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Poufiti &inidla, které blokuje vazbu lymfotoxinu-f§ na jeho

receptor, pro vyrobu protivirového léku

Toto Jje &asteiné& pokracdovaci p¥ihlaska k prozatimni
pfihlasce USA &. 60/103 662 podané 9. ¥ijna, 1998. Cely obsah
df¥ive podané prozatimni patentové prihlasky je zahrnut formou

odkazu v ptredklédané prihlésce.

Oblast techniky

Tento vyndlez se v3eobecné& tyka zplsobl  indukce
protivirové odpovédi u Jedince. Tento vynalez poskytuje
zejména zpusoby léfeni viry vyvolaného systémového 3oku a
respiradni insuficience u Jjedince. Zpusob zahrnuje podéavéani

urditych ,pripravkd blokujicich lymfotoxin beta®™.

Dosavadni stav techniky

N&kolik virt v&etné& Sin Nombre (SNV), Ebola, Marburg,
Lassa a Dengue zpusobuje akutni onemocnéni s mnoha
z nésledujicich symptomd: rychlé vypuknuti choroby, horecka,
systémovy 3ok a respiracni insuficience (Lacy et al., 1997,
Adv. Ped. Inf. Dis., 12, 21). Dale se u téchto infekci cCasto
vyskytuje systémové rozSifeni virové infekce zamé&fené na
endotelové buiiky a makrofagy (Lacy et al., 1997, Adv. Ped.
Inf. Dis., 12, 21). Vét3ina téchto nové se objevujicich viry,
s vyjimkou SNV, byla poprvé identifikovéna Vv poslednich
desetiletich. V prib&hu let po svém objeveni se tyto patogeny

znovu objevily p¥i vzplanuti epidemii na celém svété&. Tak od
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Gervna 1998 se vyskytlo na jihozdpadé& Spojenych Stata 183
potvrzenych pfipadid SNV, kauzativniho agens tzv.
hantavirového syndromu $okové plice, diky néarustu populace
kfedika dlouhoocasého. Pouze v 55 % té&chto pfipadd pacienti
pfe?ili infekci (Centers for Disease Control and Prevention,
MMWR. 47, 449, 1998). Do soufasné doby Je malo ZNamo
o patogenezi té&chto virt a o tom, Jjak uc¢inné 1lécit tisice
pacientt kaZdy rok infikovanych na celém svété, kteri
onemocni systémovym Sokem vyvolanym viry a respiraéni
insuficienci.

Trvad tudi? pot¥eba najit nové zplsoby léCeni virového

systémového Soku a respiralni insuficience u jedince.

Podstata vyndlezu

Pfedkladany vynalez Ye3i problém uvedeny vySe tim, Ze
poskytuje farmaceutické pIipravky vhodné k 1léCeni wvirového
systémového 3oku a respiraéni insuficience u pacienta.

pou?iti a pFipravky podle tohoto vynadlezu Céastelné
vyuZivaji objev, Ze urcité pfipravky, zde definované jako
pfipravky blokujici lymfotoxin beta (LT-B), mohou byt pouZity
pri légeni virového systémového Soku a respiracni
insuficience u jedince. V jednom  provedeni ptipravek
blokujici LT-B je p¥ipravek blokujici receptor lymfotoxinu
beta (LT-B-R). Ve vyhodném provedeni je LT-B-R protilatka
proti receptoru lymfotoxinu-B  nebo rozpustny  receptor
lymfotoxinu-f. V nejvyhodnéjsim provedeni p¥ipravek blokujici
LT-B-R je rekombinantni fuzni protein LT-B-R, ktery ma
extracelularni vazebnou doménu ligandu LT-f-R fuzovanou

s konstantni doménou té&Zkého Fetdzce imunoglobulinu.




Vyse uvedené a dalsi cile, charakteristické rysy,
aspekty a vyhody predkléddaného vynalezu, jakoZz 1 samotny
vynalez, budou plnd&ji pochopeny =z nésledujiciho popisu

vyhodnych provedeni.

Popis obréazkl

Obrazek 1 ukazuje, Ze infekce my3i NZB s klonem 13 LCMV
m& za nasledek uUmrtnost. K¥ivka umrtnosti my3i NZB
infikovanych  LCMV-13 (n = 14) a virové titry mysSi

infikovanych LCMV-13 (n = 7) 8est dnd po infekci.

Obrazek 2 ukazuje histologicky profil infekce LCMV-13 u
my$i NZB. A) normdlni plice (100x, H+E). B) intersticialni
pneumonitida s infiltradty mononukleadrnich bunék a ztluSténim
alveoldrni stény ‘viplicich, 5 dnt po infekci (100x, H+E).
C) Lymfoidni deplece, bunécéné nekrbdza a obliterace
folikularni architektury ve sleziné& (25x, H+E). D) vétsi
zvétdeni ukazujici buné&&nou nekrézu a debris pochazejici
z karyorexe ve sleziné& (158x, H+E). E) LCMV-13 pozitivni
endotelové bufiky (5ipky) a makrofagy (bilé Sipky) v plicich
(100x, IHC). F) LCMV-13 pozitivni endotelové buinky (3ipky) a
mezotelové bufiky (hlavidky 3ipek) a makrofagy (bilé Sipky)
ve slezin& (50x, IHC). H) LCMV-13 pozitivni Kupfferovy bunky

a buiiky lemujici sinusoidy v jétrech (100x, IHC).

Obrazek 3 ukazuje, Ze blokdda LTBR signalnich drah
vyznamn& zlep3uje pFfeZivdni u my31 NIZB infikovanych klonem
13. Jsou zde uvedeny k¥ivky umrtnosti pro my3i NZB infikované
klonem 13 oZetfené tak, jak popsano. MySim NZB bylo podavano

2,5 x 10° pfu Cl 13 i.v., pak nasledovaly dvé i.p. injekce




obsahujici 250 pg protilatky TN3-19.12 v PBS bez endotoxinu
(viz odkaz S) ve dnech 1 a 4 po infekci. Kontrolnim mySim
byla ve stejné dny podédna injekce téhoZ objemu PBS bez
protilatky. My3i byly o3etfeny tak, jak Je popséno v odkazu
R. u trojit& oSet¥ené skupiny byly podany proteiny TNFR55-Ig
a LTBR-Ig v den 0 a 3 po infekci, 1i.p., V mnozstvi 200 ug.
Kontrolnim my3im byla podadna lidskd protilatka pouZivana
v syntéze té&chto fuznich proteinid (AY1943-29) ve stejné dny
v identickém mnoZstvi. My3i dostavajici pouze LTBR-Ig byly
ofet¥ovany totoZné&, krom& toho, Ze byly vynechany injekce

TNFR55-Ig. Data byly sbirdna z né&kolika pokust, samotny anti-

TNF (TN3-19.12), n = 16 pro samotny LTBR-Ig, n = 10 pro
trojit& oZetF¥ovanou skupinu, n = 22 pro samotny LTBRR-Ig, n =
10 pro skupinu s LTBR-Ig + TNFR55-Ig, n = 5 pro skupinu

oZetfenou anti-TNF a TNFRS55-Ig, n = 6 pro samotny anti-TNF
(TN3-19.12) a n = 25 pro kontroly).

Obrazek 4 ukazuje, Ze blokadda LTRR drdhy ma za nasledek
sniZeni funkce CD8 T bunék. Splenocyty =z my3i v ruzné
ofetFfenych skupinadch byly odebrany v den 6 po infekci a
obarveny s LY tetramerem obsahujicim NP118 O9mer peptid, jak
dfive popséano. Dané hodnoty Jjsou upraveny podle
nespecifického barveni pozadi. Aby se monitorovala produkce
interferonu gama Jjako reakce na stejny peptid, byly bunky
inkubovany 5 hodin ve 37 °C v pfitomnosti NP118 v konecné
koncentraci 0,1 upg/ml a IL-2. Hodnoty zde dané Jsou upraveny
podle hodnot pozadi bez peptidu. Byly sloudeny splenocyty od
t#i my3i oZetfenych kontrolnim lidskym Ig, jakoZ 1 splenocyty
od dvou my3i s LTBR-Ig (LT beta ¢&.2/3). VSechny dals8i
vysledky jsou od jednotlivych my3i.




Obrazek 5 ukazuje, Ze deplece CD8" T bun&k, ne CD4" T
pun&k, odvraci let&lni u&inky infekce LCMV-13 na my3i NZB.
My3i byly oZetf¥eny tak, Jjak je popséno pro depleci buné&cénych
populaci in vivo. Pro kaZdou z ofetfenych skupin (n = 4) Je

uvedena k¥ivka umrtnosti.

Definice

Pro jasndjsi a presn&jsi popis piedm€tu vynalezu jsou
uvedeny néasledujici definice specifickych termint pouzitych
v popisu vyndlezu a v patentovych narocich.

Lymfotoxin-beta (LT-beta nebo LT-B, oznacCeni wuZivéna
zam&nitelnd) pat¥i mezi ligandy rodiny TNF, kam patfi také
dalsi ligandy jak nap¥. ligandy receptoru Fas, CD27, CD30,
CD40, OX-40 a 4-1BB (Smith et al., Cell 76, 959-62, 1994).
Signalni dréha zahrnujici nékolik &lenu rodiny TNF, vEé. TINF,
LT-alfa, LT-beta a Fas, miZe indukovat odumirani rakovinnych
bunék nekrézou nebo apoptdzou (tzv. programovanou bunécnou
smrti). U buné&k, které nejsou tumorigenni, TNF a mnohé dalsi
interakce ligand-receptor patfici do rodiny TINF ovlivnuji
vyvoj imunitniho systému a reakci na rizni imunitni podnéty.

Lymfotoxin-beta (zvany téZz p33) byl identifikovadn na
povrchu T lymfocyt, T buné&lnych linii, B bunéénych 1linii a
lymfokinem aktivovanych zabijelskych bunek (LAK, lymphokine-
activated killer cells). LT-beta je predmétem soulasné
projedndvanych mezinadrodnich patentovych prihléasek
PCT/US91/04588, publikované 9. ledna 1992 jako WO 92/00329, a
PCT/US93/11669, publikované 23. ledna 19943 jako WO 94/13808,

které jsou formou odkazu souladsti predkladané prihléasky.




LT-beta receptor (LT-beta-R, LT-B-R), ¢&len receptorove
rodiny TNF, se specificky vaze na povrchové LT ligandy.
LT-beta-R vaze LT heteromerni komplexy (zejména
LT-alfal/beta2 a LT-alfa2/betal), ale nevéie TINF nebo LT-alfa
(Crowe et al., Science 264, 707-10, 1994). Signalizace
zprosttedkovand LT-beta-R hraje roli p¥i vyvoji perifernich
lymfoidnich organi a v humorélni imunitni reakci.

mRNA pro LT-beta-R se vyskytuje v lidské slezinég,
brzliku a daldich hlavnich organech. Profil exprese LT-beta-R
je obdobny jako profil exprese publikovany pro pb55-TNF-R,
s vyjimkou toho, 2Ze LT-beta-R neni na T buiikdch periferni
krve a buitkdch T bunéénych linii.

Termin "&inidlo Dblokujici LT-beta" oznafuje takové
&inidlo, které zeslabi vazbu ligandu na LT-beta, shlukovani
LT-beta na bunddném povrchu nebo signdlni drdhu LT-beta, nebo
které zpusobi zmé&nu Vv tom, jak je signal LT-beta
interpretovdn v  bulice. K prikladim ¢inidel Dblokujicich
LT-beta pat¥i anti-LT-beta, rozpustné molekuly LT-beta-R-Fc a
protiladtky anti-LT-alfa, anti-LT-alfa/beta a anti-LT-beta-R.
Vyhodn& protildtky nereaguji k¥izové se secernovanou formou
LT-alfa.

Termin "&inidlo blokujici LT-beta-receptor" oznaluje
takové ¢&inidlo, které narudi wvazbu ligandu k LT-beta-R,
shlukovani LT-beta-R na bunééném povrchu nebo signalizaci
LT-beta-R, nebo které ovlivni to, 3jak Jje signdl LT-beta-R
interpretovan v bufice. K prikladim ¢inidla blokujiciho
LT-beta-R pat¥i rozpustné molekuly LT-beta-R-Fc a protildtky
anti-LT-beta-R. Vyhodn& protildtky nereaguji k¥izové se

secernovanou formou LT-alfa.




Termin "protilatka anti-LT-beta receptor” popisuje
jakoukoliv protildtku, kterda se specificky vaze k alespon
jednomu epitopu receptoru LT-beta.

Termin "protilatka anti-LT" popisuje jakoukoliv
protildatku, kterd se specificky vaze k alesponni jednomu
epitopu LT-alfa, LT-beta nebo komplexu LT-alfa/beta.

Termin "LT ligand" =znamend heteromerni komplex LT nebo
jeho derivat, ktery se specificky vaze na receptor LT-beta.

Termin "signdlni dréha LT-beta-R" nebo strulné
"signalizace LT-beta-R" oznacCuje molekuldrni reakce spojené s
celou metabolickou drahou prenosu signdlu LT-beta-R a dalsi
molekuldrni reakce, které na ni navazuji.

Termin "vazebnd doména pro LT-beta-R ligand" popisuje
tast nebo &Aasti LT-beta-R, ktera(é) se ufastni specifického
rozpoznadni a interakce s LT ligandem.

Terminy "LT-alfa/beta heteromerni komplex" nebo LT-a/B
heteromerni komplex" a "LT heteromerni komplex" popisuiji
stabilni spojeni alespoil jedné podjednotky LT-alfa  (LT-a) a
jedné nebo vice podjednotek  LI-beta (LT-B), vietné
rozpustnych, mutovanych, zmé&nénych a chimérickych forem jedné
nebo vice podjednotek. Podjednotky se spojuji
elektrostatickymi, van der Waalsovymi nebo kovalentnimi
interakcemi. Heteromerni komplex LT-alfa/betaZ2 mia vyhodné
alesponl dvé pfilehlé podjednotky LT-beta a postrada prilehlé
podjednotky LT-alfa. KdyZz heteromerni komplex LT-alfa/beta
slouzi jako &inidlo aktivujici LT-beta-R v testu bunédéného
ristu, je komplex vyhodné& rozpustny a ma stechiometrii LT-

alfa 1/beta 2.
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Rozpustné heteromerni komplexy LT-alfa/beta postréadaji
transmembranovou doménu a mohou byt secernovany vhodnou
hostitelskou buikou, kterd byla upravena metodami genového
inZenyrstvi tak, aby exprimovala podjednotky LT-alfa a/nebo
LT-beta (Crowe et al., J. Immunol. Methods 168: 79-89, 1994).

Terminy "povrchovy komplex LT-alfa/betaZ " a "povrchovy
LT komplex" oznacuji komplex, obsahujici podjednotky LT-alfa
a podjednotky LT-beta véazané na membranu, véetné mutovanych,
pozmé&né&nych a chimérickych forem jedné nebo vice podjednotek,
kteryzto komplex je prezentovadn na povrchu buiiky. "Povrchovy
LT ligand" znamend povrchovy LT komplex nebo jeho derivat,
ktery se specificky védZe na receptor LT-beta.

Termin "udinné mnoZstvi" oznaluje mnozstvi, které Je
dostate&né k tomu, aby Dbylo dosazeno prospé&sného nebo
pozadovaného klinického ucinku. U&inné mnozstvi maze vyt
podédno prostfednictvim Jjednoho nebo nékolika podani. Ve
smyslu ptredkladdaného vynédlezu, ulinné mnozstvi &inidla, které
blokuje vazbu lymfotoxinu beta na Jjeho receptor, je takové
mnozstvi &inidla, které je dostatelné k tomu, aby zmirnilo,
stabilizovalo nebo zpozdilo vyvoj virové reakce. Konkrétné
které je dostatelné k tomu, aby zmirnilo, stabilizovalo nebo
zpozdilo vyvoj virem indukovaného systémového 3oku a
respiraéni insuficience. Detekce a méfeni t&chto indikatord
udinnosti jsou odbornikovi znémy.

Termin »Jjedinec" oznacuje obratlovce, zejména
prisludnika n&kterého druhu savcy, a zahrnuje také doméci
zvitata, zvifata chovana pro sport a primadty, vcetné& Clovéka

(p¥idemz tento vycet neni omezujici).




»Funkéni ekvivalent® aminokyselinového zbytku je
I) aminokyselina, kterd m& stejné reaktivni vlastnosti Jjako
aminokyselina, kterd byla nahrazena funk&nim ekvivalentem,
II) aminokyselina antagonisty podle vynadlezu, aminokyselina
majici podobné vlastnosti Jjako aminokyselina, kterd byla

nahrazena funk&nim ekvivalentem, III) molekula 3jina nezZ

aminokyselina, kterd ma podobné vlastnosti jako
aminokyselinovy zbytek, ktery byl nahrazen funkénim
ekvivalentem.

Prvni polynukleotid kédujici proteinového antagonistu
podle vynédlezu je ,funk&ni ekvivalent® ve srovnadni s druhym
polynukleotidem kédujicim antagonisticky protein, Jjestlize
spliiuje alespoil jednu z nasledujicich podminek:

a) ,Funk&ni ekvivalent“™ je prvni polynukleotid, ktery
hybridizuje S druhym  polynukleotidem za standardnich
hybridiza&nich podminek a/nebo Jjde o degenerovanou sekvenci
vzhledem k sekvenci prvniho polynukleotidu. Nejvyhodnéji
kéduje mutantni protein, ktery ma aktivitu proteinového
antagonisty integrinu.

b) , Funk&ni ekvivalent“ Jje prvni polynukleotid, ktery
kéduje expresi aminokyselinové sekvence kédované  druhym

polynukleotidem.

LT-beta blokujici &inidla podle vyndlezu zahrnuji, avsak
bez omezeni na tento vyéet, ¢&inidla zde uvedena a jejich
, funkéni ekvivalenty“. Termin , funkéni ekvivalent“ podle
vyndlezu tedy znamend LT-beta blokujici ¢inidlo nebo
polynukleotid kédujici LT-beta blokujici &inidlo, které ma

stejné nebo zlepSené ulinky na prijemce Jjako LT-beta
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blokujici ¢inidlo, jehoz je funk&nim ekvivalentem.
Odbornikovi je =zFfejmé, Ze funkeCné ekvivalentni protein je
mozné ptipravit technikami genového inZenyrstvi
(rekombinantni DNA), napf. tak, e se exprimuje funkéné
ekvivalentni DNA. Tudi? p¥edkladdany vynalez zahrnuje LT-beta
blokujici ¢&inidlo kédované pfirozen& se vyskytujici DNA
stejné tak jako DNA, ktera se pfirozen& nevyskytuje a ktera
kéduje stejny protein, jako Jje kbédovan prirozené @ se
vyskytujici DNA. Vzhledem k degeneraci nukleotidovych
kédujicich sekvenci mohou byt uzity i jiné sekvence kédujici
LT-beta blokujici ¢&inidlo. K takovym sekvencim patfi &asti
nebo celé sekvence, které jsou zménény substituci raznych
kodonti, které v ramci sekvence koéduji stejnou aminokyselinu,
cor je tzv. umlCend =z&mé&na. Takové zm&n&né sekvence Jsou
povaZzovany za ekvivalenty uvedenych sekvenci. Tak napt.
aminokyselina Phe (P) je kédovana dveéma raznymi kodony, TTC
nebo TTT, aminokyselina Tyr (Y) Je k6dovana bud TAC nebo TAT
a aminokyselina His Jje kdédovana budto CAC nebo CAT. naproti
tomu aminokyselina Trp je kdédovédna 3jen jedinym kodonem, a
sice TGG. Tudi%z odbornikovi je z¥ejmé, Ze pro danou sekvenci
DNA koédujici uréity integrin existuje mnoho degenerovanych
sekvenci, které ho taktéZz koéduji. Tyto degenerované sekvence
spadaji ztaké do rozsahu predkladaného vynalezu.

Termin , fuizni protein“ nebo struéné& ,faze" oznacuje
kolineadrni kovalentni spojeni dvou nebo vice proteina nebo
jejich fragment® prostfednictvim jejich individuédlnich
peptidovych fetézcu, nejvyhodnéji prost¥ednictvim genoveé
exprese polynukleotidové molekuly kédujici tyto proteiny.

Vyhodn& jsou proteiny nebo jejich fragmenty Jjsou z raznych
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zdrojt, tento typ fazniho proteinu je pak nazyvan
,chimérickou® molekulou. Vyhodné fuzni proteiny Jsou
chimérické molekuly, které obsahuji LT-beta blokujici ¢inidlo
nebo jeho fragment kovalentné spojeny s druhou sloZkou, ktera
je odli%nad od LT-beta blokujiciho ¢inidla. Vyhodné fuzni
proteiny podle vyndlezu obsahuji &ast intaktnich protilatek,
které si uchovavaji antigen&-vazebnou specificitu, napt.
fragmenty typu Fab, Fab’, F(ab")2 a F(v), a monomery nebo
dimery t&zkych ¥etézcl, monomery nebo dimery lehkych ¥etézcu,
dimery sestavené z Jjednoho lehkého a jednoho tézkého fetézce
a podobné.

Nejvyhodn&jsi fuzni proteiny jsou chimérické a obsahuji
slozku tvorenou LT-beta blokujicim ¢&inidlem fuzovanou nebo
jinak spojenou s celou nebo casti kloubového a konstantniho
Gseku imunoglobulinového lehkého Fetézce, tézkého fetézce
nebo obou. TakZe vyndlez se tykd molekuly, ktera obsahuje:

1) slozku tvorenou LT-beta blokujicim ¢inidlem,

2) druhy peptid, nap¥. takovy, ktery zvySuje rozpustnost
nebo biologicky polocas in vivo slozky LT-beta blokujiciho
&inidla, nap¥. je to ¢&len ,superrodiny" imunoglobulin® nebo
jeho fragment nebo &ast, napf. fragment IgG, napf¥. konstantni
Gsek t&zkého retézce lidského IgGl, nap¥. CH2, CH3 a kloubovy
usek. Specificky ,LT-beta nebo LT-beta-R/Ig fuze“ Jje protein
obsahujici biologicky aktivni LT-beta blokujici ¢inidlo podle
vyndlezu (napf. rozpustny LT-beta-R, nebo jeho biologicky
aktivni fragment navdzany k N-konci imunoglobulinového
tetdzce, kde N-konec imunoglobulinového Ffetézce byl nahrazen
LT-beta blokujicim &inidlem. Druhem LT-beta nebo LT-beta-R/Ig

fze je LT-beta-R/Fc flze, coZ Je protein obsahujici LT-beta-
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R podle vyndlezu svézany s alespon ¢asti konstantni domény
imunoglobulinu. Vyhodnad Fc fuze obsahuje LT-beta blokujici
ginidlo ©podle vyndlezu svazané s fragmentem protilédtky
obsahujicim C-koncovou doménu tézkého imunoglobulinového
Yetézce.

Termin , standardni hybridizaéni  podminky™ oznacuje
takové podminky koncentrace soli a teploty, které Jjsou
v podstat& ekvivalentni podminkdm 0,5xSSC a? 5xSSC a teplota
65°C jak pro hybridizaci tak pro nédsledné promyvani. Termin
,standardni hybridizadni podminky"“ uZivany v predkladaném
popisu je tedy operacni definice a zahrnuje tedy urcité
rozpéti hybridizaénich podminek. Podminky s vy$8i stringenci
jsou napt. podminky hybridizace v pufru pro screening plakl
(0,2% polyvinylpyrrolidon, 0,2% Ficoll 400, 0,2% hovézi
sérovy albumin, 50 mM Tris-HCl (Ph 7,5), 1M NaCl, 0,1%
hydrogenfosforeénan sodny, 1% SDS) s 10% dextransulfidtem a
100 pg/ml denaturivané sonikované DNA ze spermatu lososa p¥i
65 °C  po 12 az 20 hodin, nésledovand promyvanim
v 75mM NaCl/7,5mM citrat sodny (0,5xSSC)/1%SDS pfi 65°C.
Podminky s ni%i stringenci jsou napZ. podminky hybridizace
v pufru pro screening plaka s 10% dextransulfdtem a
110 pg/ml denaturované sonikované DNA ze spermatu lososa pfri
55 °c po 12 az 20 hodin, nidsledovana promyvanim
v 300mM NaCl/30mM citradt sodny (2xSSC)/1%SDS p¥i 55°C (viz
napt. Current Protocols in Molecular Biology, John Willey and
Sons, Inc., New York, 6.3.1 - 6.3.6., 1989).

,Terapeuticky pripravek® v predkladaném popisu Jje
definovan tak, Ze obsahuje proteiny podle vynalezu a dalsi

biologicky kompatibilni p¥fisady. Terapeuticky ptfipravek podle
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vyndlezu obsahuje excipienty Jjako je napf¥. voda, mineraly

a nosic¢e jako jsou napi. proteiny.

Popis vyhodnych provedeni

predkladany vynalez je Castecné zaloZen na objevu, Ze
ptipravek blokujici LT-B miZe indukovat protivirovou odpovéd
u jedince. Bylo zjisténo, Ze odet¥eni jedince infikovaného
virem miZe zna&né& zvydit preZivani jedince. Specificky bylo
ukézano, Ze odetfeni mysi NZB infikovanych LCMV-13 piipravkem
blokujicim LT-B, 3jako Jje napiiklad LTBR-Ig fuzni protein,
zvy3ilo jejich pfeZivéni na 73 %.

Soufasna lé&ba virll Ebola, Dengue, SNV a dalsich vira
zde uvedenych je prevence prostfednictvim 8koleni o pfenosu
nemoci. Pro tyto vysoce patogenni viry neexistuji vakciny.
Byl pouZit ribavirin, analog guanidinu, Jako genericky
protivirovy lék pri nékolika 2 téchto infekci
s reprodukovatelnym uspéchem doloZenym pouze Vv 1é¢bé horecky
vyvolané virem Lassa, kdyZ byl pouZit na zalatku onemocnéni
(Lacy, M.D., a Smego, R.A. Adv. Ped. Inf. Dis., 12, 21,
1997). Data puvodct ukazuji, Ze patologické zmény sdruZené
s témito viry mohou byt &astelné& zprostfedkované imunitou.
Blokadda LT systému by mohla vysoce zvySit Sanci na preZziti
prost¥ednictvim pfechodného sniZeni poltu CD8 T Dbunék
specifickych pro virus a sniZeni jejich funk&nosti. Pro lécbu
n&kolika onemocnéni jiZ probihaji klinické zkousky, které
pouzivaji nékolik prost¥edkd blokovédni dradhy TNFo (Pass,
H.I., Mew, D., et al., Chest surg. Cclin. N. Amer., 5, 73,
1995). Puavodci véri, Ze lé&ba LTBR-Ig by se mé&la wvzit do
uvahy pri daldim testovéani na zvitecich modelech pro
eventuéalni pouziti v klinickych zkouskéch s lidmi

zapojujicich  pacienty s akutnimi, rychle postupujicimi
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virovymi infekcemi zahrnujicimi  Sok a/nebo respiracéni

insuficienci.

P¥ipravky blokujici LT-B

V jednom provedeni tohoto vynalezu obsahuje pfipravek
blokujici LT-B protilatku (Ab) namifenou proti LT-B, kterd
inhibuje signalizaci LT-f. Vyhodné je protilétka anti-LT-f
monoklonalni protilatka (mAb). Inhibicni anti-LT-B protilatka
a dalii LT-B blokujici pF¥ipravky mohou Dbyt identifikovany
s pouZitim metod screeningu, které detekuji schopnost jednoho
nebo vice pripravki vézat se k LT ligandu nebo inhibujil
uéinky LT-B signalizace na bunky.

V daldim provedeni tohoto vynélezu ptipravek blokujici
LT-B obsahuje pEipravek blokujici receptor LT-B (LT-B-R). Ve
vyhodném provedeni pfipravek blokujici LT-f~R je protilatka
(Ab) namifenad proti LT-B~R, ktera inhibuje signalizaci
LT-B-R. Vyhodné& Jje protilatka anti-LT-B-R monoklonélni
protiléatka (mAb) . Jedna  takova inhibi&ni  monoklon&lni
protilatka anti-LT-B-R je BDA8 mAb. Inhibicni anti-LT-f-R Ab
a dal3i pripravky blokujici LT-b-R mohou byt identifikovény
s pouZitim metod screeningu, které detekuji schopnost jednoho
nebo vice pripravka vazat se bud k LT-f-R nebo LT ligandu
nebo inhibuji u&inky LT-b-R signalizace na bunky.

Jedna metoda screeningu vyuZiva cytotoxickych ucinkt
LT-B-R signalizace na nadorové buiiky nesouci LT-B-R. Nadorové
buiiky jsou vystaveny jednomu nebo vice pripravkim aktivujicim
LT-B-R, aby se indukovala signalizace LT-B-R. Pripravky
aktivujici LT-B-R zahrnuji LT-alfa/B2 heteromerni Kkomplexy

(vyhodné& rozpustneé LT-alfal/beta2) v pfitomnosti IFN-gama
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nebo aktivujici anti-LT-f-R Ab (viz nizZe, také popséno
v souBasné& projedndvané p¥ihla3ce USA &. 08/378 968 stejnych
p¥ihladovatelt) .

Protilatky a dal3i pfipravky, které mohou blokovat
signalizaci LT-B-R, Jsou vybiradny na zadkladé jejich
schopnosti inhibovat cytotoxicky u¢inek signalizace LT-B-R na
nadorové bufiky v nésledujicim testu:

1) nadorové bunky, Jjako napfiklad buﬁky HT29, Jjsou
péstovany tEi aZ &tyri dny v Fadach jamek pro tké&nové kultury
obsahujicich médium a alespoil Jeden pripravek aktivujici
LT-p-R v pfitomnosti Fadového Fedéni testovaného pIfipravku
nebo bez néj,

2) ke sm&si nadorovych bunék je p¥idano vitdlni barvivo,
které odrazi funkci mitochondrii, Jako naptiklad MTT, a
ponechéd se reagovat né&kolik hodin,

3) optickd denzita smési v kaZdé jamce je kvantifikovéana
p¥i vlnové délce 550 nm (ODS550). OD550 je proporcionalni
k poctu nadorovych bunék zbyvajicich pri pritomnosti
p¥ipravku aktivujiciho LT-B-R a testu pripravku blokujiciho
LT-B-R v kaZdé jamce. Pripravek nebo kombinace p¥ipravkuy,
které mohou sniZ?it cytotoxicitu néadorové buiniky aktivovanou
LT-B-R o alespofi 20 % v tomto testu, je pripravek blokujici
LT-B-R v rozsahu tohoto vynalezu.

Ka?dy ptipravek nebo kombinace pfipravka, které aktivuji
signalizaci LT-B-R miZe byt pouZit ve vyie uvedeném testu pro
identifikaci pfipravka blokujicich LT-B-R. P¥ipravky
aktivujici LT-P-R, které indukuji signalizaci LT-B-R (jako
nap¥iklad aktivujici anti-LT-f-R mAb) mohou byt vybrany na
zadkladé Jjejich  schopnosti, samotnych nebo v kombinaci
s daldimi p¥ipravky, potencovat cytotoxicitu nadorovych bunék

s pouZitim testu s nadorovymi bufikami popsanym vyse.
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Dal3i zplsob selekce piipravku blokujiciho LT-B-R Jje
monitorovani  schopnosti  predpokléadaného pfipravku pfimo
interferovat s vazbou LT-ligand-receptor. Pripravek nebo
kombinace pripravkd, které mohou blokovat vazbu ligand-
receptor o alespoii 20 %, Je pripravek blokujici LT-B-R
v rozsahu tohoto vynalezu.

Pro provadéni kompetitivnich test s predpokladanymi
pFipravky blokujicimi LT-B-R miZe byt pouZit kaidy =z celé
fady testl, které m&fi silu vazby ligand-receptor. Sila vazby
mezi receptorem a ligandem miZe byt mé&¥ena s pouZitim
enzymatického imunotestu (ELISA) nebo radioimunotestu (RIA).
Specifickd vazba mbiZe byt také méFena prostfednictvim
fluorescencné znaCenych komplex® protilédtka-antigen a
provadénim analyzy t¥idéni bundk fluoresceniné& znacenych
(FACS) nebo provadénim dalSich takovych imunodetek&nich
metod, které jsou v3echny technikami v oboru znamymi .

Vazebna interakce ligand-receptor miZe byt také méfena
pfistrojem BIAcore™ (Pharmacia Biosensor), ktery vyuZiva
detekci plazmonovou rezonanci (Zhou et al., Biochemistry, 32,
8193-98, 1993, Faegerstram a OUShanessy, ,Surface plasmon
resonance detection in affinity technologies™, in Handbook of
Affinity Chromatography, 229-52, Marcel Dekker, Inc., New
York, 1993).

Technologie BIAcore™ umozZiiuje navazat receptor na povrch
zlata a nalit pFres n&j ligand. Detekce plazmonovou rezonanci
dava p¥imou kvantifikaci mnofstvi hmoty navézané na povrch
v realném &ase. Tato technika poskytuje rychlostni konstanty
v obou smérech reakce, a tudiZ maZie Dbyt pfimo urcena
disocia&ni konstanta ligand-receptor a afinitni konstanta
v pritomnosti a nepfitomnosti pF¥edpokladaného ptipravku

blokujiciho LT-B-R.
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Ka’dou touto nebo dal3imi technikami pro mé&feni
interakci receptor-ligand miZe byt vyhodnocena schopnost
pfipravku Dblokujiciho LT-B-R, samotného nebo v kombinaci
s dal8imi pFfipravky, inhibovat wvazbu povrchovych nebo
rozpustnych LT ligandi na povrchové nebo rozpustné molekuly
LT-B-R. Tyto testy mohou byt také pouZity k testovani
pfipravkd blokujicich LT-B-R nebo derivatn té&chto p¥ipravki
(nap¥. fuze, chiméry, mutanty a chemicky zm&néné formy),
samotnych nebo v kombinaci, pro optimalizaci schopnosti takto
zmén&nych pripravkt blokovat aktivaci LT-B-R.

Pripravky blokujici LT-B-R v jednom provedeni tohoto
vynalezu obsahuji rozpustné molekuly receptoru LT-B. Sekvence

extracelularni &asti lidského LT-B-R, kterd kéduje vazebnou
doménu ligandu, je ukazdna na obrazku 1 patentu USA c.
5 925 351, zahrnutého zde formou odkazu. s pouZitim informace
o sekvenci z obrazku 1 patentu USA &. 5 925 351 a technikami
rekombinantni DNA, v oboru znamymi, mohou byt klonovany
funk&ni fragmenty kédujici vazebnou doménu ligandu LT-B-R do
vektoru a exprimovany v p¥islu3ném hostiteli, aby produkovaly

rozpustné molekuly LT-B-R. Rozpustné molekuly LT-B-R, které

mohou kompetovat s nativnimi receptory LT-B o wvazbu LT
ligandu podle testd zde popsanych, jsou vybirdny Jako
pripravky blokujici LT-b-R.

Rozpustny receptor LT-f obsahujici aminokyselinové
sekvence vybrané ze sekvenci ukézanych na obrazku 1 patentu
USA &. 5 925 351 mohou byt pripojeny k jedné nebo vice
heterolognim proteinovym doménam (,fazni doména®), aby
zvydily in vivo stabilitu receptorového fuzniho proteinu,
nebo modulovaly Jjeho biologickou aktivitu ¢&i lokalizaci.
Vyhodné& Jjsou ke konstrukci receptorovych fuznich proteind

pouZivany stabilni plazmatické proteiny, které maji typicky
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biologicky pologas v krevnim ob&hu del3i neZ 20 hodin. Tyto
plazmatické proteiny bez omezeni =zahrnuji: imunoglobuliny,
sérovy albumin, lipoproteiny, apolipoproteiny a transferin.
Sekvence, které mohou zacilit rozpustnou molekulu LT-B-R ke
konkrétni bufice nebo typu tkan&, mohou byt také pFipojeny
k vazebné domén& ligandu LT-B-R, aby vznikl specificky
lokalizovany rozpustny LT-B-R fuzni protein. Celd nebo

funk&ni &ast LT-P-R extraceluldrni oblasti (obrazek 1 z
patentu USA ¢. 5 925 351) obsahujici vazebnou doménu ligandu
LT-B-R maZe byt fizovéna ke konstantni oblasti
imunoglobulinu, Jjako Fc doména lidského t&8Zkého Yetézce IgGl
(Rrowning et al., J. Immunol., 154, 33-46, 1995). Rozpustne
fuzni proteiny receptoru-IgG jsou bé&Ziné imunologické
reagencie a metody jejich konstrukce jsou v oboru znamy (viz
nap¥. patent USA ¢&. 5 225 538). Funk&ni vazebnd doména
ligandu LT-B-R mbZe byt fuzovana s Fc doménou imunoglobulinu
(Ig) pochdzejiciho ze t¥idy nebo podtfidy imunoglobulinu jiné
ne? IgGl. Fc domény protilatek pat¥icich do rGznych Ig trid
nebo podt¥id mohou aktivovat odlisné sekundarni efektorové
funkce. Aktivace nastéava, kdy? Jje Fc doména navazana
analogickym Fc receptorem. Sekundarni efektorové funkce
zahrnuji schopnost aktivovat komplementovy systém, pFestoupit
placentu a véazat ruzné mikrobidlni proteiny. Vlastnosti
riiznych t¥id a podt¥id imunoglobulini jsou popsény v Roitt et
al. (Immunology, 4.8, Mosby-Year Book Europe Ltd., 3. vyd.,
1993). Kaskéda enzym@ komplementu miZe Dbyt aktivovéna Fc
doménami na antigen navazanymi IgGl, IgG3 a IgM protilédtkami.
Fc doména IgG2 se zdad byt méné& ulinnéd a Fc domény IgG4, IgA,
IgD a IgE Jjsou pfi aktivaci komplementu neu&inné. MuZe se
tudi? vybrat Fc doména na zakladé toho, zda Jsou Jjeji

pfidruZené sekundarni efektorové funkce Zadouci pro konkrétni
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imunitni odpovdd nebo nemoc 1léCenou fuznim proteinem
LT-B-R-Fc. KdyZ by bylo vyhodné podkodit nebo usmrtit cilovou
bufiku nesouci ligand LT, miZe se pro vytvofeni fuzniho
pioteinu LT-B-R-Fc vybrat obzvlasté aktivni Fc doména (IgGl).
Nebo, kdyZ by bylo Zadouci zacilit fuazi LT-B-R-Fc na buiiku
bez spudté&ni komplementového systému, miZe byt vybrana
inaktivni Fc doména IgGA4.

Mutace Fc domén, které sni?uji nebo eliminuji vazbu k Fc
receptortm a aktivaci komplementu byly popséany (S. Morrison,
Annu. Rev. Immunol., 10, 239-65, 1992). Pro optimalizaci
aktivity Fc domény pouZité ke konstrukci fuzniho proteinu
LT-P-R-Fc, mohou byt pouZity tyto nebo jiné mutace, samotné
nebo v kombinaci.

Produkce rozpustného lidského fuzniho proteinu LT-B-R
obsahujiciho vazebné sekvence ligandu fuzované k Fc doméné
1idského imunoglobulinu (hLT-B-R-Fc) Je popséana Vv ptikladu 1
patentu USA &. 5 925 351, zahrnutého zde formou odkazu. Jedna
linie CHO vytvofena podle p¥rikladu 1, kterd sekretuje
hLT-B-R-Fc, byla nazvana ,hLT beta;R-hGl CHO#14“. Vzorek této
linie byl uloZen 21. Ccervence 1995 v Americké sbirce
mikroorganismi (American Type Culture Collection (ATCC),
Rockville, MD) v souladu s ustanovenimi Budapedtské smlouvy a
bylo mu pfifazeno ATCC pfistupové &islo CRL 11965.

Tvorba rozpustné my3i fuzni molekuly LT-B-R (mLT-B-R-Fc)
je popséana Vv prikladu 2 patentu USA &. 5 925 351 zahrnutého
zde formou odkazu. Linie CHO vytvofend podle pfikladu 2
patentu USA &. 5 925 351, ktera sekretuje mLT-B-R-Fc, byla
nazvéana ,mLT beta;R-hGl CHO#1.3.BB". Vzorek této linie byl
ulo¥en 21. <J&ervence 1995 v Americké sbirce mikroorganismi

(American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD)
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v souladu s ustanovenimi BudapeStské smlouvy a bylo mu
p¥ifazeno ATCC pfistupové Cislo CRL 11964.

0dli&né aminokyselinové zbytky tvofici styény bod
fuzniho proteinu receptor-Ig mohou ménit strukturu, stabilitu
a vyslednou biologickou aktivitu rozpustného fuzniho proteinu
LT-B-receptor. K C-koncové tasti vybraného fragmentu LT-B-R
miZe byt pridéna Jedna nebo vice aminokyselin, aby se
modifikoval sty®ny bod vybranou fuzni doménou.

N-koncova oblast fuzniho proteinu LT-f-R miZe byt takeé
obm&ndn zm&nou pozice, ve které Jje vybrany DNA fragment
LT-B-R 5t&pen na svém 50 konci pro inzerci do rekombinantniho
expresniho vektoru. Stabilita a aktivita kaZdého fuzniho
proteinu LT-B-R mbZe Dbyt testovéana a optimalizovana
s pouZitim rutinnich pokusu a test®l pro selekci pF¥ipravkua
blokujicich LT-B-R zde popsanych.

S pouZitim sekvenci vazebné domény ligandu LT-B-R
v extraceluldrni doménd ukazané na obrazku 1 mohou byt takeée
konstruovany varianty aminokyselinové sekvence pro modifikaci
afinity rozpustného receptoru LT-B nebo fuzniho proteinu pro
LT ligand. Rozpustné LT-B-R molekuly tohoto vynédlezu mohou
kompetovat o vazbu povrchového LT ligandu s endogennimi LT-B
receptory buné&ného povrchu. Predvida se, Ze kaZda rozpustna
molekula obsahujici vazebnou doménu LT-B-R ligandu, ktera
ntiZe kompetovat s LT-B receptory buné&ného povrchu o vazbu LT
ligandu je p¥ipravek blokujici LT-B-R, ktery spadad do oblasti
predkladaného vynalezu.

V dal3im provedeni tohoto vynalezu protildtky namifené
proti lidskému LT-B receptoru (anti-LT-B-R Ab) pusobi Jjako
pripravky blokujici LT-B~R pro pouziti v 1lécbé stavl, které

vystavuji jedince, vCetné ¢lovéka, riziku virového
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systémového 3Zoku a respiracni insuficience. Protilatky
anti-LT-B-R podle tohoto vynadlezu mohou byt polyklondlni nebo
monoklonalni (mAb) a mohou byt modifikovéany tak, aby se
optimalizovala jejich schopnost blokovat signalizaci LT-B-R,
jejich biologické dostupnost in vivo, jejich stabilita nebo
dalsi Z&douci vlastnosti.

Polyklonadlni protildtkovéa séra nami¥enad proti lidskému
receptoru LT-f Jjsou p¥ipravovana s pouZitim obvyklych technik
podavéanim subkuténnich injekci zvifattim, Jjako Jjsou napfiklad
kozy, kralici, laboratorni potkani, k¥edci nebo my3i, tyto
injekce obsahuji fuzni protein lidsky LT-B receptor-Fc
(p¥iklad 1 patentu USA &. 5 925 351) v kompletnim Freundové
adjuvans, a pak nasleduje upominaci intraperitonedlni nebo
subkutéanni injekce s nekompletnim Freundovym adjuvans.
Screening polyklondlnich antisér, ktera obsahuji poZadované
protiladtky nami¥ené proti receptoru LT-B, je provadén pomoci
obvyklych imunologickych postupt.

My3i monoklondlni protilatky (mAb) namifené proti
fuznimu proteinu lidsky LT-B-R-Fc jsou pfipraveny tak, jak Jje
popséno v patentu USA C. 5 925 351, priklad 5. Hybridomova
bun&&na linie (BD.A8.AB9), kterd produkuje myS5i anti-lidskou
LT-f-R mAb BDA8, byla uloZena 12. ledna, 1995, v Americké
sbirce mikroorganismd (American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209)
podle Budape&tské smlouvy a bylo ji prirazeno ATCC pristupoveé
Eislo HB11798.

Rgzné formy anti-LT-B-R protildtek mohou Dbyt také
vytvafeny s pouZitim standardnich technik rekombinantni DNA
(Winter a Milstein, Nature, 349, 293-99, 1991). Naptriklad
mohou byt konstruovany ,chiméricke™ protilatky, ve kterych

vazebna doména antigenu ze zvifeci protilatky je spojena
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s lidskou konstantni doménou (nap¥. Cabilly et al., patent
USA &. 4 816 567, Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, 81, 6851-55, 1984). Chimérické protilatky snizZuji
pozorované imunogenni odpovédi vyvolané zvifecimi
protilatkami, kdyZ Jsou pouZity v klinické 1éc¢bé u 1lidi.
Kromé toho mohou byt syntetizovany rekombinantni
,humanizované" protiléatky, které rozpoznavaji LT-B-R.
Humanizované protilatky Jjsou chiméry obsahujici vétsinou
lidské IgG sekvence, do kterych Dbyly vloZeny oblasti
odpovédné za specifickou vazbu antigenu (viz napt.
WO 94/04679). Zvifata jsou imunizovéna poZadovanym antigenem,
jsou izolovana odpovidajici protilatky a je odstranéna cast
sekvenci variabilni oblasti zodpové&dnych za specifickou vazbu
antigenu. Vazebné oblasti antigenu pochazejici ze zvifete
jsou pak klonovany do prislusSné pozice lidskych
protilatkovych genli, ve kterych byly odstranény oblasti
vazajici antigen. Humanizované protildtky minimalizuji
pouziti heterolognich (mezidruhovych) sekvenci v lidskych
protilatkach a je méné pravdépodobné, Ze vyvolaji imunitni
odpové&di u léceného pacienta.

Konstrukce ruznych t#id rekombinantnich anti-LT-B-R
protildtek muZe byt také uskutecnéna vytvafenim chimérickych
nebo humanizovanych protildtek obsahujicich anti-LT-B-R
variabilni domény a lidské konstantni domény (CH1l, CHZ, CH3)
izolované z odlisnych t¥id imunoglobulint. Nap¥iklad
anti-LT-B-R IgM protilatky se zvySenou valenci mista
vazajiciho antigen mohou byt rekombinantné& produkovany
klonovanim vazebného mista antigenu do vektorl nesoucich
konstantni oblasti lidského fFeté&zce mu (Arulanandam et al.,
J. Exp. Med., 177, 1439-50, 1993, Lane et al., Eur. J.
Immunol., 22, 2573-78, 1993, Traunecker et al., Nature, 339,
68-70, 1989). Krom& toho mohou byt pouzity standardni
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techniky rekombinantni DNA pro alteraci vazebné afinity
rekombinantnich protilédtek s jejich antigeny pomoci zmény
aminokyselinovych zbytkd v blizkosti mist vazajicich antigen.
Afinita pro vazbu antigenu humanizované protildtky miZe byt
zvy3ena mutagenezi na zékladeé molekulového modelovani (Queen
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 10029-33, 1989,
WO 94/04679).

MiZe byt Zadouci zvysit nebo sniZit afinitu anti-LT-B-R
Ab pro LT-B-R v zavislosti mna typu cilove tkané nebo
pfedvidaném konkrétnim lé&ebném schématu. Napfiklad miZe byt
vyhodné 1é&it pacienta konstantnimi hladinami anti-LT-B-R Ab
se sniZfenou schopnosti signalizovat prostfednictvim dréhy
LT-B u semi-profylaktického  1léCeni. Podobné inhibiéni
anti-LT-B-R Ab se zvydenou afinitou pro LT-B-R mohou byt
vyhodné u kratkodobé 1écCby.

Otekava se, 7e testovénim dal3ich protildtek namifenych
proti lidskému receptoru LT-B mohou byt identifikovény dalsi
anti-LT-B-R protilatky, které pusobi jako pfipravky blokujici
LT-B-R u 1lidi, pro 1lécbu stavy, které vystavuji Jedince,
vEetnd &lovéka riziku virového systémového 3Soku a respiracni
insuficience, p¥i pouZiti rutinnich pokust a testd zde
popsanych. |

Dal3i  vyhodné provedeni tohoto  vynalezu zahrnuje
pr¥ipravky, které obsahuji protilatky namifené proti LT
ligandu, které pusobi jako pfipravky blokujici LT-B-R. Jak Jje
popsano vyde pro anti-LT-f-R Ab, anti-LT ligand protilatky,
které pusobi Jjako pEipravky blokujici LT-f-R, mohou byt
polyklonadlni nebo monoklondlni, a mohu byt modifikovény podle
rutinnich postupta tak, aby se modulovaly jejich vlastnosti
pro  vazbu antigenu a jejich  imunogenicnost. Anti-LT

protilatky podle tohoto vynalezu mohou byt vytvofeny proti
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bud jedné nebo dvéma LT podjednotkam individuadlné, vcetné
rozpustnych, mutovanych alterovanych a chimérickych forem LT
podjednotky. JestliZe Jjsou jako antigen pouZity LT
podjednotky, Jjsou to vyhodné& podjednotky LT-B. JestliZe Jjsou
pouZity podjednotky LT-alfa, preferuje se, Ze vysledné
anti-LT-alfa protilatky vaZou povrchovy LT ligand a nereaguji
sk¥isend se sekretovanou LT-alfa &i nemoduluji aktivitu TNF-R
(podle test@ z pEikladu 3 patentu USA &. 5 925 351).

Alternativnd mohou byt vytvo¥eny protilétky namirené
proti homomernimu (LT-f) nebo heteromernimu (LT-alfa/p2)
komplexu obsahujicimu jednu nebo vice LT podjednotek a miiZe
byt proveden screening Jejich aktivity coby pfipravkid
blokujicich LT-B-R. Vyhodné Jsou Jako antigen pouZity
komplexy LT-alfa 1l/beta 2. Jak Jje uvedeno vyde, preferuje se,
e vysledné anti-LT-alfa 1l/beta 2 protilatky vaZou povrchovy
LT ligand bez vazby k sekretovanému LT-alfa a bez ovlivnéni
TNF-R aktivity.

Produkce polyklondlnich anti-lidskych LT-alfa protilétek
je popsana v soulasné projednavaneé pfihlasce stejnych puvodcu
(WO 94/13808). Byly také popséany monoklondlni anti-LT-alfa a
anti-LT-beta protilatky (Browning et al., J. Immunol., 54,
33-46, 1995). My3i anti-lidské LT-beta mAb byly pripraveny
tak, jak je popséno v pfikladu 6 patentu USA &. 5 925 351.
Hybridomovad bunéénd linie (B9.C9.1), kterd produkuje mySi
anti-lidskou LT-B-R mAb B9 byla uloZena 21. Cervence 1995
v Americké sbirce mikroorganismi (American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA
20110-2209) podle Budape3tské smlouvy a bylo Jji pfifazeno
ATCC pristupové Cislo 11962.

Monoklondlni anti-mys$i LT-alfa/R2 protilatky byly
pfipraveny tak, Jak Je popsano v p¥ikladu 7 patentu USA
&. 5 925 351. Hybridomova bun&énad linie (BB.F6.1), ktera
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produkuje k¥e&li anti-my3i LT-alfa/p2 mAb BB.F6 byla uloZena
21. &ervence 1995 v Americké sbirce nikroorganismit (American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209) podle Budapeitské smlouvy a bylo ji
ptrifazeno ATCC pfistupové Eislo MB11963.

Test s tFidénim fluorescen&n& znalenych bun&k (FACS) byl
vyvinut pro screening protilatek namifenych proti LT
podjednotkém a LT komplextm, které mohéu plisobit Jako
pripravky blokujici LT-B-R, jak je popséno v pfikladech 6 a 7
patentu USA &. 5 925 351. V tomto testu je pfidén rozpustny
lidsky LT-B-R-Fc fuzni protein k II-23 bunkam aktivovanym
PMA, které exprimuji povrchové LT komplexy (Browning et al.,
J. Immunol., 154, 33-46, 1995), v pritomnosti stoupajiciho
mnoZstvi testované protilatky. Protilétka, kterd mbZe
inhibovat interakci LT-B-R-ligand o alespon 20 %, Jje vybréana
jako pripravek blokujici LT-f-R.

PouZiti spi%e komplexu LT-alfa/beta neZ LT podjednotky
jako antigenu pro imunizaci zvifete maZe vést k UEinnéjsi
imunizaci nebo miZe mit za nésledek protilatky, které maji
v&tsi afinitu pro povrchovy LT ligand. Je moZné, Ze pfi
imunizaci s komplexem LT-alfa/p2 mohou byt izolovéany
protiléatky, které rozpoznavaji aminokyselinové zbytky na obou
podjednotkach, LT-alfa a LT-B (nap¥. zbytky, které tvofi
s4%¥ez Vv molekule LT-alfa/B2). OCekédva se, Ze testovénim
protildtek namifenych proti heteromernim komplexlm lidského
LT-alfa/B2 mohou byt pfi pouZiti rutinnich pokus® a testu zde
popsanych identifikovany dal3i anti-LT protilatky, Kktere

pisobi jako p¥ipravky blokujici LT-B-R.
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Podéavani

P¥ipravky zde popsané Jsou podavany Vv u¢inné davce ve
zptisobech 1lécCeni virového systémového 3oku a respiralni
insuficience u jedince. Urceni vyhodné farmaceutické
formulace a terapeuticky u&inného reZimu davek u dané
aplikace je v rozsahu znalosti odbornika, ktery vezme do
uvahy napriklad stav a hmotnost pacienta, rozsah poZadované
1é&by a toleranci pacienta k 1éCbé. Je ofekavéno, Ze davky
p¥ibliZn& 1 mg/kg rozpustného LT-f-R budou vhodnym vychozim
bodem pro optimalizaci lé&ebnych davek.

Ur&eni terapeuticky u&inné davky muZe byt také stanoveno
provedenim in vitro pokusl, které mé&¥i koncentraci ptripravku
blokujiciho LT-B-R poZadovanou pro pokryti cilovych bunék
(LT-B-R nebo LT ligand-pozitivnich bundk v zavislosti na
blokujicim p¥ipravku) po dobu 1 az 14 dni. Pro monitorovéani
reakce pokryvani bunék mohou byt pouZity zde popsané testy
vazby receptor-ligand. LT-B-R nebo LT-ligand-pozitivni bunky
mohou byt separovany od populaci aktivovanych lymfocytu
s pouZitim FACS. Na zakladé vysledkd té&chto in wvitro
vazebnych testi miZe byt vybrédno rozmezi vhodné koncentrace
pripravku blokujiciho LT-B-R pro testovani na zvifatech podle
testlh zde popsanych.

Podavani rozpustnych molekul LT-f-R, anti-LT ligandu a

protilatek anti-LT-f-R podle tohoto vynalezu, samotnych nebo
v kombinaci, v&etnd izolovanych a purifikovanych forem
protilétek nebo komplexl, jejich solil nebo jejich
farmaceuticky pFijatelnych derivatd, miZe byt provadéno
s pouZitim jakéhokoliv obvykle pfijimaného zpusobu podavani

pFipravkl, které projevuji imunosupresivni aktivitu.
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Farmaceutické pripravky pouZivané pri téchto lécbach
mohou byt také v celé *adé forem. Ty =zahrnuji naptiklad
pevné, polotuhé a tekuté dévkové formy, Jjako napfiklad
tablety, pilulky, préadky, tekuté roztoky nebo suspenze, Cipky
a roztoky pro injekce a infuze. Vyhodna forma z4visl na
zamy§leném zpusobu podavéni a terapeutické aplikaci.

zplisoby podavani mohou zahrnovat podavani peroralni,
parenterdlni, subkuténni, intravenézni, podavani do 1lézi nebo
topické podavani. Rozpustné molekuly LT-B-R, anti-LT ligandu
a anti-LT-B-R Ab podle tohoto vyndlezu mohou byt napfiklad
umistény do sterilnich, izotonickych formulaci s kofaktory,
které stimuluji vychytévani nebo stabilitu nebo bez téchto
kofaktort. Formulace Jjsou vyhodn& tekuté nebo mohou byt ve
form& lyofilizovaného préasku. Napfiklad rozpustné molekuly
LT-Bp-R, anti-LT ligandu a anti-LT-B-R Ab podle tohoto
vynadlezu mohou byt nafedény formulacnim pufrem obsahujicim
5,0 mg/ml monohydratu kyseliny citronove, 2,7 mg/ml citratu
trojsodného, 41 mg/ml manitu, 1 mg/ml glycinu a 1 mg/ml
polysorbatu 20. Tento roztok mbZe byt lyofilizovan, uskladnén
pfi chlazeni a rekonstituovan pred podavanim sterilni wvodou
pro injekce (USP).

P¥ipravky také vyhodné& =zahrnuji obvyklé farmaceuticky
pfijatelné noside v oboru zn&mé (viz napfiklad RemingtonOs
Pharmaceutical Sciences, 16. wvyd., 1980, Mac Publishing
Company) . Tyto farmaceuticky pfijatelné nosiCe mohu zahrnovat
dal3i medicinalni pt¥ipravky, nosice, genetické nosice,
adjuvans, excipienty apod., Jako napriklad lidsky sérovy
albumin nebo pfipravky plazmy. Pfipravky Jsou vyhodné ve
formé jednotkové davky a Jjsou obvykle podavény Jjednou nebo
vicekrat denné.

Farmaceutické pripravky podle tohoto vynalezu mohou byt

také podavany s pouZitim mikrosfér, lipozoml, dalsich
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mikropartikularnich podavacich systémd nebo ptipravkld s
prodlouZenym (fizenym) uvoliovanim umisténych v postiZené
tkani, blizko ni nebo jinak v kontaktu s postiZenou tkani
nebo v krevnim ob&hu. Vhodné pFiklady nosic¢l s prodlouZenym
uvoliovanim zahrnuji semipermeabilni polymerové matrice ve
form& tvarovanych pFredm&td, jako Jjsou napriklad cipky nebo
mikrotobolky. Implantovatelné nebo mikrotobolkové matrice s
prodlouZenym uvolfiovdnim zahrnuji polylaktidy (patent USA
&. 3 773 319, EP 58 481), kopolymery kyseliny L-glutamové a
ethyl-L-glutamétu (Sidman et al., Biopolymers, 22, 547-56,
1985), poly(2-hydroxyethyl-methakrylat) nebo ethylenvinyl-
acetadt (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15, 167-277,
1981, Langer, Chem. Tech., 12, 98-105, 1982).

Lipozomy obsahujici rozpustné molekuly LT-B~R, anti-LT
ligand a anti-LT-f-R Abs podle tohoto vynédlezu, samotné nebo
v kombinaci, mohou byt pfipraveny znémymi metodami (viz,
nap¥. DE 3 218 121, Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82, 3688-92, 1985, Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, 77, 4030-34, 1980, patent Spojenych Statd &. 4 485 045 a
4 544 545). Oby&ejné& jsou lipozomy malého (p¥ibliZné& 200-
800 A) unilameldrniho typu, ve kterém je obsah lipida vétsi
ne? pribliZn& 30 mol% cholesterolu. Podil cholesterolu je
vybrédn tak, aby kontroloval optimalni rychlost uvolfiovani

rozpustné molekuly LT-B-R, anti-LT ligandu a anti-LT-B-R Abs.

Rozpustné molekuly LT-B-R, anti-LT ligand a anti-LT-B-R
Ab podle tohoto vynadlezu mohou byt také p¥ipojeny k lipozomim
obsahujicim jiné p¥ipravky blokujici LT-B-R, imunosupresivni
pripravky nebo cytokiny pro modulaci blokujici aktivity
LT-B-R. Pripojeni molekul LT-B-R, anti-LT ligandu a anti-
LT-B-R 2b k lipozomim miZe Dbyt provéadéno kaZdym znamym

zesitovacim &inidlem, Jjako Jsou napiiklad heterobifunkéni
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sesitovaci &inidla, kterad jsou Siroce pouZivédna k pF¥ipojovani
toxinti nebo chemoterapeutickych p¥ipravkd k protiléatkam pro
cilené podavani. Konjugace k lipozomim se miZe také provadét
s pouZitim zesitovaciho <¢inidla nami¥eného na sacharidy
hydrazidu 4- (4-maleimidofenyl)butyrové kyseliny (MPBH)
(Duzgunes et al., J. Cell. Biochem., Abst. Suppl. 16E 77,
1992) .

P¥ipravky blokujici LT-B-R podle tohoto vynédlezu mohou
byt modifikovény tak, aby se dosédhla Z&douci hladina
signalizace LT-f-R Vv z4vislosti na stavu, poruSe nebo lécCené
nemoci. Predvida se, Ze absolutni urovefi signalizace LT-B-R
miZe byt Jemné ladéna manipulaci koncentrace a afinity
pripravka blokujicich LT-B-R k jejich prisludnym molekulovym
ciltm. Naptriklad v jednom provedeni tohoto vyndlezu Jjsou
pacientovi pod&vany pEipravky obsahujici rozpustné molekuly
LT-b-R. Rozpustny receptor LT-f maZe u¢inné kompetovat
s receptory LT-B bunééného povrchu o vazbu povrchovych LT
ligandl. Schopnost kompetovat s povrchovymi LT ligandy zavisi
na relativnich koncentracich rozpustnych a povrchovych
molekul LT-P-R a na Jejich relativnich afinitadch pro vazbu
ligandu.

Rozpustné molekuly LT-beta-R nesouci mutace, které zvy3uji
nebo snizuji vazebnou afinitu mutantni rozpustné molekuly LT-
beta-R a povrchového LT-ligandu, mohou byt pripraveny
standardnimi metodami genového inZenyrstvi (rekombinantni
DNA), které jsou odbornikovi znamy. Velky ‘po&et molekul s
mistn& cilenymi nebo ndhodnymi mutacemi maZe byt testovan na
jejich schopnost pusobit jako LT-beta-R blokujici <¢inidla
rutinnimi experimenty a metodami popsanymi zde. Podobné v

jiném provedeni vynadlezu protilatky namifené budto proti
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LT-beta receptoru nebo jedné nebo vice podjednotkam
LT-ligandu ptsobi jako LT-beta blokujici ¢inidla. Schopnost
t&chto protilatek blokovat signalizaci LT-beta receptoru maze
byt modifikovana mutacemi, chemickou modifikaci nebo jinymi
metodami, které méni G&innou koncentraci nebo aktivitu

protildtky podavané subjektu.

Uziti

Obecn& 1lze ¥ici, %e LT-beta blokujici ¢&inidlo podle
vynadlezu je uziteé¢né k indukci antivirové reakce u Jjedince,
a to tim, Z%e se Jjedinci podad ufinné mnoZstvi LT-beta
blokujiciho ¢&inidla a farmaceuticky prijatelny nosi&. Virova
reakce, kterou lze takto lécit, maze byt zpusobena
kterymkoliv ze znamych vird, zejména (av3ak vylet neni
omezujici) SNV (Sin Nombre virus), Ebola, Marburg, Lassa

a Dengue.

Ekvivalenty

P¥edkléadany vynalez mize byt realizovan v radé
specifickych provedeni p¥i zachovani vynédlezecké mySlenky
nebo nutnych charakteristik vynalezu. Nasledujici specificka
provedeni vyndlezu Jje proto trfeba pova%ovat za ilustrativni
pfiklady, které predklédany vynalez nijak neomezuji. Predmeét
vynédlez je tedy definovan p¥ipojenymi naroky, nikoliv
popisem, a v3echny modifikace, které vyznamem spadaji do
rozsahu ekvivalentd narokovaného FPeSeni jsou také predmétem

vynalezu.
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Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

N&dorovy nekroticky faktor (INFa) hraje kli¢ovou roli
ve zprost¥edkovani akutni Sokové reakce p¥i infekci viry nebo
jinymi imunogeny (K.C.F. Sheehan, N.H. Ruddle, a R.D.
Schreiber., J. Immunol., 142, 3884 (1989); G.W.H. Wong a D.V.
Goeddel Nature 323, 819 (1986); B.Beutler, I.W. Milsark, A.
Cerami, Science 229, 869 (1985); F. Mackay, P.R. Bourdon,
D.A. Griffiths, et al. J. Immunol. 159, 3299 (1997); P.D.
Crowe, T.L. VanArsdale, B.N. Walter, et al. Science 264, 707
(1994)). P¥i epizodach horecky Dengue zahrnujicich $Sok jsou
hladiny TNFa v séru pacientd zvySeny stejn& jako hladiny
rozpustného TNFR-75 (D. Hober, et al., J. Trop. Med. Hyg.,
48, 324 ( 1993); D.B. Bethell, K. Flobbe, C.X.T. Phuong, et
al., J. Infect. Dis., 177, 778 ( 1998)).

pivodci m&¥ili hladiny TNFa v séru my3i infikovanych
variantou lymfocytdrniho viru choriomeningitidy, LCMV klon 13
(LCMV- 13) (HH, II). Bylo zjisteéno, ze hladiny TNFo v séru
t&chto mydi byly pravé té&sné nad detekénim limitem pouzitého
testu aZ do 4. dne po infekci (hladiny TNFo v séru byly
mé¥eny ELISA testem firmy Genzyme Corporation, katalog.
&. 80-2802-00). 5. a 6. den po infekci, kdy nemoc dosahuje
vrcholu, hladiny TNFa v séru se zvy8ily 3 aZz 6 X nad normalni
hladiny (data nejsou uvedena). Bylo proto rozhodnuto blokovat
funkci TNFo. uZitim monoklondlni protildtky TN3-19.12, o které
je znamo, Ze vaie oba secernované TNFo, &imZz sniZuje hladinu

u my3i, jak bylo ové&reno ELISA testem (K.C.F. Sheehan, N.H.
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Ruddle, a R.D. Schreiber., J. Immunol., 142, 3884 (1989)
G.W.H. Wong a D.V. Goeddel Nature 323, 819 (1986); B.
Beutler, I.W. Milsark, A. Cerami, Science 229, 869 (1985); F.
Mackay, P.R. Bourdon, D.A. Griffiths, et al. J. Immunol. 159.
3299 (1997); P.D. Crowe, T.L. VanArsdale, B.N. Walter, et al.
Science 264, 707 (1994); D. Hober, et al., J. Trop. Med.
Hyg., 48, 324 (1993); D.B. Bethell, K. Flobbe, C.X.T. Phuong,
et al., J. Infect. Dis., 177, 778 (1998)). Sérové hladiny

TNFoa v séru byly mé¥eny ELISA testem firmy Genzyme
Corporation, katalog. ¢&. 80-2802-00). Mysi NZB dostaly
intravendzni (i.v.) davku 2,5 x 108 pfu viru Cl1 13

nédsledovanou dvéma i.p. injekcemi s 250 pg protilatky TN3-
19.12 v PBS zcela bez endotoxin® (viz odkaz na S) 1. den a
totés 4. den po infekci. Kontrolni my8i dostaly stejny den
injekce stejného objemu PBS bez protilatky. Toto lécgeni
(anti-TNF) mé&lo jen maly vliv na ptrezivédni my3i (viz obr. 3).
Lymfotoxin alfa (LTa), znadmy také jako TNFB, ackoliv sdili
identické receptory a mnoho biologickych ucinkd s TNFa, neni
rozpoznavan touto protilatkou (F. Mackay, P.R. Bourdon, D.A.
Griffiths, et al. J. Immunol. 159, 3299 (1997). Je moZné, zZe
pro zvy$eni miry prezivani by bylo potfeba zacilit jak TNFa
tak i LTa. K otestovani této hypotézy byla uZita vySe zminéna
monoklonalni  protildtka TN3-19.12 a receptorovy fazni
protein, ve kterém byla extraceluldrni doména receptoru TNF
p55 fhzovana s doménami CH2 a CH3 lidského imunoglobulinu
IgGl (TNFRSS-Ig) (W.R. Force, B.N. Walter, C. Hession, et.
al., J. Immunol., 155, 5280 (1995); G.T. Miller, P.S.
Hochman, W. Meier, et. al., JEM., 178, 211 (1993); J.L.

Browning, I. Dougas, A. Ngam-ek, et al., J. Immunol., 154:33
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(1995). Mydi byly léeny jak bylo popsédno v odkazu R. Ve
t¥ikrat lécené skupiné byly proteiny TNFR55-Ig a LTI-beta-R-Ig
podany i.p. 0. a 3. den po infekci v davce 200 pg. Kontrolni
my$i dostaly davku lidské protilatky pouzité p¥i syntéze
uvedenych fuznich proteind (AY 1943-29) ve stejny den a ve
stejném mnoZstvi. My3i, které dostaly samotny LT-beta-R-Ig
byly léleny stejn&, az na to, Ze injekce TNFR55-Ig byla
vynechéna. Toto léZeni také nezvySilo vyznamné miru prezivani
NZB my3i dinfikovanych LCMV-13 (viz skupiny anti-TNF a
TNFR55-Iqg).

Membranovad forma lymfotoxinu, heteromer LTa a LTB
nerozpoznava TNFR-75 nebo TNFR-55, ale vaZe se na tteti
receptor LT-beta-R (15). Byl proto pro dalsi pouziti vybrén
fuzni protein obsahujici extraceluldrni doménu LT-beta-R také
navézanou ne domény CH2 and CH3 lidského IgGl (LT-beta R-Ig).
Léceni my3i uZitim monoklonalni protilatky anti-TNFa, TNFR55-
Ig a LT-beta-R-Ig (trojité léceni) nebo TNFR55-Ig a LT-beta-

R-Ig vedlo k dramatickému zvySeni p¥ezivani o 80 $ a 70 5, v

o0

uvedeném poradi. Naproti tomu pouze 20 my3i 1lécenych
monoklondlni protildtkou anti-TNFa a TNFRS535Ig prezivalo
infekci. V soucasnosti byl identifikovdn druhy ligand pro
LT-beta-R nazyvany LIGHT (D.N. Mauri, R. Ebner, R.I.
Montgomery, et al. Immunity 8, 21 (1998); R.I. Montgomery,
M.S. Warner, B. Lum, et al. Cell 87, 427 (1996)). Bylo
ukazéano, e LIGHT se vaZe na medidtor vstupu infekce
herpetickym virem (HVEM), coZ je transmembranovy protein
typu I s vyznamnou homologii se ¢leny rodiny TNF, které jsou

exprimovény na aktivovanych CD4 a CD8 T bunkidch (D.N. Mauri,

R. Ebner, R.I. Montgomery, et al. Immunity 8, 21 (1998); R.I.
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Montgomery, M.S. Warner, B. Lum, et al. Cell 87, 427 (1996)).
Na z&kladd® zde uvedenych vysledkd lze odvodit, Ze prevence
signalizace LT-beta-R a potencidlné HVEM navazanim
LT-beta2/alfal a LIGHT prost¥ednictvim LT-beta-R-Ig bylo
pravdépodobné odpovédné za vétsinu pozorovaného ucinku ve
skupiné& podrobené ,trojitému" léceni.

Tato hypotéza byla potvrzena léCenim my3i NZB
infikovanych LCMV-13 samotnym fuznim proteinem LT-beta-R-Ig.
Mira prezivani mysi v této skupiné& (73%) byla témer tak
vysokd jako ve skupiné podrobene ”trojitému“ lédeni (obr. 3).
Tyto tudaje tak ve svém souhrnu poprve demonstrovaly, Ze
signdlni draha LT-beta-R a/nebo HVEM se podileji na prubéhu
akutni letéalni nemoci, jejiZz soulasti 3je systémovy Sok a
respiraéni insuficience.

Ve snaze urlit mechanismus prezivani, na kterém Jje
zaloreno lédeni blokovanim LT-beta, bylo provedeno soucCasné
barveni CD8/tetramer na NP118 specifické T buliky, dominantni
epitop NZB LD systému, a intraceluldrni barveni na tvorbu
interferonu gama splenocyty stimulovanymi peptidem NP118 na
vzorcich z my&i NZB infikovanych LCMV-13, které byly léceny
kontrolni protilatkou, samotnym LT-beta-R-Ig nebo Ltrojitym®
lé¢enim. Obr. 4 ukazuje sni%eni podtu CD8 T Dbunék
specifickych na NP118, pEZicCemz nejv&tsi G&inek Jje vidét wu
my3i podrobenych trojitému léceni. U my3i lécenych kontrolni
protildtkou pouze 10 % pozitivnich na tetramery aktivné
produkovalo interferon gama.Vyskyt anergickych T bunék v
prib&hu infekce LCMV-13 byl Jiz dfive dokumentovidn a je
pravdépodobné vyvolan vysokou hladinou virového antigenu u

my$i (obr. 1). U my3i lécCenych LT-beta-R-Ig nejenZe klesl
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pocet buné&k specifickych pro NP118, ale také procento bunék
produkujicich interferon gama byla sniZeno. tento efekt byl
dokonce jedté& vyrazné&jdi u mySi podrobenych trojitému léceni.
Takze je pravdépoddbné, e CD8 kompartment je zdrojem letalni
reakce NZB na infekci LCMV-13. Znamé& skuteénost, Ze aktivované
buiiky CD8 prezentuji LT-beta2/alfal je v souladu s touto
hypotézou (Y. Abe, A. Horiuchi, Y. Osuka, et al., Lymph.
Ctyok. Res., 11, I 15 (1992); C.F. Ware, P.D. Crowe, M.H.
Grayson, et al., J. Immunol., 149, 3881 (1992); J.L.
Browning, A. Ngam-ek, P. Lawcon, et al., Cell, 72, 847
(1993)). Po potvrzeni vySe uvedené hypotézy byly NZB m
odstran&ny CD8 nebo CD4 pozitivni T bufiky in vivo (samci my3i
NZB dostaly i.v. davku 2,5 x 10° pfu LCMV-13 a poté dvé i.p.
injekce po 500 pl protildtky proti T bunikdm. Monoklonalni
protildtka Lyt2.43 byla pouzita k odstrané&ni CD8+ T bunek a
protilatka GK1.5 (Ml) byla pouzita k odstranéni CD4+ T bunék.
Ob& zminé&né protilatky byly pfipraveny precipitaci se siranem
amonnym ze supernatantu hybridomd a dialyzou proti PBS.
Analyza FACS byla uzita u né&kolika my3i pro ovéreni toho, ze
T buiiky byly odstranény. Odstranéni CD4 T bunék nezvysilo
pr¥ezivani. Naproti tomu odstranéni CD8 T bunék vedlo ke 100%
prezivani p¥i absenci p¥iznakua nemoci podobné jako u myS$i
lédenych LT-beta-R-Ig (Obr. 3). protoZe virové titry v
nékterych tkadnich my3i s odstranénymi CD8 butkami byly vy35i
ney u léenych, je pravddpodobné, Ze pEilinou smrti byla
toxickad imunitni reakce zprosttedkovand CD8 T bunkami spise
ne? destrukce tkani virovou infekci.

U my3i N2ZB infikovanych vysokou intravendézni déavkou

LCMV-13 se ¢&asto vyviji akutni, rychle postupujici nemoc,
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kterd m& radu spole&nych znakll s virovymi infekcemi jako je
Ebola, Marburg, Lassa, Dengue a Sin Nombre. Letalita téchto
nemoci je zavisld na pritomnosti CD8+ T bunék, o kterych je
znédmo, ze kdyZ jsou aktivovéany, exprimuji TINFa, LTa a LTB.
Agkoliv je to povzbudivé zjidténi, léceni virové infekce
odstran&dnim CD8+ T bundk nelze doporulit. Takové léceni by
vedlo k tomu, 3Z%e pacienti by pak byly néchylni k jinym
oportunnim infekcim. Kromé toho, jelikoZz vymizeni viru je
nepravdé&podobné v piitomnosti cytotoxickych T bunék, existuje
snadné riziko tolerance viru pacientem po novém vytvoreni
CD8+ kompartmentu.

Bylo ukdzano, ze blokovani signalni dréhy
LT-beta-R/HVEM podadvédnim LT-beta-R-Ig predstavuje 0u&inné
lé&eni, které dje svou povahou dolasne, a které dovoluje
rychly né&vrat homeostazy po ukoneni (Mackay a Browning,
nepublikovéano). Takto lécCené prezivajici my3i eliminovaly
nakonec virus v testovanych tkadnich (data neuvedena) a jiz
déle nejevily znédmky nemoci.

Tyto wdaje poprvé ukédzaly, Ze LT-beta-R signalizace
hraje déle%itou roli v antivirové reakci a funkci CD8 T
buné&k. Lymfotoxinovy systém je tésné spojen s organizaci
lymfoidni architektury nejpravdépodobné&ji prostfednictvim
kontroly exprese n&kolika chemokind, které ¥idi organizaci T
a B bund&k (Chaplin et al. Curr. opin. Immunol. 10, 289
(1998), J. Cyster, v tisku). Zraly funkéni stav folikularnich
dendritickych bunék Jje udrzovan konstantni signalizaci
B buné&k a tyto buiky mizi do Jednoho dne po potlaceni
LT-beta-R signalizace. Tyto buiiky Jsou kritické pro

prezentaci antigenu kompartmentu T a B buné&k. Opodstatnénou
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spekulaci tedy Jje, Ze néjaky aspekt prezentace antigenu CD8
bunikdm nebo spravné umisténi téchto bunék v chemokinovém
gradientu v prub&hu dozrdvani jJsou narusSeny p¥i zablokovani
LT-beta-R signalizace. Predchozi studie funkce LT byly
zamé&feny predeviim na biologii B bunék a jejich zapojeni ve
funkci T bundk se nepredvidalo. Kazdy LT m& dalsi funkce a
z tyto udaje také odrdzeji tulohu nového ligandu LIGHT. Jakou
Glohu hraji HVEM a LIGHT v rozvoji nemoci zde popsanych zatim

z0stdvad nejasné.
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PATENTOVE NAROKY

Pouziti &inidla, které blokuje vazbu lymfotoxinu-f na jeho
receptor, pro vyrobu léku k indukci protivirové reakce
u jedince, p¥riemz 1ék obsahuje 0Cinné mnozstvi Cinidla

a farmaceuticky prijatelny nosic.

Pou?iti podle naroku 1, kde ¢&inidlo je ¢&inidlo blokujici

LT-B-R.

Pouziti podle né&roku 2, kde ¢&inidlo je protilatka proti
receptoru lymfotoxinu-f3 nebo rozpustny receptor

lymfotoxinu-f

Pouziti podle néaroku 3, kde <¢inidlo Je fuzni protein

lymfotoxin-PB-receptor/Ig.

Pouziti podle naroku 1, kde ¢inidlo Jje rozpustny

lymfotoxin-f nebo protildtka proti lymfotoxinu-f.

Pou¥iti &inidla, které blokuje signdlni drahu receptoru
lymfotoxinu-B a/nebo HVEM, pro vyrobu léku k indukci
protivirové reakce u Jjedince, ptilemi 1ék obsahuje G&inné

mnozstvi ¢inidla.

Pouziti podle kteréhokoliv z naroka 1 az 6, kde Jjedinec
byl infikovan virem Sin Nombre, Ebola, Marburg, Lassa nebo

Dengue.
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8. Pou?iti podle naroku 7, kde ¢&inidlo je fazni protein

lymfotoxin-PB-receptor/Ig.
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