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Fragment AD vdeany k nosifovémy peptide, farmacsuticky prostiedek pro prevens! neba
Hedeni onemocnini spojenche « amyloidnini deposity AB v morky pacienta jej obsabujici a
jehe poudity

Oblast techniky
Vyniler se tyka fragmentu A} vazaného k nosiovému peptidy, farmacentickéhn prostfedkn pro

prevenc nebe Wdeni onemocnsinl sprjendho s amylsidnimi deposity AR v morku pacients, Vy-
ndlex spadd do oblasti inmnologle & mediciny,

Posavadnol stav techaiky

Alzheimerova nemoe je progresivid onemoendud, kteed vede k senild demenci {v obeendm pif
pade se popiswe v publikaci Selkop, TINS 18, 403409 (1993), Hardy ot al, WO U213 069,
Setkoe, I, Mewopathol. Exp. Naurol 53, 438-447 {1994}, Duff of al, Nature 373, 476477
{1993}, Games et al, Naturs 373, 523 {19953 Obeend Yofens toto ongrapendy spadd dn dvon
Lategorii: vanik onemoondal v pordéisim vike (nad 65 e a dasny vaik owemoonsnd, ke kterdms
dochdal pled ohdobim senility, fo znamend mexi 38 8 68 loty. U oboy typh onemoendnd je pati-
logle stejnd, ale abwormality mall tondenct bt sbvaindisi v piipadech zadingficiel v ranndm v&-
Ku. Cnemioendal se charslierizaie slespolt dvdma typy 1621 v moske, senilnin plaky @ vewrofib-
rildrnion urly. Senilnd plaky isou oblasti desorganizovanych newrofily, kdy jejich primdr dosaby-
o a2 150 g, s exteabundingmi amyloidnind deposity veentry, kiord isou viditelnd mikrosko-
pickou analyzou sekef moskove thind, Newrofibrilienl uale jaou vaitrobunddns depozity wikiro-
tuinsle spojend § proteinens tau, jond chsahuje dvd vidkaa, kiord oanotdvajl kaZdy draby v péra,

Lakladni Shat plabkd je peptid nazvany AR nebo Beamyloidni peptid, Peptid AR jo vnithe! frag-
ment aminokysell 3943 prekurzorovébo protelnu nazvandho amylotdnd PrERUrEorovy pridein
{APP} Nekolik mutact APF korelufe s pHitomnost Aleheimerovy nemoc] {popisuie se v publike-
ci Goate of al, Natore 349, 704) (1991) valin AR na feclewnin, Chartier Harlan et sa., Nature
333, 844 (1991)) (valin™” na glycing, Murrell of al, Science 254, 87 (1991 (valin 7 na fenylala-
ning, Mulan of ol Natwrs Genet, 1, 345 {1992 {dvajitd mutace méndef yein® —methionin™ na
asparagin -~ eucin™ ). Uvaluje se, Ze takové mutace spisobuiil Alzheimerons nemoe Zviienya
neho xmSndngm zpracovining AFF na AR, viasts spracovint APP ma 2yilend yolstvi dlonks
formy AD {0 znamend, A81-42 8 ARI-41). Ukasuje se, Yo mutacs v Sinyoh genech, jakir json
seny prazeniting PST o PSY neptimo oviivig] APP 28 vintka zvylendho muotetvi dhouls forny
AS (popisuie se v publikaei Hurdy, TINS20, 154 {1997)). Tato puzorovini okaauje. Ze AD &
aviaite joho diouhd forma je v Alzheimerovy nemodt Kauzativnd element,

M.C. Michael v dokumente EF 526 11 popisuje aptikasi homeopatickych divek {(ktaré fson
rovné nebo ni¥sE ned hoduota 1077 mg/den) AP pacientim s AD, U typickeha Slovdkae, Rlery mé
priblized 5 litrd plazmy, so ofekavd, %¢ hord it 1t davky vytvoll koncentract ne vv$¥ nep
2 ppfml. Mormélaf koncentrace AR v lidské plaame e v typickém pipad® v rozmezt $0 a¥
200 pp/mi (popisaje se v publikaci Seubert st al, Natwre 159, 325-317 {19921 Protode
v dokamenti EP 526 S s popisuje davke, kiors 8%ko 2mini maodstyd endogenniho citkulgii
ctho AR & protode v dokumenta EF 526 511 s¢ nedoporubuje pondit! adjuvans, fako inwnostim-
lanti & 2d4 se nepravdépodobng, 3o dojde & jakémakotiv terapeutickéma Ginka,

Naopak vyndlex popisuie dhe Aldhetmersvi nomont 8 lingho anyinidogsnnihe onemoondai
apiikact fragmentlh AR nebo protifatky k jistym epitoplsm A v pacisntovi za podutinek, kieré
vyvoldvall u pacients pozitivid Imunited odezva, Vynaler déle pupisue dioubotrvajict potfeby
terapeutickyeh reZimd pro prevenel vebo zmiméni neurapatelogie a u niktardel pacientt pore-
chy posnani spijend ¢ Alsheimeroviu nemoct,
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Teats dokummf s vatahuge K dokumente WO 9927 944, podendim 30, 11, 1998, US 60/067 780
podsidm 3, 12, 1997, LIS 8G/080 970, padandm 7. 4. 1048 a TS 09201 438 podandm 30, 14,
1998,

Podutaia yyngless

Vynilez se (k8 Fragmenty AR vizandhe k nosifovému peptidu pro poudid k vevolial niditnd
odpavédi prott AR, a Hm pro provenct noho 160en! onemuondnd spojensho s amyloiduin deposity
AR v moeku pacionty, piiemy Fapment AS sestava ¢

i AR~ magicihs sminokyselinoviu sekvencd DAEFRHD,

Hy AR3-T maifoibo aminokyselinovou sekvenct EFRHD, nebo

81} mulnmdrn ) neba ),

Takova onemocudni zabmuit Aldheimerovu pewoe, Downdy syndrom 2 poruchy poandivial.
Poaddit s mohon vyskytvat s nebo bee Jinveh chavakievistik amyloidogennihe ongmonndnd,
Poukit podle vindlean tak zabmuje aphkact (8inng dévky protiitky, kterd se spectficky vike na
Komponent amy io&dmha depozity o pacienta. Farmacsuticks prostfedky podle vyndlen fsou
aviaid poufitelnd pit prevenci neho b Alzhetmerovi nemoot v Hdskych preisntl. Farmacou
ticks proatfedky vasodtugi aphikac BSinné ddvky protifitky, kierd se va%y na AL Pomoct farms-
ceutického prostfedhu se aplikuje dinnd dévka protlithy, Merd se specificky véde na epitop

v oblagti 2bytled 1 aZ 10 AQ NERdy o protildtha sproificky vile na epitop v oblasts ghyvtki T a
& AB, ndkdy se protilitka specificky viZe na epitop v oblasit sbyikd 1 a¥ § AR, sékdy se protilée
ka specificky vade na epitop v ablast zbytkil 1 a2 7 AR, athkdy se protilitha specificky vide na
apiop v oblaxt ebwikd 3 a3 7 A ndkdy sz protidtks specificky vaZe na s:;);top v oblasti ghyikd
P ad 3 AD andkdy se protilitka spocificky véZe ny epliop v oblasti sbythi 1 a2 440 Nekdy se
protildtha vide pa epitop obsabugic! volny N-termindini shytek AR, Mékdy se protilatka vake na
epiiop v oblasth zbytlul 1 af 10 A, kde abytek 1 a/oche Zhytek 7 AR je kyselina sspartovd, Né-
hdy se prodifitka specifichy vide na peptid AR, aniZ se vl na anwvloldni preknrzorovy protein
plnd délky (APF) Nekdy je fzotyp protilathy lidake InGi,

MNakdy se protilatha vaZe v pacicntd na swylotdnd depozit 8 vyvolavd jasnou oderyve prott amy-
fordnima depositu, Napttkdad takovd sfeimg odeeve milide b3t oviivadaa fagooytdany sprostied.
kovanou receptorent Fe

Farmaceuticke prostfedky mohou byt poudity u pacienttl, ksl jsou bez symptomi § se svmptonyy
onsmocndat, Protilitka poudivana v mkovych prostiedeich aniZe byt Bdskd, humasiovand, ohie
misrickd nebo nelidskd protifatka & rdds byt nwwoklmndalnd nebo polvkdondln. V prostfedoich se
protifdtka pfipravujs z Sovika imunizovandho peptidemt AR, kdy SlovEkem wmidde byt pactent
{&deny protilatke.

Mekdy je protilat splikovend s farmaceatickym nosien, jake Semaceutioky prostfedek. Nekdy
i protitatka splibovand v ddvee 00001 a2 100 my/ke, opredoostitnie se alesprt 1 mg/hy protie
atky na iSlesnon hmotnost, U ndkteryeh problémi se protildthe aplikuie vice nasohnd dives po
dloubor dobu, napfikiad alespoll & mdsiot, U nékieryoh probléma se protilitka splikuye jako
prostfedek s postupnyn vvolovanim, Protilatka se mi?e aplikovat napdiklad Intraperiiongdlng,

oralnd, subkutanng, ntrabrwidind, intramoskoldme, topicky, intranasding nebo inravendand,

Y ondkierveh metodich se protilitks aplikovala aplikact polynokleotide, ktery o pacienta koduje
alespod jeden protilitkovy Fetdzen. Polvmuklsotid se exprimuge, pitfemd v pacienta vanika protis
Kithovy fetiee, Pobynukiootid Koduge 183ky « lehky Fetfzee protititky. Polynukleotid se exprimu-

je, pHitem? o pacienta venikd ©2ky a lehky Petdrec. V nikterych metoddch so v krvi pacienta

morovalo ninodstvl aplikovand protiatky.
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Vyngler déle popisuje farmaceutiokd prosifedky pro prevenct nebo 66by oneroendnl spojewséhe
5 smyiondning depozity AD v mozhy paclents. Fatnaceutiokd prostfedky s¢ wohou poudit napii-
klad pii leche Alzhetmerovy nemoct nebo Dowsove syndroses aeho gmmc ;*umzwam Takové
farmaceuticke prostfedky zabngi aptikect AR nebo jehn analogh, kterd vyvolivajl imunogennt
pdervi prot ity epitop@m v AR, Nékterd metody watemai aphluel pacienmv' udinnd davky
polypeptidu, kisry obsahuje N-termindlni sogment alespot 2bytki 1 aZ 5 AD, Prvnd zbytek Al je
N-termindlal 2bytek polvpeptidn, kde gmimcptsd feovolny Cotermindlnd sepment AR, Nakhterd
metody sahugl aplikact pacientovi Gtinnd davky polvpeptide, kery obsehuje N-turmindlnd
segment AL sepment, Bisry 2ading zbytkem 1 a2 3 AR o kondked ahyviky 7 a2 11 AR Mikterd
metody zahrouif aplikacl pacientovi Noinné divky dinidls, kterd vyvolivd innmogenni oderve
proth N-termindlninw sepmentn AL Segment obsalugfe shviek 1 a¥ 3 A a koodi zbythy 7 a¥
11 Ap, ani¥ se vyvoldvd Umusogenal odesve prott epitopu ve shytoich 13 s 43 AQ4S.

¥ ndlterveh shora popsansch metoddch Netermindlnd scgruent AR Je spojen svim O-koncem
K heternfognime peptida. ¥ ndkierveh shora wedenveh metodioh N-termindlnl segent AR &
spofen & M-koncerm beterclogniho polypeptide. V nikteryeh shors nvedinych metodéch Nm
terndindlini segment AD jo spajen svim N 3 C-koneem k prvaim a drubému hetersdognimne po-
fypeptidu, ¥V nékterveh shora wvedenych metoddel N-terminglnt segment AB je spojen svim N
kenoorn s heterolognim peptidem & svim C-koncen ¢ sltspod jodaou dal¥i koptl N-tennindiniho
segsenty, ¥V ndkierveh shora popsanyeh metoddch heterologot polypeptid vyvolavd odezen B~
bungk proti N-teroundlnime segmentn, ¥V adlderyeh shora uvedenyel mstodsch polypeptid déle
cebsabujy alespoit Jedna dalif hopii Netermindlnfho segmentu. ¥V ndkierfeh shors svedenyeh me-
todéch polypeptid cbeshuje » N-koner k N-konei N-termindlnl sepment AR, velké mundstvi
daldfch koptl N-turmindinthe segment AR a heterslognd sminckyselinoed segment. Vnékieryeh
shora nvedenyoh metodach N-torminding segment obsahuje ARL-T, ¥V nékieryeh shows uvede-
nyeh metodach N-termindind segment obeabujs AR

¥ ndkterych metodich fragment neobsahuje alespoit § aminokyselin Cekonge v AR43. V ndkie-
rych metoddch fragment pheahujy a2 10 kontinudlnich aminokyselin 2 AR, Fragmenty se v fypic-
ke pripad® aplikull v mmolste! vyisim ned 10 mikrogranst v déves pro jednohe pacienta,

V ndkteryoh metedach so fragment aplikuie s adjuvams, Keré zeyiaje imonitnd odezve na peptid
AR Adjuvans a fragment se mobou apBkovat v jakémbolly pofadif nehe spoledng jako vakeinatnd
prostiedek, Anmmﬂs mige byt napiikiad hydeoxid hlimty, fosforeénan hlinity, MPLTY, Q§-21
(Stinudation’ ) nebo nekomplemi Frenndove adjsvans,

Vynalez dile popisgie farmaceuticke prostfedky sbeshujied fragmenty Al neho jefich Sinidla
vyvoddvajicd i:x’mm}ge*mf ocdesva na stejnd epitopy AD, kierd se popisuif shora v textn, a adjuvans.
Vyndlex toké poplsuje frmsceutické prost Hedky ohsabupic! Hibovolné protilitky popsang shora
v foxtu & Farmacsutioky pfijstelny nosid,

Yynaler dile popisuje zpliscby testoviui aktivity protilitky pii 8éb¢ omemocndnd spojend
s depuzity AR v mozky pacienta {(naptiklad Alzheimerova nemoc). Takové metody zahrnull kowe
taki protitétky s polypeptidem, kiery cheabuje alespoit pdt kontinndinich aminokyselin Netermi-
nalniho segmenty AR, kiery zadind zbytkem 1 ad 3 AB, polypeptide neobsahwie C-terminalni
segrient AR Pak se stanovl, zda se protilitke specificky vale na polypeptid, piifem¥ spacifické
navazdot indikue, Fo protlatks jo aktival pfl 1IN onemonndnd,

Y¥yniler dile ‘popisaie metady testovani aktivity protilithy pi cistend blologioké sntity spoimé
s antigensm, Takove msindy ?’ih‘*’m;;i kembinovin{ biologicke entity spojend s antigenem a proti-
tatky s fagooytovieh hunék nesousich recepiony Fo v kultivadnim médin, Monltoruis se mnolstvi
Bologickd entity spojend s antigensm, kierd slistdvd v niédiv, Redubcs mnoistvi biologickd enti~
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ty spojené ¢ amigenem indikuje, Ze protilitka md neutralizalini altivite proti biologieké entiie
spolang s antigensnt, Antigen o meﬁtﬁs poskyinowt jako tkadovy veorgh neho v xmimxmm forme,
Antigen j¢ modné posky ot ;aw thatovy vzorek ¥ morku pacienta trpioihe Alsheimerovou
gemoed neho aaves, Risry vkaauis Alzheimerovou patologin, Bnd veorky thénd, protl Ktergm
mize B tostoving nentralizadnd aktvila protildtky, sahemgil veorky thdng shoabndho bujeni,
semaliznd abnormdls ats::%»n} riint nebo ﬁm,éﬁuw vrorky obsahuiicl abnonmdind extrabunddne
matricl.

Vyndler popisuje ypiscby detekes amyloiduiho depozity u pacienta, Takové metody zahranji
splikaci protilélky peciestovi, piifem? wio protifitka so 2¢J38 vife na spitop v amiso-
kvselindch 1 a2 10 AR a detekuye pHiomaost protilatky v mosku pacienta. V ndkiergeh mefoddch
s¢ protilitke vide nu epitop ve shyteich 4 a2 10 ARV ndlterveh metodich fe protilitha matem
paramagnetickeu snadkon a detekuge se nukledmi magnetickow rezonandn tomografil,

Vyniler dile popisue diagnostivks kity vhodné pro pouzit! ve shors popsangeh metoddeh, Tako-
vy kit obsahuje protilitka, kierd se speeificky vide na epitop se zbytky 1 a¥ 10 AR, Nekteré Kity
neson wnadke poplsefic] pondit protildétky pro disgnostiki @ monitorovini Alzheimeroyvi nemout
in vive '

Definice

Termin podstatng shors™ 2namend, ¥o dvé peptidovs sekvene, Rdyi jsou uspoiédiny optimsing,
naptikind pousitim programd GAPR nebe BESTFIT za poukitf standardni miry veznamnost me-
gor, sdilf alespots 8536 shodu sehvensd, Uplednostiinie se alespolt 84 nebo 90 %5 shady sekvence,
vige se apfednostiinie alespon 85 % shody sekvense nebo vice (napdiklad $9% shom sekvence
nebo vyd8H), Uplednostigi se polohy abyikd, kierd nejsou shindng a {81 se substituormi sininoky-
selin.

FH porsvadnd sskvencd v typickém pfipad® jedna selvence plisobl jako refercnlnd sekvenoe, s
kterou se testovand sekvence porovndva, Rdv? se poudije alporitmus proovadnd sehvene, tusto
vand a referentni sehvence jsou vetupn! data, jestli je to nutnd, stanovi se subsekvenind koovding-
ty a naviimon sg programend paramelry sekventutho algorima. Algoritmus porovadad sskvence
pak vypotiid procento shody sekvence v plipad® testovanych sekvened vita®eno K raferendnt
sekvenci na x8klade oxnadenveh programovyeh parametrd,

Optimding wapothdant sekvened v a%elem porovednl mide byt doprovitseno naptiklad slgorit-
e fokddni homedogie {popisyie so v publikast Sath and Waterman, Adv. Appl Math, 2:482
{19811, algoritmen homologického wspotadini (popiwie se v publikasi Needlenan and Wansh,
3o Mol Biol 48 443 {19700, vyhleddvanim v pfipads metody podobnasti {popisafe s¢ v publika-
of Pearson and Lipman, Proc. Nath, Acad. Scl, USA 8 2444 (1988), politadovon wnplementact
tichto algoritmil (GAP, BESTFIT, FASTA o TFASTA v softwary Wisconsin Genetigs Softwars
Package, Genstivs Computer Group, §7§ Science Dr., Madison, WI) nebs vizudlng (v checném
piipadé s popisuie ¥ pub@ fhact Awsgbel et al, b Jeden pfiklad slporitiog, Kery jo vhoday pro
stancveni provesta sckvendnl shody » pro staovent sekvendi podotwestt je vhodny algoritraus
BLAST, ktery se popisgie v g}x:bﬁ.ﬁ(azci Alschul ot sl 1. Mol Blol 215: 403418 {1950}, Softwa-
re vhodny pro soalvzn BLART jo vefelod dostupny o instituce National Center for Biotechnology
Information {Mip/www nebi adnenitugov’), ¥V typickém phipadd standandni parametry prograsas
se mohot poudit & parovadnd sckvenct, atkoll je modnd tuhd poulit parametry klienta, V phipade
annnokyaciinovyeh sehvensd progran BLAST Qﬁuﬁva jako standerdwd delku slova (W) rovnon
tfem, pravidipodobast (K je 10 a %mm;m matrici BLOSUMSZ {popisuje se v publiksct Hew
boff and Hentkoff, Proc. Katl, Acad. Sct USA 88, HIIS (1988,

Pro adely klssifikace substituct aminokyselin na konzgrvativad g nekonzervatival se aminokyselt-
ny rordhyt ndsledovnd: skapina § (hydeofSbai postranni feteeel: norlencin, Met, Alg, Val, Ley,
Yo, Skupina I (seutedini hydrofilnl postrsunt fet€zee): Uys, Ser, Thy, skupina HE (Rysedé postran-
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i felgace) Asp, Glu, skuping IV (zasadité postranni fetdzea): Asn, Cln, His, Lys, Arg, shuplma V
{zbythy ovitvdujic! mientact fetfevek Gly, Pro a shupina VI {aromatickd postrand fetdeeek Trp,
Tyr, Phe. Konzervativel substituse zahmulf substituce meed sminokyselingmi ve steiné $d8,
Nekonrervativai substituce obsahui 2niény Slendt jadnd  t8ehto skupin 2a dlena jind skupiny.

Terapeuticka Sinidla podie vyndlezy v typickdn pfipadd v podataté veobsahudi nefidowef nedisio~
ty. To snamend, fe Snidlo o v iypickém plipad? pfiblifng 2 50 %% (hmat bt} Sist, stejné jako
v podstaré bey hmterforuiivich proteindl o pedistor. Vo adkierveh pfipadech jsou Sinidla slespod
pliblidnd ¢ 80 % (hmot/hemol), vive se upfednostiinje alespoft 3 80 % nebo piibhiEné 295 %
{fanot.Aumnt. 3, Sistd. Pouditin biadhe postupy S8l proteing se wmobow ziskat alesport 299 %
{hmot Aot} bomogenad peplidy.

~ N ol < LR DR S X - > = 2 A St ? b 3 ’.‘ “3 g
Specifiche navieind meal dvéme entitarl 2oamend afinite alespot 108 107, 16% 10" W nebn
107 MY Prefongt se sfinity vy ne2 105 M7

Termin protifitka™ nebo munoglobulin® rahmuje nepondiend protilitky a jeiich varebng frag~
menty. ¥ typickém plipsdé fragmenty soutf# s neporafensat protildthen, ze kierd ve 2iskaly pro
specificke navizind ne fragment antigenu zabrajiel separovand #2ké fetdsee, laliké Ferézce Fab,
FabFab)2, Fabe g Py, Fragmenty se privhukufl metodou rekombinacs DNA nebo snzymatickow
nebo chemickau separas neporuSenyeh imunoglobulind Termin | protildtka® tabe sabmge Joden
nebo vice imusoglobulinovych fetdad, kierd jsou chomicky konjugovdny sebo se exprimuji juke
fieni proteiny s jinymi protefny. Termin protilitka® také zahrule bispecifickon provilitku.
Bispeeifickd nebo bifunkdn protilétka jo vmélou hybridal protifatkon, kterd ma dva riené péry
Ekeho/lehkeého fetdave a dvd riend vazebad mista. Bispecifieké protilatky mohon venikat powdis
thin rizayeh meted, klerd sahrmuft [l hybridomb nebo spojeni fragment® Fab’ (popistie se na~
ptiklad v publikaci Songsivilal and Lachmans, Clin, Bxp, Inwsunol, 79 315-331 (1990), Kostel-
ay st al, J. Bomunod 148, 13471853 (1992}

APP, APP™ 5 APPT adpovidd dloulym polypeptidim s 695, 751 a 770 aminckyselinovimi
zhythy kddovangmi Udskvm genem APP {opisige se v publikact Kang et sl, Natwre 325, 773
{1887}, Ponte et al,, Nature 331, 525 (1988} a Kitaguchi ot al,, Natues 331, 330 {1988)). Amino~
Kyseliny ¢ ludskym smyloidnim prekursorovim proteinem (APP) jsou oznafeny Sisly podle seke
venee tznformy AFPTTO. Terming, jako jsou ABIS, A0, AB4L, AB42 a ABSY znamenall peptid
AB obsahuiici ominckyeelinové sbytky 1 g8 3%, 1a240, 1 ag 41, a2 42 & L a¥ 4,

Termin .antigen” snamend entite, va kierou se protifitka vike speoificky.

Termin .epitop” nebu antigennd determinanta™ znamend misto na antigeny, na které odpovidaji
buitky B a/vebu T, Epitopy buitky B se mohou tvolit 2 komtinudlnich aminokyselin nebs nekonti-
nudinich aminckyselin srovnangeh vedle sebe feroidinim balenim peoteiny, Epitopy tvofend
z kontipudlnich jou v typickém pHpads vystaveny expoziol denaturadnim rozpouditdlim, zatim-
co epliopy tvofend fercidlnim balenfn se v typickén pHipadd ztretl oletfenim v denaturadnich
rozpouiitdiech, Epitop v typickdm pliped? zahvmije alespott 3 @ obvykle vice alespoit § nebo 8 ad
1 aminokyselin v jedinedng prostorové konformact. Metody stansvgtic! prostorovou konformact
epttopt zahrmy] naptikled keystalografiit pomoct papeské X a dvon dimensdli jadernon magne-
tickow rezomans! {poplsufe se neptklad v publikaci Epitop Mapping Protocols fn Methods in
Molecular Blology, Vol. 666, Glenn E. Morrds, Bd (1995)). Protilatky, kterd rozexndvaif stejny
epitop se mohou idestifikovat jednoduchym imunotesteny, ktery vykazuje schopnoat jedaé proti-
latky blokovat navizdnd jins protilitky ne clfovy antigen, T-buftky rorsendvaii kontinoding epiie-
py cheahujiol pfiblizad ¥ sminokyselin pro bustky CDE nebo pHibliad 13 a¥ 15 aminokyselin pro
budky CD4. T budiky, kterd rozeangeail epitop, se mobou identifikovat testy i vire, Rtevd méH
prosfiferact mivishou na antigems, jak se starovilo zadlonénim “H-thymidinem primamich T bunsk
Pt oduave na epitop (poplsuie se v publikasi Burke e al, 1 Inf Dis. 170, 1110-19 {19940
odurirnim. v 2Avislosti na antigenu {test cylotoxicity w hymfboytl, popisuie se v publikaci
Tigges stal L houounol. 156, 350139103 nebo vylodovinim cyvtoking,
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Tormin Jmanclogickd” nebo Jhmannt” odezva jo zaloZen na pozitivad hunordlal {10 mmamend
zprostiedkovand protildtkami} a/nebo bundiné (zprostfedkovans T-budkami specificks pro anti-
gen nebo Riich produkty vyludovand) odesvy faond prott smvlowdnine peptidu o reciptentnibo
pacienta, Takovd sdezva mildis byt aksivid odezva indukovand apitkac] inunogene nebo pasival
odezva vyvaland sphikaci protiiitky nebo primdmi T bufikos. Bangénd imenitnf odezva se vyvo-
fala pHitonwesti polypeptidovich spitoplt ve spujend » mnlekulamy MHC tHidy T ncbo tiidy U, aby
se aktivavaly pomocns butky T CD4” specifické pro antigen s/nebo cytotoxicks T busiky €Y.
Odervs mivZe také vyvolat sktivant monooytd, makeofigd, hundk NK, bazofill, dendeitickych
bundh, astroovid, hundk mikroglis, cosinofilt nebo jinyeh komponenth phirozens imamity, PH-
tompost imunologiskd odeavy zprostiedkovans butkon se mobou stanovit profifsradnind sty
(busky T O nebo lesty UTL (ovtotoxieky tymfooyt T) {popistie se v publikact Barke et sl 1
inf [Hs, IT8L, 111018 (1994), Tigges et gl J. Immunal. 136, 39013191, Relativad pispivek
humordlnl 2 bunding odsavy pHi ochraniim nehe forapeutickem (linke mmunogeny se mids odht-
Soval seprding izelael protilétek a T-bundk wimusizovandhe syngeanihe avifete a ndfonim
sehranného sebo terapsutického syngennihn avifels 2 mifenim achramného nebo terapeutichelu
finke v drohéhio subjektu

Termin impnogennd Sinidlo™ nebo Jmanogen™ je schopny vyvolat imunologickeu odgava proti
Jesmy samému pit aplikact savel nobe pit spojent sadjuvans,

Termin ,somotay polynuklestid” snamend polynukieotid, ktery netvofi komplexy s koloidnimi
materidly, Samotred polynukicotidy so ndkdy Klonuji do plasmidovéhe vekton,

Termin ,adjavans” mmamena sloutenimy, kterd, kdy? se apiiuje ve spojeni s antigenem, vyvolava
imuniind odeevy na antigen, ale kdyd se aplikuie samotnd, nevyvaldva imunitat odeavy na anti-
gen. Adiwvans miZe vyvolat innmitnd adervi ndkolike mechanizmy, kieed zalirnuil sktivact lyme
forytl, stimulact bunsk B a/nebo T o stinulact makrofigh

Termin  pacient” zahrmuie Hdske nebo jiné savii subjekty, kieré se odetiily profilakticky nebo
terapsutioky.

Termin desagregovand” nebo monomerickd AD 2namend rogpustng, monnmericke peptidové
jeduotky AR. Jedoa wetods pHpeavy monowérnich AP zrhrayje rogpusient iyafilizovansho pep-
tid v nefedéndm DMEO a sonikact, Vsledng roztok so contrifugoval, sby se odstranily nero-
pustnd Sdstice. Agregovand AR jo smis sligomdnd, ve kerd monomantd jednotky s uchovavgil
apoiu » nekovalentnind vazbani

Routsd mezi AR protilitkami se stanovila testem, ve kierdm testovany brunoglobnlin inbibage
specificke navizdni referendad protilathy na bdiny antigen, jako je AB. Je 2ndma fada typh koo
petetivaich vazeboyel testd, nap¥ikiad: pfimy nebo nepiiny radicinnmologicky test na pevag Rl
{RIAY, pfimy neho neptimy sozymaticky imenologichy test na pevad fazi (EAY), sendvilovy
kompetetived sest {popisuje se v publikaci Stahll ot al, Methods in enzymology ® 243253
{1983)), pffmy hiotine-nvidinovy BIA na pevnd fhaf {popisaje se v publikect Kirkland et al, 1
Insmoned. 137 36 14-361% (1986)), p¥imy maadeny text na povas fizd, ptimy snadeny seadvidovy
test na pevné fa {popisufe se v publikact Harkow and Lane, JAntihedies, & Laboratory M
al®, Cold Spring Harbor Fress {1988)), pHimy znafieny test RIA na povné f82i, kdy se jako znadka
pondje 125 (popisule se v publikact Morel et al, Mulex. Immunol. 25{1x 7-15 (1988, piimy
hiotin-avidinovy test EIA na peved fau (popisuje se v publikeci Cheung et ol Virclogy 174
546852 {1990)) a piiny 2nadeny test RIA (Moldenbaner of al, Scand. § Impunol, 330 7752
{9900 V typickeém piipadd takovy tost zahengje pouitd £i3tincho antiger vixaného na pevay
povrch nebo na buftky nesowe] bud neenaleny testovany imumoglobulin & xnaleny referendnt
imanoglobulin, Kompetetivai inhibies s méH stanovenim mnodstvl zoatky vizang na pevny
povrch nebo bundk v prtommosti testovandho fmunoglobaling, Obvykle testovany manoglobulia
e pHitomen v nadbythu, Protilitky idemifikovand kompetetivaim testerm {Rompetetivii pregiiat
fv) zahranif protilithy vazaiicl 5o na samony epitop jako referendni protilatka a protilitky véza-
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1i¢t s¢ na piilehlV ephiop dostatednd bisky epitopn vizandm na referendnd protilithy, aby se obje-
vila prostorovd plekddka Obvykle, kdy? je pfifomnd hompetstivad protilitke v nadbytky, bude
nhibovat sproificke naviedal refivendni protilatky na bédny sntigen alespost 2 8 nebo 78 %.

Kompetics nehe metody obsalagio! jeden nebn vice zmifiovanveh elementd mohou zahmovat
iiné elermenty, které nefsou spenificky uvedvny. Noptiklad prostfadel, Kiery obsabuje peptid AR
obsabuje edovany peptid AR a peptid AQ, jako kemponent vEi8t polypeptidove sckvence,

1 Uhseng popis

Nékolik amyloidogennich tnenoenting g stavit se charkterizovalo piitonuiosti depozith peptidy
AR, ktery tvoll agregdty s norozpustnon hmotou v mozke pacienta. Takovd onsmorndad zabrau
Alzheimeravy nemog, Downty syndrom a poruchy pozndvind. Pozddii se vyskytuje sympltom
Alzheimerovy nemoci 8 Diwwvaova syndromu, ale stav pacienta sewmusi vykazoval Sadunou
z chargkteristix Zadndho wedsndhio onemovadni. Phikladen jsou slabé poruchy poendvand nebo
strata pamSti spojnd s vékere pacisetll, u kterveh s jeftd novyvinula nebo nikdy s nevyvine
Alzheimerova nemou. Slabd poracha pozndvant mide byt definovana skdre v test  Mini-Mental
State Exam®™ vsoulady s dohodnutfmi avvidostml. Takovd onemosndnd jeou charskterizoving
agrepdiy AR, Keré sl strudtune sklddandhoe S-distu a barv se barvivem Seevelt Congo. Zikladnd
piistup prevence neho ehy Alzhehmerovy nemict nebo jinvch smyloidogenaich nemodt vytvo-
Penim ymunogenmt odezvy na komponend anwloidethe depozity u pacient se popinge v doku-
ments WO 9927 944 {yvedeno jaka citace). Dokument opakufe & potvrzuje Glionost aikladuihn
piisinpu. Dhbument se svim privcipess dotykd adobonslenfeh Simidel, Merd se poudivajl
v metodach, Takovd wlokonalend jsou pledpokiddiny na z8kladd lokalizovanyeh prefersvanyeh
epitopl v AR proti kterdmu je fizena mpnogenn! odezva, Identifikace preferovanyeh epitopd v
AP vade ke veniku Snidela metod, kierd mggl avySesou ndinnost, suiZeny potencial pro vedlgi$i
fdinky s/rebo vedou ke ziodnodutend viroby, tvorby s aplikacs.

H. Terapeuticka Sinkdls

Imunogennt odezva mide et aktival, jako kdy? se imunogen aplikaie 2z Glelem vyvoldnd proti-
tatek reaktivaich s Al o pacienta, nebo miZs byt pasivad, jako kdvd se aplikuje protilitka, kierd

se va¥e na AR o pacients.
1. Cinidla vyvolgvajic! aktivad imunitsl odezvu

Terapruticka Simidls vyvoldvall bounogennt odezvu specificky Hrenou pa Jisté epitopy v pepti-
dech AP, Ml preforovand Sinidls patfi samotnd peptid AD = jeho segmenty. Také se muohou
poukit varianty takovych segmentty, anglogl a napodobenin pfirozendhe peptidu AR, kterd vyvor
Hhvali protilitky a/nebw s nimi wXf¥en® reaguyl s protilathkamt vyivotenymi proti preferovanym
epitopiun peptids AL

Peplid AR teké andmy jsko Dramyloidnl peptid nebo peptid A4 {popisule e v dokumentu
US 4 666 829, Glannery and Wong, Bivchem. Biophys. Res. Commun, 138, 1131 (1984)) je pep-
trd obsabujfod 3% a¥ 43 aminokyselin, Kery jo 2akladni komponent charakieristickyeh plakd Al
zheimerovy nemoni, Poptid AB se vytvofil epracovanin vét&ich proteind APF dvdma surymy,
klend se mazyvail sekeetdzy B a v (popisuje se v publikaei Hendy, TINS 20, 154 {1997} Zndmé
mutace v AFF spojené s Alzheimerovym onemeendinim se shjevaji v hlizkosti mista sekretdey P
&y nebo v A Poloba 717 je napfikiad blizko misia $8peni APP sekretizon 7 pfi zpracovéni

N ¥ N

pepiidu AR a polohy 670871 jrou pfibliing v mist® Stépeni selvetdey B VEH se, Fe mutace 2pl
sk AD interakel se Sipiciml veshosmd, kterymi se tvol AP, tak e vanikne forma peptidu AR
s¢ zvySenym muozetvim aminokysshin 43443,
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AR ma noobeykle viastnosti, kieré se mohon Sxovet s aktivosat Kasickouw s altermatived kaské-
dou komplensenty, ZvIaSE se-vade na Clg 2 Mavng na £3bL Toto spujend m’sw?ﬁuje navizdni na
makrofigy, kterd vede Kaktivac! bungk B, Navie se C3bi ddle \}di&ummm @ pak se vade na O RM
an B htkach splsobsm zavislim na T buikdch, Ktery vede K 10 000 av¥seni aktivace ®chio
bundk, Tsate mechaniznus xgmmhz‘g;\,, aby AP vyvevoril inumited cdeave z nadbytkem Hnyeh
andigend.

AP vykange nikolik privozend se objevuifoich forem. Lideks frmy AS se naagvail AR, AB4D,
AR4Y, AD4Z a AD43. Sekvence bty peptidl 2 ‘§e§€ch‘ yotah k prekuszory APP se flustraje s
obrdzku £, 1 v publikaci Hardy et sl TINS 28, 1551581887 AD4Z wid naptiklad sekvenct
{(SEQID RO 42}

HZN-Asp-Ade-Gli-Phe-Arg-His-Asp-Ser-{ly-Tye-Gla-V g-His-His-Glo-Lys-Leau-Val-
Phe-Phe-Ala~Ghe-Sap-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Ghy-Ale-He-Te-Oy-Lon-Mat-Val-Gly-Gly
Vab-Vab-fhe-Al-OH

AB4L, ADS o ADIY s 1S od ADBY vypuliténim Ala, Ale-lle, 8 Al-fle-Val » C-kones. AR4S
se B8 od ARD prtommost] eonivevdho aiviku na C-kunel

Tnunogennd fragmenty AR jsou v nikolika metoddch vebledem k nepuskeneni molekule vihodné
2 nékoliks divvoddt, Prval divod je, #o ponze Jistd spitopy v peptidu AR vyvoldvaji pouditednoy
imonogennt odeava pit KLY Alehehnerova onemoenént, steind davka fregmenty, kierd obsalage
tskové epitopy poskyhde voS8 moldrnd hoscentyac! ponZitelyich imunogemich epitopll ve svov-
nani s davkou nepothozendho AR Za drahé, Hsid imuvogennd fragmenty AR vetvol munogenni
adexye proti anviddnim depoaitin, anmif dojde k pedxttﬁ‘m fmumogen odesvd prott proteing
APP, 2o kterdho je AR odvozen. Vyroha fragnientt peptidy AR je jednodudsi ve srovadal s nepo-
rudenyia AQ. cof rpisobuie jefieh mendt velikost. Ta ctertd, fragrenty AD netvoll agreglly
s neporndenym &, ziednodudujl piiprava firmacentickyeh prostfedkd a jefich aplikaei,

Nékterd imunogensd fragmenty AB maj{ sckvensd alespodt 2, 3,5, §, 10 nebe 20 kontinudlaich
aminokyselin z phirozendho peptidu, Nekierd inunogennt fragmenty nemagl vive ne? 1, 8,8, 7,
§ nebo 3 koutbudlsd shviky 2 Af. Preferudi se fragmenty 2 N-termindlni poloviny AD. Prefero-
vané imunogenn! fragmenty zahmmagt ARA, 146, 127, 1210, 3-7, 123 a 140 Qunadend fragmen-
i ARS8 napfiklad lndikuje fragment .rahn«u i dhwtky 1 a2 3 peptidu AD 2 nedostatek jinyeh
:zbviki‘:’a AR Zvias whodns jsou fragmenty zadinaiicd sbyiky 1 22 3 peptide AR o kondicl dlntky
7 2% 11 Fragment AR1-12 3¢ miiZe takd ponsit, sle jo méad vwhodey, ¥V nélierdeh matoddch je
fragmenten N-terveindlng ;‘s&muzt htery je oy sl ARL-10. Jod ménd whodng fragmenty
zahrnail ABII-28, 17-28, 128, 35-35, 35-4% » 3541 U tgchuo fragmentd jo nutid pled poudi-
tin tegtovat iﬁk{‘\‘s i wﬁmamm nebo prevence amvioidnich d&pa a3, jak se popisyje v sckei P

Kady proveden vyndles. 'V ndhterich mstoddch se poudifi fragmenty, kerym chybl alespod

jeden a ndkdy alespoft pét nebo 18 Cotermindlnich aminokyselin plitomnyeh v pfirosend se vy-

shyvtuiicich formach AR, Mapiiklsd fagment, kterdnus chyld § aminokyselin C-konee ARM3 we
hrngje prynich 38 aminokyselin & N-konce AD. Jind komposenty amylotduich pi&k\f& fake je
napfikiad synuklein a jehs epitopicks fragmenty se mohou faké poudit pii vyvolind bousogsosi
odervy,

Pokud neni uvedsno jinak odkaz na AR sabvmje pirovenf lidskd aminckyselinové sekvence
wvadens shora v textu siging jako analogy zabenujiol alely, drahy 2 indukovand vartanty. Analogy
se v typickém pHipasdd 181 od pirosend se vyskytujioich peptidd jedeou, dvéma nebe adkolika
polohami, Sasto konzervativaimi substitucemi. Analogy v typickdm plipadé vykazujt aimgoﬁ &6
nebo 90 % shodu sekvence s p¥ivozenymi peptidy. Nékieré analogy také zabmul nepfrozend
ansinokyssliny nebo modifikace N nsbo € ermindlaich aminokyselin jedud, dvou nebu ;xéiwi ika
poloh. Napiklad pfrozeny zbytek hvseliny sspartavé v poloze 1 afmebo 7 AR nlife byt nalwazes
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kyselivow izoaspsrtovon. Prklady nepfirovenych sminokyselin json D-awinchyseling, aa-
disubstifuovans antinokyseliny, Neatkvlovand aminnky w&m ky sdma miéing, 4-hydraxyprotin,
ykarhoxyghtamat, NN N-rimethyllvsin, s-Neavetyllysin, O-fosfossrin, N-aonty fserin, N
formyimethionin, J-methyibisuding S-hydrogylysin, o-Nemethylarginin 8 sosspartovd kyseling,
U fagmenth a analogh s¢ miiZe tegtovat pmfviaki‘mkﬁt nebo ferapentickd (innost transgennihsn
zvifeetho modelu v poravndnd s nelélenyimit kontrolami nebo s placebam, jek se popisuje ddle
¥ X

Peptid AR, jeho fragmenty a analogy s muhou systetizovat synptéeou peptidl na pevne fazi nebo
rekomsbinantn exprest nebo se mohon ziskat 7 pHirorenyoh adroill. Awtomaticke systetisftory
puptid femu bifad dostupnd u fady virohed, jako je Applied Biosystems, Fostar City, La.izfemm.,
Rekombinanint exprese nuide probibat v baktertieh, jako je £ coli, v kvasimkieh, v hmyzich nebo
savdich bufikdch. Postupy rekombinanini exprese s popisgie v publilact Sambrook et al,, Mo-
fecudar Clonning: & Laboratory Manual {C, SO H, ¥, Press, ‘{\‘? 2d ed., 19891 Nékieed formy pep-
gl AR Jsou také b&Znd dostupnd {naptiklad 1 firom American Peptides Company, Ing., Sunny-
vale, 04 3 California Peptide Ressarch, e, Naps, CAL

Terapeutickd Sinidia takd 2abeauil deld podypsptidy, kterd zabemud! mapifhlad aktivad fragment

peptidu AR spoln s finymi aminokyselinami. Preferovand Sintdla naptikdad zahenujl fiead protel-

ny obsahujicl segment peptide AR fzovany s heterologn! aminokyselinovou sekvenct, kierd
vyvolivd odesve w pomoenteh T bunék proti hmcmiagm antnoky selinovs sekven # tim ode-
avit T bundh prott heterolognd aminokyselmové sekvenct 8 tim odezvu B bundk proti sspmentu
AR U takovsch pmh peptidh se mbve fostoval profylakiicka a iumpcu‘mka adinnost ¥ avifesich
madel ve srovidnd v nelitenymi Rontroland nebo s placshem, jak se popisue dide v textu, Pep-
tid AR, analog, akiivad Fagment nebo Hny polypeptid s mide aplilovat ve spojeni nebo
v i form® nebo v dssm;ovfma formd, Terapoutiokd Snidla teké safenudi mubtiméey o
nomdrnich nunogennich Sinided,

Y dalich variantich mife bt tmunogsani peptid, jako jo fagment AR, prozentovin bakierit
nebo virem, jako &8st imzmsge:m tho pz‘mtf*r(iku Nuklzova kyselina kédujict imonogenal paptid
j?& zatlondna do genomy nebo oplsomu vive vebo bakterie. Nukleovd kyseling jo zadiensua tako-
vy zpisoben Z¢ dmunogennd gch*id s¢ sxprimuje jake vyludovany pmiem aebo jako fioni
pe atein s vndiSing povichovym proteinem vir nebo s tansme mbfamwxs proteineny bakterie tak,
#a e vy 3@&;’;{;;. paptisd, Viey nebo bakierie poudivans pfi sakovich mstoddch by mély byt nepato
gens nebo uthunené, Yhodud vivy zabienuj adenoviry, HRY, vieus Venezaelsks Kofiske excefali-
tidy 2 jiné vivy alfs, ving vestolémi stomattidy 2 §iné viry thabdo, virus vakeinte a neltovie,
Yhodné bakterie zabrmfi Salmonella a Shigella, Zvladed vhodnd o fiwe innmogennihn paptide

¢ HbsAg HBY, Terapeutickd dnidla také zabrauil peptidy & {iné slondeniny, kioré nepotiebafi mit
podstatnon aminokyselinovou sckvenci podubnou peptida .e‘ig.%g ale kerd nesloudd jako napodobe-
ainy A & vyvoldvajf pedobunow invnitnd odesye, U libovoladch peptiddh g prvteind tvoWicich
skiddans P-listy se testuje jepich vhoduost. Mohou se poudit smti-idintypické protildtky proti
swonoklondlnim protilitkin protl AQ pebwe jindm amyloidogennfm peptidbm. Tekové anti-id
profifatky nepodobui antigen 3 tvolf proti nim imurdtnd odervy {gmpxsmc se v publikact Essentlal
Immunology (Roft od,, Blackwell Sciontific Publivations, Pale Alt, 6" od,, p 181 Cinidla fing
ned ;m:pisd’» by mély vyvolar imunogenni odezen proti jednoms nebo vice preferovanveh seg-
mantl peplidy A wvedsnyeh shora v textu {naptikled segmenty 110, 17, 13 a 37} Takové
ciridla vyhodud vyvoldvall numogesot oderva, kiord je wlena jednomu ze segmentlh, and? je
ardena jingm segmentim peptidu AR

U néhodageh huthoven peptiddt nebo jingeh sloudends se miide také testovat jejich viodnost.
Rombinaln! knthovay jo moiné produkovat v pripads$ Tady typl shaslenin, kers se mohou svate-
tzovat postuprynt splsobem, Takové sloufeniny zahenull polvpeptidy, beta-tofive napodobeai-
oy, polysacharidy, fosfolipidy, hormony, prostaglandiny, steroidy, aromatické stoufeniny, hete-
rooyklické stoudaniny, benzodiazepiny, oligoméral glyvciny substituovans na Nekouel & ofigokse-
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bamaty, Velke kombinadnt knthovny sloutenin se mobon zhonstruovat eplischeny kodovawyeh
syntetickyel kniboven (8L popsanyeh v dokumentu WO 95/12 608 (Allymaax), WO 83406 121
{Affymax), WO BL06 851 (Cobanbia Uniy ti”‘\ii’y) WO 93718 503 (Pharmacoposial 3 WU 9830
642 (Seripps) Peptidovd knibovny jo modng vyivoltl metodand vyjadiyjiciod Sga {popisuie se
v dokumenty WO 81718 980 {Devlin)),

U hombinadnich knthoven a jindeh sloudsnin se na zatathy testyje jeiich vhodnost tim, 2o se
stanovi jetich kapsoun virat pmméﬁ\y neho jepich vwfoovty (B nebo T, o kterveh se i, Begsou
spesificks pra peptid AR nebo Hnd amyloidogennt peplidy. Napfiklad poditedni testovind se mak-
Fo provést Hbovolnym polvklondinin sérom nebo monshlondind provdatkou prott peptidu AR
aeho joho fagmento. U sloudenin se pakl mide testovat schopnost vézal s va apeoificky epitop v
AR {ﬁapﬁki’id 10 1T, 193, ey B8 a 3-7) Sloudeniny se mobou testoval stejnymi postupy,
bierd se popisudf pfy mapoy dnd speeifit protifithovdeh spitopd. U sloudenin urdenyeh takovim
testovanim se pek dile analyzuge Kapaciia vyvolst protilatky sebo resktivel bvodfocyty proy AR
nebo jeho fragmenty, Vicendsolnd feddni séra so rapiikiad mide festovat na wmikrotitradnich
destithacly, které st pfedem potdhly peptident AR nebo jeho fragmentem a proved] se standardnd
fost FLISA 2a déclem testovat reakiivite protilitek vaS AR nebo fragmentu. U sloudenin se pak
teatuie profiisktioks o terapeutioka GCinnost u transgenich avifat, Bleed magf (ii\p&?zki; BYQ ARy
foldogend onemocndnl, jak se popisije v sekel p?:&iaﬁu Takova svifata zalymugt napwkimﬁ oy
nesowe! mutagi APP v p{}ium T17, jak se popisujs v publikacl Games et al, Ixatm‘e 73, 523
(1995}, 3 mydi nesosel Svédskon mutact APP v nuist® 870671 tak, juk se popisfe v dokumentu
LIS 5 612 486 (MeConlogue of al) a v pablikact Hado et al., Scienoe 274, 99 (18964, Staufenbwd
of al., Prov, Natl Acad, Sei. USA 94, 1328713292 {W‘""s, Rturchler-Piorrat st s, Proc. Nath

Acad, Soi. LIBA 94, 13287-13292 (1997, Borchelt et al, Meuron 19, 939945 (1997). Stejny
tea'is:wam piistup se poust! o jinvoh analogh potencidlnich Sidel AD a deldich poptidiy, Klere 2ae
hrnul fragrsenty AR, fak se popisaje shore v textu.

S

2. Cinidls vyvoldvaiiol pastvad imunitaf odeavu

Terapenticks Sinidla podle vyndlean rabroanii protilatky, kierd se specificky vali n2 peptid &P
nebo Hoy komponent amyloidaich plakit. Takevd protilitky mohon byt monskionsint nebo poly-
Klondbnd. Nékierd takovs protilatky se speeificky vadi na agregovenou formu AR, ani? s va®i me
disoviovanoy form Nekteré protifdtky se sproificky vitti na disnctovanon formmy, ani¥ se va2i na
agregovancu formu. MNeklerd protiletky so va3 na sgvegovanon a disociovanou forvu Mékeréd
takové protilathy se va¥ aa pfrorend se vyskytujiof krathon formu peplutu Af {fo jo AR, 40
neho 413, anis s¢ vadi na phirozend se vyshytugie! dloshou forma AR (lo je AR2 3 AR43). Nekes-
ré protilthy se vz na dlouh formu, anif se vA2T na Kedtkons forran, Nekierd protifatky se vadi
na AR, ani? se vaZ v smyicidsi prelagzorevy protely plné détky. Protilatky ponZivane pfi terss
peatickyeh metoddch majl obvykle neporulencu konstantnf oblast nebe alespon dostatedo kon-
starind oblast K interaked x receptovem Feo Proforgie se idsky i;fswp T3, protode vvkazupe ngj-
yyRS aftnite Hdskyeh teotyph pro reneptor FeRI s fragocytimi buliky. Mohor se @k poailt
bispecificks fragmenty Fab, ve kieryeh joduo rameno gxrotﬁ&:iey mé spectfity pro AD 2 druhé ra
meno jo speolickd pro Fe vee eptor. Nifleteré protifitiy se vi¥ou na AR s vazehuoy afiniton vyst
nehi roviow piblizng hodnotd 165, 107, 107, 10% nebe 107 M7

Polvklondini sérum v typichén pipadd obsalnge smichand populace protilatek vizapicich se ns
nikolik epltopd v AR, Polvkiondind sérum viak miide byt specificke pro urdlly segment AR, jako
je segment ARI-10. Monoklondlnd protifitky se vasi na specificky epitop v AL, kiery nuilie byt
konformadnim sebo nekonfrmadnim spitopeny, Profyiaktickd « teragm:atis:ké Géinost protilatek
se mitfe testoval pouditim postupl pro tavsgennd 2vifect model popsany v seked piikladd, Prefe-
rovang monoklondini protifdtey se vAZE na epliop ve ebyteich 1-10 AR {s prynim Nterminainim
zhytkem phirorendho AP tznadensho 1), Nékteed preficrovans monak&amim protildthy se vadi aa
epitop v aminokyselindch | af § 8 nékteré na epltop v aminokyselindeh § a2 10 ”{\a&iscm ;xseir;mx
vané profilitky se va¥ na opitopy v avinokyselindch 1 223, T a2 4, L a2 §, 1 a2 &, 7 asbo 3
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ak 7. Nekters prefornvané profilitky se v na spiop, Kiery zading zbytky | a¥ 3 a kondi 2bytky
Taz 11 peptide AR Mdné vehodné protilitky zabirnufl ty, kierd se va¥ na epitopy s¢ shyviky 10

88 15, 15 a2 20, 23 a2 30, 1 a? 30, 20, 30 nebo 10 aX 25 pepiida AR Doporuduie s 2o u teko-

>

vyeh protifdtek se testufe pled ponZitim sktivita v mydim modely, cof se popisuje dile v texty
vaekel PHklady provedent vindleza, &istilo se, napfikiad & jisté protilisky prodi epitopim ve
Zbyteieh 10 ad 18, 16 a2 24, 18 af 21 2 33 9% 42 nevylaruli sktivite, U nékteryoh metod se pog-
Fvd vice movnoklonalnich protildtek 3 vykazuje vazehnos speeifiiy widi riznym epitopdm. Tako-
vé profilitky se mobon aplikovat postupnsd nebo soudasad. Mohou se takd poudis protilitky proti
smylobinim komponentim, kierd jaou jind ned AR, MNeptikiad protilétky mohon byt Heesy amy-
nidnim asoclovanym proteinem synuklein,

Kdy# se fekne, Ze protifitky st va¥ na epitop ve specifikovanveh shyvicich, jako je napfikiad Al
-3, znamenk 1o, 3¢ se protilitka specificky vile na polypeptid ohsahujicl specifikovand shyiky
{67 je v towwo pHikladuy AP 1-3) Takovd protildths nepfichdnt nezbyin® do kowtakte s kedtdvm
ehyikem v AR -5, Vazchnon afinilu ani podstatnd neoviiviiyje 28dnd jeding substitucs nebo
delece arninokyseliny v AR 15, Spreifita epitope protilithy se ydde stanovit napfikiad yytvore-
iy kaihovay vyjadijiol figa, ve hierd rdend Senové vyindidi riené subeskvence AR Vikab
hovod vyjadbugiol fige se pak mohou vwhrat Sleal, ket se specificky va2i na testovanou protilit
ku. frolovala se roding sekvencl V typickdm phipads takovd rodina cheabuje B¥Enon jadernow
sskvenot a rhens délky lewnidicich sekvenc u riznveh ¢lend, NejkestSt jadeornd sekvence vvhawu-
jiol specificks navazani na protilatke defingle epitop vizany protilitkow. U protilitek se 1aké
testije sproifite epitopn v kompetidnin tostu s protilétkon, jefii specifita epitopa se ji2 stansrvila.
Naptikilad prodiiatky, kord souRRE s protifitkon 308 o navdrdnd sa AR se vA¥ na steiny nebo
podobay epitop jako protiidthe 3D8, to snamend na zbvtky AR 1-3. Fodobnd, pretilasky, kers
soutdd s protilsthon 1ODE se vd¥ na stejny nebo podobny epitop, to je va apitop ve zhyteich AR
3-6. Vestovani protilitek na spesifite pror epifop jo poudiielny predikior terapeutiché ddinnesti,
Napfiklad je pravdépodubnd, fx protildtka, kterd so va%e ng epliop ve sbytcich T a¥ 7 AR bude
(innd pi provenct a KEhe Alzhedmerovy nemoni.

Muonoklondlnt nebo polykiondind protilatky, kterd se speeificky v&¥ na preferovany segment A8,
aniZ se vadou na jind oblasti AR majf fady vehod vehledenty k monskiondinim protilitidm, keeé
se vael na finé obdasti nebo poleklondlad séra v nepornfendmu peptidu AB. Zaprvd, v pipads
stejné hmotoosint divky, ddvky protilitek, herd se specificky va2 ng wWhodné segmenty, obsa-
gt vy S8 mobirnd dévky protifitek (8inngeh ph odstranéni amyloidnich plakd. Za desbé, proti-
Mtky, kterd se specificky vid! na vihodnd segmenty, mohog vyvolat odstrafiujicl odesvn profi
amyloidaim deporitim, anik vyvolajl odstraigict odesvi proti neponsiendo polypeptide APP,
Siwd se sriZuje potenciondlal vedisisl deinek,

§ Qbsend charalieriatiky imonnglobuling

fo endme, Fe xdkladnf struktoralnd jeduotka protifétky obsabuje tetramér podieduotek. Kaddy
fetramer so sklddd e dvon shodayel pird polypeptidovyeh fetdaod, piidems kakdy pér m jaden
febiky {molekulovd fmotnost je piiblidng 28 000) a jeden WEkY Fetdrec (molekulovd hmotnost jo
plibligng 50 DOO X 70 000). Aminotermindlnd S8st keddeho fetdzoe zshrnuje variabilnl oblasy,
kterd obsahuje piibli¥né 100 a2 110 nebo vice aminokyselin, fon? json primarnd odpovidng za
rozexnind antigeny. Karboxy--termindlnl &8st kaddého fetdzes definuje Ronstantad oblast, kterd jo
primarad odpovédng aa funket ofelsony,

Lehiké Tetéxoe se blasifihugl bud' juko kappa, nebo lambda, Téke fetdrse so klanifikaji jako
gamuna, alfa, delta nebo spsilon a defimygi protilathevy fzotop, jake je 150, IpM, fgA, gD a Igf.
V lehkém a t8¥kém fetdaoi jo variabilnd a konstantni oblast spojens obiastl 37, kterd obsabuge 12
neho vice aminokyselin, V 88kém Pordeol k tomutn 88te faks sl oblast 13 ktard oheahuje
plibliind o W aminokyselin vice (popisufe se v publibact Fundawments! Immunology. Paal, W,
ed., 2 ed. Raven Press, N.Y., 1989), Ch. 73,
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Variabilni oblasti kaddého pire lehkého/i8Ekého fotdece tvolf vazebng misto profulatky. Tak ne-
porudend protilatka mi dvd varebnd mista. Miso piipade bifunkénich nebo bispecifickyeh proti-
ek jsou tyto dvd vazehnd mista sleind, Viechny forfeoe vykamuii steinow obeonou strukiur
Mam'm kemzervativnich rémeovyeh oblast (FR) spojenyeh tremi hypervariabilnimi oblastmi,

kierd se take nozyvail oblasti stanovigied iz\}mpiz:mmmmu nebos CDR. CDR 2o dvou fetdzed kn2-

ditho pérn tvnf! oblast zikladn straktury (PR} spojend temd hypervariabilnimi oblastmi, kterg se
{aké nazyvajl oblasti »:ifmwag; fef ixamgi{,memanm sebo CDR. CDR 2 dvou feized kaddsho parn
tvinff oblasti zakladni straktery, coZ wnoifaje jeho navizdnl na spenificky epitop, Z Nekonee do
O konce oba lehky a ®3ky Yetézee obsahuje oblasti FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, COR3 a FRY,

Phifazent ammﬂk\amim ke KRa&de oblasti je v souladu g d’&?mkmms podle Kabata {popisuie se
v publikan i\ﬁh&fi, Sequencss of Pridetns of ) Immunological Interest (National Institates of Hee
alth, Bethesds, MY 1987 snd 1991 sebe Chothia and imlx, I, Mol. Biol. 198; 901~817 {1987},
Chothia et al,, Nature 342; 878883 (1988,

. Produkes protilitek, kard nojenu lidske

Frodukee moncklondinich protilaek, Keré nejsou Hidské, naptiklad mydL protiidthy mondat, kea-
B webe brysi, se milze ushudedn®t nuplikiad nunizac! zvifete s AD Také se mobou poudit deld
peptidy obsabujici AD nebo imumsmmf Fragment AR nebo anti-Idiotypicks protlathy proti pro-
tilatee prodi AR {popisuje se v publiksel Harlow and Lave, Anttbodies, A Laborstowy Manual
{CRHP WY, 1988). Takovy bounogen se mide 2iskat 2 pfirozentho zdroje, syniSzou peptidh
nebo rekotmbinantni exprest, hnunogen se mide aplikovat jako Hizovany & sosilovim protenem
neho & nfm tvoll komples, jak se popisuje déle v teat, Emunog@:} s dale miZe aplikovat spolu

adjuvans, MidZe o8 poukit ndkolik typl adjvvans, jak se popisuje dlle v fextu. V plipad tmund-
zace laboratornich evifal so preferule Gplnd Frewndovo adjuvans a pak pasleduje netplné ad-
Juvans. Pro pfipravy polyldonalnich protildtek se v typickém pripad® poudiil krdlict nebo morda-
ta. P pFipravd monoklondlaich protifitek se v typiokdm plipade poudivail sl U protilateX e
testaje specificks maviedni o AR U protilatek se dile testuje schopnost navieind na specifivkon
abiast AP Poxd@iSl festovand se e provést stanovenim navazdni protildthy na shirku deled-
nich munantd peptide AD 8 stanovend, kierd AR ¢ delelwich mutenti se vide ns pmiha&u Navie
zéni 8¢ nifiZe provést napiiklad Westernovym blotem nubo tosters ELISA. Nejmensi fragmenty,
ktaré vykazafl speviticks navéeant va protilitky, definaii epitop protilatky. V jindm pHpade spe-
oifita epitopu so mbfe stanovit kompetetivaim testem, kde tostovand 3 referendnd protilatky sou-
1#©3f o navizani na AR JestliZe testovand a referendnf protilithy soun®Zi pak se va¥ na stefny
epitop neho epitopy dostatednd blizkd, piitemd naviednd jodnd pronlitky interforaie s savasinin
drulié protilitky. Vihoduym irotopem tehovich protilatek jo myH tzotyp 102 vebo skvivalentud
Grotyp v indny dadhe, Myt feotyp 1gG2 je ekvivalent dského taotypas 1l

it Chimérove g humanizované protibitky

Chimérové a humanizovand protifatky majf stejnou nebo goéc&mwu vazehnos specifitu g aftwite
jakes niydi nebo jind nelidskd protifatka, kierd poskytuje potatednd waterial pro konstrukel chimeé-
vové nebo humanizovans pratilatky. Chimérové protilatky jsou protilitky, jejich geny lehkého a
wikého Fetdree se mall Zhonstranvat v typickém p¥ipadd genoviw manipulact xe e,z,&,mmiu EeRY
imunoglobuling, Meré pati & rienym druhin. Naptiklad varisbilnl segmenty (V) geodt 2 oydl
monokdondind protifatky se mohou spotit s Hdskymi konstantoimi segmenty {C), jako je gG1 =
IgG4, Preferuje se Hidsiky izotyp 1gGl. Typickd chimérova protilathovd jo tak hybridat protas,
ktery obsabuje oblast V nebo oblast vieajiel se na antigen 2 my¥ protilithy a ﬁhiﬁhi { nebo efek-
rorovon oblast @ ldske protilitky.

Humanizovand protilitky majf shytky zakladnd strudbury variabilnd oblast, Které v podatand po-
oz = hdske protilitky {nazyvd se akeeptorovd protilatka) a oblasti stanevuic kam;«wiemcmama
pochizsiici v podstat® zowyl protilitky (samdvd se donorovy smumgle cbulin} {popisgje e
v ;:s;.si:s?ikaci Crusent ¢t 8l Prog, Mash .Ma.éi\ Ren, US& B4 10029-10033 {1988) ¢ v dokunmot
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W S0/07861, US 5693 762, US 5693 761, US 5 585 089, US § 530 101 a2 UR § 225 539 (Win-
)y ixoszﬁtamm obdast{i), jesth jsou piiomné, pochdzell ke v podstat® nebo 2eela 2 lidského
irmunoglobuling, Lidskeé variabilad oblasti se obwvykle vybraly 2 Hdskyeh protilitek, fejichy sehe
venwe 2akiadm strukbiry vykamgi vysoky stupest sekvendnd shoady s oblastmi mydich variabilnich
ablasti, ze ktergch s mka*s» COR, Zbwiky zékladni strublury variabilol oblasti t6%kého a lehkého
fetzon se mohou wiskat ze steinfch nebo ringeh selvenct lidské protititky. Sekvence lidsks
protifatky mohou byt sskvence pfirorand e vyakytujfofoh dskyeh protilftek nebo mohou byt
konvendnd sekvence nékolika fidshyeh protildtek (popisujs se v dokomentw Carder et al,
WO QL2 653}, Jisté ammakv»xiﬁw ze 2hythd adlladnd stroktury lidské vaciabilni oblast se
vybeale pro sebstituct zaloZend pa jeiine modndm viive me kenfortaci CDR afmeho na navéedni

& antigen. Zhoumani takového modnveh vivd se provadi modelovanim, testovinim charalisris-
ik aminckyseln v urlityeh polohach nebo empirickym pozorovinim ks substituce nebo
mutageneze wrdityeh aminokysshin,

Napiikiad kdy? se zhytek adkdadni steubinry veriabilnd oblastt B8 od sbythu rdkladad strubtury
vybrané fidské variabila oblasti, pak by so méla aninokyseling zékladid strukivry obvykle sub-
stituoval skvivalentnl sminokyselinovon sikladnd strubtury 2 medi protilfthy, kdv? se ofiekdva,
Fo aminohyseling

{1} se nehovalentmd vads piimo na sntiges

{23 sousedi oblasti CIR,

{3} interaguje fnfm zpdsobem s oblast CDR {(naphikiad jo piiblidng v 6 N oblast TDR) nebe

{4} le¥{ v meziprostors ¥ VI~VH

Jimymi kendiddty substitucs json akosptory Hdskyeh aminokyselin 2akladnd struktury, kterd jsou
v phipade hdského imunoglobuling vt poloze neobvykis. Tvio aminokyseling se mohoy sub-
stitaovat antdnokyselinand z ekvivalenmd polohy myEi donorové protilatky nebo 2 shvivalentnich
polols vice typivkyeh Bdskich imunoglobaling. Jini kandidst substitucs jsou skeeptorové Hdske
aminokysehiny 2akiadnl straktury, Meed json v p¥ipad® lidsikéhe imunoglobuling v iéte polowe
seobvykle, Zakindai strubitury veriabilnf oblast humanizovanyoh {nwsogiobuling obeykle vyke-
zujt alespolt 85 Y% sekvendni shody se sekvencl »8kladni struktory Hodskeé variabilnd oblasti nebo
& Ronvendnl sekvenct.

v, Ladské protifatky

Lidské protldthy prott AP se plipravigi slengmi zplienby, hterd se popiandi déle v textn. Takové
Uidske protifitky se vybiraly pomoct kompetetivnich vazsbnyeh sxperimentst nebo kdyz majf stej-
now speeifita k epitops, jake wdith mydl prediiatha, fak foko jeden 2 mydich monckiondld popsa-
pyeh v piiklady X1 Lidské protilitky se mohou také testovat za ftelon Enl wrlyie epiiopové
specifity pouditin: pouze fFragmenty Af, jako imunngens a/nebo testovanim protilitek proti sou-
bory delefnich mutanth AfL Lidskd protiléthy mail s vihodou izotypovou specifine lidskeéhn
fgQil,

{1} Zptisob triomift

Lakladni plistup a pmm bundlnche fisniho pertnera SPAZ-4 vhodného pro pouditi v tomte
phistape se popisuje v puldikect Oestberg of al, Hybeidoma 20 361-367 (1883), {Oestherg)
US 4 634 664 a (Bngleman of 1l,} US 4 834 868, Rondtné linie produkugict protifatky siskand
touto metodou se nazgvaii wiony, pmto?:t: potorky 5 bundk: dvou Hdskyeh bundk g jednd myst
Na zadatho se mydi Hne mveiamu firenje s lidskym B-lymiveyvtem, aby se ziskal xenagenni hyb-
ridnd hutka, kverd neprodukaje protilatky, jako jo bunding linie SPAZ 4 pmsam ¥ p{ih’ii’k&ai
Qestberg et al,, Hybridoma & 361-367 (1983}, Xenogenni butka s pak fitzuje s inuwiz FOVETYI
bdshin B- i\fmfm} tm, aby se ziskala undted linde produbuiiol triomy. Zjistilo se, #¢ triomy
pmx.iiiiu.iji protilitky, Kieré jsou stabilndi¥l ve wovndni s obyPeinymi hyleidomy piipravenyo
= Hsdskyoh bund,
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Tmunizovand B-lymioeyvty se ziskaly = kove, sleainy, lyw nfatichich 51 vebo z kostnd dfend fid-
ského donova. Jesthize jsou putné pmm'i&w pfm; x;m,imi\»,:m: antigenm vebo spitopa, pf'*f;t‘ﬂiit‘
se poudlt tento jslich epitop nebo antigen pft imunizact, Innnizacs 3o mide movest bud s vive,
mebo dn vitro, Vpfipedd innnvizace in vivo se Bulnaiky v typiokém pHpads izolovaly 28ovéks
innmizovandho AR jeho fragmenten, v&8im pobypeptidom, KNerd obsale AR nebo fragment
nehn anti-idiotypickon protilitke it protifitos v AS 'V adkteryeh metodich s¢ bustky B
fzolovaly ze stejndhe paciontz, kisrdmu se aphikovala gamtmtknm mmpx\, ¥ plipadé imunisace
in vitro, se B-lymfocyly v typickém piipade vystavily &inke antigonu po dobu 7 a2 14 dot
v kudtivadnim médiv, jake jo RPMI-1840 (Bngleman o al,) doplndném 18 % Hdskou plazmoy,
fmunizevand B-lvmfocyty se feovaly s xen\masmi hybridnd busikou, jsko je SPAZ-4. Budky se

r&a?}f‘ikiad ofetiull 40 af 3% poly cﬂn e swix&ckm MW 1 000 a¥ 4 060 i teplotd pliblidne 37

5 pe dobs § 2% 10 nuined. Buky se separovaly 2 flend smist a pommodily se v kultivadnim mé-

din, kterd je sedeltivad pro ;}Qé&{iewam fvbridy (napiitiad HAT nebo AH), Klony vylutujic] pro-
niatkef vykazujicl poZadovanou vazebnoo speaifity se identifikovaly testovanim %vhog\m}six kalti-
vadniho meédia trimml vizat so na AR nebo jeho fregment. Lidske protifitky produkuicl triomy
vykasgiol pofadovanon specifity s subkionovaly zplisobam §n~mtowaxam fedéni o ristem in
yiteo v kultivadnin médin. U ziskangeh bundtmbch Hnil tiomd se pak testovala schopnost viat
se ng AR nebo joho fragment,

Askoli triomy fson geneticky stabiind, neprodukuil velké nwolsted pmt‘i‘iiz‘iek Siln exprese de
mi¥e avy3it Klonovanim gend 3‘%&*@?&2&1‘9& 2 triomd do jedoohe nebo vice mg};‘»&;ms N vektord a
sransformaci vektorn do standardnd savit, baktseiddnd nebo kvasinkove bundéné linie,

{2} Tramagenni saval, ket nexshrauil Sloveks

Lidaké pregilatky z}mm AR mohou byt tuké produkoviny ¥ tramsgennich saved, kiefl obsrbujl
fransgeny kodujfef alespott segment Hdského imunoglobulinnveho lokusu, Obvykle codogenst
fmunoglobulinovy lokas takovyeh transgennich saved je funkdnd deakiivovin, Upfednostiiuje se,
aby segmient lidskéhe inumoglobulisového lokusn zalwnovat neuspobidané sekvence Rompones-
tlf 18#kého g lehksdho feidece. Deuktivace sndogennich imunoglobulinovych gen & zavedeni exo-
gennich imunoglbulinovych gend se milfe dosdhoout offesou homologat sekontbingel nebo

zavedenim chromozomb YAC, Tnmwmm zyifaa, Ses vanikggl v tomio postupy, jsou schopay
ianh né phustavét sehvense im ‘mﬂ?a%a:immsha komponenty g exprimoval e g:wem:«at protifatek
riznyeh trotyplt kddovangeh fidakymi um;z};,ss.}o%;»hmwms geny, ani w;‘rsmm; mzdsg’fmu
smumoglobulineve geny. Pobliksce a viastnost saved, ke ui«mj;; tvto viastnosti, 8¢ ;mgziaﬁ;x
detaiindll napfildad v dokwmenty Lonberg ot al, WO 93712 227 (1993), LS 5877 397, US
5874299, US 3RI4 318, US ST7REGS0, U8 5770428, US S 681 {16, UN 3833 435, US
§ 625 126, US 5369 825, US § 545 808 a v publikec] Nature 148, 18471853 (1994, Nature
Biotechnology 14, R26 (1996), Kucherlapati, WO $1/10 741 {1991) Zvigded vhodnéd json
travsgenni my§i. Protilatky proti A se zickaly tmunizact transgennitho saves tak, jak se poplagje
v dokuments Lonberg sebo Kucherlapat! nvedenyoh shora v texta s Al nebo g s:im fragmenteny
Monchiondlnl protilitky se pHpravily nepfiklad fid B-bundk 2 takevych saved s vhodnou T
ndtnos i myslome za pouliil béZad techuolngie podle Kohlara-Milstaing. Lideke polykioudl
nf protilitky se mobou také pripravit ve formd séra z Bl imunirovanyyoh imunogenidng Sinidlony.
Takové polvklondini protilatky se mohou honcentrovat afinitndm Siténim posiiim AP nebo
jindho amyloidutho pepticdh, jake sfinitaibo dinidia,

{3} Metody vyiadhuifel fga

Dalfim piistupemn, jak ziskat hdské protilitky gsrvti AB je testovani knthovay DNA & lidskyeh B
bundk podle obeoného protokoly, keery se popisuje v publikaci Huse et al, Science 246: 1275

1281 (1989} Jak se popiswie v pHipadé metodologle trionl takové B budky jo modné ziskat x ‘iidi
fmunizovanvel AR, fragmenty. delimi polypeptidy, Keré obsalufl AP nebo fragmenty webo
m‘sti»idmtmmimm protilathami, Takovs B busky se sishaly 2 pacisnth, kiergm se splikovala

E
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protilithovd Kéba. Vylwaly se protilathy vivajicl se na AR nedo jejick fegmenty. Sekvence ké-
dujied takeavé protifdiky {nebo vazebud fragmenty) se pek i{i{muj { ¢ amplifikuji. Protokol popsany
v publikact Huse et al, Science 248 1275-1281 {1989} jo (ks v kombinaci » technologi
vyjadiuiicl fga (popisyje se v s:m%:anmzm Dowwer st al, WO SH17 271 a MoCafforty ot sl WO
SZAOTN4T, US 87T IIE, US 3871907, US ST BS8 637, UR 3837242, UB 3733743 2 UB
5 965 332, V wohto metoddch se pz’sdu&u;i fdgove knthovoy, ve ktervoh Slenové na sydm po-
W{,im vykasuil riend protiléiky. Protildtky se obvykie \:\«k&zmz jako fragmenty Fv pebo Fab.
Protilatky vy &azu‘ fud figa s poadovanon specifiton jsou vybrny afinitnim obohacenim peptidy

AB ngbo jeho fragmentu,

Rizme metody vykasujfel ga produkugi Hdské protilitky, kieré maji vazehnog specifiti vybrang
mry provifatiey (Winter W 82720 791} V tdlo mualodd se jako polateini myaterid] poudiva varia
bilnf oblast bud’ t8ekého, nebo lehkého Fetdzee vybrand syt protildtky. Jestiife se napfikiad gaim
poddtednl materidl vybraly variabilnd oblast lehkého Ferfros, skonstruovala se fgovd knthowvna,
ve kieed Senove vykaulf stejoou vartabilad oblast felihdho Tetdzee (fo jo my§ poditedni materiah)
a wedlifnou variabilal oblast 183kého Fetdece. Vybrand variahilnd oblastt R¥kého fordzen se ziskaly

* kathovay mnove wspobadanyeh variabilnich oblast Hdského 188kéh Petdece, Fig vvkazuie silnd
speeiil xkc navizint pro AR {saptiklad atespot 10% g prednostnd alespolt 17 MY, Variabilng
oblast 182kdho Yetbroe 2 iohoto Fga pak sloudl jeko politelnl materidl pit komtruked daldl fgove
kniblovay. V t8to kathoved® Kaddy Hg vvkaonie steinog varisbilnd oblast 88kého fetdzve (o e

oblast identifibovanon ¢ prvai vijadfuiiol kndbovny) » odiSuou variabilal oblast lehkého fetdave,
Variabilof oblastt lehkeho fetézee se ziskaly ¢ knthovay znove uspofdantcl vartabilnich oblasti
tidského lehkého ferdzos. Opdt se vybral g, vykoeajfof silné speeifickd navisin na AB. Tyw
Hagové vykazujf variabilnt ablasti seels Hdskgoh protifitek proti AB. Tyvto protilathy maif obvykle
stejnou nebo podubnou speeifite k epitopy fake my¥ politeint material.

v, Vobir konstontni oblasti

Variabilol oblasyl €%kaho a lebhého Fetdroe chindrovich, humanizevangeh nebo Hdskych proti-
latek xe mohon vazat s alospod Cast Hidske konstantni oblasti. Volba konstanind oblastt zévisi
stastt na shutelnoeti, 2da se podaduje homplewment zdvisly na protifitos ainsho toxicita 2pro-
stiedkovand bustkow, NapHkiad izatypy 1861 & 1g03 maji sktivita komplementa 8 izotypy Ig32 =
TG ruto aktivity sevykazsul, Volla frotypun mie {aké 2plsobll vetup protifathy do mosku
Preferuje se Hdsky fzotyp IgG1. Konstanmi oblasti lelikého Fetzoe mohou bt lambda nebo kap-
pa. Protilitky se mobon exprivssvat jako teframéry, kievs obsahuii dva lehke a dva 162ké fetface,

Jako separované 12ké Ferduee, lehké Fetdzce, jakn fragroent Fab, Pab/Plab')2 a Fy nebo jako jsd-

nufetizeové protildtky, ve ktergeh variabilni oblasti lehksho FetSzoe Jsou spojeny mezemikent,
vi, Exprese rekonbinantuich protilatek

Chimdrove, mantzovans a Hdeke protifitky v typickdm ppad? vanikajf rekombinantai sxpresi,

Rekombisantni polynukiestidové konstrukee v fyplekém pfipads zabranii sxpreal kontrolnf sele

venee operstivad spojend s kodujictnl sckvencemt protilitkevieh Ferdzed, kierd sahemdf piivozs-
a asociované nebo heterologd promaotorove oblastl, Vihodas jo, kv exprosival kontroln! sek-
venoe jsou sukaryontni prometorovd systémy ve vektorech %ﬁmpnyaﬁz tranmformovat nebo trans
fekovat enkaryontnd hostitelske busky. Kdy¥ se vektor zadleni do vhodusho hostitele, hostite! se
wdrigie ra podminek vhodnyeh pro sifnou expresi nukdeotidovych sekvenei & pak dochdad ke
shéru 2 CiSiat akfifend waguiivich protilitek, Tyto gxmexwm mms}f} WOU ¥ me,f\m} piipaddé
replikovatelné v bostitelekych organtemech bud jako epizomy, nebo jako integréind st hostitel-
shé shromezomainl DNA. Béfnd exprestvni wkiﬂn s*’iw}my selekdnt markery, jake napiliad
rezistence na ﬁmpmim uebi na bvdrovayein, aby e umodnila detekee tSchio bunsk transformo-
vanyeh podadovanyn selvencemi DA,
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Bukterie & coff je jeden proKaryonind hostital, kiery fo aviaitd pousitelny pHi klonovini sekvanct
DNA podle vyndlezn, Za dslem exprese jo modné poudlt mikroorganizmy, jako jeou kvasinky,
Sacclaromyces je preferovany kvasinkovy hostitel s vhodnymd xd\mm }vcm mait sehvence
Fidiol sprest, podatek repliliace, teringdni sekvence a podednd, piadle nutnostt. Typicke pramo-
tory zahensil 3- ﬁ;»,m?i\mmzomp kindaw a jind glvkolvticke evaymoy. tndukovatelné kvasinkovs
prosentory zahrnudi mezi Jingmi promotory pochézejicl z debydrogenday alkaholy, trocytochrom
O n ongyimy odpovidod za vpnsith maltdey o galaktdoy,

Ravdt bustky jeou preferovanyim hostitelem vhodngm pro exprest nuklzotidovich segmentd, kterd
kedugi mnmm&éobmm neho jefich fragmenty {popisaie 3¢ v publikast Winnacker, Genes and
Olones, {(VOH Publishers, NY, 1987)). V ohovy se vyvinuls fada bun®ingeh Hofl vhodadhe hoati-
tele, které isou schopné wyladoval neporafens heterolpgnf proteiny. Tyio linle walwnuif CTHO,
riiené bunddnd Huie COY, budky Hela, budky 1 a bundind lnle myelumy, Uplednostiulf se
busiky, ktere nefsou Hisks, Expresival vektory pro tyto buliky mihou zshmovat expresivai koo
wolai sekvence, jako poddtek replikace, promotor, resilovad {popisufe se v publikaci Quesn st al,
fmnunol. Rev, 89 49 (1986)) a nerbyind fnformadnl mista pro zpracovant, jako jsou mista pro
navieand rihorbny, mista seefihy KNA, polvadenylednf mists s ternrinalni sekvanes travakripes.
Freforované sekvenve Fidiel exprest fsou promotory zibkane = em&mgmmsh genil, eviomegalovirg,
SY4, adenovivy, hovinndho papilomaving g podobnd (popisaie se v publikaci Co et al, I tmow-
aol, 198 LIS {19921

Y iindm piipads sehvence kddudfel protilatky se mohon zalfentt do transgemiy, sby se mohly 2+
vést do genomu Fansgeonntho avifete a nasledns « X;‘s“im(m’&i v ek iraasweamhe Zvifete {poph
sije se napnki&d ¥ pmbiaka&; US 5 741 857, US 5304 488, UR 5 849 W"} Yhodad travnsgeany
zahrouii kddajiol sebvense lebhého afnebo & ssmixo fetdroe v opeaativalm spojent s promotorsm &
zesilovadem 2 gemy, Kery e speeificky pro pesnd 238au, jake o Kaseln nebo beta Inktoglobulin,
Yektory ohaghujie! sepmenty INA mohou bt pfeneseny do hostitelshkd huttky dobfe zniamymi
metodami, kieré zavisi na typu bundénsho hostitele. V pHipad® prokarvontaid bundk se hdang
vyudiva chiorid vapenaty, zatimon v pfipadd fHntch hundinch hostitel se vyulije aplikace tos-
forotnane vapenatsho, elekiroporace, lipofekee, Molistika nebo transfukes zalodend ny viveek,
Jiné metody poubfvans pro transformaci saviich bundk zahraufi pouZiti polybremy, protoplastovs
faze, Hpozomd, slektroporace 2 mikvolnjekee (v obeondm pHpadé se popisuie v publikaci Sam-
brook et al.h 23 fdelem produkcs transpennich zvifat, se mohon transgeny zavést injebel do
opdodnény oh spyhl mi’w se mohon radlenit do genomu embryondlnioh kmenovyeh bundk s jad-
va takevveh bungk se pfineson do coeytlt bex jader,

Kdyz se protilitka sxprimuie, mide se Sistit podie standardniho postugn, ey zahrmge Siltia
}i?i , kelonovon chromatogealli, gelovou slektrofordzon a podobné (v obeondm piipadé se po-
pisuge y publikaci Scopes, Protein Porification (Springer-Verlag, MY, 19821

3. Nosidové protemy

Nékierd Sinidla wyvoldvajicl imunitat odezve sabrnugi vhodoy f;svgi'és:xp proeyvvoldnt imunitad odes
zvy proti amyvloidnim depozitiim, ale jsou pHlY malé, aby byly tmunogenal. V tito situact se
peptidovy nosit mide vizat va vhodoy nosid, plifem? vyvold imunitnd odeava. YVhodnd nosite
zabrnujl sérové albuniny, hemocyanin prai;p&em} ch plis, molekaly imanoglobulisg, m-agis:;«’iﬁzz-»
tin, ovalbuss, toxold telanu ne bo joxoid 2 jiné patogenai hakterie, Jako jo difteris, £ coli, chole-
ra nebo Hopdord nebo uthuseny derivit foxing. Hiné noside y\tizmuu epttopy T bm&? ki se
vadH na velke mmolstel alel \iﬁi(‘ napfiklad aimgun 75 % viech Hdekyeh alel MHC, Takove
noside jeou nekdy mam}- v ohory, jako eriversdlnd epltopy T-budky, Fikiady untverzdinich epi-
topl T-buitky zabenai
hewaglutinin mﬂumg&,, Haser e (BB 1D NO: 43) PKYVKONTLRLAT PADRE {béné
zhytky jsou tulnfm pistem} (SEC D NO: 441 AKX VAAWTLEAAA maldrie C8: epitop T3
{SEQID R 'ub} EEKIAKMEK ARRYENVY povechovy antigen hepatitidy By HBs&gmox {KEQ

L
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D NGy 46) FFLLTRILTY protein teplotothe Soku 880 hepéluan (BBQ 1D Ny 4%
DOSIGDLIARAMDK VONEG mikroorganizmus Calmente-Guerin (SEQ D NO 48y QVHEQR.
LPPAVVKL tosoid tetant: Thope (SEQ ID NO: 49) QYIKANSKFIGITEL toxoid tetanuy:
TTasrser (SEQ 1D NO; 50) PNNFTVSFWLRVPKVSASHLE HIV gp120 T (SEQ ID NO: 5D
KQIDIMWOQEVGKAMY A

Fiud nenife vhodngd pro stimudasi nebo zesflent imunitnd odezvy zabimul{ oytokiny, jake jo B4,
peptidy -1 s B 12, pTEN, 10, GM-CSF o chemoking, jsko je MIPlo a ff  RANTES.
fronnogenni Sinidla mobou byt také spojenty & peptidy, kiaré zvySull transpoet shee thath, jak e
popisaie v dokument O Mabony, WO 977 613 2 WO STIT 814,

Imunogenni Sinidla se mohow vizat na sosife chemickow varbon, Metody navisdnd innogens
na posit sahrnull tvorbu displfidovieh vazedb pouditim Nesukelnimidyl-3-{2-pyridyithio}-
propiondbs (SPDP} a sekevnudyld-(Nnalemmidomathy Doykloheran-T-karboxylovd kyselivg
(AMICC) (estlize peptide chybi sulthydrylovd skuping, mide se tote provést adiel systeinoviho
ehytku) Tato Chudia wmodiigl veoik disulfidove vaeby mea Stmsdleme a peptidovym cysieho-
vimi zbytky ng jednom proteiny ¢ amidové vazhy prostiednictvim s-aminoskupiny na byzing
nebo jind volnd avinoskoepiny v fveh amtnokyselindol. Réwnd Snidls tvofier disulfidiamid se
popisuil v publikact o, Rev, 62, 185 (1982). Jind bifunlni spojovact Sinidla tvofi thiosther
spite ne¥ disulfidovey vazbu. Rada ohto Sinidel tvoFiolch thivether Jsou b&ind dostupns a zabr-
mi reaktival estery kyseliny Grmaleimidokapronovd, 3-bromooctové Kyseliny 8 2-jodooctové
kyseliny, d-{MmaleimidomethyDoyklohesan~i-karhosylovd kyseliny, Rarboovlové skopiny
mwohou byt akiivovany jelich kombinovinin se sukcinimidem nebo sodnon solf T-hydronyd2-
nitre-4-subfonové kyseliny.

Imunogenai peptidy 3¢ mohou hd exprimovat joko fenl prolafoy 5 nostd (o je heterolognd
peptidy). Imunogenni peptid mdide hvt spojen s nosidem svvm Nekoneem, svym karboxylovys
koncem nebo ohdma konel. Ve Rznim proteinu sulfe byt sepfimo velkd mnedstel repetic jma-
aogenniiio peplide. Imanogennd peptid mtde bt spojen ¢ velkvm mnodstvim kopii heterolognibo
peptidu naptidad ny obow kencich, Nékierd nosilove peptidy slous{ k vyvoldal odeavy pomogs
agel Te-bundk proti nosifovému peptide. Indubovand pomoend butky T naopsk vyvaddvaji ode-
ava B-budtky proti imsnogennima peptidy spolendion s nositovym peptidem,

Nehiterd Sinidla podle vyndlesy obsahuit fiend protein, ve kieeént Netermindlnd fragment AR je
spojen svym (-koncwn s nusifovim peptidem. 1V takowveh Sinidel N-dermindind 2bytek frag-
menta A stanovuie Netermindlnd zbyvtek Siantho protein, Takowé fend prdeiny jeou 0inné pHi
vyvolini protilatek, kinré se v&3 na epitop, ktery vy¥aduje, aby Neterminglot 2bytek AY byl ve
volud forms. Nékterd Stidla podie vyndlezn obsahyil velkd nnolstvi reprtic Notermindlniho
segrnenty AR spojendhio svym U-koncem s jednou nebo vive kopli nos@ovéhe peptidu. N-
termindini fragment AR sadlendny do tskovioh flenich protelnt nékdy zading ABI-3 a kendi
ART-11, ABL-T, RT3, 14, 18 2 3w jsou preferovand Ne-termingini fragmenty AB. Nékterd
Hizai proteiny obsahugl riznd M-terododlal segmenty AP v tandemmn, Faand protein maide saphs
blad obsabovat ARY-T, puk nésleduje ARI-3 a pak ndstedige heterslognd peptid,

¥ ndkiervoh funich proteinech N-termingld segment AR se flenje svim Nekoncem s hetero~
tognim nosibovym peptidem. Stejné druby N-termindinich segmentl A8 se mohou vvudit jake
U-termundlnl five. Steind fient protelny obsahujf heterologni peptid spojeny s N-konceny Ne-
termindintho segmentn AR ktery se nacpak viZe na jeden nebu vive dal¥ich N-terminglnich sog-
mentd AR v tandemu,

Makteré pfiklady fanich proteiml vhoduvch pro pouditi podie vyndlezu jeou zobrazeny déle
¥ textu, Mekterd tyto Hizal proteiny cheahaji sogmenty A spojens s spltopy tooidi tetany, Kerd
s¢ popisuif v dokementy US § 196 512, EF 378 881 a EP 427 347, Nakters fienl proteiny obsa-
huji segmenty AR spojend s nnsiSovimi peptidy popsanymi isou dokumente US § 736 142, Naw
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kterd hoterologni peptidy jsou universdind epitopy T busék. ¥ ndkierveh metodach Sinidlo pro
aphikast jo lednodude jeding flenf protein se sopmentem AR spojenym ¢ hetervlognim segmentem
v lnedrnt ki}ﬁif&lur%: U nékierseh metod ja, Sinddlo multimér Mm foh proteind reprezentovany
cheenym vzorcem 27, ve kinedm symbal x je selé ws o od 1 do 5 Symbel x ‘éc svvhodon 1, 2
nebo 3, pmemz nefv ;Sxm%n St je, kdyd symbol x e 2. V pHipads, E:e symbol x je 2, pak takovy
sty wd Syl Hiand proteiny spajend s mh(}deu konfiguraci, kisod se nazyvd MAPY {popise-
jese v dokumento LIS 5 229 490}, Bptlopy AR jsou pudirzeny.

Kontfigurace MAPY jo sobrazens déle v texte, kde se produkgi rosvtvend struktury syridzou
pocdtelnihe peptide na Nohonel ¢ aniny postrannich Fezed lyrims Vo sdvislosti na podtn si-
sobkil Iyzinfl je zatiendno do sekvence a na wolnstt szvitven, vysiednd strulitura bude prezen-
toval vice N-koned, V tontto pffidadu so na roovdtvendn fyzing, Kery obeabuje jadro, vytvolily
&evdi shodnd N-konee. Takova machofetnost velmi svyiade odpovidi pfibusnyeh B bungk.

Fepnd

Peptid e e 158 \\\

s o
Paptid \“K@{; e

s

Peptid

ANSOS40 {Ag 1-Toxed tetann §30-844 v konfigoreci MARL ) (SEQ4 1D NG 533

2‘-»3

CARTRHDOYIKANSEVIGITEL

ANBOSSO {Ay I-Thoxold totany 947967 v koufigaraci MAPS (SEQ 1D Nk

s /s
’.6\3

3
DARFREDPNNFTVSFRLRVERVSASHLE

ANBUS4T (A 1-Thoxoid totans 830844 -+ B47-967 v Hinedrni konfiguract) (SEQ I NO: 54
DA RHDY TRANSK P I GITEL NPTV FHLAVPKVSASHLE

ANSESTE {4y 3I-Wtomoid totarne 830-844 v Rondiguract MAPE) (SEQ 1D NG S5
EVRHDSOOY IXANSEPIGITEL

Peptid se popisaie v dekussente U8 § 736 142 {viechny boedmi konfigurase)

ANGOSH (AP -Tpeptid) (SEQ D N 56) AKXVAAWTLRKAAADAEFRHD

ANGOST (AR -7 {(SEQID NGO §7 DATFRHDDAEFRHDDABFRHDAKXVAAWTLK-
‘_.'&h{.&);&

Jiné pifhlady fiznich proteind (imunogennd epitop AR jo andzordn tulnym pismem; zabmagh

(SEQ ID NO: 58}t ARV memgvmiﬂi’&ﬁﬁ—mﬁmﬁﬁ»ﬁﬂﬁ?iﬁm

~ 1%
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BEQ TD NO: 59}: papFRHD-AKXVAAWTLKAAS

{SEQ ID B 60): DARFRHDISQAVHAAHAEINEAGR

(SEQ ID NO: B1):  FREDSGYISOAVHAAHAEINBAGR

(S0 IR NO: §2):  EFREDSG-ISUAVHAAHARINEAGR

(SERG IR RO: 83): PKYVKONTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-BAEFRID

(SR ID NO: £4): DARFRHD-PEYVKUNTLELAT-DAEFRHD -

(3EQ ID BO: £5): BAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRUD-PIY VEONTLRLAT

(SEQ ID NG 68): DAEFREINDARFREDPKYVEQNTLELAT

(SR ID NOT §7): DAEFRHDPRYVEQNTLRLAT-ERKIAKMEKASSVENY.

(SEQ ID NO: £8): OYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPK VSASHLE-DAEFRHD
DAEFRED-DALFRHD.DARFRED-QYIKANSKFIGITEL-

FRNFTVSFWLRVPKVSASHLE
(BEQ ID Nf: $9):

BARFRHD-OYIKANSKFIUTELCFRNFTY KFWLRVPKVSARHLE
DAEFRHD-OYIKANSKFIGITELCPNNFTVS FWLRVPKVSASHLE-

DAEFRHD
(SEQ ID N0 8237 DARFRED~QVIRANSKFIGITEL i3

pryskyfict s dvéms vitvemi

peptid ~
e Lys-Oly-Lys

peptid

(SEQ DR 71 {synukletnovy flent prodein v kondigurac MAP-4:
EQVINYGHAISQAVHAAHAERINEAGR

PR vybvolond imunogeniy, Kierd se poudivaji pro vytvofeni protilitek proti A, Rleed jsou vhodné
pro vyeditl pipasivid imenizaci, se pouivali steiné nebo podobné nosidove proteiny a metody
spojeni. Napfikiad AD nebo fragment spojeny s nosident se mdde aplikovat laboratornimu avifetd
pit produker monoklondnich protlated proti AR

4, Nukleovi kyseling kédujiof terapouticha Sinidis

Irunitet odezvy proti amyloidnim depozitdes se mohou také vyvolat aplikael mukleoviels kyse-
Hin, kterd kdsdujl sepmenty peptidu AR o jejich fragmentt, jingoh peptidovyeh foumogenit nebn
protilitek & jeiich fetdzol komponentd udivanyeh pro pasivad Imunizach, Takovd mukleovd kyse-
Yoy mohwou byt DNA nebo RNA, Segment nuklsové kyvseliny kdduifel immogen je v typickém
piipadd spajen s roguladnimi slemwenty, juko je promotor 2 zesilovad, ktery umoffuje expresi
segmenty DMA v pofadovanyeh ciloviol bufikach pacienta, V pipadé expeese v krevaich bade
Kach, jestli jo to mutnd pro vyvoldnl imunitnl odezvy, elementy promotors & zesilovale ¢ gond
Iebkeéher nebo W2kého fetbes Imunoglobuling nebo Rlavni dntermediding Sasny promotor & zesi-
toval CMV jsou vhadné K pfimé exprest. ¥ pHipadd aplikace dvonfetfarovieh protilitek se mo-
hows ddve Fetfeee konovat do steimich nebo separovanyeh vektord,

Jo dostupnd Fada virovich vekiorovyel systémil, které mabienui! retrovirové systémy {(popisnie se
sapfiklad v publikaci Lawrie and Tumin, Oue, Opls. Genet. Develop. 3, 102-1089 (1993)), adeno-
virové vekiory {popisuje se na piiklad v publikacl Bett ot s, 1 Virol 87, S¥11 (19931, ade-
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nossacipvand virovs vekiony {popisuje se naptiklad v publikaci Zhow et al, J. Exp, Med. 179,
LE6T (1984, vivovd vekiory 2 rodiny neStovie, kierd walwoudi virus vakeinie & viry planyeh ne-
Govie, virove vekiowy 2 rodu alfio vied, jake jeou ty 2iskané ze Sindbiho a Semiikibo vivu {popisu-
B ose waptiklagd v publikaci Dubensky et al, L Virsl 78, SO8-519 {19965, venszuslsky virus
kofiské encefalitidy {poplagie ye v dodhument UN 5 643 578) a rhabdoviry, jako je virus vesiku-
i stomatitidy (poplesje se v dokuments WO /34 625) a papllomavity {popisuje s
v publikact Ohe et al, Human Gese therapy 6 328-333 {1983}, Woo ot al, WO B2 629
Xias snd Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 26302622 (19963,

DMA kddajfel imunogen nebo velitor sheabajic! DNA kdédujie] inumogen swhou byt baleny de
Hipozomd, Viodnd Hpidy a pfibuend analogy se popisali v dokamenns 1S 5 208 036, 5 264 515,
S 279 833 a 2 283 185, Veltory a DNA kodujic! imunogen se mobou tahé adsorbovat nubo me-
B byt spojeny s urdiiynt nosid, kierd naptiklad wadenuii polymethylmethakeyidtové polyméry a
polvlaktidy a poly{akiid-ke-glvkolidy) (popisaje se v publikaci MetGee st al,, J. Micro Encap.
{18861

Vektory pro genovor ferapit nebo samomd DNA s¢ mohou zavést in vive aplikaoi jednothivym
pacientiim v typickém piipadd syatdmovon aphkact (napliklad infravendand, lntraparitonesding,
nasding, do zaZivacthe takiy, intraderwding, intramushudamd, subdermalng nebo inteakraniding
it} sebo povichovou aphikact (popisgie st ropfikiad v dokumenty US 8 308 348), Takové
vektory mohow dile zghenovst Sinidla, jako je bupivacin {popinge se v dohementy US S 383
S70), DNA mize byt tuke aplikoving xa pouZiti genovd pulky {popisuie s¢ v publikagt Xiao and
Brandsma, Nucleie Acids. Res. 34, 2832622 (1996} DNA kodujiel imunogen se sedH na po-
viche mikvoskopickyeh kovovyeh ddstie. Mikvoprojehtily se zryehiujl Sokovou vinou aebo ex-
ped plynndho heélia o prosikajf thénd do hoabky adkelika bunstayeh vestey {The Acel” Gune
delivery Devies, vyrobeno Agacstus fne. Middleton, W1, V jiném plipad® ssmotnd DNA pro-
chdel kir do krevnibo Fedig jedundule naneseriny DNA na k¥ s chemickynt nebo mechsaie-
kym draddéntm {popisuje se v dokumentu WO B8 853)

Y Hodm pHipad® vekiory kéduiie! innmogeny 8¢ mohou zavést do bungk exowive, kieoymi jsou
butiky explantovand 2 jedvotlivébo pacienta {naptiklad lymiteyty, aspinity Rostnd diens, blopsie
thand) nebho univerzalni donorove hemstopoieticke kranove bodtky, pak sdsleduge retmplantace
bundk do paciema obyvykle po vwhdru bangk, keeé majl zatlendny vekior,

{1 Testovand protifdtek xa Glelom 2iidnd odatraiuiic! aktivity

Vynilez popisuie metody testovani ghiivity protildtky pro odstransing anyloidnihn depouiie nebo
fibovolndhoe jindho antigent nehe asociovand hiologicke entity, v pfipads kiend je poladovand
sktivita pro odstrandnd. Aby se testovals aktivita prot swmyloldnimu deporiiy, vzorgk hiog
& ik pacienta s Alzheimerovos nemoct nabo zvifect model, Ktery vykaanyje charakienistivkou
patologit Alzheimerovy nemoci, je v kontakin s fgocytdenimi bofkami, které nesou recxplor Fo,
Jake jsou mikroglishnd bufiky, a s testovanoy profilitkon v hultivaduiny médiu fn vitro, Fagooytde
nf buttky mohou Wt priregrni kultvrou nebo bundinos i, jake jo BY -1, C&-Bd neba THP-1.U
ndkterveh metod se mohou koewmprmenty kembinoval na mikeoskopickem skiiChy, pfidem? do-
chazi & mikroskopickédons monitorovdnd. U ndkierveh metod se provede paralelnd vioe reaket
v prohlubnich mikvotitmiénl destidhy. V takovém formdte separovand ndolaturnd mikroskopieke
sklidho se mide plendst du odddlenyeh profdubni nebo ve doteklnd formdt, kiery se detekaje §-
nak ne¥ mikroskopicky, jakn fo detekee AQ testern ELISA. Provedou se série méten! mnodstyi
amyioiduihn depozite v reakdni smdéal i vitro, zadting se ze zdkladut bodnoty, ditve uel probihne
rerkee a dale nisledule jedna webo vice testovacich hodnot béhem reakee, Antigen je moZné de-
tekovat barveniny, napfildad Suorsscening znadenoy protildthon proti A nebo jindho komponen-
tn amyloidnich plakdl. Protilitka poufivand jako politednl matenidl mide nebo nemusi byt stejnd
jako protilitka, v kiers se testufe jeji odsteafiujiel sktivita. Redokes vataend & xildudnd hodnott
héhem reakee smyloidaioh depraitd indikuje, o testovand protilitka ma odstrafugicl aktivite,
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Takove protiligky mohou byt g;mwkpmdabm pouditelnd pi prevenal nebo JEChE Albetmerovy
nobho jind amyleidogennd demogd

Analogové metody so mobon pouZit K festovdad protilatek 2a Gslom 2ilssnd aktivity pi odstra-
ndui fiugeh typd blofogiokyeh entit Tento tost se mide pouZit pH deteked odstrastujiol sktivity
proli libovelnema typu biclogiokeé entity. ¥ typickdm pb im{ie binfogickd sntita md ndjakou flohu
v Hidském nebo vifectn onemoondnd, 8&0&35&&@ sntita se mliZe pHipravit jako vzorek thing sebo
;miavma forma. Jestlize sy vyskyhge fako veorek thind, tento veorek s¢ ¢ vohodou nefixuje a
smo¥iuie rvchly piistup veorky thand a sabrafivde Konformaci Romponentl nachyinveh k zatise-
vind, Priklady tkénovich vaorkl, kierd se testovaly v tento test zahrnudl kit shonbushe bujent,

pre~Rarcinogerad than, thait obsahujiul benignd 2st, juko jsou bradavice » matefskd snaménka,

than infikovanou patogenimi organtenyy, tkah fnfilrovanon dndtivemi buikamd, (K88 nesousd
patologioke mutrice meal budhami (neptikiad fibrinden] perikanditida), (kdd nesoue! abergjivt
antigeny a gitevenou than, PHklady izolovanych blologieckych ently, klerd se mohou pousi, zabr-
ngji AR, virovd sntigeny nebo viry, proteoglykany, antigeny jingeh patogennich mikroorganiam,
nadorove antigeny & adhezival molekaly. Tabove antigeny se mohou ziskat 2 piivozenyeh zdeojd,
rekomsbinanind expresi nebo chemickou symézon. Vaorgk thind nebeo izolovand biologickd sntita
pftide do kontaktu ¢ fagoeytdraind budkami, Meré neson receplory Fo, jako jsou monocyty nebo
mikroghidlnt budky & protilathe, ket se testuje v kultivaloim médiu, Frotildtka mide byt proti
hmie;*zscke entitd v testu nubo proy antigens ssoviovanym s emiiton. Pord8il se v objekin testuje,
zda bistogivka entita je zdstupné fagocviovine § mtigenun Obvyvkle, atkoll to nenl nuted, proti-
fatka a hiokogicka entite dfive neZ se pridajl Sigoeyticke busiky (ndékdy spojend s antigenem) jsou
vedjomnd v kontaktu, Koncentrace biologieké satity a/nehe ssociovany antigen, je-li piitomes,
Ziistavd v kultivainim mddiu 3 pak s montiongge. Snffend muoZste] nebo koncentrace amtigenu
nebo asoclovand bologickd entity v kultivalnim médin ukazule, 2o protildtka vikazoiio! odstra-
fujict odezvi na antigen wncho asociovanou biologickow entity v kenjugael s fagocyrdmind
buftkami {popisue se napfiklad v pfikiady 14}

V. Pacientt podrobant &b

Pactenti, kel se podrobili 16008, abrouii jednotlives, jimE hrozl onemocnénd, ale nevykaruji
symptomy, stejad jako pacienty, ket i1 vvkazgii sympiomy. ¥V piipadd & izheimerm@ nentoct e
vybral paclent, klery jo v nebeeped, e trpf Alvhelmerovon nemoci, pokud Eiie dostatednd diow-
ho. Proto se fvte fmimiw msshiou aplikovat profyiakiicky na ohecnou popelaci, ani? je potfehs
shodnotat xﬁrumﬂ pacienta. Soudasns metody jsow avialtd pouditelnd u jednotlived, kerd veka
zujf geneticke nebezpeli Alzhelmerovy nemoni. Takovl jedinet wahrgi ty, ke maji pibuawy,
Kefl trpl timto onemocndnim & by, joioh? nebezpeti jo stanoveno aniyeou &,saetick}}'ch aubo
biochemickyeh markenl. Geneticks markery nebezpeti v pRpad® Alzhelmerovy newmoni zabrouii
pustace v gemy APF, oviadts mudage v puiﬂm. THT & 670 5 671, kierd jsou mmbmy gaim nustace
podle Hyrdyho a Swedishe (Hardy, TINS28, 184 (1997)). Heé murkery nebespedi jsou mustase
v genach presenilimy, PRT 2 PRZ a ApoB4, historie v roding t¥kaiie! se AD, hypercholusterolomis
sebo astheroskleriea. Jednotlivel trpfal Alzheimerovon nemoct jsou rossendviny sa zaklsds cha
rakieristiche demence, stejnd jake pfiommosti nebexpednyeh fabtord popsanyelt shors v fexty,
Navic pro identifikact jeduotiived, kieff trpl ALY je dostupnd fada diagnostickyuh testd, Tyte
testy zabwnuil mitent mmolstv OSG tan a ABSZ. Zvydend muolsivi tag 2 snifens nnoistvi AR4Y
enamend cnemocndnt ALY Jedsotlivel wplcl Alshelmerovon nemoc! se mohou také dagnostiko-
vat pouditim keitéeis ADRDA, jok se diskotuje v piikladech.

U pacientl, kteft nevyksanii symptomy, oo 106ba za8it v Hbovolném staf (mapfiklad v desett,
ve dvaceti a ve theeti etech). Obvykle viak nend vadit léchu d¥ive, nef pacient dusshne Styicetd,
padesdli, Sedesdtl nebo sedmdendti fot. Lécha v typickém piipad® vidaduje vies divek v uriitém
sasovém dacku Létba mide bit monitorovana testovinin protiltek nebo odeavami T bunsk
nebo B-bundk ma terapeuticke Sinidlo (napiklad peptid AD). Jestli®e odeava klesd, fudikuje se
posttovac divka. V pHipadé paclentd s Downovim syndromenm, Kéha mige 2t v prenstalnim
stédiu aplikact terapeutickeho Sinidla matos nebo krdtes po narozen.
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V, Lédebut refimy

Y pfipads profylaknickich splikact se farmacouticke gamsi:s“eékv by va ap%ikujf pucientov,
Sqtme « ndchylny nebo je v nebezpedt Aleheimerovy nemoct v ruuodstvl, kteed je dostateind, aby
eliminovaln nebio snizilo weherpedt, omezilo xamm onsmnendid nebo oddélilo profevy one-
mocndn, Merd zabrnal blochemickd, histologiuke symplomy a‘nebo symplomy v chovial, ko
plikacs & q&wsﬁaﬁkm anéd patelogicks fenotypy, které s projevyil béhem vyvije onemogndal
V plipad® terapeatickych aphikasi se ;‘msﬁkﬁm nebo Wéitva aplikuii p&um&m’; ktery frp nebo se
odekava, ¥ bude trpft nemoct, v mnokatvi, Kerd jo dostatelad pro uxdravent nebo alespod Sas-
tedndmu zestaveni symptomd onemocndnl (blochemicks, histologiche symptomy & syaystomy
ghovand), kierd sabwnuii Rosnplikucs a sprostfedboyvand p&iolum&e fenotypy pfi vyvagl snemen-
nénd. LT n¥kierveh metod a;xiei\a & Sinndla redukaje nebo elimimge myokognitival porachy v pa-
clentd, kioff jeftd mm&zj; vyvinoiou charakferiatickou patoligit Alehsimerovy nomoet. Muodstvi
adelovitnl pro provedend terapeuticks nebo profylaktické Kby se defimiie jako terapentivky nebo
profviakticky B6inmmd divke ¥V profylakiicksn neby teraprutickém redimu se Sinidla obvykle
aplikuil v nikotika divkach, a2 se dostatedng shtivuje tmanitni odezva. ¥ fypickim phipade P
witnf odesva se monitoruje, a jostii¥e imunityd ndezve sldtme, splikage se opskovana davka

Udtané davky prostiedki podle vendiezn pii 168hE shors popsanyeh stavh kolisali v 2dvisiostt na
Fade rhanioh faktonh, kierd zahonuif epliseby apliksce, cilove miste, Hralologicky stav pacienta,
zdn pacient Jo Slovek vebo zvife, ada se aplikail jiné Bky # wis lédha jo profvlakiiokd nebo tora-
pouticka. Pacienterm jo obvykle clivedk, ale mohon se take 18t avitate, kterd zabenyjl sransgenni
savee, Lédehnd divky je nuind ttroval, aby se optimalizovala bezpetaost & GSinnost. Muozstvi
imunogeny 2avisi na skutetnostl, zda se také aplikuje adjovans. PH nepfitomnosti adjuvans o
nuted vySHE dbvka, MuoZstel aplikovandhe ivnumgenn adkdy kolisd v rozment | af S pg na
jednohs pacienta & vive c;mvki{ jo rommezd 1 oa¥ 500 pg na jeducho pacisnts a vim:* abwkié i
roxmezf 5 aF 500 yg, vod s apizkmc Soveku njekel Jo modnd njekel aplikovat ¥ vy88 davka,
ktord se pohvbule v rozmezf 1 28 2 mg. V typickém pfipad® se pouliva divka 10, 20, 30 nebo
i pe. Koncentrace imusogeny také zdvisi na hmotansting pomdra eplopy xxmmag,mu v -

nogeny K hmotnosti | IRnOgRIE jako celka, V typickam e Fipade na ysdm ;m&mgmm RO
s poudiie 107 ak 107 mikeomoll spitopy Imunogemy, Casovy refim njeked salide v podstatd
kodisat jednon dennd, jednow za rok & jedaow 2a deset fet V dandm dnd, key se aplikoje davka
iogeny, ¢ pastentivi aplikude divka vyt ned 1 pg 2 obvykde je vySSinel 10 py, jesthiZe se
take apltkuie adivvans 2 wide byt vwil ned 10 yg a obwykle jo vyd8i neZ 100 pg, kdyZ s al-
juvans neaplikuje. Typicky redim sabvouje bnuniac, po kteed ndoledujl v Sasovyeh intervalech
zestlovact injekes. Intervaly mobou bt naptikiad & tydull, Jiny redim :mhmas;ﬁ imunizact ndsle-
dovanon zestlovacimi infekeemi, kiend se provadi o 1, 2 8 12 mésich pozdSil. Yiay redim ahrmge
aplikael injekor ka¥dé dva misice po cely Fvot. V jindm pipadd se postlujic! injekee aplikugt
nepravidedn na zékladd wmonitorovini imunitnd odervy.

¥ p*’i’;:sad% pa\iimi ianizace protildtkou roawesi davky jo od pHibBing D,0001 o 100 mpfkg 2

abvykiedi 8,01 a3 my'ke lesnd hmotnosty hostitele, Ddvky mpr{i\i‘u I mohon byt 1 mpkg 8
Jeard hmotnosti nebo 16 mgky Sleend hnotnosti nebo v rozmest | ad 10 mg/kg. Prikiad todeb-
aého redimu sabeanie aplikacl jednon we Ka¥dé dva tydny nebo joduoy za mésic nebuo jedwoun 28
kaddé 3 a¥ & mésked. PR adlieryeh metodich se dvé nebo vice moncklondlaich protifitek
s riznymi vazebnimi speciiitart aplikull soudssne, pFidem? v tomto pHpadd divia kaddé apliko-
vané protifitky spadd do omsdendho rozmed. Protilatha se obvykle aphikuje ve vies d’i&&mh
Tntervaly mead ) aﬁzwtinw i ddvkami mobou Byt tden, méste nebo rok. hntervaly mohout byt také

nepravidelng, ;}0@%@ sudfend muodstvl protilatky v kevi paclenta protl AR, V nttkterveh metodieh
se divka nastavila tak, aby se dosihls konventeacs protilitky v plazmg 1 a¥ 1 800 pp/ml 2 w né
kterych metod je to 25 a¥ 300 pp/ml V fodes phipadd se protilitha milke aplikoval jako formue-
£e s negyreire*m m wvolnénin, Dévka & frekvence kolisd v sdvislosti na polotasy rozpadu g}ro*zxm_
ky. ¥ obeendn pHpadd Hidshe protititky vykezall neideldi polotas vozpadi, pek ndsleduil humar
nizovansd protiliiky, chimérové protifatky a peotilitky, kieré nejsou Hdské, Dévka a frekvanes
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splikace mide kolfsat v 2ivislosti ne skutednostl, zds 1dba jo profelakticks nebo terapeutioks,
PN profylakiicke aplikaci se aplikuje relativad niekd davka v relatived Sastych intervalech po
dlouled Sasovy Gseh. Nikterym pactentdn so aplikuje 168ha po sbytek jejich Svota. PR Wrapsu~
tieke aplikact jo ndkdy nutnd relativad vysoka dévka v relativad kedthich imervalech &2 do oke-
miky, kdy se redukuie nebo ukond®l postep onemocnd®nf a s vyhadou dokad pacient vykanuje
Cistedng nebo aplné odstrandni symptoval onemocnénl Pak mb¥a pacient plejit na profylakticky
RN,

Dévky maldeovyeh kyselin hodujicich imunogeny jsou v rozmesf od 10 ug do 1z, 100 ng du
100 mg, 1 ug do 10 mg nebo 30 a2 300 pg DNA& v pi padé jednoho pacienta. Divky vhodoé pro
infeként vivové veldory Rolisaif od 10 do 100 nebo vice viront v jedné divee,

Cinidla vyvolivajiol imuniti odezvi 3¢ mohou aplikovat psronterdinim, topickym, intravends-
nfm, ordlnim, subkutdnwim, intrasvteridlnim, intakeanialnin, intraperitonednim, intranasdlnén
nebo piramuskuldmim splsobam vhodaym pro prodviakel a/nebo terapli. Nejvios typickdn zpit-
sobsm aphikace Imunogenntho Shddla je subkutbnnd aplikace, afkoli ostaind 2placby mohow bt
stejng Glinne. Daldim bngny gptisobem je intramushuldrni injekee. Tento typ injekes se v typic-
kém pHipad® ravede do svalil na padi nebo noze. PR aflderich metoddch se Sinidia zavadon in-
Jekad piimo do ardiid thand, kde so skumuloval depozit. Pikladers je intrakraniding injekee, PH
aphikad protitatky se prefernie intranuskulden! injekos na intrevendent fizd, PF odldergel mato-
déch s orlité terapeuticks g’ém‘:ﬂim&v zavad8il injekel pHmo do lebky. PR néMergch metodach se
protilatky aplikuif jako nepferuliovand avoltiovany prostiedek, jako jo napiklad Mﬁé;gmé

Cinidia podle vyndlezy se mobou aplikovat v kombinaci s jinvmi Sinidly, kterd fsou alenpod S
tednd Gdimné plt Kb wmyloidniho onemocndnfl ¥V piipads Alrheimerova & Downove syndronn,
kady se amyloidogenni depozit objevaie v moska, Sinidls podle vyndleeu se mohou také aplikovat
ve spisjernd s finyey Soidly, kieed avylali prostup Sinidel podle vyndlezu ples barisrn kreve-
mozek.

brounogenni Snidla podle vyadleny, jeko jsou peptidy, e ndkdy aplikaji v kowbinaci s adjuvans.
Y komtbinaci » peptidern s¢ mohon poailt riznd adiuvans, jako jo AR, sby se vyvolala imunity
aderea. Vyhodng adiuvans zvyiuje ntensiokon adeave ng imunogen, ani? zpdsobaje konformad-
ot zmday v imuvogeny, kiery ovitvige kvalitativaf formu odervy. Vhodna *zdgmmm 2abrru
hydroxid hlinity a foxforednun hlinity, ;z»-aiM}«awiwm} memiﬂsmr\ihpd A MPL) (popisa-
Ry dokumenty GB 2220311 {REBE Emmum( fiens Research Ine, Hamilion, Montang, nyud
souddst Cortxa). “rapraw& Stimudon QS-21 je triterpenglyvkozid nebo s&g:etmm frolovany ¢ kiny
stromy Cuillaja Saponaria Molina, kierd roste v Jizni Amerioe {popisuie se v publ ikaci Powell
and Newmann, Flenum Pross, NY, 1995, v dokumentn US 3 057 548 (Aquila BioPharmaceuti-
cals, Framingham, MA}. Jind adjuvans jsou olgje ve vodnich somlzich {jako je skvalen nebo ara-
Sidovy uiss:} v kombinaci se stimelanty nunity, jako jsow mumfe\f(mii;pai A {popisuic sx
¥ mhﬁa&a\,; Stoste ot gk, N Engl. L Med, 336, 601 (1997} Jind adjuvans jo UpG {popisue se

v dokunmentu W 98/40 100). V jintm piipad® AB se mide spojit s adjuvans. Takove sprjent by
viak neméhs podstang 2ménit konformast AR stejnd jako podstaty imunited odesvy ne AR, Ad-
Juvans se mike aplikovat jsko komponent tg.mpmmknha prostiediy s aktivndm Shadleny nebo s
witZe aplikovat oddélend, ﬁzm konlarence turspeutickérou Stnidlu nebo po feho aphikact,

Preferovand fida adjuvans jsou sole hlinfke (slum), jako hydroxid Winitg, fosforednan Winity,

siran hiindty. Takovd adjuvans se moliou poudit a nebo bex ;‘mmb spenifickyeh nunostin wlad-
nich Simided, jako ju MPL nebo 3-DMP, 3521, polymeni nebo monomsd aminokysehiny, jako
Je polyglutamové kyselina nebo pelylvzin, Jod tHida adjuvans jo emulze oleje ve vode. Takové
adpuvans se mohou poudft s nebo bex specifickyoh Imunostimuladnich Sinidel, jako J80u murse
mylpeptidy  (napfiklad  Neacstylowramyl-L-threonyt-D-dsnglntemin (theMPD), N-geetyl-
normuramyl-L-alanyi-D-soglatamin - {ner-MDP),  Weacetyhmuramyi-L ~atanyi-Disogin-
taminy-L-alanin-2-( P2 dipatmitoyt-sn-glysero-3-hydroxyfnstorviogy) othyvlaming (MTP-

PEY  Nescetylgluksastinyl-A-acetylmuramyt-L-A -D-isoghe ?~~~»§§a~«s:i;paimmma::mp}igsmid
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{DTP-DFP)theranidTH) nebo jiné Komponenty bunding stéay 'i&aimrii Emulre ol ve vode
salunud o) MESD (popisule se v dokamenty W 86/14 837} obsahuje § % shvalen, 8.5 % Tween
80 2 0.5% Span 85 {obsatuje rizné mmedsty MTR-PE), keré tvodf submikednové Sistive m
pouditi mikroflaidizéra, Jako je model | HW (Microflaidics, Newton MA), b) SAF, kuers obsabu-

je 1% skvalen, 04 % Twesn 88, § 9 p&xr sdeky Blokovany polymér L1271 g the-MDP, dad

mikroflaidizovany do submibrdnovd mmi:«m nc‘tm s¢ michal vorfessm 23 veniku omulze
s valkimi Sdaticend a <) 3dgmm¢m systém Ribi™ (RAS) {Ritd InvaunoChem, Runilton, MT),
Kty u?:ss&im;ﬁ 2% skvalen, 862 % “fwcan 80 a jeden nebo vice komponentt bunsing %em bak-
teril 2e skupiny ,aa:mu;zva mcmi@\mnibgm A {MPL), dinaykoldt mfha oy (TRMY g \i«i et
bunddné sty {EWH), pm@mz 58 ¢ g?i‘»ziiﬁm%iﬁmt MPL * Us‘e‘&s ii}em\. ™), Jing tHids prefevova-
nych mi;umw« je saponinove adinvans, jako jo Stinngd o (Q8-21, Aguila, Framingham, MA)
nebe 2 mich vytvofend Sastice, jako jo ISCOM (munstimuladal knmp}my} 3 ISCOMATRIX.
Jind sdjpvans zabroul Gplnd Freundove adjuvans (CFA)Y 2 nelplng Freandove adjuvans (IFA)
Jind adiuvans zabrmgi oytokiny, fsko je interfeubin (-1, (12 8 1-12), faktor stimuluiiof mak-
rofdgove kolonie (MUST, mkm: nskrozy nddorn {TNF}

Adjuvens se mide splikoval » Imunogenen jako jediny kompozice pebo se mide aplikovat pled
jmngensm, nebo 3a§<¢ konkurence a nebo pop a;:i;k,zu nunogeny. hnunogee @ adjuvans se
miohon dévkovat do steiné zkumavky nebe e mohou ddvkovar do odddtenieh chumavek a mi-
chat se dohromady pled poulitin, §amsm{zcra & adfuvany se v ypickdm piipad?® ball se 2nadkoy,
terd indikuje wesapeutickon aphiksci, Jestide se ounogen 2 adiuvans ball odidéiend, pak jedoot-
Hed balent i }padu.m \;zr&g;sadx sahrmgl instrokes pro smichand m‘td pouzitim. Volba adiuvans
a/noho noside ziledt pa stabili® imonogeen{ formulace, Kierd obsahuje sdinvans, zphisobu aplika-
ce, davikovdln pmm\ ffinnost adjevans pro véktere vekeinované dnghy a v Hdl farmsaceuticky
pigateing adjpvens, jo adinvans shodis pro aplikast iddeny {pim Freundove adpovans nent
vhesdng pro a.‘ghkau lidem, Vyhodae jo Alum, MPL g QS-21, Soulaan® je mudnd poudlt ded
nebo vice adjuvans, ?‘rsa‘%a-rm’m‘é kombinace salonuji sluos s MPL, alam ¢ Q521 MPL a 035-21

a alwn, (}w % MPL. Mit¥e se také ponZif neiping Froundove adhwvans (popisg e s& v publikaci
{hang ot al, Advansed Drug i)fhvew Roviews 32, 173188 (1998} v hombinaci s alum, Q8-21
a M?L # je mozaé pouzit viechuy juyich kowmbinace.

Cinidla podle vyndless se mohou Sasto aptikovat jeke farmacsutiokd prostfedky obsahuticl ak-
tivat terapenticks Sinidlo o riland jind Bumaceuticky piijatelng komponenty (pupisge se v publi-
kasi Remington's Pharmaceutical science (157 ad., Mack Publishing Company, Esston, Pennsyl
vania, 1980 Proferovand forma zdvisi na modu aplikace a forapentickd aplikave, Prostiediy
mohon také rshrnovat v zévisiosti ne podadovans formulact, frmaceuticky piijatelnd netoxicks
noside rebo fedidla, kterd se definall jako ndstroje b¥ang poudivand k formulaci farmaceutickych
prostfedich pro aplikact zeifet nebo clovke, Redidiv se vybralo tak, 2 neoviiviuje blologickon
aktivite kombinace. Peklady takovieh fedidel jsou destifovand voda, fyelolagicky roztok pufro-
vary fosforeénanem, Ringerovy roztoky, voziok dextrsdry @ Hankendy reztok. Navie farsssoen
Hoky prostfedek neho formudsoe niide ke zabirnovat iing posite, sdjvvaws seby netoxieks, nete-
rapenticks, seimonogeani stahilizgtory 2 podobng.

Farmaceutioks prostfedky mohou také zabrovat vetké pomati metabolirovand makromolakuly,

jako jaow proteiny, polyvsacharidy, jake je chitosan, Lwainm miéing, polvglvkolove kyseliny a

kupwiysrzs;w {iake e latexers fmkcionalizovand sefardza agardza, cehilden 8 ;:\,ﬁobm} posly
méri aminokyaeliny, aminnkyselinové kopobymery s Hipidové agreglty (ko jo kapky olgje nebo
fipozonsy). Navic tylo nosiée mohow fungovat jako imunostimalali | simdia (o fe jako a.égm ansy,

Y pipadd parenterdlnd aplikace se Stoidla mohow aplikovat jako dévky roztoks nebo suspenze
latky ve feziotogicky piatelnem fedidie s frmacentichim nositeny, kte sy sntde byt sterild
kapaling, jsko je voda, olgie, fvaiologicky rostok, g&\;wm% neho etanel, ve vhoded formd pro
zavedeni ¥ .mnm {, Prostiedky mohou navic obsahnvat auxiBdend Eatky, jako json smadect a szl
fikatni Sinidla, povrohovd Sinidla, latky vhodnd pro fprave pH 2 podobag. Jiné homponsaty far-
macestickyoh prostfedkd jo minerdlnd olyl, avifecibo, rostlinnshe nebo svntetickéhn plvedu. le

“ 3.
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£y mm}mex{i wratidovy olel, stjovy olej a minerdlnd okl V obsondm pHpadd preferovangm ka-
palnym nositens jsou glykoly, fake je propylenglykel nebo polyethylenglykel, sviad® v pHipads
roztokit vhodnyeh pro ravedent injekel. Protildthy se mohow aplikoval ve formé depotai injekee
nehe implantovaného pHpravky, Mery se nlide vyivorl takovim ?;knxebmm Ktery umoiiaje
nepfertdovand uvolndni sktival Mtky., Piklad prostfodkn obsshuje monoklondnt protiidtku
v konsentract § mgdmi, vytvofenon ve vodném putes, Kiery obasaligie SO maM L-histidin, 150 oM
NaCl, pfidemz pH se upeavilo HCY na hoduotu 6,11

Y typickém pipad? se prostfedky plipravalf v injektovatelng formé, bud juko kapslng roastoky
nebo suspenze, pevnd formy vhodad pro rowtok nebo suspensd, pled apﬁi}saai njekee se mohou
take plipravit kapelné ndstroje. PHpravky mobou také bt ve formé emulee a kapsal lipozomi
neho jake mikroddstive, j&kcs jsumu polviakud, polye ;ziv&{} id neho kopolymer pro zesflent ads
Juvanduihe dinku, ok se diskutuje shom v textu {popisuie se v publikaci Langer, Sclence 249,
LA2T (1990} a Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 87-119 (1997), Cinidla podle vyna-
fezu se yoohon aplikovat ve formé depotnd injekee nebo mplwntovandého piipravka, ktery mids
byt pfipraven takovim zplsobem, aby s umuodnile neplensdiovand nebo pulsatival wvolnéni ak-
sival slozky.

Daldl prostfedhy vhodud pro jind mody aplikace wahrnuii ordlnd, intanasalof o pulmondmi pro-
stfedky, &ipky a transdermdind aplikace.

Ciphy, vazebud Sinidla 3 posidh xahmull nepiikiad poltyalkylengivkoly a trighvesridy. Takové
Siphy se mwhou vyteoFlt 2o smésl obsahajicl akibvnl {atke v roamezd 0.5 a2 10 %, piden? se
upfednostiiyje 1 a8 2 %6 Ondlnd fornudace zabrmaji plnidly ggm jo manitol, lakidan, skrob, steardt
hoftiky, sscharin sodike, ecluldan & uhliSitan hofednaty, kierd svou Sistotou ie vm{in} pro far-
macentické pouZith, Tyto prostiedky jsou ve formd roziokd, xm;}mz; abdet, pituli, Kapaul, ne-

;}f‘emwwaﬁe se wvoliuiicich f{:srmu§am nebo pralkd o obsabufl 18 a% 85 9% sktivai slo®ky, apfed-
nostinge se 25 8 70 %

Pavrchovd api;&aw mife vést K iransdermadinimu nebo intredeemdindony ravedeni. Povichovy
aplikace se mide ;}mwe% S;}(ﬁm.ﬂ&)ﬁ aplikacf Sinidla s torinem cholery nebo s ﬁé’fiﬁkidihﬁ’mﬁ}*im
derivity nebo jujick podiednotkami nebo Huynd podobnymi bakteridlnfmi toxiny {popisgie so
v publikaci Glenn ot al,, Nature 321, 831 {1998)). Spoledné aplikace se mitie dosdhnoat pouitim
kompomentlt, jako jr sm® molelud nebo vazang molekuly ziskané chermickdn zesiténim nebo
gxpreai Msntho proteing,

Y fadn piipsdd s trnsdurmélnthe zavedent mide dosdlinont p*{;amaew k21 nebo powdithnm
transferozimi (popisuje so v pabliksel Fanl 2t af, Bur §. Imswol, 25, 352124 {19953, Cave et
al. Bicchom, Blophys, Acta 1368, 20115 {19981,

VI Dhagaoaticksd metody

Yyndlex popisuje mstody detekee imumityd odeavy pmfi peptiduy AS u pacients trpitiho Alshel-
merovonr nemort. Metody jsou aviai poufitelné pfi monitorovind pribéhu aplikovans 188by,
Metody se mohou poudit pfl monitorovdnt &:mpmmcfw 168by u pacienty e 5&?}};\{{31'3%‘ 2 U pacien-
17, terého s symplomy neprajevigi ‘»&emd} i€ mong poudit pHi moniforovand aktival imuni-
zave {napfikiad protifitka produkovand pit odezvé na aplikadd imunogeny) 2 pasival imunizace
{napitkiad méfeni pwolatvi aplikovang protifitky),

b Akyvnl bnurdzace

Niktore metody sahrgl stanovend zakladal hadooty innmitnd odezvy 1 pacienta phed aplikast
davky Suddla gammam této hoduoty s hodeotou imonitnd odeavy po 188he Podstatnd zv¥ient

{t je vy$8 ne fe typicka Yranios sxperimentabnd chyby pH opskovandw wifeni stejncho veorka,
%’X‘iaﬁ&i‘@ jake s(&aé&ﬁim odehyiku od primern takovich mefend) hodaoty signshh imuniing ode-
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Fvy vyatupu 3307 tival ehy {to rasmend, Ze aplikeci Sinidia se doséhlo imonitni odezvy nebo s
tato tnmumitd odezva ovilila) Jestlie hodnots fmunited odeevy podstaté neméni nebo klesy
indikoval se negatival vystuy &by, V obeoném phipadé se Gin\‘i’sf& Fo pacienti, kieff se podwibi-
N poditednimu pribéhy Jchy imsnngennim Sinidlem, wyharyfl av¥ienon nnmited odesva po
nasleduiicich davidek, kierd dosdhne pifmky. Aplikave Sinidla v obsonem piipad® pokraduje,
satimon fmuntnd odeeva roste, DosaZent stilé hodnoty je indikdtorsm skuteduostl, 2o aplikovang
¢ha mitge byt plerufona yebo se mide redukovat divka nebo frekvence zavedent.

V pripads Hnvch metod kontrolnd hodoota (o je primdend o standardni odebylka) nunitad ode-
sy se stanovi v pHpad® kontrolnd populics. V typickem prapade feduotiivel v kontrolanl populas
netyll difve edend. Mitené hodnoty iommitnd Gdﬁ?:\*} u pacienta po aplikact terspeatického i
dis se pak porovndeai] s honteodni hodnoton, Podetatnd avitent vitazens ke kontrolnd hodnog
{napfiklad vy38 ned jedna standsrdnt odehylba od primdngg s{x;m & pozitivatho vistup 168by.

Nedostatek podstatachy avydeni nebo snifent shumali mnamend negativad vistup 168by, ‘sphkam
Sinidls v obecndm pHpads pokraduje, zatimeo fmunitef odezea se zvyiufy ve vatalu Re kontrolni
hodnstd, Jako pied tim, dosadent stilé hodnoty ve vatahu ke kontrolnim hodnotim e indikéo-
ren, J¢ aplikace [66by se mide plerndit nebo se mitde redukovat divka nebo frehvence aplikace.

¥ jinveh metodich se 2 kontrobyd populace jodnotlived, kieff se podrobill 160h& terapeutickym
umﬁiam a Jejich? fnumitnd odervy na 168hy dosdhly stejod hodwnty, stanovi ¥ontrolni hodnota
imuniind odpovidi {(naptikied primded s standardai odehyika). Méfens hoduety Imunity Odpe
xedi u pacienta e porovasly s kontrolnf hoduotou, JeatliZe se u pacients naméfons renodsivi pod-
ststnd nebid od bontradni hodvoty (napfiklad vice ne? o jednu standardnd odehylkal, je nofad
esbu plerpsit, Jestile inmitnl odezva pacienta jo podstatnd pod kontrolni h.srsdfmtm:,, Faruduie se
vokodovan aphkm: Siwidla, Jesthide hodnota inunind odepvy pletredvd u pacianta pod kontrol-
i hodnotow, pak se wus! indikovat zmBna v rekimu 18¢hy, naptikiad poulitl odliiného adjuvans.

1) Hageh metod se u pacienta, kterému se neaplikule e, ale ditve se podrobil Jé¢bE, monitora-

je imunitai oderva, aby se stanovilo, pda je numé olmovit Kéba, Métend hodnota imunitad odes

avy © pacients so awide povovaat < hodnot imanitnd adezey, keré se dosdhie u pacienta po
predehozim pribShu lethy. Podstatnd snifond vaiadensd ¥ pﬁ?d hosimu méfent (o jo vel8i pel
typické hranice chyby v opakovaného mfen{ sticiného vaovky) indikuje, fo 168ba mife byt obro-
vena, ¥V jiném pHipudd hodnota namétend u pacienta se mide porovnat s kontrolnf hodwoton {pri-
marnd plus standardni odehvika) stanovenou v popalact pacientd po prodéldal ¥y, V jedm
piipadd oamdfend hodnots v paciesta se mitke porovest s kontrolni hodnotew u popalact profy-
labhtioky ofstfenvel pacientl, kief{ 2iatévall ber symptomil onemocngni, ¢ populaci teraprutioky
oletfenyel pacientd, ke vykaanii amiméni charakieristik onemocndnl. Ve viseh téchto piipa-
dech podstaing snizeni vatagens ke kostrolafmu mnolstvi (o je vive ned slandardni odehylka)
tndikitor, Fo odha by méla byt u paclents obnovena,

V¥ typickém mpsgda uerk} tkang pro aualvze jsou krev, plazag, sérum, hleny vebo cerebrospt-
salni kapaling pochdegiiof 2 pasisnta, V. zorek se anslyzoval 2a idelam stanovent imundtnd odszvy
na Bhovoinoa Sy peptidu AR, v typickém pHpad® AR Tonaind odeava se mie stanovit na
zaklad® pitomnosti napWiidad protilitek nebo T-bundk, Rieré se spesificky v&¥ na peptid AR
Metody ELISA detekujic! reaktivai T-baftky se popisuf shora viextu (v sekel definivel.
V ndktervoh metodich so innesitnd odeeva stanevi pouditio: testy odstrandal depozity, tak e pa-
pisuje v sekei T shors v textu. U takovich metod se testovany vaorek thind pochdzsiiet & pack-
enta nochd v kontaktu s amylotdnim deporitem (nepiikiad 2wyl PDAPP} a s fagocytdrnian
bustkamd, kterd peson veceptory Fo, Fak se monitoruje wistednd odstranéal amylondnibo (icmm:u
Fxistenve a rozsah odstrandnl poskytuje indikact existence & mundstvd pﬂ)&iia{ﬂn akinngch pi
odstrandvd AR ve vrorky thand testovandho pacisnta.

A
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¥ abecndm pripade gma*:&p} vhodnd proomonttorovind pasival imunizade jsou padobad t8m pro

meniorovan] aliival inanizace popsans shora v iexin. Protildthovy gmm ktery se vytvoli po
gasival imnzac, v typiokém pHpad® ohezaie bezprostindni pk immcmsaxe pmtﬁateix R 4
nasteduje exponencidind pokles. AniZ se a:pizkm_ga, dal¥i davks, pokles muofstvd protildtek dosafe-
ncho pred Medbou vobdobt od ndkoltka dof af redsicl advisd na polodasy roepadu aplikovand
profilatky. Napfikiad polodas razpada nékteryeh Hdakyoh protilitek jo kolem 20 dat,

U ndkeeryeh mutod se pfed aplikac provede u pacienta zikladat métend muo¥stvi protilitky proti
AD a drube mdteni se provede po aplikaci, aby se stavovil pik mnoZsivi protifitek, 3 pak se pro-
vedou dalsl miPend v weditysh intervalach, a%sv se monitoroval pokles mnodstvf protifitek. Kdy
mnodstvi protifatky poklesne na wdkladni hodnoty naz%}a ny hodooty, kterd jo pladem stanoven{in
procenten maximiinl hodnoty (naphikiad 50 %, 25 %5 nebo 1094}, “igﬁiikﬁji’ se dalii davka g}fﬁ?
fatky, Pri ndkterych metadach se maxindlnf hodnota 3 pak ndslednd midend mnoisivi porovnavd
s dfive stanovenym reforendnfm mnodsivim, aby se stanovile vwhodny refim pmwiakmke g fa-
rapeastioks imb} u pinyeh pacientll Jesthife mfend mpodsted protilitky jo podstatod nidst nel
referandnt hodoota (naptikiad o3 sel primdr minus stndardni odohydka referendal hodnoty u
populace pacient), prk se indikuje aplikace dal¥f dévhy.

3 Diggoosticks kity

Vynalez dile popisuje diagnostickd kity pro proveden{ diagnostickyeh metod popsanteh shors
Vet VY typichém piipads takové Kity obsahuii Saidlo, které se Spaéi?idx\f vike na protilitky
prott &1 Kit take zahrauje sradent, V plipads detekee protildtek proti AR suafend je v typickém
pfipadd ve Brmd wadendeh anti-idiotypickyeh protildtek, V pripad® detekoe protititel js Stmidlo
pledum vizdno wa pevad iz, juko napiiklad v prohiubaich titradnich destiek. Kity v typickém
phipade take cheahujl instrukee pro powitd kity, Piiloha mide ke zalimovat graf nebo finy sou-
hlasny redim odpovidajicl mnoZstvi mifend znalhy s muolsivim protilitek proti &R, Termin
wpifohs” zaamend Bhovolny paany nebo 2aenamenany material, kery jo priloden nebo finak
doproviad kit v bovolndm Ssse blhem viroby, transporhy, prodeje o pouditl. Napfiklsd toomin
«pitloha®™ snaroend refdamnd letdk a brofurky, phbalove materidly, instrokes, audic neho vides
kazety, poditalové disky, steing jubo texty Hiténé pimo na nbale.

Vyudler také popisuje diagnnstické Rty pro provedent zobrazeni tn vive, Takové kity v typickém
plipadd obsahuji protilitke vazanow na opitopu AB, s véhodou chsahuil ghyiky 1 23 10, Upted-
nostiuge se, aby protilitks byl znalens nebo aby kit obsshoval sekunddrnd anadict dinidln. Je
vyhodng, aby byl kit cenaden fostrokeemi pro provedend zobrazovaciho testu in vivan,

Vi obvseeni v vive

Vyndlex popisuje metody zobrazen! amyloiduich deporith & vive u pacienta, Takové metody
Jsou ponditeiné pl stasoveni a p{\wmmi diagndry Alzheimerova onemocndnd nebo ndchyinosti
K tomutis onemocndnd, Metodu je vapfildad moné poudit ¥ pacienta, kterd vyksenje symptomy
demence. JestliZe pacient vykazuje abnormalnl amyloidni depozity, pak je pravddpodabng, e trpf
Alchetmerovos nemoel. Piitomnost abnormdlelch depozitd amyloldu indikuje ndchyinost
k symptomatichému onsmosndsl. Metody jo modné také poudlt pro monitorovini postupy one-
mocnéni anebo odezvy na 168bu pacienth, w Meryeh se dfive diagnostikovalo Alshelmerovo one
mocnénl.

Mutody fonguil na edkladé aplikace Snidla, jako je protilatka, kierd se vide na AR w pacienta, u
po navazdnd Cinidia dochazi & detekel. Preferovant protildtky se va3 na deposity AR u pacienta,
antd se vaZou na polypeptid AP plné délky. ZvIsie se preferulf protilathy vizaiie! se na epitop
AP saminokyselivamt 1 a8 10 U nékterdeh metod se protilitka va¥e na epitop v amine-

B
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kyselindch 7 o 10 AR, Tabové progilathy se v typickém piipad® v, aniZ se vyvola podstatnd
sdezva odstrandnd. U Hoveh metod se protititha va¥e na epitop v ém}thﬁ\}i’eﬁfiii’}&bﬁ Fad 7 AR
Takové prtilatky se v typickém pfipad® val @ vyvolivall adezyvy odstrandnl ¥ AR, Odenve
adstrandni se viak g4 pledehdzet poudithn fragmentd protildtky, Rervm shybi honstantni oblast
phud détky, jako je fragment Fab, U nébterfch metod adkters pe <>sx§ifm mohow skadit jako 16
febmd a dmmwmaiw Sinidle, ¥ obomndm pi‘ipadc., profifitky vazaiind se na epitopy CHermingh
niho zbythe 18 AD nevykazaif sitay signal jako pru&&ﬁh s&mg:\, se na epitopy se ehytky 1 ak
1, pravdgpodobng proto, & memmnaim gpttopy ison v amyloidafm deporitu nepfistapad. Ta-
kesvé protifaky o mend vihodnd,

Driagnosticka Sinldia se mohou splikovat nravendan] mjekei do 1éla paviants nebo piime do
mozke intrakranialal injekel neho provithnin divy lebkow, Divka Sinidla by wila bt ve steindm
yozmezi jako v piipadé Kéehnyeh metod. V typlokém plipad? ee finidlo mnadi, atkoli ¢ nékieryeh
metod se pmmﬂrm Sturdle s aftiton pro AP nend mnaleno g sekundirnd saadict Sinidio se poudivd
k navizdni na primarnd Staidle. Volba znatky 28visi na eplsobu deteboe, Fluorescendan snadka o
vhodng pro optickon defekel. Pouditi paranmgnetichych wnadek jo vhodng pro tsmografickoy
deteket, anif je notnd chinpgickd intervence. Radicaktival znadky se mohou taks detekovat pon-
Fiin PET nebo SPECT.

Disgndza se provede porovndnim podty, velikosti a/nebo intenaity 2nadengho loku s adpovidaji-

oimi hoduotami zakladn! Hule. Hodnoty sikladni linde mobon repreventovat primdend haduoty

v popuiact 2dravyeh jednotlived. Hodnoty sdkladni linle mohon take seprozenioval ditvgjst

noity stanovens y \it‘\{mho pacients. Hodnoty zékiadnd Hnde se mohos stanovit u pacienta pied

mé@k. 1 163hy & méfend hodooty se pek srovadvagi 8 bodnotani zakladnt finde. Snizeni bodnot
denveh K signdlin wdkiadnd Hnle je poritival odesva ns 1ot

vziaZen

Prehled obrfzkdina vykrssech

Na obrdzke & 1 je zndzorndng titr protilassk profi ingekel transgennd mysi s ARI-A2,

Na obrazky £, 2 je wndzomén amyloidnd seel v hippocampuag, Procento oblasti hipekampélnd
oblasti cheazené amyloidaimi plaky definovantini reaktiviton s mwwoklondini protilatkon 3D6
spazotfickou pro AD se stanoviln potitadoven kvantitatived xobrazajicl analyzon imunorsakiivaich
mozkovych skl Hodnoty u jednothiviel my#l se roadiily padie Meebwech skupin. Hortzonmad-
ni Sara kaddé skupiny indifade stfedni hodnoty roxdient.

Na phrazku & 3 je zobravera nuuritichs degenerace v Lipgms’:a‘m pusy. Procento oblastt hpposam-
palnd oblasti oheazend degenerovanymi neurity definovandmi jojich reaktivitou s lidskou mon-
klovdld BES spesifickou pro AFP, se definovalo kvantitatival poSitaimunorezaktivaich mozko-
vyeh sekef. Hodnuty u jeduotlivyeh mydi jsou zobrazeny u skupiny 1&ené ANITYZ & kontrolnd
skapiny, Kieré se aplikovalo PES. Hotizontalni irs kasde skupiny ozsatuje stfednt hudnotn
Hidéni.

Na obrdrke & 4 jsou zobmzeny astrecyly v retrosplenidinim kortexu. Frocento plochy kortikalnd
oblast Gmamm ghidlnim viskniym kyselym proteinem (GFAP)-pozitival astrooyty se stanovile
kvantitativad gmiitax ovor zobrazovac! avalyzou Imunoreaktivaich mwozkovyeh sekel. Hoduoly o
jednotlivech mydl jaou rozdeleny podle Wdené skupiny a stfedut hodooty skepia jsou omaleny

horirontalnt Ssrcu

Na obrizku & § jvou zobrazeny geomstrické priméry titrd pr{}tiiéis:k proth AR pro munizact
v rozsabo osmi dévek ANIT92, kierd obsahuii 8,14, 0.4, L2, 3.7, 11, 33, 100 vebo 300 ug.
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Qbrdegk & & fzmmm:}a kinetiky protilatkave odezvy na imunivaci ANITSZ. Tiiry se vyisdry

‘l.
3

fako genmetrické primdry hodnot pro 6 avifat v kaddd skuping,

& 7 zndzoriuje kvautitation! melzn zobvazent kortikddniho mmylotdniho uzlu my$
vobly PRS a AN

Obriazek & 8 mdzoniyie kvantitativid analfey mobrareni satiového plakového axle w myi slet
Fenveh pBS a ANITE,

Chwedaak &, 8 endeorinie kvantitativad sualvau zobrazent procenta retvosplenidinfio kortexu obsa-
zeného astrocytizon u my§t ofetfenyoh PES 2 ANT792,

Obrazek 2. 10 zndzorfusie proliferatni test ymfoeyidt na slezinné bustky, kterd se ofetfily ANITIR
{hornt soubor) nebo ofetfend PRS {spodat swbors

Obrdzek 6, 11 andeorfye cellovd munstvi AR v kovtexa Grsf roeptyln jednotlivich profill v
mydt imunteovanyeh derhdty AR nebo APPPR kombinovand s Freundovwm adjuvass.

{Jbrdzek & 12 zndzoriuje snyyloidni wzs! v kortesu identifikovany kyvamtiiativel analyrou obraza
imwm&’ﬁa&if wnfeh mozkovyeh sekol v pHpad® myvd imenizovanyeh peptidovymi konjugdty AflE~
5, ABI-12 2 AB-12-28, apregity AR plad délky ANITONARI-A2) s ANISIS(ARI-40) & kon-
trosind S}'Etl}t}i!i:y sietiend PRS.

Obrizek €. 13 sndzoriuje geometrické priméry tmd protilithy specifickd pro AR v pHpadé ska-
piny mySi imunizované derivity AD nebo APF kombinované s Praundovim adjuvans,

Obrazek & 14 zﬁé;mmu} o m'm».kn primedry tind protildthy specificke pro AR v pHipadé skn-
piit mordat imusizovanych ANITH2 webo jeho palmitoylovanym derivitern kombinovanym
s adiuvans,

Olbrdrek € 15 (A af B) andzonige smodstv AR v kortexn dvandot misiol starveh mpdf PDAPP
oletfeny c§§ AMITOI neho ANISIE vitanymi adiuvans,

Qbrdzek &, 16 adeoriuje sfednd hodnoty Hind u awdl oletfenyeh polykiondind protititkon proti
AR,

Obrazek & 17 endzortuje sthednd hodnot tirs v oyl ofefenyeh monoklondal protiflitkon 1003
proti AR,

Obrizek & 18 andzoriuje stfedni hodnoty fitens o mysi ofetferrich monoldondlnd protiféthon P12
proft A8

{Hbrdeek £ 19 wndzorije mapn spitope: Omezenon Netermindlnd ndeevu, Séram opie cynomal-
s cdetsram vden 173 se testovalo fextem BELIAS prott efeli 10-méruich prxsa%nmcm. peptidi
(SEG T3 NG 1 a2 41), bterd phekryvail celou sekvenet ANITE2, Fvite & FI0920M zobramuie
reprezentativid M-termindlal omezenou odezvu ng peptid DABFRHDSGY {SEQ I Ny &),
kiery plekryvd amivokyseliny 1 ad 10 peptidu ANIT9Z, kterd se powsil jako nnnizadnd Snidio.

Osbrazek & 20 endeoniuje roapu epliopi neomesencs N-terminalnf odomvn. Sérum QPIE Y RG-
molgues odebrané v den 173 se testovalo testem BLISA protl sérit 10-mémich pesshujicich pep-
tictih (SEQHID MOz 1 ok 41), ktord phekeyeaii colou sekvenct ANI792. Zvife 8. FIONTSF zobrazuje
reprezentatival Netermindlnl neomezenoy oderve. Reaktivita jo proti dvdma peptidfin N-
termindluim & jednomu peptide Ctermindinimu s peptideny DAEFRHDSGY {SEQ ID N 83,
ktery pekryve aminokyseling | a¥ 10 peptidi AN1792.

3G
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Priklady provedeni vyndlezn

PFriklad U Profydakiicka icimnost AR proti AD

Friklady popisuji aplikaci peptidhe AB42 transgenni my&l, Ktord nadmérng exprimuje APP s wmuta
i v poloze 717 (APPrvar), Rierd vykaenjt predispozict & vyvall nelropatic pt\{iai'mé Alsheime-
rovd nemoci. Produbice a charakisristiky tSohio nuydt (mydi PDAPPY se popisuif v publikect Ga-
mies et al, Nature 373, 523 (19950 Teto avifata v Jefich heterozyeotni forme zadinaji ukldda AR
vi vekn Semt madsich, Ve vikn patndetl mdsioed avifaa vykazuil mwoZstel depozity AD shviva-
lentnd depozity, kterd jo moznd porzoroval @ Alsheimerovy nemuct. Mysin FDAPE se injeked
zaved! agregovany A nebo fyzivlogicky roztok pufrovany fosforelnanem, Agregovany Al
se vyhral na zdklad® jebo schopnosti vyvelat protilitky proti viee epitopln AB.

Al Muetody
b, Zdroj mySt

THoet heteropsmnich samic myst PRAPP se nshodnd roxnddliln do ndsledujicich skapiny desstd
nuydim se injeked zaved! agregovany A (odna mys & mifela pf tranzitu), pé‘\ii mySiny se injeked
zavedio PRS/adjuvans nebo PRS 2 desst mydi stoust jako kontroly, kiergm se inj jekee negptikova-
fa. Petl mydiem se wavedla injekee s peptidy, Kieré se piskaly 2¢ sekvense sérovihe anyt toidnthe
proteing (SAPR).

3. Fhiprava tounogend

Pfiprava agregovandho AB4Y: dva miligramy AB4Y (US Peplides fne kb, & K-42-12) se voz-
pustily v 88 ml vody g dcg?m%y se na objem 1 oml pfidanim 1 ml 1 koncentrovaného PRS.
Tater smds se michals ba vortexe a nechala se inkubovar pfes noe pi teplord 37 7C, cod jsou pexd-
minky, pi kteryeh dochded k agregact peptidu. Nepoudity A8 se uchovival jake sideny lyofitizor
vany pralek pfi teplotd ~20 °C a2 do doby aplikare daldi e elice.

3. Priprava injeket

Y piipadt kaddé injekee se 100 py sgregovandho AR4Y v PBS e jeduu wyd emulgovalo
v pomsey 121 s dplavin Freundovym adiuvans (CFA) do konedného objemu 400 1 emulee pro
pevnd imunizact, po dvou tdduech ndslodaje zestlovact divka, Kierd obsaluge stejné nmozstvd
immsmogenu v nedplném Freundowd adfuvans (IFA). Dvé daldi davky se podaly jeko IFA
¥ mwiémm fmtervaly, ¥V méaidnig intervaly se uskutedaily ndsledné innnvizave s S0Q subkrolitey
PBR. Injekoe se zavedly intraperitoncding {Lp.}.

tnjekee PBS sx aplikovaly podie steiného rozyrhu & mySim se njekel zavedia smés PBS/adhwvans
v poméry 121 v objems 400 pl pro ka2dou my¥ nebo SO0 pl FBS v pHpads kazde mysi. Injekoe
SAP se zevadiii podle steiného planu g pou¥itd divky 100 ul v jednd injeked,

4, Titrace mvdf keve, pHprave thand a imoenchistochemie

¥ ndevu vvedens metody se popisull v sekel Obeoné materialy a metody

B, Vysedky

Mysim PDARP se igekel zavedl mx@gmam A2, peptidy RAP nebo fyeiologicky roztok puft

rovany fosforetnanem. Skupina my3t PDAFP se také nechals bee aplikace injekes jeko poritivad
Lontraly. They myS agregovandho AP42 se monttorovaly kazdy misic od Stwtd poatlovact in-
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fehoe aZ do veko syl feden rok. Myl se wsortily ve vike 13 masol. Ve viech testovanveh
-’} e ¥ v’ ~ -

Casoch osm 2 devith my, kierym se aplikoval sgregovany ARST, se vyvivl vyeohy 6ty protila
tek, Kterd wlstivg stefny v pribihu série injeked (liry vyss nez 1/10 000}, Devitd myd méla nix
ky, ale méfitelay tir s p¥ibliZnon hodootme 171 (00 {abmnk &4, tabulka & 1), ."*zi\e?éx Kterym s
injeket saved! SAPP mély titry pro tento imunogen 1 1 (N0 a8 1 : 30000, pfitem? pouze jedns
myX piekrodils kodnotu tittw 12 10000,

Myst ofetfens PES go titrovaly proti agregovandmms ABA2 v Seatémy, desitéim & dvandotd mssicl,
Mysi ofetfend PBS v fadénd 17100, mi}z se titrovaly ot agregovandmu AB42, pmm\uw potze

Styfikndt hodnoty poradi| jinak vykazovaly ve viech Sasovych bodech hodnsz\ aidd nek jo Syh
ndsohek hoduoty posadi (abulka & 1) Odeava .a;:«mf;s..m na SAP byla sancdbatelnd v t8chto
casovyel bodech v pFipadd viech Gtrd nidlich, nef jo hodnon 300,

Sedm z devit nydi ze skupiny oletfend agregovinim AP42 vevvkazuif ve svém morky doteko-
vatelny amyloid. Naopak mozkovd thadl = my${ ve skupindch odetfenych SAP a PHES obsabovaly
velks mno¥stv] amyloiduich depozitd v hipoccampusy, stejad jako v pFedni 8858 moska, Patern
uio m; ‘}wE Rive) yw gaﬁm patem, Mﬁn' Wy ix&filﬁ :wawmem hmtm ¥, ;ms, mk mhr*m;e ohmzms
kterd se mwdf m;cw: Ags e.iE, s}&\mmai whm mdnhwam amy imﬁirﬁ uzwi, kiex} ae mss..hae:x
v hippocampuse, U my$ ofetfenyoh ABI-42 se identifikovaly tzolovand plaba,

Kvantitatived zobrazovae! analfes smyloldntho azlp v hippocampu ovefila dramatickon redukei
dosa¥enon u avifat ofetfenyoh ARSI ANITR) {obr, 2. 2). Stfedai hodnoty amylidaihs uala
¥ gﬁ“‘ipﬁ:ié skupiiy ofetfend PBS (322 %) a v pHipad® kontrolni skupiny (2,65 %) byl podstatnd
vyEM pe¥ ¢ mysi mnunizovanych ANTTHE (0.00%, p=0,0005). Naopsk stfedni hedmga v pHipads
skupiny inonisovand peptidy SAR (SAPP) byla 8, 74 %. Mozkovi thad = ngodetfenyeh kontrol
nich my$ cbsahovala fade amyloideich depowith AR, kterd se viswalizovaly monoklondint proti-
tatkou specifickon pro AR 3D6 v hippocampusy, stein jako v retrospleridlnin kovtexu. Podobny
patern amyloidniho depozita i modne wkeé vidst u wmyd mumizovanvch pomoct SAPP neho PRR
{obr. & 2} Mavie pro tyto pozdsiSt 81 shopiny jaou charglteristicks shrozitelnd podakupiny moz-
ka, kier ju modné kasioky videt v AD, jake jr vadid swlekulovd vestva hippocampdinilio gyras
dewtus, ve viech Robt tfech skupindeh.

Muozky, kieré seobsahovaly depozity AR také neobuabovaly neuriticks plaky, erg jsou v typic-
kém phipad® vizualizovany u mydi PRAPP s Hdshim APP protilatkou 8BS, Viechny mozky 2e
zhivajicich skopdn {}\k«}“ym se igokel zaved! SAP, PBE 3 kterfm se neaplikovals 3ddnd fnjekee)
vykazovaly Yadu neneitickych plakd, které jsou typickd pro neclietfend mySi PDAPP. Maly poder
mearitickyeh plaki vykande jedna s, ktera byls ofetfena ANITY2 & fednn seskupsnd dystrofic-
kych seurith se gisttlo o drahg mySt ofetfend ANITOX Analvey mizsrazem hippocampsn iﬂb{a«
wené na obrizku & 3 demonstrovaly odstranéni dystrofickgch newritl o my# ofetfonych ANI?
{stfedni hodnote Q.00 %) ve srovndni srecipienty ofefenimi PRS {stedni hodnista .28 ‘i«&g
o0, D005,

Skuping, které se zavedio injekof ARI-42, také v morky nevvkazuie plaky spojend se simdrem,
kterg jsou charskteristicks pro astrooyty. Mosky z owvdi v m}ah skupindch obsahovaly nadby-
tedné a Klastrovand sstrocyty positivid na GFAP, ke jsou typickeé pro Af plaky sgmmr
s glivzow, Sonhor skditek, ke reagovaly s GFAP se obarvi ty Thicflavinsm 8, aby bylo meind
tokalizovat deposity AR Astroovty pozitived na GFAF json spojeny » plaky AR w my$i ofetfe-
nyeh SAF, PBS o neofetfenyeh kontrod, Zadné takove spojent sg nez;mﬁiw gy oletfenyeh
ARE-A2, Které nevykangii plaky, zatineo u jedné my&i oletfens ANITO2 se identifikovals mini-
mdind ghdea spojend s plaky.

Zobrazovac! awalyza, wvedend na obrézke & 4, v piipadd retrostenidlnibo kortexu, ovitile, e
reduboe v polty sstroeytl je podstatnd, kdvd etfedni hodnota § i L5 %, u my¥ ofetfenyeh
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ANTTOY ve srovadnd se stiedni hodwotou w8 ne¥ § 96, kterow wykarufi skuphty numizovang
peptidy SAF, PBY aebo neoferfens skupiny (p=0,0017)

Ditkeaz prchireiiel = myd ofetfenyeh ABL-42 2 FBS indikuje, &¢ imunoreakiivitea MHC H spiyje-
né s plaky nend g)“i*{}mm HEOVTR &iewm s dnfekef zaved) ART-42, co je stuind jako nedostatek
zandthivé odervy vatadend K AR

Sekee mySich morkd také resgovaly » monchiondinimai provilathami, ke jsou specifioké pw
monoklondlad protilitky specifickml pro MAC-1, cof je bunding povrehovy protein. Protein
MAC-T (OO Sen radiny intogring 8 existule ks hx’im@{?u‘i’m s CDVRL E\Csmgﬁm TS
CDIY e pftomen ua mmmw{mh ﬂmkrsﬁ\ie&&.m neutrofilech a phirozengeh Emyeh buikach
(Mak a Shoad). Rezidentni bundiné typy reaktival s MAC-1 v mozky jsou prav da;}néobm k-
roglia zalodend pa podobad fem'«y\pis.‘iu morfirlogh v sekofoh, klerd imamalogieky reaguji s pro-
teinem MAC-1, Zoadeni MAC-1, kierd se spojuie s plaky, byl niZdl v mozke nuydf ofetfengel
ANTH2 v srovadnt  kontrodnd :»ku_g}iama sdetfonou PR, pfilem® se zjistilo, 2o souvist 2e sku-
tednostt, 2o wedochint k indtive odeavd vyvoland AD.

Q, favér

Nadostatek plaki AR a reakitvnd newrondlal & ghiotick$ 2mény v moske mydd, Kerym se igekot
zavedlo ARI-42, ladikige, 56 se v jojich movku uloZilo extrémnt mélo smyloldu nebo depozit
asexistuge, takd aedochazi k vushyte patologickych adaledkd, jako ja glidza 2 neuritickd immiw
gie. My& PDAPP ofetfond AB1-42 vykaauli v podstatd steiny nedostatek patologickyely jevd
jako kowtrolnd netransgennt mysi, Proto injekes AP1-42 json vysoce féinné pH prevenc ukladdn
nebo odstrandnt Hdskéhe AD = munzkovgeh thani s pii eliminac] ndsledayoh nenrondlnich 2 zandt-
Hivyeh degensrativaich smda. Pak aplikace peptida AR so mil¥e poudit pfi prevensi a REbe AL,

Priklad 2: Studie odervy na dévke

Skupiny obsatugiic! samice mydi staré pé tydad Swiss Webstor (N=6} so yunizovaly 308, 108,
33, 13,7, 1.2, 0.4 nebue 6,13 ug AP, ktery se vywvolil intraprritoneding aplikact CFAAFA. TH
dévky se aplikovaly v tfdennich Intervalech 8 o mésis pozdsii se aplikovale Stertd ddvka. Prvni
davka ae emulzitikovala s CFA a shyvajicl davky se emulziftkovaly s IFAL Krev zvifal se odebra-
fa 4. a% 7. den po keddé Imunizect, pHtem? msPeni titrd protilatek se zadalo po drohé daves, Ivi
Yaitim v souborn ¥ shupin, Kierd se fmunizovala 11, 33 nebo 300 pg antigeny, se dale odebirala
krev v misidnich fntervalech po dobu Sty? mésiel pu Stvid manizani, pﬁf&em;?: se monitorovsi
porkles protilithové odeavy v roomesd dévek inunogesnich formutac, Témio avitatlen ae apliko-
vala konednd pad bmonizace v sedmém ol po satitku studie. O den pozdd se avitata us-
itz 1 mEAly s protifitkovd odeavy ne ANTTR2 a provesdly se toxikologichd analyzy.

Pokles adezvy na dévie se pozoroval od 300 do 3,7 kg, anik dochézi k odezed na nejnidit divky.
Stiedni hodnoty titrd protilitek jsou po thati (izwm fiblidng 11 000 & po 4. ddves, kterd ohsabo-
vala piiblidng 11 a2 300 pg antigenn, piiblizns L 3{} 00 {popiside se ng obrdsku & 3)

Titry protilétek dramaticky roston ve visch piipadech, Nixkd protilitkovd odezva se detekovala
myd, kterym se aphikovala divka 04 pp antigens. Skopiny myst, kisrym se éx?%ik&"\e‘&%u t2a3

1te sntigenn vykazovaly porovnatelnd titry s GMT pibliing hodnoty 1 000 & nejvy3si dyf divky
xp{};m» sGMT piiblized 23 000 svyjimkon skupiny sddvkos 33 g swiZsl hodnotoy
GMT 3000, Po dtvitd imunizact tist titrn byl o vitdiny skupin sim@# Ve skupinacl s mis
ddvkon stigene od §.14 do 11 g je modné vidit jasnou odesvy na ddvia, kiers se gmiw&tgt
v rozsahu Fades detekovatelnd protilitka v pHpads recipientd 0,14 pg a2 GMT 36 DI v piipade
rexipientyi {1 pg They v phipads Syt skupin g m:;xyw ditvkow 11 a¥ 30 pg jsou sdradovény
dohromady, Po dvou imuntzacich thir protilitek 2avisi na davee antigems po oxlém rozmen od 0,4

e
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do 300 gg. Tret innmizacd tiry nejvyssich So¥ divek byly viechny srovaatelné g po daldf imuni-
zach mistaly na si8 bodnotg,

Mesic po dtynd imunieael byly Gty dvaledt oF ket vi3S ve skuping, kieré se aplikovalo
300 pg ve srovndad s titey mfPentay 2 krve odebrand pét dof po Imusizact {obrdeek & 8). Totn
pozargvani naznaduje, fr maxinnem ananmestickd potifitkovs sdervy se objsvile pozddii ne
pit dnd po imuniact, Nejmeod avyBent (80 %) bylo moZné usnamenat ve skuping, Kieré se apli-
kovalo 33 pg. Ve shuping s davkou 300 gg ve dvon méainivh po poaledad dédvee GMT blubose
pokleslo o pibliznd 78 % Po dallim mésicl byl pokles méng prodky pfibliZn 43 % (100 pgd s
plibklizng 14 % v pripade désky 33 3 11 g Pak rycldost poklosn trd cirkulujicich protildisk
nasledujicl pferuleni imunizace se jevi, ¥ probibd ve dyvou Sirich se strondm poklesem v prenin
mésfol po maximiinl odeavi & pak nasheduje mirnéis vyehlost pokiess

Titry protilitek 2 Kinetiky odezvy v téchto mysi Swiss Webster jaou podobad #m n misdveh
heternzygotnich transgennich mydi PDAPP imunizovandch paraielnim zplschent. Dévky dfmmé
peo dndaket inwniind odeavy u Hdi jsou v typickém plipadd podobid davikdm d2inndm u myil

Brikiad 3; Tostovin{ terapeotickd innost proti AT

Temto tost se navehd ek, aby s u imusogeanich dnidel mobily testovat aktivita pfatevivaiivich
nebo vratmyeh nes srasmmiog ckyoh charaktaristik AL o starfch syvifat. Imanizace 5 AR o délee 42
aminokysedin (ANT792) satala v dobd, kdy joouwd v nmz&u mySi PDAPP ;srzmmn}- amyioidsi
plaky. '

Y pribdhu 10 studie sv v neoletfenveh vl PDAPP vyvinuls fade vewrodegenerativaich zmds,
ktsed ox prdobaly S vyskytajichn se v piipad AD (popisuie se v publikaci Games st gl Natu-
re 373, 523 {1995} a Johnson-Wood et al, Proc. Natl Aced. Soi. USA 94, 155615558 {i‘?‘}?h
Uklddant AR do awmyloidnich plakd je spojone s degenerstivai :@gmm,ﬂm odesyvouy, Merd zhoma-

e aberantnd axondlni a dendritické clementy, které se naxyvail dystroficke neurity. Amyloidad

é&;}@zm kterd jxou {}&Mug‘m} 2 take ohsahujl dvstroficks neurity, sy nazgv ajf neuriticke plaky.
U mySLAD 2 PDAPP majl dystroticks neurity adlitnow globurding strukdury, jsov mwmorsaktivai
s¢ scuborem protilitel, Merd roverndvai{ AFP g wfosisx?eiwx‘ keanponenty 4 vykangi iwmgsi&mi
subbunéing degeoeratival zmény na Qrovnt u§mmm§mm Tyto chamakieristiky wonziuil selek-
tivnd 2 reprodukovateind a pro nemoe relevantnd mfend torby newritickyeh plakd v mosky
PDAPR. Dyatroficky neurnndlnd komponent neuritickyoh plakd ?‘B‘A?P e qnaénw vizanbizovated
ay s protifatkon specifickon pro lulsky APP {monoklondlnd protilitka 2§.,:>} a je soadne odtitelnd
poditadovon analyzou zobrazsnt, Proto vedle mdfon! 08kl ANITI2 na tvorby amyloidaick pla-
kit se sledovaly dinky této 18y va vyvnf neuritivkd dystrofie.

Astrovyty 8 mikroglia pog jing ne? veuronalnd batky, kterd vdpmiﬁa ¥ a odraZell stupelt poko-
zend neurpnl. Astrovyty pozitivel na GFAP 3 mikeoglin powitival ns MHC-IE se v phipads AD
bdEnd \fwkvm;i 1 ee;wh aktivace se zvySuje spoln 8 vidnosti onemocnénl, Proto jsme také moni-
torovaly vivey resktivai astrocyidey a mikroghitey v my¥ oletfenyeh AN T,

A&, Materidl s metody

£ Charles River se ziskalo R48 heterozygotnich samic mydi PDAPP ve véku 11 a3 11,3 misfed a
ndhodnd se roxdlily do dvou skopins 24 my$ se bnunizovalo 100 gg ANTT92 2 24 mydi se ima-
mzovalo PBS. ANITE2 2 FBS se kombinovale s Freundovim adjavans. Skopiny imunizované
ANLITOZ 3 PES s dile roxd@lily, kdvi dosdhly vike pfiblidng 15 mdsiel, ¥ I35 mdsicich vika
piiblidng ;mim'ma kaddd skupiny zvifal odstfontoh ANITO2 a PBS s u\szmna {10 2 9, 2bviek
pokradoval v imunizsct a¥ do uhondeni v prxbhzx*e 18 midsiod (n=@ a 123 Behew studis zemieln
colker § zvifat (5 munizovanyeh ANTTO2 3 3 imnmbrovand PRI} Vedle imunizovanyoh avivat

.
e
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jsou pro ;ﬁommm: v BELIAS ‘iﬁft«m sahrnuty nesdetfend my$ PDAPP ve vike jadnoho roku
(o=, 15 mdsiod {a=10) 8 18 mésich {m“ 10}, aby se molilo 2onsfit nmoZstvi AP a APP v muzka
myM. ¥ inwnobisiochenucks a:m‘iy}z o mahenuta take mvivats stand joden sok.

Pl

Pokud neni uvedens jinak, metodologie byls jeko v piiklada 1 Peptidy ANTTOZ 2 UN Peplides
fot 12 & California Peptides ot MEOI39 co poudily pit piipravd antigens pro Sest imunizach Kierd
se aphikovaly pred dosagenim 15 mésich. Peptidy California Poptides tot MEG338 2 MEQA3S s
poudily pro tH dulS imunizace, keerd se splikovaly werd 150 18 mésied,

Y opHipadd bmunizace 100 pg ANITSL ve 208 pl PBES nebo vsanotnd PHE se emudgovalo
v pomdrg 11 {vobvol) s Gplym Freundovim adjuvans (CFA) nebo s nedplaym Freandovym
adpsvans (IFA} nebo PHS v Konedadm s}i}gmu! 400 . Prewd tnonizace s¢ wgvedla s OF A, Rierd
se pondiln jsko sdiovans, dal¥f Sy¥ ddvky se aphikovaly s IFA » konelng Sty divky se apliko-
valy 3¢ samolnym PRS, ani¥ se pfidale adjnvans. ¥V pribdhy sedmi mésied se aplikovalo colkem
devét fmunizac! ve dvoutydennich intsrvalech v ptipadé prenich tech dévek o ehfvajicl mjehee
se aphikovaly ve Syitydennim datervalu. Skupiny, Mesé se Wiily pouze Indl misice, se vemniily
ve vike 15 msfod, se padrobily poze prenim § inunizacim,

o
o

B, Voslediy

L%

1. Liﬁmk\ EShy ANTTOZ na snylowdnd ude

Vysledky éhy ANTT2 na kortikdlnd amyloidal vzel stanovens Kvantitstival robrszovact sualy
zou jrou uvedeny na obrizke & 7. Sttedni hodnota v pipsdé kortikdindho amylotdutho uale byla
{3.28 %% vi skuping nendetfanyoh muySi FRAPE o véku 12 mésiell, Uvedend hodnola reprezentujs
vtk plaki o myd na zaditke shudie, Zo 18 misied se amyloidni uzel ov8Eil vio jok 17 kedt o
4,8 % u myl oletfenyeh PBS, zatfmon 1 vl ofetfenysh ANTTRY sy amylotdnl urel amensil
pouze o (.01 %, co2 e mateing ménd ned o neodetfenveh mySt ve véku 12 mdsion & ve skopiné
v otetfensch PRS ve vékn 13 a 18 mésiot. Amyloidni uzel se podstatué redukeval u recipien
2F AMITOZ p S 15 misiod (96% redukee, p=0.003) 2 18 mésich (vice jak 99% radukee,
p=0,0062).

Y typickém plipad® kortikalni amyloldni depozit w myii PRAPPE 2adal v pledaim a vetrosplonidh-
nim kortiku (RSC) 2 pokradovs! ventralnfm-laterdinim smérem, aby zahmoval feruposdlo a en-
torhindini kortiky (BCL VEC o 12 msicd starveh wvdl se nexjistll 2aday nebo pouze malé
maceistvl smyloide, o2 odpovidd viku, ph kterdos e poprve aplikoval ANITRL Po dtyfech me
sivich Béhy s ANITH2 s velice snizile widddand amyloidu v R8C o postupnd zabmuti EC bylo
zoela elinvinovire Kdbow s ANTTIZ. Porddill pororovani vykaagje, 3 ANITOL roels zastavil
postup amyloiduich depoxith, které v normélnim phipadd pokralivie v temporilain 2 ventrdinim
kortiky, stelud jako trvald nebo modnd veatnd okiadind v REC,

¥

Yyraznd sscmix;«, Sy ANIT2 na vive kertikalntho smyloidnibo vzle v oy PDAPP jsou dile
demonatroviny shupino mysi ve véka 18 meafud, hteré se 168y po dobue sedui miésied. Skoro
Gplud absence kertikalniho amylddde se giistila v prapadsz miyEl ofetfend ANITRI, plilem Gpind
chybi difbeni plaky stejng, jako se redukovaly zhuinénd plaky.

2, Lécha s AN T2 spojend s bundfndmi s morfologickymi zménan

¥ oblastech movku, kieré v typickém pHpads ohsalwi smyloldni depozity, se nadla populave
bunsk pozitivoich na A Plekvapivé v nékolika mozcich z recipiontl ANITHZ 2¢ nadlo vehwi
male nebo Fdné extrabunding kortikalnt amyloidui plaky. Ukdzalo se, ¥ vitling AD imunoreak-
fivity jo obsa¥ena v buiikdch velkym lobulionim nebo sahromadingm soma. }"mﬁtmukv vt
buitky tvofl aktivevand mikroglia nebo monoeyty, Tyte budky trunclogicky reaguli & proti-
fatkami, bteré roverndvali ligandy sxprimovans aktivovanymi monocyty & mikroglhiem { MHC Hs
CD1h a jsou pifezitostnd spojeny s¢ sténon nebo s lameneny oév. Porovndni pfilehiveh sekef
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afengeh pmi‘iiétkmni kigrd jsou specifické pro AR a MHC-II ekdeale, ¥o podobnd paterny
Wohto bundk roveandvaii obd Pidy pwt;is;ia& Detailnf testovint moskd oletfenyel ANTTOR ukg-
2alo, Jo buthy pozitivol na MHC 1 jsou omezeny na blizkest Hmitovandho amyloidi, kery shy-
vA v téchto pvitatech. PH poudivanyeh fixatnich podminkach buttky ngjsou funoreaktival s By
tilitkanmi, kterd rozesngvail zgaﬁd}, T busiky (T3, CH3e) nebo B bwiky (CD4SRA, CD4IRE)
nebo antigen bIny pro beokoovly (UD45), ale reagovaly s protilithon, Kterd ropsendyd teukosia-
Ha (CD43), ktory 2kFiZens reagije 8 monocyty. U Rédné 2 sy ofetfervch PBY se nenally tako-
v bty

My¥ PDAPP pravidelnd vyvijolf @8ky amyloidni depozit ve vndiil molekadové ersivd hippo-
kampalntho gyrusu dentate. UkRidand tvofl ietelnon frdzdu v suboblast, kteed v klasickém pife
pad® cheahage amyloidal plaky pfi AD. Charskteristicks objeveni wohto depozith w myii ofetie-
nysh PBY s pwd\}i}ﬁ objevent depositly difve charskterizované u neoletfonyeh myd PDAFP.
Uikladéni amyloide zahrauje difeni 2 zhutnénd plaky v nepferaiovandém prohu. Naopak u fady
mozkl 2 my8 ofetfonyeh ANITOZ by se mél tenio paternt drasticky znénit, Ukladint amyloida

v hippocampusn dale neobsahule diffzni amyloid a pruhiovy patern byl weels poruten, Je pri
tomno fada neobvykdyel aviramndngeh sirukiur, kterd reaguii s provildtkand proti AR, nékolik
z wich json bafky obsabujiof amviold.

U vt ofetfengoh ANITOZ se Sasto pozorovaly budiky povitivaf na MEO-E v blizkosti extra-
hundlného amyloide. Patern bundk, kterd jsou AD poxitivad, byl velmi podubnd u nékolika moz-
kit 2 my$t oletfenyeh ANITOL Distribuse téchio monocytickych bunék se omezila do blizkost
glnZencho amyloidu 1 byl 2cela nepfiiomma v jinyeh shlastech mozku, kierd neohsahoji plaky
AR Bonfokdlni mikroskopie sehel snadenyel MHCH & AP vkdeala, Yo material plakt byl obsa-
Zen v muoha wionocytickyeh hudikach,

Jend inmporeakiivite v RSC a h‘ip;mcmapu my,s.i x}sc,tm}}fch AN] \',‘33 ve srovadai se s}oupmma
ofetfensu PRS, kierd dosdhla podstatnostd pi miend reaktivity MAC | v hippocampusu.

Tyto vystedky indikuif aktival odstrandnd asayloidu v oblastech mozku nesous! plaky sprostied-
kovang hudikanet.,

3. Udinky ANTT9Y na muogste Al stanvvendm v testu ELISA
a} Kortikalnt mnodsivi

U neodetfenych my$t PDAPE sifedn{ bodnota manodevl celkoviho A v kortexa ve 12 mésivich
byl 1 500 nglg, v 1S misicich varostle na 8 700 ng/g {tabulka €. 2). V 18 mdsicich hoduota byla
22 000 ng'y. Bber pribdhy experimenty hodnota varostla vie jak desetkrat. Svitats ofetiend
RS Wk&x:uﬁ v 15 mésivich velkove muoZstei AR § 800 ngfu. Toto muodatvi vevostlo na hoduetu

19 D00 ng/g v 18 miisicich. Naopak avifats ofetfoad ANIT2 vykazafi v 15 miésikeich o 81 %
raéng celhovéhn nuwodatvt AR (1 600 ng/p) ve stovndnd 3¢ shupinon Innanizovanou FBS. Podstat-
i niES maoketvi celkového AR {p=0.0001} (5 200 ng/g) s giistilo v 18 m¥afeich, kdy kdy® se
porovadvaly skupluy sistfend ANIT92 & PBS (tabulka & 2), co¥ reprezentuje 72 % redeked
mnoZeivi AR ktend by bylo finak pHlionino. Podobng V}x&ivsihy se ziskaly, kdy¥ se porovnaly koe
tikdlni mooZetvi AB42, fmenovid skuping, kievd se ofefitly AN1792, obsahuje dalcko ménd
AL, ale v tomto plipadd roadily meal skupinami olctfenymi AN1792 o PRS byly pudetatné
v 13 mdsicieh {p=0,04} v 18 rdsioich (p=0.0001, wbutka &. 21,

¢
(VS
L
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Tabulka & 2: Prisndras moodstvi AR {ng/g) v kortexa
ineofet Fang ' PRS ANLTOE
aSk callbsm :\ﬁ*fkd I {1 it@l\q‘m %yg}ga {1e} ‘ malhken Aj4z {n}
T TTTITTRGS T TEEE ] (10) ‘
15 TR TR0 18 300 TTIEY e e0 |7 abo 1{ay i end (izent {im
18 22000 18&Gﬁ:{ii} 19000 15§6@1{123 52007 140007 | (91

*p=(, 0412

o g
Feresily 46

by Mnodstei hippocamypusy

U neodetfenveh myS PRATPP stfedni bodnota mnokatyi celbovéhn AD v Rortexs ve 12 meicich
byla 13 060ng/g v 15 mdsicieh verostla na §1 000 ngfa. V18 msicich hoduota byla 81 008 Ilg;f
;\zabuika. & 3) Podobng, avitata odetiend FRS vykazuit v 15 msicich hodnoty 40 000 ng/g a v
mésicich hodooty 65 000 ng/p. Naopak avifata oetfena ANI Y2 ¢ 18 mssiofadt vy kamgi h@s:im*u
posdatatond piZ8E ve srovndnd se skupinow munizovanon PBS (p=0010%, tabulka & 3} Mafeni
AT dévd slejoy patern vysledidi. MnoZstv{ vt shupin® ofetfend ANITHE bylo {iﬁﬁ&"ﬁﬂé niFs
ned ve shuping ofethens P {38 000 ng'y verzas 57000 g/, p=0.002) it 18 msialm vivel
{tabuika & 3},

Tabudka & 3 Primémd smozstvi AR {ag/g) v kortexu

neodstiend PEs ANLITe2
vek elken fafign L) celkent ingan | {vd celkem tagan | {m
12 L5500 [ 111008 | {10} o
15 URYS00 [A4E0H TGy UTANIEG (35,6 187 (24,50 (22100 | (a0
18 ROBOO | 64200 | 1101 | 65400 (57,10 1(12) 50,90 38900 | (%)
e

ot

Y5

2

ﬂ‘{}‘::{} s O

%

e, 28

’u‘r

{¢) MuoZsivi v moradky

U neoletfenyel wmydt PDAPP prilmdma hodoots cercheldmiho moodstvl celkového A ve 12
mdsioich byla 15 000 nglg {m&ui&a 4LV 15 mdsicich priméms hodnota serostla ne 28 ngle
Y 18 msicich hodnota byla 35 ngfy (rebulka & 3). Zvitata ofetfend PBS vykazuji v 15 méaluich
hodusty 21 ngfs 2 v 18 mdsicich hodnoty 43 npf/e. Naopak zvifata ofetfend ANIT92 v 15 mési-
cich vykaznji hodnoty 22 ngfg celkoveho AR a podstamé niZsi (p=0.002) v 18 mdsicich (25 ng/y)
ned odpovidajicl skupina PBY (labuika & 41

~ 3w
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Tabulks & 4: Priindrnd mnoZetvi AR (ng/g) v mozatku

nuofebfend | PR CIANTTAR
ik selkevy {ind  loelkovy | (nl celkovy | {n}
ag A§ AR
12 15,6 {10
i 27,7 (103 20,3 (99 21,7 (10
18 359 {101 AT INEES 24, 8 Y

=i, Q018
4, Uinky iédhy AN1I792 nn nwodstvi APP

Molehula ARP-« a APP cold délky obsahujt celou sekvencl AR nebo jefl S8t o tak mide bt
potencioniing plsoblt vytvofeniny imunitn odezvy v ANITHZ. Ve studiich se zaznamenalo sty
bé mvySen! muodsivi APP, jsko zvyleni nouropatologické sharskteristiky u vl PDAPP. V kor-
texu op I&ibou muodstv bud” APPw/FL (plaé délkyl, nebo APP-q se podstatnd nezmdnile s
vyiimbou, fe muozstvi APP-o se pmendilo o 19 9% v I¥ mdsist u skupiny oetfend ANITON ve
srovasnd se skupinon oletfenou PES. Hodnoty AFP ve skuping ofetfend AN1792 v 18 misicich
podstated nevarostla 2 hoduoty, kierow vykazuje neodetfond skuplna v 12 2 15 masicfoh a skupina
odetfeng PRS v 1§ mésivkch. Ve viech plipadech hodooty APP zlisialy v rovaezd, kterd se nue-
myding 2iistilo u wmydi PRAPPE,

5. USinky f68by ANI792 na nesrodegenerativai 2 gliotickou patodogi

Neuriticky plakovy wzel se v piednim Kortexu my$t oletfenyoh ANI792 podstatng redhikoved v
srovnant se skupinon ofetfenon PBS jak ve véke 15 mésich (84 %, p=003  tak § ve viku 18 me
stoit (55 %, p=001) oy, € 81 Primdmd hodnma seuritického plakovieh ozl se pvidila
2833 % na 04% % ve shupind ofetfend PRS mezd vikem 156 3 18 mdafod vika. To Jo v kone
traaty & vysooe redukovanym vivoem nenritickyeh plaki ve skuping ofetfons ANITSZ s prdmér
nymi bodnotami vewritickyeh plakovyoh ozl 0,05 2 8,22 % ve skupindoh ve vika 15 8 18 mdsi
o1

£84 se, Ze inunizacs s ANTTYZ je velmi dobie toloroving 8 reaktival astrooyty se takéd podstatng
redukovaly v REC my§f ofetfentch ANT792 v srovadni se skopinow ofetienon PRS ve vitku 15
{36 %, p=0,011} & 1R (39 %%, p=0,028) msicll vk {obrdzck & 8} Primémé bodnoty provents
astrocytey ve skupind oletfond PBS se avylily mezd 15, 8 18 mésfoem 2 425 na 5,21 %, Lédha
ANITSZ potlatila viva] astrocytiny v oboy Sasowich bodech na 1,89 3 3,2 %. To nuznadnie, %o
neuropdl nebyl poskozen odstrafiovacim postupers.

& Protildthove odervy

dak se popisaje shora v textu 13 m@sfod starfm heterozypotnim mydin PRAPP (N=24) se apliko-
valy série 5§ imunieact 100 pg ANTT92 eondlzifthovanych s Froundovim adjuvans a aplikovaly se
itraperitonedlod v fdnu 0, 2, 4, B2 12 & Jeatd innwnizace 52 provedha v tyden 16 samotngm PRS
{bex Froundovas adjuvans). Jako negatival kontrola se poudils paralelni sada 24 transgenich my#
odpovidaiict vikem, kieré se imunizovaly PBS emulgovengw stejayos adiuvans & mavedly se
podls stepného soavrhu, Zvifatiim se odebwaly veorky teti a sedmy den po kaddé tounteast, phi-
fom? se zatalo po drubd divee. Testem ELISA so mefily protildtkove odezvy na ANIT92. Geo-
metricke primery Gl (GMT} v plipad® avifat, kierd se fmanizovala ANIT92 byly po pryni,

gt
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drubs a thetl & postednt (Sestd) dévee plibliZad | %00, 7 600 g 45 000, U konwrolaleh avitar po
Sestd munizact 3¢ nenamdtily $dué provlatky specificke pro AR

Priblizng polovina 2vifat se ofetfovala po dobu dallich t misicd. Tomwizace s¢ aplikovals pfi-
Bliing 20, 24 & 27 wdnt Kadds 2 ehto ddvek se zavedia v samotadm PES bex Freundovs ad-
fwvans. Primdmy il protiliiel zdddal po tuto doby aeaméndn, Ve skutedsostt titry pmtéi'iiﬁk
pintévaif stabilnd od Shvrtdho do oxmého adbre krve, cor sdpovidd shdebi pekeyvajic] patos a¥
devitou mjeket.

Aby se stanoviln, 2da proititky sgmczfid\e pro AP xywieme inunizac, kioré se detekivaly v séra
wyst ofetfenfeh ANTTEY, jsou také spojend saudiaddnim amyloldu v mozly, tek se soahor sekel
2y ofetfengch ANITH2 a PEY nechaly reagovat s protititkou specifickou pro syt IgG. Na
rordil od shupiny cietfond PRY se plaky AR v sk myy¥ odetfeayel ANITOX potihly endo-
gevoniny IgG, Tento roxdil sl dv ézm skupinand jo mond spatfit ve vike 15 1 18 mdsicl,
Zvladni byl nedostatek anadend ve skuping ofeifend PRS navadury pHitonmostl giikého smyloud-
nihe vzl wisehto mysi Tyio vestedky vikazu]l, e imanizace se syntetickym profetnem AD v
M protititky, kteed rozeendvagt AR v amyloddoich plakdch nebuo se ndf v,

7. Irmnitnl odesvy 2prostfedkovand boattkou

Sedmy den po devilé imunizact se 2 deviti novdi PRAF? inunbrovanyeh ANTTHZ 8 12 ol
imanizovanych PBS vovéka 18 mésiel odstranila slezing. fzolovaly st splenocyty a kultivovaly
se po dobu 72 hodin v piitonmosti AJRQ, AR42 ,@m APAG-1 {obrdcend poladi protelm). Iako
pozitivit kowtrola sfoudil mitogen Cow A, § proteivens s boncsatrac! vyiline2 17 M se > dosikio
optimalni odezvy. Buitky pochdzejiel ze viech devit zvifat imunizovanyeh ANITO2 profifirove-
by jabo odezva ne protein ABS0 nebo ARI-42, se stejnym mnodstvim zadiondnd obou proteind
{obrizek & 10, homf Sast)h. Neexistuje odepva ng veveranf protein AB4G-1, Bulky kontrolnich
zvitat neodpovidal na 2adny @ proteind AP (Obedzek & 14, spodat dast)

B Zavdr

Vysledky této studie akavall, Z¢ muniesce ANITOZ mysi FDAPP zpracovivajicf existujict amy-
foldni depozity spomalge o predehdyd pe‘\mgﬁému amyioidaime akladdnt a bradi ndsledné new
ropatclogicke sndey v mozke starfch mySi PDAPE. Dmunizace s ANITH2 podstaing zastavila
akladdni amyloide ve struknedel, které v novmdlnim pHpad® ustepujl pled amyloiddzou, Fak
gplikace peptido AR md poritivad akinek pit 88he A,

PHiklad 4 Testovini frapoaad AR

160 mys PDAPP ve véku § 42 11 mésiol se imunizovaly devitl riznyml oblastmi APF 3 AU, aby
se stnovile, wds eptopy weoliul Ginnon odpovdd. Devdt rizageh imunagend 2 jedua kontrola
se wavadep m;a‘ku {x . jak se popinige shora v textu. Tonmogeny zahmaji Siy# lidske peptidovs
komjugdty AR 1-12, 13-28, 32-42, -5, viechuy jeou spojeng s anti-mySing progilatkarm 1gG
prostiedmictvire cwiuamsff. vazby, json 1o aminoks *%eimv polypeptidy AF‘P 8928953, agregovany
hdakx AD 140, agregovany lidsky AR 1-40, agregovany Udeky AB 25-38 2 agregovany ¢ A4z

hindavelt, Agregovany AP42 3 PER so poniily jake poxitival a segativad koatroly. ¥ jedne ¥-
éﬁi}m a}\tﬁmme s pougifo deset mydl Tiry so monitovovaly, jak se avidi shora v textu a wydt se
usmrtily na Ronci 4 mésics infekel. Po smrti krys se provedia histochesaickd » toxikologickd ana-
Wza, stanovilo so mnodstvi AR

AL Muateridly a metody

1. Piprava imuanogend

- IR
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Priprava sp@;&nyxh poptidd Al Siyf lidske peptidovd konjugity AR {aminckyselinovs ehytky 1~
3, 112, 13-38 a 3341, kaidy tvoll konjught s oviim antireySim IgG) se pHipmvily spojenim
s wndyns evatelnen, hery se pidal do peptidu AP 2a pouzit! sitovadia sulfo-EMUS. Peptidové
derivity A se synletizovaly s nitsleduiic] koneSnou aminckyselinovou sekvenef. V kaddém pH-
pade poiﬂha zadmﬁmim w&i‘mmeh{s sbyiku je osmedena podiclenym plsmenent. Peptidovy
derivit Al 13-28 ke obsalje dva glyeinove zbviky, keeé se pHdaly dfive ned harboxylovy
terminging cystein.

peptid ABI-12 N H%@AEFRH&)SEEY&? L-COOH (BEQ 3 NG 73)

peptid ABLS NHE-DABFRO-COOH (SEQ I NG TH

pepthd AB342  NHI-{-amincheptanovd kyselina GLMVGOVVIA-COOH (SBQ D NO:
74}

peptid ABII28  Ac-NH-NHOKLVEFABDVEINKGGCUOOH (SEQID NG TS

Aby probéhis Kuplovac! reakee, deset miligramt oviich antb-myihe 1gG (Jackson ImmumoRe-
search Laboratories) se diatyzovalo ples noc proth 10 mM bordte sodnému, pii 8,5, Dialyeovans
pmizkaﬁu se pak fmmentmwiy na whijem 2 mi za pouditl 2komavek Anseon Centriprep. Disst
miligramd Sinddla 2d-EMCS [(N{e-onleimidokuproyioxysukeinimid] (Modesolar Seiences
Con} s rozpastil v jedeom mililitrn delonizovand vody. 48 ndsobny molirni nadhytel Sinidia
sulfio-EMUCS se pfidal po Raphich s stilého michani K ovdin anti-my$ime g0 & pak se roztok
arfchal po dal¥ich desst minut, Aktivovany ovii anti-tay¥i 1eG se Sistil # pudr se vymenil pasadi
ples gelovon filtradni kolonu o objemu 10 mi {(Plerce Presto Uohumnn, 2iskanou u firmy Piercs
Chemteals), kterd se wvedia do rovaovihy 8,1 M NaPGy, § mM BDTA, pHES. Frakes nheahujicd
protildtky identifikovand absorbanct pff vinove délee 288 am s slily a Fedily se na kowcentrsol
pHbliied 1 mg/ml 22 pouditi 1.4 my na jedootky OD, fsko extinkéni kosficient, 40 ndsobny mo-
tarni nadbytek peptidu A se rovpusti] ve 20 rol 10 mM NaPOy pHBLO » vijimkou peptide AR33-
42, kdy se sejdtive rospostilo 10 mg peptidu v 0,5 ml DMSO 2 pak se Fediln ve 20wl pufu 10
mdM MaPQy, Kaddy rostok peptidu se plidal do 10 mi aklivovansho ovdtho anti-mydiho 10 2
smés se michals keléhanim pfi toplot® mistnosty po dobu 4 hodine Vysledng konjugdty se zsbon-
sentrovaly ne konedny objem, Nerd jo mendf nel 10 mi sa powditi zhumavek Amicon Contviprep
& pak se diabyzovaly proti PBE, aby pufr nabradil pufe a odstranit se volny peptid, Za udelem
\m:hmw se honjugdty pasdiows ai’v ples filtry o velikosti pdrd 8,27 mtkodi 2 pak se rozdélily na
alikvaty di fraket, teré chsahaji | mg 8 whovivaly se zmrazens pi ii;‘i{?‘ié -2 *C, Koncentra-
e honjugdtl se stanovila za pouditl proteinovieh teatd BCA (Plerce Chemivals) s kotskym IgG
2 afelem vytvolend stsndardal kitvky. Konmmm se dokumentovadn reflendm moicku!mf
hmotnost kcnjugvawny{,h peplidd ve vataln vatadene na sktivovand ovél antiawd fgli Owd
snti-roySi konjugdt APL-S jo viskedek spojenf dvou konjugac, 2bytek byl = jedns pipravy,

2. Piiprava agregovangch peptil A

Lidské peptidy 1-40 (ANIS28, Californts Peptides Inc., Lot MEDSET), Hdské 1-42 aN1792,
Califorsia Peptides Ine., Lots MEO339 o MEQG4I9), Hdsky 2535 & 142 hivdavee (California
Peptides Ine., Lot MBO2IBY peptidy se rozpustily 2a (dclom plipravy kaddé sady injekod
z i yehim&wmﬁm prashu, kieré se wdedovaly vysulené phi §epime =20 °C. Pro tyto G8ely se pfida-
ly dva miligramy peptide do 0.8 ml delonizovand vody 2 smis se wichala vortexem, aby se v
tvofil relativad jednotay roztok neh suspenze. fe Stv¥ uvedengeh peptidd v tomto keoku jedingm
vozpustiym peptidem byl ANTS2ES. Pek se k AN 128 piidalo alikvot 10 koneentrovansho PES
o objemu 100 W a v teoto okamitk ANIS28 se zadal srdet. Suspenes se opdt michala vortexens g
inkubovala se pes noe pif teplot® 37 °C & poudila se nasledajic] den.

Priprava gmwsm pBak: Zkonstrooval s sxpresfvni pleamid kédujiol pBxs, cof je fimd g)mtca‘z
sheahojic! N-terminalni vedous! sekvenci balderinfigové pt}i}.mcmzy ME-2 ﬂ?}&&hisp@i JEELEE
sokyselin, po kierd nisteduif aminokyseliny S92-695 APP (RAPP) se zhonstraovaly, jak se popi-
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suje v publikact Oltevador! et al, 1 Binl, Chem, 265, 44923407 (1990}, Plazavid se pfanest do
bakieric £cofi a proten se exprimeval po indukel promotors. Bakterie se hyzovala v BM moto-
ving 2 pHx& se Hstedng Sistil preparatival S8 PAGE. Frakee obsalugict pBxé se identitikovaly
weatomovou analvzon zs pouditl kralitich polyklondinich protilatek protl pBag, shly s dohro-
mad}, pouritim zkemavek Amicon Centriprep se zvgiila bonesntracs a dialyzovaly se proti PRS
Cistots pifpravke odhadovend pomos! SDS PAGE obarvenon Coomassieoven modfi byl pf-
Blignd S a2 10 %%,

B. Vyaladky a diskuee
1. Maerh studie

Jedno o ammed 2 samie hetersaygotaich transgennich mysi PDRAPP devét a2 dvandot misiod
starveh se ziskalo 2 instituce Charles River Labowatory a Tacosie Laboratory, Mudi se rosdilily
dir desett skupin, aby se imuntzovaly riznyiat oblastnd AD a APP konbinovanymd s Freundovym
adiuvans, Zvitaty se rozdlila tak, aby of ve skoping odpovidals pohiavi, vikem, plvadent x zdro-

Jem jak, jen 1o Jo modnd, Inunogeny zahrnup $yH ;«cm;d\ AR wiskand z ud»\im sekvenve -5, -

12, 12228 a2 3342, pfidem? jo ka®dy konjugovaay s ovdim anti-my8im 1gG, S8 x_émg?e\zmé
peptidy &3, hdeky 140 {ANN.,& fdsky 142 (ANTTEY), lidsky 2535 a _1«-42 2 Modavey a
fieend polypeptid oensdeny jake pBx8, kiery obsabule aminokyselinovs zbytky APP 592-693,
Desdta skuping, blerd sloudiila jako kontrol, se imunizovals PBS kombinovanym s adjvans.

V opripad? kaddd imunizece 100 py keZdeho peptidu AR ve 200 pl PBR nebo 200 g derivaty
plixd APE ve stefném objomu PBS nebo ssmotod PRS se emulgovalo s dplaym Freumdovym
adjuvans {CFAY v objemu 101 {objem : objem), pfidentd v pipadt prvni inuslace konslny ob-

Jem e 400 gl pak nasledovaly 4 sesthujief déeky obsahujful stejnd muoZetvi imtgmgemz v neupl-

ndm Freundovym adjuvans (FA)Y a konednd davia obsahovala PRS, V prpsdd prvaleh tech
Sdvek se imunizace aplikovala ntraperitoneding ve dvoutgdennich bervalech a pak v intervale

fednoho wésice, Po Siyfech a2 sedmi dnech po kaidé imanizaci s¢ svitatim ndebrala krey, pih-

femy se xadalo po drahd ddvoe, a v kevi se stanovil tie prosilétek. Evifata se usmriila priblind

joden tiden po konsdnd ddven

1o Anogstvi AR s APP v mosku

Po piblind Styfech mésicich imunizace riizngmi peptidy AR nebws derivity APP se ziskal mozek
e zvitat porfundovanveh fyziologickym rostukem. Jodna hemisfiea se pHpravils imunohistee

chersickow avalyrou & drubd se powdila pro kvantifikaci moo¥stvi AD 2 APP. Aby se mfila kon
cenirace rizuy rch forem anyioiduiho peptida beta 9 sy §o~r§mho prekurrorovgho pmi;uem. azaiﬂ
vala se homisféra a plipravil se bamogenat hipposampalni, kovtikdlnl & cerobelirnd shiasti v 5 M
guanidive. Homogendt se nafedi] a ronoZepel amyloidu & AFF se kvantifikovalo poovndnim sérif
feddni standardd %pmiu AP nebe AFP, jojich¥ koncentrace Jsou xndme, v teste ELISA

Primmémd koncentrace selkového AR v pipadd hontrodni shupiny tmuntzovand PBS byla 5,8 ket
vy§8 v hippocampuse ned v kortexy {primémd hodnota 24 31¥ ngfg hippocampdind thing e
srovidnl s4 221 wgfn v thind kovtexu). Priimdred hodoota v cerchellum kontrodnd skupiny
(23,4 ngfp thind) byla pAldiznd 1 D00 kit wiz8{ nef v hippocampust, Tatw mnodstyd jsou podob-
nd mmedstvi, klerd yle d¥ive rarnamendns v pHpad? heterozypotwich transyenaich mysi FDAPY
wvedenche sl (Johnson-Wood et al,, Froc. Natl. Acad. Sct. USA 84,15 5{} JS55 {1997

Y pHipade kortexn subsada 188enyoh skupin vykazovaly primmdron hodnots celkového mungstvi
AP a ARI-42, Keed se podstatne 13 od hodnot, Ker vykaagje kontrolnd shupins (p jo menst nad
0,5), thimto 2vifstim se aplikoval AN1T92, ARI-42 hodaved nbo peptidovy honjugdt AP,
jak je zobrazeno va obrizky & 11, Primérmd hodnota mnoZstel celkového AP se redukovale ve
srovndnt s Kontrolon pro tto iedenon skuping o 75, 79 @ respekiive 61 %o, Uxistug{ se rozezamieh

- &8 .
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st korelace mezy Hiry protildtek specifickymi pro AR a nwo¥sie] AR v kortikalnd oblast wozka
v pfipads bovolns skupiny.

¥ hippocampusy primémé snivent celkového AR spofenchs s létheu ANTT2 {46 %, =0, 8‘*4'3}
nebyla vE8 ne? se pororovaln v kortexu {75 % p=lL 0021} Redukee viak nebyls o tolik 8
¥ hip;mammuw ned v kortexs, Redukee &ﬁ hipporampusy ¢ 11 186 np/p hénd veraug
3171 ng/p thdnd v kortexu, V pipad® skupin pvifag, kterym se ﬁ‘ﬁiikw\m AR-42 nebo ABISS
hBO«dau f, s prismd hodnota moogste! celkového AR redukovals o 36 2 26 %, Ddno malon
viltkostl shupin a vysokon variabilitou muodstyi amyioidnibo p\,;}fmia sﬁ 2 imﬁe & evideti v obou
skupndeh, tvto redekee nebyly podstated. Kdv se méflo ARI-42 v hippocampusy, 2adnd re-
dukee indukovand 168bou nebyly podstamé. Vehledam k malé velikost uzll AR v kortexy, nmd-
ay v Bito oblasti jaou cithivéifim indikdtorem 8inkd 16Shy. Zmény ninolstel AR mfend testem
ELISA v kortexu jsou podobnd, kol identicke s vysladky imunchistochemicks analyey {poph
suie se ddle v fextul

Colkove nmnolatv] AR so takd mdfilo v corebellum, cok je oblast, kievd jo mindmdlnd ovlivndna
patologlt AD. Zidud = primérnyeh koncentraci AR libovolngch skupin imunizovanich ranymi
pepticy AR nebo derivity APF se 181 od bontendnd shupiny v 1éto oblasti moske. Tento visledek
naznaduje, ¥o sepatologioké mnoZaivi AR nend ovlivodue 168hou,

Konesotrace APFE v kontexa a v cerebelu 18enyeh nebo kowtrolnich mvd se faké stanovils testem
ELISA. Poufily se dva rlend testy APP. Prynf tost cmpadeny APPwo/FL rozeendyvd ok APP alfa
{e, vyludovand forma APP, kitwrd so Stépila v sehvenct AQ) a formy APP v plad défce (FL), 28~
timos drubed test rozerndva pouze APP-q. Na rozdil od dhytks A spojendho s Iétbou v sadd
ienyeh shupin, mpoZsivi AFP se noxménilo v viech Mdenvch myd ve srovadni s kontrolnimi
evffaty. Tyto vistedky wkazui, Y imunizace s peptidy AP nesnifuje mno¥atvi APP, spile 1&eb-
ny Winek je spenificky pro AR

Cellové mnodatvi AR & ABI-42 se v kortexy podstatnd redukovaln 18Chou ANITOZ, ABL-42
hlodavee nebo konjugdtom ARI-42. YV hippocampusy se velkovs mnofatvi AR podstated redudo
valo pouze lédhow ANTTYZ. Fadné fiad zodny v mnodatvl AR nebo AFP v hippocampaind, korth
Kaini nebo corebrdind oblast spijené s 188bou nebyly podstatnd.

2. Histochemnicks snaltes

Mozky = podsady Sesti shupin se pHpravily 28 6clom imunohistochemicks analfzy, pfitems o
skupiny se imunizovaly konjugdty peptidu AR ABL-§, ARI-12 & ARIZ-28, dvé skupiny se fmu-
mizovaly agregdty AR plné délky ANITHZ 3 ANI52€ & kontrolni skupins se ofetiila PRS. VY-
sledky zobrazevac! snalyey amyicidnibo uals v moskovych sekelel ¥ Bohto skupin jeme anbrae
zeny na obrdzhu & 12, Bxistujl podatatad redubos smyloidnibo azle v kovtikalnich oblustech
eCangel shupin ve srovndnd s kontrolaimi avi¥aty, Nejvdidi vedukee amyloidntho axle se pozoro-
vala ve skuping, kieré se aphikovals ANTTR2, kde primdmé hodnota se redukovala 297 9%
{p=,001 ). Podstatng mdukes s také pozorovaly v p¥ipads téoh avifat oletfenych ANISZE (85 ‘}o,
p{LINES) & peptidovim konjughten ARS8 (87 %, p=0,02).

Vystedky ziskand kvantifikac celhového mnofatvi AR nebo ABI-42 textems BLIRA a zobrazenim
amyloidnibo wds se v ndkterdm rozeahu B8 Léfha pomoci ANIS28 wméla podstatey viiv na
maodstvi Kortikdlniho amyloidathe wady, kdy? se provedia kvantitatiend sobravovact analyea, ale
nemdla viiv o koncontracl colkevehn AR ve stejné oblast, kised se stanovila testems ELISA.

Rozdil mezl émito dvdma visledky jo pravdipndobng zpiisoben specifitami tostil, Fobmzovae!
analyza mélf pouze neroxpustey AP apregoveny do plakd. Naopak test FLISA mdf viechay
formy AR cof snsmend roapustnd a nerezpusted, sonomémi a agregovand. Protode se ava¥ale,
2e patologie onemosndnd je spojona s formon A spolencu s nevozpustnywi plaky, metoda xobrae



=21

Hy

N

b
=2

I
i

30

fat
255

e
L

7 384876 Bs

b3

zovact analfey jo citliviRi pro zobrazeni udinkl ledby. Protody viak tost ELISA je ryehigi¥ a

‘ jcr:?nﬂﬁmm: tiodng se powZivi pro ey tostovinf velkehn mnedstvi veorke, Mide se také ukdzay,

5o rechikos Al spojend s 1Shon je vi¥ v piipad® AR spolsndhn s plaky ne¥ cotkového AR
3 i PRy PO SN

Aby se stanovily, zda protifatky specificks pro AR vyvedans fmunizac] o Koenych zelfat reagova-
by s smyloident alofenym v mosky, podsada sekef » K¥enyeh wyifat 2 kontrolnich my¥ se nechs-
by reagoval \pmaicmam specifickon pro myd 30 Na rozdil od skapiny ofetfend PBS, plaky
obsalgict Ags se potshly endogensim igQ v pHipadd avifat rvunizovanyoh konjugaty peptidu AD.
Joonn o AR5, ABE-12 2 ABI3-28 g agrepdty AQ pind dlky, jake jo ANITOZ a ANISIE. Mo
ky zvifat imunirovanveh finymi peptidy AD nebo APP gmgstzékm By se tinto ostom neanaly-
zovaly.

3, M&erd thied protiiatek

Covi ot sedm dui po kadé munizact se vyyiim odebraly veorky keve, piifemi se zafals po dre
hé iunizact. Viorky krve se odebraly celkem pitkedt, Titry protititek se mitily jako protilatky
vizajiel se na AP-42 2a poudni sendvitového testu FLISA na plastovieh destikich s velkym
manodstvim prohlubnd, kterd se potdhly f%;ﬁi 42, Jak se aobrazilo na ohedzku & 13, maximdind
titry profiliisd se vvolaly po Stved davoe fm unogeanich prostfedkd, klerd vyvolaly neivy$SE ey
protilitek specifickyeh pro ANITU2: ANTTIZ {maxhmum GMT: 84 6475 ANIER {maxime
mGMT 88 2311, Kowpugdt ARI-1Y {maximun GMTY 47 2161 a ARL-42 Rlodaver (maximom
GMT: 18 768) Titry w idchto skapin klesaj{ po ndsleduicf pite & Sesté davee. V plipads 2byva
clch pétl Smunogend muxindinich titnd se dosdhls po paté nebo Seaté dives a mily daleko nigd
fodnot, ne? jsou Hiry &yt shupin 3 nejvydS hodnotou titr: konjught ABI-3 fmaximum GMT:

2336}, pii%xii {maxinunn GMT 1 986), konjugdt ABII-2R {manimum GMT: 1183}, honjugdl
ARIN42 {maximmn GMT: 638), ABRS-3S (maximuny OMT: 125} Také se mdfily titry protils-
tek prot homolognim peptiddm 2z ponZitf steiného testu BLISA v sendvitovém forméts, tvio
skopiny 8¢ ss’;x&sﬁmzmﬁ AB1-8, ARII-ZE, ABZ3-35, ABI3-42 seho AR hlodaves. Tyto
titry bylv pribliznd stelng jubo tiry nam@fené proti ARI-42 s vyiimkou buunogeny ARI-42 hlo-
daves, keﬁ} Hiry protild ek prostt homologeime imunogeng sou ;}nbiszm dvakrat vwist Hodoota
titrw protititek proti ANITS2 u jednothivich avifat nebo priondné hodnoty Kdenyeh skupin neke-
reluil & aCinnost mefanou jake redukes AR ¥ kortexan

i
=

4, Lymfoproliferatived oadeavy

Lymfoproliferace xdvisld na AR s mitHa poukithn husdk slesiny sebranyeh piibliZng jeden -
den po kovedng Sestd inuniract. Coratvd skitzend bultky v podtu 105 do jedné prohlubng se kulti-
vovaly po dobu S-ti doi v pFitomaesti AB 0 v konsentract § 1M 2a udelern stimulace. Budky
26 sady sechni x desitl shkupin sy také kalitvovaly s mitogensm T buithy FHA & jako negativid
kontroda se butiky Rultivovaly bee pfiddnd peptidu.

Lymfuoyty wiskand 2 v3t¥iny evitat profiferovaly jakoe odezva na PHA. Nepozorovala se 2adnd
podstatnd wdezva na reverai peptid ARL-40, Bullky zx zvifat nunizovand vitiim agregovany-
mi peptidy AP ANITS2, ART-4Y Wodaved & ANTSZE silnd profiferovaly, kdvE se stimulovaly
APRI-d4g s Wéi‘im cpn u venipienta AN1792. Jedno 2vife v kafdé shuping imunizovans konjugh-
tem ARI-12, ABI3-28 a A825-35 profiferovalo jake oderva na ABI-40, Zhivajicim skapinim
s¢ aphikoval kx{mgﬁﬁa{ AGL-S, konjugdt AR33-42 pBas nebo PBS se neaplikovalo Zadeemu avi
feti s odepon stinuiovanou A\ﬂ Tyto vystediy se shnaly v tabulee & § dade v textu.
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Tabulka & 5

Imumogen  Kondugadt aminokyseliny  dedinei s
af odezvou

ARI~5 ARG - Semér a7
Api~1d Lana i mer (178
AB13-28 ano 16~mér  (1/9
282535 TiimEr 178
AP3I3-42 e Toomer 6710
AR1-42 fiemer 878

v API~42 [ 42-mén &/8
pBaE S

PES Gmée 0/8

Tyto vysledky ukazujl, 2o ANITI2 5 ANIS2R stivulge silné odeavy T hundk, krend nejvive s
povidaji fenotypu CDM+ Nepfitomaost odezvy specificke pro A g zvifat imunizovangeh AB-S
nerd plekvapuiiel, protofe peptidové spiopy rosesndvand T bustkami CD4+ nbeabuli abyvykie
piblidng 15 aminokyselin, atholi kratdl peptidy mwbou ndkdy fungovat s il Géinnostl. Pak
vétSing epitoph pomocrych T bundk v piipads Sn¥ konjugovanych peptidit json pravd@podobn
zbythy v bonjugadnim partnery IgG, nikoliv v oblasti AP, Tuto hypotéau podpongie velmi nizky
viskyt profiferstivaich aderev zvifal v kaddé » t8elo shupin, Frotede konjugdt ABI-3 byl adin-
ay pit podstatngm omezent mmolstvl AR v mozku pH wjeved nepfitomnost T bunék specifickyeh
procAS, pak klifova efekiorovi imunital odezva vyvoland imunizac! s timto peptidem se jevi bt
protifatka,

Nedostateh T-tundh a niekd peotilatkové odezva na fiznd peptid pBxé, ktery obsabuje aminoky-
seliny APF 303 a2 695 sebouujic! viechny abytky Af radfe splischovat niskou imunogennost
tohuoto urdtissho pHpravie. Slabé imunogennost agregdty AR25-33 fe pravdipodobng zplisobena
peptidem, Kiery je pfilis maly, aby oheahoval sprasny epitop T baitky, aby pomahl vyvolat proti-
Jatkovou nideava. Juctlide by s tento peptid konjugoval < nosilowim proteinem, buds pravdipo-
dobnd vics imumogenat,

Friklad §: Friprava polvklondlnich protilatek pro pasivaf ochrams

125 netrandgennich w3l se buunizovalo 180 pg ABL-42 plos sdjovans CFAFA 2 usmetily ss
ve vk 4 a2 § misice. Z imunizovanyeh svifat se ndebraly vaorky kive. IpG se separovaly od
Jiayeh komponentd krve, Promildtks specificks pro imunogen st mide Sdstedn® Sstit afinitmi
chromatogratil. 2 jedod my3 se primsend aiskalo pHbliing 0.5 a¥ 1 mg protilathy specifické pro
immogen, celkem se aiskalo 80 8% 126 mp.
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Fiiklad §: Fasived inunizace protibathos proti AR

Skupindm mydt PDAPP ve whu 7 28 9 misied se injekof aplikovale 0.3 mg polykiondlsd proti-
Sitky proti AR v PBY nebo specifickych monoklondlnich protilétek proti AR, jak se ukazuje dile
v e, Viechny protilitky se Sistily, aby se doséhlo nizkéhe muo¥aivi endotoxing, Monoklonal-
nt protilitky se mohou piipravit proti fragmentu tin, o se i my8t injeket raved] fragment nebo
kratdi forma AR, pfidem? se plipravily hybridoms a testovaly se za Goelom 2iiSténd preilathy,
kterd se specificky vi¥e na pofadovany fragment AD, am? se vale na jiné pesahujiol fragmenty
z«fj‘;

Tabulka &, &

protilatka epilbop

IHE ABL~-12

1008 apl~12 -
556 AR13~28

ZIFIR o ABAI-42

myst polvkienalni  anti-lidské amﬁiwa@g@ggvaﬂ§_ggq2”

{apaz

Mysim, jo-l potfeba, se aplikovals injekee v obdobt &vF mdsiod, aby s ndrfels koncsntrace oir
kuhgioich protilitek mSfend lestern BLIBA vyiS ned 11000 definovand viestu ELISA Ap42
nebi Hodm munogenem. Thry se monitorovaly 1k se popisuje shorg v textu & mySt se woutily
nit konet Sestl mésion injeked. Muolstvi AP ¢ toxibologie se stanovily po usaweend mySl V jednd
shuping byl deset myst. Dal¥ stadie pasivaf invwizace se popisuje v pRildadech X g XH dale
viexi

Friklad T2 Porovndnt ebanyeh adiuvans
Yento pitklad porovndvd kapacitu stimalovat imunitsd ndezve CFA, alum, onvulid ole} ve vode a
MPL.

A, Materidh a wetody
i, Mavrh stadie

106 sansie mordas Hartley ve st Sestt tydnd wiskanyeh 2 Blm Hill ss rozdélile do desett skapis,
shy se tmunizovale ANITEZ nebo palmitoyiovanym dechviiem bombinovanym s rizaym ad-
savans. Sedmi skupinam se aplikoval fnjekal ANT792 (33 pp pobud neol weedeno jinak) kKombi-
novany s a) PBS, by Freandovym adjuvans, ¢y MPL, d} skealevem, ¢} MPLskvalenem, ) sishog
davkon slum vebo g) vysokow ddvkow sluny (308 gy ANITHY). Dvéma shupindm se aphikovaly
injckes palmitovinvandho derivaty ANTTE2 (33 pg) kombinovandho s a) PBS nebu by skvide-
ne, Nakonse desaté skuping se aplikovalo samotnd PRS ber antigenu nebo dalitho adjavass,
Y piipadé skupiny, kisré se aplikovalo adjuvans se prvnl divka smulgovals s CFA a abgeaiie]
Syl dvky s IFAL Y phipsdd viech shupls s viiimkon skupiay, kieré se aplikovalo ahm a jend se
aptikovalo 300 pg ANTTOD, se autigen aplikoval v divee 33 g V plipad® CFANFA se injekes
aphikovaly intraperitonsding a intramuskulims do Stythdaveho svale bl evd, nebo prave zada
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v mdsitnim intorvaln. Seat a2 sediv daf po kaddd imunizaci, 2adalo se po drohé déves, se adebrs-
by veorky Yrve za Glolem stanovini tind protilitky.

koméeting. Fryvnd ﬁaﬁw se aphikovaly ve dvoutydennim fntervalu o pak ndsleduil dvé diviy

2. Priprava imunogsnd

Dva miligravny AP4Z (Califtenia Peptide, Lot MEQIM) s pidaly do 0.9 i dejonizované vody
a smés se michala ne vortexn zr veniky relativad jednotnd suspenze, Pridal se alikvot 10 x kon-
centrovandhio PRE {1« PBY, 0,153 M Nali 081 M fosforelnan sodny, pHY.3) o objeme 100 yl,
Suspeiize s¢ opRt zamichala na vartesy a m&abmaﬁa se phes noe pi teplotd 37 50 @ poudila se
dal$i den. NepouXity ADI-AY se wohovdval ¢ desikantem jsko hvoffzoveny prasek pff ieplotd
=33 °C.

Palmitoylovany derivdl ANTTOZ s pligeavil spojenim » anhvdridem kyseliny pabtiovd rozpud-
ténym v dimethylfrmamidy o aminoterminglnim shytkem ANITO2 pled odstranénim nascentnis
ho peptidu 2 pryskyfice ofetferdm kyselinou Buorovodikovou. Aby se pFipravily déeky pipravku
s iplnym Frenndovim sdiavans (CFA) (skapina 3) v plipeds prvai imonizce se 33 ng ANT7O2
ve 200 i PBS smulgovala v pomérn 131 {objem © oldem) s CFA v honedndny obisann 404 gl
¥ phpadé dal’l imumizace se antigen podobnd emulgoval s nedphyim Freundovém adisvans
{IFAY

Aby st pHpravily davky prostfudke s MPL v pHpads shupiou 5 8 8, IyofiHzovany prafek {(Ribt
InmunoUChern Research, Inc., Hamilion, MT) se plidaly do 82 % vm:ineha friethylanimg, aby
konednd koncsntrace byls 1 mghml 2 michaly se vortexem. Smés se zabfdls na toplotu 65 af
73 po dobu 30 vielin, aby vanikls slab® neprisyvitnd jednotnd suspenss micei. Pro kaddow sady
injeked byl pfipraven Serstvd roztok. V pHipads kazdé injekee ve skuping 5 se beprostfednd pred
pouditim v borokfemicid skamavee smichalo 33 g ANIT2 v 16,5 1l PEBS;_, 50 ug MPL {30 1)
a 162 pl PHS.

Aby s g)ﬁprawﬁv‘ dédvky prostfedkd ¢ emulaf olel ve vodd, ANITTR v PBS se piidalo do § %
skvalerm, 8,5 % Tween 8§, 8.5 % Span 85 v PBE, aby se dosdblo konelnd Roncentrace 33 gy
AMITOZ v 250 pg skoping &) Smde ae emudgovala 15 9 20 nssobdm prichodem ples dvon
komorovd rodnd zafizent a2 primdr Rapek smulee odpovidd 1.0 wm, o je primsr standardni
latexove Shstice, kdy? se pomwule pod mtkroskapens V¢ sledng suspenze byla opslescentnd
miédnd MIA Pro Raddou séeif injekei se pHipravily Serstvé emulze. ¥ pipade skupiny § se phidal
ke skvalans v boncentradd §Q pg v jednd divoe MPL v (.2 % iricthylaming x sinds deter gm*u
ahy dodlo ke vamiku emulze, V pfipads$ pabmitoylového derivite (kuping 73 se piidalo 33 ug
palmitoyi-N H«Aiﬁi»-«iz v jedne davee ke skvalene 8 vie se michslo na vortexuy. Smds se pak
plidals do PBS, aby se dosihlo konednych koncentrael § % skvalen, 8.5 % Twesn 86, 0.5 %
Span 85 # smfs se q,mﬂiwvah ik se uvidi shora v texiu,

Aby se ;%fi.pmvii}-" divky prosifedid s alos {skapiny ¥ a 1), AN172 v PRS e pridaly do Alhvd-
rogedu (el hydroxida hlinitdho, Accurate, Westbury, NY), aby se dosdhlo konsentrase 33 pg (¢
piipads m?ixs, davky, skupina 9} nebu 300 pg {vysoka dévka, skupina 1) ANITR2 v § mg alum
v kemednd daves ¢ objemu 250 ul. Suspenze se slabd michals po dobu 4 hodin pft teplot? mist
noatt.

3. Meteni titrl proiditky
Sest ad sedm dnd po tmunizact se odebraly mordattim veorky keve: Zadado se po drubs imunizaci

& adebraly se colkem Sn# vaneky krve, Titry protildtel prott AB4Z se m¥fily testems BLISA, jak
»¢ popisige v sekel {}i\{‘xn} ateridl mem{i}n
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4. Priprava thand

Fibligng po 14 dnech so wametila viechua mordata aplikuol €Oy Sebrala se corebrospindind teku-
tina 3 mozky se vylisly a izolovaly se 1 oblasi morku (hippocampus, kiiva mozkovi & mozedek}
a poudily se he stanovend koncertrrce celkoveho proteinu AD xa pouiitf teste ELISA

8. Vysledky
1. Protilathove odoavy

Byistaje Siroké roavesi potence riznyeh adjuvans, v piipsdd, #o se mdf] jako protilitkova ndeava
ha munizact ANITR2, Jak fe zobrazenc se chedebo € 14, kdy? se ANTTRQ aplikyie v PRS, po
dvoy a¥ tech nmumizacich se nedetekovaly 2adnd provilatks snl po Sviid a plid ddvee
5 geometrickym privadreny thed (GMT) pouze okolo 48 3¢ nedetekovala 33dnd odezva. BEmulze
vyvorlala po tetf divee stfednd ity (GMT 2854, kierd se udrfely 1 po ftvnie daves (GMT 30811 a
snfzily ae po konednd dévee {GMT 34). V piipads ANTTOZ vizany na alom v ddvee 308 pg, kel
jevice imanogennd v dandm Sase ned divka 33 pyg, existuje jasnd oderva na antigen v sdeislosti
na didves, PH maxinn protifatkovd odesvy po Svnd inmsoteact je roxdil mezt dvdima dédvkami
43 % s hodnotoy GMT phbliznd 1940 (v plipad?® ddvky 33 pg) a 3400 {v pHpad® dévky
300 ug). Protiléthova adezva v pripadt divky 33 pg ANITHY plas MPL je velmi podobud proti-
tatkove oderyd wyivolend v skoro desetkerdt vyssi davku antigenu (300 wg) vieanehoe na shan,
Pridant MPL & contll snidajiel potenctd] prostiedkd ve srovndnd s potencidlens MPL jako ad-
Juvans jx 75 %, Palmitovioveny derfedt ANTT92 jo zosla nelmunogend, kdy? se aplikoval v PBS
s poskyt] slabé Uty phitomné v emulal s hodnotou GMT 340 a 105 v piipad® tettho a Svrtdho
odbiinu krve, Nejvy S8 titry protildtek se vyivolily s Freundovyn adjuvans s maximdlnd bodnotoy
GRET okolo 87 00, hodnota je skoro 30441 nasobnd w881 ned bodeota GMT dalbich dvou ngjsil-
néjfich prostivdkd, cof je MPL & vysokd davka ANTTY/alum,

MNejalibaiil adjuvans identifikované v této snwdii jsou MPL o alom, Z tichtn dvou se vice prefe-
ruje MPL, protoZe jo mutnd desetkrit nidf divka, aby vanikls stepnd protilatkovd odeeve, jako se
ziskala za pouditl alun, Odeave se milide 2vglit svydenfm ddvky antigenu afiebo adjuvans « op-
timalizac! imunizalnibo rozvrha ¥V pHpads ANITE2 je smulee velmit slabd adjovans a plidini
emulze k adjuvans MPL se wnifuls intrinsickd akiivita samotncho MPL.

2. Moty AD v miozkn

Ctendotidenni mordata s uspala, odebrala se vevebrospindini tokuting (CSF) 8 take se ndebvaly
wmorky avitat xe skuping, kterd se imunizovala Frewndovm adfuvans {skupina 2}, MPL (shupina
5}, alam s vesoku divkou (300 g} ANIT92 {shupina 10} & 2 kontvolnd skupiny tmumizované
PRE {shupina 3. Aby se stanovilo mnodstef peptide AR, feolovala se jedus hemixféra a phipravic
bv se homogenaty hippocampalnd, kovtikdlnd @ cercberdlnd oblasti v 3 M gusniding, Homogenaty
se nafedily 8 kvantifikovaly porovadnim série fedéni standardnfho proteing AR} se andmon kone
centract viesty BFLISA. Mnodstvi proteine AP v hippocampese, v bortean 3 v mozetky bylo
velmi podobné ve viech Styfech skapindeh navedory Mrokému rozment protilithoye odeavy widi
AR vyvoland mito prostfedky. Primdmé mumoZstvi AP piiblidng 25 RG/g hing se miiile
v hippocampusy, 21 ngfe v kitve mozkové a 13 nglg v mozedh. Pritomnost vysokého titrs cirku-
hujfeich protilatek vidt AD po doba 8 mésiel v sdierfeh wekto zvifat nezmintla celkové muot-
stvi AR v jetich moske. Moodstvi AR v CSF bylo také v jednotiivich shupindch dovels podoebad.
Nednstatedn® velky (tinek imunizace ANTTE2 na sndrogenni A indikyje, ¥o imunital odezva se
ramifuje na patologioks formace AR

I S0



CZ 384876 Bs

Priklad & Imunitni odezva na viend sdiuvans o oyl

Pro studi se poudily samice mySt Swiss Webster ve v8ku Sestt tydad, pfidem? jedna skupina
obsahuie 18 a2 13 zvifat. Imunizace se aplikovala v den {1, 14, 25, 68, 90 ¢ 20 sublastdmé & ob-
fom ddvky je 200 ol PRS s g}nu:?ii Jako puft pro viechny aplikace. Sedn duf po ke¥dé imundact
se zvilatim odebrala kesv, pfideme po drulid divee 3¢ 2adalo 8 2 snalvzou Sk protilitek testom

ELIBA. Lélebny redim KaZdd skupiny se shenul vimbulee 607,

Tabulka &7

: Mavel sxperimenty

skupina

Ne

md Pvans

davka

antigen

dévka
{ug)

skyvalen

1 10 MEL 12,5 py  (ANLTER 5

2 10 MPL 25 pg ANLTE2

3 in M?i gﬂ g VRNI?BEF‘

4 i3 MPL 125 ug ANLT92 33

& 13 MPL 50 wg RN1T9Z 158

5 L3 MEL 50 pg AN1528 33

7 it PBS ANL1TSZ 33

8 10 L BES | Zadny EE

8 10 amulgoy 5% TaniTag 33
skvalen

10 10 michany |5 % ANIT92 33

aluam

5t ]
LY

& 3 T , prgger
% 13 IMEL 4 50 ug/sR 33
EXRS e
&3 10 $5-21 AN1T92 33

s
-

i
b

15 14 _QSMZ{ 2% AN1TS2 ‘AN1?§2 33
18 13 GR~21 25 ANYTSR &Nl'"? 158
7 i3 o8- FETANITSS |ANIETE 35
18 3 GEET T35 poson  |ANiTER 33
fokg
| MPL g
75 ) E-21 ¢ 2% Wf? ERERE 33

§ozraw¥a,

* Polet my$ v kadé skupind ny zadathy sxperiroenty

&
~
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B Yo Ry by SHE = 3 ;X o i E S RN P s s
" Uvedena adiuvans. Pufr v pfipads vlech tSehto formulael jo PBS, V pHipade skapiny § so nea-
plikovalo adpivans ant antigen,

Titry protifitek 2iskané v tests ELISA proti AR42 v kakdd shuping jsou zobrazeny v wbules & 8
dale v sexin

Tabulka €. & Gemnetricke primdry tird protildtek

tyden odbéry krve
1 1édha -
skupina 2.9 5.0 8.7 129 167
} 1348 1797 2577 1 s180 | a4
2 | 5o 3134 1 3984 £87 | 688
3 3N 5000 7159 BN 12781
4 Tt 20791 14368 20087 2563}
> 3288 26242 13229 9315 23742
& &1 2536 1 2301 1442 4504
7 37 95 48 1 e 2149
I | 23 25 25 25 25
g 25 183 1 744 932 1823
0 25 89 3y s 817
11 2% 1 708 2618 3185 3666
12 ass 1 yase 1079 612 Ty
13 38 433 556 1080 536
14 104 541 1247 | 1609 838
18 212 630 | 24T 1224 1496
16 183 J616 | 66RO | 208S 1631
17 ) 201 375 o 1540
18 31609 15544 23095 8412 059
19 16 1 a3 554 {299 a4y

Tebulka wkaznje, e neivyii{ titry se wskaly ve shuping 4, 5 & 18, ve kusryely s jako adjuvans
poutilo 125 ug MPL, 30 pg MPL 2 O8-21-MPLL

Priklad & Terapautickd 0dtnost rienych adjuvans

Stadiun terapenticke Ginnosti se provedio ne transgennich mylich PDAPF se sadow adjuvams
vhodnyeh pro powtiti u Bdi, aby se stanovila jejich schopnost vyvolat inneeited odezvy ma Afl a
vyvelat adstrandni ssyvioidaich depozith v morky zprostfedkované imunitnim systémen,

180 samic 8 samed Beterozygotnich transgennich myd PDAFP ny ve vl 7,5 a2 8.5 misict se
ziskalo z instituce Charles River Laboratories. My$i se rosd8lily do devith skupin, kiers obsalugt
15 ad 23 avifst viednd skepind, aby s¢ imunizovaly s ANITH2 ncbo ANISZE v kombinasi
s riendwmt adprvans, Zvifata se roddlila tak, aby avifata ve skuping sobd oo moind vej vige odpo
vidals vikiem, pohlavim s plvodem. Adjuvans zahmaji alum, MPL 2 (8-21, kaidy je komblan-
vany s ohéma sntigeny a Freundovo adjuvans (FA} se kobinovalo pouss x ANITHZ Dalsl sha-
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ping se imunizovala s ANTZOZ vytvofenym v pufry PBS plas thimerosal, kterd sloudilo jako kou-
zeyvali Sinidlo, a nesplikovalo se aﬁ;&sx&zzx Devitt skupin se imuntzovelo ssmolaym PBS g
shstlo jako negatiend kontrola.

PHprava agregovanyel peptidd AR peptidy Bdsky AR (AN1528, Califorsia Peptides Ine.,
Napa, CA, Lot MEDST) a Hdsky AR-42 (ANTT92, California Peptides Tne., Lot MED439) e
Serstvé rozpustily xa ilelem pHpravy kazde sady injeked 2 lyofilizovanyeh prafid, kieré se ucho-
vavaly s desikadnim Sinidlem pii teplotd 20 o, Pro tento el se do .9 ! detonizovand vody
p*zéai\ dva miligramy peptidu a snds se wichala vortexem, pfifem vanik! relativad ;e{ixwtm
roziok nebao suspenze. ANISZR byt v tomtn keoku rozpudidng sa rozdil od ANTTQZ. Pak se piidal
ikkw“ objemu 100 @ 18 kest koncentrovandho FRS (1x PBS: 0,15 M NaCl, 8,01 M fosfored-
s soday, pH 7,8) a ve sting okamik zafal ANIS2S precipitovat, Suspenze se opit samichaly
v@;‘i‘is}:em a inkubovaly se phes noc pfiteplo® 37 %0 a pouZily se ndsledujicl den.

Aby ze pripravily dévky formulacl s alum (Skepiva 1 g 33, peptid AB v PES se pidaly jako
athydroget {(dving proventnt gel hydroxidu Minitého, Sergesnt, Ing., Clifton, NI), aby 5o dosdhle
koncentract M) yyy peptide AR na 1 mg ahum. Ke konedndma objomu davky se pfidal 19 x ko~
centrovany PBS & konelny objes divky Iyl 200 ul v 1x honcentrovandm PRS. Piod injekel se
pak suspenze joomd michals pblifnd po dobu 4 hodiny pii teplotd mistnosti.

Aby se pipravily divky prostiedkn v pHpadd MPL (skupina 2 a 6), Ivofilizovany prifek (Ribi
hoswunoChem Research, Inc., Halmiton, MT, Lot 6’?83%@3%83 s piidal & &2% o
rozdokn tricthylaminmg, aby i\{mmm kencentrace byl b mgiml g 2amichals se na voriexu, Smis
s zahfdls na teploty 65 R 70 °C po dobu 30 vietin, sby vanikla slabg opslescentni jednotnd su-
spenze micel. Roziok se nchovival pfi teplot® 4 °CL V piipads kardé sady injekol se bezprostied-
8¢ pied pouditi smichale v borokfemititd dhumavee pro jedno davke 100 pg peptide v 50 ul
PBE, 50 pp MPL {50 w2 100 pi P8BS,

Aby se phipravily dévky prostiediad s Q821 {skupina 3 & 7) lvofilizovany prifek {Aquila, Fra-
mingham, MA, Lot AT018R) se piidal do PBR, pHES a2 8,7, aby konetni honcsntracs bvla |
mg/ml & vie se michalo va vortexu. Roztok se nchovdval pit teplotd -20 °C. ¥ pFipads kaddd
aacdy ingeked se pro jodmy davke i&azpms&edné pied pouditiny smichalo 100 ug peptida v 50 ¢l
PBE, 25 quO8-21 v 25 gl PRE £ 125 wl PBS.

Aby se pfipravily davky prostfedkd s Freundovym adjuvany {skupina 43, 100 pe ANITO2 ve
200 pd PBE s emulgovalo v objemu 1311 {ohjspuobienm) ¢ Splaym Frovndovym sdjuvans (UFA}
v konetndm objeynu 400 pl v pHpadS prynf imunizace. V pHpad® sdslednveh imunizact se antie
gen podobné emulgoval s nefpinym Freondovym adjpvans (IFA) V piipad® prostfedkll, kierd
obsahuji adjpvane slom, MPL nebs Q8-21, 100 g ANIT92 nebs AMISIE ¢ jedné ddvee so
kombinovals s alom (1 mg v judnd dévee) nebo MPL {350 pg v jedné déves) nebo Q821 (23 pg
v jedud divee) v konedndm uﬁgemu 200 @l PBY a tyio davky se zavedly seblastdmd inokulse
v obdasti xad wewd lopatky. V pHipadé skupiny, kierd se aplikovalo FA, a v piipad® povaf fnnunie
zee se 100 pg ANITOZ emulgovalo v objemu bl (objenvobieny) s iplsym Freundovim ade
javans (CFA) aby honelny objem byl 400 pl 2 injekes se zavedla ntrperitoneding, Nasleduji-

cich pét zestlovaciel ddvek obsahuje stejné mnodste] imunogensy v nelplném Froundovd ad-

Jweans (IFA). V pfipadé skupiny, kieré se aplikuje ANITE2 bez adjuvans, se 10 pg ANITO2

kombinovake 8§ pg thimeroaale v konedndm obiemu 50 1l PBS a ravedlo se subkosinng, Devié
kontrodat skuping se subkutdnnd aplikovalo poure 200 pl PBRY, Inunizace se provedia ve dvonty~
dennich intervalech v piipad® prenich 84 dévek, pak jednon mdsiind vden 8, 16, 28,56, 85 a
112, *‘3;.%&} sedawy den po kakdd imunizact se avivartm odelraly veorky krve, aby se mohly st
noviE bty pr{\mmk, S adbey se zalalo po deuhd dives, Zvifala se usmrtila pnhi;m{, jeden tyden
po konednd ddver. Mot papiidiﬂ A ¢ AFP v mozhu se métilo testem ELIAS 3 imunohisto-
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chensickvm hodnocenim pHtomnost! amyloidnich plakit v sekeich moxku, Navie tiiry protilitek
speuificks pro A a také se stanovily profiferatival @ sytiskinové adeavy sivislé na AR

Tabulka &, 9 ukamyje, & ne;x YR8 titey protilstek proti ARI-42 vyvodaly FA g ANTISZ, titry, kie-
16 tvof piky po Stveé imunizac (pik GMT: 75 386) a po konednd Seaté inumizaci hodpota | mesa;a
ma S9 %, Maximaln ;mmwm hoduota iy vyvoland MPL pomoe] ANIT92 byl o 62 % ndl
ne se vytvorifa pomost FA {maximdlnl hoduots GMT je 28 867) a také se dosdhla na zald ku
imunizadniho schémate po tlech davkich, Po Sestd inwmizeci nasleduje sailani maxiwalaich
hodnat o 28 % ?%ia,mmim privedend hodoota titru wytvofend Q8-21 kombinovand s ANITSZ
(GMT je 1511} byla pibliznd § kedt oi¥ ned se ziskala s MPL, Navie kinetiky odepvy byly
pomsleidl, protode byla notnd dali nunizace, sby se dosdblo maximdlsl sdeavy, Tity vytvolend
aluss vazangch ha AN 792 byly virazad vvSS nel fitry, kieré se ziskaly pomoct (35-21 a kine-
tivké odezvy byly rychlefsll V Fipadd AN1792 zavedengch v PBS s thimersoalem, frekvence 2
velikost tird byl anadng viS sed tilny v pHpadd samotadho PES. Maximilnl Gtry vytvolend
SMPL g ANIS2E (naximwdini GRMT 3009) byly pribliZnd 9 kedt »isll nef otry vytvofens
ANITE. Alom vézany na AN1S2E byl velui mdlo imunogennd s nigkyn titry vytvofenvay pou-
se u nékterfeh zvifat, Maximalnd titry vytvofend s MPL a ANTS28 (muximdlef hodnota GMT je
0991 byly gmbixmg & Krat niisi we Hiry vyiv ai*es‘;a ANTTOZ Alum vioany na ANTIZE byl velmd
maln inugogend a pouve u ndkteryeh evifat duslo k vytvoteni nivkého tira. Fadnd protilatkové
aderyy nebyly posoravaay » kontrolnich svitat imumizovanyeh samotagym FRS,
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Tabulka & ¥ Geometrioky primér hodnot titrd protildsek®

tyden cdbéru Kive :

“1é8ba 33150 50 130 17,0
Al P162 0 Lo 12388 [T E R R
ANTIOZ Py e /7i B Rea U3 RN ReL73) B REE 3 )
MPLF 1 6eal IB86T | LiZAE {5668 204
AN QU250 [QIZL L Leuen R
OS2 36 223 327 11,5011 11,188
ANYTO2 (1720 (09 TQOAR a8
CEAT o 10,076 LT TSR TN ERTIOAN
AN (15715} (155 {QsAs  JOsy g
Al 335 33 139 37 131
AMISE (021} {121 grm o Lane (220}
TMPLTT T PEH 1653 LIS6 130
ANISIE PUSRYL o2 e e 1 (20020)
5017 35 1331 B 836 {2554
ANISIR 1 {122 FOI322) g Qo2 eI
FRY plos P i3 3% 37 &7
Thimerasal 15} {2/16) 4118) {316} {416}
FRE 3% RS I T AR b S

{/185) {6/16) {0/15) {7123 {0716

Proandmka:

*Geonetricky primeér tied protifftel smékeny prot ABI-42
b S e Are : s

“Fodet avifat ve skuping, kief vykazuii odezvu,

Vysloedky l6dby ANTTOR nebo ANIS28 ¢ rizntini adjuvans nebo s thimerosalem u kontikdlnibo
amyloidntho vele w dvandell mesied stwveh my¥l se stanovend testorn BELIBA s¢ zobrazily na
obrazku & 15, U kontrodnioh w3t PDAPF ve viky 12 mdsicd imunizovanyoh PBY se priméms
hodnote celkovélio AB v kortexn byle 1 817 ng/g. Zoatelng redukovand mnodstel AS se pororo-
val w myS oletfenyoh ANITE2 plus CFAJIFA, ANIT9Z plus alum, ANT792 plas MPL a2 Q8-21
plux ANITH2, 8 AQ soifeni dosshly statistioké vwWznammosti {p jo wen¥{ ned 0.85) pouze
v phipad® ANITIZ plas CFAJFAL Jak jo sobraveso v piikladu 1 & I, 0inky imunizace redudaii-
ctho mnodsivi AR o v podstat® vyi8 uw mpd 15 & 18 misicd stavfoh, Ddekiva se, 2o kompozice
ANITRY plos alam, ANTT ABS2 plus ML & ANTT92 plus Q8-21 dosdbnon stutisticks vyznsm-
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nest pi 10hE starsich i, Naopak AN1792 plus konservalng Sinidio thimerosal vykazui pri-
mrd mnorsivi pepuide A8 steiné jako se vwskytaje 8 mySt odetfenych PBS. Podobnd vistedky
se ziskaly, kiv® se porovadvale kortikdlnd mnodatvi A2, Primdmé mnodaivi APA2 u Rontrob
nich zvifat bmonizovanyel PRS byla 1624 ngfe U sl ofetfenyeh ANITRI plus CFAAFA,
ANITH plus alum, ANITE2 phe MPL o ANITZ ;ﬁu\ {)% 31 se pororovals saifend prlméend
hodnota mnodetyd 403 11149, 820 3 714, Primdad muoksivi o myd ofeifenych ANTTR2 g thime-
rosalem bylo 1 619 ng/g APAZ.

Dal¥i studie tdinnosti terapie s adinvans/tmhanogen se ;;xmv\,aii w sami & samel heterozygotnich
transgensicl mys POAPY ve veku 9 a2 10,5 radsice. Trvdni studie bylo I8 tydad 4 gzmwdki

% 28 a2 a{% avitaty visdnd lédens skuping, Jyvifata nakones dosabla viku 15 2% 16,5 mésics, ,E_,&
Send 5§mm~“x s wentifiZovaly v tabulos 18 dile v lexin.

adiuvans imunogen  (vedici pufr {aplikace
Shupina 1 MPL-SE  JANITS2-GCR PBE {80 (250 pll
{75 ugl
skupina 2 [ ISE &1 AN1T0o-G0S | Pas TP (400 wl)

shupina 3 Q321 ANIT82-GOR | PRS G (250 ul)
{75 pgd
?r’i%"‘@"iy IS pan

skupina § PBE SCO{250 pl}

Tabalka & 10 shrathy: MAP ~ multiantigenni peptid, TT -epltop T-buitky toxoide tetams (838 o
8465}, S ~ subkutinni, 1P - intraperitonsdin, FBS ~ fraivlogicky roztok pafrovany foefwedna-
nem, INA-51 je bEEng dostupnd adjuvans podobnd IFA, GUS je formulace glveln/citrdtsachards
23, MPL-SE s MPL ve stabilizovand szl voda sdef.

Rowyrh hmumzsce byl we makv pro viechny éfend skupiny & vyjimkou skupiny 3. Myfim se
ravedis infekee v ifdeu €, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 34 govrorky krve se odebraly v tydnu 3, 5, %13, 17,
21 a 28, Skupinam LA se agiww:zis oss injekol & shuping 3 so aphikovaly 4 iyjekee béhem ob-
dubf 25 wdni, Skupind 4 vykeeajiel dhrdceny rozvih fomnizace QRZVANITIZ se aplikavala
injekee ponze v tfdnn 6, 2, 4 2 8 Této skuping se neaplikovala injekee po sbyiek studie, atkoll se
veorky keve odebiraly podie stejusho pldnn jake ve Zhvtko stndie, aby se sledoval pokies il
Skuping 3 a § charakierizovand jako QSIUANITH2 & FBS sloudi jako positivel & negativid Ko
froly o studie.

Titry se stanovily testem pro stanovend titny proti protilatkam AR,

Skupina | jo skupina chasakierizovant Jako MPL-SE/ANTTIL s masimalnd hodnotow peometric-
kého privndre tied (GMT) 17 100 v devitgm tgdwy, kterd se snidlla sa bodnots GMT 10 800
v 25, tdem, Na podatku titey MPL-SE rostly vyisi ryehlostf ne v koutrolni skupiny charakieri-
zovand QBI/ANTTEL {shupina 43

Skupina 2 je skupina charakterizovand jako 154 SUANTTOL, kierd behem studie produkaje vy-
sokeé titry, kdy hodnota GMT je nad 100 {00 pe dobu slespot posteduich deviti tydnd stadie,

x
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Skupina 3 jo charakterizovang jako kontroly skaping (52 VANTT792, kierd dosshils marimiintho
ttrw v 17 tiednech 3 maximdlol hodnoton GMT 15 000, Titr pak v daldich 8 tydsech pokles! na
hodnoty GMT 8 700, U jednobo avifete v t8lo skuping se titr vibee nesvySi v pribéhy celého
gxperimeni.

Skupina 4 charslderizovand jake QSIVANITIZ se shrdcentm programem fmumizace dosdhis
maxtdind bodnoty titne 7 300 ve 13, widng, oo e pbttddad po postednd injekel. Hodnota titru se
pak snizila na bodnote GMT 2 100 25-tvden). V kontrolni skuping se u jednoho zvifete nevys
tvoril detekovatehy titr protilatek, zatimen jing avifo mratilo vischay tiry na konet obdebi po-
klesu pericdy,

Shupina 3 jooskuping imusizovand samotnym PBS a nevykazovals #dné thry protilatel

Alry byle mpdnd hodnotit mnodstvi kortikslutho AR, méflo se celkové mnodatvi AR g ARI42
testem BLISA. Vydala se jedna mozkovd hemisféra za néelem ziskani kortikdlnl, ppocampiin
& versberdind thind, pak sdsledovale homogenizace v pafrn goanidive a v mozky se testovalo
mnodstyl AR, Mpodsivi konikdlntho celkového AR a ARY2 jo podobnd, Za Udelem stanoveni
yyznanmosti mezt skupinami s hoduton p=0.03 indikujied podstatnon smdnu v muodsivi AR se
provedia statisticks analfsa podle Mann-Whilsey.

Y iechny dend skupiny podstaing sniZily colkové muokste] AR ve srovadni s koutrold skopinos
PBS (labulka & 11}, Skupios MPL-SE/ANITR phdzals nepvit¥ amdny v munoZstvi AR aje pod-
statné lopSi ne¥ v jinyeh Klenyeh shupinich. Skupina se shricenou hwonizsci QSIHANTTOZ
byvla podubnd ve viech zménich AD v kootrolnt skupind tmunizovand Q821, kterym se aplikova-
b viech osay injekel. Mrukstvi Aff ve skuping ISA SUANITH2 byly podobnd snfdeny ve srovnd-
o se shuplnou CFATFAMAPR {800

Tabulka 1 L mnodstei kortikdlniho AR

FRY TMPL-BE fsa Tigs-zn O8-21 (4)
prime s 7 335 |1 236 1028 PEEEE 12 93§
{ng/yg
hdnd)
rozmezi  |5%0-18 oSS OTT IREASE YT VA G-I 124~ 83
Bylepan 358 157
T Ran)
hodnota p |~ |<0,0001  |<0,0601  |<0,0001  |<0,0001

Laverem, adjuvans MPL-8E, 18A-51 & Q321 kombinovand ¢ AN1792 jevu aSinnd pii vyvoldni
tmunitnd odervy a podstatnd oddalaji wldadint AB v kortexu,

Priklad 10 Anal{sa toxiclty

Shroméddily se thand za tlelem histopatologického testu pit ukonden! studii popsanyeh v piikle
dech 2, 3 2 7. Navio testy hematologie a kliwicke chemie se provadly v konetngeh vzorcich krve
z phikiade 3 2 7. Hodeotils se viiling hlavaich orgdnd, kievé zabrauif mozalk, plive, fyrmfaticks
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Hdzy, pastrointostinding raky, jatra, ledving, dedledvinky 2 g%t:ii‘ﬁm*;}? iy, Ackoll s g\;‘i studin
svifat pozorovaly spovadicke Kee, neexistovaly 2ieimd roadily ani v \kam snt ve vidioosy el w
wvitat 0\@?‘{?19, ch ANT?9Y v 2v ifat, ktevd ws‘iwia o¥etfeny. U avitat innarizovandel ANTS2S e
peziistily 2adné histopatologiokd ze ve srovndnl se avifaty ofetfenym FBS a nolébenymi. Mex
skamnams ktergm se splikovely adivvans 2 pvitaly ofetfenymi PRS popssuymi vpiklady 7
neexistuli #dné ropdily v profily klinické chemie. Atkoll existuje podstatnd pvideni ndkolika
hematologickveh parametrl w svifat ofetfonyeh ANITE2 a Freundovem adivvans, jak se popisule

v pifkdade 7, ve srovndnd s avilaty ofstfonyod PRS, tyto typy Gdinkd se ofekavaly od lethy
Fraundovym adiuvans s dale se u Kby AN1792 nezszaamenaly 2adnd jind nelidomut idinky.
Atkoli toto vyletfend nespadd do kmﬂ«m@ﬁmkﬁm hodnocend, patologle mozky mysl PDAPE se
testovaly jako Set konedng adinnosti. V ¥dné jind studi se nezeanamensl m«érw netidonst (8
aek spojeny s morfologh pueka, Tyto visledky indikag, Z¢ locha ANITRD e dobe toferoving a

jo v pudetaté ez ved is:;gmh adhkit

Priklad 11: LéUha protifdtkami proti AR

"

Tyto phiklady testudi kapacitn sdaaveh monohlondlnich & p{}i’vi&im Alnich protflatek prott AR ind-

bovat akumulaci AR v mozku heterozygotaich transgennich sy
L Mavrh stadie

Sedesdt samod o samic heterozygotnich transgennioh myd{ PDAPE ve véku &5 a8 18,5 mésich s
ziskale v tnstituei Charles River Leboratory. MySi se rozdéily dn festi skupin, ahy se ofetfly
protiltkami wedenyni proti A Zvifata se roudlile do skuply tek, aby co nejvice odpovidala
poblavim, vikem, pivodsm a zdrojem. Jak je wvedeno v tabulee & 10 protilitky 2shrnovaly Styfi
mysi monokiondind protlatky specifické pro AR, SHS {wlend proti chytkdm 1 a2 12 AB), IS
{ardens proti zbytkne 1 ak 18 AD), 266 (wdmé proti 2bytkim 1328 A & vAZ{ se na monomsy-
i, ale ne agregovany ANTTOZ), JIFI2 {arfeny profi 2hyikinm 33-42 ABL Pitd skupina se ofetit-
fa frakei polyvkiondinich protilitek specifickycel pro AR (kterd vanikly fmunizaci s agragovanym
ANITY2). Negativnd kontrobnd shuping se splikovalo fedidio, FBS ber protilatek.

Monoklondini protilitky se zavedly injekel v divee pfibliznd 10 mefhg (pfrdpokidds se, o my¥
vasily 50 g) Injekee so aplibovaly iz;k‘;ragariioxaeeﬁné v primérn kaZdveh sedm doi, aby se udrko-
valy titry protilitek proti A na hodnet® kolewm 1 000, Alkeli v pfipads monoklonaini protifatky
266 sx ﬁamarsi s wids Huy, profode sy nevide dobfe na agregoveny ANITEQ, ktery se poaszsi
v tost jako znefeny antigen, v pHipad® wvedend skupioy se adedoval siginy dm’&m‘aci vy
biﬂamm se v prvndch trech tidnech plestala aplikovat monoklondlnd protifdtka 2H3, protods e
i vive protilitka velmi rvelide odetranila. Phed kafdou dédvkou urdenns pro méfeat protilitek se
svitatim odebral vaorek kove, Lotha prdeatovala po dobu Yesti mdsicl, celkem po dobu 196 dail
Zxifsta s unmrtila joden t9den po Konednd ddves,

w R4
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Tabulka & 12 naveh experimenty

1édend W pouiitd specifita isotyp
skupina ‘ protildtka protilétel  |(protilabky
i 2 fadng ' Ay NA
{zamsing PBE)
Z 1167 ipolyklonaini  |pf1-42 | smiSeny
3 g B . apieiz | g&
4 T8 wAb 10bs CIABI-16 1gGl
5 3 T 266 AR13-28 IgGl
& ] AL 21F12 {83342 {TgG2a
Pormdnka:

&, Polet mysSi ve skuping ne konud sxperimentu. Viechny skupiny na raditku experimentu za-
brasvaly 10 evifat,

b Zhratks NA mnanend, Fe se protilitka neaplikovala.

¢ Fkratka mAb znamend monoldowddnd protilitka.

2. Materidl 8 metody

B

Pliprava protiléfek

£ krve we dvou skupin avifal se pipravily pobvhlondlni protilatky proti AR Prowt skuping zatu-
nuje 100 samic my$ Swiss Webster, bteré jsou 6 a2 8 t9dnd staré. Imunizovaly se vden ), 15 8
2% se 100 pg ANI?9Y kowmbinovangm s CFAMRA. Ciyfl injekes se as:hkovai; v den 36
s pelovidnl davkon ANITE2. ZviPata se neclala vwirvacst v den 42, pipravilo se sérum a séra sp
smivhala & viskal se celkovy objem 84 ml Drubd skuping obsahovala 24 samic my¥ frogennich
s nydima FOAPP, kierd nefsou v pHpad® Hdského gems APP transgenni & fsou ve vékn & a2 9
fydut. MySi se inunizovaly vden 0, 14, 28 & 56 100 ug ANI92 kombinovanym s CRAIFA,
Tyto zvifata se nechala take vykrvdoet v den 63, plipravily se séra a spofila se, piidem colkovy
objarn jo 14 ol De sady sév so spojily. Protifétkovd fakee se distila ve dvou krovich soifeni
& H0% saturovanym siranem amonayn Konednd sra¥ening se dislyrovala proti PBS & netovala
se ptomnost mdm{mm: Mucistvi endotoxin bylo wi¥¥ ne? | Elmg,

Monoklondin protilitky proti AR se pHipravily 2 tekutiny ascith, 7 tekotiny se neidive odstranily
lipily fak, Je se k ledem chinzens tekuting pfidal koncentrovany dextransulfit sodng, vie s pro-
michalo ma ledy, 2% se dosdhlo konelnd koncentrace 0,238 % Pak se p¥idal ve stélého nvichdnd
koncentrovany CaCly a2 se dosthlo konednd kensentrace 64 mM. Tento roztok se centrifugoval
pii 10000 x g a odstran! st pelet. Supernatant se seichal na ledu se stejudm oblemem saturova-
neho sfranu amonndho priddvanéhio po kapkdch. Roztok se opét centrifugoval pif 10000 x g a
odstranil se supernatant. Pelot se resuspendoeal ¢ dialyzoval se prod 20 mM ‘m'a»«i%u 8.4 M
MaCl, pH 7.3, Tate frede se ag:%igixma a nra kolowms FPLC Sepharose @ od firmy Phasmacia a el
ovitla se reveranim gradiseten 0.4 M a2 8,275 M NACHv 20 mM Tris-HCL pH 7.5,

Maximuow protilitek se identifikoval abaorbaned pii vinove délee 280 am a vhodné frakee se shi-

ly. Pripravek &iftenyeh protildtek se charakterizoval mébenim konventrace proteive s pousitt
metody BOA o stanovenine Sistoty 2a pouditt SDS-PAGE. U protilitek se 1aké texiovala pHtoms
nost endotoxing, Muo¥atyi endotoxing bylo sl god 1 Elimg, Tioy s hodnoton nidsl ned 100
byvly conadeny jako tir s hodnoton 23,
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3. Mnodsivi AR & AFP v movky

Puy piblidns Sesti mésicich 16hy rivnymd phpravky protilitek prot AR se iroloval mossk ze
syifat po perfitz Hopiologiokym roztokem. Jedng hemisféra se pHpravila pro mumohistochemic-
kou analyzy ¢ drabhé se poudila pro kyvantifikec! smofstvi Afls APP. Za dcelom metent koncens
pract rhngeh forem amyloidnio peptidu beta & amyloidniho prekaurzorovsho prdeing (APF) se
izolovals hemisféra a pfipravily se homogensly hippocampdhnl, Kostikale 2 cercbeldrmi oblasti
v 5 M guasiding Tyte homogendty se watedily & renodsnd amyloidnihe peptide neba APF se
kvamtifikovalo porovndnim séril faddnl Mandardd peptidu A¥ nsbo APF zndmych honcentract ve
formdtn BLISAL

Celkové mno¥ety] AD a ABI-42 se stanovilo v homogendtech v korfexe a Rippocampusy testem
FLISA 2 moo¥stvi cetkového AR v mozetke jo zobmzeno v tsbulee & 11, 12 a 130 Primdma
koncantrace celkovéhe AR v pFipad® kontrolad skupiny inokulovand s FBS byle 3.6 nasobng
il v hippocsmpusy se¥ v morkové kife {primeér jo 63 389 ng'g uppocampilnl thiné ve srov-
wand 5 17 BRI ngfy v pfipadd mozkové kiry). Primémé mnofand v mozelke kontrolnl skupiny
(30,6 ng'p dind) bylo vie jak 2 000 kedl nBS ne? v hippocampusu. Tate nmolstvi jsou padobna
snesistel, kieed jsme difve zmifiovaly v pHipad® hetergeygotaich fransgennich my$t PDAPP whee
to véku {Johnson~Wood et &l Prov: Natl, Acad. Sci. USA 84, 15501835 (19971,

V pHipads meskové Koy jednn Kéena skoping vykazovals prim@red mnostvl AR, kteed se pod-
siatné 1186 od mnofeivi konteolaf shupiny (hodumia P jo wendl ne Q005), iéndo avifatiim se apli-
kovaly polvkionaini protildtky proti AR, jako se wedd] v tabulos & 13, Prioémd nmodstvi AR1-42
se redukovalo na 65 %6 ve srovadnd s Kontrolou pro tule Ienou shopinu, Prémémé mnoZstvd
APT-42 bylo ks podataing snieno o 58 % ve srovedal x kontrolon v jedné dalsl 6dend shuping.
Témto zvifatiun o aplikovala ddvka s mAb 10D5 (hodnota g je rovaa 004331

~ A8
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¥ ldppocampusy pramdy procentudintho snifent colkovehe swmedstvi Aﬁ spojendha s kkdbou
s monckionglnich protilatel prott AR (50 %, p=0,0055) nebvlo tak velks, juke hodnota, kterd se
aamndfila v koster (85 95} {t‘abu fka €. 14} Absoluin! bodnota redukee viak byla shoro § kelt
vyES v Wippocampasy ned v ke mozkové (31 683 ngfy v Mppocampuse versus 11 638 nglg
thind v kive mwakovd) Kdy? se mé#H mmofstv joko vive amyloidogenal forma AR, ABT-42,
spite ned jako selhove nunodatvi AP sai¥eni dosalend polykiondini protilitkeu hylo podstatné
{p=3,0025). Stfadni hodnoty ve skupindch ofetfenvch mAb 103 a 266 se redukov abvua 33 a
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Celkové mnodstvi AR se také méfio v mozadku (rabulka & 15) Tyl skupiny se iunizovaly
pi\i’»f‘igimé‘%ﬁ ps‘a‘ii?é‘km& prott ADa proii‘i&ﬁzm 266, Mard vwkazuie podetamon redeked celkoviho
muodetvi AR (43 2 46 9%, hodvota p je §.8033 respekiive 8,0184) 3 dilk, & shupina ofstfend pro-
silatkou 10DS vwhazaie podstatnon redukes (29 %, hodnota p=i, 0675},

Tabulks 8135 mozedek

18Eend ¥t arfednd hodnoty ) I prdmiey

ceikovy X selkovy RS

wodnats hodnota § % oxdng hofnatd . RLISA

BLisa’ |
T 35,54 YO Y TR, h04131, 207
palyklondind | L8 17,81 0, SRR ~§ 3 18, 1524, 38

proviistky

proui Az

WAk 16DS ) T 2L, 68 G, G873 -39 T, 2R A3
{dk 256 § - 18,58 0, 0184 48 18, 5946, 53
Wb SLFLD Y TEREER w0, 8383 TERS 32, 88%5, 80
Pozndmbn:

a, Podet zvitat ve skuping na konel experinanty

b, ngfg thdné

¢, analyza podie Mann Whitney

d. gkratka NA zramend seapbkovaus

2. standardnd odebylba

Koncentrace APP v mozkové kife a v mozeoich, kierd pochdzeil v mydi ofetfenyeh protilitkoy
nebo PBY se ahd stanovila testem BLISA. Vya¥ily se dva rizad testy APP. Prvni test oznaleny
APP-/F] rorerndvd APP-o (o vyludovans forma APP, kterd se 38pila v sekvenct Al & formy
pring délfky (§~' L} APP, zatimeo druhy{ fost rovesndvi pouze AFP-. Na roxdil od pokilesy nuod-
stvi AR spojend s Wébou u subsady 88enyeh shupin, maoZstyi APP se aexmdnilo v viech oletfe-
aych evifat v SKov wani s kontrolnind zvifaty. Tvio visledky indikujl, o tmunizace s protilétkami
proti AR sndduif mnndstvi AR, andd se sniZaje omekstvi APP.

Mnodstvi AR v mozkové thani, hipproarmpuse a v mozetku evifat ofettergoh polyklondlnl proti-
Fatkou vytvoPenin proti ANTTEE so podstamd redekovals. Mendi rossah monoiiio;a*’t{n’i“h m‘»:‘» tild-
fek proti sminstermindlni oblasti ABI-42, specificky proti aminckyselingn 1 o 162 {3 92 28
take vykarnie podstatnd Idehnd Bdinky,

4. Histochemivke analyzy

Morfologle AB-imunorealtivaich plakl v podsadich mozkit z vy, kieré jsou zahrnuty ve sk
pindeh oletfenyel PR, polykiondlnf protititkou AP, 21F12, 266 a 1005 se kvalitativad po-
rovadvalo s morfologl! predehozich studif, ve kteryoh se prufivail standardni innuizalol prstupy
s ARM2, Redukes mwylotdni essreniny, morfidogie erodovanyeh plakll 3 imunoreaktivita AR
spojend s bufikew fzoe menl (inky mmaimw postupen standardni imanizsce. Tato porwovant
podporu]f vostediy testl ELISA, kdy se aplikani protititky AR42 daosdblo podstat tné redukoes jak
v mnokstvi celkoviho AD ek AB4Z.

- 883
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¥ podobiém kvalitativedm hodnocend se nkazaln, 3¢ se sndfil podet & viskyt anvyloldaich plaki
ve skupiné mySt imunizovanych 10D, pfitemd existuje dbkaz, 2o imunoreaktivite AP je spojend
s bufikon. Vahlede ke kontrolnim Kéengm avifatim frakee polvklonglnthe Ig proti AP a jedna
x reonoklondluich protildtek {10D3) redukovala uede plakil v 93 % respektive o 81 2IF12 maji
relativad maly linek na plakové sele, MikeoRigy wozky po 16668 pabAByy vykazuil diftizal
usazeniny @ neptitomunost fady vétiioh kompakinich plakil v shuplod my$i oletfensch pabARyg

S. Maend titel protildtek

Podsade 1 nahodnd vybranyeh anvdl z kaddd skapiny se pred kaddou intraperitonedind inokulasi
odehral vanrek hrve. Colkem se aiskalo 30 veorkit keve, They protilitek se ma¥ily jako protilitky
vazajiol se na ARI-42 za pouditl sendvidoveho testy BLISA s plastovemi destifikami s velkym
upoZsivins problubad potaenymi AR1-42, juk se popisuje v sekei Obeend materidly 8 metody.
Priméme tiry pro kaddy veorek krve json zobrazeny na obrdzku & 18 af 18 v pHpadd polyklo-
nilnl protilétky & monoklondlnd protildtky 100§ & 2IFI2, Privadmé hoduoty HHg v tomto Sase
Jsou pHiblizng 1400 v pripad polykionsintho protildthového phipravku o byly slabd nifs nef jo
fato hodnots v plipadd zvifat oleSenyeh 10D a 31FI2

. Lymfoproliferstivai odeavy

Lymfoproliforace mivishd na AS se stanovils za poudit bundk slexiny. kters se shromdddily osm
dai po konedné inflei protilitek. Corstvd shromédding bustky v podin 167 ¢ prohlubni se kultivo-
valy po dobu § dai' v piisesanostt ART-40 v koncentmct 5 5 2a G8slem stinudave. Jako pozitie-
af kootrola se dal¥l busky kultivovaly s mitogenens T bustky PHA a juko negativai kontrols se
bariky hulttvovaly samotnd bez pHidénd peptida. '

Splencoyty 2 dospilych myd FOAPP imamizovanyeh riznymi protifitkami proti AR se stinndo-
valy & vitro ANTTOR a stanovila se prodiferatival s eytokinovs odesvs, Uslom téohio tastd jo
stanovit, 2da pasivid imunizace wmodnile prezentact antigenu a tak sktivact odeavy T budtky spe-
cificks pro ANTTI2. U my8{ pasivad imusizovanyeh protilithami proi AR se neprojevila Sidng
profiferativid nebo eytokinovd odesva specificks pro AN1792,

Priklad 13 Dalsl studie pastvni imunizace

PH drohst studii se opakovala 1étha protiléitkan 10D3 a testovaly se dvd daldi protilatky proti AR,
a te monoklondlel protilatka 306 (A ) 2 16CH {ABu.p) Kostrolaim skupindm se aplikovalo
bud’ PBS, nebo protildtha TM2a. MySi byly staedi ve srovnsni s pfadebozf stadii (11,5 28 12 mé-
ol stard heteroxygoted my&), jingk exporiment probh! steinymm spisobeny Po Sesti mésieich
fetby plakove uxle redukovand protildthou 1005 byly w881 ned 80 % ve srovadnd s Rontrolami,
které se ofettily PES nebu protilithon TM2s (hodwota p je 0,003} Jedna » dal¥ich protilitel prot
AP protilitka 3D6 byla stejed afinng, pHidem uade redukovala 2 86 % {(hodnofs p=0,003). Po-
dobni ¢jistini se ziskals méfenin tostom BLISA s AB2, Tyvio visledky demonstruil, ¥ protifés
kovd odexva proti peptidu AR v neptitormosti imunity T budtky je dostatetng pro snilent amy-
toldniho depozite u mySi PRAPP, ale e ne viechny protilitky proti AR jsou adfans, Zvise
adinné jsou protilathy proti epitoplie, kieré obsahujf aminokyseliny 1 a% § nebo 3 a8 7 AR

Ukizale se, & pasived aplikovand protilitky proti AR redukovaly roxsab plakit v mydire modelu
Alzhenmerovy nemoeh. Kdvz se udeduie v sére nleka konventrace protilitek 25 a2 70 pe/md,
protilatky maji pHstup K CNS v mnofstvi dostatetném pro dekorsct beta—smyloiduicl plakd.
Vatup protiliitky do UNS neni zplisnben aboormélnim plestupsm backéey krev-masek, protods
aadoslo ke avySeni vaskuldrsl permeability, jak 2mSfH Bvaus Blog u myd PDAPP, Navie kone
centrace  protifaty vmozkovém  parenchymu dospllifch my8l PDARP byl siginy jako
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v mstransgennich myvdich, vo? reprezentgie 8,1 % konventvaci protiliiek v adru (3 ohdeden na
aotypl.

PHklad 13 Sledovani navisind protilitek

Aby se stovilo, zda protilitky prott AR by mobly pleobit piimoe v CKE, se u moekd ziskanyeh
» miy$ perfizovanyel zivlogickem som\i«{*m popsand na kosel piiklade X3, testovala piiom-
nost periféend apikovangeh protifitek. Nefixovand kevostaticke mozkové sekes s vystavily pl-
sobeni fuorescsndntho Shuidla urdendmu prtt myShmn innpoglobulime horl anti~myst Igl-
Cy3). Plaky v mumcich skupiny mysi ofetfengch pmt‘im&{m LTS o 3126 byly ailnd plelinytd pro-
tigthon, watimeo ve skoping my¥ Qiem‘en‘?th nrotifitkou 16CTY toto 2abarvend neexistuje. Aby se
ukdzal plny rozssh wloZend plakil, sériovd sekee ka2dého mozku byly seidfive mmoreskivem
s protilitkon prott Al s p_ak se sehunddrnin Snidlam, Frotlatky 108D3 a 306, ktevd vanikly po
perifernt aplikact, se vyskytajl v amdbytku ve vétsing plakit v ONS. V 8chto Weenyeh skupindeh
s¢ uzle plaki veloy redukovaly v porovodnd se si-mpnm 16CTHL Tato dala indikujl, 2o periforns
a_gii&m and ;:mmmkv mohon vstapovat do ONS, kde mife piimo dochdeet k vymizeni amyloidu
fe pravdépodobnd, fe protilitka 180T md take piiatup k plakiim, ale nent schopna s¢ vizat.

PFrikiad 14 Testy gx vivo pro festovand gktivity protilatky prott smyloidnim depositlim

Aby se testoval (8inek protititek na 2mizend plaki, zaved] s test ex vivo, ve Merdin se primdend
wmikroghaly baftky kultivovaly s nefixovanymi kryostatickymy sekeemt wozky myfi PDAPP
aeho Hdi tpicich AD. Mikeoghiais! butky se ziskaly z cerchealmich kortikd neonatilnich myi
DRAZ {1 58 3 doi), Kortiky se mechanicky disooiovaly v HBSS (Hanksdy rovnoviang rortok
solf, Sigmal s 30 pspfod DMy 1 (Sigma). Disociovans hattky se filtrovaly pres Sltr, Kiory zachy-
3 busiky o priondvy 100 am (Falcon} a centrifugovaly se pfi 1 800 ot/uin po dobu § minet. Pelet
se resuspendoval v ristovin médin (DMEM ¢ vysokym ohsahem glukdzy, 10 % FBS, 35 agfml
GM-U8FT a bafiky se nanesty s vysokon hustoton do plastove kudttvadnd nadoby T-75. Po 7
23 9 dnech se wadoby nechaly rofoval ne michadee pft 200 ot/min, po dobu 2 hodin pit te;ﬁmﬁé
37 °C. Suspenze bundk se ventrifigewvala pfi 1 000 ot/min. & resuspendovada ¢ testovaném s
diw,

Beseti mikmmmmvé sekee mozkll my¥ PDAPP nebo Sovdka tplotho AD {posmvtny fas je
mend e 3 hoding} se nechaly roxtdt o nanesly s¢ na kruhovd sklendod mikvoskopickd skiitka
pa\kﬁm podviveinent a &mm‘{a se do prohhdbni tkadovgol kaltivadaich destitel s 24 prohiubng-
s, Shlicka se dvakedt omwly testovachm médieny, Klery obsabuje H-SFM (msdham, Kieeé moi»
sahuje sérum hybridomd, Gibeo BRLY s %% PBS, glotanupen, penicilinem/stroptomycinem a 3
agiml anGM-CSF {(R&DN, Kontrolnt protildtky nebo protildtky proti Al se piidaly ve dvos nd
sobné koncentraci (konstnd koncentrace fo & ng/mb) po doba jednd hodiny, Mikroglialni bustky
se pak nanssly v hustotd 0.8 x 1% bundkiml testovansho média, Kultivace se providéla v hamidi-
zovanéns inkubdtors {37 °C, v atrnosféfe 3 % COy) po dubu 24 hodin nebo vice, Na i\mm nka-
bave se kultury fixovaly s 4 % paraformaldehydem a jeiich prostupnost se svyovala 8,1 % Trito-
ner-X 108, Sekee se nechaly reagoval s protilitkes 306 zradenou birtinem a pak *;askévmi
konjugdt streptaviding 8 O3 (Jackson immunoRasearch), Exogenni mikvoghabnd fanfly se zvidi-
telnly jaderndnm barvenim {DAPLL Kultury s¢ pozorovaly v ohrdcendém fooresceningm mikeo-
skopa (Nikon, TE300) 8 fosamikrografy se piipravily wa pouliti digitdintho fotoapardts SPOT a
softwary SPOT (Diagnostic Instruments). V plpadd westernovy snalyzy se kultwry extishovaly
v 8M modovind feddnd 111 v redukdnim tricinovém vzorkovém pulre a nanesl se na 16% tricino-
vy gel {Novex). Po transferu na tmmabilon se bloty vystavily plsobent pabAf42 v Roncentrast 3
pedml a pak anti-mydim protilétkam konjugovangm s HRE a vyvinuly s¢ s ECL {Amersham}.
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Kdy? se proved! test se sekeewmi mozky my¥ PRAFP v piitomnost pratilitky 18CH (edna
2 protilitek prott AR nebyla ddinnd i vivol, beta-amylindni pi&i’w Zéstaly neporuieny 8 nepore-
mxgjg se #hdnd frgooyidea. Naopak kdvi se Kaltivovaly piilehié sekee v pfitommosti ;am{aisi&\
1003, amyinidai depozity ve velkém rozsabiu vymizely a mikroglidinf buiky vykasuil fadu fago-
evtovich vesikul, kieré obeahuli AR Idemicke visledky se ziskaly se sekosmi mozkd Hovida
mm!m Alshaimerovon nemoci, Protilitka 10D wyvolals fagocyiden plakd AD, 2atimeo proti-
fatka 16C1T nebyla GGinnd. Navie teat poskyvinje porovnateing vystedky, Rdy¥ se pnwed:: bt
s my&ie, nebo lidskymi mikroghidlning budkami a s miysimi, kedhlimi ;m:}tziaimmi nebio 3 profi-
Htkami prindt prott AR

mm

Tabulka £, 16 ukesnie, ada doslo k naviedsd afnebo flig,mytéﬁg ¥ ;}‘im&i‘é vazehnyoh specifit ng-
kolika rs;zmz:h pr\\mﬁkk MdZe byt viddy, Fe protilatky vieggict se ng egamxp% ¥ amzmkweimaah
b az 7 se vad & odstratingi anyloidsd depoxity, 2atimoo protilitky varajiof se va epitopy v amino-
kysefindch 4 a2 10 odstradial] amyloidal depeatty. Protilétky vazadiol se na sbytek 10 v Ctermiv
nalnim epitopu ss nevéd ani neodsivadiafl amylobdni depozity.

Tabulka & 18 Analyza epitopove specifity

provildtka barveni fagooytizs
spitop isotyp
Neferm. mAD
3DE -5 Tgea + +
1005 3-8 Igtl $ 3
22¢H 37 TgGéa * 3
6E10 510 Tqial ¥ -
14A8 310 Krysi 1gGa |+ ~
13-28
LRGI1 10-18 Xryst IsGi i~ ~
266 16~24 TaGl - ~
IB-21 IGRb - -~

63 -
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2033 ' ~40 Tgil
1E0LY ~40/~42 Tgil - -

FiF12 ~42 AT - -

imgnni

AL R R R

kr&lids 16 t 3
{OFRY

wy 3t {CFA} 37 % +
my3L (QE~ 37 & +
3 A

epidt (8- {3~7 | + +
g1y

my R {MAPL- [X~5 ¥ RS

Tahutka &, 17 vhasyje vysledhy sisknd s ndkolika protitithami proti AD, kdy se srovaiava jejich
schopnost vyvolat fagocyiose v tesiu ex vive a redukovat plakovd nele fn wive v stadifch pasty-
pifo transforn. Adkol protifdtks 16CIY a 2IFIY so vade ne agregovany synteticky peplid AP
s vysokow aviditoy, tyto protilitky neresguii s bata~amyloldnimi pleky v nefixovanyel sekeich
saozka & nemohou 2plisobil fagoovtdns v teatu ex wive & nejsou GShmé and & wive, Protilitka
1005, 306 a pobvhiondlnd protilatka prowl AR byl aktival ve viech tech wéfenich. Protilatka
230K xe vade silndfl na anslogovo formu piirozendhe AR, v kiorém kyselina aspartovat v polo-
ze 1 a 7 je nahrazens kyselinou jso-aspartovon. Tyie vysledky ukazujl, Ze dlioet 0 vive jo
zplisobona odstrandnim plakd zpisobenym pHmoe protititkou v ONS a test ex vive pledpovidd
adinnost f vivo,

Stejuy test se pousll pi testovant odstrandnl protiéthy proti fragmentu symueleing, ktery se oana-
Buje jako NAC. Ukdsalo se,2e synuclsin je protuln spojony s amyloidnimi plaky, Protilatka proti
NAC je v kontakiy se vzarkem mozkove thing, kler? obsatje amylaidni plaky. Jako kontrola se
poutilo kealidh séram. Naslednd monitorovin! vykassie 2naduou redukol podtu a velikosti plakd
addvaiici ndetrathajic! aktivite protitithy.

~ & -
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Tabulka & 17 Test ex vive jako predikior S8innosti in vive
protildtks  lisolyp Tavidits proinavezani na | USinnost &% | RGIODGEE 10
agregovany  {f-amyloiidnd [vdve TIwE

AP ipM} ipdaky

suaakisnding

KT IQBRY 470 * * *
1005 “G? &3 + & 4
18011 1gel a0 - - -
2LFLT IgG2a 500 " «
T A fotl < " = -

ROlyklonding

1-g4 3 smde SO0 ¥ + *

Konfokdini mikeoskopie s poulila k potvizent, Z¢ AR se internalizovals bhen pribéhu testu ex
wive. V piftompostt kontrolnich protilfiek exogesnt mikvoghislal budky se uchovaly v kofokélng
plode nad thini, kde existovaly nepatogenni vesikady, kters ohaahaj{ AR a ;‘s’iaiw v seket alistdvai
neponidend, ¥V piitonsnostt protilétky HIDS skor viechen matetid) twi obaadery v vasikulech
v exogermtich mikroghidinich buitkéch, Aby se stenovilo, zdn internalizovany peptid byl adstra-
niin, koltury ofetfend 10D3 se extrabovaly v riend dobd 8 M wmodovinou a testovaly se westemo-
vou avalyron. ¥V bodé adpovidaiicim jadné hoding, kdy se jelt® neobjevila fugooyidza, meakve
s pedyklondind protilétkow prott AR uldaala silny pruh odpovidatic! molekalovon hastnosti 4§D
{odpovidd peptida AR) Fagooytden zprostfediovant protilitkou vede X jeil degradaci.

Aby se stanovily, zda fagocyidza v testu ex vive byla sprostiedkovina Fe, pripravily se fragmenty
Flab'§d protilatky 308 prot AR, Alkoll fragmenty Fb'i2 si ponechaly svou diphnow schoprost
reagovat s plaky, nejson schopny gpdsobit fagooytdan pomoef mikroghidtuicl bundk. Navie fago-
oytoea s codou protititkon by mohla bt blokevana Sinidlern profl mySim receptorSim Fe {anti-
CDISA2) Tato data indikuil, S odatraniind AR e vive jo zprostfedkovand fagouytizon zpro-
stfedkovanon receptorom Ty

Priklad 15: Prichod protititek shoe bariéru krav-morek

Tente pliklad stanovaje Koncewtracl protilitky ‘)s; ravedené do mowke, pak ndsleduje intravendend
tnjekse do mfrsf:»mim thind pormdlnich mySi nebo ow¥ PDAPPE, Myl PRAPP nebo normdlni
kootrolnl mySi se perfzovaly s 8.0% NaCl Ziskaly se oblasti mozka {(hippovampus nebo kia
mozkova} & rychle se zanwazily. Mozek s¢ homogenizoval v $,1% tritonn s inhibitory protedsy.
Imunoglobulin se detekoval v extrakioch testesn ELISA. Fa'? koof anti-my¥ 1eG se potihd na
desticke RIA fako anadief Sinddio. Séram nebo extrakty mozkd se lnkubovaly po dobu jedng o
diny, Isotypy se detchovaly s anti~my$iny 1gG-HEP nebo 1gG2a-HRP nebo 1gQ2-HRP (Cale
iab} Protititky bez ohledu na fsotyp byly pfiomay v ONB v konoentract, kierd je 1:1 080, kdvi
se ziiftupe v kvl Kdy® kongentrace igisi byla trojndsobek koncentrace 1pGla v kevi b*, Ia také
trajndsohek honcantrace 1gGla v mozky, obd protilitky tvor 11,1 %% jejich muozstvi v kivi, Tento
vystedek se pozoroval u transgennich 2 netranspeunich my$(

CBS
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Friklad 16 Tempeotiokd {Winnest peptidu AP v kenfiguraci MAP

Studiy a¢lmosti terapie adjwvansivmiogen se provedla za pouZiti semic 8 samed holoraygot-
nich fansgennich my3t PDAPE ve veku @ a2 10,5 mésive, pfitemi se testovals ddinnost flanie
proveinn, kiery obsabuje ABI-7 v tetramsrove konfiguraci MAP, jak s¢ popisuje shora v texte.
Trvini studie vk 28 twdndt 2 do skupiny se safadilo 29 a2 40 svifat. Zvitata na koued studie byla
15 mésiod stard. Metody pouZivané pfi o stadit json steiné jabo pil terapenticke studit s vl
aymi edjuvans v piildady VI shora v tovtu, Lé8ond skupiny se defingil déle v dexta v tabudee &
i8.

Tabalka & 18

Edinvans imonogen fedicd pufy aplikace
shupEng 3 CEASTER MR (AR~ SN TP (400 pli
skaping 8 LBl ERE S {38% dL
a¥gping 3 PRS - SOOEERD L)

Zhrathy nvedensd v tabules: MAP znamend waltitigenwd peptid, TT znamend epitop T Iasiky
toxoldy tetwm {RI0-844), SO snamend subkusdnnd, 1P snamend poritonedind, PBS mamend fei-
ologicky roztok pufrovany fosforeSnanen, GOS8 je formulace ghyelnv/eitrdtsachardza.

Imunizadni rozvrh byl pro vSechny shupiay stelay, Mydim se zavedia injekee v igdnu 8, 2, 4, §,
12, 16, 20, 24, pidems se veorky krve odebwaly v tidnu 3,5, % 13, 17, 21 2 28, Skupindm 1, 3, 3,
4 2 & so aplikovalo csm injekel, skopion 2 8 3 QS2I/ANITYZ o PHES soulily jeko pozitivid a
negativad kontroly,

Titry s¢ stanovily testens pro stanovend titry protilaty prodi AR,

Skuping | je skupina CRAAFAMARAR-TTT) vyjadfujicl nizky iy, Maxindlni hodnote GMT
byla pouze 1200 v wdny 13 @ v igdne 25 Klesla na 600, 3 2 30 my8, nevykazgl Hadny titr, &
dal¥ich sedm my¥l nepfekradily na konel studie ity 400,

Skuping 2 je kontrolni skupiue QS2P/ANTTEL, kierd dosdhla maximilal hodnoty titre v 17, tyd-
nu, pfidon? hodnota GMT f» 16 D00, Tir pak pokiest béhem daldich B wyded na hodnote GMT
& 708 Joduno avite v #to skupin® netvofi titr protitdtek v pribéhu seldho experimeniu,

Skuping 3 se tmenizovals samotaym PBS & nevykaawje 2iduy tir protilatek.
066 edené skuphny vykazuji podstated sifend mnolstvi kortikdlndho AP ve srovnani s kontrolni
skupinou tounizovanon PBS (tabulka & 19). Skupine CRAIFAMAP (AR-T) podstatnd saifila

muoistvi AP ve srovadnl s kontrolni skupineu PBS navzdory refativad nizkych tid protilitek
prott AR

- Hf
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Tabulka & 19 Maoistvi kortikédnibo AR

| PRS MAP Q8-21
primér 17 335 % R2Z 2 380
ingdy thang)
roEmazd S550~18 358 280-10 782 210~11 187
{ng/g tka&ng)
hoddnota p §, 0003 menlSi ned

0, 0001

N 38 30 34

Imunogen AR 17 MAP jo ictnmy pfi vivohind dostateliné mumitnd odezvy o ohledem nae ubladd-
i AD v kertexu

L

Brikiad 17: Mapovint epitopy imonogenni odezvy na A v opic

Tento piklad snalyzuje odezvy primita na bnunizact s ANTTE2 (to jo ABL-42) 11 skupin apic
W {d/poblavifskoping} se beunizovaly ANITEZ {divks cheabaje 75 nebo 300 ug) v kombinact

s mdfuvans U8-21 {dévia oheabuje 50 sebo 10 up) nebo 5 % steriln destrdzy ve vodd {D3W,

kostrolni skuping). Viem zvifatio se aplikovaly IM injehos podie jednobo we 1 rowvrbtt, juk je

zobearena v tabules &, 20, pfidem? se aplikovale colkem 4, § nebo 8 davek. 175, den studie se

shromiidily vaorky séra { 4 ople/pollavi/skuping} g vzorky O8F {53 opie/pollavi/shuping) wls-

15 kand 176 den studie a hodnotila se jejich schopnost vizat se na peptid ABI-40 3 APP,
Tabulka & 20 Tafazent do skupin a obsah divky
shupina 8. jreevel® Sopie (MPT) |GAVKA ddeka Q=21 wphsob
FARITES {pgd davha) aplikace
fngfadvka;
% 1 P T8 5 ™
3 5 73 orostiedel’ LR0 T
c 1 474 prost¥edek | 100 M
¥ 3 474 75 5 ™
5 ! 474 340 50 M
é i T 75 O T
7 1 474 100 1100 M
8 RE 474 75 100 N
£ 2 374 300G 160 Ry
16 5 £/4 75 100 N
11 3 178 300 100 1M
a0 a vouvrh Bddvka viden 115, 29, 57, 85, 113, 141, 169, rozyrh 20 dévka vden 1, 29, 57, 113,
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b, kontrolnf shupin® se aplikovala injeket BSW
¢. prostfedek ohsatuge pufr glveiv/eiratsachardss, ktery jo excipientem pro AN{TIL

Skutednd uspofddini Hnedmibo peptida rozezndvancha p«miié‘itkami ve vzorich séra e avifst
fnanizovangch AMNITO2 s stanovil testern BLISA, Ktevy mE¥ navizini @ohio protilétek wa pre-
ssfrujicl se peptidy, kterd pfekryvaif colou sekvenci ABI-42, Peptidy znafend biotinens s Sdsted-
nou sekvenct ANIT9Z se wiskaly zinstituce Uhivon Technologies, jako pepiudy obsabagict 18
aminokyselin s prekryvem 9 shytkil {svntéan £.5366, 8. 5331 a £.5814), Prvnich 32 peptidd je nn
{-konet mnadeno blotinem Hakereny GGKL Poslednich 1) peptidd joow mmaleny biotiness na N
koot s linkeresy, ktery obsahuie BOBG (SEQ 1D NO: 703 Lyofilizovans peptidy snatané Hioti-
ngm e rozpustily v koneentract § mM v DMBO. Tyto sisobni roztoky peptidd se Fedily ma kone
cenfract 5 pM v TTRS (0,05 % Tween 20, 25 mM Tris HOL 137 mb MaCl, 51 md KOY
pH=T7,5). Alikvoty o ohjorne 100 1l toboto SM roztoke s¢ piidaly ve dvou provedenich do des
tidsk s 96 prokl L&‘smmi ktend jsou potaeny streptavidinem (Pierec). Duestitky 3¢ inkubovaly po
dobu jedng hodiny pit teplot® mistnosti, pak se promyly Sntikedt TTRS YV sorky séva se gtui}
fedidlons bex azidu, sby se normalizovaly iy & do kaZdé prohlubud se piidale 100 pl Tyio des
tidky s nkubovaly po dubu jedné hoding pfi feplatd mistaostl a pak se prowyly Syiikedt TTBS.

Haof snti-lidake protifitky kewjugovand s HRP (Iackson lmmunoRussarch) se Fedil v L 10
v fedidie ber azidu a do prohlubnd se piidale 100wl Dextidky se npét inkubovaly & px“ﬂmyi}ﬁ
Aby s¢ vyvinula barevnd reakee, do prohiubn® se pHidalo TMB (Plerce} o objenwe 100 el a vie se
fkubovalo po dobu 15 minu & puk se pridely 30 pl 28 HBOy, tie se xastavila reakes, Optickd
hustota se méfla pi vinovs déloe 400 mn ns kolovimetrickém Stenim zafizent Vinax nebo
Spectranax.

Imunizace s ANITO? vede k pradukel protilitek v 100 % 2vifat ve viech skupinach, Berym se
aplikovats davka v den 175, Priméms hosdnoty Hel ve sis,ug}mac%; jsou vozowad 14 S%6 a2
56 084, Objevuie ae wend, Fo titey Jsou vy88, kdyZ se imuizgie s vesst Roncentract antigan
alnebo adiuvans, ale nedemonstrovaly se \mimigk;s podstainé rozdily, Meré fsou 2pisobené vark
abiliton oderyou o jednotlivech zvifat na meamitaaci,

Ssra, Kierd jsou pozitivad va protifathy vidt ANTTEY jsou taks pozitival v piipadd protifitek vt

ABT-41, Primmimé tivy ve skoping jsou v rosmer! 36 867 a2 163 991 a jako v pfipadd titrit profi
sntigonn ANITOZ nevykazuil statisticky podstatng roxdily me2i skupinami v den 175, Navazdni
na ANT792 vwkazitje vysoes pozitival kevelaci s navizdnim na AB1-40 {Spearroan v = Q.8671).

Za 48 tmunizovanich ople podle rimsho roavehu ANT79Y se wiskalo 33 veorkil CSF s adekvit-
pim oleman a kvalitow 32 (97 %) 2 aich chio opie vykaaui powitivnd titey B8 ANTTRL
Hoduoty Hird fsou v rozmexd 2 a% 246 se stfednd hodnotow 49,44431 34, Maoistvi provilatek prot
ANITEZ v (8F jo §,1880,11 %% hodnoty, kterd 3¢ namdtila v sdére 2 vykazuje vysows poziibvnd
korelaci {Spegrman r=f,7840) $titry v séw, Fadng rozdlly v procentu provildtky mb\'ic modng
widdt ve skupindeh nebp roezi pohlavim v O8F, Muodstyd protildthy v UAY i konzistentni
s pastviim toavsforem perifernd vytvofond protilicky pies bariéra krev-mozek do centralnthio
servového systéma,

Testovind sady vanrkd CSF pozitivnich na pmi‘i'iétkﬁ pmti ANTI? demomstrovale, fo jako prot
fitka ve vzorcich sérg tak protilitha v OSF aldifend reaguje 3 API-40. Tiry protifitek proti
AR -41 ukdzaly vysobow korelact (Sparman e=0,963 é} stitey protilatky prog ANTTEL Testovand
sady vaorkl O

SF ng;sy $Simd titry protilatky vl ANIT92 nevykazeji dadné vavizdnl na APP,

jako v pfipads adrovyeh protildtek.

z >

Kadvi se sérum ve due 175 testorvalo pmi; sériim gm,kws ajfcich st desetimémich gﬁpﬁdm proti-
Fatky re vieoh opie vitkanyeh na peptid, yssac & sekvence pﬁim % aminokyseliny | g 16 peptidu
ANTTO {aminokvsctiny peptidy APP 653 a¥ §72) U askteryoh svifat to byl pouze Jediny prptid,
u ndhod se dalo mert navazint (zobrazeno na sdwdzku & 19}

&% -
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U Jinych zvifat se mobou mé¥l {ind reakiivita, ale ve visch piipadech pleviadd reaktivita s Ne
termindind peptidovon sehvencl, Dali reakitivity spadaji do dvons skupin. Prvai 2 neib&En&isl sko-
pir jo navizini peptidh kolerm Nokonce 110 peptidy ANTT9Z (obriek & 200, Navizdni toho-
to type byle Haeno na peptid plebryvaiivi aminokyseliny 1 a2 §, 1 a2 % 2 2 o 11 peptide
ANTTIZ. Tyte reaktivity hombinované s resktiviten s poplidery 1 w8 10 represeniuf{ naprostou
vetSinu reakiivity w viech zvifat Mapovdni epitops jednotlivieh wvifat v Sase indikuie, o reakii-
vita protilite s peptidein 1 a2 10 postupuje k pHilehiym peptidin, To demonstrufe stlnou aktiva-
of tounited odesvy w88 Nokoncel peptida ANTTOR s jeho volnfm termindinim zbvikem kyseliny
aspartove, Drohd minoritnd detekovatelng sktivite v ndkterych avifat je navizinl peptidd lokali-
rovanyeh aminckyseliny 7 a2 16, 11 a2 20 & 18 a2 25 peptida ANTTE2, Tyvto reaktivity j& modné
spatfit u pouze 18 o 30 % opic.

Yartabilita odesvy mexd rianimi avifaty (napiiklad xds amdnokyseling 1 a¥ 10 jsou exidazivaim
nehe pleviadyjivim realitiviim epliopem) nekorehge a dévkon sntigen/adiuvans, s razythem
splikace divky nebo s titvem protilfitky 2 je pravd@podobnsd odrszem gemetického wspofadand u
kazdeho jednotiivého avitete,

Priklad 18 Provence a Kéha Sloveka

Aby s stanovila berpednost aplikace pro Slovika, provedia se fze T studie, kierd zalirnuie apli-
Kaet jeding dévky. Terapeatické Sinidlo se splikovalo ve varlstajicich davkich iy pacicn-
thm, piitem? se zadalo iblidnd v 0,81 muokstyi pledpokiddend dSinnostl a evydovint davky
probifsake 3 faktorem 3, a¥ se mpofstvt pfibliZile desetindsoblu (Sané mydf davky.

Aby se stanovile terapeutickd dlinnost, provedia se faze ¥ studie, Vybrall se pacienti trpief Jas-
non nebo stfedsf i Alcheimeravy nemork, eof se defimovelo posditing kriténif sengvanieh fn-
stitnei Alzheimer's disease and Reluted Disorders Association { ADRDAYL Viodni pactenti dosdhe
ty shire v testa JMin-Mental State Exam® (MMSE} v rozmeai 12 a2 26, Hnd vherovd keitéria
Jo skuteCanst, Ze paclentt pravdSpodobud pleliil trvand studie a nevyskytuii se komplikace, jake
Je udvnd IR, Keré mohon interferovat. Zdklado! bodnovend funkoe pavionta se provadi poudi-
tim klasickyeh pyychometrickyeh stsndardd, joko jo MMSE ADS, ktord jsou jednotaym mefi-
ket pro hodnocend pacientd teplofch Aleheimerovon nemost,

Tato psychometrickd stupnice sloudi jako mira postupy Aldheimerovy nemoci, Vhodngé stupnice
kvalitativatho Zivota se miide twké poudit X monitorovani 16chy. Postup onemoenént mitze byt
date sledoviine MR Profily krve pacionttt mobou také Byt monitoroviny sty protilitky wo
inmogen g odexvy T bundk,

Pacienti jsou ndhodnd roxdilent a Wedeni bud terapeutickym Sinidlom, sebo placsbem, Pacienti se
steduji alespost bakdgeh Sest misicd. Uiinnost ss stanovila podstatnes reduked postupy doné
shupiny vitateno ke skupind, kde se aplikovalo placehe.

Druhd faee studie se provedia tak, 2o so hodnotila konverze paciontd s Sasnow ziriton pamét,
kierd nend zplsobena Alshelmerovon nemosd, Klerd se nazged mirdty pamet spojend s vékem
{AAMD nebu lebkd oligofrénie (MUY} na modnou Alzhelmerovy semon, jak se definuje foitertd
ADRDA. Pacientt s vysokym nebezpelim konverze na Alzheimerovy nemuoe, se vybraly nekdi-
ické populace testovinim referendnich populuc, kde se sledovaly andmiy ztrily paméti 8 jing
nbtiZe spojené se symplomy strity pamSti stidia pre-Alzheimerovy memoei, wyskyt Alzheimern-
vy nemoct v roding, faktory gesetickyeh pfedpokladd pro toto onsmuoendal, vk, pohlavi a jiné
rysy, ktere snamenail velkeé nebezped! viniku Alzheimerovy semocl. Vytvorilo se 2dkladni skére
ziskang ve vhodoyeh testech zabinujicd MMSE a ADIAS spolu s jinymi stupnicemi naveZenyimi
tak, Ze se hodnodl vice vormdlsl populace. Tyvto populsee pacientd se sheduji v intervsiech pHi-
blizng Sesti mésked 2 konelny bod v pHpads kaddého pacienta je sda jebo onemocndnl konverhje
s Alcheimerovy wemon, jak i defingf keitéria ADRDA na konci poeorovand.

e
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Priklad 1% Obound materidly a metody
1. Mtent vl protilitek

Mukin se ndebrads krev 2 ccasul #ly © objermu 200 yl de mikrocentrifugovd skumavky. Mordas
tim se ne;&mt\ wyholia oblast hlezna a pak s¢ powsm jehla 18 gauge 8 ndebrale se krov z mata-
tarsilnd Fily 2 keev se Jimals do mikyocentrifugadnl skomavky. Krev se nechala sriZet po dobu
jedng hodiny gm feplotd mistnostt (R}, sefchals vortenem & centrifugovala se pft 14000 K g po
dobu dessti mina, 'sh» se separovals g adrg sradening. Sérom se pak prenesio do i mikeoven-
trifugadnl zhisnavky 3 uchovivalo se pfi teplot® 4 °C ai do titrace.

Titvy protilitek so stanpvily testermn BLISA. Mikrotitradnf destifky s 86 prohlubndmi (destitky
Costar BIA)Y se potdhly 100 1 rowtokas, ktery obsabuje bl 10 pg/md AB4Z, nebo SAPP nebo jing
mme:m jak ae pi¥s v kaddé sprévd v }'@f“ﬁhﬁ\aaw{“ pufre (8,1 M foaforstnan sodny, pHRS,
8,1 % azid sodnyt a uchovdvaly se pfes noe pH teplod mistnostl, Problubng se vysily a do pro-
hlubni se pfidalo sérum 3 poditednim fedOniny 1100 v fodicim gmfm {i} 014 M fosforstnany sod-
ného pHT4, 015 M Nagl, 0.5% albumie v bovinnkn sérn, 4,05 % fhiomerosalu}. Sedm sért
Fedéni vanrkfl se pFipravilo pfimo na pletny ve teeh Reoeloh, aby se dossblo koneSndho fedeu
1218 700, Reddnl se inkubovalo v pﬁmsmwah prohfubnich destitel po dobu judnd hadiny pfi
teplotd mistnosti. Destitky se pak prosyly Styfikeat PRS, kterd obsahuje 6,08 % Tween 20, Dras
hé protilitke keal anti-myd Ig konjugované s kfenovou pevoxidizon {ziskané od firmy Boehvin~
gor muwhetm) se piidalo do prohlubnd jako 100 il fed8ni 143 000 v fodicim pufhu a vie se ik
bovalo po dobu dué hﬁésm ¥t teplotd mistnost, Deaticky se promyly Syfikeat v FBS, Tween
30, Aby se vyvinul clromogen, do Kaxdé prohlubn® se pridal 100 pl TMB (3355
tatramethyhenzidin :fs‘tia:am od fi ravy Plerce Chemivals) vie se inkubovalo po dobu 15 mimut pH
teplotd nistnost. Reakos se rastavila pfidanim 25 gl 3 H.80,. Tntenzita barvy se pak odeditala
na molskulovém zafizeni Ymax pil vinové délce 450 nm a2 650 am,

Titry se definovaly jako pfevrdosnd hodnota Yedini séra dévajied jedoy poloving maxima hodooty
O, Maximding hoduots QD se v oheonde pHipadt odediiala 2 podéteduthe fedind 1T/HHE s wiim-
ke ppadd s velmt vysokdm titey, v pripads, Zo w881 poldtetnal Tedtnd jo neehying K ustanovend
saximaini hodnoty OD. Jestize 30% bod spadd merd dvé fedéni, provedia se Bnedmi extrapila-
oo, aby 8¢ vypodital koneday titr. Aby s vypoltital geomutrivky primér tind protibiek, tiry nigdi
sed 100 se automaticky oznadily juko fitry ¢ hodnotou 28,

2. Testy profiferace lymfooytd

mydim se provedia snestere soffranem. Slezioy se odaranily & promyly se dvakeit 3 ml PBS,
ktery ohsahaie 1096 ferdlni bovinni sérum doaktivovand teplem (PRS-FRS) 8 pak ze homuogeni-
zovalo pi teploté S0 vyiadieno v jednotee Centricon (Dako ASS, Novskoy v 1,5 mi FBS-FBE po
doba 10 viekin pfl 1 ot/min v Medinachine {Dako), po niZ nasleduje filtace ples aylonovd
sito s velikost port 100 ratkrowd. Splenovyty se prounyly jednoe 15 ml PRS-FRS, pak se vyivos
fil pelet centrifugant pfi 200 x g po dobu 15 minut Le;wm frevai budtky se lyzovaly i, foose
resuspendovanin pelete centrifugaci pf 200 X g po dobu § s, Clervens krevni bustky se hves-
valy tioy, 2e s resespendoval pelet v 8 mi pufru, ktery obsabgje 8,18 M NHCL 1 M RHCO;,
0,1 M NaEDRTA, pHT.4 po dobu gm minut pft teplotd mistnosti, Lmkw:ﬁ} se pak promyly 2ple
sober popsanym shors v texte. Cerstvé izolovans buitky steziny ¢ 107 bunek v probiubai} se kub
tivovalo ve toch {}r{s\e\ismck na mikrotitradnich destifkash pro hifove koltury s duem ve tvary
U 95 prohiubudmi, {Corning, Cambridge, MA) v kaltivadnim médin REMY 1640 (JRH Biosei-
ences, Lenexa, K$) dopladnéer 2,85mM L glotaminem, 1% smési pesiciling/streptomyeinu a
10% FBS deaktivovanysy teplem po dubu 96 hodin pfi teplo§ 37 °C. Takové se v riaaych dév-
Kich, keeré jsow v rozmesi § a2 0,18 mikeomoll ve Styfech keoofeh pidaly rizae pept iy AR,
jaou o nap¥iklad ARI-16, ARL-40, AB1-42 webo veverani peptid APAR-1, Badiky v kontrolnieh
prohlubuich se kultivevaly s Convanavalinem & (DonA) {Signw, cat # O35, v konventraat |

N
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mikrogram/ml), ani¥ se phidal protein. K bulikém se piidal na postednich 24 hodin I -thymidin
{do jedng pmhﬁubwg se pfidal § pOi od firmy Amersham Corp., Avlington Helghts 1), Bugky s
pak skitdily na destidky UniFilter a politaly se v zafizeni Top Count Microplate Scintillation
Cosupter {Packard Instruments, Downers Grove, ) Vialedky se exprimovaly jako podet ispul-
2 rediogktivity za jedae minuta {opm) zadlendnyeh do nevozpustiveh makromeolskal,

4. Priprava mozkove thing

Po usmresni sy mozek odstran] o jedoa bemisfirs se pipravila pro imusohistochemivkow anals-
2y, zatiznoo i oblasti muske (uppocampus, kortex @ mosetek) s ziskaly 2 jiné hemistry a po-
uZtly se Kk mdfend koncentrace ritanyeh proteind AQ 2 forem APP za pouiti speoitichého testu
ELISA (Johnsor-Wood st al., Proc. Nath, Acad, Sci. USA 94, 13501558 {1897,

1 E\am urdené pro test BELISA e homogenizovaly v 1 objemech guanidinového pufre chiazend-
ho ledom (38 M s{*z'ﬁm{izwﬁf 4, 80 niM imn}{{*} pHE M. Homopgendty se zamichaly mimym
msgixamm za poudit Adawy Notatons (Fisher) po dobu 6 a3 &t hodin, psk se skladovaly pii
teplotd ~20°C, aby se kvantiftkovalo moodstvi AD 1 AP, DEVEE experimenty se ukamiii, ¥
suatyty byly stabilnt xa oo podminek uchovivind a ¥ syntsticky protein AR (Bachem) by se
mhl kv @nmatax o ziskat, kdy¥ se phida do homogenath kontrolad mozkové thind e omladst my§
{Jolmaon-Wood et al, Proo Natl, Acad, Scil USA 84, 13301585 {18

8. MFent mnodstvi AR

Homogenaty mozku se fedily v pomdre 1018 ¢ kaseinovym fedidlem cllazenym lodem (025 %
basein, PES, 0,05 % azid sodny, 20 pyrfmi aprotining, 5 mM EDTA pH 8,0, 10 gp/ml leupeptidi-
mu} g pak se contrifugovaly pi 16 G x g pi dobu 20 minut pH teplotd 4 C., Standandy syntetic-
kého proteing AR (1 a¥ 42 aminokysshin) a standardy APP se pHipravily tak, aby xabrmovaly
.3 M guanidin, Sendvigovy test BLISA pro celkowy™ AR vwuzivg moncklonsing prm:iiéfku 2685,
kierd jo specifickd pro aminokyseliny 13 a¥ 28 proteims AR (Seubert ot al,, Nature 359, 325327
{19927), jako anadict protilitks, & monoklondlni protildtkn 306 2madenon bmtmem, kferd jo spe-
cifickd pro sminokyseliny | a¥ 3 proteing AR (Johason—Wood st-al., Froc. Natl. Acad. Soi. LISA
84, 13301333 {1897 jako veportai protilitka. Monsklondin pm&i.ﬁim 3036 nerorezndva vylne
Govany APP nebn APP v celé délee, ale detekuje droliv AR s aminoternsindlnd kyselinow ssparto-
vou, Tents test ma ni3S Himit cithivost] priblised 30 agfml (11 aM) a nevykszuie zkif¥encu reak-
Uvit s endogennim oivSim profeimery AR v koncentrscich do 1 ng/mi (Johnson-Wood ot al,
Broo. Matl. Avad, Sci. USA 94, 13561555 (1997,

Sendvidovy test ELISA spacificky pro ARI-A2 pouliva mAR 21F1, kerd je specifickd pro ami-
nokyseliny 33 a2 42 peptide AP (Jobnson-Wood e al., Proc. N;ﬁ& Acad. Sai. USA 84, 1550
1333 (1887} jabo znatend protildtky. Vimt testy se jako reporind protilétha poudiva mAR
306, kterd md ntf¥ Hmit citlivosti okole 125 ppfmi (28 M, Johnson-Wood et sl Proc. Natl,
Acad. Sci. USA 94, 1550-1355 (1997 V piipadd testy BLISA pro protein AP se 100 pl bud
mAD 266 {v konwentrani 10 pg/ml), nebo mAB 21F12 v koncentraci § pg/ml potdlito na duo pro-
Rlubai destitek s 96 prohiubnemi {Costar} inkehact pies noe pi teplotd mistoosti, Rovtok se od-
strandl aspiract a prolilubng se blokovaly pfidénim 200 pl 0,25 96 Hdskéhe sérového albuming
v pufre PBS po dobu alespod jednd hodiny pii teplotd misteosti. Blokadnf roziok se odsteant] a

destilky se wohovivaly vysulens pii ie:pinia 4°C ax do pmzm: Deaticky se anovu pled pouditim
Ewdmtm aly v promyvacio pufre (Heiologicky rostok pudtovany Tris (0,15 M ’*«Ea&i 8,01 M
Tris-HCL pH 7.5} plus 005 % Tween 20). Veorky a amnéardy se phidaly do prohlubni
¥ trojrasobnyeh alibvoteck o objomu 100 1l 3 pak se m&ubm&y pies noc pif teplotd 4 °C. Dese
Heky se promyly elespolt tikeds v promyvacin gmim mezi Kaddym krokem testu. Prowldky
mALRIDE malent biotinem se Tedily wa Roncontraci 0.5 pymi v kaseinovém testovacim pufry
{25 % kaseing, FBS, .05 % Taeen 20 pH 74} s §§§’id‘§§‘&~ se do prohlubat a nkubovaly se po
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dobu jedud hodiny pi teplotd mistnostl, Kouwjugat aviding a Kfenove peroxidizy {avidin-HRP se
ziskal od firmy Veotor, Barlingame, CA) fediny 11 40 000 v kKaseinovéin testovacin: pulra plidal
se du prohlubaf 8 kultivovaly se po dobu jedng hodiny pfi teplot® mistnostt, PHdal s¢ kolorine-
tricky substrat SLOW TMB-BLISA (Plerce} a nechal se reagovat po dobu 15 minut pfi teplo
mistnosty, enzymatickd reakee sv zastavila pPddaim 25 pd 3M HS80,, Reakind produkt se bvantt
fikeval 2a poudid molekidového zafreni Vmax g 2ot se rordil v absorbaned pii vinove déloe
458 2 65 n,

&, Meren! mnohtvi APR

Vvusily se dva riznd festy pro méfeni AFP. Pront oznateny APP-/FL rozexndvd obd formy
AFP APP-alfa (1) a APP pleé délhy (FL). Dhuby test se sproifikoval prov APF-a. Test APP~
a/FL rozeendvd vyladovany APY zahrgifel prenich 12 aminokyselin AP, Protode reportnd protis
tatka {2H3} neni specificks pro misto a-clip, kterd se vyskytule mezi aminokyselinami 813 a2
§13 APPSOS (Fsch of al, Solence 748, 11221124, {1990)), tento test aké rozerndvd AR ping
détley (APF-FLY. Frodehor! experimenty potdivaif imobilizovand protilatky APP s oytopluama-
tickym coasem APE-FL, aby vwerpaly mozkové homopendty APP-FL, co¥ nsznsivge, e pfir
bliind 30 g% 40 3% AFP-o/FL APP fo PL {date nghson zobrazena). Reportal protilétka v pripadé
obou tostt APP-w/FL & APP-t jo mAb 8BS, kteve se vytvolily proy andnokyselinged $44 a2 3982
formy APPESS {Gsavnes et al, Mature 373, 523 {19985 Repontni mAb v piipads festn APP-o/FL
JoomAb ZH, kieva jo specifickd pro aminokyseling $97-608 APPSSS {Johnson-Wood et al,
Proc. Matl, Acad. Scb. UBA 84, 153501555 {19971 & reportnd protitéthon vtesty pro APP-u je
derivar mAb 16HY, kery venikl vidi aminokyeclindn 603 a2 611 peptide APP. Ny {imi citlie
vosti testy APP-gFL je plibliEng 11 ap/mi {150 pM) (Johnson~Wood et al, Frog. Natl Aced
Sei, USA 84, 15501855 (19975} » Hmit oitfivostl testu specifiekehe pro APP-w¢ jo 22 ngind
{0,3 uM) V pipad® obou testd AP se mAb 885 povdhly na probdebng destitek BIA 596 pro-
hlubmémi zplsobsm stelinm, jako se popisuje showa v textu v pfipads mAk 266, Cistény rekovme
bimantal vylutovany APP-g 3¢ pouZil jake refersadnl standard v pripads oty APP- & teste
APP-ofFL {Esch st al, Science 248, 1122-1124, {19901} Vzorky homogendtu mozku v & M
guaniding se fedily v pomérue 1110 v fedicin pufre vhododm pro test ELISA (1,014 M fosfored-
narovy puft pHT4, 0.6% hovinaf sérovy albarain, 0,005% thimerosal, (15 M NaCl, 1% NPdGy
Vzorky se pak fadily v poméra 14 ve veorkovém pufiy, kterd pheahuge 0.5 M guanidis, Reding
homogendty se pak centrifugovaly ph 16 000 x g po dobu 13 vickin p# teploté mistansti, Slan-
dardy APP a vzorky s¢ pak pfidaly na destitias ve dvoundsobnych altkvitech 3 inkubovaly se po
dobys 1.5 hodiny pit teplot® mistnosti. Reportni protilitka 2H3 nebo 164 se inkubovals se vaor
ky po dobu jednd hodiny pH teplotd mistnostt. Kowjogdt streptavidin-alkalicks fosfatdza (Boe-
hringer Mannheim) se Tedily v posdra 131 000 ve vzorkoveém pufni a inkubovaly se v prolilab-
miol po dobu fedud hodiny pi teplotd mistnostl, Pidal se fluorsscentnd substrdt d-methyhums
beliferyifosfirednen a jokuboval se po dobu 30 sinut pfi wplotd mistnostt & destidky se odelitaly
wa fluorimetre (.‘.'.}-jm'f}uﬁém 2350 (Millipore) pH vinové déloe 385 mn (oxcitace} o 450nm {emise).

7. Imunohistochestie

Moxky se fixovaly po dobu 6 dai i 40 °C ve 4% parafrmaldetydu v PBS a pak se uchovivaly
jeden a% sedm dnf pii teplotd 4 °C v 1% paraformaldehydn v PBY a2 do plipravy sekel. Na zafi-
zent vibratom st nadezaly korondral sekoe o thoudte 40 mikednd pit teplot® mistnosti a uchova-
valy s v ochranndm Ssidle pro hluboké rawazeni (30 % glycerel, 36 % ethylenglykol v fosfo-

rednanovém pufre) pit teplo ~20°C & psk se provedio imunchistochemicke epracovant.
Y pripadé kaddého mozky se pfipravile Sest sekel ma frovni dorsdlathe hipposampusy, kaddy se

scparoval intervaly 240 pwm, které se inkubovaly ples noo s jednou wisledujicl protifaton: 1)

protilitka proti AR (mAb, 3D, speificke pro lidsky AD) fedng na koncenteaet 3 ugimiv PBS g
194 hovském sérw nebo 23 mAb speeificks pro lidské APP RES 2nafené hiotinem feding na kone
centraci 3 ugfml v PRS 1 195 kotské sérumy nebe 33 raAb spacifiche pro glidind Sbeilimi kysely
profein {GFAP, Signa Chentieal Coj Feddny 15 5 259 Triton X100 & 1% horskym sévem ve
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fvzistogickém roztokn pufrovandm Tris pH 7.4 {TBS) nebo 43 mAb specificks pro CD1ID, anti-
gen MAC-T {(Chemivon International) faddnd 1100 5 §,35% Triton X-~100 2 1% kealidin sérawm
v TBS nebo §) mAb spetifickd pro amtigsn MHC ¥ (Phasmingen) fedSad v pomérs 11100
825 % Tritewy X100 a 1% kedlitim séru v TRS nebo 6) kevsi mab q;}mmk; PO L{}%
g’s”ba;’mmm@} fedénd L1100 1% kealiGim sfrem v FBS nebo 7} keysi mAD speoifickd pro OR
ASRA (Pharraingen) fedéng 11180 5 1 %6 krdlidim sérem v PBS neba 8) keysf monokionali AR
specifickd pro I 43KEB (Phamingen) feding 11100 & 1% kedlidim sérem v PBS nebo 9) kyysd
monoklondlat protilitky prott AR specifickd pro CD4S. (Pharmingen) feddnd D100 1% Kedlitim
sérem v PBS nebo 10} polvkiondlud kfedS protiiathy proti AR specifické pro CD3e {Pharmingen)
fodnd 1100 s 196 krdlilin sérem v PRS nebo 1) kevst monokloniind provilatky specificks pro
C04 {Serotee} feddng v pomdry 120 o 196 krdlidin sérem v PBS nebo s 1) roztok PBY, ktery
neobaadiuie primérnd protilithy obeahajie! [ % pormélat kofiske sérum.

Sehoee, kterd reagovaly s rostoky prottldtek popsanynd v paragratech 1, 2 6 a2 12 shors viesta
se pfedem ofetfily 1 %% Tritonem X- 100, 0,4% peroxides vodik v PBY po dobu 20 minel pi
ieploté mistnosti, aby s sablokovals endogenni peroxidiza. Dile se fukubovaly ples noc pit tep-
Bytg 4 7C s primdend protildtkon. Sechoe, ktend reagovaly § moncklondlnimi protifatkami 306 nebo
JES nebo CD3e pak reagovaly po dobu jeded hodiny pff teplot mistnosti s komplsxeny, ktery
zahrnuje Kisnovou peroxidizu-avidin-biotin, ¢ komponeaty kitu A% 1 B* fediném v pomérs

1175 ¢ PBS (Veotor Flite Standand Kit, Vector Labs, Burlingams, CAL i:s\,i\w\ ktené reagovaly
s protifarkamd specifickymi pro CIF 48RA, CI 43RR, OD43, CD3, a roxtok PBR se inkubovaly
po dobu jedud hodiny pfi teplold mistnostt s anti-Krvsim IgG enadenywy biotinem (Vector) fedd-
wym D75 v FBS seboy s ant-ayy$im G {Vexi\m Fogcenym biotinem s feddeym 7S v PRS,
Sekoe pak reagovaly po dobu jedné hoding pf teplot® mistnosti s komplexem k¥enovd peroxidi-
za-avidin-botin ¢ komponenty kite (A% 8 B fedBuimi v pomdrs 175 v FBS (Vestor Elite
Standard Kit, vector Labs, Rartingame, CAL

Sekee se vyvijely v .01% peroxidu vodiku, 085 % 3,Y-dismincbensidivy (DAB) pit teplotg
mistnostl, Sekee wrlend pro nkubact s protilitkami %pemf:ak\e;m pro GFAP, MAC-L-AND
MHC H se pleders odetfily 5 §,6% peronidem vodiku p;‘; teplotd mistnosti, sby se blokovals en-
dogennl peroxidéza, a pak se inkubovaly pfes nov s primdend protilitkou pi ‘i&{}fo’i&;‘ 40, Sekes,
Kterd reagovaly s protildthou GFAPR, e ;,:‘;%uimwi} po dobu jedad hodiny p# teplotd mmtﬁmﬁ
¢ anti-myXi protilithou pipraveson imunizacd kond fediné v pomérn 1200 s THS. Sskes déle
resgovaly po dobu jedné hodiny » komplexew avidin-biotin-peroxidizs (Vector Laburatiwies,
Yectastain Blite ABC Kt} fedingm 111 000 s TBE. Sckee, keré se inkobovaly s monoklonding
protifatkou specifickey pro MAC-1 nebo MECH fsko s primdrnd protilathou ndstedng reagovaly
po dobe judng hodiny pil toplat® miastmostt x anti-keveim feG soadenvm bictinem p‘ﬁpmvem}m
v krdlikovt fedenvm vpomdru 1200 = TBY, psk nas(edum ikubace po dobu jednd hodiny
s kinnplexem  avidin-biotin-peroxidasa fedéném 11 000 sTHS. Sekee se m,i«umvai}
s protilitkami speaifickyon pro GFAP, MAC-T 2 MHU Ha pak se viumitzovaly 168bou p¥i teplo-
$& mistnosti 5 0,05% DARB, 8,015 peroxiders vodike, §,04% chioridens nikelnatim, TBS po dobu
4a 1 mingt,
Imunologicky znatens sekox se nanesly na sklondod skifke (VWR, sklitka Superfrost), vdy-
chem sulend ples noe, namodend v rozioku Propar {Anstech) & pielaytd Kevofmi skiidky za pou-
Zitt média Permount {Fisher),

£a Glelem stanovent podtu plakl AP obwrveniss podsada GFAP pozitivaich sekel se nanesls ma
skiitka Superfrost 8 inkubovaly se ve vodném 1 % Thoflavien 8 {*’imma } po dobae 7 minut o pak
npastedovale munohistochemickd ?pmwws\a. Sekee se pak dehydratovaly a Sistily vrostoky
Fropar, pak se piidals mdédivm Permonnt 8 pHikeyly kryoimi skitky.
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R. Fobrazovac] asalyza

Videowetrichy avatdm robrazovact swalfey 180 (Oneor, Ine,, Gaithersburg, MUY spojeny
s Kikon Microphot-FX pfes COD videokameru a monitor Spay Trintron se poudll pro Rvantifi-
kel inumoreabitbvnfeh skiiek. Zobwazen! sehoe se whovdvalo v pufre viodadm pro video a ste-
novile s prahové zabarvent a prith saterace, aby se vybral a vypolital velkovd plocha pixeld
pokrvigeh bnusslogicky znatenou strakiuron. ¥ g}r;;m.ds: kazdé spkes se munuelnd malrd e
ppocampus # vypodiiala se velkovi pliocha obsazend pixely. Procenticks sastoupend amyluidnitio
axle se matile jako (frabor hippocampdint oblasti, kierd obsaluje usyzeniny AR fmunoresktivad
s monoklondln! protifatkon 306} x 100, Podobn® procentovd zestoupend neuritického wide se
mdilo jake (frakee hippocampélnd oblasti, kterd cheahaje dystrofické neurisy regktival s mone-
klonglnt provilitkon §ES) 1 100, Byatdm C-Imaging {(Compix, fno, ¢ Cranberry Township, PA)
operufici s programess Simple 32 Software Application jo spojen s mikvoskopem Nikon
Microphot-FX prosteduictvim kamery Optrondess poudit se pii kvantifikeel procents retrosps-
ndlntho kortexn obsazendm GRAP-pozitivaimi sstrooyty 8 MAC-1 g MHC T-pozitividms mi-
kroglit, Zobrazen! innunoreaktival sekes se uchovivale v pudve vhodnény pro viden g stanovil se
prah zalodeny na wonochronuy, aby se vybral a vy votitala plocha celkovéhe poltu pixel vhsa-
zenvel imunclogicky zoeadenymi busikant, V pripadd Ratdé sekoe se wamadlnd nadet] retrospl-
naly kortex (RSO} a vypoditala se calkovd plochs pgxeiu obsazend RSC. Procenticks zastoupent
astmcws se definovaln jake: {frakee RRC obsazend GFAP-veaktionimi astroeytyv) x 108, Fodob-
nd microghidea vyjadfend v procentech se definovaly jakor (Bakee R8T obsazent MAC-Tngho
RMHC Ei«-rmsxtzmzm: mikyogly x 100V mpa&ﬂ anai\nw sobrazent se v pRpadé kafdého zvitete
Svantitatived hoduotilo Sest sekei na Grovn dovsdiniho hippocampusy, kdy ka2da je oddélens
intervalem 24 prn. V Kaddém pHpads osobs, kterd hodnatiia sekee, nexnale status imb;y zvifay

7 piedchozioh informasi je a¥eims, #x vyndlex popisuis fadu pouditi, Mapfiklad vyndler popisuje
pouditi bovolayeh protiliek protl AR ;mp&faw?ch shora v texty pH 8BS, profviaxd nebo din-
gnostice anpvlotdogenntho onemocnéni nebo pff vyrobd Ik nebo disgnostickehe prostiedki.
Podobnd vyndlez popiswie pouditi Bbovolaych epitopickych nag%nm AR pagwaw"i} shora
v isetn vhodayeh pro #0bu sebo profidast amyloidniho onemotndnl nebo pii virobé Bk pro
poufitl stepnym spdsobeny
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PATENTOVE NAROKY

1. Fragment AR vizany L nostlovéau peptidy pro pouiti k eyvoldot imanital odpovidi prott
AR, & thm pro prevenct neho geni onemocndnd spojencho s amyloidnimi deposity A v mozky
pacients, pficem? fagment AD sestiva z

i} ARi~7 majictho aminokyestinovon sekvenot DAEFRHD,

{3 ARY-T wajictho sminokyselinovon sekvenel EFRHE, nebo

1} multivedry 1) nebo B

2, Fragment AD véeany k nosovému peptide podle ndroku 1) kde fragment AR sestava 2
ABL-T uebp AR3-T.

3. Fragment AR vazany k nosidovéma peplidy podie ndroku 1 nebe 2, kde K fragmentu AQ je
piidany cysteinovy shylek. ”

4. Frogment AS vieany k nosiCovémy peptide podie ndrokd 1 a¥ 3, kde nosiCovy peptid je
pipajeny k O-konel Fragmenta AR

S, Fragment AD vissnd & nosiSovémas peptida pudle ndkiersho z narokdt 1 a2 3, kde nosilovy
peptid je vézany k N-konci fragrmentu AfS

& Feagment AR vizand knosiCovénm peptide podle ntkeerdho z ndrokil 1 a8 5, kde nositovy
peptid je peptid, Kiery 2vyiuje transport ples thanivo,

7. Frapment AR vizany & nosiovéma peptidu podle ndlaterého 2 ndrokf | ad &, hde nosidovy
peptid 2vyiude nouiing odpevdd prott ARI-T nebo AR3-7.

8. Fragment AR virany k sosiovému peptidy podle ndroku 7, kde nosiCovy peptid jer
sérovy albumin

hemogyossin pHtipkovich piEl

wolekels fvumoglobulingg

tyroglobuling

ovalbuming

toxoid 2 patogenni bakierie;

untverzalal epitop Tobudiky:

eytoking nebo

cherackin,

9, Fragment AR vizany k nosiovému peptida podhe sdvoka B, kde nositovy peptid io fetanovy
toxold, toseid dipterie, & coli toxoid, cholerovy nebo H. prlort toxnid nebo athumeny derivit
toxeidu,

10, Frogment A vizsy knosilovémn peptidu podle ndroka 8, kde nosiovy peptid sbavage
aniveradind epliop Tbaiky, kiery ie:

hemaglutintn inflaenzae Hdwran (PRY VREONTLKLATY

PADRE (AKXVAAWTLKAAAY

malirie C% epitop T3 {EEKKIAKMEKASSVENV Y,

povishovy antigen hepatitidy B: HBsAgw o (FFLUTRILTIR

S -
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profein tepolndho Soka 65 hepélin 1 (DOSIGDLIABAMDEKVGNEGY,
mikroorgantzos Calowtie-Goerln (QYVHFQPLPFAVVELY),

tetanovy tosoid T s QY IKANSKFIGITELY

tetanovy toxoidy T T e (FRNFTVSFWLRVERKVSASHLE), neho
HIV gpi20 T (KQINMWQEVORAMAY )

11, Fragment A visany K nosiSoviému peptidu podle adkterého » ndrokd 1 s 10, kde fragmen
Af je vieany K sosiovdmn peptidu chemickou vazbou,

12, Fragment AR varzany k nosiRuovénmu peptidu podle ndktersho 2 ndeokd § a¥ 10, kde Fagment
A Ie sxprimovany jako fand protein s posiovym peptidem.

13, Farmaceutioky prostiedek, yyzmadujici se tim, do obsabuie fragment AR viany
k nosidovémy pephide padle ndkierdhio z ndrokd 1 ad 12 a jednn nebo vics fermaceuticky piifs-
tolnyeh slodek,

14, Farmacsuticky prostfedek podie ndroku 13, vyenafujivi se tim, Fe ohealuge far
maceuticky pfhatehy nosid,

15, Farmacemticky prostfedek podie ndroku 13 nebo 14, vyzaadujiei se¢ tim, ¥ ob
sahuie faemacenticky pfjateing adjuvans.

16 Famacaticky g}rw;ﬁec;iak podie ndroka 15, vyemafajied s fim, % adiuvans j&
pro podind soudasnd s fragmentem AP vizandim k sosiSovémy peptide.

17, Farmaceulioky prostfedek podle ndroku 16, vyzuadujicd
vazany K nosiCovému pephida je spojeny s adjovans,

g fim, Ze fragwment AR

18, Farmaceuticky prostfedek podle ndvcku 17, vyzwadajiicl se tim, e adjuvans je
pro podant pled nebo po fragmente AR visandmu k noaiovéans peptidu.

18, Faracenticky prostfedek podls sékierého v ndrok 13 8818, vyznafuiici se tim,
%o fragment AP vazany K nositovéme peptide je pfedstvovany virsm neho baktsrl.

. Farmwesutioky prostfedek podle ndlterdho 2 nirokd 138819, vyenadajici & tim,
& je piapisobeny pris poskytnul] divky fragments AR visansho k peptidovénmy nosi ¢ mnnd-
stvi vitim neZ D mikrograms.

21 Poudit frapmentu AD vazandhu k nosilovéma peptide podle nékierdho z ndrokd 1 a3 12 pro
vyroby lediva priv vyveldn fonited odpovEdi proti AR a tim na prevenci nebo lé8end onamoonsg~
ni spijendho s amyloidain depority AR v mozku pacienta.

2%, Pragment AD vazany k nosidovéma peptidy podle nékierdho 2 ndroklt T ad 12 nsho poudisi
pudie ndroke 21, kde onemocndnim je Alzheimerova choroba.

23, FProgmest AD vazany k nosiCovén peptide nebe poufit podle ndvoku 22, kde pacient je:
seympromatioky; afneho

md vrozend rizikove fakvory indikudiof ndchyinost na Alzhelmarovy chorobu; nebo

nema mnime rizikové faldory pro Alzheimerove choraba,

18 vykrest
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