstate rozpustit alebo vyru3it antigény
uZ pritomné na bunkéach.

V alternativnom uskutolneni vyndlezu je &inidlo blokujuice
LT-B-R vybrané zo skupiny obsahujuicej rozpustny lymfotoxin-B-R,
protilatku namierend proti LT-B-R a protildtku namierenu proti

povrchovému ligandu LT.

Jedno uskutofnenie predkladaného vyndlezu poskytuje
rozpustné formy extraceluldrnych domén receptora lymfotoxinu-f,
ktoré pdsobia ako &inidlo blokujice LT-B-R. Vhodné pripravky a
spdsoby podla tohto uskutocnenia vynédlezu obsahuju
rekombinantny fuzny protein receptora lymfotoxinu-B, v ktorom

je extraceluldrna vizbovd doména LT-B-R pre ligand spojena

s doménou Fc Iudského IgG.

Dalsie uskutoénenie vynadlezu poskytuje protilatky, ktoré
pdsobia ako ¢&inidlo blokujuce LT-B-R. Vyhodne pripravky a
spdsoby v tomto uskuto&neni obsahujua jednu alebo viac
protiléatok namierenych proti receptorom lymfotoxinu-p.
VyhodnejSie protiladtky sd monoklondlne protilatky namierené
proti receptorom lymfotoxinu-f. Dalsi vyhodny pripravok a
spdsob v tomto uskutoéneni obsahuje jednu alebo viac protilatok

namierenych proti povrchovému lymfotoxinu. Vyhodnej3sie je

protilatka monoklonalna protildtka proti lymfotoxinu-B. Vyhodné
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protilatky podla predkladaného vyndlezu si monoklondlne

protilatky BDA8 proti ludskému LT-B-R a B9 proti ludskému LT-f.

Dalsie uskutoénenie predkladaného vyndlezu sa tyka
spdsobu, ako zmenit humordlnu imunitnd odpoved zvierata tym, Ze
sa mu podad farmaceuticky pripravok, ktory obsahuje terapeuticky
uéinné mnoZstvo ¢&inidla blokujiceho LT-B-R. V niektorych
uskuto&neniach vyndlezu sa farmaceuticky pripravok podéava
v takom mnoZstve, ktoré Jje dostatotné na pokrytie LT-B-R
pozitivnych buniek na dobu 1 aZ 14 dni. Farmaceuticky pripravok
v niektorych uskutocéneniach podla vyndlezu mdéze dalej obsahovat

farmaceuticky prijateIny nosi¢ alebo adjuvans.

Dal3im uskutoCnenim vynalezu je spbsob inhibicie
signdlnej dradhy LT-B-R bez toho, aby doSlo k inhibicii
signidlnej drdhy TNF-R, a to pomocou ¢&inidla blokujuceho LT-B-R
opisaného v predchadzajicom texte. Predmetom predkladaného
vyndlezu je 1 spbésob liedenia, prevencie alebo eliminacie
virusu ludskej imunodeficiencie u cicavcov, ktory spociva
v tom, Ze sa podd &inidlo blokujtice LT-B-R bud samotné, alebo
spoloéne s farmaceutickym nosiéom alebo adjuvans, alebo
spolo¢ne s inymi liekmi odbornikovi zndmymi a vhodnymi na

lieCenie alebo zmiernenie priznakov HIV alebo AIDS.

Okrem toho sa predkladany vynadlez tyka tieZ spésobu
lie¢enia v odbore transplantacii, t. Jj. odvrhnutia Stepu.
Niektoré uskutoénenia vynédlezu sa tykajd sGéasného podania

¢inidla blokujiceho drdhu CD40 a &inidla blokujiceho drdhu LT.

Podrobny opis vyndlezu

V tejto casti je vyndlez eSte podrobnejSie opisany, aby

mohol byt Uplne vysvetleny a pochopeny.
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Termin »imunoglobulinova odpoved™ alebo yhumoralna
odpoved™ sa v tomto texte pouZiva na oznaCenie imunitnej
odpovede =zvierata na cudzorody antigén, pri ktorej zviera
produkuje protildtky proti uvedenému antigénu. Trieda Th2
pomocnych T buniek je déleZitd na produkciu protildtok

s vysokou afinitou.

Termin ,z&rodo&né centrum“ (alebo ,germindlne centrum")
ozna&uje folikul B buniek, ktoré sa vytvaraju po imunizacii
antigénom. Objavenie sa takéhoto histologického miesta je vo
vztahu s optimdlnym vytvdranim paméti, prepinanim izotypov,
somatickou hypermutdciou afinitnym dozrievanim imunitnej
odpovede.

Termin ,margindlna zéna“™ alebo ,oblast margindlnej zdény"“
sa tyka histologicky opisaného kompartmentu sekundarneho
lymfatického tkaniva obsahujiceho predovSetkym makrofagy
margindlnej 2zény (MZM), metalofilné makrofagy (MM), B bunky
margindlnej zény a retikulocyty, a tieZ T bunky a dendritické
bunky. Vyustenie arteridlneho krvného rie¢iska do oblasti
margindlnych sinusov umoZifiuje priamy pristup antigénov k bunkam

a podporuje bunkové reakcie na antigén v tychto miestach.

Termin ,adresin“ oznaduje molekulu =zG&astiujicu sa
nasmerovania prenosu lymfocytov do sekunddrnych lymfatickych
orgénov. Takéto molekuly sa exprimuji na endotelovych bunkéach,
na bunkdch vysokého endotelu Ziliek 1lymfatickych uzlin.
Adresiny sleziny =zatial nie st zname. MAdCAM-1 je mukdzovy

adresin, PNAd je periférny adresin.

Termin ,pomocnd T bunka (Th bunka)"™ oznacuje funk&na
podtriedu T buniek, ktoré pomdhaji generovat cytotoxické T
bunky a ktoré spolupracuji s B bunkami a stimuluji tak tvorbu
protiladtok. Pomocné T bunky rozpoznidvaju antigén v spojeni
s molekulami MHC II. triedy a poskytujd kontaktne zavislé a

kontaktne nezavislé (cytokiny) signaly pre efektorové bunky.
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Termin ,cytokin® v tomto texte znamend molekulu, ktora
sprostredkovdva interakciu medzi bunkami. ,Lymfokin™ je cytokin

uvolfiovany lymfocytmi.

Termin ,Thl“ sa tyka podtriedy pomocnych T buniek, ktoré
produkuju LT-a, interferdén-y a IL-2 (a dal3Sie cytokiny) a ktoré
vyvolavajl =zdpalovd reakciu v spojeni s bunkovou (t. j. bez

U¢asti imunoglobulinov) imunitnou odpovedou.

Termin ,Th2" oznaduje podtriedu pomocnych T buniek, ktoré
produkuja cytokiny vratane IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10, a ktoré su
spojené s imunoglobulinovou, t. j. humorélnou imunitnou
odpovedou.

Termin ,doména Fc“ protildtky oznacduje <&ast molekuly
obsahujicu kibovi oblast, doménu CH2 a CH3, ale neobsahuje
miesto viaZuce antigén. Termin sa tieZ pouZiva na oznacenie

zodpovedajucej oblasti IgM alebo protilatky iného izotypu.

Termin ,protildtka anti-LT-P-receptor“ opisuje akikolvek
protilédtku, ktord sa Specificky viaZe k asponi jednému epitopu

na receptore LT-f.

Termin ,protildtka anti-LT"“ opisuje akikolvek protiléatku,
ktord sa Specificky viaZe k aspoii jednému epitopu na LTa, LTB,

alebo komplexu LT-a/B.

Termin ,signdlna dr&ha LT-B-R“ (,signalizécia LT-B-R“)
oznaCuje molekuldrne reakcie spojené s celou metabolickou

cestou prenosu signdlu LT-B-R a dalSie molekuldrne reakcie,

ktoré k nej vedud.

Termin ,¢inidlo blokujice LT-B-R“ oznaduje také <&inidlo,
ktoré naru3i vazbu ligandu na LT-B-R , zhlukovanie LT-B-R na

bunkovom povrchu alebo signdlnu drdhu LT-B-R, alebo ktoré
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spésobi zmenu v tom, ako je signdl drdhy LT-B-R interpretovany
v bunke. Cinidlo blokujice LT-B-R, ktoré pdsobi v kroku viazby
ligand-receptor, inhibuje vazbu LT ligandu na LT-B-R aspoii o
20 %. Priklady <&inidla blokujiceho LT-B-R zahrnujd rozpustné
molekuly LT-p-R-Fc a protiléatky anti-LT-a, anti-LT-fB,
anti-LT-a/B a anti-LT-B-R. Vyhodne protildtky nereaguju kriZovo

so secernovanou formou LT-a.

Termin ,biologickd aktivita LT-B-R“ znamend 1) schopnost
molekuly LT-B-R alebo jej derivatov sutaZit o rozpustny alebo
povrchovy LT ligand viaZuci sa k rozpustnej alebo povrchovej
molekule LT-B-R, alebo 2) nativnu aktivitu LT-B ako je

schopnost stimulovat regulaé¢ni imunitnd odpoved alebo v3eobecne

cytotoxicku aktivitu.

Termin ,LT ligand“ znamend heteromérny komplex LTa/P

alebo jeho derivéat, ktory sa Specificky viaZe na receptor LT-P.

Termin ,doména LT-B-R viaZuca ligand“ alebo ,vdzbova
doména LT-B-R pre ligand“ opisuje &ast alebo &asti LT-B-R,
ktoré sa zG&astniuju Specifického rozpoznania a interakcie

s ligandom LT.

Terminy ,povrchovy LT“ a ,povrchovy LT komplex“ oznaduja
komplex, skladajuci sa z podjednotky LT-a a podjednotky LT-fB
viazanej na membranu, vratane mutovanych, pozmenenych a
chimérickych foriem jednej alebo viacerych podjednotiek, pricom

tento komplex je prezentovany na povrchu bunky.

~Povrchovy ligand LT znamend povrchovy LT komplex alebo

jeho derivat, ktory sa Specificky viaZe na receptor LT-§.

Termin ,subjekt™ tu znamend 2zviera alebo jednu ¢&i

niekolko buniek pochddzajicich zo zvierata. Vyhodne je zviera
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cicavec. Bunky su v akejkolvek forme, vratane, ale nie vylucne,
buniek obsiahnutych v tkanive, zhlukov buniek,
imortalizovanych, transfekovanych alebo transformovanych
buniek, a tieZ buniek poch&dzajucich zo zvierata, ktoré bolo

fyzikadlne alebo fenotypovo zmenené.

Lymfotoxin-B: &len rodiny TNF

Cytokiny pribuzné s nddorovym nekrotickym faktorom (TNF -
»tumor necrosis factor“) sa vyskytuji ako velkd rodina
pleiotropnych medidtorov zudastrfiujlcich sa reguladcie imunity a
hostitelskej obranyschopnosti. Clenovia tejto rodiny sa
vyskytuji vo forme viazanej na membrdnu, ktora lokdlne pdsobi
prostrednictvom priameho medzibunkového kontaktu, alebo vo
forme secernovaného proteinu, ktory pésobi na vzdialené ciele.
Paralelni rodina receptorov pribuznych TNF reaguje s tymito
cytokinmi a spu3ta tak rézne metabolické drdhy vratane bunkovej

smrti, proliferédcie, diferenciacie tkaniv a zapalovej reakcie.

TNF, lymfotoxin-a, (LT-a, tieZ nazyvany TNF-B) a
lymfotoxin-f (LT-B) su ¢&lenmi rodiny TNF ligandov, ktoréa
zahrnuje tieZ ligandy receptorov Fas, CD27, CD30, CD40, 0X-40 a
4-1BB (Smith a kol., Cell 76: 959-962, 1994). Signdlne drahy
niektorych ¢&lenov TNF rodiny, vratane TNF, LT-a, LT-Bp a Fas,
méZu indukovat odumieranie nadorovych buniek tym, Ze spdsobia
nekrézu alebo apoptézu (programovani bunkovid smrt). TNF a mnoho
dalSich interakcii 1ligand-receptor TNF rodiny ovplyviiuje
v netumorogénnych bunkdch vyvoj imunitného systému a imunitna

odpoved na rézne antigény.

Védc&Sina komplexov LT-o/PB asociovanych s membrénou

(povrchovych LT) mé& stechiometriu LT-al/f2 (Browning a kol.,
Cell 72: 847-856, 1993, Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-
46, 1995). Povrchové LT ligandy sa neviaZu na TNF-R s vysokou
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afinitou a neaktivujd signdlnu dradhu TNF-R. Iny receptor
pribuzny TNF, nazyvany LT-B receptor (LT-P-R), viaZe tieto
povrchové lymfotoxinové komplexy s vysokou afinitou (Crowe a
kol., Science 264: 707-710, 1994).

Aktivacia signdlnej drahy LT-B-R, podobne ako signalnej
drahy TNF-R, md antipdlovy uéinok a méZe mat cytotoxicky G&inok
na nadorové bunky. V prejedndvanej patentovej prihladke
pdévodcov predkladaného vyndlezu (prihlaska US 08/378 968) su
opisané pripravky a spdsoby na selektivnu stimuléaciu LT-B-R
pouzitim ¢&inidla aktivujiceho LT-B-R. Agens aktivujice LT-B-R
je uZitoCny na inhibiciu rastu nédorovych buniek, bez toho aby
suCasne viedol k aktivacii zdpalovej reakcie alebo

imunoregula&nej drahy aktivovanej TNF-R.

Sacasny vyskum génového cielenia (,gene targeting™)
predpoklada ulohu LT-a/BP vo vyvoji sekunddrnych lymfatickych
organov (Banks a kol., J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995,
DeTongi a kol., 1994, Matsumoto a kol., Science 271, 1289-1291,
1996). Ziadna =z tychto vlastnosti nebola opisand u mys$i
s geneticky vyradenou funkciou (,knock out“) TNF receptora
(Erickson a kol., Nature 372, 560-563, 1994, Pfeffer a kol.,
Cell 73, 457-467, 1993, Rothe a kol., Nature 364, 798-802,
1993). Pévodca nedadvne definoval dlohu membranovych komplexov
LT-a/B vo vyvoji sekunddrnych lymfatickych orgdnov tym, Ze
ukazal, Ze potomstvu my3i, ktorym bola v priebehu gestacie
injikovanéd rozpustnd forma LT-B-R fazovaného s usekom Fc
Iudského IgGl (LT-B-R-Ig) chyba v#&3ina lymfatickych uzlin a
vykazuje naruSend architektiru sleziny (Rennert a kol., 1996,
Surface lymphotoxin alpha/beta complex is required for the
development of peripheral lymphoid organs, J. Exp. Med. 184,
1999-2006) . Ind Studia dokdzala, Ze transgénne my3i s podobnym
konStruktom LT-f-R-Ig, ktorého expresia =zaala tri dni po

narodeni, mali lymfatické uzliny. Ale mali naru$enua



17

architektiru sleziny a niekolko markerov slezinovej margindlnej
zény sa neexprimovalo (Ettinger a kol., Disrupted splenic
architecture, but normal lymph node development in mice
expressing a soluble LT-P-R/IgGl fusion protein, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93: 13102-7). Tieto uUdaje spolo€ne ukazuju, Ze
tu existuje docasnd poZiadavka na membrénové funkcie LT pre
sprostredkovanie uc¢inkov na vyvoj sekunddrnych lymfatickych

organov, ale bez G¢inku na architektiru sleziny.

Systém TNF sa tieZ zGCastfiuje na vyvoji sleziny. Bunky
margindlnej zény sleziny my3i deficitnych. na TNF neexprimujd
amkofadgové markery alebo MAdACAM-1 (Alexopoulou a kol., 60%" Int.
TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis a
kol., 60 Int TNF Congress, Eur. Cytokine Network, 239, 1996).
MySiam deficitnym v TNF-R55 tieZ chyba MAdCAM-1 (ale nie MOMA-
1) v margindlnej zéne sleziny (Neumann a kol., J. Exp. Med.
184, 259-264, 1996, Matsumoto a kol., Science 271, 1289-1291,
1996) .

Lymfatické tkanivo alebo tkanivo podobného typu nevzniké
len v priebehu vyvoja, ale aj pri uréitych patologickych
stavoch, ako su napriklad chronické zapaly, Vv procese zvanom
neolymfoorganogenéza (Picker a Butcher, Annu. Rev. Immunol. 10,
561-591, 1992, Kratz a kol., J. Exp. Med. 183, 1461-1471,
1996) . Tieto procesy su zjavne ovplyvnené Clenmi rodiny TNF. U
transgénnych my3i s génom LT-o riadenym prométorom Kkrysieho
inzulinu (RIP-LT) sa vyvinuli chronické zdpalové lézie
s charakterom organizovaného lymfatického tkaniva (Kratz a
kol., J. Exp. Med. 1183, 1461-1471, 1996, Picarella a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10036-10010, 1992).

Vyhodnotenie funkcie LT v priebehu imunitnej odpovede
zavislej od T buniek pomocou my3i deficitnych na LT-a ukazalo
na nevyhnutnost LT pre vytvdranie GC, a zrejme tieZ pre
udrZiavanie organizovanej Struktury folikularnych

dendritickcych buniek (FDS) a pre imunitnd humordlnu odpoved
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(Banks a kol., J. Immunol. 155, 1685-1693, 1995, Matsumoto a
kol., Science 271, 1289-1291, 1996, Matsumoto a kol., Nature
382, 462-466, 1996). My3i deficitné na TNF-R55 tieZ nemaju FDC,
nevyvija sa u nich GC a nie su schopné optim&lnej imunitnej
odpovede na ovcéie c¢ervené krvinky (SRBC). To predpokladéa, :Ze
TNF-R55 mézZe byt spustany rozpustnym signdlom LT alebo TNF vo
vacS8ine takych odpovedi (LeHir a kol., J. Exp. Med. 183, 2367-
2372, 1996, Aflexopoulou a kol., 60 Int. TNF Congress, Eur.
Cytokine Network, 228, 1996, Pasparakis a kol., 60 Int. TNF
Congress, Eur. Cytokine Network, 239, 1996). Funk&n& rola pre
drahu povrchového LT/LT-B-R v imunitnej humordlnej odpovedi

nebola dosial identifikované.

Receptor LT-B, &len rodiny receptorov TNF, 3&pecificky
viaze povrchové LT 1ligandy. LT-B-R viaZe heteromérne LT
komplexy (prevazZne LT-al/B2 a LT-a2/fl), ale neviaZe ani TNF
ani LT-a (Crowe a kol., Science 264, 707-710, 1994).

mRNA pre LT-B-R sa nasla v ludskej slezine, tymuse a
dalsich organoch spojenych s imunitou. Aj ked vyskum expresie
LT-B-R je len v pociato&nej faze, profil expresie LT-B-R je
podobny profilu p55-TNF-R, okrem toho, Ze LT-P-R chyba na T a B

bunkdch periférnej krvi a na linidch T a B buniek.

Komplexy povrchovych lymfotoxinov (LT) boli
charakterizované v hybridémovych T bunkach CD4* (II-23.D7),
ktoré exprimujd vysokd hladinu LT (Browning a kol., J. Immunol.
147, 1230-1237, 1991, Androlewitz a kol., J. Biol. Chem. 267,
2542-2547, 1992). Expresia a biologickd funkcia LT-B-R, LT
podjednotiek a povrchovych LT komplexov st opisané v prehlade
Ware, C. F., ,The ligands and receptors of the lymphotoxin
system™, v: Pathways for Cytolysis. Current Topics Microbiol.
Immunol. Springer-Verlag, s. 175-218, 1995.

Expresia LT-a Jje indukovand a LT-oo je primdrne



19

secernovany aktivovanymi T a B lymfocytmi a zabija&skymi (NK,
,natural killer“) bunkami. LT-a produkuje v ramci pomocnych T

buniek podskupina Thl, ale nie podskupina Th2 buniek. LT-o sa
tieZ na3iel v melanocytoch. Mikroglie a T bunky v léziadch u
pacientov s roztrusenou mozgovomiechovou sklerdézou reaguju
pozitivne s antisérom antilT-o (Selmaj a kol., J. Clin. Invest.
87, 949-954, 1991).

Lymfotoxin-B (zvany tieZ p33) je exprimovany na povrchu
mySich aj lIudskych T lymfocytov, linii T buniek, linii B buniek
a zabija&skych buniek aktivovanych lymfokinom (LAK). LT-B je
predmetom uZ prejedndvanych patentovych prihlaSok rovnakych
pbdvodcov ako predkladany vyndlez PCT/US91/04588, publikovanej
9. janudra 1992 ako dokument WO 92/00329, a PCT/US93/11669,
publikovanej 23. Jjuna 1994 ako WO 94/13808, na ktoré tu

odkazujeme.

Povrchové LT komplexy si exprimované primarne
aktivovanymi T lymfocytmi (pomocnymi, Thl i zabijadéskymi
bunkami) a B bunkami a zabijac¢skymi bunkami, ako sa d& ukazat
analyzou pomocou FACS alebo imunohistologickou analyzou pomocou
protildtok anti-LT-a alebo rozpustnych fuznych proteinov
LT-B-R-Fc. V prejedndvanej prihlaske rovnakého pévodcu US
08/505 606 podanej 21. jula 1995 sU opisané pripravky a spdsoby
pouZivajice rozpustné LT-f receptory a protildtky Specifické
proti LT-Pp receptoru a 1ligand ako 1lieivo na liecdenie

imunitnych choréb sprostredkovanych Thl bunkami.

Povrchové LT sa tieZz naSli na klonoch ludskych
cytotoxickych T lymfocytov (CTL), v aktivovanych periférnych
mononukledrnych lymfocytoch (PML), lymfocytoch periférnej krvi
aktivovanych IL-2 (LAK), periférnych B lymfocytoch aktivovanych
bud mitogénom 2z Phytolacca americana alebo anti-CD40 (PL), a
réznych T a B buniek pochadzajuacich 2z lymfoidnych nadorov.

Zapojenie <cielovych buniek nesicich aloantigén S3Specificky
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indukuje expresiu povrchovych LT u klonov CD4* a CD8* CTL.

Pévodca vyndlezu opisal niekolko imunologickych funkcii
povrchového LT a ukdzal vplyv LT-a/B vizbového &inidla na
vyvolanie a charakter imunoglobulinovej odpovede, udrZiavanie
bunkovej organizacie sekundirneho lymfatického tkaniva vratane
G¢inku na diferenciaény stav folikuldrnych dendritickych buniek
a vytvaranie germindlnych centier a tieZ drovei expresie
adresinov, ktora ovplyviiuje bunkovy transport. Pévodca tak
definoval terapeutické vyuzZitie vdzbovych ¢&inidiel povrchovych

LT-a/B a LT-B receptorov.

AZ do predloZenia tohto vyndlezu nebol vyznam signélnej
drahy LT-B-R pre humordlnu alebo imunogénnu odpoved dobre
vysvetleny. Pévodcovia prvy kriat v predkladanom vynaleze
objavili, Ze ¢&inidlo blokujuce dridhu LT, bud LT-B, alebo
LT-B-R, mbéZe zmenit humordlnu imunitna odpoved zvierata.
Predkladany vyndlez sa tak v 3irSom vyzname tyka spdsobu, ako
zmenit humordlnu imunitnid odpoved u zvierata, pricom tento
spdésob obsahuje krok, kedy sa poda farmaceuticky pripravok, °

ktory obsahuje terapeuticky t&inné mnoZstvo &inidla blokujiceho

drahu LT, vyhodne blokitora LT-B-R.

Akékolvek blokujlce &inidlo sa mbéZe pouzit podla vyndlezu
a odbornik Iahko stanovi &inidlo, ktoré blokuje LT-B-R. Tak
napriklad takéto &inidlo méZe obsahovat malé molekulové
inhibitory receptora, rozpustné receptory LT-f, protilatky
namierené proti LT-B-R alebo protildtky namierené proti
povrchovému 1ligandu LT. Vo vyhodnom uskutoéneni vynalezu
blokujice ¢&inidlo obsahuje rozpustny LT-P-R, ktory m& vizbovu
doménu pre ligand, ktord méZe selektivne viazat povrchovy LT
ligand, a vyhodnejsie, kde rozpustny LT-B-R obsahuje Fc doménu

Iudského imunoglobulinu.
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V inom uskutoéneni predkladaného vynalezu vyhodné

blokujice ¢&inidlo obsahuje monoklondlne protilatky namierené
proti LT-B-R, vratane vyhodnych anti-Iudskych monoklonalnych
protilatok BDA8 proti LT-B-R a B9 proti LT-B. ESte vyhodnejSie
protilatky su Al1.D5.18 a A0.D12.10 a BB-F6. V niektorych
pripadoch méZe byt vhodnej3ie pouZit monoklondlne protilatky

namierené proti my$iemu povrchovému LT ligandu.

Dlhodobad prezentidcia antigénu na FDC je pravdepodobne
velmi ddlezitd pri autoimunitnych ochoreniach, kde kontinudlna
aktivdcia imunitného systému endogénnymi- alebo autoantigénmi
udrzuje chorobu. Zachytenie imunitnych systémov na FDC Je
zndzornené na obrazku 7. Schopnost odstranit tieto imunitné
komplexy z FDC by mohla sliZit na redukciu imunitnej aktivacie
a na utlmenie choroby alebo dokonca k zastaveniu postupu
choroby. Takéto autoimunitné choroby, na ktorych sa podielaju
reakcie aberantnej protildtky su zrejmym cielom pre inhibitory
LT dréhy, aj ked aj autoimunitné choroby ~klasicky"
sprostredkované T bunkami maji dosial nerozpoznand humoralnu
zloZku a mdézZu byt teda ovplyvnené.

Podobne na poli transplantacénej mediciny odvrhnutie Stepu
alebo ,choroba hostitel verzus S3tep a 3tep verzus hostitel®
vyZaduje prezentdciu antigénu, aby mohla pretrvavat. Mechanizmy
tu popisané pre manipuldciu FDC sa méZu aplikovat tieZ na
problémy spojené s rozpozndvanim ,nie-vlastného“, teda pri

transplantdaciach.

Okrem toho, kontinudlna prezentdcia antigénu alebo
udrZiavanie  antigénnej pamdti mdéZu  hrat znaéna  Glohu
v autoimunitnych  chorobach spdsobenych  tzv. molekularnym
mimikry. Napriklad imunitnd reakcia na infek&ny agens lymskej
choroby Borelia burgdorferi vedie k chorobe podobnej artritide,
pravdepodobne preto, Ze nejaky antigénny epitop Vv tejto
baktérii je podobny nejakej normé&lnej zlozke klbu. Odstranenie

antigénu 1lymskej choroby viazaného na FDC méZe zmiernit
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artritidu indukovani lymskou chorobou. takito terapia y mohla
byt vhodna tieZ v inych pripadoch mimikry spojenych s infek&nym
agens.

Pévodca prekvapivo zistil, Ze podanie ¢inidla blokujtceho
LT-B-R je schopné interferovat S prezentdciou a/alebo
depoziciou antigénov na folikuldrnych dendritickych bunkach.
Typicky, B bunky rozpoznavajd antigény ako imunitné komplexy
viazané na povrch folikularnych dendritickych buniek.
Folikularne dendritické bunky si méZu udrZat antigén pocdas
neSpecificky dlhej doby. Periodicky kontakt s antigénom
naviazanym na FDC tak mbéZe byt spojeny s udrZovanim pamite B
buniek. TakZe spbésoby podla predkladaného vyndlezu sa tykaju
mnohych chordb, ktoré su zAavislé od prezentdcie antigénu na
dendritickych bunkdch. Podanie blokujiceho &inidla podla
vyndlezu méZe byt uskutoénené pred vnesenim antigénu do
zvierata a v tomto pripade blokujice ¢&inidlo potom zabréni
vSetkym alebo aspon casti depozicii antigénu na folikulérnych
dendritickcych bunkdch, ¢&im sa zmierni alebo udplne odstréni
imunitnéd odpoved. Alternativne sa blokujlice ¢&inidlo podla
vynalezu mdéZe podat zvierati v okamZiku po tom, &o uZ
folikularne dendritické bunky na sebe antigén maja asociovany.
Spbésob podla vyndlezu v takom pripade mdéZe zrudit tato
asocidciu, takZe ocCakdvand imunitnd odpoved bude zmiernend
alebo uUplne odstranenad. TakZe spésoby podla predkladaného
vyndlezu zahrnuju dplnad alebo aspoii ¢&iastodénd eliminaciu
imunitnych komplexov uZ naviazanych na folikuloch B buniek
alebo zabrénenie, Uplné alebo ¢iastoéné, zachytenia imunitnych

komplexov vo folikuloch buniek.

Schopnost rozruSit asociaciu medzi antigén prezentujtdcimi
folikularnymi dendritickymi bunkami a imunitnymi komplexmi sa
zda byt JjedineCnou vlastnostou dradhy LT-p. Tak napriklad
anti-CD40 (MR-1) je Jjediny ¢&len rodiny TNF a je tieZ

exprimovany na folikuldrnych dendritickych bunkdch. Dokézalo
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sa, Ze podobne ako LT-B-R/Ig, tieZ MR-l zabrafiuje tvorbe

germindlnych buniek, ale neovplyviiuje expresiu markerov FDC.

Anti.CD40-L na rozdiel od LT-B-R nezabrafiuje zachyteniu
imunitnych komplexov na folikuldrnych dendritickych bunkdch ani
nie je schopny eliminovat imunitné komplexy uZ raz zachytené na
folikuldrnych dendritickych bunkdch. Okrem toho pdvodca ukéazal,
7e anti-CD40-L neovplyviiuje preZivanie a/alebo udrZiavanie skér

vzniknutych pamdtovych B buniek.

Aj ked nie je zndma podstata rozdielov medzi dopadom
¢inidiel blokujicich anti-CD40-L a LT-$~R, hypoteticky sa
predpoklada, Ze CD40 poskytuje signdly pre preZivanie B buniek.
Av3ak systém LT je kriticky pre wudrziavanie folikuldrnych
dendritickych buniek v plne diferencovanom a funk&énom stave,
t.j. v takom stave, ktory Jje nevyhnutnou podmienkou reakcie
zadrodo&nych centier a vytvarania pamdtovych B buniek a ich
udrZiavania. TakZe blokovanie drdhy CD40 (CD40L) mbéZie zabréanit
vytvdraniu pamiatovych buniek, ale neovplyvni zasobu uZ raz
vytvorenych pamidtovych buniek. Blokovanie drédhy LT na druhej
strane zabrani nie len vytvdraniu a udrZiavaniu pamdtovych B
buniek, ale ovplyvni aj wudrZiavanie wuZ skér vytvorenych

pamdatovych buniek.

Dalsia mozZnost vyuzitia inhibicie LT spociva
v ovplyviiovani virusov, ktoré vytvaraja zasobniky
v kompartmente folikuldrnych dendritickych buniek (FDC). Dobrym
prikladom takéhoto virusu je HIV. Po virusovej infekcii znacné
mnoZstvo virusu zostdva na FDC vo folikuloch B Dbuniek
v sekunddrnych lymfatickych orgédnoch (Heathe a kol., 1995,
»Follicular dendritic cells and human immunodeficiency virus
infectivity"“, Nature 377:740-4). Predpokladéd sa, Ze virus je
v podobe komplexov bud s komplementom, alebo imunoglobulinom
viazany bud na Fc¢ receptory, alebo komplementové receptory,
alebo receptory oboch typov. TakZe virus vyuZiva normalny

mechanizmus imunitného systému na to, aby pozastavil antigénnu
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pamdt na velmi dlhd dobu. V priebehu choroby sa potom objavuje
akitna infekcia lymfocytov  primarne v tychto miestach.
Vypo¢italo sa, Ze pocCas asymptomatickej fazy infekcie je ,pool™
virusu v tomto kompartmente asi 10 x v&&3i ako kolko obsahuju T
bunky a monocyty (Cavert a kol., 1997, ,Kinetics of response in
lymphoid tissue to antiretroviral therapy of HIV-1 infection™,
Science 276: 940-6). V suacasnych spésoboch lie&enia virusovej
infekcie HIV sa kombinuji mnohé antivirusové pripravky, aby sa
zniZilo celkové mnoZstvo virusu a aby sa zabranilo dudniku
rezistentnych variantov. Obmedzenie tejto terapie spoéiva
v zlej kompliancii terapie a tieZ v tom, Ze v priebehu tychto
dlhych intervalov sa méZe zvySkovy virus volne vyvijat a
mutovat na rezistentné varianty, a tak zabranit liedeniu.
Zatial &o celkové mnoZstvo virusu v kompartmente FDC je podéas
terapie mnohymi pripravkami dramaticky zniZené, pripravky
samotné su vd&Sinou namierené proti mechanizmu virusovej
replikdcie a teda nie proti nereplikujicemu sa virusu na
povrchu FDC. TakZe rezervodr virusu na FDC mdéZe sluZit ako
inokulum pre opakované rozSirenie infekcie po =zastaveni
podavania liekov. Okrem toho je zndme, Ze FDC méZu premenit

neutralizovany virus na infekénd formu virusu, &o len dalej

podCiarkuje vyznam tychto buniek v patogenéze HIV.

KedZe inhibicia drahy LT méZe spdsobovat, Ze FDC uvolni
imunitné komplexy z bunkového povrchu, méZe sa uvolnit aj HIV
v podobe imunitnych komplexov. Bolo by Ziaduce uvoInit vSetok
HIV z tohto kompartmentu eS3te pred zadatim reZimu terapie
s niekolkymi kombinovanymi pripravkami, lebo uvolneny virus by
mohol byt bud ovplyvneny a odstrdneny z tela, alebo by bol
citlivejsi na podavané lieky. Takato kombindcia by mohla viest
k podstatnému zniZeniu celkového zvy3kového virusu na velmi
nizku hladinu a pripadne by mohla viest k vyliedeniu. V takomto
pripade by boli wuZitoéné ako LT-P-R/Ig alebo blokujice
protildtky, a to bud proti ligandu, alebo proti receptoru.
Predkladany postup liecenia by mal zahrnovat za&iatok podé&vania

liekov a potom, po&as niekolkych dal3ich dni, uvolnenie
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vSetkych ziskanych virusov jednym alebo opakovanym podavanim
inhibitorov drdhy LT. Hned ako raz déjde k zniZeniu mnoZstva

virusu, dalSie podadvanie LT ¢inidla uZ nie je potrebné.

Virus HIV je mimoriadne dobre skimany priklad, ale je
pravdepodobné, Ze aj iné virusy sa mbéZu skryvat na FDC
v pokojovom stave a cakat na situadciu, kedy déjde k nejakému
naruSeniu imunitného systému a jeho zataZeniu dal3imi
antigénmi, a nasledne potom k uvolneniu virusu z FDC a jeho
opdtovnému roz3ireniu. Preto sa predkladany vyndlez tyka tieZ
akéhokolvek prostriedku na inhibiciu dradhy LT, ktory zabréni

komplikdciédm s virusom viazanym na FDC.

Predkladany vyndlez m& znac¢né ddésledky pre mnoho chordb,
ktoré sU zavislé od prezentacie antigénu na dendritickcyh

bunkdch a od odpovede vytvdranej pamdtovymi B bunkami.
Monoklondlna protildtka namierend proti Iudskému LT-a 2zvané
AODl12 bola schopnd dobre blokovat LT-al/B2 signdlnu drahu
v porovnani s vad&3inou monoklondlnych protildtok proti

Iudskému LT-a, a bola madlo G¢innd proti samotnému LT-o. Takéto

monoklonalne protildtky boli ziskané imunizaciou rozpustnym

ligandom LT-al/p2, ¢o viedlo k objaveniu protiléatok

s jedinecnou S3pecifickostou. Okrem toho =zastdvame ndzor, 3Ze
monoklondlne protilatky anti-LT-a so Specifickostou namierenou
proti LT-al/B2 komplexom moZno najst len po takomto type
imunizédcie a nie po imunizécii samotnym LT-a, a predstavuji

teda jedineénu triedu protilitok anti-LT-a.
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Prehlad obrézkov na vykresoch

Obrazok 1 je sekvencia extraceluldrneho useku ludského LT-B

receptora, ktory kéduje vdzbovi doménu pre ligand.

Obrazok 2 wukazuje imunohistochemicki analyzu sleziny my$i,

ktora dostala opakované injekéné davky fluznych proteinov

LT-B-R-Ig alebo LFA-3-Ig a antigén.

Obrazok 3 ukazuje vysledky imunohistochemickej analyzy, ktora

dokazuje nepritomnost germindlnych centier v slezine myS$i
o3etrovanych LT-P-R-Ig a MR-1 (protiladtka proti ligandu CD40) a
pritomnost folikuldrnych dendritickych buniek v slezine my3i

oSetrovanych len MR-1 bez LT-P-R-Ig. Flzne proteiny a SRBC boli

poddvané rovnako ako pri obrazku 2.

Obrdzok 4 Jje imunohistochemickd& analyza expresie adresinu,

ktord je zmenend v lymfatickych uzlinadch (LN) my3i o3etrovanych

in utero a dalej po narodeni LT-B-R-Ig.

Obrazok 5 je imunohistochemickad analyza umiestnenia lymfocytov
a expresie makrofdgovych markerov v mezenterickych lymfatickych

uzlindch (LN) my$i oSetrovanych (ako na obrézku 4) in utero a

dalej po narodeni LT-B-R-Ig.

Obrazok 6 Jje imunohistochemickd analyza ukazujica, Ze
oSetrovanie my$i LT-B-R-Ig inhibuje protildtkovd odpoved na
SRBC.

Obrdzok 7 predstavuje schematické zachytenie imunitnych

komplexov na FDC.
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Priklady uskutonenia vyndlezu

Materidl a metddy
MySi

NacCasované brezivé mySi Balb/c sa kupili od firmy Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME), sa chovali v obvyklych klietkach a
zaobchddzalo sa s nimi v stlade s inStituciondlnymi smernicami.
Proteiny receptora Ig sa injikovali do chvostovej Zily (i.v.)
brezivej myS3i. Potomstvo tychto my3i a 5 tyZdiiov staré samice
myS5i Balb/c (zakipené od Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) sa

intraperitonedlne (i.p.) injikovali fuznymi proteinmi

Fizne proteiny a protilatky

Fizne proteiny, ktoré obsahovali extraceluldrnu doménu
bud mySieho LT-P-R, Iudského TNF-R55 alebo Iudského LFA-3
(ktory neviaZe my3ie CD2), flzovanti ku kibovej oblasti, a
domény Cy2 a Cy3 Iudského IgGl sa pripravili, ako uZ bolo
opisané (Force a kol., J. Immunol., 155, 5280-5288, 1995,
Miller a kol., J. Exp. Med., 178, 211-222, 1993). Purifikovany
ITudsky IgGl pouZity ako kontrola sa zakupil od firmy Protos
Immunoresearch (San Francisco, CA). MR1l, protilidtka proti
mySiemu CD40 ligandu sa zakGpila od firmy Pharmigen (San Diego,
Cha).

Protiléatky (MOMA-1, ED3) Specifické pre markery
exprimované mySimi metalofilnymi makrofagmi (MM) , (ED3
rozpoznava sialoadhezin), alebo Specifické pre mySie

retikularne fibroblasty (ER-TR-7) sa zakupili od firmy Serotec
(Oxon, UK). Protildtky Specifické pre my$i B220, CD4 a MadCAM-1
(MECA 367) sa =zakipili od firmy Pharmigen (San Diego, CA).
Protilatku 3pecifickd pre marker exprimovany makrofagmi

margindlnej zény my3i poskytol Dr. Reina Mebius (Vrije
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Universiteit, Amsterdam) . Protilatky (FDC-M1 a FDC-M2)
Specifické pre my3ie folikuldrne dendritické bunky (FDC) boli
opisané uZ skér (Marda a kol., J. Immunol. 148, 2340-2347,
1992). Anti-mySiu protilatku CR1 (ktord znaéi aj FDC) laskavo
poskytol Dr. Randolph J. Noelle (Dartmouth Medical School). Na
detekciu adresinu periférnych lymfatickych wuzlin (PNAd) sa
pouzivala protildtka MECA 79 (supernatant pochadzajuici z buniek
zakupenych od ATCC, Rockville, MD).

Antigény a imunizacia

MySi sa imunizovali i.p. so 100 pl 10 % suspenzie SRBC
(zakipené od firmy Colorado Serum Company), &o je ekvivalent 1-

5x10* SRBC na imunizaciu.

Imunohistochemické analyzy

Slezina a lymfatické wuzliny sa zmrazili v zalievacom

médiu OCT (Miles, Elkhart, IN) a upevnili sa na rezanie na

kryostate. Rezy hrubé 7-10 um sa su$ili a fixovali acetédnom.
Rezy sa inkubovali s konjugovanymi protildtkami 1 hodinu pri
teplote miestnosti v zvlhéenej komérke po tom, &o sa protildtky
nariedili pufrom A, fyziologickym roztokom pufrovanym Tris
(TBS-A, 0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween-20 (V/V), 0,25
hovddzi sérovy albumin (BSA)), potom sa rezy oplachli v TSB-B
(0,5 M Tris, 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween 20) a fixovali 1 minttu
v metanole pred zahdjenim enzymatickej reakcie. Aktivity
chrenovej peroxidédza (HRP) a alkalickej fosfatazy (AP) sa
vyvijali pomocou substrétovej supravy s tabletkami DAB (Sigma,
St. Louis, MO) s 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfatu/tetrazélium-
nitromodra (BCIP/NBT, Sigma). Tkanivové rezy sa fixovali 5
mindt v metanole a kontrastne farbili podla Giemxy (Fluka,

Buchs, Svajé&iarsko).
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Obrazovd fluorescencna analyza

Na imunofluorescenciu sa zmrazené rezy fixovali aceténom,
su8ili na vzduchu a vopred blokovali 5 pg/ml anti-CD16/CD32 Fc
blokujiceho &inidla (Pharmigen, San Diego, CA) vo fyziologickom
roztoku pufrovanom Tris s 0,25 % BSA, 0,05 % Tween-20 a 10 %
krdli&im sérom agregovanym zahriatim. Rezy sa znadili v
rovnakom pufri pomocou nasledujicich mAb (monoklonélnych

protildtok) a detekénych reagencii: 10 pg/ml biotinylovanéd
anti-B220 mAb (Pharmigen) nasledovanad 20 ug/ml streptavidin-
FITC (Southern Biotechnology Associates, 'Birmingham, AL), 10
pug/ml MECA 367 nasledovand 10 pg/ml PE-kozi F(ab’")2 anti-krysi
IgG (Southern Biotoechnology Associates), supernatant z
tkanivovej kultury MECA79 nasledovany 20 pg/ml FITC-my3i anti-
krysi IgM (Pharmigen), 20 upg/ml anti-sialoadhezin mAb
nasledovana 10 ug/ml PE-kozi F(ab’)2 anti-krysi IgG (Southern
Biotechnology Associates), 50 pg/ml biotinylovand PNA (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) nasledované 10 ug/ml
streptavidin-PE (Southern Biotechnology Associates), 1:5
nariedend mAb zo supernatantu bunkovej kultiry MOMA-1,
nasledovand 20 pg/ml FITC-mySim anti-krysim IgM (Pharmigen).
Niektoré rezy sa zna&ili niekolkymi mAb sulasne, aby bola moZna
viacvrstvovd obrazovd analyza. VSetky rezy sa pozorovali pri
zvd&Seni 50x a fotografovali sa pomocou Ektachrome P1600
(Kodak, Rochester), alebo sa zachytdvali ako oddelené cCervené a
zelené obrazové stbory, ako uZ bolo skdér opisané (Renner a
kol., J. Exp. Med., november 1996, v tlaci).

Hemaglutinac¢né testy

Sériové riedenia séra sa uskuto¢nili na 96-jamkovych

mikrotitraénych do3tié&kadch (Costar, Cambridge, MA) v PBS/1%
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glukéza. Titer SRBC-3pecifického IgM sa uréoval pridanim 25 pul
10 % SRBC suspenzie do kaZdej jamky a inkubdciou dostiéky 1
hodinu vo zvlhéovanom inkubdtore pri 37 °C. Pre SRBC-
Specifickiy IgG sa séra inkubovali 30 minGt pri 37 °C s 20
Hl/jamku 1 % merkaptoretanolu (o/o) (Bio-Rad, Richmond, CAa),
aby sa vyla€ili IgM pentaméry. Potom sa pridalo 25 pl/jamku 10

% suspenzie SRBC, nasledované 25 pl/jamku 10 mg/ml roztoku (v
PBS/1 % glukdza) kozieho anti-mySieho IgG (Southern BRio-
technology, Birmingham, AL) ako kriZovo viaZuceho &inidla na
hemaglutinéiciu. Titer sa urdoval ako obratena hodnota
posledného riedenia  séra, pre ktoré je jasne zjavna

hemaglutinécia.

Testy ELISA

Na analyzy receptor-Ig v plazme sa pouZivali mAb
Specifické pre my$i LT-B-R (Browning a kol., pripravovany
rukopis), LFA-3 (Miller a kol., J. Exp. Med., 178, 211-222,
1993) alebo doménu CH3 Iudského IgG, (CDGS5, pripravené v
Biogene), priamo imobilizované na 96-jamkovych mikrotitraé&nych
doStickach na vychytdvanie a osli anti-ludsky IgG;-chrenova
peroxiddza (HRP) na detekciu (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA, riedenie 1:4000).

Produkcia rozpustnych molekil LT-B-R

Cinidlo blokujice LT-B-R podla jedného uskutonenia tohto
vynalezu obsahuje molekulu LT-B receptora. Obrazok 1 ukazuje

sekvenciu extraceluldrneho useku Iudského LT-B-R, ktord kéduje
doménu viaZucu ligand. Na z&klade znalosti sekvencie (obrazok
1) a pomocou postupov rekombinantnych DNA v odbore dobre
znamych, sa dé& klonovat funkény fragment domény viaZucej ligand
do vektoru a potom exprimovat vo vhodnej hostitelskej bunke a
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tak produkovat rozpustni molekulu LT-B-R. Rozpustné molekuly
LT-B-R, ktoré sutazZia s nativnymi LT-B receptormi o LT ligand v

teste opisanom vy$3ie, sa vyberd ako ¢inidlo blokujice LT-P-R.

Rozpustné LT-B receptory obsahujice sekvenciu
aminokyselin vybranu zo sekvencie uvedenej na obrazku 1 sa mdézZu
pripojit k Jjednej alebo viacerym heterologickym proteinovym
doménam (,fuzne domény"“), aby sa =zvySila in vivo stabilita
receptorového fuzneho proteinu, alebo aby sa modulovala jeho

biologicka& aktivita alebo lokalizéacia.

Vyhodne sa na vytvorenie receptorovych fiznych proteinov
pouZzivaju plazmatické proteiny, ktoré majd typicky poléas obehu
vacs8i ako 20 hodin. Takéto plazmatické proteiny sd napriklad
(ale vymenovanie nie je obmedzujlice) imunoglobuliny, sérovy
albumin, lipoproteiny, apolipoproteiny a transferin. K doméne
viazucej ligand sa méZu tieZ pripojit sekvencie, ktoré zacielia
rozpustni molekulu LT-B-R do uréitého typu bunky alebo tkaniva,
aby sa vytvoril Specificky lokalizovany rozpustny flzny protein

LT-B-R.

Bud cely LT-B-R, alebo funké&ny usek z jeho
extraceluldrnej domény obsahujici doménu viaZucu 1ligand, sa
méZe flzovat s konStantnym usekom imunoglobilinu, napriklad s
Fc doménou taZkého retazca Iudského IgGl (Browning a kol., J.
Immunol. 154: 33-46, 1995). Rozpustné fuazne proteiny receptor-
IgG sU vyhodné, sU beZnym imunologickym reagens a spdsoby ich
pripravy su v odbore dobre znéme (pozri napriklad US patent ¢&.
5 225 538, na ktory tu odkazujeme).

Funkénd doména viaZuca ligand z LT-B-R sa mbéZe fuzovat s
Fc doménou imunoglobulinu (Ig) odvodeného od imunoglobulinu
inej triedy alebo podtriedy ako IgGl. Fc domény protiladtok
patriacich do odlisnych tried alebo podtried mézZu aktivovat

odlisné druhotné efektorové funkcie. K aktivacii déjde, ked sa
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Fc doména naviaze na vhodny receptor. Druhotné efektorové
funkcie zahrnuju napriklad schopnost aktivovat komplement,
kriZovo reagovat s placentou alebo viazat rdézne mikrobidlne
proteiny. Vlastnosti réznych tried a podtried imunoglobulinov
sl opisané v Roitt a kol., Immunology, s. 4.8, Mosby-Year Book
Europe Ltd., 3. vyd., 1993).

Aktivadcia komplementu iniciuje kaskadu enzymatickych
reakcii, ktoré sprostredkovavaji zapalovi reakciu. Jednotlivé
produkty komplementu majd rézne funkcie vratane pltania
baktérii, endocytézy, fagocytézy, cytotoxicity, produkcie

volnych radikdlov a solubilizdcie imunitnych komplexov.

Enzymova kaskdda komplementu je aktivovand Fc doménami
protildtok IgGl, IgG3 a IgM s naviazanymi antigénmi. Fc doména
IgG2 sa zda byt menej uGc¢innd a domény IgG4, IgA, IgD a IgE su
Uplne neucinné v aktivacii komplementu. TakZe sa da vybrat Fc
doména v zavislosti na tom, ¢&i s 1fou spojenda druhotna

efektorovd funkcia je Ziaduca pre uréitd imunitni odpoved alebo

chorobu, ktord je pomocou fizneho proteinu LT-B-R-Fc lie&ena.

Pokial by bolo vyhodné posSkodit alebo usmrtit cielové
bunky nesice LT ligand, treba vybrat pre fazny receptorovy
protein zvl1last aktivnu Fc doménu (IgGl). Pokial by bolo Ziaduce
zacielit fuzny protein LT-B-R-Fc na bunku, bez toho, aby sa

aktivoval komplement, vyberie sa neaktivna Fc doména IgG4.

Mutacie v Fc doméne, ktoré redukuju alebo uplne eliminujud
vdzbu Fc na receptor a aktivaciu komplementu, boli opisané
(Morrison, S., Annu. Rev. Immunol. 10:239-265, 1992). Tieto
mutdcie, €i uZ samostatnych, alebo v kombindcii, sa dajua vyuZit
na optimalizdciu aktivity Fc domén pouZitych na vytvorenie

proteinu LT-B-R-Fc.

Produkcia rozpustného Tudského fazneho proteinu

obsahujiceho sekvencie viaZuce ligand fuzované s Fc doménou
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Tudského imunoglobulinu (hLT-B-R-Fc) Jje opisand v priklade 1.
Jedna linia buniek CHO vytvorend podla prikladu 1, ktora
secernuje hLT-B-R-Fc, je nazvand ,hLTPR; hGl CHO 14"“. Vzorka
bola deponovand v American Type Culture Collection (ATCC,

Rockville, MD) v stlade s BudapeStianskou dohodou dna 21. jula
1995 pod pristupovym ¢islom CRL11965.

Produkcia rozpustného my$ieho fuzneho proteinu LT-B-R-Ig
je opisand v priklade 2. Bunkovd linia CHO pripravena podla
prikladu 2, ktord secernuje LT-B-R-Ig je nazvana ,mLT; R-hGl
CHO 1.3. BB“. Vzorka tejto linie bola deponovand v American
Type Culture collection (ATCC, Rockville, MD) v s@lade s
BudapeStianskou dohodou difia 21. jula 1995 pod pristupovym
Cislom CRL11964.

VSetky obmedzenia  tykajuce sa dostupnosti tychto
deponovanych vzoriek pre verejnost budd zruSené ihned potom, &o

budd dané zaruky udelenia patentu na tato prihlasku.

Rézne aminokyselinové zvysSky tvoriace spojovaci bod vo
fiznom proteine receptor-Ig ovplyviiuji Struktdru, stabilitu a
teda aj kone¢nu  biologickua aktivitu rozpustného LT-B
receptorového fuzneho proteinu. Jedna alebo viac aminokyselin
sa méZe pridat k C-koncu vybraného fragmentu LT-B-R, a tak je

moZné modifikovat spojovaci bod vo vybranej faznej doméne.

TieZ N-koniec fuzneho proteinu LT-B-R sa méZe pozmenit

tym, Ze sa meni poloha, v ktorej sa vybrany fragment LT-f-R
Stiepi na svojom 5’-konci, aby sa mohol vloZit do

rekombinantného vektora. Stabilita a aktivita kaZdého fuzneho

proteinu LT-B-R sa testuje a optimalizuje pomocou rutinnych

testov a tieZ pomocou testov na vyber <&inidla blokujiceho

LT-B~-R, ako je popisany v tejto prihléske.

Na zé&klade sekvencie domény LT-B-R viaZucej ligand vnuatri
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extraceluldrnej domény, ktord je ukdzand na obrédzku 1, sa méZu

vytvarat rdzne sekvenéné varianty, aby sa modifikovala afinity
rozpustného LT-B receptoru alebo fuzneho proteinu k LT ligandu.
Rozpustné molekuly LT-B-R podla vyndlezu mbéZu sutaZit o
naviazanie povrchového LT 1ligandu s endogénnymi receptormi
LT-B-R na povrchu buniek. D& sa predpokladat, Ze akdkolvek
rozpustnd molekula obsahujica doménu LT-B~-R viaZucu ligand,
ktord sGtaZzi s povrchovymi bunkovymi receptormi LT-f o
naviazanie LT ligandu, je blokujice ¢&inidlo v zmysle
predkladaného vynélezu.

Zdroj protilatok proti Iudskému LT-B-R

V inom uskutocneni tohto vyndlezu protildtky namierené
proti ludskému LT-B receptoru (protildtka anit-LT-f-R) pdsobia
ako ¢inidlo blokujice LT-B-R. Protiladtky anti-LT-B-R podla
predkladaného vyndlezu si bud polyklondlne, alebo monoklondlne
protildtky a je moZné ich modifikovat tak, aby sa dosiahla
optimadlna schopnost blokovat signdlnu dradhu LT-B-R, ich

biologicku dostupnost in vivo, stabilitu alebo 1iné Ziaduce

znaky.

Polyklondlne protildtkové sérum proti Iudskému LT-fB
receptoru sa pripravi konvenénym spdésobom tak, Ze sa zviera ako
napriklad koza, krdlik, potkan, Skrecok alebo myS subkuténne
injikuje Iudskym fuznym proteinom LT-B-R-Ig (priklad 1) v
kompletnom Freundovom adjuvans, a potom nasleduje druha
(spisStacia) intraperitonedlna alebo subkutdnna injekcia s
nedplnym Freundovym adjuvans. Polyklonédlne sérum obsahujlce
pozadované protildtky sa testuje obvyklym  imunochemickym

spdsobom.

MySie monoklondlne protildtky proti Iudskému faznemu
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proteinu LT-P-R-Fc sa pripravia tak, ako uZ bolo opisané v
prejedndvanej prihlaske pdévodcu &. US 08/505 606 podanej 21.
jala 1995. Hybridémova bunkova linia BD.A8.AB9, ktoré& produkuje
mySiu monoklondlnu protildtku BDA8 namiereni proti Iudskému
LT-B-R, bola deponovand v American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) v sulade s Budape3tianskou dohodou dia
12. januara 1995 pod pristupovym ¢&islom CRL11964. VSetky
obmedzenia tykajlce sa dostupnosti tychto deponovanych vzoriek
pre verejnost budd zruSené ihned potom, &o budd dané zaruky

udelenia patentu na tuto prihlasku.

Rézne formy protildtok anti-LT-B-R sa mdéZu tieZ pripravit
Standardnymi technikami rekombinantnych DNA (Winter a Milstein,
Nature 349: 293-299, 1991). Napriklad sa dajd vytvorit
chimérické protilatky, v ktorych si domény viaZuce antigén zo
zvieracej protiladtky spojené s Iudskou kon3tantnou doménou
(Cabily a kol., US 4,816,567, Morrison a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 81l: 6851-6855, 1984). Pri klinickom pouZiti
sa pozorovalo, Ze chimérické protildtky redukujd imunitna

reakciu vyvolani zvieracimi protilatkami pouZitymi u ¢loveka.

Okrem toho sa mdéZu syntetizovat aj rekombinantné

rhumanizované protildtky“ rozpozndvajice LT-B-R. Humanizované
protildtky si chimérické molekuly obsahujuce vac&Sinou sekvencie
Yudského IgG, do ktorych sa vloZili useky zodpovedajlice za
Specificka vdzbu antigénom (napriklad WO 94/04679). Zvieratd sa
imunizujd poZadovanym antigénom, zodpovedajlica protildtka sa
potom izoluje a odstrdani sa variabilny uUsek zodpovedny za
Specifickd vdzbu s antigénom. Usek, odvodeny zo =zvieracej
molekuly, zodpovedny 2za Specifickd vdzbu s antigénom, sa potom
klonuje do vhodného miesta v géne lIudskej protilatky, z ktorého
sa odstrénila oblast Specificky viaZuca antigén. Humanizované
protilatky minimalizujd pouZitie heterolégnych (medzidruhovych)
sekvencii v Iudskych protiladtkach, a teda s omnoho men3ou

pravdepodobnostou vyvolavaja neZiaducu imunitnua odpoved
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oSetreného.

Rézne triedy rekombinantnych protildtok proti LT-Bf-R sa
méZu pripravit ako chimérické alebo humanizované protilatky
obsahujice variabilné domény protilatok LT-B-R a lIudské
konsdtantné domény (CH1l, CH2, CH3) 4izolované z réznych tried
imunoglobulinov. Tak napriklad protilatky anti-LT-B-R-IgM so
zvySenou valenciou miest viaZucich antigén sa daja pripravit
metédami rekombinantnych DNA tak, Ze sa klonuje miesto viaZuce
antigén do vektora, ktory obsahuje konStantni oblast ludského
p-retazca (Arulanandam a kol., J. Exp. Med. 177: 1439-1450,
1993, Lane a kol., Eur. J. Immunol. 22: 2573-78, 1993,
Traunecker a kol., Nature 339: 68-70, 1989).

NavySe moZno pouZit 3tandardné techniky rekombinantnych
DNA, aby sa zmenila afinita v&zby rekombinantnych protilatok s
antigénom, a to tym, Ze sa zmenia aminokyseliny susediace s
vdzbovym miestom. Afinitu k antigénu u humanizovanych
protildtok moZno zvySit mutagenézou zaloZenou na molekularnom
modelovani (Queen a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10029-10033, 1989, WO 94/04679).

MbéZe tieZz byt Ziaduce zvy3it alebo zniZit afinitu
protildtok anti-LT-B-R podla typu cielového tkaniva alebo v
zdvislosti od predpokladaného lie&ebného pokusu. Tak napriklad
z profylaktickych dévodov mdZe byt vhodné oSetrovat pacienta
tak, Ze sa pouZije konStantnd hladina anti-LT-B-R so zniZenou
schopnostou prenaSat signal v signélnej dréhe LT-fB-R. Inhibicné

~ w

anti-LT-P-R so zvyZenou afinitou k LT-B-R mdZu byt zase vhodné

na krdtkodobé oSetrovanie.

Zzdroj protildtok proti povrchovym LT ligandom

Iné vyhodné uskuto&nenie vynélezu sa tyka pripravkov a
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spbsobov, ktoré obsahuju protildtky namierené proti LT
ligandom, ktoré pésobia ako ¢&inidlo blokujice LT-B-R. Rovnako
ako sa opisuje vyZiie pre protilatky anit-LT-B-R, protilatky
proti LT 1ligandom u&inné ako ¢&inidlo blokujice LT-B-R sa
polyklondlne alebo monoklondlne a méZu sa modifikovat rutinnymi

postupmi, aby sa modulovali ich vdzbové vlastnosti a

imunogénnost.

Protildtky namierené proti homomérnym (LT-B) alebo

heteromérnym (LT-a/B) komplexom zloZenym z jednej alebo viac LT
podjednotiek sa méZu vytvorit a testovat na aktivitu blokujicu
LT-B-R. Vyhodne sa ako antigén pouZije komplex LT-al/B2. Ako
bolo uZ spomenuté vy33ie, je vyhodné, ked sa vysledné anti-LT-
al/B2 protildtky viazu s povrchovym LT ligandom a nereagujua

kriZovo so secernovanym LT-a ani nemoduluju aktivitu TNF-R.

Produkcia polyklondlnych proti-Iudskych protildtok LT-a
je opisand v uZ podanej patentovej prihladSke pdévodcu SO
94/13808. TieZ monoklondlne protildtky anti-LT-a a anti-LT-f

boli publikované (Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-46,
1995).

MySie anti-ludské monoklondlne protilatky anti-LT-B sa
pripravili  postupom opisanym v pojednavanej patentovej
prihlasSke pdévodcu WO 94/13808. Hybridémovad bunkova 1linia
B9.C9.1, ktord produkuje myS3ie anti-Iudské monoklonélne
protilatky anti-LT-B, bola deponovana v American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD) v stlade s BudapeStianskou
dohodou diia 21. jila 1995 pod pristupovym ¢islom HB11962.

Skredie anti-my3ie monoklondlne protilatky anti-LT-o/p
BB.F6 sa pripravili postupom opisanym v uZ podanej patentovej
prihldSke pdévodcu WO 94/13808. Hybridémovd bunkovd 1linia
BB.F6.1, ktord produkuje 3SkreCie protimySie protildtky anti-
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LT-a/B, bola deponovand v American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) v stlade s BudapeStianskou dohodou dia
21. jula 1995 pod pristupovym &islom HB11963. V3etky obmedzenia
tykajice sa doétupnosti tychto deponovanych vzoriek pre
verejnost budd zru3ené ihned potom, &o budd dané zaruky

udelenia patentu na tdito prihlasku.

PouZitie rozpustnych LTB-R-Ig na inhibiciu imunologickych

funkcii povrchového komplexu LT

Teraz sme ukdzali acinky povrchového LT vidzbového
€¢inidla, fuzneho proteinu tvoreného extraceluldrnou doménou
myS3ieho LTP-R a kibovym tsekom, domén CH2 a CH3 Iudského IgGl
(LTB-R-Ig), na vznik a charakter imunoglobulinovej odpovede, na
udrZanie bunkovej organizacie sekunddrnych lymfoidnych tkaniv
vratane uc¢inku na stav diferenciacie folikularnych
dendritickych buniek a formaciu za&rodo&nych centier, a na

expresné hladiny adresinu, ktoré majd vplyv na pohyb buniek.

Opakované injekcie LTP-R-Ig mySiam pozmefiujd organizéaciu
lymfocytov v slezine a expresiu funkénych markerov v bunkéch

margindlnej zény sleziny

Skimal sa G&inok povrchovej blokddy LT na Struktiru
sleziny tym, Ze sa my3iam podalo v Siestich po sebe iducich
tyzdiioch celkom Sest injekcii LTBP-R-Ig. MyS$i sa potom
imunizovali so SRBC a 4 dni neskér sa im podala dalSia injekcia
LTB-R-Ig. MySi sa usmrtili 10. defi po injekcii SRBC.
Imunohistochemické znacenie zmrazenych rezov sleziny odhalilo
niekolko histologickych zmien. Folikuly, ktoré obsahuji u

normédlnych my3i kompartment splenickych B buniek, nie su po

oSetreni LTP-R-Ig uZ dalej zretelne vymedzené. Miesto toho si B
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bunky teraz organizované v difiznom pase obklopujicom oblasti T
buniek (obradzok 2B) a hranica medzi zénami T a B buniek je
rozruSend (obrédzok 2B). Na rozdiel od toho u kontrolnych myS$i
oSetrovanych LFA-3-Ig si folikuly B buniek v slezine oddelené a

je jasné ohraniCenie medzi oblastami T a B buniek.

U myS8i o8etrenych LTB-R-Ig chyba expresia markerov
bunkového povrchu rozpozndvanych monoklondlnymi protilatkami
ER-TR-9 a MOMA-1 u dvoch odli3nych populacii makrofagov, ktoré
sidla v margindlnej zéne sleziny. Je zndme, Ze ER-TR-9 =znaci
marker na MZM (Dijkstra a kol., Immunol., 55,23-30, 1985) a
MOMA-1 znaci marker na metalofilych makrofagoch (Kraal a Janse,
Immunol., 58, 665-669, 1986) (obradzok 2 D, F). Tieto markery sa
exprimujd na bunkdch u kontrolne (LFA-3-Ig) oSetrenych mySi.
Expresia sialoadhezinu, dalSieho markeru MOMA-1+ makrofagov u
my$i v splenickej margindlnej zéne, u my$i oSetrenych LTB-R-Ig

tieZz chyba (data nie st uvedené).

Protildtka MECA-376 viaZe adhezivnu molekulu a slizniény
adresin MAdCAM-1, pévodne opisany na endotelovych bunkéach
Peyerskcyh platov, mezenterickych lymfatickych uzlinéch,
sliznici a lamina propria &riev (Briskin a kol., Nature, 363,
461-464,1993, Nakache a kol., Nature, 337, 179-181, 1989).
Expresia MAdCAM-1 sa zistila v margindlnej zéne sleziny
(pravdepodobne exprimované na endotelovych bunkach malych
termindlnych arteriol otvadrajucich sa do sinus marginalis) a na
retikuladrnej sietke v zArodoénych centrdch (Kraal a kol., Am.
J. Pathol., 147, 763-771, 1995) (obrazok 2G). Znacenie MECA 367
rezov z myS3i oSetrenych LTP-R-Ig ukédzalo, Ze expresia MadMAC-1

bola v slezine potlacenad (obrazok 1H).

Podobne je abnormalne rozloZené znacenie protilatkou ER-
TR-7 (Van Vliet a kol., Cytochem., 34, 883-890, 1986), ktoré
vykresluje populdciu retikuldrnych fibroblastov v marginélnej

zéne (obrazok 2I), a Jje silnejSie v bielej dreni =zvierat
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oSetrenych LTB-R-Ig ako LFA-3-Ig (obrdzok 2J). Zmeny pozorované
u my$i oSetrenych LTB-R-Ig nezaviseli od expozicie antigénu,
lebo vzorec znaCenia sa zhodoval s neimunizovanymi mySami

oSetrenymi LTB-R-Ig (dédta neuvedené).

V slezindch myS3i oSetrenych LTB-R-Ig je odstranené vytvaranie
zdarodo¢nych centier a folikuldrne dendritické bunky nie su

detegované

Aby sa urCilo na histologickej urovni, ¢&i opakované
injekcie LTP-R-Ig mySiam ovplyviiuju imunitnd odpoved na SRBC,
uskuto&nila sa analyza tvorby zarodo&nych centier (GC) a
distribucie folikuldrnych dendritickych buniek (FDC) ako
odpoved na antigénovy podnet (,antigen priming“). Zmrazené rezy
sleziny 2z my3i, ktoré boli vopred oSetrené niekolko kréat
LTB-R-Ig alebo LFA-3-Ig, ako bolo opisané na obrazku 2, sa
oznaili ara3idovym aglutininom (PNA), aby sa vyzna&ila GC, a
protilatkou FDC-M1l, aby sa detekovala FDC, bunkovd zloZka
vyZadovanad na tvorbu GC (Schriever a Nadler, Adv. Immunol., 51,
243-284, 1992, Tew a kol., Immunol. Rev., 117, 185-211, 1990).
TieZ sa dokazalo, Ze pre tvorbu GC je kritickd interakcia
ligandov CD40-CD40 (Foy a kol., J. Exp. Med., 180, 157-163,
1994). Na porovnanie bola skupina my5i oSetrend s MR-1l, anti-
mySou protilatkou ligandu CD40, nasledujicim injekénym
protokolom, o ktorom sa uZ skér dokadzalo, Ze inhibuje tvorbu GC
(Han a kol., J. Immunol., 155, 556-567, 1995). 10 dni po
podnete SRBC sa u mySi oSetrenych kontrolnym proteinom LFA-3-Ig
vyvinuli v slezine pocetné GC zvyraznené PNA (obrédzok 3A). GC
sa nedetegovali v slezine my3i oS3etrenych LTB-R-Ig alebo MR1
(obrdzok 3 B, C). Ale u¢inok MRl a LTP-R-Ig sa mdZe rozliSit
dvoma dal3imi pozorovaniami zna&enia na FDC (FDC-M1) v GC
(obrdzok 3D) chyba v slezine my3i o3etrenych LTB-R-Ig (obréazok

3E), ale je stdle pritomné v slezine my3i oSetrenych MR1



41

(obrdzok 3F). Podobné pozorovania sa uskuto¢nili pomocou
protildtky FDC-M2 na oznaéenie FDC (data neuvedené). Tak
oSetrenie LTB-R-Ig ma za nasledok fenotypové zmeny FDC v

slezine a zlyhanie tvorby GC.

Okrem oznadenia GC, PNA tieZ zna¢i margindlnu zénu vV
slezine normélnych my3i. Takéto znadenie sa tieZ pozorovalo u

my$i oSetrenych LFA-3-Ig (obrédzok 3A) a MRl (obrazok 3C), ale

chybalo v slezine my$i o3etrenych LTB-R-Ig (obrézok 3B).

Ukazalo sa, Ze expresia sialoadhezinu, MOMA-1, ER-TR-9,
ER-TR-7 a MAdCAM v slezine my3i oSetrenych MR1, bola tieZ

normalna (data neuvedenéd), &o dalej odliSovalo molekularne

téinky interferencie so signalizaciou CD40 a LTB-R.

Kinetika alteracii vyvolanych LTB-R-Ig v organizacii lymfocytov

sleziny a expresia markerov buniek marginédlne zdny

Analyzoval sa podet injekcii LTP-R-Ig vyZadovanych na '
ovplyvnenie organizacie lymfocytov a expresie markerov buniek
margindlnej zény v slezine. MyS8i sa injikovali i.p. LTB-R-Ig
bud raz alebo niekolkokrat, ako Jje uvedené v tabulke 1.
Niektoré my3i sa potom imunizovali aj SRBC v def posledne]
injekcie LTP-R-Ig. Na zmrazenych rezoch zo slezin o3etrenych
my$i sa hodnotila expresia B220 a CD4 na B a T bunkadch a
zna&enie s PNA (pre GC) a MECA367 (pre MAdCAM-1), MOMA-1, ER-
TR-9 a FDC-M1. Uk&zalo sa, Ze kinetika vymiznutia znacenia
metalofilnych makrofagov, makrofagov margindlnej z6ny, MAdCAM-
1, GC a FDC je rozdielna.

Jedna injekcia LTP-R-Ig staéi na elimindciu znalenia
MAACAM-1 o tyZdefi neskdr. Po troch injekciach LTP-R-Ig vV

tyZdennych intervaloch nie sa nedeteguje znalenie na GC a FDC a
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kompartmenty lymfocytov T/B su rozruSené. Na zruSenie znacdenia
metalofilnych makrofagov si potrebné najmenej Styri injekcie
LTB-R-Ig. Sest injekcii LTBP-R-Ig neodstrani uplne znadenie
makrofiagov margiﬁélnej zény protildtkou ER-TR-9 (tieZ zobrazené

na obrazku 2D).

PresnejSia analyza rychlej inhibicie znadenia MOMA-1,
MAdCAM, FDC-M1l, FDC-M2 a CR1 po jednej injekcii LTP-R-Ig sa

uskutociiovala v nepritomnosti antigénu (tabulka 2).
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Mysi sa injikovali i.p 100 ug LTP-R-Ig kaZdy tyZded 1 aZ 5
tyZdiiov, a potom sa usmrtili. LTP-R-Ig sa podaval pred injekciou
SRBC i.p. (100 pul 10 % suspenzie), ak nie je uvedené inak, a

posledna injekcia LTB-R-Ig sa podadvala v rovnaky defi ako antigén.
Zvieratd sa usmrtili 10 dni po injekcii SRBC. Zmrazené rezy
sleziny sa dvojito znadili s biotinylovanou krysou anti-my3Sou
B220 a krysou anti-my3ou CD4, nasledované streptavidin-
alkalickou fosfatdzou a mySou anti-krysou Ig-peroxidazou.
Splenické rezy sa tieZz zna€ili nasledujicimi anti-my3imi
protilatkami: Kkrysou proti makrofédgom margindlnej zény (ER-TR9),
krysou proti metalofilnym makrofdgom (MOMA-1), krysou proti
MAdCAM-1 (MECA 367) a krysou proti FDC (FDC-M1l), nasledované
mySou anti-krysou Ig-peroxiddzou. Dal$ia série zmrazenych rezov
sa znaCila s biotinylovanym aras$idovym aglutininom (PNA-biotin),
nasledované znacenim so streptavidin-peroxiddzou na detekciu
zarodoénych centier. Pozorovania sa uskutoé&fiovali na rezoch z

asponl troch zvierat v skupine.

* - Intenzita znaCenia sa urcovala okom: normdlne znadenie +++,
zniZené znacdenie ++, slabé znadenie + a Ziadne znadenie -.
Intenzita znadenia na rezoch z neoSetrenych zvierat a zvierat
oSetrenych s LFA-3-Ig sa pouZila ako referen&ni pre normalne

znacenie.

§ - PocCet zarodo&nych centier na rez sleziny je zaznamenany

nasledovne: > 10 +++, 5-10 ++, 1-5 +, Ziadne -.

A - Zvieratd z tychto skupin nedostali SRBC. N - neuskutoé&nené.
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Tabulka 2: Presné nacasovanie uéinku LTP-R-Ig na zancenie MOMA-1,
MAdCAM-1, CR1l, FDC-M1 a FDC-M2

dni po jednej injekcii LTB-R-Ig

0 1 3 5 7 10 14
MOMA-1* +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
MAdCAM-1* ++4 +/- - - - - -
CR1* +++ +++ ++ ++ ++ ++ +
FDC-M1* +++ +/- - . - - - -
FDC-M2* +++ +/= - - - - -

My§i Balb/c, 5-6 tyidiiov dostdvali jednu i.p. injekciu 100 pg
LTB-R-Ig alebo ludského Ig. My3i z kaZdej skupiny boli usmrtené v
den 0, 1, 3, 5, 7, 10 a 14. Zmrazené rezy sleziny sa znaé&ili
nasledujicimi protildtkami: krysou proti my3im metalofilnym
makrofagom (MOMA-1), krysou anti-my$i MAdCAM-1 (MECA 367),

krysou anti-my$i FDC (FDC-M1), krysou anti-my3i FDC (FDC-M2) a
biotinom znaenou krysou anti-my3i CR1l, nasledované mySou anti-
krysou Ig-peroxiddzou (MOMA-1, MAdCAM-1, FDC-M1 a FDC-M2) alebo

peroxidazou znacdenym streptavidinom (CR1).

* - Intenzita znaenia sa uréovala okom: normalne znacdenie +++,
zniZené znacCenie ++, slabé znadenie + a Ziadne znacdenie -.
Intenzita znaenia na rezoch z neoSetrenych zvierat a zvierat
oSetrenych s LFA-3-Ig sluZila ako referenénd pre normalne

znaCenie. Analyzovali sa rezy z aspofi 2 zvierat na skupinu.
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MySi Balb/c, ktoré dostali jednu i.p. injekciu LTB-R-Ig,
boli usmrcované kazdy den pocas 14 dni po injekcii a ich sleziny
sa vyhali a zmrazili. Zmrazené rezy sleziny sa znacdili s MOMA-1,
anti-MAdCAM (MECA-367) a FDC Specifickymi reagenciami:
protilatkami FDC-M1, FDC-M2 a anti-CR1l. Jeden defl po injekcii
LTB-R-Ig sa vyrazne zniZilo znacdenie s reagenciami anti-MAdCAM,
FDC-M1 a FDC-M2 (tabulka 2). Rychlej$ia inhibicia =znacenia
FDC-M1 v tomto pokuse v porovnani s vysledkami opisanymi v
tabulke 1 mézZe byt spdésobend intenzitou zna&enia FDC-M1, ktora
je silnej3ia u imunizovanych zvierat. Znadenie na CRl bolo
detekovatelné stale po 14 dioch, &¢o sved&ilo o tom, Ze FDC boli
stdle pritomné 3. deii po oSetreni s LTP-R-Ig, ale Ze bola
potla&end expresia markerov detekovanych s FDC-M1 a FDC-M2. Tak
oSetrenie LTP-R-Ig zmenilo fenotyp FDC. A nakoniec, znaclenie

MOMA-1 bolo 14. defi zniZené, ale stdle detegované.

Opakované o3etrenie LTP-R-Ig inhibuje expresiu adresinu v

lymfatickych uzlinach

VySetrovali sme expresiu adresinu v LN u potomkov
nadasovane brezivych my5i Balb/c, ktorym ssa injikovalo na 14.
a 17. gestaény defi 200 pg proteinu ,receptor-Ig“. Po narodeni
boli potomkovia bud necSetreni, alebo sa im raz tyZdenne
ijikovalo 100 pg LTB-R-Ig, TNF-R55-Ig alebo LFA-3-Ig 1i.p..
Hladiny fuznych proteinov zostali po&as Zivota na 10 pg/ml alebo

viac, aké sa stanovilo testom ELISA (neuvedené data).

Imunohistochemické znadenie s MECA367 a MECA79 ukazalo, Ze
MAdCAM-1 a adresiny periférnych LN Uplne chybali \
mezenterickych LN my3i oSetrenych pocas Zivota s LTB-R-Ig
(obrdzok 4 A, B). Sakrdlne LN tychto mySi tieZ postradali
expresiu vSetkych adresinov a cervikdlne lymfatické uzliny a

iliakdlne uzliny nevykazovali znadenie na periférne lymfatické
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uzliny (PNAd) (ddta neuvedené). Utlmenie expresie adresinov bolo
reverzibilné, lebo expresia sa v normdlnej hladine obnovila u
zvierat, ktoré boli oSetrené len in utero (obradzok 4 G, H). U
my$i oSetrenych poas Zivota so 100 pg/tyZidenn TNF-R55-Ig alebo
LFA-3-Igqg, zostala expresia adresinu v LN porovnatelnd s

expresiou u neoSetrenych mySi (obrazok 4 C, D, E ,F).

Lokalizdcia B lymfocytov a expresia makrofdgovych markerov je

zmenend v LN my$i oSetrenych LTP-R-Ig

Protilatky, ktoré viaZu markery na populacidch makrofagov v
lymfatickej wuzline (LN) subkapsuldarneho sinusu (analogické k
margindlnej zéne sleziny), sa pouzZili na uskutocnenie
imunohistochemickej analyzy LN odobratych 2z myS8i, ktoré boli
oSetrené poCas gestdcie a kontinudlne po podrode, ako bolo
opisané pre obrdzok 4, s LTP-R-Ig, TNF-R55-Ig alebo LFA-3-Ig.
Fluorescen¢né snimky sa analyzovali pomocou software pre
obrazovii analyzu. Uk&zalo sa, Ze expresia sialoadhezinu je
zniZenad v LN my$i oSetrenych rozpustnym LTB-R-Ig (obr&zok 5B),
ale nie v LN my$i TNF-R55-Ig alebo LFA-3-Ig (obrédzok 5 E, H). V
LN my$i oSetrenych LTB~R-Ig sa stdle detegovla expresia MOMA-1

na makrofdgoch v subkapsuldrnom sinuse (obrazok 5 C).

Vyhodnotili sa tieZ G&inky kontinudlneho oSetrenia LTP-R-Ig
na organizaciu lymfocytov v LN. Rezy LN sa zna¢ili s mAb
Specifickymi pre B bunkovy marker B buniek B220 a marker T
buniek CD4. Aby sa identifikovali oblasti prekryvu B a T

bunkovych 2zén, pouZila sa obrazova analyza. OS3etrenie LTB-R-Ig
spdsobilo rozruSenie B bunkovych folikulov tak, Ze B bunky boli
pritomné v difdznom pa&se na vonkajSom okraji T bunkovej oblasti
(obrdzok 5 A). Napriek rozruSeniu folikuldrnej Struktury neboli
B bunky pritomné v T bunkovych oblastiach LN, miesto toho sa
objavili v oblastiach, ktoré nie st normadlne obsadené

lymfocytmi. Velmi podobny obraz T a B bunkového znacdenia sa
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pozoroval u my$i oSetrenych pocas Zivota so 100 pg/tyZdei TNF-
R55-Ig, ale nie u my3i oSetrenych LFA-3-Ig (obrdzok 5 D). B
bunkové folikuly boli op&t rozruSené a B bunky boli pritomné v
oblastiach LN, ktoré obvykle neobsahujid lymfocyty. Prekry B
buniek T bunkami nebol pozorovany.

OSetrenie my$i LTB-R-Ig inhibuje protil&tkovi odpoved IgM a IgG

Zlyhanie tvorby splénickych GC po podnete SRBC u my$i
oSetrenych niekolkokrat LTP-R-Ig (ako na obrazku 3) sved&ilo pre
zmeny Vv humoralnej imunitnej odpovedi u tychto myS$i. Aby sa to
otestovalo priamo, dostali dospelé my35i 3Sest injekcii, jednu
tyZdenne, LTP-R-Ig alebo LFA-3-Ig, a potom nasledoval podnet
SRBC. MySiam sa odobrala krv 7. a 14. defi po imunizicii a
analyzoval sa vyskyt SRBC-Specifickych IgM a IgG v sére pomocou
hemaglutinaénych testov. Sedem dni po imunizacii SRBC bol titer
IgM normalny, ale odpoved IgG 3je znadne zniZend u mySi
oSetrenych LTB-R-Ig v porovnani s my3ami o3etrenymi Iudskym Ig
alebo PBS (obrazok 6 A). 14. defil po imunizacii e3te sa stale
nedetegoval SRBC Specificky IgG v sére my3$i oSetrenych LTB-R-Ig a
titer SRBC 3pecifického IgM je u tychto my3i tieZ zniZeny viac
ako na polovicu v porovnani s mySami oS3etrenymi ludskym Ig alebo
PBS (obrazok 6 A).

Desat dni po podnete SRBC sa deteguju GC v slezinidch my3i
oSetrenych jeden alebo dva krat s LTB-R-Ig, ale podet GC e
zna¢ne zniZeny v porovnani s kontrolami (tabulka 1). Ked myS$i
dostali dve injekcie LTP-R-Ig, prvi injekciu tyZdefi pred podnetom
SRBC a druht injekciu v ten isty defi ako injekciu SRBC, je
inhibicia odpovede IgM a IgG na SRBC 7. a 14. deii (obradzok 6 B)
podobnd odpovedi detegovanej, ked my3i dostali opakované
injekcie LTB-R-Ig (obrdzok 6 A). 30. cei po imunizécii sa SRBC-
Specificky IgG nedeteguje a hladiny IgM su zniZené o viac ako 80
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¥ v porovnani s kontrolami (obrazok 6 B). Tieto postupy
oSetrenia LTP-R-Ig majd teda za nasledok kompletnd inhibiciu

odpovede IgG a skratend/zniZenu odpoved IgM vzhladom ku

kontroléam.

Ked mySi dostali jednu injekciu LTB-R-Ig v ten isty defi ako
podnet SEBC, boli hladiny odpovede IgM a IgG na SRBC 7. deit
porovnatelné s odpovedou kontrolnych skupin (obrazok 6 C). AvSak
24. defi po imunizdcii sU titre IgM a IgG zniZené o 30%. 34. deii
po podnete SRBC je titer SRBC-3pecifického IgM zniZeny o 50% v
porovnani s kontrolnymi skupinami a SRBC-3pecificky IgG nebol

detegovany (obrdzok 6 C). Tieto data ukazuji, Ze protokol
oSetrenia LTP-R-Ig mal za ndsledok zretelné skratenie/zniZenie
hladin odpovedi IgM a IgG, teda Ze oSetrenie LTB-R-Ig mdize

inhibovat humoré&lnu odpoved, ktord uZ bola iniciovani.

Choroby sprostredkované protilétkami

Mnoho organovo Specifickych a multisystémovych
autoimunitnych stavov je spojenych s patologickou protilé&tkovou
odpovedou. K takymto stavom patri: myasthenia gravis,
autoimunitnd hemolytickd anémia, Chargasova choroba, Gravesova
choroba, idiopatickd trombocytopenickd purpura (ITP), systémovy
lupuserytematodes (SLE), Wegenerova granulomatéza,
polyarteriitis nodosa a rychla progredujica kosa&ikovita
glomerulonefritida (pozri Benjamini a kol., Immunology, A Short
Course, Wiley-Liss, New York, 3. vyd. 1996).

Aj ked etiolégia SLE 3je neznédma, ije dost zndme o
imunologickom mechanizme zodpovednom za pozorované patologické
zmeny. Pacienti so SLE tvoria z neznadmeho dévodu protildtky
proti jadrovym zloZkdm tela (antinukledrne protilatky (ANA)),
konkrétne proti nativnej dvojvléknovej DNA. Pritomnost tychto
protildtok koreluje klinicky najlep3ie s patolégiou renalneho
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postihnutia u SLE. Tieto protildtky tvoria komplexy s DNA zjavne
pochadzajicou =z rozpadu normdlneho tkaniva a ako u kazZdej
choroby s imunitnymi agregdtmi, tieto komplexy tvoria usadeniny
zachytené na bazdlnej membréne glomerdl, v stendch arteriol a v
kibovych synovialnych priestoroch. Tieto komplexy aktivuja
komplementovd kaskddu a pritahujG granulocyty. N&sledné& zapalova
reakcia je charakterizovand ako glomerulonefritida s vyslednym

poSkodenim obliCiek vedicim k proteintrii a hemattrii.

Lupusova nefritida sa Studovala na my3ich modeloch celé
desatrolia. V su€asnosti bola na takomto modeli vyhodnotenéa
terapeuticka u&innost reagencie 3pecifickej pre my3i ligand CD40
(Mohan a kol., J. Immunol., 154, 1470-14780, 1995).Ukazalo sa,
Ze akceleracia lupusu prenosom buniek, ktoré vyvolavaja tvorbu
patogénnych protildtok in vivo, sa inhibovala podavanim
monoklonalnej protildtky, ktord blokuje interakciu ligandu
CD40/CD40. NavySe kratka liedba mysi s lupusom protilatkou anti-
ligand CD40 mala trvaly prospesny u&inok na ich spontannu
chorobu dlho potom, ako bola protildtka odstranend z ich
organizmu. Pokus naznaCoval, Ze patogénne B bunky nemohli tvorit
protilatku dokonca eSte 9 mesiacov po liedbe, &o sveddi o
oddialeni expanzie autoimunitnych pamitovych B buniek s

désledkom dlhodobej lieCebnej prospesSnosti. KedZe sme ukézali,
Ze reagencie, ktoré blokuju interakcie LTof/LTB-R in vivo
inhibujd vznik protilétkovej odpovede, meni fenotyp FDC a tvorbu
zarodo€nych centier zapojenych do optimalnej generacie pamite B
buniek, budd sa méct LTaB/LTP-R blokujice reagencie podla tohto

vynalezu pouZit na lieCbu alebo prevenciu SLE.

Normdlna imunitnd odpoved na niektoré patogénne infeké&né
C¢inidlo tieZ vyvoldva autoprotildtkovd odpoved, ktord sa mézZe
stat nadmernou a predstavovat lie&ebny problém. Jednym prikladom
je Chagasova choroba, zdpalovad kardiomyopatia, ktora sa rozvija
u Cloveka a pokusnych zvierat s chronickou infekciou Trypanosoma
cruzi. Z moZnych mechanizmov zapojenych do patogenézy Iudskej

Chagasovej kardiomyopatie dostalo v poslednom &ase podstatni
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experimentélnu podporu vyvolanie autoimunitnej odpovede
Specifickej pre srdce. Nedavna 35tudia (Tibetts a kol., J.
Immunol., 152, 1493-1499, 1994) zistila, Ze protilatky
Specifické pre srdcové antigény sa tvoria u mySi C57Bl/6 so
srdcovou chorobou, ktoré st infikované t. cruzi. Pri infekcii
brazilskym kmefiom T. cruzi sa u my3i C57Bl/6 rozvija
kardiomyopatia, ktord je histologicky podobna kardiomyopatii
pozorovanej u chronicky infikovanych Iudi. Antiséra tychto mys§i
reaguju s tromi srdcovymi antigénmi, =zatial &o mysi C57Bl/6
infikované kmefiom Guayas T. cruzi, u ktorych sa kardiomyopatia
nerozvija, takéto protiladtky netvoria. Tieto data naznacuju, Ze
tieto protildtky su Specifickymi markermi kardiomyopatie.
Schopnost  &inidla blokujiceho LTB-R inhibovat posSkodenie
sprostredkované autoprotildtkami sa teda méZe urdit na takomto

modeli hlodavcov.

Dalsim prikladom bunkového poSkodenia antiprotil&tkami,
ktoré vznikd ako ndsledok ur&itych infekénych chordb alebo =z
inych nezndmych dévodov, jJe idiopatickd trombocytopenicka
purpura (ITP). Pri tomto stave maju protilatky namierené proti
doStickdm za ndsledok zni&enie dosticdiek (komplementom alebé
fagocytarnymi bunkami s receptorom Fc alebo C3b), &o mdZe viest
ku krvacaniu. Lie¢iva, ktoré budu indukovat také autoimunitné
reakcie sprostredkované protildtkou in vivo, ako je LTB-R
blokujice ¢&inidlo podla tohto vyndlezu, ktoré inhibuje vznik
protilatok, budi tieZ uZitoéné na liedbu alebo prevenciu
autoimunitnych ochoreni.

Normidlna imunitnd odpoved na niektoré patogénne infek&né &i
infek&éné ¢inidlo tieZ vyvolava hypersenzitivne reakcie, ktoré sa
méZu stat nadmernymi a ako také mézu predstavovat lie&ebny
problém. NajbeZnej3i priklad precitlivenosti 1I. typu Jje
alergickd reakcia. T4 je sprostredkovana protilatkami IgE, ktoré
sa viaZu prostrednictvom ich Fc ¢&asti na receptory na Zirnych
bunkdch a bazofiloch, aby spustili uvoInenie farmakologicky
aktivnych 1l&atok, ktoré sprostredkovavaja anafylaxiu. ITP a
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Goodpastereov syndrém su niekedy povaZované za reakcie II. typu,
ktoré nastavaji, ked sa protilatky IgM alebo IgG viaZu na
antigén na bunkovom povrchu aktivuji komplementovd kaskadu.
Granulocyty sd potom pritahované do miesta aktivacie a
poSkodenie wuvolnenim lytickych enzymov z ich grandl m& za
ndsledok znifenie buniek. Reumatickd artritida sa povaZuje za
désledok reakcie precitlivenosti III. typu, sprostredkovanej
imunitnymi komplexmi antigénu (v tomto pripade reumatoidného
faktora, autoprotilatky IgM), ktord sa viaZe na Fc &ast
normalneho IgG. Tieto imunitné komplexy sa zuG&astfiuju vyvolania
zdpalu kibov a poskodenia charakteristického pre tuto chorobu.
KedZe tieto patoldgie si sprostredkované &iasto&ne protilatkami,
lie€iva, ktoré budl inhibovat vznik protildtky, ako je LTB-R
blokujuce <&inidlo podla vyndlezu, budi tieZ uZitodné na liecbu

alebo prevenciu tychto choréb.

LieCenie podavanim ¢inidla blokujuceho LT-B-R

Pripravky podla vyndlezu sa budd poddvat v uéinnej davke na’
liecenie uréitych klinickych stavov. Urcenie vyhodného
farmaceutického pripravku a terapeuticky u&innej davky a reZimu
pre urdité pouZitie je uplne zvladnutelné a v ramci su&asného
stavu odboru, napriklad pokial sa vezme do udvahy hmotnost
pacienta. Davky v hodnote 1 mg/kg rozpustného LT-B-R st vhodnym

vychodiskovym bodom na optimaliz&ciu lie&ebnych d&avok.

Vhodné terapeuticky uc¢inné davky sa tieZ méZu stanovit
uskutoénenim pokusov in vitro, v ktorych sa meria koncentréacia
¢inidla blokujiceho LT-B-R potrebnd na vysytenie povrchu
cielovych buniek (v zAvislosti od &inidla bud bunky pozitivne na
LT-B-R alebo LT ligand) podas 1 aZ 14 dni. Test zaloZeny na
sledovani vazby ligand-receptor opisany v prejednavanej
prihla8ke &. US 08/505 606 podanej 21. jtla 1995 sa mbdZe pouZit

na sledovanie reakcie vysycovania povrchu buniek. Bunky
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pozitivne na LT-B-R alebo LT 1ligand sa daja separovat od
populédcie aktivovanych lymfocytov pomocou FACS. Na zéklade

vysledkov testov in vitro moZno stanovit vhodny rozsah

koncentrédcii ¢inidla blokujiceho LT-B-R pre dalSie testovanie na

zvieratich spdsobom opisanym vo vynaleze.

Podavanie rozpustnych molekul LT-B-R, protilatok

anti-LT-ligand a anti-LT-B-R podla vyndlezu, samotnych alebo
kombinovanych, vratane izolovanych a purifikovanych foriem
protilatok alebo komplexov, ich soli alebo farmaceuticky
prijatelnych derivatov, sa da uskutocénit obvyklym spdsobom na

podavanie latok s imunosupresivnou aktivitou.

Farmaceutické pripravky na tuto terapiu mdéZu byt v réznych
formach. To znamend napriklad tuhé, polotuhé alebo tekuté
liekové formy ako napriklad tablety, pilulky, prasky, roztoky
alebo suspenzie, <Capiky, injek&né a infuzne roztoky. Vyhodna
forma zavisi od poZadovaného spésobu poddvania a terapeutického
pouzitia. Spdésoby podavania zahrnuji spdsob parenteralny,
peroralny, subkutanny, intravenézny, intralezidlny (do

poskodeného miesta) a topicky.

Rozpustné molekuly LT-B-R, ligandy anti-LT a protilatky
anti-LT-B-R podla vyndlezu sa mdéZu napriklad pridat do sterilného
izotonického pripravku, bud s, alebo bez kofaktorov
stimulujdcich prijem alebo stabilitu. Pripravok je vyhodne
tekuty alebo lyofilizovany praZok. Pripravok sa z rozpustnych
molekdl LT-p-R, ligandov LT a protildtok anti-LT-B-R podla
vynalezu vytvori napriklad tak, Ze sa nariedi pufrom, ktory
obsahuje 5,0 mg/ml monohydrdtu kyseliny citrénovej, 2,7 mg/ml
citrdénanu trisodného, 41 mg/ml manitolu, 1 mg/ml polysorbatu.
Tento roztok sa lyofilizue, uskladni zmrazeny a rekonitituuje

pre pouZitim sterilnou vodou na injekcie (pozri liekopis USA).

Pripravok tieZ vyhodne obsahuje obvyklé farmaceuticky

prijatelné nosite, dobre zndme v odbore (pozri napriklad
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Remington Pharmaceutical Sciences, 16. vyd., Mac Publishing
Company). Takéto farmaceuticky prijatelné nosie zahrnuju dalsie
farmaceutické ¢&inidla, nosie, genetické noside, adjuvancia,
excipienty a dla3ie, napriklad Iudsky sérovy albumin alebo
preparaty z plazmy. Pripravok je vyhodne v podobe jednotkovej

liekovej formy a podava sa jedenkrit alebo viackrat denne.

Farmaceuticky pripravok podla vyndlezu sa mbdZe podavat tiez
pomocou mikrosfér, lipozémov alebo inych mikroéasticovych
systémov alebo retardet umiestnenych priamo v ovplyviiovanom
organe, v jeho blizkosti alebo v inom spojeni s nim, alebo v
krvnom obehu. vhodnym prikladom takej 1liekovej formy s
prediZenym uvolfiovanim 1liediva je semipermeabilnd matrica
formovand do tvaru Capikov alebo mikrotoboliek. Implantovatelné
alebo v mikrotobolkdch pouZitelné matrice zahrnujd polylaktidy
(U.S. patent ¢&. 3,773,319, EP 58,481), kopolyméry kyseliny L-
glutédmovej a etyl-L-glutamdtu (Sidman a kol., Biopolymers 22:
547-556, 1985), poly-2-hydroxyetylmetakryldtu alebo etylvinyl-
acetatu (Langer a kol., J. Biomed. Mater. Res. 15, 167-277,
1981, Langer, Chem. Tech. 12: 98-105, 1982).

Lipozémy obsahujice rozpustné molekuly LT-B-R, 1ligandy
anti-LT a protilatky anti-LT-B-R podla vyndlezu, samotné alebo v
kombindciach, sa pripravia spdsobom dobre zndmym v odbore (pozri
napriklad DE 3,218,121, Epstein a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 82, 3688-3692, 1985, Hwang a kol., Proc Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 77: 4030-4034, 1980, U.S. patenty &. 4 485 045 a 4 544
545). Lipozédmy si obvykle malého (200 aZ 800 Angstom)
jednovrstvového typu a obsah cholesterolu Jje vy38i ako 30 %
(moldrnych) cholesterolu. Podiel cholesterolu sa vyberie tak, Ze

uréuje optimdlnu mieru uvolfiovania rozpustnych molekul LT-B-R,

protildtok anti-LT-ligand a anti-LT-B-R.

Rozpustné molekuly LT-B-R, ligandy anti-LT a protilatky

anti-LT-B-R podla vyndlezu sa mbéZu pripojit k lipozdémom
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obsahujicim iné ¢&inidla blokujice LT-B-R, imunosupresiva alebo
cytokiny modulujice aktivitu blokujicu LT-B-R. Naviazanie
rozpustnych molekdal LT-B-R, 1ligandov anti-LT a protilatok

anti-LT-B-R sa uskuto¢ni znamym zosietovacim &inidlom ako je
napriklad heterobifunk&né zosietovacie ¢inidlo, ktoré sa pouZiva
na naviazanie toxinov alebo chemoterapeutickych agens na
protilatky na cielené podavanie. Konjugidcia s lipozdémami sa da
tieZz uskutoénit pomocou zosietujuiceho ¢&inidla zacieleného na
sacharidy, t. j. 4-(4-maleimidofenyl)hydrazidu kyseliny maslovej
(MPBH) (Duzgunes a kol., J. Cell. Biochem. Abst. Suppl. 16E 77,
1992).

Vyhody terapeutickych pripravkov obsahujicich ¢&inidlo blokujtce

LT-B-R

Cinidld blokujice LT-B-R podla vyndlezu st schopné
selektivne inhibovat imunitné efektorové mechanizmy. Inhibicia
imunity sprostredkovanej protildtkami Jje inhibovand réznymi
mechanizmami vratane reguldcie vytvdrania GC ovplyvﬁovaniﬁ
funkcie FDC. Ako protilatkami sprostredkovanad imunita, tak aj
bunkova imunita sU <¢iasto¢ne inhibované reguldciou expresie
adresinov a tym ovplyviiovanim pohybu a umiestifiovania lymfocytov.
TakZe ¢inidlo blokujice LT-B-R bude uZito¢né na lielenie stavov,
ktoré sU exacerbované aktivitami protildtok alebo aberantnou
expresiou adresinov. Schopnost selektivne potladovat takto
sprostredkovani imunitnd odpoved je uZitoCnd na liedenie
abnormalit réznych typov bunkovej imunitnej odpovede, vratane

réznych autoimunitnych a chronickych zdpalovych stavov.

Ako uz bolo uvedené vysSie, liecenie takto
sprostredkovanych imunologickych stavov vyuZiva imunomodulacéné a
imunosupresivne ¢&inidl4, ktoré majui pleiotropny G&inok na Siroké
spektrum bunkovych typov a imunitnych odpovedi. Tieto

neSpecifické imunosupresivne ¢inidlad su spravidla vyZadované vo
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vysokych a <Casto aj toxickych davkach, ktoré spésobujd mnoho

vedlaj3ich Gcinkov.

Schopnost pripravku, ktory inhibuje protilatkovd odpoved,
miernit patologickli imunitnd odpoved Jje dokumentovand a
podporovana sucCasnym vyskumom Ilupus nephritis u my$i. V tejto
§tadii sa ukazalo, Ze podanie protilatky, ktord blokuje drahu
CD40/CD40L, inhibuje akceleridciu lupus nephritis indukovani
prenosom buniek indukujdcich produkciu patologickych protilatok
in vivo, a ma trvalo prospe3ny vplyv na spontannu chorobu este
dlhy &as po tom, ako bola protildtka odstridnend zo systému.
Tieto data ukazuji, Ze ¢inidla blokujice LT-B-R podla vyndlezu su
uZito&né na potladenie odvrhnutia buniek tkanivového Stepu alebo

organového transplantdtu, lebo inhibuji procesy vedice k vzniku

protilatkovej odpovede.

Cinidlo blokujice LT-B-R v pripravku a spdésobe podla
vynalezu sa méZe modifikovat, aby sa dosiahla poZadovand urovei
signalnej dradhy LT-f-R v zavislosti od stavu, poruchy alebo
choroby, ktord sa lieCi. MoZno predvidat, Ze absoldtna urovef
signédlnej dradhy LT-B-R méZe byt jemne nastavend tym, Ze sa budi
menit koncentrdcie a afinity (k prislusSnym molekuldrnym cielom)

¢inidiel blokujtcich LT-B-R.

Napriklad v jednom wuskutoCneni vyndlezu sa pripravok
obsahujici rozpustné molekuly LT-B-R podal subjektu. Rozpustny
receptor LT-B-R U€inne sutaZi s receptormi LT-P na povrchu buniek

o naviazanie povrchovych 1ligandov. Schopnost kompeticie s

povrchovymi ligandmi 3je zAvisld od relativnych koncentréicii
rozpustnych LT-B-R a molekul LT-B-R na bunkovom povrchu, a tiez

od ich relativnych afinit na viazanie ligandu.

Rozpustné molekuly nesice mutidcie, ktoré zvysSujua alebo
zniZujui védzbova afinitu daného mutovaného rozpustného LT-B-R k

povrchovému ligandu, sa méZu vytvorit technikami rekombinantnych



57

DNA odbornikovi dobre znadmymi. Velky pocet molekul s cielenymi
alebo nadhodnymi mutdciami sa mdZe testovat na svoju schopnost
pésobit ako &inidlo blokujidce LT-B-R pomocou rutinnych pokusov a

spdsobov opisanych v predkladanom vyndleze.

Podobne v inom uskutoéneni vyndlezu protildtky namierené
proti LT-P receptorom alebo proti jednej alebo viacerym
podjednotkdm LT ligandov pésobia ako &inidlo blokujice LT-B-R.
Schopnost tychto protildtok blokovat signdlnu dréhu receptora
LT-p sa mdZe modifikovat mutéciou, chemickou modifikédciou alebo
inym spdsobom, ktory mdéZe zmenit Gcinné koncentricie alebo
aktivity protilatky podanej subjektu.

Schopnost obmedzit signalizdciu (zniZit aktivitu signélnej
drahy) LT-P-R, bez toho, aby sa pritom uplne inhibovala, méZe byt
déleZitd na vytvorenie alebo udrZanie redukovanej hladiny
signédlnej dradhy LT-B-R, ktord podporuje normdlnu imunitna
funkciu, =zatial ¢o inhibuje imunitné odpovede, ktoré prevy3uju

normalnu urovenl alebo s inak abnormélne.

PoSkodenie génu LT-a u mySi vedie k aberantnému vyvoju
periférnych lymfoidnych orgdnov (DeTongi a kol., Science 246:
703-707, 1994). Takéto my35i postréddaji lymfatické uzliny a v ich
slezinach chyba vo folikuldch obvykle celkom jasnéd hranica medzi
oblastami bohatymi na B bunky a T bunky. Verime, Ze tento
fenotyp je spojeny so stratou signdlnej drahy LT-P-R indukovanej
povrchovymi LT, pretoZe podobné fenotypy sa nepozorovoali, ked
sa modulovala aktivita TNF-R. Schopnost selektivne alebo
¢iastotne blokovat dradhu LT-f-R mdéZe byt uZitoénd na liecdenie
abnormdlneho vyvoja lymfoidnych orgénov v désledku chronickych

zdpalov spojenych s chybnou alebo nadmernou expresiou LT-B-R.

Protilatky sd rozhodujucimi medidtormi imunitnej odpovede
na patologické ¢&inidlo. Absolutna inhibicia protilétkove]j

odpovede mbéZe byt teda za uréitych okolnosti neZiaduca.
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Napriklad protilatky su vyZadované na sprostredkovanie
rezistencie na infekcie extracelularnymi baktériami, ako su

napriklad pneumokoky a hemofilus.

Schopnost ovplyvnit hladinu vznikajuacej protilatky
blokovanim signalizdcie LTP-R méZe byt dbélezitd v maximalizacii
prospesnych vysledkov, ktoré sa mbéZu dosiahnut oSetrenim s LTP-R

blokujicim agens podla tohto vyndlezu.

Liedebné spdésoby podla vyndlezu zahrnuju selektivnu
inhibiciu odpovedi, ktoré st celkom alebo ¢iastofne zavislé od
drahy LTP-R. Konkrétne lie&ebné pouZitie predkladaného vynalezu
zavisi od relativneho etiologického mechanizmu procesu, ktory ma
byt bud inaktivovany, alebo podporovany ako lieCebne Ziaduci
proces, ako je odbornikovi zrejmé. Spdsoby podla vyndlezu teda
zahrnujd v réznych uskuto&neniach podavanie 1lieéebne u&inného
mno#stva &inidla blokujiceho LTB-R alebo LTP. Protein pouZity v
tychto spésoboch méZe byt bud uplny protein plnej dizky,
fragmenty proteinu, alebo fazne fragmenty. \' dalSich
uskuto&neniach spdsoby zahrnujui podavanie rozpustného fragmentu,
ako je rozpustny receptor pre lymfotoxinu-f. V dalSich vyhodnych
uskuto&neniach sa narokovany vyndlez tyka podéavania protilétok
proti LTB-R alebo LTP. Blokujice &inidlo podla vyndlezu sa mdZe
podadvat sucasne s lieCebne G¢innym mnoZstvom druhej zlaceniny,

ktorad prejavuje lieCebne Ziaduci uU&inok.

Napriklad v ur&itych spdésoboch na lie¢enie AIDS a/alebo HIV
méZe byt Ziaduce podavat sucasne dalSie antivirusové agens Vv
odbore zname. Napriklad AZT alebo inhibitory protedz. MéZe byt
vyhodné najmi podavanie blokujuicich &inidiel podla vynalezu,
vyhodnejSie fuzneho proteinu LT-f-R-Ig/IgG, v kombinacii s
liekovym ,koktailom™ na lie&bu AIDS. Tieto liekové ,koktaily™
zhrnuji podévanie niekolkych 1liekov pacientovi na zniZenie

mnoZstva virusu v pacientovom systéme.

Pripravky podla vynadlezu sa mé%u formulovat podla
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Standardnej praxe, teda ako pripravky obsahujice nosné
vehikulum. Termin Farmaceuticky prijatelny nosié sa tyka jednej
alebo viacerych organickych alebo anorganickych zloziek,
prirodnych alebo syntetickych, ktoré méZu ulah&it podavanie
blokujuceho ¢&inidla podla vyndlezu pacientovi. Vhodné noside su

odbornikov zname.

Kazdy z pripravkov podla vyndlezu sa mbéZe podavat
akymkolvek spdsobom, ktory je lekdrsky prijatelny. Toto mdiZe
zahrnovat injekcie parenteralnou cestou, ako je intravendzna,
intravskuldrna, intraarteridlna, subkutédnna, intramuskularna, do
nadrodu, intraperitonedlna, intraventrikuldrna, intraepidurédlna
alebo in&, a tieZ peroralna, nazédlna, oftalmickd, rektdlna alebo
topicd. Poddvanie s prediZenym uvolfiovanim je vo vynaleze tieZ
Specificky zahrnutég, pomocou depotnych injekecii alebo
implantatov. Miestne Specifické podavanie mbéze byt tieZ Ziaduce.

Odbornik lahko ur¢i spdsoby podavania.

Blokujuice ¢inidld drahy LT, ktoré sG pouZitelné podla
predkladaného vynédlezu, zahrnuju protilatky funk&nych derivatov
rozpustného LTP~R. Funk&né derivaty zahrnujd fragmenty, varianty/,
analégy alebo chemické derivaty molekuly. Fragmentom molekuly,
ako je napriklad kaZidy z antigénov predkladaného vyndlezu, je
myslend kaZdéd polypeptidovd podskupina molekuly. Predpokladad sa,
Ze variant takejto molekuly zodpovedad prirodzene sa vyskytujucej
molekule v podstate podobnej bud celej molekula, alebo ijej
fragmentu. Analég molekuly sa tyka neprirodzene sa vyskytujicej
molekuly v podstate podobnej bud celej molekule, alebo jej
fragmentu.

Varianty blokujlcich c&inidiel podla vyndlezu sa lisSia od
prirodzene sa vyskytujlcich &inidiel aminokyselinovou sekvenciou
alebo spdbsobom, ktory nepostihuje sekvenciu, alebo platia obe
moZnosti. Varianty aminokyselinovej sekvencie sa vytvaraju tak,
Ze jedna alebo viac aminokyselin v prirodzene sa vyskytujicich

molekulach substituuje inou prirodzenou aminokyselinou,
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derivatom aminokyseliny alebo aminokyselinou, ktora sa
prirodzene nevyskytuje. Obzvla3t vyhodné varianty zahrnuji najmi
prirodzene sa vyskytujice proteiny alebo biologicky aktivne
fragmenty prirodzene sa  vyskytujucich proteinov, ktorych
sekvencie sa liSka od sekvencie divého typu substiticiou jednej
alebo viacerych konzervativnych aminokyselin. Takého substiticie
st odbornikovi dobre znadme a maju typicky minimdlny vplyv na

sekundarnu Struktiru a hydrofdébnu povahu blokujiceho &inidla.

V dalSich uskutoéneniach predkladaného vyndlezu méZu mat
varianty so substiticiami aminokyselin, ktoré s menej
konzervativne, za néasledok tieZ poZadované derivaty, napriklad
vyvolanim zmien v nadboji, konformdcii a inych biologickych
vlastnostiach. Takéto substituicie napriklad zahrnuji substiticiu
hydrofébnych aminokyselinovych zvySkov hydrofilnymi, substitdciu
zvySku cysteinom alebo prolinom, substituciu zvy3ku s rozsiahlym
postrannym retazcom zvySkom s malym postrannym retazcom alebo
substitdciu zvy3ku s celym negativnym nabojom zvyskom s celym
pozitivnym nabojom. Pokial sa nedd vysledok danej substitucie
predpovedat s istotou, méZu sa derivdty testovat spdsobmi tu
opisanymi, aby sa uréila pritomnost alebo nepritomnost Ziaducich
vlastnosti.

Varianty v rozsahu vyndlezu zahrnuju proteiny a peptidy s
aminokyselinovymi sekvenciami, ktoré maji aspoii 80 % homoldégiu s
blokujicim &inidlom podla predkladaného vynédlezu. Vyhodnejsie je
sekvenénd homoldogia aspori 90 % alebo aspoii 95 %. S cielom
uréovania homolégie je dlZka porovnavanych sekvencii aspoii 20
aminokyselinovych zvySkov. Varianty v rozsahu vyndlezu tieZ
zahrnujd kazdé blokujice ¢&inidlo, ktoré 1) mé& aminokyselinovid
sekvenciu, ktord je aspoi na 40 % homologickd so sekvenciou
blokujuceho ¢&inidla, a ktord tieZ 2) v optimalnej polohe pri
porovnani (,alignment"“) so sekvenciou blokujiceho &inidla podla
vyndlezu m& aspoii 80 % svojich cysteinovych zvyZkov ,zrovnanych"

s cysteinmi blokujuiceho &inidla podla vynélezu.

Vo vynaleze suU tieZz ¢&inidla, ktoré sa 3pecificky viaZu k
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blokujicim ¢&inidldm podla vynalezu, vratane ligandov a

protilatok.

Nasleduju konkrétne priklady ilustrujice rozpustné LT
receptory, anti-LT ligandy a protilatky anti-LTP-R podla vynalezu
a spdsoby pouzité na ich charakterizaciu. Tieto priklady by
nemali byt chdpané ako obmedzujice. Priklady si tu uvedené len s

cielom vysvetlit a ilustrovat vyndlez a predkladany vynalez je

obmedzeny len patentovymi narokmi.

Priklad 1

Priprava rozpustnych Iudskych LTB-R receptorov v podobe fuznych

proteinov s imunoglobulinovym Fc

Sekvencia cDNA ludského klonu izolovand z ludskej kniZnice
12p transkribovanych sekvencii odvodenéd r4e) somatickych
hybridnych buniek (Beans a kol., Genomics 16: 214-218, 1993) sa

vloZzila do GeneBank a aZ neskér Dbola identifikovand ako
sekvencia kédujica ludsky LT-P-R. Uplna sekvencia cDNA ludského
LT-P-R je dostupnd od roku 1992 v GeneBank ako poloZka &. L04270.

Extraceluldrna doména LT-P-R aZ po transmembranovi oblast
(obrazok 1) sa amplifikovala metédou PCR z cDNA klonu pomocou
primérov obsahujicich miesta pre reStrik&né enzymy NotI a Sall
na svojich 5’ a 3’ -koncoch (Browning a kol., J. Immunol.
154:33-46, 1995). Amplifikovany produkt sa nasStiepil NotI a
Sall, preCistil a ligoval sa do vektoru pMDR901 linearizovaného
NotI, spolu so Sall-Notl fragmentom kdédujicim Fc usek Iudského
IgGl. Vysledny vektor obsahoval gén dihydrofolatreduktazy a

fizneho proteinu LT-P-R-Ig, kaZdy s osobitnym prométorom.

Vektor sa elektropordciou vniesol do buniek CHO dhfr- a

Standardnym spésobom sa izolovali klony rezistentné voéi
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metotrexatu. LT-B-R-Ig bol secernovany do média a na vyber
bunkovych 1linii produkujucich najvy38iu hladinu receptorového
fizneho proteinu sa pouZil test ELISA. Vysokoprodukéna bunkova
linia sa potom kultivovala vo velkom a upravené médium sa
zbieralo. Cisty LT-B receptorovy fuzny protein sa ziskal

precistenim pomocou afinitnej chromatografie S protein

A-sefarézou.

Priklad 2

Priprava rozpustnych my3ich LT-B receptorov v podobe fuznych

proteinov s imunoglobulinom.

Uplny cDNA klon my$ieho LT-B-R sa pripravil ligaciou
fragmentov 5’NotI/Apall a 3’ApaLI/NotI =z dvoch ¢&iasto&nych
izolatov cDNA do NotI miesta vektoru pCDNA3 (InVitorgen, San
Diego, CA). Sekvencia tohto cDNA klonu je pristupnd v GeneBank
ako polozka &. U29173. Porovnanim s inou sekvenciou mySieho
LT-B-R najdenou v GeneBank pod &islom L3842 sa nenaSli Ziadne

rozdiely v sekvencii.

Rozpustny fuzny protein ,my3i LT-B-R/Iudsky IgGl™ sa
pripravil tak, Ze pomocou PCR sa amplifikoval klon s uplnou cDNA
mLT-B-R S primérmi 5’ AACTGCAGCAGCGGCCGCCATGCGCCTGCCC 3’ a
57 GACTTTGTCGACCATTGCTCCTGGCTCTGGGGG 3’. Amplifikovany produkt sa
pre&istil a naStiepil NotI a Sall a ligoval sa spolocne so
SalI/NotI fragmentom Fc Iudského IgGl do NotI lienarizovaného a
fosfatazou oSetreného vektora SAB132, &im vznikol vektor JLB122.
NotI kazeta obsahujica mLT-B-R-Fc sa na stdlu expresiu preniesla
do NotI miesta plazmidu pMDR901 a tak vznikol vektor PSHOO1,
ktory sa transfekoval do CHO buniek, ako bolo publikované
(Browning a kol., J. Immunol. 154: 33-46, 1995). Bunkové klony
secernujtce ,my3i LT-Bf-R-ludsky Ig“ sa identifikovali testom

ELISA. Cisty LT-Pp receptorovoy fuzny protein sa ziskal
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pre¢istenim zo supernatantu CHO buniek pomocou afinitnej
chromatografie s protein A-sefardzou (Pharmacia) a pouZzil sa v
nasledujicich prikladoch.

Priklad 3

Imunohistochemickd analyza mySej sleziny po  opakovanych

injekciach LT-B-R-Ig

4-5 tyZdiiov staré my3i dostali 6 injekcii, jednu tyZdenne,
LTPp~R~-Ig (100 pg i.p.) a boli imunizované so SRBC v def Sieste]j
injekcie fuzneho proteinu. MySi potom dostali dalSiu injekciu
LTB~-R-Ig alebo LFA-3-Ig ¢&. defi po podnete SRBC. Zvierata sa
usmrtili 10. defi po podnete SRBC a odobrali sa im orgény na
analyzu 3truktdry. Lavy stipec na obradzku 2 predstavuje rezy
sleziny zo zvierat oSetrenych LFA-3-Ig (A, C, E, G, I) a pravy
stipec zo zvierat osetrenych LTB-R-Ig (B, D, F, H, J). Aceténom
zmrazené rezy sleziny sa dvojmo znac¢ili s biotinylovanym anti-
my$im B220 a anti-my$imi CD4 protilatkami (A a B), potom
nasledovalo zodpovedajice druhé =znaCenie so streptavidinom
oznaCenym alkalickou fosfatéazou (purpurovd modra, tmavé
sfarbenie) a s mySim anti-krysim Ig oznadenym chrenovou
peroxidazou (svetlohnedé sfarbenie). Dal§ia séria zmrazenych
rezov sa znacila protilatkami ER-TR-9 (na detekciu MZM, C a D),
MOMA-1 (na detekciu matalofilnych makrofdgov, E a F), MECA-367
(Specifické pre MAACAM-1, G a H) a ER-TR-7 (na ofarbenie
retikuldrnych fibroblastov, I a J), potom nasledovalo druhé
znacenie mySim anti~krysim Ig oznacenym chrenovou peroxidazou
(hnedé sfarbenie). Tieto obrdzky predstavujid znadenie rezov z

minimdlne Siestich zvierat. Zvié&Senie 10 x.
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Priklad 4

U&inok LTP-R-Ig a ligandu anti-CD40 na tvorbu GC a znalenie FDC

Zvieratd sa oS8etrili rovnako, ako uZ bolo opisané v
priklade 3 s LTP-R-Ig alebo LFA-3-Ig. DalSia skupina zvierat sa
oSetrila s MR (anti-my3i ligand CD40, 250 pug/injekcia,
intraperitonedlne) v defi -1, na 1. a 3. den, dostali SRBC v dei
0 a boli usmrtené na 10. defi. Aceténom fixované rezy sleziny
zvierat oSetrenych s LFA-3-Ig (obrdzok 3, lavy stipec, A a D)
alebo LTB-R-Ig (stredny stipec, B a E), alebo MR (pravy stipec, C
a F) sa znacCili biotinom oznadenym ara$idovym aglutininom (PNA,
horny riadok, A, B a C), alebo s FDC-Ml )spodny riadok, E, E a
F), potom nasledovalo druhé znacdenie so streptavidinom ozna&enym
chrenovou peroxiddzou a s my3im anti-krysim Ig oznadenym
chrenovou peroxiddzou v uvedenom poradi (hnedé sfarbenie).
Znacenie PNA margindlnej zény je ukdzané Sipkou v A a C. Tvorba
GC je ukdzana bielou hviezdickou v A. Zna&enie na FDC je uk&ézané
Ciernou $ipkou v D a F. Tieto obrazky predstavujui znadenie rezov

z aspon 3tyroch zvierat. Zvic3Senie 10 x.

zriklad 5

Expresia adresinu v lymfatickych uzlindch (LN) my3i o$etrenych

in utero a kontinudlne po narodeni LTB-R-Ig

V tychto pokusoch sa pouZivali potomkovia nadasovane

brezivych my38i Balb/c, ktorym sa na 14. a 17. defi gestacie i.v.
injikovalo 200 pg proteinov receptora Ig. Po narodeni sa potomkom
injikovalo i.p. raz tyZdenne 100 pg LTB-R-Ig, TNF-R55-Ig alebo
LFA-3-Ig. Hladiny fuznych proteinov zostavali podas Zivota 10
pg/ml alebo viac, ako sa zistovalo testom ELISA (data neuvedené).
Obrazok 4: panely A, B, G, H znaCenie lymfatickych uzlin my3i
oSetrenych s LTBP-R-Ig, panely C, D znaenie lymfatickych uzlin
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my5i oSetrenych s LFA3-Ig, panely E, F znadenie lymfatickych
uzlin mySi o3etrenych s TNF-R55-Ig. Panely A, C, E, G su
mezenterické lymfatické uzliny znagené protilatkou MECA367 na
detekciu slizni&ného adresinu MAdCAM-1. Panely B, D, H, F su
periférne (brachidlne) lymfaticke uzliny zna&ené protilatkou
MECA79 &pecifickou pre adresiny periférnych LN (PNAds). Panely
G, H st lymfatické uzliny Z dni starych mySi vystavenych len

LTB-R-Ig in utero. VSetky obrazky si vo zva&sSeni 50x.

Priklad 6

Lokalizacia lymfocytov a expresia makrofégovych markerov v
lymfatickych uzlindch (LN) my3i oSetrenych in utero a

kontinudlne po narodeni LTB-R-Ig

MySi sa oSetrili in utero a kontinudlne po narodeni tak,
ako bolo opisané v priklade 5, s LTP-R-Ig, TNF-R535-Ig alebo
LFA-3-Ig. Rezy Ln sa potom ozna¢ili protilatkami Specifickymi
pre markery exprimované makrofagmi alebo s mAb CD4. Aby sa
identifikovali oblasti prekryvu T a B bunkovych zén, pouZila sa
obrazovd analyza. Obrazok 5: panely A, D, G si znacenia
BD220/CD4 my3i o3etrenych LTB-R-Ig, LFA-3-Ig a TNF-R55-Ig, vV
uvedenom poradi. fluorescenéné obrazy sa analyzovali pomocou
software na obrazovi analyzu. Panely B, E, H si znaCenia na

sialoadhezin a panely C, £, I si znaenia na MOMA-1l.

Priklad 7

U&inok oSetrenia pomocou LTP-R-Ig na protilédtkova odpoved na SRBC

MySiam Balb/c sa injikoval LTB-R-Ig, ludsky Ig alebo PBS
nasledujicim spdsobom: Obrazok 6A: my3i dostali 6 injekcii, ako
bolo opisané pre obrazok 2 (priklad 3). Zvieratam sa odobrala

krv na 7. defi (Cierne stipce) a 14. defi (pruhované stipce) po
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imunizacii SRBC. Obrézok 6: zvierata dostali fuzne proteiny v
defi -7 a deii 0. SRBC sa podali v deii 0 a zvieratam sa odobrala
krv na 7. deh (&ierne stipce), na 14. defi (pruhované stipce) a
30. deii (biele stipce). Obrdzok 6C: zvieratd dostali fuzne
proteiny raz v deii 0, v rovnaku dobu ako imunizdciu SRBC. Krv sa
odoberala na 7. defi (Cierne stipce), 14. defi (pruhované stipce)

a 34 defd (3edé stipce).

Titer SRBC-3pecifickych IgM a IgG sa urcoval analyzou v
hemaglutinaénych testoch. Titer je definovany ako obréatena
hodnota posledného riedenia séra, pre ktoré sa deteguje
hemaglutinacia, a je znazorneny na logaritmickej stupnici so
zédkladom 2 (1 = riedenie 1/15 séra). Vysledky st zobrazené ako

priemer so 3tandardnou odchylkou zo 4 réznych zvierat v skupine.
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PATENTOVE NAROKY

1. C¢inidlo blokujice LT-B-R na pouZitie na zmenu humoralne]

imunitnej odpovede zvierata.

2. Cinidlo blokujuce LT-B-R podla naroku 1, vyzna¢céu-
jace s a t ym, 2Ze sa vyberie zo skupiny obsahujucej:
rozpustny receptor lymfotoxinu B, protilatku namierenu proti
receptoru LT-B a protilatku namiereni proti povrchovému ligandu

LT.

3. ¢inidlo blokujice LT-B-R podla néroku 1, vy zna¢c¢u-
jdce sa tym Ze zvieratom je cicavec.
4. (Ginidlo blokujtce LT-P-R podla néroku 3, vy zna<cu-

juce sa tym Ze cicavcom je &lovek.

5. (inidlo blokujtce LT-B-R podla néroku 2, vy zna¢c¢u-
jdce sa tym Ze obsahuje rozpustny receptor lymfotoxinu-Pp
s viazbovou doménou pre ligand, ktord sa mbéZe selektivne viazat

na povrchovy ligand LT.

6. Cinidlo blokujtce LT-B-R podla naroku 5, vy zna¢éu-
jhlce sa tym Ze rozpustny receptor lymfotoxinu-B obsahuje

doménu Fc Iudského imunoglobulinu.

7. Cinidlo blokujice LT-P-R podla néroku 2, vy znacu-
juce sa tym, Ze obsahuije monoklonédlnu protilatku

namierend proti receptoru LT-P.

8. Cinidlo blokujuce LT-B-R podla naroku 7, v y z‘n acu-
jace s a t ym Ze sa podadva Vv mnoistve, .ktoré Je

dostatoéné na pokrytie (vysytenie) buniek pozitivnych na LT-B
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receptory pocdas 1 aZ 14 dni.

9. Cinidlo blokujtce LT-Bf-R podla naroku 7, vy zna¢éu-
jice sa tym Ze obsahuje monoklondlnu protildtku BDAS

proti Iudskému LT-B-R (anti-Iudsky LT-B-R mAb BDAS).

10. Cinidlo blokujtice LT-B-R podla naroku 2, vy zna¢éu-
jiUce sa tym, Ze obsahuje monoklonalnu protilatku

namierenu proti povrchovému ligandu LT.

11. Cinidlo blokujtice LT-B-R podla ndroku 10, v yznac¢u-
jice s a t ym Ze sa poddva v mnoZstve, ktoré e
dostatoéné na pokrytie (vysytenie) buniek pozitivnych na

povrchovy ligand LT poCas 1 aZ 14 dni.

12. Cinidlo blokujtce LT-B-R podla n&roku 10, vy znaéu-
juce sa tym, Ze protilétka je namierena proti

podjednotke povrchového ligandu LT.

13. C&inidlo blokujtce LT-B-R podla naroku 12, vy znaé¢u-

jidce sa tym Ze obsahuje monoklondlnu protildtku B9

proti ludskému LT-B (anti-Iudsky LT-p mAb B9).

14, Cinidlo blokujuce LT-P-R podla naroku 10, vy znadéu-
jace sa tym, Ze obsahuje monoklonalnu protilatku

namiereni proti mySiemu povrchovému ligandu LT.

- 15. Cinidlo blokujuce LT-P-R podla nédroku 1, vyznadc¢u-

jidce sa tym Ze sa inhibuje humordlna imunitnd odpoved.
16. Cinidlo blokujtice LT-B~R podla naroku 1, vy znaéu-
jidce sa tym Ze pacient je infikovany Iudskym virusom

imunodeficiencie.

17. Cinidlo blokujtce LT-B~R na pouZitie na lie&enie, prevenciu
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alebo elimindciu ludského virusu imunodeficiencie u cicavca.

18. Cinidlo blokujice LT-B-R podla naroku 17, vy znadu-
jdce s a t ym, Ze sa vyberie 2zo skupiny obsahujicej
rozpustny receptor lymfotoxinu-B, protildtku namiereniG proti
receptorom LT-f a protildtku namierent proti povrchovému ligandu

LT.

19. Cinidlo blokujuce LT-ﬁ-R podla naroku 18, vy zna¢c¢u-
jidce sa tym Ze obsahuje rozpustny receptor lymfotoxinu-f

s vazbovou doménou pre ligand, ktord sa méZe selektivne viazat

na povrchovy ligand LT.

20. Cinidlo blokujuce LT-Bf-R podla naroku 19, vy zna¢c¢u-
juce sa tym Ze rozpustny receptor obsahuje doménu Fc

Tudského imunoglobulinu.

21. Cinidlo blokujuce LT-P-R podla nadroku 17, vy znadu-
jdce sa tym Ze obsahuje monoklonélnu protilatku

namierenu proti LT-P-R.

22. Cinidlo blokujuce LT-P-R podla nédroku 21, vy znadcu-
jidce sa tym Ze obsahuje monoklondlnu protilatku BDAS8

proti Iudskému LT-B-R (anti-Iudsky LT-f-R mAb BDAS8).

23. Cinidlo blokujtce LT-P-R podla naroku 17, vy zna¢éu-

jace s a t ym Ze obsahuje monoklondlnu protildtku

" namierent proti povrchovému ligandu LT.

24. Cinidlo blokujtce LT-B-R podla n&roku 17, vy znadcu-

jace s a tym Ze sa dalej sUCasne podd s dalSim

antivirusovym &€inidlom.

25. Farmaceuticky pripravok na 1liecCenie odvrhnutia Stepu

vyznadcujiaci s a t ym, Ze obsahuje terapeuticky
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G¢inné mnoZstvo ¢&inidla blokujiceho LT-B-R a terapeuticky G&inné

mnozstvo ¢inidla blokujiceho CD40L.

26. Pripravok podla naroku 25, vyznadc¢ujiuci s a
t ym, Ze <&inidlo blokujice LT-B-R je LT-B-R/IgG a &inidlo
blokujuace CD40L je zlu&enina anti-CD40L.

27. Farmaceuticky ©pripravok na 1lieCenie AIDS alebo HIV
vyznacujuaci S a t ym Ze obsahuje AZT, inhibitor

protedzy a ¢inidlo blokujiuce LT-~B-R.

28. Pripravok podla naroku 27, vyznacé¢uijuci s a

t y m, Ze blokujuice &€inidlo je fazny protein LT-B-R/IgG.

29. Pripravok podla ndroku 26, vyznacdc¢ujuci s a

t ym, Ze zlGCenina anti-CD40L je monoklondlna protilétka.

30. Pripravok podla néaroku 29, vyznad¢uijuaaci s a

t ym, Ze protildtka je protilatka 5c8.
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Obr. 1

1 SQPQAVPPYA SENQTCRDQE KEYYEPQHRI CCSRCPPGTY VSAKCSRIRD 50
51 TVCATCAENS YNEHWNYLTI CQLCRPCDPV MGLEEIAPCT SKRKTQCRCQ 100
101 PGMFCAAWAL ECTHCELLSD CPPGTEAELK DEVGKGNNHC VPCKAGHFQN 150
151 TSSPSARCQP HTRCENQGLV EAAPGTAQSD TTCKNPLEPL PPEMSGT 197
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