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Oblast’ techniky

Predkladany vyndlez sa tyka polypeptidu BAFF-R, receptora na BAFF (faktor aktivujici B-lymfocyty,
patriaci do rodiny nddorového nekrotického faktora (TNF)) a Cinidiel blokujicich tento receptor, na pouZitie
na stimulédciu alebo inhibiciu expresie B-lymfocytov a imunoglobulinov. Tento receptor mé protinddorové
imunoregulané vyuzitie a tieZ vyuZitie na lieCenie imunosupresivnych ochoreni, ako je napr. HIV. Okrem
toho tento receptor a jeho blokujice ¢inidld hrajui tlohu pri rozvoji hypertenzie pribuznych ochoreni. NavySe
bunky transfekované génom pre tento receptor sa mdzu vyuzit' na lieCenie ochorent, ako si nadory, lymfomy,
autoimunitné ochorenia alebo dedi¢né choroby stvisiace s B-lymfocytmi. Blokujice Cinidl4, ako sd napr. re-
kombinantné varianty alebo protildtky Specifické na receptor, maju tieZ vyuZitie pri imunoreguldcii. PouZitie
receptora pre BAFF ako stimuldtora B-lymfocytov pri lieCeni ochoreni s potlaCenou imunitou sa tyka tieZ
pouZitia u pacientov, ktor{ prekonali transplantdciu orgdnov (napr. transplantdciu kostnej drene) tieZ pouZitie
na stimuldciu tvorby B-lymfocytov u pacientov, ktori sa zotavujui po lieCeni rakoviny. TieZ sa tyka pouZitia
receptora pre BAFF ako adjuvans a/alebo kostimuldtora na zvysSenie alebo obnovu hladiny B-lymfocytov
na priblizne normélnu tdroveil. Rozpustné formy receptora pre BAFF, ktoré blokuju funkciu B-lymfocytov,
mdZu byt tiezZ vyuZité na inhibiciu ochorent, ktoré su sprostredkované B-lymfocytmi.

Doterajsi stav techniky

Predkladany vyndlez sa tyka nového receptora z rodiny TNF, ktory bol oznaCeny BAFF-R (alebo BCMA).

Rodina TNF sa skladd z parov ligandov a ich $pecifickych receptorov, ktoré byvaji ozna¢ované ako li-
gandy rodiny TNF a receptory rodiny TNF (Bazzoni Beutler, 1996, Aggarwal Natarajan, 1996). Této rodina
sa podiela na reguldcii imunitného systému a mozno inych ,,neimunologickych® systémov. Ide Casto o regu-
laciu typu ,.hlavného prepinaca®, ked’ signalizicia typu TNF moze viest’' k mnohym réznym ndslednym uda-
lostiam, ktorych typickym prikladom je prave TNF. TNF moze napr. iniciovat’ v§eobecnt obranni zdpalovi
reakciu organizmu v reakcii na cudzorodu latku, ktord zahffla pozmenenu prezentdciu adhéznych molekil
ziicastnenych v ,.cell trafficking®, produkciu chemokinov, ktoré smeruji Specifické bunky do Specifickych
kompartmentov a v $pecifickom inStruovani (priming) rdznych efektorovych buniek. Teda reguldcia tychto
metabolickych drdh m4 iste klinicky potencidl.

Predpokladd sa, Ze indukcia r6znych typov bunkovych odpovedi sprostredkovanych cytokinmi z rodiny
TNF je iniciovand ich naviazanim na Specifické bunkové receptory. Boli identifikované prinajmenSom dva
odlisné TNF receptory velkosti priblizne 55 kDa (TNFR1), 75 kDa (TNFR2) (Hohman et al., J. Biol. Chem.
264: 14927 — 14934 (1989), Brockhaus et al., PNAS, 87: 3127 — 3131 (1990)). S génmi pre obidva receptory
TNF je spojeny vyznamny polymorfizmus. Obidva TNFR zdiel'ajui typicku Struktiru receptorov na bunko-
vom povrchu vratane extraceluldrnej, transmembranovej a intraceluldrnej domény. Extraceluldrna ¢ast’ TNFR
typu 1 aj 2 obsahuje repetitivny profil aminokyselinovych sekvencif Styroch domén bohatych na cystein
(CDR). Podobny repetitivny profil CDR sa vyskytuje aj pri niekol’kych inych proteinoch na bunkovom po-
vrchu, ako je napr. receptor nervového rastového faktora p75 alebo antigén CD-40 B-lymfocytov.

TNF receptory s vyznamnymi ndstrojmi na objasnenie biologickych metabolickych drdh, lebo mdzu byt
'ahko upravené na imunoglobulinové fiizne proteiny. Tieto dimérne rozpustné formy receptora su dobré in-
hibitory udalostf sprostredkovanych secernovanymi alebo povrchovo viazanymi ligandmi. Tieto fuizne prote-
fny tym, Ze sa naviaZzu na ligandy, zabrénia ligandom v interakcii s receptormi asociovanymi s bunkami, tym
inhibuji nadvizujicu signalizciu. Tieto fiizne protefny receptora-Ig si uZitocné nielen z experimentdlneho
hladiska, ale st tspe$ne vyuZivané aj klinicky, napr. TNF-R-Ig sa tspe$ne pouZiva na lieCenie zdpalového
ochorenia Criev, reumatickej artritidy alebo akitneho klinického syndromu, ktory sprevddza podavanie
OKT3 (Easton et al., 1996, Feldman et al., 1997, van Dullemen et al., 1995). MoZno oCakavat, Ze cielené
ovplyvnenie mnohych udalosti, ktoré si sprostredkované signalizaciou za tcasti receptorov TNF rodiny, sa
bude moct’ vyuZit' na lieCenie portich imunity a tieZ mnohych ochoreni, ktoré maji patologické nasledky
vdaka Gc€asti imunitného systému. Napr. rozpustnd forma v sticasnosti opisaného receptora osteoprotegerinu
blokuje straty kostnej hmoty, takZe je vidiet’, Ze udalosti riadené signalizdciou zahffajiice receptory TNF ro-
diny sa neobmedzujui len na reguldciu imunitného systému. Protildtky na receptory mézu blokovat’ vidzbu li-
gandu, teda m6zu mat’ klinické vyuzitie. Takéto protilatky majui Casto vel'mi dlhd Zivotnost’ a sd teda vyhod-
nejsie ako rozpustné flizne proteiny receptora-Ig, ktoré maju v krvi kratsi polcas.

Aj ked’ inhibicia receptorom sprostredkovanej metabolickej drahy predstavuje teraz najpouzivanejsiu te-
rapeuticki aplikdciu receptorov, bola to pdvodne aktivicia TNF receptorov, ktord sa javila ako klinicky
sl'ubnd (Aggarwal Natarajan, 1996). Aktivdcia TNF receptorov mdZe iniciovat bunkovi smrt’ cielovych bu-
niek, teda aplikdcia pri nddoroch bola a stile je atraktivna (Eggermont et al., 1996). Receptor mdze byt akti-
vovany bud’ podanim ligandu, t. j. vyuZitim prirodzenej cesty, alebo podanim protildtok, ktoré sa naviazu
(zosietovanim) na receptor. Protilitky mézu byt vyhodné napr. pri lie€eni rakoviny, lebo mdzu prezZivat
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NP

v krvi dIhsi €as na rozdiel od ligandov, ktoré maju v krvi spravidla kratSiu Zivotnost’. Agonistické protilatky
st uzito€né pripravky na lieCenie rakoviny, lebo receptory mdzu byt exprimované v nddoroch selektivnejsie,
alebo mozu signalizovat’ iba bunkovi smrt’ alebo diferencidciu nddorovych buniek. Podobne mnohé pozitiv-
ne imunologické udalosti st sprostredkované receptormi rodiny TNF, napr. zdpalovd reakcia hostitel’a, tvorba
protildtok a pod., teda agonistické protildtky moéZzu byt uzito¢né aj v inych neZ onkologickych aplikdcidch.

Paradoxne aj inhibicia metabolickej/signdlnej drahy moéZe byt klinicky prospesnd pri lieCeni nddorov.
Napr. ligand Fas je exprimovany v niektorych nddoroch, tdto expresia vedie k odumretiu Fas-pozitivnych
lymfocytov, ¢o umoZziiuje, Ze nddor sa vyhne imunitnému systému. V takomto pripade by inhibicia systému
Fas dovolila, aby imunitny systém reagoval na nddor inym spdsobom (Green Ware, 1997).

Podstata vynalezu

Pévodcovia identifikovali klon cDNA kédujici polypeptid, oznaovany v predkladanej prihlaske BAFF-R
alebo BCMA, ktory viaZe nddorovy nekroticky faktor BAFF, €o je faktor patriaci do rodiny TNF aktivujtci
B-lymfocyty. BAFF je molekula zhodnd s molekulou uZz skor opisanou v dokumente W(0/9912964, ktory je
cely zahrnuty formou odkazu.

V jednom uskuto¢neni vyndlez poskytuje spdsoby pouZitia BAFF-R. Sem patria spdsoby na inhibiciu ras-
tu B-lymfocytov, rastu a zrenia B-lymfocytov indukovanych dendritickymi bunkami alebo produkcie imu-
noglobulinov vo zvierati pomocou BAFF-R polypeptidu. Dalej si zahrnuté sposoby stimuldcie rastu B-lym-
focytov, rastu a zrenia B-lymfocytov indukovanych dendritickymi bunkami, alebo produkcie imunoglobuli-
nov vo zvierati pomocou BAFF-R polypeptidu alebo kostimulacie rastu B-lymfocytov, rastu a zrenia B-lym-
focytov indukovanych dendritickymi bunkami, alebo produkcie imunoglobulinov vo zvierati pomocou
BAFF-R polypeptidu a anti-T protildtky, CD40 ligandu alebo anti-CD40 ligandu.

V inom uskutoCneni vyndlez poskytuje BAFF-R na pouZitie na lieCenie autoimunitnych ochorenf, hyper-
tenzie, kardiovaskuldrnych ochorenf, rendlnych portich, lymfoproliferativnych ochoreni B-lymfocytov, imu-
nosupresivnych ochoreni, orgdnovych transplantici{ a HIV. Vyndlez sa tieZ tyka pouZitia Cinidiel na lieCenie,
potlacenie alebo zmenu imunitnej reakcie, ktord zahfiia signdlnu drédhu medzi BAFF-R a jeho ligandom, spo-
soby inhibicie zdpalu poddvanim protildtok $pecifickych na BAFF-R alebo jeho epitop.

Pri lie€ebnom vyuziti vyndlezu sa podava terapeuticky ti¢inné mnozstvo polypeptidu BAFF-R, chiméric-
ké molekuly obsahujice polypeptid BAFF-R ftizovany s heterolégnou aminokyselinovou sekvenciou alebo
homoldg protildtky anti-BAFF-R.

Iné uskutoCnenie vyndlezu sa tyka farmaceutickych kompozicii, ktoré obsahuji polypeptid BAFF-R
a farmaceuticky prijateI'né vehikulum.

Dalsie uskuto&nenie vynélezu poskytuje chiméricki molekulu, ktord obsahuje polypeptid BAFF-R ftizo-
vany s heteroldgnym polypeptidom alebo aminokyselinovou sekvenciou. Prikladom takejto chimérickej mo-
lekuly je molekula obsahujica BAFF-R fizovany s disekom Fc imunoglobulinu alebo so znaciacou sekven-
ciou epitopu (an epitope tag sequence).

Dalsie uskuto¢nenie vynélezu poskytuje protildtku, ktord sa Specificky viaZe na polypeptid BAFF-R. Této
protildtka je pripadne monoklondlna protilatka.

Definicie

Terminy BAFF-R a BCMA pouZivané v opise zahfiiaji nativne sekvencie BAFF-R a varianty BAFF-
-R (ktoré budd d’alej definované). BAFF-R je moZné izolovat’ z rdznych zdrojov, ako napr. z r6znych typov
my$ich alebo humdnnych tkaniv alebo z d’al$ich zdrojov, alebo méZe byt pripraveny rekombinantnymi me-
tédami alebo synteticky.

Termin nativna sekvencia BAFF-R oznaCuje polypeptid majici aminokyselinovi sekvenciu ako B AFF-
-R pochéddzajicu z prirody. Takdto nativna sekvencia BAFF-R mdZe byt ziskand izoldciou z prirody alebo
mdZe byt pripravend rekombinantnymi metédami alebo synteticky. Patria sem tieZ prirodzene sa vyskytujtice
skritené alebo secernované formy BAFF-R (napr. rozpustné formy obsahujtice napr. sekvencie extraceluldr-
nej domény), prirodzene sa vyskytujlice varianty (napr. alternativne zostrihnuté formy) a prirodzene sa vy-
skytujice alelické varianty BAFF-R. V jednom uskutocnen{ vyndlezu je nativna sekvencia BAFF-R zreld
alebo tplnd nativna sekvencia polypeptidu BAFF-R obsahujiica aminokyseliny 1 aZ 184 zo sekvencie SEQ
ID NO: 1 alebo fragment tejto sekvencie.

Termin extraceluldrna doména BAFF-R alebo skrdtene BAFF-R ECD oznacuje formu BAFF-R, ktord je
v podstate bez transmembrdnovej a cytoplazmatickej domény BAFF-R. Obvykle, extraceluldrna doména
BAFF-R obsahuje menej neZ 1 % tychto transmembrdnovych a cytoplazmatickych domén, vyhodne obsahuje
menej nez 0,5 % tychto domén. Pripadne BAFF-R ECD obsahuje aminokyselinové zvysky 8 az 41 zo sek-
vencie SEQ ID NO: 1 alebo aminokyselinové zvySky 4 az 51 zo sekvencie SEQ ID NO: 1, alebo aminokyse-
linové zvySky 1 az 53 zo sekvencie SEQ ID NO: 1. Vo vyhodnom uskuto¢neni predkladaného vyndlezu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 288287 B6

BAFF-R ECD obsahuje aminokyselinové zvysky 1 az 51 zo sekvencie SEQ ID NO: 1. V d’alSom vyhodnom
uskutoéneni BAFF-R ECD obsahuje aminokyselinové zvysky 1 az 50 zo sekvencie SEQ ID NO: 1. Odborni-
kovi je zrejmé, Ze transmembrdnovd doména polypeptidu BAFF-R podla vyndlezu je identifikovand na za-
klade kritérif rutinne pouZivanych v odbore na identifikdciu tohto typu hydrofébnej domény. Presné hranice
transmembrdnovej domény mozu byt r6zne, ale s velkou pravdepodobnostou sa neliSia o viac ako 5 amino-
kyselin na kazdom konci domény, ktoré su Specificky uvedené. TakZe BAFF-R ECD pripadne obsahuje ami-
nokyseliny 8-41 (sekvencia SEQ ID NO: 1).

Termin variant BAFF-R oznaCuje aktivny BAFF-R, ako je definovany d’alej, ktory ma aspoii 80 % ami-
nokyselinovi sekvencni identitu s dedukovanou aminokyselinovou sekvenciou BAFF-R, ktord je uvedend
ako sekvencia SEQ ID NO: 1 pre uplni nativnu sekvenciu BAFF-R alebo sekvenciu BAFF-R ECD. K va-
riantom BAFF-R patria napr. polypeptidy BAFF-R, kde je pridanych alebo odstranenych jeden aminokyseli-
novy zvySok alebo viac aminokyselinovych zvySkov na N-konci alebo C-konci sekvencie SEQ ID NO: 1.
Obvykle md variant BAFF-R aspoil 80 % alebo 85 % aminokyselinovi sekvencnu identitu, vyhodnejsie as-
poil 90 % aminokyselinovi sekvenénu identitu a najvyhodnejSie aspofi 95 % aminokyselinovi sekven&nu
identitu s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID NO: 1.

Percentd (%) aminokyselinovej sekvencnej identity vzhl'adom na opisané sekvencie BAFF-R st defino-
vané ako percentd aminokyselinovych zvyskov v kandiddtnej sekvencii, ktoré si identické s aminokyselino-
vymi zvySkami v sekvencii BAFF-R po porovnani sekvencif (aligning) a pripadnom vloZeni medzier, pokial
je to nevyhnutné na dosiahnutie maximdalneho percenta sekvencnej identity, pri¢om konzervativne substitticie
sa nepovazuju za sticast’ sekvencnej identity. Porovnanie sekvencii na tcely stanovenia percenta aminokyse-
linovej sekvencnej identity je mozné uskutonit’ réznymi spdsobmi, ktoré st odbornikom zndme, napr. pouZi-
tim verejne dostupnych pocitaCovych programov, ako je BLAST, ALIGN alebo Megalign (DNASTAR) Sof-
tware. Odbornik je schopny urCit’ vhodné parametre na vyhodnotenie porovnan{ sekvencii a vhodny algorit-
mus na dosiahnutie najlep§ieho porovnania celkovej dizky porovnavanych sekvencii.

Termin oznaleny epitop (epitope tagged) pouZivany v opise chimérického polypeptidu obsahujiceho
BAFF-R alebo sekvencia jeho domén, fiizovany so znaCkovacim polypeptidom (tag polypeptide). Znackova-
cf polypeptid (tag polypeptide) je polypeptid obsahujici dostatok aminokyselin na to, aby poskytol epitop,
proti ktorému mdZe byt pripravend protildtka alebo ktory je mozné identifikovat’ inym Cinidlom, pri¢om je
dostatoCne krétky, aby nenaruSoval aktivitu BAFF-R. Znackovaci polypeptid mus{ byt tieZ dostatoCne uni-
kétny, aby protildtka v podstate nemohla skriZene reagovat’ s inymi epitopmi. Vhodny znaCkovaci polypeptid
vSeobecne obsahuje aspofi 6 aminokyselinovych zvyskov, obvykle 8 az 50 aminokyselinovych zvySkov (vy-
hodne priblizne 10 az 20 aminokyselinovych zvySkov).

Termin izolovany, pokial ide o opisané polypeptidy, oznacCuje polypeptid, ktory bol identifikovany a se-
parovany a/alebo izolovany zo svojho prirodzeného prostredia. Kontaminujice zlozky v jeho prirodzenom
prostredi st také materidly, ktoré by rusili diagnostické alebo terapeutické vyuZitie polypeptidu a zahfiiaji
enzymy, hormény a d’alSie proteinové alebo neproteinové rozpustené latky. Vo vyhodnom uskutocnen{ vyna-
lezu je polypeptid purifikovany (1) do stupiia postacujiiceho na ziskanie aspoinl 15 zvyS§kov N-konca alebo in-
ternej aminokyselinovej sekvencie pomocou rotaéného sekvencného zariadenia (spinning cup sequenator)
alebo (2) do homogenity pouZitim SDS-PAGE za redukujtcich alebo neredukujticich podmienok a pomocou
farbenia Coomassie modrou alebo vyhodne striebrom. K izolovanym polypeptidom patria polypeptidy in situ
v rekombinantnych bunkdch, kde je nepritomnd aspoil jedna zlozka prirodzeného prostredia BAFF-R. Ob-
vykle je vSak izolovany polypeptid pripraveny aspoii jednym purifikaénym krokom.

Termin protildtka sa v predkladanom opise pouZziva v najSirSom zmysle a Specificky zahffia jednoduché
BAFF-R monoklondlne protildtky (vrdtane agonistickych, antagonistickych a neutralizacnych protildtok)
a anti-BAFF-R protildtkové pripravky s polyepitopickou Specificitou. Termin monoklondlna protildtka ozna-
Cuje protilatky ziskané z populdcie v podstate homogénnych protilatok, t. j. individudlne protildtky tvoriace
populéciu st identické, s vynimkou moZnych prirodzene sa vyskytujicich mutdcif, ktoré mézu byt pritomné
vo vel'mi malom pocte.

Termin purifikovany preparat alebo v podstate Cisty preparat polypeptidu oznaCuje polypeptid, ktory bol
separovany od inych proteinov, lipidov a nukleovych kyselin, s ktorymi sa prirodzene vyskytuje. Vyhodne je
polypeptid tieZ separovany od ostatnych substancif ako sd napr. protildtky, nosice a pod., ktoré boli pouZité
na purifikéciu.

Terminy lieCenie, oSetrovanie a terapia sa pouzivaji v zmysle lie€ebného, profylaktického a preventivne-
ho pdsobenia.

Terminy peptid, proteiny a polypeptidy st v opise pouzivané celkom zamenitel'ne.

Termin biologicky aktivny znamend v pripade proteinu, Ze ma in vivo alebo in vitro aktivitu, ktord pdsobi
priamo alebo nepriamo. Biologicky aktivne fragmenty maji napr. 70 % aminokyselinovii homolégiu s akt{v-
nym miestom receptora, vyhodnejSie aspoil 80 % a najvyhodnejSie aspoil 90 % homolégiu. Identita alebo
homolégia vzhl'adom na receptor je definovand ako percento aminokyselinovych zvy$kov v kandidatnej sek-
vencii, ktoré st identické so zvySkami BAFF-R v sekvencii SEQ ID NO: 1 alebo ktoré sui identické s amino-
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kyselinovymi zvySkami definovanej Casti sekvencie SEQ ID NO: 1.

Termin cicavec oznacuje akékol'vek zviera klasifikované ako cicavec, ako je napr. krava, ko1, pes, my$
a macka vratane ¢loveka. Vo vyhodnom uskuto¢neni vyndlezu je cicavec Clovek.

Pri realizdcii predkladaného vyndlezu sa vyuZivaju, pokial nie je vyslovne uvedené inak, §tandardné po-
stupy bunkovej bioldgie, bunkovych kultdr, molekuldrnej bioldgie, transgénnej bioldgie, mikrobioldgie, re-
kombinantnej DNA a imunolégie, ktoré si odbornikom zndme. Tieto metédy st dostatoéne opisané v odbor-
nej literature.

Dalej sa opis tyka vyhodnych uskuto¢neni vyndlezu. Vyndlez BAFF-R a molekil pribuznych BAFF-R
na pouZitie na ovplyvnenie rastu a zrenia B-lymfocytov a sekrécie imunoglobulinu. Vyndlez sa d’alej tyka
BAFF-R a molekiil pribuznych BAFF-R na pouZitie na ovplyvnenie reakcie imunitného systému, o je nutné
pri ochoreniach stvisiacich s imunitnym systémom. NavyS$e sa vyndlez tyka lie€enia rakoviny a portich imu-
nity, ked’ sa pri génovej terapii pouziva gén BAFF-R alebo gén pribuzny BAFF-R.

BAFF-R a jeho homolégy produkované hostitelom transformovanym sekvenciou podl'a vyndlezu a tiez
nativny BAFF-R purifikovany odbornikovi zndmym spdsobom alebo pripraveny zo zndmej aminokyselino-
vej sekvencie, si uzito€né pri mnohych aplikacidch, ako su napr. protirakovinové, protinddorové a imunore-
gulacné aplikdcie. St uZitocné tieZ pri lieCeni d’alsich ochoreni.

Dali aspekt predkladaného vynalezu sa tyka pouZitia polypeptidu kédovaného izolovanou nukleovou kyse-
linou kédujicou BAFF-R pri antisense terapii. Termin antisense terapia oznaCuje poddvanie alebo in situ vytva-
ranie oligonukleotidov alebo ich derivétov, ktoré Specificky hybridizuji v bunkovych podmienkach s bunkovou
mRNA a/alebo DNA kédujiicou poZadovany ligand, takZe inhibuju expresiu kodovaného proteinu tym, Ze inhi-
buji jeho transkripciu a/alebo transldciu. Vizba sa mdZe uskutocCnit’ na zdklade konvencnej komplementarity
bdz alebo napr. v pripade vizby na dvojzdvitnici DNA prostrednictvom Specifickych interakcii v hlavnom zdre-
ze dvojzdvitnice. VSeobecne sa antisense terapia tyka celého radu rdznych metéd v odbore pouZivanych
a v podstate zahffia celd terapiu zaloZent na $pecifickej vizbe na oligonukleotidové sekvencie.

Antisense konstrukt podla predkladaného vyndlezu moZze byt poddvany vo forme expresného plazmidu,
ktory pri transkripeii v bunke produkuje RNA, ktord je komplementdrna s aspoti ¢astou bunkovej mRNA ké-
dujticej BAFF-ligand. Alternativne, antisense konS§trukt je oligonukleotidovd sonda pripravend ex vivo. Také-
to oligonukleotidové sondy su vyhodne modifikované na oligonukleotidy, ktoré st rezistentné na endogénne
nukledzy a su teda stabilné in vive. Priklady molekiil nukleovej kyseliny na pouZitie ako antisense oligonuk-
leotidy su fosforamidétové, fosfotiodtové a metylfosfondtové analégy DNA (pozri napr. patentové dokumen-
ty USA €. 5,176,996; 5,264,564; and 5,256,775). NavySe vieobecné principy konstrukcie oligomérov uZitoc¢-
nych na antisense terapiu boli prehl'adne opisané napr. v publikdcidch Van Der Krol et al., (1988) Biotechni-
ques 6: 958-976; Stein et al. (1988) Cancer Res 48: 2659 — 2668, ktoré st zahrnuté formou odkazu.

BAFF-R podla predkladaného vyndlezu je, ako uz bolo uvedené, ¢len rodiny receptorov TNF. Tento pro-
tein, jeho fragmenty alebo homol6gy maju Siroké terapeutické a diagnostické aplikdcie.

Polypeptidy podla vyndlezu Specificky interaguji s BAFF, polypeptidom skor opisanym v patentovej
prihlaske W(099/12964, ktord je zahrnutd formou odkazu. Opisané peptidy a spdsoby umoZziiuju identifikovat’
molekuly, ktoré $pecificky interaguji s BAFF-R alebo jeho fragmentom.

Niektoré uskuto¢nenia predkladaného vyndlezu sa tykaju pouZitia peptidov odvodenych z BAFF-R, ktoré
maju schopnost’ viazat’ sa na BAFF. Fragmenty BAFF-R m6zu byt pripravené roznymi spdsobmi, napr. re-
kombinantnou technikou, vyuZzitfm PCR, proteolytickym Stiepenim alebo chemickou syntézou. Interné alebo
termindlne fragmenty polypeptidu modZu byt pripravené odstrdnenim jedného nukleotidu alebo viacerych
nukleotidov z jedného konca alebo oboch koncov nukleovej kyseliny, ktord kéduje polypeptid. Expresia tak-
to mutovanej DNA poskytuje polypeptidové fragmenty.

Chimérické molekuly podla predkladaného vyndlezu moZu byt pripravené metédami, ktoré si odborni-
kom zndme. Podla vyndlezu sa zamy$l'a pouzitie chimérickych molekil obsahujicich 3AFF-R polypeptid
(alebo jeho variant) fizovany s heteroldgnou aminokyselinovou sekvenciou, ako je napr. IgG Fc doména
imunoglobulinu. Vyhodne st také chimérické molekuly rozpustné a obsahuju rozpustny polypeptid BAFF-R.
Vo vyhodnom uskutocneni chimerickd molekula obsahuje aminokyselinové zvysky 1 az 50 zo sekvencie
SEQ ID NO: 1 fiizovanej s doménou Fc.

Polypeptidové fragmenty mdZu byt tiez pripravené chemickou syntézou pouZitim postupov, ktoré si od-
bornikom zndme, ako je napr. obvykld Merrifieldova metéda chemickej syntézy na pevnej fdze pouzivajica
f-moc alebo t-boc. Napr. peptidy a DNA sekvencie mézu byt’ I'ubovolne rozdelené na fragmenty pozadova-
nej diiky bez prekryvania alebo na prekryvajice sa fragmenty poZadovanej diiky. Tieto metédy budu niZzsie
podrobnejsie opisané.

Priprava rozpustnych foriem BAFF-R

Rozpustné formy BAFF-R st Casto signdlne ti¢inné, a teda mézu byt poddvané ako lie€ivd, ktoré napo-
dobiiujui prirodné membranové formy. Je mozné, Ze BAFF-R podla vyndlezu st v prirode secernované ako
rozpustné cytokiny, ale v pripade, Ze nie, je mozné podporit’ sekréciu tym, Ze sa gén upravi metédami géno-
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vého inZinierstva. Na vytvorenie rozpustnej secernovanej formy BAFF-R by sa odstrdnili na irovni DNA
N-koncové transmembranové tseky a nejakd Cast’ tzv. stonkového tseku a nahradili by sa vedicou sekven-
ciou (leader) typu I, alternativne typu II, ktord by umozZnila i€inné proteolytické Stiepenie vo zvolenom ex-
presnom systéme. Odbornik moZe menit’ rozsah ponechanej stonkovej oblasti v kon$trukte na sekréciu, aby
sa optimalizovali ako vdzbové vlastnosti ligandu, tak aj t¢innost’ sekrécie. Tak napr. konstrukty obsahujtice
vSetky moZzné diiky stonky, t. j. sekvencie skrdtenej na N-konci, sa méZu pripravit’ tak, Ze vzniknu proteiny,
ktoré zaéinaji aminokyselinou 1 az 51. Vysledkom takejto analyzy je potom stanovanie optimélne; diiky
stonkového useku.

Vo vyhodnom uskuto¢neni vyndlezu rozpustny BAFF-R polypeptid je izolovand nativna sekvencia
BAFF-R polypeptidu obsahujiica aminokyselinové zvy$ky 1 az 51 zo sekvencie SEQ ID NO: 1 alebo frag-
ment tejto sekvencie; izolovany BAFF-R polypeptid majici aspoii 80 % (a vyhodnejSie 90 %) aminokyseli-
novi sekvencnu identitu s nativnou sekvenciou BAFF-R polypeptidu obsahujicu aminokyselinové zvysky
1 az 51 zo sekvencie SEQ ID NO: 1 alebo fragment tejto sekvencie, izolovany BAFF-R polypeptid obsahu-
juci aminokyselinové zvysSky 8 aZ 41 zo sekvencie SEQ ID NO: 1 alebo fragment tejto sekvencie a izolovand
natfvna sekvencia polypeptidu BAFF-R obsahujtica aminokyselinové zvysky 1 az 50 zo sekvencie SEQ ID
NO: 1 a alebo fragment tejto sekvencie.

Priprava protildtok reaktivnych s BAFF-R

Predkladany vyndlez sa tyka protildtok, ktoré Specificky reaguju s BAFF-R alebo jeho koreceptormi. Anti-
protein/antipeptidové antisérum alebo monoklondlne protildtky sa pripravuji Standardnymi postupmi (pozri
napr. Antibodies: Laboratory Manual ed. By Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Cicavce ako
napr. mys$, SkreCok alebo kralik sa imunizuji imunogénnou formou peptidu. K postupom, ktorym sa proteinu
alebo peptidu udeli imunogenicita, patr{ konjugicia s nosicom a dalSie metédy, ktoré si odbornikom zname.

Imunogénna Cast’ BAFF-R alebo jeho koreceptorov sa podédva spoloCne s adjuvans. Postup imunizdcie je
mozné monitorovat’ meranim titra protildtok v plazme alebo v sére. Na stanovenie hladiny protildtok je moz-
né vyuzit §tandardny postup ELISA alebo iny format imunotestu s imunogénom ako antigénom.

Protildtky vo vyhodnom uskuto¢neni vyndlezu st protilatky imunos$pecifické na antigénne determinanty
BAFF-R alebo jeho koreceptory, napr. antigénne determinanty polypeptidu sekvencie SEQ ID NO: 1 alebo
blizko pribuzné homolégu humanneho alebo nehumédnneho cicav€ieho povodu (napr. so 70, 80 alebo 90 %
homolégiou, vyhodnejsie s aspoit 95 % homoldgiou.). V d’alSom vyhodnom uskutoéneni vynélezu protilatky
anti-BAFF-R alebo anti-BAFF-koreceptora v podstate skriZzene nereaguju (t. j. reaguju len Specificky) s pro-
tefnom, ktory je menej ako na 80 % homologicky so sekvenciou SEQ ID NO: 1; vyhodne menej ako z 90 %
homologicky so sekvenciou SEQ ID NO: 1; a najvyhodnejSie menej ako z 95 % homologicky so sekvenciou
SEQ ID NO: 1. Vyrazom v podstate skriZzene nereaguju sa mysli to, Ze protildtka md viizbovu afinitu na ne-
homologicky protein, ktord predstavuje menej ako 10 %, vyhodnejSie menej ako 5 % a eSte vyhodnejSie me-
nej ako 1 % vizbovej afinity na protein sekvencie SEQ ID NO: 1.

Termin protildtka, ako je pouZivany v predkladanom vyndleze, zahffia také protildtkové fragmenty, ktoré
$pecificky reaguji s BAFF-R alebo jeho koreceptormi. Protildtky je moZné fragmentovat’ konvenénymi me-
tédami, ktoré si odbornikom zndme, a potom testovat’ uzitocnost’ fragmentov rovnakym spdsobom, ktory bol
opisany pre celé protildtky. Tak napr. fragmenty F(ab'), sa pripravuji pdsobenim pepsinu na protildtku.
Vzniknuté fragmenty F(ab'), mbéZzu byt eSte oSetrené tak, Ze sa redukuji disulfidické mostiky a vzniknd
fragmenty Fab'. K protildtkam podla vyndlezu patria tieZ bioSpecifické a chimérické molekuly majice aktivi-
tu anti-BAFF-R alebo anti-BAFF-koreceptora. Ako monoklondlne, tak aj polyklondlne protilitky (Ab) na-
mierené proti BAFF-R a jeho koreceptorom a tieZ protildtkové fragmenty, ako je napr. Fab' a F(ab'),, méZzu
byt’ pouzité na blokovanie posobenia BAFF-R a jeho pripadnych koreceptorov.

Rézne formy protildtok mdzu byt pripravené pouzitim Standardnych technik rekombinantnej DNA (Win-
ter and Milstein, Nature 349: 293 — 299 (1991), vloZené formou odkazu). Napr. sa mézu skonstruovat’ chimé-
rické protildtky, kde doména viaZuca antigén zo zvieracej protildtky je spojend s humdnnou konStantnou do-
ménou (pozri napr. Cabilly et al., Patent U.S. 4,816,567, vloZené formou odkazu). Chimérické protildtky mo-
7u redukovat’ pozorovani imunogénnu reakciu vyvolanti normdlnymi zvieracimi protildtkami pri klinickom
pouziti u l'udf.

Navy$e mdzu byt synteticky pripravené rekombinantné humanizované protildtky, ktoré rozpozndvaji
BAFF-R alebo jeho koreceptory. Humanizované protilatky st chiméry, ktoré obsahuji vicSinu sekvenci{ hu-
ménneho IgG, do ktorych boli vloZené tseky zodpovedné za Specificki vizbu antigénu. PoZadovanym antigé-
nom sa imunizuju zvieratd, izoluju sa z nich zodpovedajtice protilatky a odstrdnia sa Casti sekvencii variabilnych
tisekov zodpovedné za Specificki viizbu antigénu. Useky viaZuce antigén pochddzajiice zo zvierata sa potom
klonuji do zodpovedajiiceho miesta génov pre humdnnu protildtku, z ktorych boli dseky pre vizbu antigénu od-
strdnené. Humanizované protildtky minimalizuju pouZitie heterolégnych (medzidruhovych) sekvencii v humén-
nych protilatkach, a teda je mensia pravdepodobnost’, Ze vyvolaji imunitni reakciu u lie¢eného pacienta.

Konstrukciou rdznych tried rekombinantnych protildtok je mozné tiez uskuto¢nit’ pripravou chimérickych
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alebo humanizovanych protildtok obsahujucich variabilné domény a humdnne konStantné domény (CHI,
CH2, CH3) izolované z rdznych tried imunoglobulinov. Napr. protildtky so zvySenou valenciou vizbovych
miest pre antigén modzu byt rekombinantne pripravené klonovanim vidzobnych miest pre antigén do vektora
nesticeho tseky humdnnych kon$tantnych retazcov (Arulanandam et al., J. Exp. Med., 177: 1439 aZz 1450
(1993), zahrnuté formou odkazu).

Navyse sa m6Zu na zmenu vizbovej afinity rekombinantnych protildtok s ich antigénmi pouZit’ Standard-
né techniky rekombinantnej DNA, ktorymi sa zmenia aminokyselinové zvysky v blizkom okolf miest viaZzu-
cich antigén. Vizbovd afinita humanizovanych protildtok na antigén mdZe byt zvySend mutagenézou zaloZe-
nou na molekulovom modelovani (Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 10029 — 33 (1989), zahrnuté for-
mou odkazu).

Priprava analégov: Priprava zmenenych sekvencii DNA a peptidov

Analégy BAFF-R sa mdzu liit’ od prirodzene sa vyskytujiceho BAFF-R v aminokyselinovej sekvencii
alebo spdsobom, ktory sa netyka sekvencie, alebo oboma spdsobmi. K inym nez sekvenénym (nesekvenc-
nym) modifikdcidm patri in vivo alebo in vitro chemickd derivatizdcia BAFF-R. K nesekvenénym modifika-
cidm teda patria, bez toho aby bol zoznam obmedzujiici, zmeny v acetyldcii, metylacii, fosforylécii, karboxy-
lacii alebo glykozyl4cii.

K vyhodnym analégom patri BAFF-R a jeho biologicky aktivne fragmenty, ktorych sekvencie sa 1i§ia od
sekvencie uvedenej ako sekvencia SEQ ID NO: 1 jednou konzervativnou aminokyselinovou substitticiou ale-
bo viacerymi konzervativnymi aminokyselinovymi substiticiami alebo jednou nekonzervativnou aminokyse-
linovou substitticiou a viacerymi nekonzervativnymi aminokyselinovymi substitiiciami, deléciami alebo in-
zerciami, ktoré neruSia aktivitu BAFF-ligandu. Ku konzervativnym substiticidm typicky patria substitticie
jednej aminokyseliny inou aminokyselinou, ktord méd podobné vlastnosti, napr. substitticia v rdmci nasleduju-
cich skupin aminokyselin: valin — glycin; glycin — alanin; valin — izoleucin — leucin; kyselina aspardgové —
kyselina glutdimovd; asparagin — glutamin; serin — treonin; lyzin — arginin; a fenylalanin — tyrozin.

VyuZitie vyndlezu

Uplny gén BAFF-R (sekvencia SEQ ID NO: 2) alebo jeho ¢ast’ mozu byt’ pouzité ako hybridiza&né sondy
pre cDNA kniZnice, napr. na izoldciu d’al$ich génov, ktoré maji poZadovant sekvencni identitu so sekven-
ciou BAFF-R opfsanou ako sekvencia SEQ ID NO: 2. Nukleotidové sekvencie kédujiice BAFF-R mézu byt
tieZ pouZzité na konstrukciu hybridizacnych sond na mapovanie génov, ktoré kéduji BAFF-R, a na genetické
analyzy jedincov s genetickymi poruchami.

Je moZné navrhnit’ testy na skrining zli¢enin, ktoré napodobiiuji biologicku aktivitu BAFF-R. K takymto
skriningovym metédam patria testy, ktoré umoZiiuji vysokokapacitny skrining chemickych kniznic a si teda
zvlast’ vyhodné na identifikdciu malych molekil ako kandidatnych lieciv. K uvaZzovanym malym molekuldm
patria syntetické organické alebo anorganické zliceniny. Nukleové kyseliny kddujiice BAFF-R alebo jeho mo-
difikované formy sa mozu tieZ pouZit’ na pripravu transgénnych zvierat alebo zvierat s vyradenou funkciou da-
ného génu (knock out), ktoré s zase uzitocné pri skriningu a vyvoji terapeuticky uZitocnych agensov.

Jedno uskutoCnenie vyndlezu sa tyka stimuldcie rastu B-lymfocytov, rastu a zrenia B-lymfocytov induko-
vanych dendritickymi bunkami alebo produkcie imunoglobulinu u zvierat pouZitim polypeptidu BAFF-R
alebo kostimuldcie rastu B-lymfocytov, rastu a zrenia B-lymfocytov indukovanych dendritickymi bunkami
alebo produkcie imunoglobulinu u zvierat pouZitim polypeptidu BAFF-R a anti-T protildtky, CD-40 ligandu
alebo anti-CD40 ligandu. TieZ su zahrnuté sposoby inhibicie rastu B-lymfocytov, rastu a zrenia B-lymfo-
cytov indukovanych, dendritickymi bunkami alebo produkcie imunoglobulinu u zvierat pouZitim polypeptidu
BAFF-R.

V inom uskutoCneni sa vyndlez tjka BAFF-R na pouZitie na lie¢enie autoimunitnych portich, hypertenzie,
kardiovaskuldrnych ochorenf, ochoren{ obli¢iek, lymfoproliferativnych ochoreni B-lymfocytov, imunosupre-
sivnych ochoren{, transplantdcif organov, zdpalovych ochoreni a tiez HIV. Patr{ sem aj pouzitie ako Cinidla
na lieCenie, potlacenie alebo zmenu imunitnej reakcie, na ktorej sa podiel’a signdlna drdha medzi BAFF-R
a jeho ligandom.

V inom uskuto¢neni vyndlez poskytuje farmaceuticky pripravok obsahujtci polypeptid BAFF-R a farma-
ceuticky prijatel'né vehikuld. K vhodnym nosi¢om pre polypeptid BAFF-R a jeho pripravky patria napr. ve-
hikuld opisané v publikdcii Remington's Pharmaceutical Sciences (16th ed., 1980, Mack Publishing Co., edi-
ted by Oslo et al.) Typicky sa pouZiva vhodné mnozstvo farmaceuticky prijatelnej soli, aby bol pripravok
izotonicky. K prikladom vhodnych nosi¢ov patria pufre ako roztoky soli, Ringerov roztok a roztok dextrézy.
pH roztoku je vyhodne 5 az 8, vyhodnejsie 7,4 a7 7,8. K d’alsim vyhodnym nosi¢om patria prostriedky na
prediZené/riadené uvol'iovanie lie¢iva, ako je semipermeabilny matrix z pevnych hydrofébnych polymérov,
ktory je vo forme tvarovanych Castic napr. lipozémov, filmov alebo mikrocastic. Odbornikovi je zrejmé, Ze
niektoré nosi¢e moézu byt vyhodnejsie v zdvislosti od urcitého spésobu poddvania koncentracie poddvaného
polypeptidu BAFF-R.
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Podévanie pripravkov podla vyndlezu sa uskuto€iiuje napr. injekciou (napr. intravendéznou, intraperitone-
dlnou, subkutdnnou, intramuskuldrnou) alebo inymi spdsobmi ako je napr. inflzia, ktord zaisti podanie
v i¢innej forme do krvného obehu.

Pri realizécii predkladaného vyndlezu boli pouZité, pokial’ nie je vyslovne uvedené inak, Standardné po-
stupy bunkovej bioldgie, bunkovych kulttir, molekuldrnej biol6gie, transgénnej bioldgie, mikrobioldgie, re-
kombinantnej DNA a imunolégie, ktoré si odbornikom zndme. Tieto metédy st dostato€ne opisané v odbor-
nej literattire, pozri napr. Molecular Cloning: Laboratory Manual, 2nd edition. (Sambrook, Fritsch and Ma-
niatis, eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; DNA Cloning, Volumes I and II (d. N. Glover, ed),
1985; Oligonukleotide Synthesis, (M. J. Gait, ed.), 1984; U.S. Patent No. 4,983,195 (Mullis et al.,); Nucleic
Acid Hybridization (B. D. Hames and S. J. Higgins. Eds.), 1984; Transcription and Translation (B. D. Hames
and S. J. Higgins, eds.), 1984; Culture of Animal Cells (R. I. Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immo-
bilized Cells and Enzymes, IRL Press, 1986; Practical Guide to Molecular Cloning (B. Perbal), 1984; Met-
hods in Enzymology, Volumes 154 and 155(Wu et al., eds), Academic Press, New York; Gene Transfer Vec-
tors for Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos, eds.), 1987, Cold Spring Harbor Laboratory; Immu-
nochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer and Walker, eds.), Academic Press, London,
1987; Handbook of Experiment Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds.), 1986;
Manipulating Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1986.

Prehl’ad obrizkov na vykresoch

Obrizok 1 ukazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (Sekvencia SEQ ID NO: 2) cDNA humédnneho BAFF-R
(BCMA) a z nej odvodeni aminokyselinovi sekvenciu (Sekvencia SEQ ID NO: 1). Potencidlny zaliatok
translacie je bud’ nukleotid 219, alebo 228; doména bohatd na cystein (CDR) zahffia nukleotidy 240 aZz 341
zo sekvencie SEQ ID NO: 2 (aminokyselinové zvySky 8-41 sekvencie SEQ ID NO: 1); a potencidlny trans-
membrdnovy tsek predstavuju nukleotidy 375 az 459 sekvencie SEQ ID NO: 2.

Obrizok 2 ukazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (sekvencia SEQ ID NO: 4) a z nej odvodend aminoky-
selinovu sekvenciu (sekvencia SEQ ID NO: 3) plazmidu pJST538, plazmid kédujici BAFF-R-Fc; nukleotidy
1-69, mySiu IgG-kappa signdlnu sekvenciu; nukleotidy 70-222, BAFF-R (nukleotidy 1 aZ 153); nukleotidy
223 a7 906, huménny IgG.

Obrdzok 3 ukazuje sekvenciu nukleovej kyseliny plazmidu pJST535, kédujiceho tplny humédnny BAFF-R
a jeho odvodentd aminokyselinovi sekvenciu.

Obrazok 4 ukazuje Struktirne porovnanie medzi TNF-R55 a BAFF-R.

Obréazok 5 ukazuje bunky 293EBNA transfekované bud’ CH269 (1,0 ng), alebo pJST535 (0, 1 pg), plaz-
midom exprimujicim Gplny BAFF-R a zafarbené 0,5 ng/ml flag-hBAFF v teste na mikrodosticke.

Obrazok 6(a) ukazuje pokrytie buniek 293EBNA transfekovanych pJST535 s FACS a zafarbenych nasledov-
ne: bez ligandu (Cierny histogram), 1 ug/ml flag-hCD40L (ruzovy) alebo flag-hBAFF (zeleny). VSetky vzorky sa
potom zafarbili pomocou anti-flag M2 nasledované oslim anti-mySim IgG, ako je opisané v priklade 2.

Obrdzok 6(b) ukazuje FACS histogramy so Statistickymi ddtami z rovnakého experimentu. Farbenie bolo
nasledujuce: (1) nezafarbené, (2) len 7AAD, (3) druhy krok a len 7AAD, (4) 9 pg/ml flag-hBAFF, (5) 3 ng/ml
flag-hBAFF, (6) 1 ngml flag-hBAFF, (7) 0,33 Hg/ml flag-hBAFF, (8) 0,11 pg/ml flag-hBAFF, (9) flag-
hCD40L 1 pg/ml.

Obrizok 7 ukazuje imunoprecipiticie BAFF-R-Fc, ako je opisané v priklade 4. Standardy molekulovych
hmotnosti v kDa si uvedené na obrdzku vlavo. Drdha (1) 12,5 ng flag-hTWEAK, (2) 12,5 ng flag-hBAFF,
(3) imunoprecipitdcia flag-hBAFF s 0,5 ml BAFF-R-Fc upraveného média, (4) imunoprecipitdcia flag-
hTWEAK s 0,5 ml BAFF-R-Fc upraveného média, (5) imunoprecipitdcia bez ligandu s 0,5 ml BAFF-R-Fc
upraveného média, (6) imunoprecipitdcia flag-hBAFF s 0,5 ml upraveného média z netransfekovanych
293EBNA, (7) imunoprecipitécia flag-hTWEAK s 0,5 ml upraveného média z netransfekovanych 293EBNA.

Obrazok 8 ukazuje vynesenie vysledkov z proliferaného testu splenocytov, kde st impulzy za minttu
(CPM) inkorporované do mySich splenocytov vynesené oproti mnozstvu pridaného humanneho BAFF (pug/ml).

Obrdzok 9 ukazuje vynesenie vysledkov BAFF blokovacieho testu, ktorym bola analyzovand vizba
BAFF na bunky Raji, kde su vynesené hodnoty MFI (priemernd intenzita fluorescencie) oproti mnoZstvu
R:rhlgG1 (ng/ml).

Obrazok 10(a) ukazuje vynesenie expresie IgM proti CD1 vo FACS analyze pre Baff Tg mysi, ktoré do-
stali injekciu h-Ig (stredny panel) alebo hBCMA-Ig (spodny panel) a pre kontrolné my$i divého typu, ktoré
dostali injekciu PBS (horny panel), ako je opisané v priklade 11. Poddvanie BCMA-Ig redukuje celkovi po-
puldciu B-lymfocytov CD1"/IgM" v slezine BAFF-transgénnych mysi.

Obrézok 10(b) ukazuje vynesenie expresie CD21 proti IgM vo FACS analyze, pri vymedzeni vstupu pre
IgD pozitivnu populdciu Baff Tg mysi, ktoré dostali injekciu h-Ig (stredny panel) alebo hBCMA-Ig (spodny
panel) a pre kontrolné mysi divého typu, ktoré dostali injekciu PBS (horny panel), ako je opisané v priklade
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11. Poddvanie BCMA-Ig redukuje celkovu populdciu zrelych B-lymfocytov a T2 B-lymfocytov v slezine
BAFF-transgénnych mysi.

Obrézok 10(c) ukazuje vynesenie expresie CD21 oproti IgM vo FACS analyze, pri vymedzeni vstupu pre
IgD pozitivnu populdciu Baff Tg mys{, ktoré dostali injekciu h-Ig (stredny panel) alebo hBCMA-Ig (spodny
panel) a pre kontrolné mysi divého typu, ktoré dostali injekciu PBS (horny panel), ako je opisané v priklade
11. Poddvanie BCMA-Ig redukuje celkovi populdciu lymfocytov marginélnej z6ny a T1 B-lymfocytov v sle-
zine BAFF-transgénnych mysi.

Obrazok 11 ukazuje hmotnosti sleziny vSetkych skupin Baff Tg mysi (hmotnost’ je uvedend v mg +/-
smerodajna odchylka). Poddvanie hBCMA-hlg zniZuje hmotnost’ sleziny u BAFF transgénnych mysi.

Obrdzok 12 ukazuje vynesenie proteinirie (mg/dL) oproti poctu injekcif Baff Tg mysi, ktorym bol podé-
vany PBS, hlg, hABCMA-Ig a u kontrolnych my$i. Poddvanie BCMA-Ig zniZzuje proteintriu u BAFF trans-
génnych mysi (BAFF Tg) na hladinu porovnatel'ni s mySami divého typu (WT).

Obrizok 13 ukazuje vynesenie priemernej hodnoty priemerného arteridlneho tlaku (mmHg) BAFF Tg
myS$i (BAFF+) a kontrolnych my$i divého typu (BAFF-).

Obrdzok 14 ukazuje vynesenie priemerného individudlneho arteridlneho tlaku (mmHg) BAFF Tg my${
(BAFF+) a kontrolnych mysi divého typu (BAFF-).

Obrazok 15 ukazuje stipcovy graf percenta my$i SNTF1, pri ktorych sa prejavila siln nefritida po poda-
vani BAFF-R-Ig (BCMA-Ig), HulgG alebo PBS. Poddvanie BCMA-Ig mySiam SNF-1 s miernou nefritidou
spomal’uje progresiu k silnej nefritide.

Obrézok 16 ukazuje celkovy pocet CD11c+DC buniek (v miliénoch) mysi, ktorym bolo podavané in vivo
20 pg BCMA-Ig, 50 ng BCMA-Ig, HulgG alebo PBS. VySetrované bunkové populdcie CD11c+DC boli: (1)
CD8a- CD4-, (2) CD8a+ CD4-, and (3) CD8a-CD4+.

Na ilustrciu vyndlezu su uvedené nasledujiice priklady, ktoré vSak Ziadnym sposobom neobmedzuju roz-
sah vyndlezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1
Detekcia BAFF vizby na BAFF-R s pouZitim testu v dostickovom formate

V tomto priklade je opisand vdzba BAFF na transfekované bunky BAFF-R s pouzitim testu v dosti¢ko-
vom formate (dostiCkového testu).

Kompletny humdnny BAFF-R bol vytvoreny z BJAB polyA+ RNA s pouZitim stpravy Superscrip tll
preamplification kit (Life Technologies) na vytvorenie cDNA templétu a amplifikovany s Pfu I s pouZitim
primérov komplementdrnych k 5' a 3" kédujicim sekvencidm BAFF-R. PCR produkt bol klonovany do
CH269, derivitu pCEP4 (Invitrogen). Vysledny klon bol nazvany pJST535. Huménne bunky embryondlnych
obli¢iek obsahujice gén EBNA-1 (293EBNA) boli vysiate na dosti¢ky so 6 jamkami potiahnutymi fibronek-
tinom a transfekované lipofektaminom (Life Technologies) a bud’ pJST535 v réznych riedeniach, alebo
CH269 ako kontrolou pozadia. 48 hodin po transfekcii boli transfekované bunky testované na schopnost’ via-
zat’ rozpustny FLAG-hBAFF (aminokyseliny L83-L285) tak, ako je uvedené. Vsetky inkubécie sa uskutoc-
fovali pri teplote miestnosti. Kondiciované médid sa odsali z jamiek a bunky sa premyli pufrom BHA
(20 mM HEPES pH 7,0, 0,5 mg/ml BSA, 0,1 % NaN3) a inkubovali s 0,5 ng/ml FLAG-hBAFF nariedenym v
PBS obsahujicom 1 mM MgCl,, ImM CaCl, a 0,1 % NaNs. Po 1 hodine inkubdcie sa roztok BAFF odstranil
a bunky sa premyli BHA. Bunky sa potom inkubovali po¢as 30 minitit v roztoku PBS obsahujiicom anti-
FLAG monoklondlnu protildtku v koncentrdcii 1 pg/ml, M2 (Sigma). Tento roztok sa odsal a bunky sa pre-
myli BHA. Bunky sa potom inkubovali pocas 30 mintt v 1 : 3000 riedeni kozieho protimyS$ieho IgG F(ab)2
(Jackson ImunoResearch) konjugovaného s alkalickou fosfatdzou. Tento roztok sa odsal a bunky sa premyli
BHA. Aby sa zniZilo mnoZstvo zna¢eného pozadia spdsobené endogénnou alkalickou fosfatdzou, bunky sa
inkubovali po¢as 15 mintt v 2,5 mM levimazole (Vektor Laboratories) riedenom v 100mM NaCl, 100mM
Tris-Cl pH 9,5 a 5SmM MgCl,. Na chromogénnu detekciu alkalickej fosfatdzy sa roztok inhibitora odsal a
bunky sa inkubovali s roztokom farbiva fast red a naftolfosfatu (Pierce). ZnacCenie bolo pozorované a fotogra-
fované v mikroskope pri malom zvécSent.

Ukladanie farbiva fast red bolo pozorované vo vSetkych jamkéch transfekovanych s plazmidom exprimu-
juicim BAFF-R, pJST535. Pocetnost signdlu sa zniZovala, ako klesalo mnoZstvo plazmidu transfekovaného
do buniek. V bunkdch transfekovanych kontrolnym expresnym vektorom, CH269 nebolo pozorované Ziadne
znacenie. V transfekovanych bunkdch tieZ nebolo pozorované Ziadne znacenie, ked’ bol FLAG-hBAFF vy-
pusteny zo znaciaceho protokolu alebo ked’ bol FLAG-hB AFF nahradeny inym ¢lenom rodiny ligandu TNF,
FLAG-znaCeny LIGHT. Teda BAFF znacenie buniek transfekovanych BAFF-R je $pecifické.
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Priklad 2
FACS analyza vizby BAFF na bunky transfekované BAFF-R

Tento priklad opisuje detekciu vizby BAFF na transfekované bunky BAFF-R s pouZitfm FACS analyzy.

Plazmid kédujici kompletny BAFF-R, pJST535 sa transfekoval do buniek 293EBNA pouZitim stipravy
FuGene6 (Boehringer Mannheim). 24 alebo 48 hodin po transfekcii sa bunky odstranili z dosti¢iek pouZitim
5mM EDTA v PBS a pocitali. Bunky sa premyli dvakrat pufrom FACS (PBS obsahujtci 10 % fetdlne bovin-
né sérum, 0,1 % NaN; a 10 pg/ml hlgG (Jackson ImunoResearch)), a potom sa inkubovalo 2,5 x 10° buniek
pocas 1 hodiny na l'ade s FLAG-hBAFF nariedenym vo FACS pufre v koncentrécii v rozmedz{ od 9 pg/ml
do 0,037 pg/ml. Bunky sa premyli FACS pufrom a inkubovali s anti-FLAG monoklondlnou protildtkou, M2,
v koncentracii 5 pg/ml pocas 30 mintit na 'ade. Bunky sa premyli FACS pufrom a inkubovali po€as 30 mintit
na l'ade v roztoku obsahujicom 1 : 100 riedenie oslieho protimySieho IgG F(ab')2 konjugovaného s R-fyko-
erytrinom a 10 pg/ml 7-ADD. Potom, ¢o sa bunky premyli FACS pufrom, resuspendovali sa vo FACS pufre
obsahujiicom 1 % paraformaldehyd. Nasledovala FACS analyza, ked boli 7-ADD pozitivne (mftve) bunky
vylicené.

Vysledky FACS analyzy ukdzali, Ze frakcie buniek, ktoré sa transfekovali BAFF-R, st schopné viazat
BAFF. Pri BAFF koncentrdcii 9 pg/ml, priblizne 28 % buniek viaZze BAFF pri priemernej intenzite fluores-
cencie (MFI) 366. Pri pouZiti samotnej PE-znafenej oslej protimySej reagencie nebol posun buniek vyz-
namny. Iba 1,3 % buniek malo MFI 23,5, pricom priemer zo vSetkych buniek bol 5,5. Signdl buniek transfe-
kovanych BAFF-R sa zniZoval s klesajicim mnoZstvom BAFF. V koncentrécii 100 ng/ml malo 8,76 % bu-
niek MFI 78.9.

Priklad 3
FACS analyza interakcie BAFF/BAFF-R vritane GFP markera

V tomto priklade je opfsand schopnost’ BAFF viazat’ sa na bunky transfekované spolo¢ne (ko-transfeko-
vané) BAFFR a GFP reportérovym plazmidom.

Bunky 293EBNA sa transfekovali pJST535 a GFP reportérovym plazmidom, ako bolo opisané v priklade
2. Reporterovy plazmid kéduje GFP molekulu zakotvenid v membrdne. PouZitim kotransfekcie dvoch plaz-
midov analyzovali povodcovia percento transfekovanych buniek, ktoré boli schopné vézby na BAFF. Bunky
sa odstranili z dosti¢iek a podrobili BAFF vizbe a detekcii, ako bolo opisané v priklade 2. Opit’ bola zahrnu-
td 7-ADD, aby sa od¢itali mftve bunky. Vzorky boli analyzované FACS a vynesené do grafu. Pravy horny
kvadrant predstavuje bunky s naviazanym B AFF (fykoerytrin pozitivny) a exprimujici GFP.

Hoci sa zd4, Ze nie vSetky GFP transfekované bunky viazu BAFF, existuje vyznamnd frakcia buniek
v pravom hornom kvadrante v porovnani s kontrolami. 33 % transfekovanych buniek je v prvom hornom
kvadrante v porovnani s 8 %. Je mozZné, Ze je nevyhnutny urcity stupeil expresie BAFF-R, aby sa prejavila
vizba BAFF na bunky. Je tieZ moZné, Ze je vyZadovany koreceptor na interakciu s vysokou afinitou a Ze ten-
to receptor je na bunkdch 293EBNA limitujuci.

Priklad 4
Imunoprecipitdcia FLAG-hBAFF fuziou BAFF-R-Fc

Tento priklad opisuje Specificku interakciu FLAG-hBAFF s BAFF-R-Fc, molekulou zloZenou z domény
bohatej na cystein (CRD) BAFF-R flizovanej na Fc doménu huménneho IgG1.

CRD BAFF-R boli vytvorené pomocou RT-PCR z BJAB polyA+ RNA ako v priklade 1 pouZzitim oligo-
nukleotidu komplementdrneho k nukleotidom 132-152 z hBAFF-R kédujticej sekvencie ako 3'priméru. Vy-
sledny PCR fragment sa klonoval do CH269 v smere od myS$ej IgG-kapa signdlnej sekvencie a v protismere
od Fc skupiny humdnneho IgG. Tento konStrukt bol nazvany pJST538. KonStrukt pJST538 alebo CH269 sa
transfekoval do 293EBNA prostrednictvom lipofektaminu. Kondiciované médid a bunkové extrakty sa zobra-
li 20 hodin po transfekcii. Bunky sa solubilizovali v 20 mM Tris pH 7,5/50 mM NaCl/0,5 % NP40/0,5 % de-
oxycholovej kyseline a debris sa odstranil sto¢enim. Alikvét kondiciovaného média a bunkové extrakty sa
spojili s rovnakym objemom redukéného pufru 2xSDS, povarili a podrobili SDS-PAGE a Western prenosu.
Aby sa overila expresia, membrdna sa skti§ala v 1 : 3000 riedeni mySieho antihumdnneho IgG konjugované-
ho s chrenovou peroxiddzou (HRP) v 5 % odtu¢nenom su$enom mlieku v TBST pri teplote miestnosti po€as
30 mintt a premyla TBST. Membrany (bloty) boli vyvolané ECL (Amersham) a exponované na film.

Imunoprecipitdcie sa uskuto¢iovali inkubdciou 25 ng bud’ FLAG-hBAFF, alebo FLAG-hTWEAK s 0,5 ml
kondicionovaného média z 293EBNA transfekovanych bud’ pJST538, alebo CH269 pri 4 °C pocas 1 hodiny
s trepanim, a potom nasledovalo pridanie 30 pl ProteinA-Sepharose (Pharmacia) a pokracovalo trepanie cez
noc. Protein A-Sepharose perlicky sa premyli dvakrit s PBS a resuspendovali vo vzorke redukéného pufra
2xSDS. Po SDS-PAGE a Western prenose sa bloty inkubovali s anti-FLAG monoklondlnou protildtkou M2
(Sigma) v koncentrédcii 5 pg/ml v 5 % odtuénenom su$enom mlieku v TBST pri teplote miestnosti pocas 1
hodiny. Bloty sa premyli TBST a inkubovali s 1 : 3000 riedenim kozieho protimy$ieho IgG konjugdtu s HRP
(Jackson ImunoResearch) v 5 % odtu¢nenom suSenom mlieku v TBS pri teplote miestnosti po€as 30 mintit.
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Bloty boli vyvolané ECL (Amersham) a exponované na film.

Po transfekcii pJST538 do buniek 293EBNA sa detegovala expresia proteinu s velkost'ou priblizne 43kD
ako v bunkovom extrakte, tak v kondiciovanom médiu analyzou Western blotom s myS$im antihumdnnym
IgG (Jackson ImmunoResearch), ¢o ukazovalo, Ze fiizia BAFF-R-Fc bola ti¢inne exprimovand a sekretovan.

Pri imunoprecipitécii bol pozorovany pds iba ako vysledok inkubdcie BAFF-R-Fc a flag-hBAFF. Tento
pés sa pohyboval spolo¢ne s priamo nanesenou vzorkou flag-hBAFF. Ziadna d’aliia draha nevytvorila signdl,
¢o ukdzalo, Ze interakcia medzi BAFF-R-Fc a flag-hBAFF je $pecificka.

Priklad 5
Vytvorenie rozpustnych foriem receptora

Aby sa vytvoril inhibitor receptora na pouZitie u ¢loveka, je nutnd cDNA sekvencia extraceluldrnej do-
mény humdnneho receptora. Ak je zndma mysia forma, je uskutocfiovany skrining humannych cDNA kniz-
nic pouZitim mysej cDNA sekvencie a v tejto oblasti st tieto manipuldcie uskuto¢iiované rutinne. S human-
nou cDNA sekvenciou je mozné navrhnit oligonukleotidové priméry, aby sa pomocou PCR amplifikovala
extraceluldrna doména receptora bez transmembrdnovych a intraceluldrnych domén. Typicky je zahrnutd
novou doménou. Je mozné menit’ mnozstvo stonkovych oblast{ zahrnutych na optimalizaciu potencie vysled-
ného rozpustného receptora. Tento amplifikovany tsek je upraveny metédami genetického inZinierstva tak,
aby zahfilal vhodné restrikéné miesta na klonovanie do rdéznych vektorov na vytvdranie fliznej chiméry
s C-koncom Ig. Alebo je mozné vloZit stop signdl na 3'koniec a vytvorit’ rozpustnii formu receptora bez po-
kusu pouzZit pristup s fliznou chimérou Ig.
kvasiniek, hmyzich buniek, baktérif a cicav€ich buniek a pre vSetky typy expresie existujui priklady. Rozne
humdnne Fc domény moZu byt’ pripojené, aby sa optimalizovali alebo eliminovali interakcie FcR a komple-
mentu, ak je to Ziaduce. Alebo sa méZu pouZit’ mutované formy tychto Fc domén, aby sa selektivne odstranili
interakcie FcR alebo komplementu, ¢i pripojenie sacharidov N-pripojenych na Fe doménu, ¢o ma urcité vy-
hody.

Priklad 6
Priprava agonistickych alebo antagonistickych protildtok

Opfsané rozpustné formy receptora moézu byt pouZité na imunizdciu mysf a na vytvdranie monoklondlnych
protildtok (mAbs) obvyklymi metédami. Vysledné mAbs, ktoré su identifikované pomocou metéd ELISA, mo-
7u byt d’alej podrobené skriningu na to, ¢i majui agonisticku aktivitu, a to bud’ ako rozpustné protildtky, alebo
imobilizované na umelej hmote v rdznych in vitro bunkovych testoch. Usmrtenie bunkove;j linie HT29 je ¢asto
vhodny systém, ktory je citlivy na signalizciu prostrednictvom mnohych TNF receptorov. Ak tdto linia nema
skimany receptor, moZe byt tento kompletny receptor stabilne transfekovany do linie HT29, aby sa umoZznilo
fungovanie cytotoxického testu. Alebo mbzu byt tieto bunky pouZité v pristroji Cytosensor, aby sa ur€ilo, ¢i ak-
tivdcia receptora mdZe vyvolat’ zmenu pH, ktord je indikdtorom signdlneho javu. Rodina TNF receptorov v tom-
to usporiadani signalizuje dobre a tdto metéda nevyZaduje znalost’ aktudlnych biologickych javov spustanych
receptorom. Agonistické mAbs mdZu byt ,,humanizované‘ na klinické pouZitie. Tento postup sa moZe tieZ pou-
7it' na charakterizdciu antagonistickych mAbs. Pre tieto mAbs je charakteristicky nedostatok agonistickej aktivi-
ty a schopnost’ inhibovat’ interakcie receptor-ligand, ako je monitorované technikami ELISA, technikou klasic-
kej vizby alebo technikou BIAcore. Nakoniec, indukcia sekrécie chemokinov réznymi bunkami ako reakcia na
agonisticki protildtku moZze tvorit’ zdklad pre skriningovy test (met6du).

Priklad 7
Skrining inhibitorov interakcie receptor-ligand

Pouzitim fiizneho proteinu receptor-Ig je mozné uskutoctiovat’ skrining kombinacnych kniZnic na mole-
kuly, ktoré modzu viazat receptor priamo. Tieto molekuly méZu byt potom testované v testoch ELISA pouZi-
tim fizneho proteinu receptor-Ig a rozpustnej formy ligandu na schopnost’ inhibovat® interakcie receptor-
ligand. Tato ELISA mdZe byt pouZitd priamo na uskutofiovanie skriningu réznych kniZznic s prirodnymi
produktmi a pod. na inhibi¢né zlieniny. Receptor mdze byt transfekovany do bunkovej linie, ako je napri-
klad linia HT29, aby vznikol biologicky test (v tomto pripade cytotoxicky), ktory potom vytvori test vhodny
na skrining.

Priklad 8
BAFF-R-IgG vyvoldva zniZenie poctu B-lymfocytov u normdlnych mysi.

Osem tyzdiiov staré samice mys$i BALB/c boli zakipené od The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
Mysi (3/skupina) dostali i. p. bud’ PBS, 400 pg fizneho proteinu humanneho BAFF-R-hulgG1l (hBAFF-R-
-Ig) (doddvany firmou Teresa Cachero, Biogen), alebo 400 ng purifikovaného humdnneho IgG (HulgG)
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(Sandoz, Bazilej, Svajéiarsko) v ditoch -8, -5, -1 a +2. Mysi dostali 100 ul 10 % ov&ich Cervenych krviniek
(SRBC) (Colorado Serum Company, Denver, CO) v deti 0.

V Case utrdcania zvierat sa krv odoberala prostrednictvom punkcie srdca do skimaviek obsahujticich
EDTA a Cervené krvinky sa lyzovali v hypotonickom pufri. Krv sa tieZ odoberala bez EDTA na sérové pre-
pardty. Jednoduché bunkové suspenzie sa pripravili zo slezin a mezenterickych lymfatickych uzlin (MNL)
a Cervené krvinky sa lyzovali v hypotonickom pufri. Uskutoc¢nila sa prietokovd cytometria pouzitim PE-kon-
jugovanej anti-CD45R/B220, anti-syndekan/CD138 a anti-B7.2 a FITC-konjugovaného anti-IgM a anti-
CD45R/B220. Vsetky mAbs boli zakiipené od firmy Pharmingen (San Diego, CA). Stru¢ne, Fc receptory bo-
li blokované pripravkom Fe Block (Pharmingen) v koncentracii 10 pg/ml pocas 15 mimit na l'ade, potom na-
sledovalo pridanie PE- a FITC-konjugovanych mAbs a inkubovanie na I'ade po€as 20 — 30 mintt. Bunky sa
1 x premyli a suspendovali v 0,5 % paraformaldehyde. Déta fluorescencie buniek sa ziskali na prietokovom
cytometri FACSCalibur™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) a analyzovali pouZitim softvéru CELLQuest™
(Becton Dickinson).

Po oSetreni s hBAFF-R-Ig nastala priblizne 50 % redukcia po¢tu B-lymfocytov v periférnej krvi a vo vy-
Setrenych periférnych lymfatickych organoch. B220"" IgM"" B-lymfocyty zodpovedali 23,4 % a 21,5 %
buniek u mys{ oSetrenych PBS a HulgG, v danom poradi, zatial’ ¢o tito populdcia predstavovala iba 9,9 %
buniek u mys{ ofetrenych hBAFF-R-Ig. Pocet plazmatickych buniek (syndekan/CD138+) tiez I'ahko pokle-
sol, s 5,7 % a 4,8 % pritomnymi v krvi myS${ oSetrenych PBS a mysi oSetrenych HulgG, v danom poradi,
v porovnani s 3,9 % u my${ oSetrenych hBAFF-R-Ig. B7.2 molekula bola zvySend na 3,1 % a 4,5 % B220+
buniek u my$i oSetrenych PBS a mysi oSetrenych HulgG, v danom poradi, v porovnani s 1,9 % u my${ oSet-
renych hBAFF-R-Ig.

B220"" B-lymfocyty v slezine boli vyrazne redukované u my%f oetrenych hBAFF-R-Ig, predstavovali
18,8 %, v porovnani s 36,7 % a 40 % u my${ oSetrenych PBS a HulaG, v danom poradi. Tento pokles bol po-
zorovany u oboch populécif, [gM"#" a IgM*" (pozri tabulka 8A). Ziadna zmena nebola pozorovana v novom
vytvorenom kompartmente B-lymfocytov v slezine, B220™" IgM™" (d4ta nie st ukdzané). Poget plazmatic-
kych buniek (syndekan/CD138+) tieZ 'ahko poklesol s 3,3 % a 3,4 % pritomnymi v slezine mys{ oSetrenych
PBS a mysi oSetrenych HulgG, v danom poradi, v porovnani s 2,4 % u mys{ oSetrenych hBAFF-R-Ig.

MLN prejavovali pokles B220+ B-lymfocytov s 14,1 % pritomnymi u mySs{ oSetrenych hBAFFR-Ig v po-
rovnani s 26,7 % a 35,8 % u mysi oSetrenych PBS a mysi oSetrenych HulgG, v danom porad{. D4ta st zhrnu-
té v tabul’ke 8A.

Tabulka 8A

Populdcia B-lymfocytov u mysi' ofetrenych hBAFE-R-Ig, PBS a HulgG

Krv B220"" [gM™” Syndekan B7.2/B220™"
PBS 23,4 £5,7 5,7+1,5 3,1+£0,5
HulgG 21,5+45 4,8 £0,9 4,5+1,0
HBAFF-R-Ig 99+1,8 3,9+0,6 1,9+0,5
Slezina B220"" [gM™" B220"" [gM” Syndekan
PBS 27,8+ 1,6 11,9+ 1,6 3,3+0,8
HulgG 30,5+2 11,8 £ 1,0 3,4 +0,7
HBAFF-R-Ig 10,6 £0,2 8,4 +£0,2 2,4 +0,2
MLN B220 *

PBS 26,7

HugG 35,8 £3,3

HBAFF-R-Ig 14,1£59

"Mysi boli ofetrené tak, ako bolo opisané v &asti Materidl a metédy, a ddta si udané ako percento + smero-
dajnd odchylka

Znizené percento B7.2+ B-lymfocytov v krvi a plazmatickych buniek v krvi a slezindch u mysf oSetre-
nych hBAFF-R-Ig po imunizicii s SRBCs sved¢{ o tom, Ze existuje inhibicia aktivicie a/alebo maturdcie
B-lymfocytov a potencidlne zvySend elimindcia aktivovanych B-lymfocytov. Vel'mi malé percento antigénne
$pecifickych B-lymfocytov bolo aktivované a odpovedalo na nejaky antigén, v tomto pripade SRBC. Pretoze
oSetrenie hBAFF-R-Ig malo za nésledok taku dramatickt redukciu percenta B-lymfocytov vo vSetkych vySet-
rovanych tkanivach, ~50 %, zd4 sa, Ze aktivita hBAFF-R.Ig tieZ cieli na pokojné, zrelé B-lymfocyty.

Predpoklada sa teda, Ze fizny protein BAFF-R moZe byt pouZity ako lie€ivo s klinickou aplikdciou pri
ochoreniach, ktoré st sprostredkované B-lymfocytmi. K tymto ochoreniam patria tie, ktoré st autoimunitnej
povahy, ako je napriklad systémovy lupus erythematosus, myasténia gravis, autoimunitnd hemolytickd ané-
mia, idiopatickd trombocytopenickd purpura, antifosfolipidovy syndrém, Chagaova choroba, Graveova cho-
roba, Wegenerova granulomat6za, nodézna polyarteritida a rychla progresivna glomerulonefritida. LieCivo je
tieZ pouZziteI'né pri chorobdch plazmatickych buniek, ako je napriklad mnohopocletny myelém, Waldenstro-
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mova makroglobulinémia, ochorenie tazkych retazcov, primarna amyloidéza alebo amyloidéza zdruzena
s imunocytmi a idiopatickd monoklondlna gamapatia (MGUS). Onkologické ciele zahffiaji karcinémy, leu-
kémie a lymfémy pochddzajiice z B-lymfocytov.

Priklad 9
Blokovanie proliferdcie B-lymfocytov indukovanej BAFF in vitro pouZitim rozpustného BAFF-R

V tomto priklade pévodcovia dokdzali, Ze rozpustny flizny protein BAFF-R:hIgG1 je schopny blokovat
proliferdciu B-lymfocytov indukovanti BAFF v mySich splenocytoch.

Mysie splenocyty (5 x 10° buniek/ml) z mysi Balb/c sa izolovali a pestovali na 96 jamkovych doiti¢kach
v 100 pl RPMI (Life Technologies) doplnenom 10 % fetdlnym tel'acim sérom (JHR), 2 mM glutaminom, 100
jednotkami/ml penicilinu a 100 mg/ml streptomycinu (Life Technologies). Potom sa pridali rtdzne mnoZstva
humédnneho BAFF, 10 pg/ml humdnneho BAFF-R: hIgG1 alebo huménneho Ig ako aj 10 pg/ml antimySieho
povrchového t'azkého retazca p (Jackson ImunoResearch). Po 48 hodindch sa v tkanivovej kultire pri 37 °C
bunkdm podal impulz po¢as 24 hodin 1 pnCi/jamku (metyl-*H) tymidinu (Dupont NEN) a bunky sa zozbierali
pouZitim pristroja na zbieranie buniek Tomtec (Orange, CT). Radioaktivita sa merala scintilaénym pocitaCom
pre kvapaliny Betaplate (Pharmacia Biotech).

Obrizok 8 ukazuje vysledky testu proliferdcie splenocytov. St ukdzané impulzy za minitu (CPM) inkor-
porované do mysich splenocytov oproti mnoZstvu pridaného humanneho BAFF. Stupeii anti-p alebo fiizneho
proteinu alebo kontrolného hlgG je udrzovany v konstantnej koncentracii 10 pg/ml. Plné $tvorceky predsta-
vuji stupeti proliferdcie indukovanej samotnym B AFF. PIné krizky predstavuju proliferdciu buniek s BAFF
a anti-p. Krivka s prazdnymi trojuholnickami predstavuje inhibiciu pozorovant, ked je pridany BAFF-R:
hIgG1BAFF s anti-p plus BAFF-R: hIgG1. Prazdny kosoStvorec predstavuje inhibiciu pozorovanu pri pouZit{
kontrolného huménneho Ig.

Pridanie BAFF plus anti-p mé za nasledok proliferaciu mysich splenocytov in vitro. Hladina *H tymidinu
inkorporovaného do buniek je vyznamne vySS§ia ako hladina ziskand, ked’ je k splenocytom pridany bud’ sa-
motny BAFF, alebo samotna anti-p. Ofetrenie splenocytov samotnym BAFF m4 za nésledok inkorporéciu *H
tymidinu iba pri vel'mi vysokych koncentricidch. Pridanie samotného anti-p nema za nasledok proliferaciu.
Ked’ bol pridany kontrolny humdanny Ig v koncentrdcii 10 pg/ml, nastal mierny pokles stupiia proliferdcie. Na
rozdiel od toho, ked’ bol do testu pridany fizny protein humdnny BAFF-R: hIgG1 v koncentrécii 10 pg/ml za
rovnakych podmienok, rozsah proliferdcie bol redukovany na stupeii pozorovany pri oSetreni samotnym
BAFF. To ukazuje, Ze fizny protein BAFF-R:hIgG1 je schopny inhibovat® proliferdciu splenocytov induko-
vanou BAFF a anti-p.

Priklad 10
Blokovanie vizby BAFF na bunky Raji pouZitim BAFF-R:hIgG1

V tomto priklade je opisand preinkubdcia BAFF s fiznym proteinom BAFF-R:hIgG1, ktord m4d za nésle-
dok redukciu BAFF vizby na bunkovti liniu Raji lymfému z B-lymfocytov.

V tomto FACS teste sa 200 ng/ml FLAG-znaleného (FLAG-tagged) humdnneho BAFF preinkubovalo
bud’ s humdnnym BAFF-R:hIgG1, alebo humdnnym LTBR:hIgG1 v dvojkovych riedeniach v rozmedzi od 20 pg/ml
do 39 ng/ml alebo bez fiizneho proteinu poCas 30 mintit na l'ade. Inkubécia sa uskutociovala vo FACS pufri
obsahujiicom PBS bez Ca®" alebo Mg”* a 10 % FCS (JRH) a 0,05 % azid sodny. Po preinkubdcii sa zmes
BAFF-fiizneho proteinu pridala k 5 x 10° Raji (ATCC) buniek/ml. T4to inkubécia prebiehala po¢as 30 minit
na l'ade a bunky sa potom premyli 2 ml FACS pufiu pri 4 °C. Aby sa detegoval naviazany BAFF, k bunkdm
sa pridala anti-FLAG protildtka M2. (Sigma) v koncentricii 5 pg/ml a inkubovala po€as 30 mintit na I'ade.
Bunky sa opit’ premyli, ako je uvedené, a potom sa inkubovali s 1 : 100 riedenim oslieho protimysieho Ig
(Jackson ImunoResearch) konjugovaného s PE pocas 30 mintit na l'ade. Potom sa bunky opét premyli FACS
pufrom, fixovali 1 % paraformaldehydom a od¢itali pristrojom FACS® (Becton Dickinson a Co.).

Obrazok 9 ukazuje vysledky BAFF blokujiceho testu. Su ukdzané MFI (priemer intenzity fluorescencie)
tidaje, ktoré st vysledkom analyzy FACS® vySetrujiicej vizbu BAFF na bunky Raji. Plné §tvoréeky predstavuju
dita, ked’ sa humanna BAFF-R:hIgG1 preinkubovala s BAFF pred vidzbou na bunky. Krizky ukazuju krivku,
ktord je ddsledkom pridania ne$pecifického fiizneho proteinu, humdnneho LTPR:hIgG1 na BAFF. Os x pred-
stavuje mnoZstvo fiizneho proteinu pridaného k BAFF v koncentricii 200 ng/ml pred inkubdciou s bunkami.

Ked’ nebol s humdnnym BAFF preinkubovany Ziadny fizny protein, priemernd intenzita fluorescencie
(MFI) vzorky bola 80. Ked’ bol s BAFF preinkubovany humdnny LTPR:hIgG1, dokonca aj v koncentracii
20 pg/ml, detekcia vizby BAFF na bunky Raji bola nezmenend. Ked’ bol ale s BAFF preinkubovany human-
ny BAFF-R:hIgG1, nastalo podstatné zniZenie MFI, aZ na 20 — 25, dokonca aj pri koncentracii flizneho pro-
teinu 625 ng/ml. Pozadie MFI na tento pokus bolo 7. BAFF-R:hIgGl je teda velmi tcinny pri blokovan{
vizby BAFF na lymfocyty Raji.
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Priklad 11
BAFF-R-IgG zmiertiuje antoimunitni chorobu typu lupus u transgénnych mys{

Tento priklad opisuje i€inok BAFF-R-Ig na zniZenie poctu periférnych B-lymfocytov a inhibiciu rozvoja
splenomegdlie a nefritidy.

V pokuse sa pouZili pat’ mesiacov staré BAFF transgénne (Tg) my$i (C57BL/6) a vekovo porovnateI'né
kontrolné mys$i. U BAFF Tg mysi sa manifestovali ochorenia lymfocytov a autoimunitny fenotyp podobny
systémovému lupus erythematosus (Mackay et al., 1999). Tento fenotyp zahfila zvySenie periférnych populd-
cii B-lymfocytov vritane prechodnej 1 (T1) a 2 (T2), zrelej (M), margindlnej zény (MZ) a B-lymfocytov
CD 1" Mt

Mysi dostali i. p. PBS, 400 pg purifikovaného huménneho IgG (hIg) (Sandoz, Bazilej, Svajéiarsko)
(3/skupina) alebo 400 pg fizneho proteinu humidnneho BAFF-R-hulgGl pochddzajiceho z buniek CHO
(hBCMA-Ig) (2/skupina) v ditoch 0, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25, 28, 32, 35, a boli utratené v deti 40.

V Case utratenia zvierat sa odvéZila slezina a pripravili sa jednoduché bunkové suspenzie po 1yze Cerve-
nych krviniek v hypotonickom pufri. UskutoCnila sa prietokova cytometria pouZitim FITC-konjugovanej an-
ti-CD21/CD35, PE-konjugovanej anti-IgD a antiCD], anti-CD45R/B220 konjugovanej s cychromom (cych-
rome) a anti-IgM konjugovanej s biotinom. VSetky mAbs boli zakiipené od firmy Pharmingen (San Diego,
CA). Stru€ne, Fc receptory boli blokované €inidlom Fc Block (Pharmingen) v koncentracii 10 pg/ml pocas
10 minit na l'ade, potom nasledovalo pridanie mAbs konjugovanych s biotinom pocas 30 mintt na lade,
bunky sa 1x premyli, potom nasledovalo pridanie Abs konjugovanych s FITC, PE, Cychrome, streptavidin
APC a FeBlock v koncentréicii 10 Bunky sa inkubovali poas 30 mintit na I'ade, 1 x premyli a suspendovali
v 0,5 % paraformaldehyde. Data fluorescencie buniek sa ziskali na pristroji FACSCalibur (prietokovy cyto-
meter, Becton Dickinson, San Jose, CA) a analyzovali pouZitim softvéru CELLQuest (Becton Dickinson).

Vyskyt proteinov v mo¢i mysi sa meral pouZitim reagencnych prizkov Multistix 10 SG na analyzu mocu
(Bayer Corp., Diagnostics Division).

Vysledky s ukdzané v tabul’kdch 11A a 11B.

Tabulka 11A
Analyza splenocytov poCas 3 mesiacov

Celkovy pocet buniek na slezinu (x10°)

T1 T2 MZ Zrelé
Mysi BAFF Tg 9.4 18 9 91
816E23
816E33 14 30 19 170
816E99 14 24 19 150
Priemer 13+/-2,6 24+/-6 16+/-5,7 140+/-41
Kontrolné mys$i 53 5,8 3,1 73
816E2
816E4 2,4 3,7 1,9 44
Priemer 3,9+/-2 4.8+/-1,5 2,4+/-1 59+/-20

Sleziny my${ Baff Tg starych 3 mesiace (n = 3) a vekovo porovnatel'nych kontrolnych mysi (n = 2) sa
izolovali a podrobili analyzam FACS tak, ako bolo opisané v Casti Materidl a metédy. T1, T2, M a MZ
bunky boli definované expresiou nasledujiicich povrchovych markerov (hi:high - vysoky, lo:low — niz-
ky, int:intermediate — stredny):

Tl: IgD", IgM"™", CD21%
MZ:1gD", IgM"™, CD21
T2:1gD*, IgM"™, CD21"
M:IgD", IgM", CD21™

Tabulka 11B
Analyza splenocytov pocas 10 mesiacov

Celkovy pocet buniek na slezinu (x 10°)

T1 T2 MZ Zrelé
Mysi BAFF Tg
802-39 13 100 34 630
823-3-11 7,5 43 6,6 200
823-3-13 3,1 50 15 180
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T1 T2 MZ Zrelé
Priemer 7,.9+/-4,9 64+/-30 19+/-10 340+/-250
Kontrolné my§i
823-3-22 0,7 6,5 1,4 56
802-64 0,28 5,4 1,3 38
823-14-13 0,45 3,4 0,16 38
Priemer 0,48+/-0,21 5,1+/-1,5 0,95+/-0,65 44+/-10

Mysi Baff Tg staré 10 mesiacov (n = 3) a vekovo porovnatel'né kontrolné mysi (n = 3) sa podrobili analy-
zam FACS tak, ako bolo opisané v tabulke 1.

Po poddvani hBAFF-R-Ig mySiam BAFF Tg boli vyznamne redukované populdcie T1, T2, M, MZ
a CD1"8"/IgM"" B-lymfocytov v slezine, v porovnani s my§ami Baff Tg oSetrenymi PBS a hlg, celkové po¢-
ty T1, T2, M, MZ a CD1"#"/IgM"#" B-lymfocytov boli redukované na pocet podobny alebo nizf neZ u kon-
trolnych mysi oSetrenych PBS (Fig. 10a, 10b, 10c).

BAFF-R-Ig osetrenie mySi BAFF Tg malo za ndsledok zmiernenie autoimunitného ochorenia sprostred-
kovaného Baff, ako sa dokdzalo pozorovanim, Ze mysi ofetrené BAFF-R mali sleziny normdlnej velkosti, za-
tial’ ¢o u kontrolne oSetrenych mysi Baff Tg bola dokdzand splenomegdlia (obr. 11). Okrem toho bol u mys{
oSetrenych BAFF-R-Ig inhibovany rozvoj proteintrie, indikdtora rendlnej disfunkcie, zatial’ ¢o u kontrolne
ofetrenych mysi Baff Tg sa rozvinula nefritida, ako sa zistilo zvySovanim stupfia proteintrie (pozri obr. 12).

Mysi transgénne v Baff mali vysoko zvySené polty periférnych B-lymfocytov a d’alSie analyzy tychto
mys$i odhalili zvySenie prevazne subpopuldcii T1, T2 a MZ B-lymfocytov. Prechodny stupefi vyvoja B-lym-
focytov (T1 a T2) je kontrolny bod, ked si autoreaktivne B-lymfocyty pravdepodobne odstranené.
CD1"/IgM"#" B-lymfocyty, ktoré majii tendenciu usadit’ sa v margindlnej zéne, boli tieZ u my$i BAFF Tg
vysoko zvySené. Ukdzalo sa, Ze tdto poslednd populdcia B-lymfocytov bola hlavny zdroj produkcie autoproti-
latok u lupoinych mysi NZB/NZW. OSetrenie my$i BAFF Tg s BAFF-R-Ig malo za nésledok redukciu popu-
lacif T1, T2, MZ a CD1" B-lymfocytov na po&et podobny alebo nizif ako podet ndjdeny u kontrolnych mys{
divého typu.

BAFF-R-Ig spdsobil zniZenie poctu periférnych B-lymfocytov a inhiboval rozvoj splenomegdlie a nefriti-
dy. Teda, okrem jeho pouzitelnosti pri systémovom lupus erythematosus a lupusovej nefritidy, tGc¢inok
BAFF-R-Ig je tiez uzito¢ny pri ochoreniach sprostredkovanych B-lymfocytmi, ktoré st autoimunitnej pova-
hy, ako je napriklad systémovy lupus erythematosus, myasténia gravis, autoimunitnd hemolytickd anémia,
idiopatickd trombocytopenickd purpura, antifosfolipidovy syndrém, Chagaovo ochorenie, Graveovo ochore-
nie, Wegenerova granulomat6za, nodézna polyarteritida a rychla progresivna glomerulonefritida. Liecivo je
tieZ pouZziteI'né pri chorobdch plazmatickych buniek, ako je napriklad mnohopocetny myelém, Waldenstro-
mova makroglobulinémia, ochorenie taZkych retazcov, primarna amyloidéza alebo amyloidéza zdruZend
s imunocytmi a idiopatickd monoklondlna gamapatia (MGUS). Onkologické ciele zahffiaji karcinémy, leu-
kémie a lymfémy pochédzajice z B-lymfocytov.

Priklad 12
Priemerny arteridlny tlak u BAFF transgénnych my$i

Tento experiment opisuje meranie krvného tlaku u BAFF transgénnych my$i. Pozorovania, ktoré sa usku-
to¢nili v priebehu vyhodnocovania fenotypu BAFF transgénnych mysi, ukazovali na potencidlnu hypertenziu
u mysi.

BAFF Tg mys$i uz opisané sa podrobili anestéze ketaminom. Lavd karotida sa odkryla inciziou na krku.
Do karotidy sa vlozil katéter na meranie krvného tlaku a srdcovej Cinnosti. Katéter bol spojeny s tlakovym
snimacom a krvny tlak sa meral pomocou Gouldovho datazberného systému a Gouldovho polygrafu (Po-Ne-
Mah Data Acquisition system and Gould polygraph). Z priebehu tlakovych vin sa uréil systolicky tlak, dias-
tolicky tlak, priemerny tlak a srdcovd frekvencia. Boli pouZité dve skupiny mySi: BAFF transgénne myS$i (n =
= 8) a kontrolné my§i divého typu (n=9).

Obrézok 13 ukazuje priemery hodnot priemernych arteridlnych tlakov, MAP (v mmHg) pre dve skupiny
myS§i. Ako je ukdzané, BAFF transgénne mysi mali priemerny MAP 102 + 8 mmHg. Kontrolné my8i mali
priemerny MAP 92 + 6 mmHg. TakZe BAFF mysi vykazovali 10 mmHg zvySenie v porovnani s kontrolnymi
zvieratami, aj ked’ tento rozdiel nebol Statisticky dokdzany (ANOVA).

Podrobnejsia analyza tychto dét je uvedend na obrdzku 14, kde st uvedené vysledky merania jednotlivych
zvierat. U kontrolnych mys{ divého typu (BAFF-) distribicia hodndt vykazuje typické binomické rozdelenie.
Oproti tomu tlaky u BAFF transgénnych mysi (BAFF+) javia distribiciu do dvoch skupin, jedna skupina
v rozmedz{ 120 az 130 mmHg a druhd skupina v rozmedz{ 80 az 90 mmHg.

Ako populdcia maji BAFF transgénne mysi tendenciu k hypertenzii v porovnan{ s negativnymi kontrol-
nymi myS$ami.

Analyza individudlnych hodnot arteridlneho tlaku ukdézala, Ze tlak deli transgénne mys$i na dve subpopuld-
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cie, jednu s vysokym krvnym tlakom a druht s normélnym krvnym tlakom. Poddvanie rozpustného BAFF-R,

fiizneho proteinu alebo homolégu protildtky mdZze zmiernit tiCinky hypertenzie.

Priklad 13
Liecenie my${ SNF; s uZ rozvinutym ochorenim poddvanim BAFF-R-Ig spomal’uje progresiu silnej nefritidy

Samice myS$i (SWR x NZB) F1 (SNF;) nichylné na lupus v 21 tyZdni, ktoré vykazuju priznaky miernej
nefritidy (proteintrie 30 aZ 100 mg/dl), dostdvali poCas 8 tyZdiiov jedenkrat tyZdenne i. p. injekciu 200 pg
fizneho proteinu humdnneho BAFF-R-hulgG1l (hBCMA-Ig), huménny IgG (HulgG) (Sandéz) alebo 200 pl
PBS.

Mo¢ kazdej my$i sa monitoroval na proteintriu pomocou zariadenia Albustix (Bayer Corp., Terrytown,
NY). Proteintria vys$Sia ako 100 mg/dl sa hodnotila ako zdvaznd nefritida. BAFF-R-Ig bol produkovany
v docasne transfekovanych bunkdch EBNA 293. Upravené médium z buniek 293 exprimujicich hBCMA-Ig
sa nanieslo na proteinovu kolénu. Protein sa eluoval pouzitim pufru obsahujiceho 25 mM fosfét, 100 mM
NaCl, pH 2,8 na neutralizdciu 1/20 objemu 0,5M NaPO, pH 8,6. Frakcie vybrané na zdklade meran{ OD280
sa analyzovali SDS-PAGE v redukujicich a neredukujiicich podmienkach a d’alej Western blotmi, aby sa
identifikoval purifikovany protein.

Tri tyzdne po ukoncenf lie€enia 50 % mys{ lieCenych BAFF-R-Ig vykazovalo zdvaznu nefritidu, v porov-
nani so 75 % a 87,5 % mysi, ktoré dostali HulgG a PBS (pozri obrdzok 15). Tieto déta ukazuju, Ze rozpustny
BAFF receptor, BCMA-Ig, posobi tak, Ze blokuje autoimunitné ochorenie sprostredkované B-lymfocytmi,
ako je lupusovad nefritida, ¢o vedie k znatnému spomaleniu progresie ochorenia.

Priklad 14
Poddvanie BAFF-R-Ig normdlnym mySiam vedie k zniZeniu potu dendritickych buniek (DC) v slezine
a atypickej lokalizdcii v slezine

Samice sedem tyZdiov starych my$i BALB/c (3/skupina) dostdvali 1 x tyZdenne pocas 4 tyzdfiov i. p. in-
jekeiu 20 pg alebo 50 pg humanneho BAFF-R-IgG1 (hBCMA-Ig), 50 ng huménneho IgG (HulgG) alebo 100 wl
PBS. Fuzny protein hBCMA-Ig sa purifikoval zo supernatantu kulttiry trvalo transfekovanych buniek. Slezi-
ny boli ziskané 8 dnf po poslednej injekcii a oSetrené kolagendzou (Sigma, katalog. C. C-5138) 1 hodinu pri
37 °C. Pripravila sa suspenzia jednotlivych buniek, ¢ervené krvinky (RBCs) sa lyzovali v hypotonickom puf-
ri a bunky sa opladchli 3 x v PBS. Splenocyty sa pripravili na prietokovi cytometrickd analyzu zafarbenim
pomocou anti-CD11c-biotinu nasledovanom streptavidin-APC, anti-CD8a-cychrom a anti-CD4-FITC na vy-
hodnotenie populdcii DC.

V oddelenom experimente samice my${ BALB/c (N = 3) dostdvali poCas 4 tyzdilov 1 x za tyZdeti i. p. in-
jekeiu 100 pg hBCMA-Ig, potom sa sleziny odstranili a vel'mi rychlo zamrazili v OCT pouzitim 2-metylbu-
tdnu zamrazenom na CO,. Kryorezy sa pripravili a fixovali v aceténe. Rezy sa inkubovali s anti-CD11c-
-biotinom nasledovanym streptavidin-AP a substrdtom BCIP (Pierce) na vizualizdciu DC, monoklondlnou
protilditkou MOMA-1 nasledovanou antipotkafiou IgG-HRP (Jackson ImmunoResearch) a substrdtom 3,3'-
-diaminobenzidinom (Sigma, St. Louis MO, katal6g, €. D-1293) na vizualizdciu metalofilnych makrofdgov a
anti-CD35-biotinom nasledovanym streptavidin-AP a substratom (Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vec-
tor, katalog. C. SK-5100) na vizualizdciu folikuldrnych dendritickych buniek (FDC).

Mysi in vivo lieCené poddvanim 20 pg alebo 50 ng BCMA-Ig 1 x tyzdenne pocas 4 tyzdiiov vykazovali
vyznamné zniZenie (p<0,05 v Studentovom t-teste) poctu slezinnych CD11c+ DC v porovnani s kontrolami,
ktorym sa poddval HulgG alebo PBS. Toto zniZenie bolo pozorované u vSetkych skimanych populdcif
CDl11c+ DC: CD8a-CD4-, CDB8+ CD4- a CD8a-CD4+ (pozri obrdzok 16, tabul'ka 14A).

Tabulka 14A

Podavanie BAFF-R-Ig vedie k zniZeniu poctu DC v slezine
20 50
PBS HulgG BCMig-Ig BCMi%Ig
Priemerny podet CD11+ DC (x10°) + smerodajnd odchylka
CD8a-CD4- 0,81 +0,15 0,49 + 0,07 0,26 + 0,04 0,35+ 0,05
CD8a+CD4- 0,36 + 0,02 0,35 + 0,07 0,16 + 0,02 0,2 +0,02
CD8a-CD4+ 0,92 + 0,02 0,84 £ 0,15 0,4 + 0,06 0,55+ 0,04

Tento pokles slezinnych DC, Co st kritické bunky prezentujtice antigén, ma vplyv na aktiviciu B-lymfo-
cytov, ich zrenie a celkovi humordlnu imunitu.

Zmrazené rezy zo sleziny my$i sa pripravili ako bolo opisané v Casti Materidl a metédy. Mysi lieCené
BCMA-Ig vykazovali atypicky profil usadzovania DC, ked’ boli vzorky zafarbené anti-CD11c. DC st nor-
mélne lokalizované vnutri oblasti T-lymfocytov v bielej dreni a v margindlnej zéne s tym, Ze k ich koncen-
tracii dochddza v mostikovych kandlikoch margindlnej zény. Ale bolo zistené, Ze DC z mysi lieCenych
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BCMA-Ig sa vyskytuju pozdii obvodu margindlnej zény a len niekol’ko mdlo ich bolo schopnych migrovat’
hibsie do bielej drene (ddta nie si uvedené). Teda sa zd4, Ze blokovanie interakcie BAFF/BAFF-R pouZitim
rozpustného receptora BAFF interferuje s profilom osidlovania DC, ¢o zrejme ovplyviiuje ich schopnost’
fungovat’ ako bunky prezentujlice antigén, a teda md vplyv na aktivéciu a zrenie B-lymfocytov a tieZ na hu-
mordlnu imunitu. NavySe sleziny mysi lieCenych BCMA-Ig postradaji CD35+ FDC, ako sa zistilo imunohis-
tochemickou analyzou (ddta neuvedené). PretoZe funkciou FDC je prezentovat antigén B-lymfocytom
v germindlnych centrach (GC), nedostatok tychto buniek méZe mat’ Skodlivy t¢inok na Struktiru GC a afi-
nitné zrenie B-lymfocytov.

Odbornikovi je jasné, Ze st moZné rdézne modifikdcie a varianty polypeptidov, kompozicii a sposobov
podla vyndlezu, ale v rdmci zhodnej vyndlezcovskej mySlienky predloZeného vyndlezu. Aj tieto pripadné
modifikécie a varianty patria do rozsahu vyndlezu, ktory je definovany pripojenymi patentovymi ndrokmi
a ich ekvivalentmi.
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<151>1999-08-17

<150> 60/181,684
<151>2000-02-11

<150> 60/183,536
<151>2000-0,2-18

<160> 8

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1
<211> 184
<212>PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Met Leu Gln Met Ala Gly Gln Cys Ser Gln Asn Glu Tyr Phe Asp Ser
1 5 10 15
Leu Leu His Ala Cys Ile Pro Cys GIn Leu Arg Cys Ser Ser Asn Thr
20 25 30
Pro Pro Leu Thr Cys GIn Arg Tyr Cys Asn Ala Ser Val Thr Asn Ser
35 40 45
Val Lys Gly Thr Asn Ala Ile Leu Trp Thr Cys Leu Gly Leu Ser Leu
50 55 60
He Ile Ser Leu Ala Val Phe Val Leu Met Phe Leu Leu Arg Lys Ile
65 70 75 80

17



Ser Ser Glu Pro Leu
85
Leu Gly Met Ala Asn
100
lle Tle Leu Pro Arg
115
Glu Asp Cys Ile Lys
130
Pro Leu Pro Ala Met
145
Thr Asn Asp Tyr Cys
165
Ile Glu Lys Ser e
180
<210>2
<211> 552
<212>DNA
<213> homo sapien
<400> 2
atgttgcaga tggctgggca
tgcatacctt gtcaacttcg
gtaatgcaag tgtgaccaat
gactgagctt aataatttct
gctctgaacc attaaaggac
acattgacct ggaaaagagc
cacggtggaa gaatgcacct
ccattgcttt ccactcccag
aatgactatt gcaagagcct
tctgctaggt aa
<210>3
<211> 207
<212>PRT
<213> homo sapien
<400> 3
Met Asp Thr Leu Leu
1 5
Thr Gly Met Leu Gln
20
Asp Ser Leu Asp Val
35
Asn Glu Tyr Phe Asp
50
Arg Cys Ser Ser Asn
65
Pro Cys Gln Leu Arg
85
Arg Tyr Cys Asn Ala
100
Cys Asn Ala Ser Val
115
Thr Cys Pro Pro Cys
130
Phe Leu Phe Pro Pro
145
Pro Glu Val Thr Cys
165
Val Lys Phe Asn Tip

Lys Asp

Ile Asp

Gly Leu

Ser Lys
135
Glu Glu
150

Ser

Ser Ala

gtgctcccaa
atgttcttct
tcagtgaaag
ttggcagttt
gagtttaaaa
aggactggtg
gtgaagactg
ctatggagga
gccagctgcet

Trp

Met Ala

Thr Met

Leu
55
Pro

Ser

Thr
70
Cys Ser

Ser Val

Thr Asn

Ala
135
Pro

Pro

Lys
150
Val Val

Tyr Val

SK 288287 B6

Glu Phe Lys Asn Thr
90
Leu Glu Lys Ser Arg
105
Glu Tyr Thr Val Glu
120
Pro Lys Val Asp Ser
140
Gly Ala Thr 1Ile Leu
155
Leu Pro Ala Ala Leu
170
Arg
aatgaatatt ttgacagttt
aatactcctc ctctaacatg
gaacgaatgc gattctctgg
tcgtgctaat gtttttgcta
acacaggatc aggtctcctyg
atgaaattat tctccgagag
catcaagagc aaaccgaagg
aggcgcaacc attctgtcac
ttgagtgcta cggagataga
Val Leu Leu Leu Trp
10
Gly Gln Cys Ser GIn
25
Leu Gln Met Ala Gly
40
Leu His Ala Cys e
60
Pro Leu Thr Cys Leu
75
Ser Asn Thr Pro Pro
90
Thr Asn Ser Val Lys
105
Ser Val Lys Gly Val
120
Pro Glu Leu Leu Gly
140
Lys Asp Thr Leu Met
155
Val Asp Val Ser His
170
Asp Gly Val Glu Val

18

Gly Ser
Thr Gly
110
Glu Cys
125
Asp His
Val Thr
Ser Ala
gttgcatact
tcaggttatt
acctgtttgg
aggaagacaa
ggcatggcta
gcctcgagta
tcgactctga
cacgaaaacg
gaaatcaatt
Val Pro
Asn  Glu
30
Gln  Cys
45
Pro Cys
His Ala
Leu Thr
Gly Gin
110
Asp Lys
125
Gly Pro
Ile  Ser
Glu Asp
His Asn

Gly Leu
95
Asp Glu

Thr Cys

Cys Phe

Thr Lys
160
Thr Glu

175

60
120
180
240
300
360
420
480
540
552

Gly
15
Tyr

Ser

Phe

Ser GlIn

Gln Leu
Ile
80

Gln

Cys

Cys
95
Arg Tyr

Thr His

Ser Val
Thr
160
Glu

Arg

Pro
175

Ala Lys



Thr Lys

<210>4
<211> 540
<212> DNA

180
Pro
195

<213> homo sapien

<400> 4
atggagacag
gacgtcacga
ttgcatgctt
cagcgttatt
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
<210>5
<211> 140
<212>PRT

acacactcct
tgttgcagat
gcataccttg
gtaatgcaag
gcccagceace
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga

<213> homo sapien

<400> 5
Leu Thr
1
Lys Val
Lys Ala
Ser Arg
50
Lys Gly
65
Gln  Pro
Gly  Ser
Gly Asn
Tyr Thr
130
<210>6
<211> 369
<212>DNA

Arg Glu

Glu GlIn

gttatgggtyg

ggctgggcag
tcaacttcga

tgtgaccaat
tgaactcctyg
gatctcccgg
ggtcaagttc
Jggaggagcag
ctggctgaat

SK 288287 B6

185
Tyr Asn

200

ctgctgctcet
tgctcccaaa
tgttcttcta
tcagtgaaag
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacaaca

ggcaaggagt

Ser

Tyr Val

gggttccagg
atgaatattt
atactcctcce
gagtcgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaaatgcaa

Val
Ser
Lys
35
Asp
Phe
Glu
Phe
Val

115
Gln

Leu
Asn
20
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
100
Phe

Lys

His
Lys

Gln

Pro

Asn
85

Lys

Ser

Ser

Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
70
Tyr
Lys
Cys

Leu

Asp
Leu
Arg
Lys
55
Asp
Lys
Leu

Ser

Ser
135

Trp
Pro
Glu
40
Asn
Ile
Thr
Thr

Val
120

Leu
Ala
25
Pro
Gln
Ala
Thr
Val
105
Met

Ser

Asn
10
Pro
Gln
Val
Val
Pro
90
Asp
His

Pro

Gly
Ile

Val
Ser
Glu
75

Pro
Lys
Glu

Gly

Lys
Glu
Tyr
60
Trp
Val
Ser
Ala

Lys
140

<213> homo sapien

<400> 6
aaagccctcece
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatgce
gggaaatga
<210>7
<211> 184
<212>PRT

cagcccccat
acaccctgcece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

<213> homo sapien

<400> 7

cgagaaaacc
cccatccecgg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
ccegtgttgg
aggtggcagc
tacacgcaga

19

ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctctce

190
Val Ser

205

ttccactggt
tgacactttg
tctaacatgt
aactcacaca
cttccececca
ggtggtggac
ggaggtgcat
agtcagcgtc
ggtctccaac

Glu Tyr

Thr
30

Lys

Thr
45
Thr Cys

Glu  Ser

Asp

Trp
110
His
125

gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatgag
ctcecttette
cttctcatac
cctgtctcecce

Val

60
120
180
240
300
360
420
480
540

Lys
15
Ile

Pro

Leu

Asn
Ser
95

Gln

Asn

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
80
Asp
Gln

His

60
120
180
240
300
360
369
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Met

Pro Pro

Val Lys
50
Ile Ile
65
Ser  Ser

Leu Gly

Ile Ile

Glu Asp
130
Pro Leu
145
Thr Asn

Ile Glu
<210> 8
<211> 995
<212> DNA

Gln
His
Leu
35
Gly
Ser
Glu
Met
Leu
115
Cys
Pro

Asp

Lys

Met Ala
Ala
20
Thr

Cys
Cys

Thr Asn

Ala

Pro

85
Ala  Asn
100
Pro Arg

Ile Lys

Ala Met

Tyr Cys
165
Ser lle

180

<213> Homo Sapien

<400> 8

aagactcaaa
acacagacag
agctgctcett
tgttctttct
gctcccaaaa
gttcttctaa
cagtgaaagg
tggcagtttt
agtttaaaaa
ggactggtga
gtgaagactg
ctatggagga
tgccagctgce
tttcgactcyg
tctttaggat
actctttatg
cttggtttca

cttagaaact
ccececcgtaag
gctgcatttyg
gtagctccct
tgaatatttt
tactcctcecct
aacgaatgcg
cgtgctaatg
cacaggatca
tgaaattatt
catcaagagc
aggcgcaacc
tttgagtgct
agcagtgcca
gactgtattt
ttagatatat
tgattaaagt

Gly Gin

Ile Pro

Gln Arg

Ala e
55
Val Phe
70
Lys Asp

Ile Asp

Gly Leu

Ser Lys
135
Glu Glu
150
Lys Ser

Ser Ala

tgaattagat
aacccacgaa
ctctggaatt
tgttttcttt
gacagtttgt
ctaacatgtc
attctctgga
tttttgctaa
ggtctcctgyg
cttccgagag
aaaccgaagg
attcttgtca
acggagatag
ctttaaaaat
ttcagttgcce
ttctctaggt
cttttttttt

PATENTOVE NAROKY

1. a) Protildtka proti SEQ ID No:1; alebo
b) polypeptid obsahujiici aminokyselinovi sekvenciu pozostdvajicu z aminokyseliny 8 aZ aminokyse-
liny 41 zo SEQ ID NO:1 na pouZitie ako lie€ivo.

2. Poutzitie

a) protilatky proti SEQ ID No:1; alebo

b) polypeptidu obsahujiceho aminokyselinovi sekvenciu pozostdvajicu z aminokyseliny 8 az ami-
nokyseliny 41 zo SEQ ID NO:1
na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieCenie autoimunitného ochorenia, lymfoproliferativaych ochore-
ni B-buniek alebo zédpalu u cicavca.
3. Pouzitie podl'a ndroku 1 alebo 2, kde polypeptid d’alej obsahuje Fc doménu imunoglobulinu.

SK 288287 B6

Cys  Ser

Gln

Asn  Glu

10

Gln
25
Cys

Cys

Tyr
40
Leu Trp

Val Leu

Glu Phe

Leu
Asn
Thr
Met

Lys

Arg Cys

Ala  Ser

Cys
Phe

75
Asn

90

Glu
105
Glu Tyr
120
Pro Lys

Gly Ala

Pro

Lys
Thr
Val
Thr

Ala

Ser
Val

Asp
Ile

155
Ala

170

Arg

gtggtattca
gcaggcgaag
cttgtagaga
ttgtgatcat
tgcatgcttyg
agcgttattg
cctgtttggg
ggaagataag
gcatggctaa
gcctcgagta
tcgactctga
ccacgaaaac
agaaatcaat
cttttgtcag
gatacagctt
tactgttggg
cctga

20

aatccttacg
ttcattgttc
tattacttgt
gttgcagatg
cataccttgt
taatgcaagt
actgagctta
ctctgaacca
cattgacctyg
cacggtggaa
ccattgcettt
gaatgactat
ttctgctagg
aatagatgat
tttgtcctcet
agcttaatgg

Tyr Phe
Ser
30
Thr

Ser

Val
45
Gly Leu

Leu Arg

Gly Ser

Thr Gly
110
Glu Cys
125
Asp His

Val Thr

Ser Ala

tgccgcgaag
tcaacattct
ccttccaggce
gctgggcagt
caacttcgat
gtgaccaatt
ataatttctt
ttaaaggacg
gaaaagagca
gaatgcacct
ccactcccag
tgcaagagcc
taattaacca
gtgtcagatc
aactgtggaa
tagaaacttc

Asp
15
Asn
Asn
Ser
Lys
Gly
95
Asp
Thr
Cys
Thr

Thr
175

Ser
Thr
Ser
Leu

Ile
80
Leu

Glu
Cys
Phe

Lys
160
Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
995
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8.
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Pouzitie podl'a naroku 3, kde imunoglobulin je IgG.

Pouzitie podl'a ndaroku 4, kde imunoglobulin je 'udsky.

Pouzitie podl'a niektorého z narokov 2 az 5, kde lie€ivo inhibuje rast B-buniek u cicavca.

PouZitie podl'a niektorého z ndrokov 2 az 5, kde lie¢ivo inhibuje tvorbu imunoglobulinu u cicavca.
Pouzitie podl'a niektorého z ndrokov 2 az 5, kde liecivo inhibuje rast B-buniek indukovanych dendri-

tickymi bunkami u cicavca.

9.

Pouzitie podl'a niektorého z ndrokov 2 az 8, kde cicavcom je ¢lovek.

19 vykresov

21
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Obr. 10A
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