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(57) Anotace:

Analog interleukinu 5 (IL5), ktery pochdzi z IL5 polypeptidu
zvitete, do kterého je zavedena modi fikace, ktera ma za
nasledek, Ze imunizace zvifete analogem indukuje produkci
protilatek proti IL5 polypeptidu a kde se modifikace tyka
substituce atinebo inzerce a/nebo delece aminokyseliny
Kkterékoliv z klidek 1 a7 3 nebo C-konce helixu D ILS, kde
uvedené klitky a helix D odpovidaji tém, které jsou
znézornény na obr. 3 pro lidsky a my3i IL5. Regeni je
vyuzitelné pro zlep3eni 1éEby a prevence chorobnych stavii
charakterizovanych zvy$enou hladinou eosinofilnich
leukocyti, tj. chorobnych stavii jako je astma a daisi
chronické alergicka onemocnéni. Je poskytnut zpiisob down-
regulace interleukinu 5 (IL5) umoZnénim produkce protilatek
proti I15, a tim sniZeni stupn& aktivity eosinofill. feSeni také
poskytuje zplisoby vyroby modifikovaného ILS3,
modifikovany IL5, fragmenty nukleové kyseliny kédujici
modifikovany IL5, vektory obsahujici tyto fragmenty a jimi
transformované hostitelské buiiky a bun&&né linie, zplisob
identifikace [L5 analogi, p¥ipravky obsahujici modifikovany
IL5 nebo nukleové kyseliny kédujici IL5 analogy.
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Analog interleukinu 5, fragment nukleové kyseliny, vektor,

butika, p¥ipravky a pouZiti

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se tykd zlep3eni terapie a prevence
chorobnych  .stavid charakterizovanych zvySenou hladinou
eosinofilnich leukocytli, tj. chorobnych stavi, jako Jje
napfiklad astma a dals3i chronickd alergickd onemocnéni.
Konkrétné&ji predklddany vyndlez poskytuje zptisob sniZovani
poctu receptorl (down-regulace) interleukinu 5 (ILS)
umoZnénim produkce protilatek proti ILS, a tim shiieni stupné
aktivity "eosinofilli. Vyndlez také poskytuje zplsoby vyroby
modifikovaného IL5 pouZitelného v tomto =zpasobu, a také
samotného modifikovaného IL5. Pfedkladany vyndlez se také
tykd fragmentd nukleové kyseliny kédujici modifikovany ILS,
vektord obsahujicich tyto fragmenty nukleové kyseliny
a hostitelskych bunék  a bunécnych linii Jimi
transformovanych. Vynalez také poskytuje zplsob identifikace
IL5 analogll, které jsou pouZitelné ve zpGsobu podle vynalezu,
a dale pripravky obsahujici modifikovany IL5 nebo obsahujici

nukleové kyseliny kédujici analogy ILS.

Dosavadni stav techniky

Astma je Dbé&Znd nemoc dychacich <cest, postihujici
p¥ibliZné& 10% populace. Soudasni léEba je primdrn& zaloZena
na podavani steroidd a p¥fedstavuje cenuvna trhu pfesahujici
dobfe miliardu dolard. Zatim z neznamych divodd se v pribéhu
poslednich dvou dekdd na celém sv&té& zvy3ila incidence

a morbidita astmatikt. V soucasnosti  poskytuje zlepSené




porozuméni imunologickym ‘mechanismim zapojenym do
astmatickych stavu spojené S bouflivym rozvojem
biotechnologie novou zakladnu pro rozvoj alternativnich a

snad lepSich lé&ebnych strategii.

Bylo prokdzdno, Ze obecnym charakteristickym rysem
patogeneze astmatu a dalsich chronickych alergickych
onemocnéni je zvySeny poclet eosinofilq, obzv1asté
v bronchidlni sliznici plic. Po aktivaci eosinofily sekretuji
velky pocet medidtort, které jsou aktivn& zapojeny do
zanétlivé reakce dychacich cest. V aktivaci eosinofila ma

dileZitou Glohu interleukin 5 (IL5).

IL5 je cytokin =zjistény u mnoha druhl saved a mezi
jinymi byly klonovény 3jak huménni tak my3i gen pro ILS
(Tanabe et al., 1987, Campbell et al., 1988). humanni gen se
skladd ze &ty¥ exond s t¥emi introny umist&nymi na chromozomu
5 a kéduje prekurzor s 134 aminokyselinovymi zbytky, v&etné&
19 aminokyselin N-koncové vedouci sekvence, kterd mé
aminokyselinovou sekvenci uvedenou v sekv. id. &. 62.
Posttranslaéni Stépeni davad vznik zralému proteinu se 115
aminokyselinovymi zbytky (sekv. id. &. 1). my8i gen 1IL5
(mIL5) podobné kéduje prekurzor se 133 aminokyselinovymi
zbytky s vedouci sekvenci s 20 aminokyselinami, ktera ma
aminokyselinovou sekvenci uvedenou v sekv. id. ¢&. 64.
Opracovany zraly mIL5 dje tedy dlouhy 113 aminokyselinovych
zbytka (sekv.‘ id. c. 12), postrada dva N-koncové
aminokyselinové zbytky \ porovnani S humédnnim  ILS5.
aminokyselinové sekvence hIL5 a mTL5 jsou ze 70 % totoZné ve
srovnani se 77 % identity na tGrovni nukleotidd kédujicich
Usekd (Azuma et,l1., 1986). V&tsi podobnost byla publikovéna
mezi humdnnimi primdty, 99% identita byla publikovédna pro
kédujici UGseky humanni nukleotidové sekvence a nukleotidové

sekvence opice Rhesus (Villinger et al., 1995).




Humdnni aminokyselinovd sekvence ma dvé potencidlni
mista N-glykosylace a my$i sekvence t¥i. Bylo prokédzano, :Ze
humédnni IL5 je jak N-glykosylovany, tak také O-glykosylovany,
a to v pozici Thr 3. Studie hILS prokdzaly, Ze glykosylace
neni pro biologickou aktivitu nezbytnd dokonce i kdyZ se zda,
Ze je stabilita ovlivnéna deglykosylaci (Tominaga et al.,
1990, Kodama et al., 1993).

Struktura IL5

Aktivni IL5 je homodimer a rentgenovou krystalografii
byla zji%téna btrojrozmérné struktura rekombinantniho hILS
(Milburn et al., 1993). 2 monomery jsou organizovany
antiparaleln& a kovalentné& vazany dvéma mezireté&zcovymi
disulfidovymi mistky (44-87' a 87-44"), zapojuji tedy vSechny

4 cysteiny 2 monomert.

Sekundédrni struktura monomert se skladd ze 4 a-helixut
(A-D) pteruSenych 3 spojovacimi useky (klic¢ky) v&etné& dvou
kratkych usek se strukturou B-listu. Tento svazek 40 helixd
je zn&dm jako "spoledny sklad cytokind ", ktery byl také
publikovédn pro IL-2, IL-4, GM-CSF a M-CSF. Ale ty wvSechny
jsou monomery a struktura homodimeru, kde D-helix dopliuje

motiv 4o helix® protilehlého monomeru je unikdtni pro ILS5.

~

Bylo prokdzano, Ze nativni monomery samotné jsou
biologicky inaktivni (pfehledy viz Callard & Gearing, 1994,
Takutsu et al., 1997). Nicmén& je moZné vytvorit modifikovany
rekombinantni biologicky aktivni monomer zavedenim dalSich 8
aminokyselinovych zbytkd do klicky 3, spojujicich helixy C a
D. To umoZni, Ze helix D doplni strukturu 4 helixd v jednom
polypeptidovém fetédzci, a tedy umozZni, Ze monomer interaguje
se svym receptorem (Dickason & Huston, 1996, Dickason et al.,

1996) .




Receptor IL5 se primérné vyskytuje na eosinofilech a je
sloZen =z o-fet&zce a fP-fetézce. a-fet&zec receptoru je
specificky pro IL5 a B-fetézec, ktery zajistuje vysokou
afinitu vazby a signdlni transdukci, je sdilen S
heterodimerovymi receptory pro IL-3 a GM-CSF. Sdileni
receptorové sloZky by mohlo byt dGvodem pro zk¥iZenou
kompetici pozorovanou mezi IL5. IL-3 a GM-CSF (pfehled viz
Lopez et al., 1992). Ale nedavno bylo prokidzano, iZe regulace
IL5R je odli%na od regulace IL-3R a GM-CSFR, coZ dale ukazuje
vysoce specializovanou ulohu IL5 v regulaci eosinofilni

reakce (Wang et al., 1998).

Zda se, Ze C-koncovad &ast IL5 je dldleZitd jak pro vazbu
k IL5R, tak pro biologickou aktivitu, protoZe odstrané&ni vice
neZ dvou C-koncovych aminokyselinovych zbytkd m& za nasledek
pokles jak afinity vazby k IL5R, tak biologické aktivity v
biologickych testech pro IL5 (Proudfoot et al., 1996). Bylo
zjisténo, Ze pro vazbu k receptoru jsou dileZité také dalsdi
zbytky, jako je nap#iklad Glul2, ktery je zapojen do vazby k
B-fet&zci, zatimco zbytky Arg90 a Glul09 jsou =zapojen do
vazby k o-fetézci receptoru. Obecné se zd4, e vazba k IL5R
nastavéd v usecich ptekryvajicich se helix@i A a D, kde helix D
je primdrné odpovédny za vazbu ke specifickému oa-fetézci ILS5SR

(Graber et al., 1995, Takastsu et al., 1997).

Homologie IL5's s jinymi proteiny

Tyto dva motivy 4-helixové domény pozorované v
homodimeru maji napadné podobnou sekundarni a terciarni
strukturu ve srovnani k cytokinovym skladem nalezenym u GM-
CSF a M-CSF, 1IL-2, 1IL-4 a humanni a praéeéim rﬁstovym
hormonem (Milburn et al., 1993). Ale i kdyZ Jje napadna

podobnost také pozorovdna v organizaci introntt a exonad a




poloze cysteint (Tanabe et al., 1987, Cambell et al., 1988),
coz sveéd&i pro fylogeneticky vztah s IL-2, IL-4 a GM-CSF,
nebyla pozorovéna vyznamna homologie s Z4dnym 2z té&chto

cytokinl nebo daldimi cytokiny z aminokyselinové sekvence.

Biologicka aktivita IL5

IL5 je hlavné sekretovdn plné& diferencovanymi butikami
Th2, Zirnymi bufikami a eosinofily (Cousins et al., 1994,
Takutsu et al., 1997). Bylo prokdzéno, Ze ptsobi na
eosinofily, basofily, cytotoxické T lymfocyty a na my$i B
lymfocyty (Callard & Gearing, 1994, Takutsu et al., 1997).
U€inky IL5 na huménni B lymfocyty Jjsou jedté& predmdtem
polemiky. Bylo prokizéno zvySeni syntézy imunoglobulint za
uréitych okolnosti a vazba celé #adé& humannich B bunéénych
linii. Dokonce i kdy#Z byla v huménnich B lymfocytech zjisténa
mRNA  pro hIL5R, skutednd pritomnost receptoru na téchto
bunkdch je3t& musi byt ové&fena (Baumann & Paul, 1997, Huston
et al., 1996).

U&inky IL5 na eosinofily zahrnuji chemotaxi, zvySenou
adhezi k endotelovym buiikdm, aktivaci a konedénou diferenciaci
bun€k. D&le bylo prokdzano, Ze IL5 pfedchazi apoptdze zralych
eosinofild (Yamaguchi et al., 1991). Tato zjist&ni p#ispé&la
k souCasné predstavsd, ze IL5 je nejdilezit&jsi cytokin pro
diferenciaci eosinofilu (Corrigan & Kay, 1996, Karlen et al.,

1998) .

Fyziologicky se uvaZuje, Ze IL5 a s nim spojena aktivace
eosinofildl slouZi ochranné uloze proti hlistovym infekcim a
mozZzna proti ur&itym nadortm, protoZe tato onemocné&ni Jjsou
typicky doprovazena eosinofilii periferni krve (Takutsu et
al., 1997, sSanderson et al., 1992). Je to ale ponékud

spekulativni, protoZze ve  dvou studiich  tito autori




neprokazali Z&dny G&inek kromé& snizeni pocCtu receptoru
eosinofill po podavani protildtky proti IL5 na imunitu (napt.
hladiny IgE) proti Nippostrongylus braziliensis nebo
Schistosoma mansoni u my$i infikovanych té&mito parazity (Sher

et al., 1990, Coffman et al., 1989).

ILS transgenni zvi¥ata a ,knock-out™ zvifata

Studie na transgennich mySich exprimujicich IL5 nebo
»knock-out™ mysich bez genu pro ILS podaly dalsi znalosti o

fyziologické dloze ILS.
Bylo publikovadno n&kolik ILS transgennich my3i:

Bylo publikovéano, Ze transgenni mySi exprimujici gen ILS5
v. T lymfocytech mé&ly zvySeny poCet Dbilych krvinek
charakterizovany expanzi B220+ B lymfocytd a vyznamnou
eosinofilii. To bylo doprovézeno masivnim bunéénym exsudatem
do bifisni dutiny, kde 2z bunék prevlddaly eosinofily a
infiltraci eosinofiltt v tém&¥ vsech organovych systémech (Lee
et al., 1997a).

Pro dal3i transgenni my3i exprimujici gen 1IL5 pod
kontrolou metalothioninového promotoru bylo charakteristické
zvyééni sérovych hladin IgM a IgA, masivni eosinofilie
v periferni krvi a mnoha daldich organech doprovadzeni expanzi
zfetelné CD5+ B lymfocytové . populace, kterd tvotfila

autoprotilatky (Tominaga et al., 1991).

Treti studie se tykala transgennich my3i konstitutivné
exprimujicich IL5 v plicich. U t&chto zvirat se vyvinuly
patofyziologické zm&ny podobné zm&nim u humédnniho astmatu,
véetné eosinofilni invaze peribronchidlnich prostoru,
hypertrofie epitelu a zvy3ené produkce hlenu. Krom& toho byl
pozorovan rozvoj nadmérné vnimavosti dychacich cest v

nepritomnosti antigen (Lee et al., 1997b) .




Byly také studovadny my3i s nefunkénim ILS (tzv. ,knock-
out™ my$i). Tyto my$i (C57BL/6) nemaji Zadné zjevné pt¥iznaky
nemoci a jsou fertilni. Hladiny imunoglobulint a specifické
protildtkové reakce na DNP-OVA byly normdlni. Jsou vytvafeny
bazalni hladiny eosinofil®i, ale jsou 2-3 krat niZ3i nez u
kontrolnich zvifat, coz ukazuje, Ze eosinofily mohou byt
vytvafeny p¥i Udplné absenci IL5. Kdyz byly tyto mysi
infikovéany Mesocestoides corti, normalné pozorovana
eosinofilie byla odstranéna, a tato absence eosinofilie
nepisobila na infekci &ervy tvofenou timto parazitem (Kopf et
al., 199%¢6).

Ve studii autor® Foster et al. (1996) byl zkoumdn u&inek
IL5> ,knock-out“ na b&Zny model atopického =z&n&tu dychacich
cest. Senzitizace a aerosolovy podné&t my3i ovalbuminem ma

normadlné& za né&sledek eosinofilii v dychacich cestéach,

hyperreaktivitu dychacich cest na B-methacholin a rozsahlé
poSkozeni plic, coZ je analogické zm&nam pozorovanym u
astmatu. U myS$i s deficitem IL5 eosinofilie, hyperreaktivita
dychacich cest a poskozeni plic nenastaly. KdyZ byla exprese
ILS u téchto my3i obnovena, byla aero-alergenem indukovanéa

eosinofilie a dysfunkce dychacich cest znovu navracena.

Patofyziologickd uloha IL5

Astma postihuje p¥ibliZné& 10 % populace na celém sv&td a
z doposud nezndmych duvodd se v poslednich dvou dekadach
incidence a morbidita zvy3uji (Ortega & Busse, 1997). Je to
chronické onemocnéni dychacich cest charakterizované
opakujici se a obvykle reverzibilni obstrukci proudéni
vzduchu, zanétem a nadm&rnou vnimavosti (Moxam a Costello,
1990). To tvofri symptomy sipani a dudnosti, které mohou byt

ve vainych pripadech fatdlni.




Pokusy se =zvifaty uvedené vyse pouZivajici transgenni
mySi konstitutivné exprimujici IL5 v plicich (Lee et al.,
1997a) a "knock-out" mySi s deficitem IL5 (Foster et al.,
1996) vyrazné podporuji ulohu IL5 v patogeneze astmatu. Dalsi
dikazy toto podporujici mohou byt odvozeny z nékolika studii
S astmatiky. Eosinofilie byla identifikovana v tekutiné
bronchoalveoldrni laviZe (BAL) a v biopsiich bronchidlni
sliznice pacientll s astmatem a koreluje se zavaZnosti nemoci.
u pacientl s astmatem bylo v tekutin& BAL identifikovéano
nékolik produktl eosinofill a poCty eosinofild v periferni

krvi koreluji se zavaZnosti astmatu (Ortega & Busse 1997).

Bylo zji8téno, Ze sérovd koncentrace IL5 byla zvySena
(stfedni hodnota koncentrace 150 pg/ml) u 15 z 29 pacientu

s chronickym va&Znym astmatem ve srovnani s kontrolnimi

osobami (Alexander et al., 1994).

V dalsi studii zahrnujici jak neatopické, tak atopické
astmatiky, bylo zji3té&no, Ze zvyZeni produkce IL5 pomocnymi T
lymfocyty zplsobovala eosinofilni zan&t u atopického i

neatopického astmatu (Mori et al., 1997).

Dalsi vysledky také ukazuji, Ze IL5 méa nespornou Ulohu u
dalsich atopickych onemocnéni. Nedavno bylo prokdzano, Ze
alergenem indukované systémové epizody u osob s alergickou
rymou koreluji spiSe s alergenem indukovanou syntézou IL5 ne?
IgE (Ohashi et al., 1998). Korelace atopickych reakci byla
také prokdzdna ve studii autord Barata et al. (1998), kde
byla prokdzéna vyznamnd exprese ILS5 T lymfocyty v pozdni fazi

koZni reakce.

Tyto a dalsi vysledky wvedly nékolik autor®, jako
Corrigan & Kay (1996), Danzig & Cuss (1997) k identifikaci a
doporuceni ILS5 jako primarniho cile v rozvoji lep8i 1écby
astmatu a atopickych onemocn&ni =zahrnujicich eosinofilni

zaneét. Chronickd hypereosinofilie posSkozujici tkad indukovana




parazitdarni infekci, topicka plicni ecsinofilie a
hypereosinofilni syndrom jsou pfiklady dal$ich patogennich
chorobnych stavii, které by mohly byt ovlivnény sniZenim podtu

receptori ILS.

Demonstrace dlohy IL5 in vivo

V nékolika studiich s modely astmatu u hlodaved bylo
ukdzéno, Ze 1lé&eni monoklonalnimi protilatkami proti 1ILS
(anti-IL5 mAb) mé&lo za nasledek inhibici eosinofilie zAvislou
na davce ve srovnani s neoSetfenymi kontrolami (Nagai et al.,
1993a & b, Chand et al., 1992, Coeffier et al., 1994, Kung et
al., 1995, Underwood et al., 1996). Ve studii autort Nagai et
al. (1993a) byl také pozorovan u&inek 1é&by senzibilizovanych

Balb/c my3i rozpustnym o receptorem IL5.

V jedné studii s my3mi Balb/c (Hamelmann et al., 1997) a
Ctyfmi studiemi s mor&aty bylo dale ukézéno, Ze anti-IL5 maAb
inhibuji hyperreaktivitu dychacich cest vyvolanou ruznymi
latkami u zvirat senzibilizovanych antigenem (Mauser et al.,
1993, Akutsu et al., 1995, van Oosterhout et al., 1995 ¢
1993). V nékterych studiich byly také prosp&3né u&inky
(srovnej tabulku 1) 1écby anti-IL5 mAb pozorovany
mikroskopicky (Mauser et al., 1993, Akutsu et al., 1995, Kung

‘et al., 1995). CoZ je daleZ?ité, ve studii autoru Kung et al.
(1995) byla pozorovadna redukce plicniho z&n&tu u B6D2F1 myS$i,
kdyZz byla poddvédna anti-IL5 mAb hodiny pfed antigennim
podnétem, a také kdyZ byla podavana aZ p&t dnf po antigennim
podnétu, coZ ukazuje, Ze WEinek anti-IL5 mAb male byt u
zanétu dychacich cest jak profylakticky, tak terapeuticky.
Ale tento uc¢inek nebyl pozorovan autory Underwood et al.,
kdyZ byla anti-IL5 mAb podadvdna mordatim dva hodiny po

antigennim podnétu (Underwood et al., 1996).
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Ve studii pouZivajici model astmatu u opic publikovali
autofi Mauser et al. (1995) inhibici  hyperreaktivity
dychacich cest po antigennim podné&tu, kdyZ potkani anti-my$i-
IL5 mAb byla poddvdna 1 hodinu pted antigennim podné&tem.
Kromé toho bylo 75% snizZeni poctu eosinofild v
bronichoalveolarni lavazi (BAL) u zvitrat oSetfenych
protildtkou ve srovnani s neoSetrenymi kontrolami. V1iv na
eosinofilii a nadm&rnd vnimavost na anti-IL5 mab byla
pozorovédna aZ t¥i mé&sice po lédeni (Mauser et al., 1995). Co
se tyCe alergické nadm&rné vnimavosti, vysledky ze studie
autord Nagai et al. (1993a a 1993b) nedokazuji Zadnou redukci

BAL.

V8echny anti-IL5 mAb pokusy in vivo doposud zmin&né byly

provadény s potkanimi-anti-my$imi monoklondlnimi
protildtkami. Egan et al. (1995) publikovali pokusy s
pouzZitim humanizovanych potkanich-anti-humannich ILS

monoklonalnich protildtek, nazvanych Sch 55700. Tyto mAbs
inhibovaly eosinofilii v plicni lavéZ?i o 75 & v davece 0,3
mg/kg, kdyZ byly podavany senzibilizovanym opicim. KdyZ byla
podavana Sch 55700 v davce 1 mg/kg alergickym my3im, byla

také pozorovadna inhibice eosinofilie dychacich cest.

LéCeni astmatu v soudasnosti a v budoucnu

Soucasnd lécba astmatu je provadéna, jak bylo uvedeno,
kortikosteroidy, které Jsou diky svému protizénétlivému
G€inku jedny z nejsilné&jsich 1ékd. Krom& nich se prokazaly u
pacientt S astmatem nejprospé&3né&jsimi B agonisté a
methylxantinové derivaty, které vSechny zpUsobuji

bronchodilaci a kromoglykan sodny, ktery »Stabilizuje™ Zirné
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bunky, a tim zabrafuje uvolfiovédni medidtoru (Ortega & Busse
1997).

Budouci 1léc¢ba astmatu miZe obsahovat anti-ILS mAbs, jak
bylo diskutovano vy3e. Firma Celltech ve spoluprédci s firmou
Schering Plough maji anti-IL5 mAb ve Ffézi I klinickych
zkouSek pro 1lé&eni astmatu. Ale 1lé&ba monoklonalnimi
protilatkami s sebou nese ¥adu nedostatkt. Predevsim rozvoj a
produkéni néklady pro bezpelnou mAb (nap#. humanizovanou mAb)
jsou velmi vysoké, coZ m& =za néasledek drahy terapeuticky
produkt pro kone&ného uzZivatele. Za druhé mAbs maji z
hlediska pacienta nevyhodnou vlastnost, Jjsou podavany v
relativné& kré&tkych intervalech. Za t¥eti mAbs projevuiji
pfirozenou uUzkou specifidnost proti jednomu epitopu antigenu.
A, konecné, mAbs (dokonce i humanizované) jsou imunogenni,
vedou ke stadle rychlej8i inaktivaci podavanych protiléatek,

jak léceni Casem pokraduje.

Bylo také navrhovano pouziti antisense ILS
oligonukleotidl pro antisense terapii firmou Hybridon pro
léCeni astmatu, alergii a z&n&td. Ale antisense technologie
se prokazala technicky obtiZnd a ve skutenosti jedté nebyl
podan kone&ny dlkaz uskutednitelnosti antisense terapie u
lidi.

Kone¢né& WO 97/45498 (Bresagen Limited/Medvet Science)
navrhuje pouziti "modifikovanych a réznych forem IL5 molekul
schopnych antagonizovat aktivitu IL5" p¥i zmirnéni, zeslabeni
nebo jiném sniZeni aberantnich u&inku vyvolanych nativnimi
nebo mutantnimi formami ILS. Bylo publikovéano, Ze
antagonizujici G&inek je vysledkem rlznych forem ILS5 vazby
k a retézci IL5R o nizké afinit&, ale ne %k receptortm
o vysoké afinité&, timto zplsobem varianty kompetuji s IL5 o
vazbu k jeho receptorim bez projevld fyziologickych G&inkh

ILS.
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Dals8i atopickd onemocn&ni zahrnujici eosinofilni zanét
Jsou léCena bud symptomatickymi léky wuvedenymi u 1é&ba
astmatu nebo imunitni terapii (IT) s pouZitim hyposensitizace
s alergenovymi extrakty. Je =zndmo, e tento typ léceni je
Uc¢inny u alergii na jeden nebo nékolik antigenli, zatimco neni
vhodny pro lé&eni mnohonésobné alergie. Krom& toho u obvyklé
IT je C&asové obdobi pro dosaZeni klinického zlepSeni u

pacientd reagujicich na 1é&bu velmi dlouhé.

Tedy navzdory existujicim a moZnym budoucim 1é&&bam
chronickych alergickych onemocné&ni, jako je napt¥iklad astma,
existuje nespornd potfeba alternativnich zplisobl 1é&by a
zmirfiovéni téchto a dal3ich chronickych alergickych

onemocné&ni.

Podstata vynalezu

Predmétem pfedklddaného vyndlezu e poskytnout novou
lécbu chronickych alergickych stavi (jako je napfiklad astma)
charakterizovanych eosinofilii. Dal$im pftedmétem je vyvoj
autovakciny proti IL5, aby se dosdhlo nové lécby astmatu a
dal$ich patologickych stav@ zahrnujicich chronicky z&nét

dychacich cest.

Cytokin IL5 pochadzejici z T lymfocytth m&, Jjak bylo
uvedeno vySe, hlavni dlohu v #izeni eosinofilni reakce,
ovliviiuje Jjak produkci, tak i lokalizaci a aktivaci
eosinofiléi. ProtoZe nebylo publikovdno, Ze IL5 ma jinou
centralni dlohu v rozvoji protektivni imunitni reakce, Jje
tento konkrétni cytokin dle miné&ni puvodcl atraktivni

terapeuticky cil pro lé&bu astmatu.

Obecnym cilem pfedklddaného vynalezu je sniZeni

patogennich hladin eosinofilti v dychacich cestach pacienta
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s astmatem down-regulaci hladin ILS. protoZe eosinofily
zavisi na IL5. co se tyde atrakce a aktivace. Vysledkem
sniZeného podtu eosinofil®t ve sliznici dychacich cest by bylo
souCasné sniZeni z&n&tu v dychacich cestéach odpovidajici

klinickému zlepZeni pacienta s astmatem.

Potencidlni G&inek tohoto p#istupu jiZz byl prokézan ve
studiich s pouZitim anti-IL5 monoklonalnich protilatek ve
zvifecich modelech zan&tu dychacich cest (srovnej uvod

k prikladim).

P¥edklddany vyndlez ale dotahuje vysledky =ziskané
pasivni imunizaci o Jjeden krok dale s pouZitim vyvolani
aktivni imunitni reakce zptisobem autovakcinace. Dle nejlepsi

znalosti puvodce, tento pristup je$t& nebyl doposud navrien.

Vyhodou 1é¢by astmatikd@ IL5 autovakcinou ve srovnani se
souCasnou lécbou kortikosteroidy apod., je redukce a/nebo
eliminace vedlejSich G&inkd a nejpravdépodobné&ji lepsi
G¢inek, co se tyle trvadni. Ve srovnani s anti-IL5 mAbs se
oCekdva, Ze U¢inek indukované polyklonadlni Ab reakce je lepsi
neZ pasivné injikované monoklonalni imunoglobuliny, protoZe
polyklonalni reakce je specifi&t&jsi. ocekdva se také
zlepSeni, co se tyde aplikaéniho reZimu (protoZe WU&inné
autovakciny popsané v tomto textu typicky vyzaduji maximdlné

2-6 podavani rod&néd).

Ve srovnani s hyposenzibilizaci poskytuje predkladany
vynalez 1lakavy aspekt, protoZe ije nespecificky, coZ je
obzvlasté relevantni p#i jedndni s mnohandsobné alergickymi

pacienty.
TudiZ ve svém nejSir3im a nejobecné&jsim rozsahu se
pfedkladany vynadlez tykd =zpusobu in vivo down-regulace

aktivity interleukinu 5 (IL5) u zvitete i ¢lovéka, tento
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zpusob obsahuje prezentaci imunitnimu systému zvitete

imunologicky u&¢inného mnoZstvi

- alespofl jednoho ILS polypeptidu nebo jeho subsekvence,
ktery byl formulovédn tak, Ze imunizace zviFete IL5
polypeptidm nebo jeho subsekvenci indukuje produkci

protilatek proti IL5 polypeptidu, a/nebo

- alespoil jednoho IL5 analogu, do kterého je =zavedena
alesponl jedna modifikace v IL5 aminokyselinové sekvenci, coZ
ma za nasledek, Ze imunizace zvifete analogem indukuje

produkci protilitek proti IL5 polypeptidu.

NejpfitaZliv&€jsi aspekt tohoto pfistupu je to, Ze napf.
astma miZe byt kontrolovéno periodickou, ale nept¥ilis castou
imunizaci, na rozdil od terapeutického postupu, ktery
vyZaduje podadvéni anti-IL5 nebo molekul majicich s nimi
analogickou vazebnou afinitu k IL5. O&ekivd se, Ze 1 aZ 4
ro¢ni injekce imunogenniho p#ipravku podle vyndlezu budou
postaCujici pro vznik poZadovaného u&inku, zatimco podévani
jinych inhibitord IL5 aktivity vyZaduje aplikaci denné& nebo

alesponi tydné.

Vynalez se také tykd analogt IL5, a také fragmentu
nukleové kyseliny kédujicich Jjejich podskupinu. Soudasti
vynalezu jsou také imunogenni p#ipravky obsahujici analogy

nebo fragmenty nukleové kyseliny.

Vynalez se také tyka zplsobu identifikace analogli IL5 a

také zplsobu vyroby pfipravku obsahujiciho analogy ILS.
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Popis obrizkh

Obr. 1l: aminokyselinovd sekvence zralého huménniho IL5 (sekv.
id. ¢. 1). Je zahrnuta porovnana my8i sekvence (sekv. id. &.
12), ale jsou =zobrazeny pouze pozice, které se 1i%i od
humanni sekvence. Dv& "*" oznaduji chyb&jici N-koncové zbytky
mySiho IL5. Pozice N-glykosylace jsou oznaceny dvojitym
podtrZenim, O-glykosylované threoniny humédnniho IL5 jsou

uvedeny kurzivou a cysteiny tud&né.

Obr. 2: dimerni a monomerni struktury huménniho ILS.

A: dimerni struktura hIL5. Struktura byla zisk&na pouze pro
zbytky 5-112, coZ znamend, Ze misto O-glykosylace v Thr3 neni

zahrnuto.

B: stejnd struktura jako v A, s pF¥ifazenim helixd (A-D a
A'-D").

C: monomer hIL5 s aminokyselinovymi zbytky odlisnymi od mILS5

ukdzanymi svétle Seds.

Obr. 3: porovnané aminokyselinové sekvence (sekv. id. &. 1 a
12) zralého huménniho 1IL5 (hIL5) a my8iho IL5 (mIL5)
s oznacenim tsekll vhodnymi pro substituci. 4 a-helixy A-D
jsou obklopeny rame¢ky s plnou &arou, P-listy jsou dvojité
podtrieny a pozice dvou cystein@i jsou oznadeny ,¥" Identické
zbytky v téchto dvou sekvencich jsou oznacCeny "-" a
neidentické zbytky jsou oznadeny "*". Klidka 1 se preklenuje
mezi helixy A a B, klicka 2 se preklenuje mezi helixy B a C a
klicka 3 se preklenuje mezi kliCkami C a D. Aminokyselinové
sekvence pro substituci peptidy obsahujicimi cizorody Ty

epitop jsou oznaleny tucéné&: jedna takovd sekvence je
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obklopena rameclkem z tecCkované Cary diky zbytkim
prekryvajicim se se zbytky substituovanymi v odli&ném
konstruktu. Aminokyselinové sekvence 10 konstruktd (5 pochéazi
z humanniho a 5 pochdzi z myZiho IL5) Jsou uvedeny v sekv.

id. &. 2 az 11 a 13 az 22.

Obr. 4: vysledky testu ELISA imunizace DNA testovanim dvou
mIL5 autovakcin DNA.

Mysi byly DNA o&kovany s nahou plazmidovou DNA kédujici
bud ovalbumin, mIL5wt, mIL5.1 nebo mILS5.5. Séra ziskanad 77.
den byla testovdna na reaktivitu proti ovalbuminu a my$imu
IL5. Polystyrenové mikrotitradéni destiCky (Maxisorp, Nunc)
byly potaZeny ovalbuminem (1 ng/jamka, Sigma) nebo
purifikovanym rekombinantnim my$im IL5 (0,1 pg/jamka, E1320).
Reaktivita naredénych sér p#idavanych do jamek byla
vizualizovéana S pouZitim kozi anti-my3i sekundérni
protilatky. Odedty odb&rd krve pfed testem v OD490 byly
subtrahovany od odedtd testovanych vzorkli v 0OD490 a vysledné
hodnoty byly prezentovadny pro kaZdou jednotlivou my3 Jjako
sloupce. Odelty odb&ru krve pred testem v OD490 (¥ed&ni 1:25)
byly v rozmezi od 0,025 do 0,034. Kfi*ky oznaduji mrtva

zvirata.

Obr. 5: Schematické zndzorné&ni konstruktda autovakecin na

zadkladé my3iho ILS.

Horni obréazek predstavuje my$i monomer IL5 divokého typu
s helixy A-C, klidkami 1 az 3 a pohyblivym C-koncovym usekem.
Ostatni obrazky pfedstavuji odligné konstrukty autovakcin
majici vnitfni substituce epitopd P2 a P30 tetanového toxoidu
v rhznych pozicich. Specifické konstrukty Jjsou detailné

uvedeny v ptrikladech.
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Definice

V nésledujicim textu je definovédna a detailnd vysvétlena
fada terminld pouZitych v p¥itomném popisu a patentovych

ndrocich, aby se objasnily cile a souvislosti vynalezu.

Terminy "T lymfocyt" a "T buiika" jsou pouZivany
zaménitelné pro lymfocyty pochdzejici z thymu, které jsou
zodpovédné za rlizné imunitni reakce zprostf¥edkované bunkami a
take za pomocnou aktivitu v humordlni imunitni reakci.
Podobn& Jjsou pouZity terminy "B lymfocyt" a "B butika"

zaménitelné& pro lymfocyty produkujici protilatky.

Termin "IL5 polypeptid" v tomto textu oznacuje
polypeptidy majici aminokyselinovou sekvenci vySe
diskutovanych IL5 proteini pochézejicich z &lovdka a myS$i
(nebo jejich zkrécenych variant, které sdili podstatné
mnoZstvi epitopd B lymfocyt s intaktnim ILS), ale timto
terminem jsou také obsazZeny polypeptidy majici
aminokyselinovou sekvenci totoZnou s xeno-analogy téchto dvou
proteinl izolovanymi z dalSich Zivo&idnych druhll. V mezich
terminu jsou také zahrnuty neglykosylované formy IL5. které
jsou pripravovdny v prokaryotickém systému, jako jsou formy
majici razny charakter glykosylace diky pouZiti nap¥.
Kvasinek nebo dalsich jinych ne# sav&ich eukaryotickych
expresnich systéml. Je ale nutné poznamenat, 3e pouzZivanim
terminu "IL5 polypeptid” je zamySleno, Ze uvazovany
polypeptid je normdlné& neimunogenni, kdyZ Jje prezentovan
léCenému zvifeti. Jinymi slovy IL5 polypeptid je autoprotein
nebo je to =xenocanalog takového autoproteinu, ktery nedéva
normdlné vzniknout imunitni reakci proti IL5 u zkoumaného

zvirete.

Termin "IL5 analog" oznaduje IL5 polypeptid, ve kterém
byly provedeny zmény primdrni struktury. Tato zm&na mtde byt

napf. ve formé& fuze IL5 polypeptidu ke vhodnému fuznimu
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partnerovi (tj. zm&na primiarni struktury zahrnujici vylu&n&
C-koncové a/nebo N-koncové p#idani aminokyselinovych zbytkl)
a/nebo miZe byt ve form& inzerci a/nebo deleci a/nebo
substituci v IL5 polypeptidové aminokyselinové sekvenci.
Termin také zahrnuje jsou derivované IL5 molekuly, srovnej

diskusi niZe o modifikacich IL5.

Je nutné poznamenat, Ze pouZiti u.élovéka nap¥. psiho
analogu humanniho IL5 jako vakciny miZe byt chapano tak, Ze
se vytvoril poZadovand imunita proti IL5. Takové pouZiti
xenoanalogu pro imunizaci je také povaZovéno za "IL5 analog"

tak, jak je definovan vyse.

PouZivani  zkratky "IL5" v tomto textu se tyka
aminokyselinové sekvence zralého IL5 divokého typu (v tomto
textu také oznaCovén "IL5m" a "IL5wt"). Zraly huménni ILS5 je
oznac¢ovadn hIL5, hIL5m nebo hIL5wt a my3i zraly IL5 je
oznacovan mIL5, mIL5m nebo mILS5wt. V p¥ipadech, kdy DNA
konstrukt obsahuje informaci kédujici vedouci sekvenci nebo

jinou latku, to je normalné& jasné z kontextu.

Je zamySleno, Ze termin "polypeptid“ v pF¥itomném
kontextu znamené oba kratké peptidy o) 2 az 10
aminokyselinovych  zbytcich, oligopeptidy o 11 az 100
aminokyselinovych zbytcich a polypeptidy o vice neZ 100
aminokyselinovych zbytcich. Krom& toho je také zamysleno, Ze
tento termin obsahuje proteiny, tj. Funk&ni biomolekuly
obsahujici alespofi jeden polypeptid, kdyZ obsahuje alespoil
dva polypeptidy, tyto mohou tvofit komplexy, mohou byt
kovalentné spojeny nebo mohou byt spojeny nekovalentné.
Polypeptid(y) v proteinu mohou byt glykosylovidny a/nebo

lipidovany a/nebo obsahuji prostetické skupiny.

Termin "subsekvence" znamend jakykoliv nepfetrZity usek
alespon 3 aminokyselin nebo pfipadné alesponi 3 nukleotidd,

pochéazejici primo z prirozené se vyskytujici IL5
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aminokyselinové sekvence nebo sekvence nukleové kyseliny,

v daném poradi.

Je zamy$leno, Ze termin "zvife" v daném kontextu obecné

oznacuje druhy Zivo&ichl (vyhodn& savcil), jako je napiiklad

Homo sapiens, Canis domesticus, apod. a ne jenom jedno jediné
zvife. Ale termin také oznaduje populaci takového Zivo&idného

druhu, protoZe je dilezité, Ze v3ichni jedinci imunizovani
podle zplsobu vyndlezu obsahuji v podstaté stejny IL5. coZ
umoZiluje imunizaci zvifat stejnym imunogenem (imunogeny) .
JestliZe napfiklad v ruznych lidskych populacich existuji

o v

genetické varianty IL5. mlZe byt nutné pouzZit v téchto
riznych populacich odli%né imunogeny, aby bylo moZné uniknout
autotoleranci na IL5 v kaZdé populaci. Odbornikovi je jasné,
Zze zvife v daném kontextu Jje Zivouci bytost, kterd ma
imunitni systém. Je vyhodné, kdyZ zvife je obratlovec, jako

je naptriklad savec.

Terminem "down-regulace IL5 aktivity in vivo" je v tomto
textu miné&no sniZeni po&tu interakci mezi IL5 a jeho
receptory v Zivém organizmu (nebo mezi IL5 a jinymi moZnymi
biologicky dileZitymi vazebnymi partnery této molekuly) .
Down-regulace miZe byt dosaZena né&kolika mechanismy: =z nich
je nejjednodu3$i jednoduchd& interference s vazbou protilatiky
v aktivnim misté& IL5. Ale v rozsahu predklddaného vynalezu je
také to, Ze vazba protildtky mA za nasledek odstrandni IL5

bunikami se scavengerovymi (,uklizecimi“) receptory (jako jsou

napfiklad makrofagy a dalsi fagocytujici buiiky).

Vyraz "prezentuje.. imunitnimu systému" oznaduje to, Ze
imunitni systém zvifete je vystaven fizenému imunogennimu
podnétu. Jak bude Jjasné =z popisu uvedeného niZ¥e, toto
podnécovani imunitniho systému miZe byt provadéno celou Fadou
zplsobli, z nichZ Je nejdaleZitéjsi vakcinace polypeptidem

obsahujicim "farmakologické wvakciny" (tj. Vakcinu, kterd ije
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podavén pro 1léZbu nebo zmirnéni stale pokracuijici nemoci)
nebo ockovani "farmakologickou vakcinou" nukleovou kyselinou.
DosaZenym dilezZitym vysledkem je, 3Ze imunokompetentni butiky
zvifete jsou konfrontovany s antigenem imunologicky WU&inng&,
zatimco presny zplisob, jak tento vysledek dosédhnout, je pro

vynadlezeckou mySlenku pfedklddaného vynadlezu méné dulezity.

Termin "imunogenné GCinné mnoZstvi" ma svij obvykly
vyznam v oboru, tj. oznaduje mnoZstvi imunogenu schopné
indukovat imunitni  reakci, kterd se vyznamné zabyva
patogennimi agens, které sdili imunologické rysy s

imunogenem.

Pouzivani vyrazu, Ze IL5 byl "modifikovan", se v tomto
textu mini chemickd modifikace polypeptidu, ktery vytvari
hlavni fet&zec IL5. Takovou modifikaci mtZe napf. byt
derivatizace (nap¥. alkylace, acylace, esterifikace apod.)
uréitych aminokyselinovych zbytkd v IL5 sekvenci, ale jak
vyplyne z popisu niZe, vyhodné modifikace zahrnuji zmény
(nebo ptfidavani k) primdrni struktury IL5 aminokyselinové

sekvence.

Pojmem "autotolerance k IL5" se rozumi, Ze i kdyz IL5 je
autoprotein v populaci, kter4d ma byt o&kovana, normalni
jedinci v populaci nevyvijeji imunitni reakci proti IL5.
ackoliv nemtiZe byt vylouleno, e prileZitostni jedinci ve
zvi¥eci populaci by mohli byt schopni tvofit protilatky proti
nativnimu IL5. nap#. jako &&st autoimunitni poruchy. Kdykoliv
bude zvife norm&lné& autotolerantni pouze ke svému vlastnimu
ILS. ale nemtZe byt vylouleno, Ze analogy IL5 pochdzejici
z jinych druhd zvifat nebo =z populace majici odlisny ILS
fenotyp by také mohly byt tolerovany uvedenym zviretem.

Terminy "cizorody epitop T lymfocytu" (nebo: "cizorody T
lymfocytarni epitop") je peptid, ktery je schopny vazat MHC

molekulu a ktery stimuluje T lymfocyty v Zivo&idnych druzich.
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Vyhodné cizorodé epitopy T lymfocytu podle vyndlezu jsou
"vseobecné" (nebo tzv. ,promiskuitni“) epitopy, tj. epitopy
které vaZou podstatnou &&st konkrétni t#idy MHC molekul
v zivoC€i3nych druzich nebo populaci. Je zném pouze velmi
omezeny pocCet té&chto v3eobecnych epitopi T lymfocytu a budou
diskutovdny detailn& niZe. Je nutné poznamenat, 3ze aby
imunogeny, které jsou pouZity podle predkladaného vynalezu,
byly dcinné co nejvét3i frakce populace zvifat, jak je jen
mozné, muZe byt nezbytné 1) vloZit n&kolik cizorodych epitopt
T lymfocytu do stejného IL5 analogu nebo 2) p¥ipravit n&kolik
analoglh IL5. kde kaZdy analog m& vloZen odlisny v3eobecny
epitop. Je také nutné poznamenat, Ze pojem cizorodych epitopl
T lymfocytu také obsahuje pouZiti kryptickych epitopd T
lymfocytu, tj. Epitopt, které pochazeji =z autoproteinu a
které projevuji imunogenni chovéni pouze tehdy, kdyZz existuji
v izolované formé& bez toho, aby byli &isti zkoumaného

autoproteinu.

Termin "cizorody epitop pomocného T lymfocytu "
(cizorody Tu epitop) je cizorody epitop T lymfocytu, ktery se
vadZe na molekulu MHC t#idy II a miZe byt pfedloZen na povrchu
buniky prezentujici antigen (APC) navédzané k molekule MHC

t¥idy II.

Termin "funk&ni ¢&&st" (bio)molekuly v daném kontextu
znamena Cast molekuly, kterd je zodpov&dna za alespoii jeden
biochemicky nebo fyziologicky u¢inek projevovany molekulou. V
oboru je znadmo, Ze mnoho enzyml a jinych efektorovych molekul
maji aktivni misto, které je zodpov&dné za U&inky projevované
zkoumanou molekulou. dalsi &asti molekuly mohou slouZit
ﬁéelﬁnl stabilizace nebo zvySeni rozpustnosti a mohou tudiZ
byt vynechany, jestliZe tento Gfel neni relevantni pro urdité
provedeni predkladdaného vyndlezu. napfiklad je mo¥né pouZit

uréité dalsi cytokiny jako modifikujici skupinu v ILS
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(srovnej detailni diskusi niZe) a v takovém pfipadé miZe byt
otazka stability irelevantni, protofe kondenzace k IL5

poskytuje nezbytnou stabilitu.

2

Termin "adjuvans" ma& svij obvykly vyznam Vv oboru
vakcinaéni technologie, t3j. Znamena pfedm&tnou latku nebo
pfipravek, ktery 1) neni sdm o sob& schopny vyvolat
specifickou imunitni reakci proti imunogenuu vakciny, ale
ktery je 2) nicmén& schopny =zesilit imunitni reakci proti
imunogenuu. Nebo jinymi slovy, vakcinace adjuvans samotnym
neposkytuje imunitni reakci proti imunogenu, vakcinace
imunogenem miZe nebo nemusi vyvolat imunitni reakci proti
imunogenu, ale kombinace vakcinace imunogenem a adjuvans
indukuje imunitni reakci proti imunogenu, ktera je silnéjs&i,

neZ reakce indukovand imunogenem samotnym.

Terminem  "cileni" molekuly je v daném kontextu
oznaCovana situace, kdy se molekula po =zavedeni do zviftete
objevi prednostnd v urdéité tkani (tkédnich) nebo je prednostné
sdruZovana s urditymi bufikami nebo bun&&nymi typy. ucinek
miZe byt uskute&nén Fadou zplsobli v&etnd& formulace molekuly
do prfipravku usnadiiujiciho cileni nebo =zavedenim skupiny

usnadiujici cileni do molekuly. Tyto otdzky budou diskutovany

detailné niZe.

Termin "stimulace imunitniho systému" znamena, zZe
predmétnd létka nebo pfipravek projevuji obecny, nespecificky

, v

imunostimulaéni WG&inek. Po&et adjuvancii a predpokladanych
adjuvancii (jako Jsou naptiklad urdité cytokiny) sdileji
schopnost stimulovat imunitni systém. Vysledkem pouZiti
imunostimulaéniho agens je zvySend "pohotovost" imunitniho
systému znamenajici, Ze simultdnni nebo néslednid imunizace
imunogenem indukuje vyznamn& G&innéjsi imunitni reakci ve

srovnédni s pouZitim izolovaného imunogenu.
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Vyhodné provedeni down-regulace IL5 aktivity

Je vyhodné, kdyz ILS polypeptid pouZity djako imunogen
ve zpusobu podle vyndlezu je modifikovanéa molekula, kde je v
IL5 aminokyselinové sekvenci p#itomna alesponl jeden zména,
protoZe Sance na ziskdni dualeZitého wniku autotoleranci na
IL5 je timto zpUsobem vyrazné& usnadn&na. Je nutné poznamenat,
Ze to nevyluCuje moZnost pouZiti takto modifikovaného IL5 ve
formulacich, které dale usnadniuji unik autotoleranci na IL5,
napf. formulace obsahujici wurditd adjuvancia diskutovana

detailné& niZe.

Bylo prokdzano (v Dalum I et al., 1996, J. Imunol. 157,
4796-4804), Ze potencidlné autoreaktivni B lymfocyty
rozpoznavajici autoproteiny jsou u normdlnich jedinct
fyziologicky pfitomné. Ale aby v té&chto B lymfocytech byla
indukovana skutecna tvorba protilétek reagujicich
s relevantnimi autoproteiny, je pot#ebné pfispéni T pomocnych
lymfocytd produkujicich cytokiny (Ty buniky nebo Ty lymfocyty).
Normaln& tato pomoc neni poskytnuta, protoZie T lymfocyty
obecné nerozpoznavaji epitopy T lymfocytu pochédzejici =z
autoproteind, kdyZ jsou pFedkladany buiikami prezentujicimi
antigen (APC) . Ale po zajisténi prvku "cizorodosti™"
autoproteinu (tj. Zavedeni imunologicky vyznamné modifikace)
T lymfocyty rozpoznavajici cizorody prvek jsou aktivovédny po
rozpozndvani cizorodého epitopu na APC (jako Jje napfiklad
puvodné mononukledrni butika). Polyklonadlni B lymfocyty (které
jsou také specializované APC) schopné rozpoznani autoepitopt
na modifikovaném autoproteinu také internalizuji antigen a
pak prezentuji Jeho <cizorody epitop(y) T lymfocytu a
aktivované T lymfocyty pak poskytuji cytokinovou pomoc témto
autoreaktivnim polyklonadlnim B lymfocytlim. ProtoZe protilatky
vytvorené témito polyklondlnimi B lymfocyty jsou reaktivni s

odlisnymi epitopy modifikovaného polypeptidu, v&etné& téch,




24

které Jjsou také pritomné na nativnim polypeptidu, e
indukovédna protildtka zk¥iZen& reagujici s nemodifikovanym
autoproteinem. Zavérem, T lymfocyty mohou byt vedeny k tomu,
Ze jednaji tak, Jjako kdyby populace polyklondalnich B
lymfocytd rozpoznadvala uUplné& cizorody antigen, zatimco ve
skutecnosti Je pro hostitele cizorody | pouze  vloZeny
epitop(epitopy). Timto zpUsobem jsou indukovany ~ protilétky

schopné zkfiZené reakce s nemodifikovanymi autoantigeny.

V oboru Jje zn&mo nékolik zplsobli, jak modifikovat
peptidovy autoantigen, aby se dosdhlo uniku autotoleranci.

TudiZ podle vyndlezu modifikace mZe zahrnovat, Ze

- je zaveden alespofl jeden cizorody epitop T lymfocytu a/nebo
- Je =zavedena alespoll jedna prvni skupina, kterd provadi
cileni modifikované molekuly k buifice prezentujici antigen

(APC), a/nebo

- Je zavedena alespoi jedna druhéa skupina, kterd stimuluje

imunitni systém a/nebo

- Je zavedena alespoil jedna t¥eti skupina, ktera optimalizuje

prezentaci modifikovaného IL5 polypeptidu imunitnimu systému.

Ale v3echny tyto modifikace by mé&ly byt provadény p#¥i
udrzovani podstatné frakce plvodnich epitopt B lymfocytu na
IL5. protoZe je takto zesileno rozpoznavani nativni molekuly

B lymfocytem.

V  jednom vyhodném provedeni jsou kovalentn& nebo
nekovalentné& zavedeny postranni skupiny (ve formé cizorodych
epitopi T lymfocytu nebo vy$e uvedené prvni, druhé a treti
skupiny). To znamend, Ze Useky aminokyselinovych zbytkn
pochazejici z IL5 Jsou derivovany beze zmény primarni
aminokyselinové sekvence nebo alespoil bez zavedeni zmén
v peptidovych vazbdch mezi jednotlivymi aminokyselinami

v fretézci.
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Alternativni a vyhodné provedeni pouzZivd substituci
a/nebo deleci a/nebo inzerci a/nebo adice aminokyselin (coZ
mize byt provaddéno rekombinantnimi technikami nebo peptidovou
syntézou, modifikace, které se tykaji delSich Usekl
aminokyselin mohou d&t wvznik faznim polypeptidim). Jedna
obzvlé3té& vyhodnd verze tohoto provedeni je technika popsana
ve WO 95/05849, kterd popisuje zpusob  down-regulace
autoproteind imunizaci analogy autoproteint, kde byl velky
pocet aminokyselinovych sekvenci substituovdn odpovidajicim
poCtem aminokyselinovych sekvenci, z nichZ kaZd& obsahovala
cizorody imunodominantni epitop T lymfocytu, =zatimco byla
souCasné& udrZena obecnd tercidrni struktura autoproteinu v
analogu. Pro U&ely p¥edkladaného vyndlezu je ale postadujici,
jestliZe modifikace (at uZ to je inzerce, adice, delece nebo
substituce aminokyseliny) zalozZila cizorody epitop T
lymfocytu a souasné& uchovala podstatny pocet epitopd B
lymfocytu v IL5. Ale aby bylc dosaZeno maximadlni wUcinnosti
indukované imunitni reakce, Jje vyvhodné, Ze Jje udrZiovédna v

modifikované molekule obecnd tercidrni struktura ILS5.

Nasledujici vzorec ©popisuje IL5 konstrukty obecné

spadajici do rozsahu vynalezu:

(MODl)sl (ILSel)nl (MOD2)32 (IL5e2)n2-- (MODx)sx (ILSex)nx (I)

kde IL5e1~ILbSex Je x epitopll B lymfocytu obsahujicich
subsekvence ILS. které Jjsou nezdvisle identické nebo
neidentické a které mohou obsahovat nebo neobsahuji cizorodé
postranni skupiny, x je celé ¢&islo 2 3, nl-nx jsou x celéd
Cisla 2 0 (alespoil jedno je 2 1), MOD;-MOD; jsou x modifikace
zavedené mezli zachované epitopy B lymfocytu a s;-sx Jjsou x

celd ¢isla 2 0 (alesponnl jedno je 2 1, jestliZe v ILS5e
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sekvenci nejsou zavedeny ZAadné postranni skupiny). Tedy za
danych obecnych funkénich omezeni imunogenicity konstruktd,
vynalez umoZiiuje v3echny druhy permutaci puvodni IL5 sekvence
a vSechny druhy modifikaci. Tedy ve vyndlezu jsou zahrnuty
modifikované IL5 =ziskané <&&sti IL5 sekvence, kteréa napt.
Projevuje vedlej8i u&inky in vivo nebo vynechanim &asti,

kterd by mohla zaloZit neZadouci imunologické reakce.

UdrZovani podstatné frakce epitopi B lymfocytu nebo
dokonce obecné tercidrni struktury proteinu, ktery Jje
podroben modifikaci tak, jak bylo v tomto textu popséno, miZe
byt dosaZeno né&kolika zpusoby. Jednim =z nich je jednodusde
pfipravit polyklondlni antisérum nami¥ené proti ILS (napt.
antisérum p¥fipraven v kralikovi) a poté pouziti tohoto
antiséra jako testované reagencie (nap?. V kompetitivnim
testu ELISA) proti modifikovanym proteindm, které Jsou
vytvafeny. Modifikované verze (analogy), které reaguji do
stejné miry s antisérem jako IL5, museji mit stejnou obecnou
tercidrni strukturu jako IL5, =zatimco analogy projevuijici
omezenou (ale Jje3té& vyznamnou a specifickou) reaktivitu s
timto antisérem si zachovavaji podstatnou &ast plavodnich

epitoplt B lymfocytu.

Alternativné muZe byt ©pripravena a pouzita jako
testovaci panel selekce monoklondlnich protildtek reagujicich
s rozdilnymi epitopy IL5. Tento postup vyhodn& umoZni 1)
mapovani epitopu IL5 a 2) mapovédni epitopfi, které Jsou

udrZovany v ptipravenych analozich.

OvSem tretim pfristupem by bylo rozloZit trojrozmé&rnou
strukturu IL5 nebo jeho biologicky aktivni zkracené varianty
(srovnej vySe) a srovnat Jji s rozloZenou trojrozmé&rnou
strukturou pripravenych analogl. Trojrozm&rnd struktura miZe
byt rozloZena prostfednictvim studii rentgenové difrakce a

NMR spektroskopii. Dal8i informace tykajici se tercidrni
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struktury mohou byt do ur&ité miry zisk&dny ze studii
cirkularniho dichroismu, které maji vyhodu, e vyZaduji
polypeptid pouze v &isté formé& (zatimco rentgenovd difrakce
vyZaduje obstaréani krystalizovaného polypeptidu a NMR
vyZaduje obstardni isotopovych variant polypeptidu), aby byla
poskytnuta pouZitelnd informace o tercidrni struktufe dané
molekuly. Ale nakonec rentgenova difrakce a/nebo NMR jsou
nezbytné pro zisk smérodatnych dat, protofe cirkularni
dichroismus miZe poskytnout pouze neprimy dikaz spravné
trojrozmé&rné struktury prost¥ednictvim informace sekundarnich

strukturnich prvka.

Jedno vyhodné provedeni vyndlezu pouZivd mnohonasobné
prezentace epitopd B lymfocytu IL5 (tj. Vzorec I, kde alespon
jeden epitop B lymfocytu IJe pfitomny ve dvou pozicich).
Tohoto u&inku miZe byt dosaZeno riznymi zpusoby, nap?.
jednoduchou ptipravou faznich polypeptida obsahujicich
strukturu (IL5)n, kde m je celé &islo 2 2, a pak zavedenim
modifikaci diskutovanych v tomto textu do alesponl jedné IL5
sekvence nebo alternativn& vloZenim mezi alesponn dvé ILS
aminokyselinové sekvence. Je vyhodné, Ze zavedené modifikace
zahrnuji alespofi jeden duplikidt epitopu B lymfocytu a/nebo

zavedeni haptenu.

Jak bylo uvedeno vy3e, =zavedeni cizorodého epitopu T
lymfocytu mdZe byt uskutednéno zavedenim inzerce, adice,
delece nebo substituce alespoi jedné aminokyseliny. Ov3em
normalni bude zavedeni vice nez jedné zmény do
aminokyselinové sekvence {napt. Inzerce nebo substituce
kompletniho epitopu T lymfocytu), ale je dtleZité dosahnout,
aby IL5 analog, kdyZ Jje zpracovavan butikou prezentujici
antigen (APC), zaloZil takovy cizorody imunodominantni epitop
T lymfocytu, ktery bude pfedloZen molekule MHC t¥idy II na

povrchu APC. Tedy, ijestliZe IL5 aminokyselinovd sekvence ve
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vhodnych pozicich obsahuje mnoZstvi aminokyselinovych zbytk,
které mohou byt také zjistény v cizorodém Ty epitopu, pak
zavedeni cizorodého Ty epitopu maZe byt uskuteénéno
poskytnutim zbylych aminokyselin cizorodého epitopu pomoci
inzerce, adice, delece a substituce aminokyseliny. Jinymi
slovy, neni nutné zavést inzerci nebo substituci kompletni Ty

epitop.

Je vyhodné, kdyZ je pocdet aminokyselinovych inzerci,
deleci, substituci nebo adici alespoii 2, nap¥iklad 3, 4, 5,
e, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 a 25
inzerci, substituci, adici nebo deleci. D4ale je vyhodné, kdyz
poCet aminokyselinovych inzerci, substituci, adici nebo
deleci nepfesahuje 150, je nap¥iklad nejvice 100, nejvice 90,
nejvice 80 a nejvice 70. Je obzvlasté vyhodné, kdyZ podet
substituci, inzerci, deleci nebo adici nepfesdhne 60 a
konkrétné by podet nem&l presdhnout 50 nebo dokonce 40.
Nejvyhodne€jsi je pocet ne vice neZ 30. Co se tyde adici
aminokyselin, je nutné poznamenat, Ze podet adici, kdyZ je
vysledny konstrukt ve formé& fuzniho polypeptidu, je <&asto
znacné vyss8i neZ 150.

Vyhodna provedeni vyndlezu zahrnuji modifikace zavedenim
alespoii jednoho cizorodéhc imunodominantniho Ty epitopu. Je
nutné porozum&t, Ze otdzka imunitni dominance T; epitopu
z&visi na zkoumaném Zivo&ifném druhu. Termin "imunodominance"
pouzivany v tomto textu se jeanduée tykd epitopu, které u
oCkovaného jedince vyvolaji vyznamnou imunitni reakci, ale je
znéamym faktem, Ze Ty epitop, ktery Jje imunodominantni u
jednoho jedince, neni nutné imunodominantni u dal$iho jedince
stejného Zivoc¢isného druhu, dokonce i kdyZ mdZe byt schopny

vazby MHC-II molekuly u posledné uvedeného jedince.

Dalsim dbleZitym bodem Jje otdzka MHC restrikce Ty

epitopli. Obecné prirozen& se vyskytujici Ty epitopy jsou MHC
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omezeny, tj. uréity peptid tvofici Ty epitop se G&inn& vaze
pouze k podskupiné molekul MHC t¥idy II. To mad déle ten
GCinek, Ze ve vét3in& p¥ipadd pouZiti jednoho specifického Ty
epitopu ma& za nédsledek sloZku vakciny, kterd je udinna pouze
ve frakci populace a v zavislosti na velikosti této frakce,
miZe byt nezbytné zahrnout vice Ty epitopd do stejné molekuly
nebo alternativné& pripravit vakcinu s mnoha sloZkami, kde
slozky jsou IL5 varianty, které se od sebe 1i3i povahou

zavedeného Ty epitopu.

JestliZe MHC restrikce pouZitych T lymfocytl je zcela
nezndma (naptiklad v situaci, kdy méa oCkované zvifre
nedostatecn& definovany MHC ptripravek), frakce populace
zvitat pokryté specifickym vakcinaénim p#ipravkem miZe byt
ur¢ena pomoci nédsledujiciho vzorce:

j;yopulace =1—n(1_pl) (II)

inl

kde p; Jje Cetnost jedinch v populaci reagujicich na i-ty
cizorody epitop T lymfocytu pfitomny ve vakcinadénim
ptipraveku a n Jje celkovy pocdet cizorodych epitopl T
lymfocytu ve vakcina¢nim p¥ipravku. TudiZz vakcinaéni
ptipravek obsahujici 3 cizorodé epitopy T lymfocytu majici
Cetnosti reakce v populaci 0,8, 0,7 a 0,6, v daném po¥adi, by
dal

1-0,2x0,3x0,4=0,976

tj. u 97,6 % populace se statisticky vyvine MHC-II

zprost¥edkovand reakce na vakcinu.

VySe uvedeny vzorec nelze pouZit v situacich, kdy Ije
vice nebo méné pfesné zndm typ MHC restrikce pouZitych
peptida. JestliZe se napfiklad urcity peptid vazZe pouze na
humanni molekuly MHC-II kédované HLA-DR alelami DR1, DR3, DR5S
a DR7, pak pouZiti tohoto peptidu spolu s dald3imi peptidy,
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které se vAZou na zbylé molekuly MHC-II kdédované HLA-DR
alelami dovr3i 100% pokryti ve zkoumané populaci. Podobné,
jestliZe se druhy peptid véZe pouze na DR3 a DR5, pridéani
tohoto peptidu nezvy3i pokryti vsech. JestliZe je kalkulace
reakce populace =zaloZena pouze na MHC restrikci epitopd T
lymfocytu ve vakciné&, frakce populace pokryté specifickym
vakcina¢nim p¥ipravkem miZe byt urCena pomoci nédsledujiciho

vzorce:

3
fpopulace =1-‘I—[(l—¢j)2 (III)

2

kde ¢; je suma frekvenci alelickych haplotypl v populaci,
které kéduji MHC molekuly, které vazou jakykoliv epitop T
lymfocytu ve vakciné a které patfi k j-tému ze 3 znédmych HLA
lokust (DP, DR a DQ), v praxi je nejdfive urceno, které MHC
molekuly rozpoznaji kaZdy epitop T lymfocytu ve vwvakciné a
proto jsou tyto MHC molekuly uvedeny typem (DP, DR a DQ) -
pak jsou jednotlivé frekvence odliSnych uvedenych alelickych

haplotypll pro kaZdy typ sumarizovany, a tim poskytuji ¢;, ¢: a

#s.

~

MiZe nastat situace, kdy hodnota p; ve vzorci II
pfekroci odpovidajici teoretickou hodnotu m;:

”:-:1_"“(3“’:)2 (IV)

=t

kde v; je suma frekvenci alelickych haplotypd v populaci,
které kéduji MHC molekuly, které vaZou 1i-ty epitop T
lymfocytu ve vakciné& a které patf¥i k j-tému ze 3 znamych HLA
lokus® (DP, DR a DQ). To =znamend, Ze v 1l-m;, populace je
&etnost reagujicich o0sob freziguaini-i = (Pi~7:)/(1-7;). Tudii,

vzorec III miZe byt upraven tak, Ze vznikd vzorec V:
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3 n
prulm =1~ I_I (1 - ¢f)2 * [l - H (] - ﬁ"""’"""-’ ) (V)

J=1 i)

kde termin 1-freziausini-i S€ rovnd nule, jestliZe je negativni.
Je nutné poznamenat, Ze vzorec V vyzaduje, aby v3echny
epitopy byly haplotypy mapované proti identickym sadam
haplotypu. '

TudiZ pfi selekci epitopd T lymfocytu, které maji byt
zavedeny do IL5 analogu, je dlleZité obsdhnout znalost vdech
epitopt, které jsou k dispozici: 1) <Zetnost osob v populaci
odpovidajicich na kaZdy epitop, 2) MHC restrik&ni data a 3)

frekvenci relevantnich haplotypl v populaci.

Existuje velky  pocet prirozené se vyskytuijicich
"vSeobecnych" epitopd T lymfocytu, které jsou aktivni u velké
Casti jedinch Zivo&iZného druhu nebo populace zvifat a ty
jsou vyhodné zavedeny do vakciny, a tim sniZuji pot¥ebu velmi

vysokého poctu odlisnych analogl IL5 v téZe vakciné.

VSeobecny epitop mbZe byt podle vyndlezu p#irozen& se
vyskytujici huménni epitop T lymfocytu, jako Fjsou nap¥iklad
epitopy tetanického toxoidu (napf¥. Epitopy P2 a P30), epitop
difterického toxoidu, hemaglutinin viru ch#ipky (HA) a CS

antigen P. Falciparum.

V pribé&hu let byl identifikovadn velky polet dalSich
v3eobecnych epitopi T lymfocytu. Byly identifikovany zejména
peptidy schopné véizat velky podil HLA-DR molekul kdédovanych
odlisnymi HLA-DR alelami a v3echny z nich jsou moZné epitopy
T lymfocytu pro =zavedeni do analogll IL5 pouZitych podle
pfedkladaného vyndlezu. (Srovnej také epitopy diskutované v
nasledujicich odkazech, které jsou timto vSechny zahrnuty do
odkaz v tomto textu: WO 98/23635 (Frazer IH et al.,
pridélend University Queensland), Southwood S et. al., 1998,

J. Imunol., 160, 3363-3373, Sinigaglia F et al., 1988,
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Nature, 336, 778-780, Chicz RM et al., 1993, J. Exp. Med.,
178, 27-47, Hammer J et al., 1993, Cell, 74, 197-203 a Falk K
et al., 1994, Immunogenetics, 39, 230-242). Posledni odkaz se
také zabyvd HLA-DQ a -DP ligandy. VSechny epitopy uvedené v
téchto 5 odkazech jsou relevantni Jjako uvaZované pfirodni
epitopy pro pouziti v p¥redkladdaném vyndlezu, jakoZ i epitopy,

které s nimi sdileji spolecné motivy.

Alternativné epitopem miZe byt kaZdy synteticky epitop T
lymfocytu, ktery Jje schopny vazat velkou <&a&st molekul MHC
t¥idy II. V tomto kontextu ,panpeptidy™ DR epitopu ("PADRE")
popsané ve WO 95/07707 a v odpovidajicim &lé&nku Alexander J
et al., 1994, Immunity, 1, 751-761 (oba popisy Jjsou zahrnuty
formou odkazu v tomto textu) Jjsou zajimavé uvaZované epitopy
pro pouziti podle predkladaného vynalezu. Je nutné
poznamenat, Ze nejlcinnéjs$i peptidy PADRE popsané v téchto
¢lancich nesou D-aminokyseliny na C-a N-koncich, aby se
zlep3ila stabilita p¥i podavédni. Ale predkladany vynalez
primdrné& usiluje o zavedeni relevantnich epitopl jako casti
modifikovaného IL5. které by pak nédsledné& byly rozloZeny
enzymaticky v lyzozomech APC, aby se umoZnila nasledna
prezentace molekule MHC-II, a tudiZ neni prospé3né =zavést

D-aminokyseliny do epitopu pouZitych v predkladaném vynélezu.

Jeden obzv1lasté& vyhodny PADRE peptid Jje peptid majici
aminokyselinovou sekvenci AKFVAAWTLKAAA (sekv. id. ¢&. 65)
nebo jeho imunologicky u&innou subsekvenci. Tento a dalsi
epitopy, kterym chybi stejnd MHC restrikce, Jsou vyhodné
epitopy T lymfocytu, které by mé€ly byt pfitomny v analozich
IL5 pouZitych ve vynédlezeckém zpUsobu. Tyto super-vieobecné
epitopy by umoZnily nejjednodussi provedeni vynalezu, kde
pouze Jjeden jediny modifikovany IL5 je pfedloZen imunitnimu

systému oCkovaného zvifete.
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Jak bylo uvedeno vyse, modifikace IL5 mdZe také zahrnout
zavedenl prvni skupiny, kterd cili modifikovany IL5 k APC
nebo B lymfocytu. Napfiklad, prvni skupina maZe byt
specificky vazebny partner pro specificky povrchovy antigen B
lymfocytu nebo pro specificky povrchovy antigen APC. V oboru
- Je znamo mnoho takovych specifickych povrchovych antigend.
Napriklad, skupina mAZe byt sacharid, pro ktery je receptor
na B lymfocytu nebo na APC (napf. mannan nebo manndza).
Alternativné&, druhd skupina mGZe byt hapten. Jako prvni
skupina miZe byt také pouZit protilatkovy fragment, ktery
specificky rozpozndvd povrchovou molekulu na APC nebo
lymfocytech (povrchové molekuly mohou nap¥. Byt FCy receptor
makrofdgd a monocytu, jako Jje nap¥iklad FCyRI nebo
alternativné kaZdy dal3i specificky povrchovy marker, jako je
napfiklad CD40 nebo CTLA-4). Je nutné poznamenat, Ze v3echny
tyto pfiklady cilicich molekul mohou byt také pouZity jako

¢ast adjuvans, srovnej nizZe.

Jako alternativa nebo doplnék cileni modifikovaného ILS
polypeptidu k urcéitému bunéénému typu, aby se dosahlo
zesilené imunitni reakce, je mozZné zvysit stupen
odpovidavosti imunitniho systému zahrnutim vy3e uvedené druhé
skupiny, kterd stimuluje imunitni systém. Typické ptriklady
takovych druhych skupin jsou cytokiny a proteiny tepelného

Soku nebo molekuldrni chaperony, a také jejich G&inné dasti.

Vhodné cytokiny pro pouZiti podle vynadlezu Jjsou ty,
které normalné také pusobi Jjako adjuvancia ve vakcinadnim
pripravku, tj. nap¥iklad interferon y (IFN-y), F1t3L,
interleukin 1 (IL-1), interleukin 2 (IL-2), interleukin 4
(IL-4), interleukin . 6 (IL-6), interleukin 12 (IL-12),
interleukin 13 (IL-13), interleukin 15 (IL-15) a faktor
stimulujici  kolonie granulocytd a makrofagua (GM-CSF) ,

alternativné, funkéni c¢ast molekuly cytokinu miZe dostacdovat
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jako druhd skupina. Co se ty&e pouZiti té&chto cytokint jako
adjuvancii, srovnej diskusi niZe. Je nutné poznamenat, Ze
pouziti obou IL-4 a IL-13 by m&lo byt provadéno velmi
opatrné, jestli vibec, protoZe obé& molekuly jsou zndmy jako
klicove efektorové molekuly v patofyziologii atopie a

astmatu.

Podle wvynalezu mohou byt vhodnymi proteiny tepelného
Soku nebo molekulérni chaperony pouzitymi jako druh& skupina
HSP70, HSP90, HSC70, GRP94 (také znamy jako gp96, srovnej
Wearsch PA et al. 1998, Biochemistry, 37, 5709-19) a CRT
(kalretikulin).

Alternativné miZe byt druhd skupina toxin, Jjako je
napfiklad listeriolycin (LLO), 1lipid A a tepeln& labilni
enterotoxin. Zajimavou mozZnosti je také cela ¥Yada
mykobakteridlnich derivat, jako je naptiklad MDP
(muramyldipeptid) a diestery trehalézy TDM a TDE.

Také moZnost zavedeni t¥eti skupiny, kterd zesiluje
prezentaci modifikovaného IL5 imunitnimu systému, je dileZité
provedeni vynalezu. V oboru bylo ukdzdno né&kolik p¥iklada
tohoto principu. Napfiklad je  znamo, Ze palmitoylova
lipida&ni kotva v proteinu OspA Borrelia burgdorferi miZe byt
pouzita tak, Ze poskytne autoadjuvaéni polypeptidy (srovnej
napf. WO 96/40718). Zd& se, Ze lipidované proteiny vytvareji
struktury podobné miceldm s jadrem, které tvori lipidaé&ni
Casti kotvy polypeptidd a zbylé &asti molekuly =z nich
vyénivaji, «coZ m& za nésledek mnohonasobnou prezentaci
antigennich determinant. TudiZ pouZiti tohoto a p¥ibuznych
postupli s pouzitim ruznych lipida&nich  kotev (napt.
myristylové skupiny, farnesylové skupin, geranyl-geranylové
skupiny, GPI-kotvy a N-acylové skupiny diglyceridu) Jjsou
vyhodnd provedeni vyndlezu, obzvl43té& proto Ze poskytnuti

této lipidacni kotvy v rekombinantné& vytvofeném proteinu Jje
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zcela Jasné a vyZaduje pouze pouzZziti nap¥. Prirozené se
vyskytujici signdlni sekvence jako flzniho partnera pro
modifikovany IL5 polypeptid. Dal3i moZnosti Jje pouZiti C3d
fragmentu faktoru komplementu C3 nebo samotného C3 (srovnej
Dempsey et al., 1996, Science, 271, 348-350 a Lou & Kohler,
1998, Nature Biotechnologi, 16, 458-462).

Alternativni pfovedeni vynalezu, které m& také =za
nadsledek vyhodnou prezentaci mnohoCetnych (nap¥. alespon 2)
kopii dlleZitych epitopovych Gsekd IL5 imunitnimu systému, je
kovalentni nebo>nekovalentni vazba IL5. jeho subsekvence nebo
variant k molekuldm wurcitych nosi¢l. mohou byt pouZity
napr¥iklad polymery, nap¥. Sacharidy, 3jako Jje naptiklad
dextran (srovnej nap¥. Lees A et al., 1994, Vaccine, 12,
1160-1166, Lees A et al., 1990, J Imunol., 145, 3594-3600),
ale pouZitelné alternativy jsou také mannéza a mannan. Uplné
membranové proteiny nap¥. Z E. coli a dal3ich bakterii jsou
také pouZitelni konjugacéni partnetri. Tradiéni nosicské
molekuly, Jjako Jje napfiklad hemokyanin =z mofské prilipky
(KLH), tetanicky toxoid, diftericky toxoid a albumin
bovinniho séra (BSA) jsou také vyhodni a pouZitelni

konjugac¢ni partnef¥i.

Ma se za to, Ze urlité oblasti nativniho IL5 3Jjsou
obzvla3té& vhodné pro tvofeni modifikaci. Predpovidad se, :Ze
modifikace v alesponl jedné kli¢cce 1 az 3 nebo v
aminokyselinovych zbytcich C-koncové ¢E&sti helixu D (uvedené
klicky a uvedeny helix D odpovidaji tém ukdzanym na obr. 3
pro humédnni a my$i IL5) budou s nejvét3i pravdépodobnosti
vytva¥et poZadované konstrukty a vakcinadni vysledky. Davody
pro tyto vybrané Useky Jjsou a) konzervace znamych a
predikovanych epitopt B lymfocytu, b) konzervace tercidrni a
kvartérni struktury apod., srovnej také diskusi v tuvodu k

prikladim. V kaZdém ptipadé, Jjak je diskutovano vySe, Je
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zcela snadné provad&t screening a nastaveni modifikovanych
IL5 molekul, které byly vSechny podrobeny zavedeni epitopu T
lymfocytu v rlznych polohach.

ProtoZe nejvyhodnéjsi provedeni piredkladdaného vynalezu
se tykaji down-regulace humdnniho IL5. je proto vyhodné, Ze
IL5 polypeptid diskutovany vySe je huménni IL5 polypeptid. V
tomto provedeni, Jje obzvla3té vyhodné, Ze humanni ILS
polypeptid byl modifikovan substituci alespon jedné
aminokyselinové sekvence v sekv. id. &. 1 alespori Jjednou
aminokyselinovou sekvenci stejné nebo odlidné délky a
obsahujici cizorody Ty epitop, kde substituované
aminokyselinové zbytky jsou vybrany ze skupiny, kterou tvori
zbytky 87 aZ 90, zbytky 32 aZ 43, zbytky 59 aZ 64, zbytky 86
az 91 a zbytky 110 aZz 113. 2Zdavodné&ni té&chto konstruktd je

detailné diskutovadno v pt*ikladech.

Formulace IL5 a modifikovanych IL5 polypeptidd

P¥i prezentaci IL5 polypeptidu nebo modifikovaného IL5
polypeptidu  imunitnimu systému zvi¥ete jeho podavanim
zvifeti, formulace polypeptidu sleduje principy v oboru
obecné prijimané.

Pfipravé vakcin, které obsahuji peptidové sekvence jako
u¢inné sloZky, se v oboru obecné& dobte rozumi, jak doloZeno
pfiklady z patentd Spojenych Statd &. 4 608 251, 4 601 903,
4 599 231, 4 599 230, 4 596 792 a 4 578 770, viechny zahrnuty
formou odkazu v tomto textu. Typicky jsou takové vakciny
pripraveny jako injikovatelné, bud jako tekuté roztoky nebo
suspenze, mohou také_b?t pripraveny pevné formy vhodné pro
vytvorenl roztoku nebo suspenze v tekutiné pred injekci.
Ptipravek miZie byt také emulgovan. Aktivni imunogenni sloZka

je Casto smichdna s excipienty, které dsou farmaceuticky
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pfijatelné a kompatibilni s u&innou sloZkou. Vhodnymi
excipienty jsou napf¥iklad voda, fyziologicky roztok,
dextrdza, glycerol, ethanol apod. a jejich kombinace. Kromé&
toho, je-1i Zadouci, vakcina miiZe obsahovat mend3i mnoZstvi
pomocnych latek, jako Jjsou napfiklad smacedla nebo
emulgadtory, pH pufry nebo adjuvancia, kterd zesiluji udinnost

vakcin, srovnej detailni diskusi o adjuvanciich niZe.

Vakciny Jjsou obvykle podavadny parenterdln& injekci,
napriklad bud subkutéanné, intrakuténné, intradermélnég,
subdermalné nebo intramuskuldrné&. Dal8i formulace, které jsou

sz

vhodné pro dalsi zplsoby podavani obsahuji &ipky a v
nékterych p¥ipadech formulace pro perorélni, bukdlini,
sublingvalni, intraperitoneédlni, intravagindlni, analni,
epidurdlni, spindlni a intrakranidlni podavani. Co se tyd&e
Cipkli, mohou obsahovat tradi&ni pojiva a nosi&e nap¥iklad
polyalkalenglykoly nebo triglyceridy, takové &ipky mohou byt
vytvofeny ze smé&si obsahujicich u&innou sloZku v rozmezi
0,5 % aZ 10 %, vyhodné& 1 aZ 2 %. Perordlni formulace obsahuji
normalné pouZivané excipienty, Jjako jsou naptiklad mannit,
laktéza, Skrob, stearat hotfelnaty, sacharin sodny, celuléza,
uhli¢itan hofec¢naty apod. Farmaceutického stupn& <&istoty.
Tyto ptipravky maji formy, Jjako jsou roztoky, suspenze,
tablety, pilulky, tobolky, formulace nebo prasky S
prodlouzZenym uvolnovdnim a obsahuji 10 aZ 95 % u¢inné sloZky,
vyhodné 25 aZ 70 %. Co se tyle perordlnich formulaci, toxin

cholery je zajimavy formuladni partner (a také moZny

konjugaéni partner).

Polypeptidy mohou byt formulovdny do vakciny jako
neutrdlni formy nebo soli. Farmaceuticky p¥ijatelné soli
zahrnuji kyselé adicéni soli (vytvoreneé S volnymi
aminoskupinami peptid) a které jsou tvofeny s anorganickymi

kyselinami, jako je napfiklad chlorovodikovd nebo fosforedna
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kyselina, nebo takovymi organickymi kyselinami, Jjako Je
octova, oxalova, vinna, mandlovd apod. Soli vytvofené
s volnymi  karboxylovymi skupinami mohou také pochazet
z anorganickych bazi, Jjako Je nap¥iklad sodik, draslik,
amonium, vapnik  nebo hydroxid Zelezity, a takovych
organickych bazi, Jjako je isopropylamin, trimethylamin,

2-ethylaminoethanol, histidin, prokain apod.

Vakciny jsou podavany zplUsobem kompatibilnim s 1lékovou
formulaci a v takovém mnoZstvi, jaké je terapeuticky ucinné a
imunogenni. Podavané mnoZstvi zAavisi na lé&eném pacientovi,
v&etn& nap¥. Kapacity imunitniho systému jednotlivce vyvinout
imunitni reakci a stupni poZadované protekce. Vhodné rozmezi
dadvka je F*adové nékolik set mikrogramd u&¢inné sloZky na
vakcinaci s vyhodnym rozmezim p¥ibliZné& od 0,1 pg do 2000 ug
(tfebaZe vy33i mnoZstvi v rozmezi 1 aZz 10 mg Jsou také
pfedpokléadéana), jako je napriklad v rozmezi p¥ibliZné od 0,5
ng k 1000 pg, vyhodné v rozmezi od 1 pg do 500 pg a obzvlasté
v rozmezi p¥ibliZn& od 10 pg do 100 pg. Vhodné rezZimy . pro
podateéni podavani a upominaci davky jsou také variabilni,
ale je pro né& typické poldtecni podavani nésledované

dodate&nymi inokulacemi nebo dal3im podavénim.

Zplsob aplikace se miZe 3Ziroce odliSovat. Je pouziteina
ka?déd obvykld metoda pro podévéani vakciny. Tyto metody
zahrnuji peroradlni aplikaci na pevné fyziologicky p¥ijatelné
bazi nebo ve fyziologicky prijatelné disperzi parenterélﬁé,
injekci nebo podobn&. Davka vakciny zavisi na zpusobu
podédvadni a méni se podle véku ockované osoby a formulace

antigenu.

N&které polypeptidy vakciny jsou dostateéné& imunogenni
ve vakcinég, ale pro jiné dalsi bude imunitni reakce zesilena,

jestliZe vakcina dale obsahuje adjuvans.
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Jsou znamy rGzné metody, jak pro vakcinu doséhnout
adjuvantni Gc¢inek. Obecné principy a metody jsou detailné
uvedeny v  "The Theory and Practical Application of
Adijuvants™, 1995, Duncan E.S. Stewart-Tull (vyd.), John Wiley
& Sons Ltd, ISBN 0-471-95170-6, a také v '"Vaccines: New
Generation Imunological Adjuvants", 1995, Gregoriadis G et
al. (vyd.), Plenum Press, New York, ISBN 0-306-45283-9, obé

publikace jsou timto zahrnuty formou odkazu v tomto textu.

Je obzvl4asté vyhodné pouzit adjuvans, u kterého miZe byt
prokdzdno, Ze usnadiiuje uUnik autotoleranci k autoantigenim,
to je ve skutelnosti esencidlni v pfipadech, kdy Jje pouzZit
jako uc¢inna sloZka autovakciny nemodifikovany ILS.
Neomezujici p¥iklady vhodnych adjuvancii jsou vybréany ze
skupiny, kterou tvo¥i imunitné cilici adjuvans, imunitné
modulujici adjuvans, Jjako Jje nap¥iklad toxin, cytokin a
mykobakteridlni derivat, olejovy pIipravek, polymer, adjuvans
tvorici micely, saponin, imunostimulacni komplexni matrix
(ISCOM matrix), Sastice, DDA, hlinitd adjuvancia, DNA
adjuvancia, y-inulin a opouzdfovaci adjuvans. Obecné& je nutné
poznamenat, Ze vy3e uvedené popisy, které se tykaji sloucenin
a ptipravkd pouZitelnych jako prvni, druhd a tfeti skupina
v analozich, se také tykajl mutatis mutandis jejich pouzZiti v

adjuvans vakciny podle vynélezu.

Aplikace adjuvancii zahrnuje pouziti <&inidel, Jjako Jje
napfiklad hydroxid nebo fosfat hlinity (alum), obecné
pouzivanych jako 0,05 aZ 0,1 procentni roztok v pufrovaném
fyziologickém  roztoku, smés se syntetickymi polymery
sacharidd (nap¥. Carbopol®) pouzivanou jako 0,25 procentni
roztok, agregaci proteinu ve vakciné zahfivénim pri teplotéach
v rozmezi od 70 °C do 101°C po dobu 30 sekund aZz 2 minuty, v
daném poradi, a Je také moZnd agregace prostfednictvim

zk¥iZené vazajicich ¢&inidel. MiZe také byt pouZita agregace
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reaktivaci s pepsinem o3et¥fenymi protildtkami (Fab fragmenty)
k albuminu, smé&si bakteridlnich bunék, jako je naptiklad C.
Parvum nebo endotoxiny nebo lipopolysaccharidovymi sloZkami
gramnegativnich bakterii, emulzi ve fyziologicky pfijatelném
oleji vehikula, jako je naptriklad mono-oledt manitu (Aracel
A) nebo emulze s 20 procentnim roztokem perfluorovanych
uhlovodika (Fluosol-DA) pouZitym jako blokovad substituce. Je

také vyhodnéd smés s oleji, jako je napfiklad skvalen a IFA.

Podle vyndlezu DDA (dimethyldioktadecylamoniumbromid) je
zajimavy kandidat adjuvans, jako je DNA a y-inulin, ale také
Freundovo kompletni a nekompletni adjuvans, a také saponiny z
quillaja, jako je naptiklad QuilA a QS21, jsou zajimava, jako
je RIBI. Dal3i moZnosti jsou monofosforyllipid A (MPL), vySe

uvedené C3 a C3d a muramyldipeptid (MDP).

Je také znamo, Ze lipozomové formulace mohou propujcit
adjuvantni u&inky, a tudiZ podle vyndlezu jsou vyhodna

lipozomova adjuvancia.

Také adjuvancia typu imunostimuladni komplexni matrix
(ISCOM® matrix) jsou vyhodnym vyb&rem podle vynalezu,
obzvla3t& protoZe bylo ukazdno, Ze tento typ adjuvans Jje
schopen up-regulace (zvy3eni poltu receptoru) exprese APC MHC
t¥idy II. matrix ISCOM@ se sklada z (volitelné
frakcionovanych) saponinu (triterpenoidl) z Quillaja
saponaria, cholesterolu a fosfolipidu. KdyZ Jje p¥imisen
imunogenni protein, vysledn& Casticové formulace je to, co je

znadmo jako ISCOM ¢&astice, kde saponin tvo¥i 60 aZz 70 %

(hmotnostnich), cholesterol a fosfolipid 10 az 15 %
(hmotnostnich) a protein 10 aZ 15 % (hmotnostnich). Detaily

tykajici se pripravku a pouziti imunostimula&nich komplext
mohou byt zjistény nap¥. Ve vyse uvedenych priruckach
zabyvajicich se adjuvancii, ale také praci Morein B et al.,

1995, Clin. Imunother., 3, 461-475, a také Barr IG a Mitchell
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GF, 1996, Imunol. and Cell Biol., 74, 8-25 (oba zahrnuty
formou odkazu v tomto textu) poskytuji pouZitelné instrukce

pro pfipravu kompletnich imunostimula&nich komplext.

Dalsi vysoce zajimavd (a tedy vyhodnd) moZnost dosaZeni
adjuvantniho G¢inku Jje pouZiti techniky popsané v préci
Gosselin et al., 1992 (kterd je timto zahrnuta formou odkazu
v tomto textu). Strucné, prezentace relevantniho antigenu,
jako je napfiklad antigen podle pfedklddaného vynalezu, miZe
byt zesilena konjugaci  antigenu k protildtkam (nebo
protildtkovym  fragmentim vazajicim antigen) proti Fcy
receptoriim na monocytech/makrofdzich. Bylo prokdzano, Ze
zejména konjugdty mezi antigenem a anti-FcyRI zesiluji
imunogenié&nost pro Gely olkovani.

Dalsi moZnosti se tykaji pouziti cilicich a
imunomodula&nich 1l4tek (i.a. cytokint) uvedenych vy3e jako
uvazovanych latek pro prvni a druhé skupiny v modifikovanych
verzich IL5. V tomto spojeni jsou moZnosti také syntetické

induktory cytokinti, jako jsou poly I:C.

Vhodné mykobakteridlni derivaty jsou vybrdny ze skupiny,
kterou tvo¥li muramyldipeptid, kompletni Freundovo adjuvans,

RIBI a diester trehaldézy, jako je napfiklad TDM a TDE.

Vhodna imunitn& cilici adjuvancia jsou vybréna ze
skupiny, kterou tvofi CD40 ligand a CD40 protildtky nebo jeji
specifické vazebné fragmenty (srovnej diskusi vy3e), manndza,

Fab fragment a CTLA-4.

Vhodny polymerovd adjuvancia Jjsou vybrana =ze skupiny,
kterou tvo¥i sacharid, jako je napfiklad dextran, PEG, 3krob,
mannan a manndéza, plasticky polymer jako takovy a latex jako

jsou napfiklad latexové perlicky.

Jesté dalsi zajimavy zplsob modulace imunitni reakce je

zahrnuti IL5 imunogenu (volitelné dohromady s adjuvancii a
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farmaceuticky -p¥ijatelnymi nosi&i a vehikuly) do "virtudlni
lymfatické uzliny" (VLN) (patentované 1lécCebné zarizeni
vyvinuté firmou ImunoTherapy, Inc., 360 Lexington Avenue, New
York, NY 10017-6501). VLN (tenké tubulédrni zaFizeni)
napodobuje strukturu a funkci lymfatické uzliny. VloZeni VLN
do kuZe vytvo¥i misto sterilniho z&nétu s néahlym vzestupemn
koncentrace cytokind a chemokint. T a B lymfocyty, jakoz 1
APC rychle odpovidaji na signalizaci nebezpeci, mi¥i do
z4nétlivého mista a akumuluji se v porézni matrix VLN. Bylo
ukdzéno, ?e davka antigenu nutnd pro vyvoladni imunitni reakce
na antigen je redukovédna p¥i pouziti VLN a Ze imunitni
protekce ziskand vakcinaci s pouZitim VLN pfed&i obvyklou
imunizaci s pouZitim Ribi jako adjuvans. Technologie je 1i.a.
Strudné popsana v praci Gelber C et al., 1998, "Elicitation
of Robust Cellular and Humoral Immune Responses to Small
Amounts of Immunogens Using A Novel Medical Device Designated
the Virtual Lymph Node", v: "From the Laboratory to the
Clinic, Book of Abstracts, 12.-15. £fijen 1998, Seascape

Resort, Aptos, California".

O&ekdvad se, Ze vakcina by byla poddvana alesponi jednou,
jako je naptiklad alespon 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 12 krat roéne.
Konkrétnd&ji se odekavd podavani jedinci, ktery to potfebuje,
1 a% 12 krat ro&né&, jako je naptiklad 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11 nebo 12 kradt ro&né&. JiZ dfive bylo ukazéno, Ze
pam&tovd imunita indukovand pouZitim vyhodnych autovakcin
podle vynadlezu neni permanentni a proto imunitni systém

pot¥ebuje byt periodicky podnécovan analogy.

Diky genetickym odchylkdm mohou ritizni jedinci reagovat
imunitnimi reakcemi odlisné sily na stejny polypeptid. Tedy
vakcina podle vyndlezu miZe obsahovat nékolik odlisnych
polypeptidd, aby se zvy3ila imunitni reakce, srovnej také

diskusi vyse tykajici se vybéru cizorodého epitopu T
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lymfocytu pro zavedeni. Vakcina miZe obsahovat dva nebo vice
polypeptidy, pficemZ vSechny polypeptidy Jjsou, Jjak je

definovéano vyse.

Vakcina miZe déle obsahovat 3 aZ 20 odlisnych
modifikovanych nebo nemodifikovanych  polypeptidd, jako
napriklad 3 aZ 10 odlisnych polypeptidid. Ale normalné& hledany
poCet polypeptidd bude udrZovdn na minimu, jako napfiklad 1

nebo 2 polypeptidy.

O¢kovani nukleovou kyselinou

Jako alternativa ke klasickému poddvani vakciny zaloZené
na peptidu nabizi technologie vakcinace nukleovou kyselinou
(také znadma jako " imunizace nukleovou kyselinou", "geneticka
imunizace" a '"genova imunizace") velky podet p#itaZlivych

vlastnosti.

Za prvé, na rozdil od postupu s tradi&ni vakcinou,
vakcinace nukleovou kyselinou nevyZaduje zdroje
spotfebovavajici produkci imunogenniho agens ve velkém
mé&¥itku (napf. Ve formé prumyslové fermentace mikroorganizmi
produkujicich modifikovany IL5). Kromé& toho neni zapotfebi
pristrojovd purifikace a schémata skladani (refolding)
imunogenu. A nakonec, protoZe vakcinace nukleovou kyselinou
spoléhd na biochemicky aparidt ocCkovaného jedince pro
vytvarenli expresniho produktu zavedené nukleové kyseliny,
oCekdvd se, Ze nastane optimdlni posttransladni zpracovéani
expresniho produktu, coZ je v pripadé autovakcinace obzvlasté
dialeZité, protoZe, jak bylo uvedeno vySe, mlZe byt zachovéna
vyznamnd frakce plGvodnich IL5 epitopl B lymfocytu v
modifikované molekule, a protoZe epitopy B lymfocytu v
principu mohou byt tvofeny <&asti kterékoliv (bio)molekuly

(napf. Sacharid, 1lipid, protein apod.). TudiZ, nativni
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glykosylace a typy lipidace imunogenu mohou byt velmi dobfe
dtleZité pro celkovou imunogeniénost, a ocCekdvé se, Ze je to

zajisté&no tim, Ze imunogen je produkovan hostitelem.

Proto vyhodné provedeni vyndlezu obsahuje prezentaci
modifikovaného IL5 imunitnimu systému zavedenim nukleove
kyseliny (kyselin) kédujici modifikovany ILS do bun&k zvifete,
a tim ziskéni in vivo exprese zavedené nukleové

kyseliny (kyselin) bunkami.

V tomto provedeni je zavedend nukleovd kyselina vyhodné
DNA, kterd mhZe byt ve formé nahé DNA, DNA formulované
s nabitymi nebo nenabitymi lipidy, DNA formulované
v lipozomech, DNA obsazZené ve virovém vektoru, DNA
formulované s proteinem nebo polypeptidem usnadriujicim
transfekci, DNA formulované s <c¢ilicim proteinem nebo
polypeptidem, DNA formulované s vépnikovymi precipitacnimi
&inidly, DNA kondenzované k molekule inertniho nosice, DNA
opouzd¥ené v polymeru, napt. \Y% PLGA (srovnej
mikroopouzd¥ovaci technologii popsanou ve WO 98/31398) nebo
v chitinu &i chitosanu a DNA formulované s adjuvans. V tomto
kontextu je nutné poznamenat, Ze prakticky vSechny davody
tykajici se pouziti adjuvancii v tradilni vakcinadni
formulaci lze aplikovat pro formulace DNA vakcin. Proto tedy
vdechny popisy v tomto textu, které se tykaji pouziti
adjuvancii v kontextu vakcin zaloZenych na polypeptidech lze
aplikovat mutatis mutandis na jejich pouZiti v technologii

vakcinace nukleovou kyselinou.

Co se tyde zplsobll podavani a aplikaénich schémat vakcin
zalozenych na polypeptidech, které byly detailné popsany
vyse, jsou také pouzZitelné pro vakciny s nukleovou kyselinou
podle vynadlezu a v3ech diskuse uvedené vy3e tykajici se
zptisobll podavani a aplikacnich schémat pro polypeptidy lze

aplikovat mutatis mutandis na nukleové kyseliny. Meélo by byt
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pridano, %Ze vakciny s nukleovou kyselinou mohou byt vhodné
podavany intravenézn& a intraarterialné&. Kromé toho de v
oboru znamo, #e vakciny s nukleovou kyselinou mohou byt
poddvany s pouZitim takzvané ,genové pistole" (biobalistické
metody), a tudiZ také tento a ekvivalentni zplisoby podavani j
sou povaZovany za C&st ptedkladdaného vynalezu. Kone&né bylo
také publikovéno pouZiti VLN pro podavani nukleovych kyselin
za vzniku dobrych vysledkl, a proto je tento konkrétni zplsob

poddvani zejména vyhodny.

Krom& toho nukleova kyselina(kyseliny) pouZitd Jako
imuniza&ni agens miZe obsahovat useky kédujici prvni, druhou
a/nebo tfeti skupinu, nap¥. Ve formé& imunomodulaéni latky
popsané vy3e, jako jsou nap¥iklad cytokiny diskutované jako
pouzitelnd adjuvancia. Vyhodn& verze  tohoto provedeni
zahrnuje kédujici usek analogu a kédujici usek
imundmodulétoru v odlisnych &tecich ramcich nebo alespon pod
kontrolou ruznych promotorl. Timto se zabréani tomu, Ze analog
nebo epitop je vytvo¥en jako fuazni partner k imunomodulédtoru.
Alternativn&, mohou byt pouzity dva rozdilné nukleotidové
fragmenty, ale to je méné& vyhodné oproti vyhod& zajisténé
koexprese, kdy? jsou oba kédujici useky zahrnuty v téze

molekule.

V souladu s tim se vynalez také tykd pEipravku pro

indukci produkce protilatek proti IL5. PF¥ipravek obsahuje

- fragment nukleové kyseliny nebo vektor podle vynélezu

(srovnej diskusi o vektorech nize) a

- farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelné vehikulum a/nebo

nosié a/nebo adjuvans, jak bylo diskutovano vySe.

7a normalnich okolnosti je nukleovad kyselina kédujici
11,5 variantu zavedena ve form& vektoru, prilemZz exprese je

pod kontrolou virového promotoru. Pro detailné&jsi diskusi o
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vektorech a DNA fragmentech podle vyndlezu srovnej diskusi
niZe. Jsou také k dispozici detailni popisy tykajici se
formulace a pouZiti wvakcin s nukleovou kyselinou, srovne]j
Donnelly JJ et al, 1997, Annu. Rev. Imunol., 15, 617-648 a
Donnelly JJ et al., 1997, Life Sciences, 60, 163-172. Oba

tyto odkazy jsou zahrnuty formou odkazu v tomto textu.

Zivé vakciny

T¥eti alternativa pro prezentaci modifikovaného IL5
imunitnimu systému je pouZiti technologie Zivé vakciny. PEi
7ivém oCkovani je prezentace imunitnimu systému je provéadéna
podavanim zvifeti nepatogennich mikroorganizmt, které byly
transformovany fragmentem nukleové kyseliny kébdujicim
modifikovany IL5 nebo vektorem =zavadéjicim tento fragment
nukleové kyseliny. Nepatogenni mikroorganizmus mbZe byt
kterykoliv vhodny oslabeny bakteridlni kmen (oslabbeny pasaZzi
nebo pomoci odstran&ni patogennich expresnich produktl
technologii rekombinantni DNA), nap¥. Mycobakterie bovis BCG,
nepatogenni Streptococcus spp., E. coli, Salmonella spp.,
Vibrio cholerae, Shigella, apod. PFfehledy tykajici se
ptipravy Zivych vakcin podle soucasného stavu techniky lze
nalézt nap¥. v publikacich Saliou P, 1995, Rev. Prat., 45,
1492-1496 a Walker PD, 1992, Vaccine, 10, 977-990, oba
zahrnuty formou odkazu v tomto textu. Pro detaily o
fragmentech nukleové kyseliny a vektorech pouZitych v téchto

Zzivych vakcindch srovnej diskusi niZe.

Jako alternativa Zivych bakteridlnich vakcin, fragment
nukleové kyseliny podle vyndlezu diskutovany niZe miZe byt
zaveden do nevirulentniho virového vakcina&niho vektoru, Jjako
je napriklad kmen vakcinie nebo kterykoliv dalsi vhodny virus

nedtovic.
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Norm&dlné& je nepatogenni mikroorganizmus nebo virus
poddvén zvireti pouze jednou, ale v urlitych p#ipadech mizZe
byt nutné podavat v prubéhu Zivota mikroorganizmus vice neZ
jednou, aby byla udrZovédna protektivni imunita. Dokonce se
pfedpokladd, Ze imunizadéni schémata, jako jsou ta uvedena
detailné vySe pro vakcinaci polypeptidem, budou pouZitelna
p¥i pouziti Zivé nebo virové vakciny.

Alternativné, Zivd nebo virovd vakcinace Jje spojena
s pfredeSlou nebo néslednou vakcinaci polypeptidem a/nebo
nukleovou kyselinou. Napfiklad Jje moZné provadét primdrni
imunizaci Zivou nebo virovou vakcinou, po které néasleduje
posilovaci imunizace s pouZitim postupu s polypeptidem nebo

nukleovou kyselinou.

Mikroorganizmus nebo virus mlZe byt transformovan
nukleovou kyselinou(kyselinami) obsahujici 4seky kdédujici
prvni, druhou a/nebo t¥eti  skupinu, napt. Ve formé
imunomodulac¢ni 1latky popsané vyge, Jjako Jjsou napriklad
cytokiny diskutované jako pouZitelnd adjuvancia. Vyhodné
verze tohoto provedeni zahrnuje kdédujici Gsek analogu a
kédujici 1Usek imunomoduldtoru v odlisSnych c&tecich ramcich
nebo alesponi pod kontrolou rbznych promotort. Timto se
zabrdni tomu, Ze analog nebo epitopy Jjsou vytvo¥eny jako
fuzni partnery k imunomodulédtoru. Alternativné&, mohou byt
pouzZity dva rozdilné nukleotidové fragmenty jako
transformadni p¥fipravky. OvSem kdyZz Jje prvni a/nebo druhé
a/nebo treti skupina ve stejném &tecim ramci, mohou
poskytnout expresni produkt, analog podle vynadlezu, a takové

provedeni je obzvlasté vyhodné podle predklddaného vynalezu.
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PouZiti zplsobu podle vyndlezu p¥i lé&eni nemoci

Jak Je zrejmé =z diskusi wuvedenych vyse, poskytnuti
zplGsobu podle vynélezu umoZiiuje kontrolu  onemocnéni
charakterizovanych eosinofilii. V tomto kontextu je klicovym
cilem vyndlezeckého zpusobu astma, ale také dal3i chronické
alergické stavy, jako napfiklad mnoho&etnd alergie a
alergicka rhinitis, Jjsou vhodny cile pro 1lé&eni/zmirnéni
priznakd. Proto dileZité provedeni zptsobu podle vynélezu
down-regulace IL5 aktivity obsahuje 1é&bu a/nebo prevenci
a/nebo zmirnéni p¥iznak® astmatu nebo daldich chronickych
alergickych stavli charakterizovanych eosinofilii, tento
zpisob obsahuje down-regulaci IL5 aktivity podle zpusobu
podle vyndlezu do takové miry, Ze podet eosinofill je

vyznamné& redukovan.

V daném kontextu je takovd vyznamnd redukce poctu
eosinofild alespoifi 20% srovndni s poltem eosinofill pfed
léCenim, ale pFfedpokladdaji se vyssi procenta, Jjako e
napriklad alesponi 30 %, alespoii 40 %, alesponi 50 %, alespon
60 %, alespoii 70 %, alespoii 80 % a dokonce alesponn 90 %.
Redukce mlZe byt systémovd nebo Cast&ji 1lokalni, nap¥.

V plicich.

Polty eosinofilli jsou zji%tovdny metodami v oboru
znamymi, typicky s pouZitim mikroskopického vySetfeni
vhodného vzorku (jako je nap¥iklad tekutina z BAL) a poc¢itani
poltu eosinofildl manudlné v mikroskopu. Alternativnd miZe byt
poCet eosinofildl poditdn s pouZitim metody pritokové
cytometrie nebo jakékoliv jiné vhodné cytometrické metody

schopné odlisit eosinofily.
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Peptidy, polypeptidy a pfipravky podle vynédlezu

Jak je zjevné z vySe uvedeného, pfedklddany vyndlez je
zaloZen na my$lence imunizace jedincd proti IL5 antigenu, aby
se neptimo dosahlo redukce poltu eosinofilf. Vyhodny zplsob,
Jak dosdhnout této imunizace je pouZiti modifikovanych verzi
IL5. a takto poskytnout molekuly, které doposud nebyly

v oboru popséany.

Ma se za to, Ze modifikované IL5 molekuly diskutované
v tomto textu jsou hlavnim pF¥edmé&tem vynalezu, a tudi?
duleZita Cast vyndlezu se tykad IL5 analogu, ktery pochazi ze
zviteciho IL5. pricemZ je zavedena modifikace, kterd m& za
ndsledek to, Ze imunizace zvifete analogem indukuje produkci
protilatek zk¥iZené reagujicich s nemodifikovanym IL5
polypeptidem. Vyhodn& je povaha modifikace p#¥izplsobena typtm
modifikaci popsanych vySe p¥i diskusi o réznych provedenich
zplsobu podle vyndlezu p¥i pouZitim modifikovaného IL5. Proto
kaZdy popis pfedloZeny v tomto textu tykajici se modifikované
IL5 molekuly je relevantni pro uéel popséni analogl IL5 podle
vynalezu a kazdy takovy popis lze aplikovat mutatis mutandis

pro popis téchto analogu.

Je nutné poznamenat, Ze vyhodné modifikované IL5
molekuly obsahuji modifikace, které maji za néasledek
polypeptid majici sekvence identické alespoit ze 70 % s ILS
nebo s jeho subsekvenci dlouhou alespont 10 aminokyselin. Jsou
vyhodné sekvence vice identické, nap¥. alespoli ze 75 % nebo
dokonce alesponl z 80 % nebo z 85 %. Identita sekvenci pro
proteiny a nukleové kyseliny miZe byt vypoltena jako (Nper -
Ngig) * 100/Nyer, kde Ngir je celkovy polet neidentickych zbytku
ve dvou sekvencich pf¥i porovnavéni a kde Nr.r je polet zbytkl

v Jjedné sekvenci. Proto DNA sekvence AGTCAGTC m& sekvenci

identickou ze 75 % se sekvence AATCAATC (Ngir =2 a Nyer = 8).




*
LR ]
(XXX )
(XXX
»
[ XY X
eoce

50

Vynalez se také tyk& pFipravkli pouZitelnych p¥i
provadéni zplsobu podle vyndlezu. Proto se vynalez také tvka
imunogenniho pfipravku obsahujiciho imunogenné uc¢inné
mnozstvi IL5 polypeptidu, ktery je autoprotein pro zvire,
uvedeny IL5 polypeptid je formulovén spole&nd s imunologicky
p¥ijatelnym adjuvans tak, aby se dosdhlo Gniku autotoleranci
zvifete na ILS5 polypeptid, p¥ipravek dale obsahuje
farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelné vehikulum a/nebo
nosi¢. Jinymi slovy, tato &&st vyndlezu se tykd formulace
pfirozené se vyskytujicich IL5 polypeptidd, které byly

popsany ve spojeni s provedenimi zpisobu podle vyndlezu.

Vynalez se také tyk& imunogenniho pfipravku obsahujiciho
imunologicky u&inné mnoZstvi IL5 analogu definovaného vyse,
uvedeny ptipravek dale obsahujici farmaceuticky a
imunologicky pfijatelné fedidlo a/nebo vehikulem a/nebo nosid
a/nebo excipient a voliteln& adjuvans. Jinymi slovy, tato
Cast vynalezu se tykd formulace modifikovaného IL5 v podstaté
tak, jak bylo popséno v tomto textu vySe. Vybér adjuvancii,
nosicld a vehikul je v souladu s tim, co bylo diskutovanoc vyse
pEi odkazech na formulace modifikovaného a nemodifikovaného

ILS pro pouZiti ve vyndlezeckém zpusobu down-regulace ILS.

Polypeptidy jsou piipraven podle metod v oboru znamych.
Delsi polypeptidy jsou normalné ptipravovany pomoci
rekombinantni genové technologie v&etn& =2zavedeni sekvence
nukleové kyseliny kédujici IL5 analog do vhodného vektoru,
transformace vhodné hostitelské builky vektorem, exprese
sekvence nukleové kyseliny, opé&tného ziskdni expresniho
produktu z hostitelskych buné&k nebo jejich tkéanového
supernatantu a nasledné ©purifikace a volitelné dalsi

modifikace, napf. opétného skladani nebo derivatizace.

Kratsi peptidy jsou vyhodné pfipraveny pomoci znamych

technik syntézy peptidu na pevné nebo tekuté fézi. Ale
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neddvné pokroky této technologie poskytly moZnost produkce
kompletnich polypeptidd a proteind té&mito prostfedky, a tudiZ
je také v rozsahu pfedklddaného vyndlezu ptripravit dlouhé

konstrukty syntetickymi prostfedky.

Fragmenty nukleové kyseliny a vektory podle vyndlezu

Z vySe uvedeného popisu se uznava, Ze modifikované IL5
polypeptidy mohou byt pfipraveny prost¥fedky rekombinantni
genové technologie, ale také prostfedky chemické syntézy nebo
semisyntézy: tyto dvé& druhé uvedené moZnosti jsou obzvlasté
relevantni, kdyzZ modifikace spocivé v kondenzaci
k proteinovym nosicim (jako Jje nap#iklad KLH, diftericky
toxoid, tetanicky toxoid a BSA) a neproteinovym molekuldm,
jako jsou naptfiklad sacharidové polymery a oviem také, kdyZ
modifikace zahrnuje adici postrannich fetézcl nebo
postrannich skupin k peptidovému #et&zci pochizejicimu z IL5

polypeptidu.

Pro ucely rekombinantni genové technologie a ov3em také
pro UcCely imunizace nukleovou kyselinou jsou fragmenty
nukleové kyseliny kédujici modifikovany IL5 dileZité chemické
produkty. Proto se dileZitd c¢Aast vyndlezu tykd fragmentu
nukleové kyseliny, ktery kdéduje IL5 analog, tj. Polypeptid
pochdzejici z IL5. ktery obsahuje bud pfirodni IL5 sekvenci,
ke které byl pridédn nebo vloZen flizni partner nebo vyhodné
polypeptid pochdzejici z IL5. do kterého byl zaveden cizorody
epitop T lymfocytu pomoci inzerce a/nebo adice, vyhodné
pomoci substituce a/nebo delece. Fragmenty nukleové kyseliny

podle vynadlezu jsou bud DNA nebo RNA fragmenty.

Fragmenty nukleové kyseliny podle vyndlezu jsou normalné
vloZeny do vhodnych vektorl za vzniku klonovacich nebo

expresnich vektorli nesoucich fragmenty nukleové kyseliny
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podle vynédlezu, tyto nové vektory jsou také &asti vynédlezu.
Detaily tykajici se konstrukce té&chto vektora podle vynélezu
budou diskutovany v kontextu transformovanych bun&k a
mikroorganizmi niZe. Vektory mohou byt, v zadvislosti na udelu
a typu aplikace, ve form& plazmid(, fagu, kosmidd,
minichromozomli nebo viru, ale také nah& DNA, kteréa je
exprimovana pouze pfechodn& v urditych bufikdch, je dileZity
vektor. Vyhodné klonovaci a expresni vektory podle vynalezu
jsou schopné autonomni replikace, a tim umoZni vysoké pocty
kopii pro G¢ely vysokého stupn& exprese nebo vysokého stupné

replikace pro nésledné klonovani.

Obecny profil vektoru podle vynalezu cbsahuje
nadsledujici charakteristické rysy ve sméru 5'- 3 a
v operativni vazb&: promotor pro *¥izeni exprese fragmentu
nukleové kyseliny podle vyndlezu, volitelné& sekvenci nukleové
kyseliny kédujici vedouci peptid umoiﬁujici. sekreci (do
extracelularniho prostoru nebo, kde pouzitelné, do
periplazmy) nebo integraci polypeptidového fragmentu do
membrany, fragment nukleové kyseliny podle vynadlezu a
voliteln& sekvenci nukleové kyseliny kédujici termindtor. P7¥i
zachazeni s expresnimi vektory v producentskych kmenech nebo
bunécnych liniich je pro G¢ely  genetické stability
transformované buiky vyhodné, kdyZ je vektor po zavedeni do
hostitelské bunky integrovdn do genomu hostitelské buiiky. Na
rozdil od toho p¥i zachdzeni s vektory, které budou pouZity
pro provadéni in vivo exprese ve zvireti (tj. P¥i pouZiti
vektoru pro DNA oCkovani) je z bezpelnostnich davodd vyhodné,
kdyz vektor neni schopen integrace do genomu hostitelské
bunky, typicky Jjsou pouZity nahd DNA nebo neintegrujici

virové vektory, jejichZ vybér je odbornikovi zném.

Vektory podle vyndlezu 3jsou pouZity pro transformaci

hostitelskych bun&k, aby tvofily modifikovany IL5 polypeptid
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podle vyndlezu. Tyto transformované buniky, které jsou také
¢ésti vynédlezu, mohou byt péstované buniky nebo buné&&né linie
pouZité pro propagaci fragmentd nukleové kyseliny a vektorl
podle vyndlezu nebo pouZité pro rekombinantni produkci
modifikovanych IL5 polypeptidld podle vynédlezu. Alternativné
transformované bunky mohou byt vhodné kmeny pro Zivou
vakcinu, kam fragmenty nukleové kyseliny (jedna jedind nebo
mnohocetné kopie) byly vloZen tak, aby se provedla sekrece
nebo integrace do bakteridlni membrdny nebo bun&lné stény

modifikovaného IL5.

Vyhodné  transformované Dbuniky podle vyndlezu jsou
mikroorganizmy, Jjako Jjsou napfiklad bakterie (jako je
napfiklad druh Escherichia [nap¥. E. coli}], Bacillus [napf.
Bacillus subtilis], Salmonella nebo Mycobakterie [vyhodné&
nepatogenni, napf¥. M. Bo?is BCG]), kvasinky (jako e
napfiklad Saccharomyces cerevisiae) a protozoa. Alternativné
transformované bunky pochdzeji 2z mnohobunéénych organizmi,
jako jsou napriklad houby, hmyzi bufiky, rostlinné buiiky nebo
sav&i buniky. Nejvvhodnéjsi jsou buiiky pochdzejici z <&lovéka,
srovnej diskusi o buné&&nych 1liniich a vektorech niZe. Bylo
ukazano, Ze neddvné vysledky Jjsou slibné, co se tyle pouzZiti
komeréné dostupné buné&éné linie Drosophila melanogaster
(Schneider 2 (S;)bunécnd linie a vektorovy systém k dispozici
od firmy Invitrogen) pro rekombinantni produkci analogl IL5
podle vynalezu, a tudiZ tento expresni systém je obzvlasté

vyhodny.

Pro uUCely klonovadni a/nebo optimalizované exprese je
vyhodné, Ze transformovanad bufika je schopna replikace
fragmentu nukleové kyseliny podle vyndlezu. Buiiky exprimujici
nukleovy fragment jsou vyhodnd pouZitelnd provedeni vynalezu,

mohou byt pouzZity pro pfipravu modifikovaného IL5 v malém
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nebo vétsim méritku nebo, v pfripad& nepatogennich bakterii,

jako soucésti vakciny v Zivé vakciné.

PFi produkci modifikovaného IL5 podle vyndlezu pomoci
transformovanych bun&k je pohodlné, ackoliv neni nutné, kdyZ
je bud expresni produkt exportovén do kultivadniho média nebo

nesen na povrch transformované buiiky.

KdyZ byla identifikovéna uU¢innd producentskd buifika, je
vyhodné na jejim z&kladé zaloZit stabilni buné&&nou 1linii,
kterd nese vektor podle vyndlezu a kterd exprimuje fragment
nukleové kyseliny kédujici modifikovany IL5. Vyhodn&, tato
stabilni buné&cnd linie sekretuje nebo nese IL5 analog podle

vyndlezu, a tim usnadiiuje jeho purifikaci.

Obecnég, plazmidové  vektory obsahujici replikon a
kontrolni sekvence, které pochdzeji =z Zivod&isnych druht
kompatibilnich s hostitelskou butikou, Jjsou pouZity ve spojeni
s hostiteli. Vektor obycejné& nese misto replikace, a také
markerové sekvence, které jsou schopné poskytnout fenotypovou
selekci v transformovanych buiikdch. Nap#iklad E. coli fe
typicky transformovana S pouzitim PBR322, plazmidu
pochdzejiciho z druhu E. coli (viz nap¥. Bolivar et al.,
1977). Plazmid pBR322 obsahuje geny pro rezistenci na
ampicilin a tetracyklin, a tedy poskytuje snadny prostfedek
pro identifikaci transformovanych bunék. Plazmid pBR nebo
jiny mikrobidlni plazmid nebo fag musi také obsahovat nebo
byt modifikovén tak, aby obsahoval, promotory, které mohou

byt pouZity prokaryotickym mikroorganizmem pro expresi.

Promotory nejcastéji pouZivané v prokaryotickych
rekombinantnich DNA  konstruktech obsahuji B laktamazu
(penicilindzu) a laktdézové promotorové systémy (Chang et al.,
1978, Itakura et al., 1977, Goeddel et al., 1979) a
tryptofanovy (trp) promotorovy systém (Goeddel et al., 1979,
EP-A-O0 036 776). I kdyZ tyto jsou nejCastéji pouZivané, byly
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objeveny a pouZivany dalsi mikrobidlni promotory a byly
publikovany detaily tykajici se jejich nukleotidové sekvence,
coZ umoZniuje zkuSenym  odbornikim ligovat je funkéné
s plazmidovymi vektory (Siebwenlist et al., 1980). Urcité
geny =z prokaryot mohou byt exprimovdny uc¢inné v E. coli
z jejich vlastnich promotorovych sekvenci, coZz wvyluluje

potfebu pfiddvéni dalSiho promotoru umélymi prostiedky.

Kromé prokaryot mohou také byt pouzZity eukaryotické
mikroby, jako jsou nap¥iklad kvasinkové kultury a zde by mé&l
byt promotor schopen Z¥izeni exprese. NejcCastéji pouZivany
eukaryoticky mikroorganizmus Jje Saccharomyces cerevisiase
nebo béiné pekafské drozdi, ackoliv obecné je k dispozici
velky poCet dalSich kmenl. Pro expresi v Saccharomyces je
obecné pouZivan napfiklad plazmid YRp7 (Stinchcomb et al.,
1979, Kingsman et al., 1979, Tschemper et al., 1980). Tento
plazmid JjiZ obsahuje trpl gen, ktery poskytuje selekéni
marker pro mutantni kmen kvasinek, ktery nemd schopnost rlistu
v tryptofanu, napfiklad kmen ATCC ¢&. 44076 nebo PEP4-1
(Jones, 1977). Pritomnost trpl 1léze Jjako charakteristiky
kvasinkového genomu hostitelské bunky pak poskytuje uc¢inné
prostfedi pro detekci transformace rlstem v nepfitomnosti

tryptofanu.

Vhodné promotorové sekvence v kvasinkovych vektorech
obsahuji promotory pro 3-fosfoglyceratkindzu (Hitzman et al.,
1980) nebo dalsi glykolytické enzymy (Hess et al., 1968,
Holland et al., 1978), jako je naptiklad enoléza,
glyceraldehyd-3-fosfidtdehydrogenaza, hexokinéaza, pyruvat-
dekarboxylédza, fosfofruktokindza, glukdéza-6-fosfatisomerdza,
3-fosfoglycerdtmutdza, pyruvatkindza, triosefosfatisomeraza,
fosfoglukézoisomerdza a glukokindza. P¥i konstrukci vhodnych
expresnich plazmidi jsou terminadni sekvence spojené s témito

geny také ligovadny do expresniho vektoru ve sméru 3' od
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sekvence, kterou je Z&douci exprimovat, aby byla zajisté&na

polyadenylace mRNA a terminace.

Jiné promotory, které maji dals8i vyhodu transkripce
¥izené ristovymi podminkami, Jjsou Usek promotoru pro alkohol-
dehydrogendzu 2, izocytochrom C, kyselou fosfatéazu,
degradaCni enzymy spojené s dusikovym metabolizmem a vySe
uvedend glyceraldehyd-3-fosfadtdehydrogenaza a enzymy
zodpovédné pro vyuZiti maltdézy a galaktdézy. Je vhodny kazdy
plazmidovy vektor obsahujici promotor kompatibilni

s kvasinkami, poc&tek replikace a terminadni sekvence.

Kromé mikroorganizml mohou byt také pouZity Jjako
prijemci kultury buné&k pochdzejicich z mnohobun&énych
organizml. V principu je zpracovatelnd kaZda takova bunécna
kultura, at uZ z tkaénové kultury od obratlovce nebo
bezobratlého Zivocicha. Ale nejvét3i zdjem Jje o bunky
obratlovcll a propagace bunék obratlovecd v kultufe (tkanova
kultura) se v souCasnosti stala rutinnim postupem (Tissue
Culture, 1973). Pfiklady téchto pouZitelnych hostitelskych
bunéénych 1linii jsou buiky VERO a HelLa, bun&&né linie
z vaje&nika ¢&inského k¥eCka (CHO) a buiiky W138, BHK, COS-
293, Spodoptera frugiperda (SF) (komeréné& dostupné jako
kompletni expresni systémy od i.a. Firmy Protein Sciences,
1000 Reseach Parkway, Meriden, CT 06450, U.S.A. a od firmy
Invitrogen) a bunééné linie MDCK. V pfedkladdaném vynédlezu Je
obzvla3té vyhodnd bunécnd 1linie S, k dispozici od firmy

Invitrogen, PO Box 2312, 9704 CH Groningen, Holandsko.

Expresni vektory pro tyto bunky obydejné obsahuji (je-1i

nutné) poclatek replikace, promotor lokalizovany pred
exprimovanym genemn, spolu S kterymkoliv nezbytnym
ribozomadlnim vazebnym mistem, misty sestfihu RNA,

polyadenylaénim mistem a sekvenci termindtoru transkripce.
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Pro pouziti v savéich bunikdch Jsou kontrolni funkce
expresnich wvektord Casto poskytnuty virovym materidlem.
Nap¥iklad obecné pouZivané promotory pochdzeji =z polyoma,
adenovirus 2 a nejlasté&ji z opiciho viru 40 (Sv40). Casné a
pozdni promotory SV40 viru jsou obzvlasté uzitecné, protoie
oba 1lze snadno ziskat 2z wviru Jjako fragment, ktery také
obsahuje pocadtek replikace SV40 viru (Fiers et al., 1978).
Mohou byt také pouzZity mens$i nebo véts3i SV40 fragmenty za
predpokladu, Ze Jje =zahrnuta sekvence o velikosti p¥ibliZné
250 bp 3if¥ici se z mista HindIITI k mistu BglI lokalizovanému
ve virovém poCatku replikace. Dale je také mozZné a casto
zaddouci, pouZit promotorové nebo kontrolni sekvence normalné
sdruZené s pozZadovanou genovou sekvenci, za ptedpokladu, Ze
tyto kontrolni sekvence Jjsou kompatibilni s hostitelskymi

bunécénymi systémy.

Pocadtek replikace miZe byt zajistén bud konstrukci
vektoru obsahujiciho exogenni pocdatek, jako napriklac maZe
pochazet z SV40 nebo jinych vird (nap¥. Polyoma, adeno, VSV,
BPV) nebo miZe byt zajis3tén chromozomdlnim mechanismem
replikace hostitelské buniky. JestliZe je vektor integrovan do

chromozomu hostitelské buniky, je tento Casto postacujici.

Identifikace pouZitelnych analogt IL5

Odbornikovi je Jjasné, Ze ne vSechny varianty nebo
modifikace nativniho IL5 budou mit schopnost vyvolat tvorbu
protilatek u zvifete, které zk¥iZené& reaguji s nativni
formou. Neni ale obtiZné sestavit U&inny standardni screening
modifikovanych IL5 molekul, které splni minimdlni poZadavky
na imunologickou reaktivitu diskutovanou v tomto textu. Proto
se dalsi ¢ast vyndlezu tyka zpusobu identifikace
‘modifikovaného IL5 polypeptidu, ktery je schopen indukovat

protilatky proti nemodifikovanému IL5 u Zivoc¢isného druhu,




58

kde je nemodifikovany IL5 polypeptid autoprotein, tento

zpusob obsahuje

pfipravu peptidovou syntézou nebo prostfedky molekuldrni

biologie sady vzajemné rozdilnych modifikovanych ILS

polypeptidd, kde aminokyseliny byly p#idany, vloZeny,

odstranény nebo substituovédny v aminokyselinové sekvenci IL5
polypeptidu ZivoCisného druhu, a tim zaloZit aminokyselinové

sekvence v sadé€, které obsahuji epitopy T lymfocytu, které

jsou cizorodé pro Zivo&isSny druh nebo p¥ipravu sady fragmentt
nukleové kyseliny kédujici sadu

vzajemné rozdilnych

modifikovanych IL5 polypeptidd,

- testovani ¢lenlt sady na jejich schopnost indukovat produkci

protilatek proti nemodifikovanému IL5 Zivo&iZnym druhem, a

- identifikaci a volitelné izolaci ¢&lena(&len®l) sady, ktery
vyznamné indukuje produkci protildtek proti nemodifikovanému

ILS5 v ZivocdisSném druhu nebo identifikaci a voliteln& izolaci

polypeptidovych expresnich produktd kédovanych <&leny sady
fragmentd nukleové kyseliny, které vyznamn& indukuji produkci
protildtek proti nemodifikovanému IL5 polypeptidu %
Zivocidném druhu. |

\ tomto kontextu "sada vzajemné rozdilnych
modifikovanych IL5 polypeptidd" je kolekce neidentickych
modifikovanych IL5 polypeptidl, které byly vybradny nap¥. na
zdkladé kritérii diskutovanych vyde (napf. V kombinace se

studiemi cirkuldrniho dichroismu, NMR spekter a/nebo typu

rentgenové difrakce). Sada se miZe skladat z pouze nékolika

¢lenli, ale predpoklddd se, sada miZe obsahovat né&kolik set

Clent. Podobné sada fragmentd nukleové kyseliny je kolekce

neidentickych fragmentl nukleové kyseliny, kaZdy fragment

kéduje modifikovany ILS polypeptid vybrany stejnym zplsobem.
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Test ClenQ sady miZe byt nakonec provddén in vivo, ale
miZe byt pouZit velky poet in vitro testd, které zuZi podet

modifikovanych molekul, které budou slouZit udelu vynalezu.

ProtoZe cilem zavedeni cizorodych epitopti T lymfocytu je
podporovat reakci B lymfocytd pomoci T lymfocytt, Je
bezpodminecné nutné, aby byla modifikovanym ILS5 indukovana
proliferace T lymfocyth. Proliferace T 1lymfocytl miZe byt
testovana standardizovanymi prolifera&nimi testy in vitro.
Stru¢né, od pacienta je ziskdn vzorek bohaty na T lymfocyty a
je pak udrZovan v kultufe. P&stované T lymfocyty jsou uvedeny
do kontaktu s APC pacienta, které ji%Z d¥ive nabraly
modifikovanou molekulu a =zpracovaly 3ji pro prezentaci
epitopim T lymfocytu. Proliferace T lymfocytd je monitorovana
a srovnéna s vhodnou kontrolou (nap¥. S T lymfocyty v kultufe
v kontaktu s APC, které zpracovaly intaktni nativni 1IL5).
Alternativné, proliferace mlZe byt hodnocena na =zakladé
urcovani  koncentrace relevantnich cytokinG uvolfiovanych
T lymfocyty jako reakce na Jjejich rozpozndvadni cizorodych

T lymfocytt.

Je-1li vysoce pravdépodobné, alespoll jeden modifikovany
IL5 ze sady je schopen indukovat produkci protiladtky proti
IL5. Jje moZné pripravit imunogenni p¥ipravek obsahujici
alespon jeden modifikovany IL5 polypeptid, ktery je schopen
indukovat protildtky proti nemodifikovanému IL5 u Zivo&isného
druhu, kde nemodifikovany IL5 polypeptid je autoprotein,
zplusob obsahuje smich&ni c&lena(&lent) sady, ktery vyznamné
indukuje produkci protildtek v Zivodidném druhu, ktery
reaguje s ILS5. s farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelnym
nosic¢em a/nebo vehikulem a/nebo fedidlem a/nebo excipientem,
volitelné v kombinaci s alespoil Jjednim farmaceuticky a

imunologicky p¥ijatelnym adjuvans.
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Podobné je také moiné ptripravit imunogenni p¥ipravek,

ktery Jjako imunogen obsahuje fragment nukleové kyseliny

kédujici imunogenni IL5 analog, srovnej diskusi o vakcinaci

nukleovou kyselinou vyse.

Vy8e uvedené aspekty vyndlezu jsou obycejn& provéadény
vychozi p¥ipravou velkého pocétu vzdjemn& rozdilnych sekvenci
nebo vektorn

nukleové kyseliny

do

podle wvynédlezu, jejich

zavedeni vhodnych  expresnich vektort, transformace

vhodnych hostitelskych bunék vektory a exprese sekvenci

nukleové kyseliny podle vyndlezu. Tyto kroky pak mohou byt

nasledovany izolaci expresnich produktd. Je vyhodné, kdyZ

jsou sekvence nukleové kyseliny a/nebo vektory ptfipraveny
metodami pouzZivajicimi techniku molekuldrni amplifikace, jako

je napfiklad PCR, nebo syntézou nukleovych kyselin.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Navrh vakciny

UvaZované pifiklady ILS5 jsou konstruovany

(popséno detailné ve WO 95/05849)

autovakciny

podle koncepce AutoVac™

substituci znédmych v3eobecnych epitopl T lymfocytu proteinu
huménniho IL5 divokého typu. Substituce Jjsou peptidové
substituce, kde vloZeny peptid miZe byt stejnd& nebo rozdilné

dlouhy, neZ odstranény peptid v sekvenci divokého typu.

testovdnim a

ILS

Pro pocCatedni prikaz koncepce in vivo

screeningem bylo rozhodnuto pfipravit konstrukty my$i
Jako ptiklad

sekvence. substituujici

id. ¢. 23) a

jsou pouzity jako

peptidy epitopy tetanického toxoidu P2 (sekv.

P30 (sekv. 1id. ¢&. 24), ale podle predklddaného vyndlezu by

mohl byt pouZit kaZdy dalsi vhodny peptid obsahujici nebo

vytvarejici vSeobecny Ty epitop.
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Je nutné zdiraznit, Ze velikost molekuly (115 zbytka) ve
srovnani s velikosti substituci (15 nebo 21 zbytkd pro P2 a
P30, v daném pofadi) silné omezuje moZnd mista strukturnich
nedestruktivnich inzerci. ProtoZe disulfidové mistky Jjsou pro
dimerizaci duleZité, ale ne nutné, jsou nékteré varianty

vytvo¥eny v padrech +/- eliminace cysteinu.

V konstrukci uvaZovanych molekul byly brany do uvahy dva
zakladni parametry. Zaprvé, zkouSela se zachovat maximdlni
Caést trojrozmé&rné struktury divokého typu hIL5. a tim uchovat
nativni repertodr epitopit B lymfocytu. To Je podporovano
autory Dickason et al., (1994), kte¥i prokazali, Ze 1ILS
epitopy B lymfocytu znamé jako neutralizac¢ni jsou
konformaéni. Uchovani  tercidrni  struktury Jje dosazZeno
zavedenim modifikaci v strukturné& "neutrdlnich" mistech, jako
jsou napfriklad klicky nebo oddélené segmenty. Fakt, Ze N-
koncovy helix "A" spolu s helixy "B" a "C" jsou schopny se
sklddat do kvartérni struktury s druhou molekulou, ukazuje,
Ze tyto 3 helixy vytvafeji stabilné sestavenou strukturni

kostru.

Zadruhé byla brdna do uvahy biologickd aktivita ve
vztahu ke koncepci wvakciny. Obecné je vyhodny inaktivni
konstrukt se zY¥etelem ke sniZeni predpoklddanych toxickych
uc¢inkll molekul a obecné pro vyhodnoceni imunitni reakce. Na
druhé strané, optimalni neutralizacni protilatky by
teoreticky mély projevit specifi&nost pro <&&st IL5. které
interaguje s IL5R. To se nejpravdépodobné€ji dosadhne imunizaci
aktivni wvariantou. Konecné&, neni nemoZné, Ze Dbiologicky
uc¢inek IL5 na imunitni systém miZe plsobit Jjako zesilovacd

imunitni reakce, tedy zlepsSuje obecny ucinek. Ale na zdkladé

pfedeslych zkuSenosti plvodce s dal3imi molekulami lze

ocCekavat, Ze vétSina "teoreticky moZnych aktivnich"

konstruktd bude mit nizkou nebo Zadnou aktivitu.
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Tedy, vSechny navrhované varianty jsou potencidlné
aktivni ale mohou byt, 3je-1li to Z&douci, relativn& snadno
inaktivovany zabrdnénim vytvofeni aktivniho dimeru nebo
alteracemi v usecich "A"- a "D"-helixli, které jsou zapojeny

do receptorové vazby/aktivace.

Souhrnem, vy8e uvedené uvahy o zachovani struktury a
biologické aktivité definuji jako cilové useky kteroukoliv

z kli¢ek 1 aZ 3, a také C-koncovou flexibilni oblast.

Kligka 3 je vybréana jako primdrni cilovd oblast, protoZe
je strukturné oddé€lena od pfedpokladané troj3roubovicové
kostry. ProtoZe Jje dale moZné vytvofit biologicky aktivni
monomer, elongaci klic¢ky 3 (Dickason, 1996), obsahuje tato
oblast moZnosti pro vytvo¥eni vSech typt variant:

monomer/dimer a aktivni/inaktivni.

"Klicka 1" je druhd oblast obsahujici ne3roubovicovy
Usek délky vhodné pro substituce. Varianty z tohoto useku
jsou teoreticky aktivni pouze tehdy, kdyZ jsou schopné
dimerizace, ale protoZe délka klicky divokého typu ji ¢&ini
spiSe flexibilni, 3je raciondlni odlekdvat spriavné sloZeni

proteinu po substituci.

Varianty obsahujici substituce v oblasti "kli&ky 2"
budou také aktivni pouze jako dimery. Oblast, kterad miZe byt
substituovéna, je kratkd ve srovnani s inzerty a mad centralni
polohu v predpokladané strukturni kost¥fe, coZ Jsou dvé
charakteristické vlastnosti klicky 2, které by mohly zabranit
spravnému sloZeni proteinu po substituci. Ne druhé stranég,
klic¢ka 2 je situovdna naproti k oblasti interagujici s ILSR,
coZz ma za nasledek oCekéavanou optimdlni prezentaci
neutralizacnich epitopt divokého typu, jestliZe je

modifikovany protein spravné sloZen.
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Nakonec, jsou navrhovany inzerty v C-koncovém
flexibilnim duseku po "helixu D". Z hlediska proteinové
struktury tato koncepce vypadd docela bezpedn&, ale Jje
pravdépodobné, Ze modifikace v tomto Useku ovlivni Jjak
dimerizaci, tak biologickou aktivitu (jestlize je
modifikovany protein dimerizovan) protoZe C-koncova dJ&ast Je
lokalizovédna v oblasti jak vazby receptoru, tak ve sty&né

plosSe dimeru.

Aminokyselinové sekvence 10 variant ptivodné
konstruovanych podle vySe uvedenych uvah jsou uvedeny jako
sekv. id. ¢. 2 aZ 11 a 13 aZ 22. Dal3i varianty konstruované
pozdéji jsou uvedeny v sekv. id. &. 27 aZ 59 (vdetnd DNA

sekvenci nukleovych kyselin a aminokyselinovych sekvenci).

Je nutné poznamenat, Ze v3echny inzerty krom& té&ch podle
pfikladu 2 Jjsou pripraveny tak, aby obsahovaly hraniéni
aminokyselinové zbytky, které jsou zachovany z hIL5 do mILS5.
aby podporovaly  proces uspésného pfenosu pozitivnich

konstruktd z my3i na &lovéka.

V nésledujicich ptikladech Jjsou pozice pro substituce
oznalované podle <&isel aminokyselinovych zbytkll v my3i

sekvenci, odpovidajici huménni pozice jsou dany v zavorkach.

Priklad 1
Varianty s P2 substituujicim pozice v kli&ce 3 pi¥i zachovani
Cys84 (86) |

Epitop P2 (sekv. id. ¢&. 23) je substituovan v klidce 3
p¥i zabranéni eliminaci Cys89(86). Tyto varianty (sekv. id.
¢. 2 a 28 (huménni), kde aminokyseliny 87-90 nebo 88-91 jsou
substituovany, a sekv. id. c. 13 a 46 (mysi), kde

aminokyseliny 85-88 nebo 86-89 jsou substituovény) Jjsou
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potenciélné aktivni jako monomery (diky elongaci klicky 3) a
jako dimery. Sekv. id. ¢&. 28 a 46 jsou také oznadeny hIL5.1 a

mIL5.1, v daném potadi.

Priklad 2

Varianty s P2 substituujicim pozice v kli&ce 1 p¥i zachovani
Cysd2 (44)

Epitop P2 (sekv. id. &. 23) je substituovén v klicce 1
pri zabradnéni eliminaci Cys42(44). Tyto varianty (sekv. id.
¢. 3 a 36 (humanni), kde aminokyseliny 32-43 nebo 33-43 jsou
substituovéany, a sekv. id. ¢. 14 a 56 {my31i), kde
aminokyseliny 30-41 nebo 31-41 Jjsou substituovany) Jjsou
potencidlné aktivni pouze jako dimery. Sekv. id. &. 36 a 56

jsou také oznaceny hIL5.5 a mIL5.5, v daném pofadi.

Priklad 3

Varianty s P2 substituujicim pozice v klicce 2

Epitop P2 (sekv. id. ¢&. 23) Jje substituovan v kli&ce 2.
Tyto wvarianty (sekv. id. c. 4 a ,34 (humdnni), kde
aminokyseliny 59-64 jsou substituovany, a sekv. id. &.15 a 50
(my8i), kde aminokyseliny 57-62 jsou substituovany) Jjsou
potencidlné aktivni pouze jako dimery. Sekv. id. &. 34 a 50

jsou také oznacCeny hIL5.4 a mIL5.4, v daném poradi.

Priklad 4
Varianty s P2 substituujicim pozice v klidce 3 pifi eliminaci

Cys84 (86)
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Epitop P2 (sekv. id. &. 23) je substituovdn v kli&ce 3
pfi eliminaci Cys84(86). Tyto varianty (sekv. id. &. 5 a 38
(huménni), kde aminokyseliny 86-91 ijsou substituovany, a
sekv. id. ¢. 16 a 54 (myS3i), kde aminokyseliny 84-89 sou
substituovdny) Jjsou v principu podobné jako varianty typu &.
1 (sekv. id. ¢&. 2 a 28 a 13 a 46), ale vytvofeni monomernich
produktl bylo usnadnéno inhibici tvorby disulfidovych muastkt

a upravenim délky kli¢ky 3. Sekv. id. &. 38 a 54 jsou také

oznafeny hIL5.6 a mIL5.6, v daném poradi.

Priklad 5
Varianty s P2 substituujicim pozice 108-111 (110-113) v

C-koncové oblasti

Epitop P2 (sekv. id. ¢&. 23) je substituovédn v C-koncové

oblasti nésledujici po helixu D. Tyto varianty (sekv. id. &.

6 a 17) jsou potencidlné aktivni pouze jako dimer.

Priklad 6
Varianty s P30 substituujicim pozice v kli¢ce 3 pf¥i zachovéani

Cys84 (86)

Epitop P30 (sekv. id. ¢&. 24) je substituovan v klicce 3
pfi zabrénéni eliminaci Cys84(86). Tyto varianty (sekv. id.
¢. 7 a 40 (humanni), kde aminokyseliny 88-91 nebo 87-90 jsou
substituovéany, a sekv. id. c. 18 a 58 (mysi), kde
aminokyseliny 85~88 nebo 86-89 Jjsou éubstituovény) jsou
potencidlné aktivni jako monomery (diky elongaci klicky 3) a
jako dimery. Sekv. id. &. 40 a 58 jsou také oznaceny hIL5.7 a

mIL5.7, v daném poradi.
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Priklad 7
Varianty s P30 substituujicim pozice v kli¢ce 1 p¥i zachovéni

Cysd42 (44)

Epitop P30 (sekv. id. ¢&. 24) je substituovédn v klidce 1,

pfi zabrénéni eliminaci Cys42(44). Tyto varianty (sekv. id.
. 8 a 30 (huménni), kde aminokyseliny 32-43 Jjsou
substituovadny, a sekv. id. ¢&. 19 a 48 (mys1i), kde

aminokyseliny 30-41 Jsou substituovany) jsou potencidlné

aktivni pouze jako dimery. Sekv. id. &. 30 a 48 Fjsou také

oznaceny hIL5.2 a mIL5.2, v daném pofadi.

P¥iklad 8

Varianty s P30 substituujicim pozice v klicce 2

Epitop P30 (sekv. id. &. 24) je substituovan v klicéce 2.
Tyto varianty (sekv. id. &. 9 a 20, kde aminokyseliny 59-64 a
57-62 jsou substituovany, v daném pofadi) jsou potencidlné

aktivni pouze jako dimery.

Priklad 9

Varianty s P30 substituujicim pozice v C-koncové oblasti

Epitop P30 (sekv. id. &. 24) je substituovan v C-koncové
oblasti nasledujici po helixu D. Tyto varianty (sekv. id. ¢&.
10 a 21, kde aminokyseliny 110-113 a 108-111 jsou
substituovany, v daném pofadi) jsou potencidlné aktivni pouze

jako dimery.
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Priklad 10 |
Varianty s P2 substituujicim pozice 84-89 (86-91) a P30

substituujicim pozice 110-113

Epitop P2 (sekv. id. ¢&. 23) je substituovan v klicce 3
pti eliminaci Cys84(86) a epitop P30 (sekv. id. &. 24) iJje
substituovdn v C-koncové oblasti nésledujici po helixu D.
Pouze tyto varianty (sekv. 1d. ¢. 11 a 22) Jjsou spolu
s variantami typu &. 12 jediné obsahujici oba epitopy a jsou

potencidlné aktivni monomery.

Priklad 11
Varianty s P30 substituujicim pozice v kli¢ce 3 p¥i eliminaci

Cys84 (86)

Epitop P2 (sekv. id. ¢&. 24) je substituovén v klic¢ce 3 pfi
eliminaci Cys84 (86). Tyto varianty (sekv. id. c. 42
(humdnni), kde aminokyseliny 86-91 Jjsou substituovény, a
sekv. id. ¢&. 58 (my3i), kde ‘aminokyseliny 84-89 Jsou
substituovany) jsou v principu podobné jako wvarianty typu ¢&.
6, ale vytvoreni monomernich produktd bylo usnadnéno inhibici
tvorby disulfidového mistku a upravenim délky klicky 3. Sekv.
id. &. 42 a 58 jsou také oznaceny hIL5.12 a mIL5.12, v daném

poradi.

Priklad 12

Varianty s P2 a P30 substituujicimi pozice v klicce 3

P2 (sekv. id. ¢&. 23) a P30 (sekv. id. ¢&. 24) epitopy
jsou substituovény v kli¢ce 3 pfi zachovani Cys84(86). Tyto

varianty (sekv.'id. &. 44 a 60, kde aminokyseliny 88-91 a 86~
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89 jsou substituovany, v daném potadi) obsahuiji oba epitopy a
jsou potencidlné aktivni monomery. Sekv. Id. ¢. 44 a 60 jsou

také oznaceny hIL5.13 a mIL5.13, v daném poFfadi.

Priklad 13

Vybér expresniho systému

Rekombinantni IL5 byl exprimovadn v celé Ffadé odlidnych
expresnich systémi vcetné kvasinek, hmyzich bunék a bunék CHO
(Tavernier et al., 1989).

Podle pfedkladdaného vyndlezu je jednim vhodnym expresnim
systémem E. coli, na zdkladé prede3lych studii publikujicich
pouziti tohoto hostitele pro produkci hIL5 (Proudfoot et al.,
1990, Graber et al., 1993). Rekombinantni protein Jje
exprimovén Jjako inkluzni téliska, kterd jsou konvertovdna na
biologicky aktivni dimer po purifikaci a opé€tném sloZeni
(nap¥. S pouZitim obecné pouZitelné metody opétného sloZeni
popsané v patentu Spojenych Statt &. 5 739 281). Rychlost a
jednoduchost exprese v E. c¢oli umoZiuje okamZity pocatek
produkce proteinu, kdyZ Jsou hotové genetické konstrukty, a
tedy usnadnéni rychlé tvorby materidlu pro stanoveni in vivo
dikazu koncepce IL5 autovakciny.

JestliZe je z nékterého davodu zjisténo, Ze
proveditelnost je prili§ Spatnd (nap?¥. p¥ilis nizky vytéZek
opé&tného sloZeni, nestabilita produkta - nebo zlepSené
farmakokinetické parametry ve vztahu ke glykosylaci apod.),
maZze byt v dal$im rozvoji uvaZovéno o produkci autovakciny v
kvasinkach. _ _

Neddvno byly ziskdny slibné vysledky s pouZitim
expresniho systému Drosophila melanogaster s pouZitim 3,

bunék (k dispozici od firmy Invitrogen) a v soucasnosti
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predstavuje tento systém vyhodné provedeni pro expresi
analogt IL5 podle vynélezu.

IL5 wvarianta proteinu byla produkovdna buikami S,
Drosophila trvale exprimujicimi ILS konstrukty. Bylo
testovédno nékolik rlznych transfek&nich metod a byly vybfény
CasPO4 a Lipofectin. Byly pouZity dva odlidné subklony S,
bunék a byly transfekovdny Ca,P0O; a Lipofectinem, v daném
poradi. Tyto dva klony byly ziskdny =z ATCC a Larse
Sondergaarda z Univerzity v Kodani, v daném poFfadi.
S pouZitim obou metod byly vybradny vhodné stabilni linie
exprimujici mIL5 a mIL5.1 proteiny v rozmezi 2-10 mg/l.
Materidl a metody

S2 bunky byly péstovany a udrZovadny v Schneiderové médiu
(Sigma) obsahujicim 5 aZ 10 % fetdlniho teleciho séra (FCS),
0,1 Pluronic F68 (Sigma), penicilin/streptomycin (Life
Technologies), péstovany v t¥epacich batkdch v 25°C a 120
rpm.

Transfekce Lipofectinem byly provadény ve 250 ml nebo 1
1 t¥epacich bafikdch. S, buiiky byly rozd&leny po 2,5-3 x 10°/ml
do 50 ml Excell 420 (JRH Biosciences) bez antibiotik a
péstovany p¥es noc ve 250 ml tfepacich bafkdch. Pristi réno
byly ptfipraveny reagencie Lipofectinu: =zkumavka 1) 300-1200
Lg plazmidové DNA obsahujici zkoumany. gen, plus 15-60 ug
pCoHYGRO hygromycinového selekéniho plazmidu (20:1 pomér
plazmidd) v 15-45 ml séra a médiu bez doplnku, zkumavka 2) 1
ml Lipofectinu v 5 ml séra a médiu bez dopliitku. Po 1 hodiné
pf¥i teploté& mistnosti byly zkumavky 1 a 2 smichdny a
ponechdny po dobu 15 minut p¥i teploté mistnosti pred
pozvolnym pfiddnim k S, bufikdm. Po péstovani bunék pF¥fes noc
bylo pt*idédno nové plné doplnéné médium plus 150-300 pg/ml

Hygromycinu.
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Linie s tranzientni a trvalou expresi byly indukovany

bud s 500 puM siranu médnatého nebo 10 pM chloridu kademnatého
po dobu 48-72 hodin v médiu Ex~-cell 420 bez séra .(JRH
Biosciences) .
Vysledky

Pomoci CayP0, bylo vytvofeno 33 stabilnich 1linii a pomoci
Lipofectinu 23. VytéZky exprese kolisaly od nedetekovatelnych
a? do 11 mg/l. Né&sledujici tabulka shrnuje nékolik 1inii

pouzitych pro produkci proteinu.

Shrnuti vysledkli exprese mIL5 =z nejlepSich S; buné&énych

transfekci

Plazmid Konstrukt . 8, butiky Metoda transfekce VytéZek

p6l2 IL5/Hisl15/mIL5wt ATCC CazPOq 3,5 mg/l
p767 Bip/Hisl5/mIL5wt LS Lipofectin 11 mg/1

p613 IL5/Hisl15/mIL5.1 ATCC CazPOy 2,6 mg/l
p768 Bip/Hisl1l5/mIL5.1 ATCC CazP0y4 0*

p619 IL5/Hisl15/mIL5.5 LS Lipofectin 0*

* expresni plazmid obsahoval mutace sekvence.

S, bunky mohou byt tedy transfekovany bud precipitaci s
fosforednanem vapenatym nebo Lipofectinem. Diky rozdilu ve
stupni exprese mezi plazmidy p6l2 a p767 se zda, Ze signalni
peptid Bip je 0&inné&jsi vedouci sekvence neZ endogenni mIL5

vedouci sekvence v S, bunkéach.

Priklad 14

Screening a selekce modifikovanych molekul

Po expresi je rekombinantni protein purifikovan a

posouzen. Charakterizace wuvaZovanych autovakcin zahrnuje
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analytickou chromatografii, izoelektrické zaost¥eni (IEF),

SDS-PAGE, analyz kompozice aminokyselin, N-koncovou
sekvenadéni analyzu, hmotnostni spektrometrii, analyzu
rozptylu laserového =zafeni pod nizkym uGhlem, standardni

spektroskopii a cirkuldrni dichroismus do takové miry, Ze
pfesné dokumentuji relevantni parametry definujici zamysleny
proteinovy produkt.

Proteiny zna&ené His byly aZ doneddvna purifikovany
s pouzitim dvoustupitiového postupu. Ale vytéZek a c&istota po
kone¢ném kroku s cheldtem nebyly tak wvysoké, Jjak Dbylo
olekdvano. Novy jednostupniovy postup purifikace zNazevnal 3
hlavni dosaZené vyhody: vy38i vytéZek, vy33i vykonnost ‘a
vy§3i C&istotu kone¢ného produktu. Byly také stanoveny

podminky Stépeni pro odstranéni znacky His.

Dvoustupniovy purifikaéni postup pro ILS:

Exprese proteinu byla indukovéna pfidénim kovovych ionta
k médiu. Tyto kovové i1onty musely byt odstranény pted
aplikaci protein na cheldtovou kolonu. .Tak bylo ptidéno
celkem 20 mM EDTA ke komplexu kovovych iontl a supernatant
byl pak filtrovdn nad kolonou SP-sepharose pro =zachyceni
proteinu. Po promyti, aby se odstranil nenavazany protein,
byl véazany protein eluovan stupniovym gradientem NaCl. Tento
krok slouzi dvéma ucellm: jako koncentradni krok redukuijici
objem faktorem 30 a vyména pufru.

Relevantni frakce (jak byly zjisté&ny pomoci SDS-PAGE)
jsou slouceny a déle purifikovany na koloné& s chelaty kovu.

Protein byl nanese na Ni?'-nabitou cheldtovou kolonu a
nenavazany protein byl odmyt. VAazany protein pak byl eluovan
s pouZitim imidazolového gradientu. Véechny' frakce, kolonou
proteklé pufry a protekly roztok EDTA, pak byly zkontrolovany
pomoci SDS-PAGE a metodou bodového pfenosu (,dot-blot™).
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Relevantnil frakce (jak byly zjist&ny pomoci SDS-PAGE a
ndot-blot™) jsou slouleny a dialyzovédny dvakrdt proti 10
nédsobku objemu PBS, pH upraveno na 6,9.

Po filtraci byla dialyzovand la&tka koncentrovana dokud
nebylo dosaZeno vhodné koncentrace (vyhodn& 1 mg/ml). Nakonec

byl protein rozdé&len do alikvotd a uloZen v -20°C.

Byl pouZit nasledujici specificky protokol:

1) ziskany supernatant byl stolen v 2500 x g po dobu 15
minut (jestlize se objevila infekce, byla zapotfebi
centrifugace ve 22000 x g po dobu 30 minut. Supernatant pak
byl filtrovdn s pouZitim 0,45 pm filtru, pak nasledovalo
pouziti 0,22 pun filtru (nékdy bylo nezbytné filtrovat
nejd¥ive pres 5 pm filtr). Supernatant pak byl smichan
v poméru 1l:1 s pufrem A (viz krok 2) obsahujici 40mM EDTA,
coZ ﬁélo za nasledek koneéné sloZeni pufru 0,2M NaH,PO,, 10%
glycerol, 20mM EDTA, pH 6,0.

2) filtrovany supernatant pak byl nanesen na SP-
Sepharose kolonu ekvilibrovanou pufrem A. Na 80 ml kolonu
miZze byt naneseno celkem 1-2 1 (v zavislosti na koncentraci
proteinu, vySe uvedené plati pro 1-10 mg IL5/1). Prétok bé&hem
aplikace: 1-2 ml/min (obvykle p¥es noc), protekly pufr byl
sbirédn a uloZen pro pozdé&js$i analyzu. Po aplikaci byla kolona
promyta 2-3 objemy kolony (CV) pufru A, dokud nebylo dosaZeno
stabilni baz&lni hodnoty. VAz&ny protein byl eluovan s
pouZitim stuphového gradientu: 0-100-500-1000mM NaCl, byly
sbirdny frakce po 10 ml, pritok byl 10 ml/min. Purifikace
byla provadéna v 5°C.

Kolona byla ¢isténa 2 CV 1M NaOH, prutokem 5 ml/min po

kazdém béhu a opét ekvilibrovana pufrem A.

Pufr A: 0,2M NaH,PO4, 10% glycerol, pH 6,0
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Pufr B: 0,2M NaH,PO4, 1M NaCl, 40mM imidazol, 10% glycerocl, pH
6,0.
Pro divoky typ i varianty byl pouZit stejny postup.
Vsechny frakce, vychozi 1l4tka a protekly pufr byly
testovdny metodou ,dot-blot“ a SDS-PAGE. Frakce obsahujici
IL5 byly sloudeny a dale purifikovdny s pouZitim cheldtové

kolony.

Jednostuptiovy purifikaé&ni postup pro IL5:

Supernatant byl nanesen pfimo na 70 ml cheldtovou kolonu
nabitou ZnCl;. Po odstranéni nenavdzané l4atky promytim byl
navadzany protein (IL5 a kontaminujici sloZky) eluovén
s pouZitim gradientu imidazolu. Tato metoda m& plné& vvyhodu
znaCky His za poskytnuti  jednostupiiového purifikac¢niho
postupu s koneénym produktem o vysokém stupni &istoty (>95%).
Relevantni frakce (jak byly zjisté&ny pomoci SDS-PAGE a dot-
blot) Jjsou sloudeny a dialyzovany dvakrdt proti 10 nésobku
objemu PBS, pH upraveno na 6,9 a koncentrace NaCl upravena na
400 mM.

Po filtraci byla dialyzovand 1lAtka koncentrovana dokud
nebylo dosaZeno vhodné koncentrace (vyhodn& 1 mg/ml). Nakonec

byl protein rozdélen do alikvot® a uloZen v -20°C.

Specificky protokol obsahoval tyto kroky:

1) supernatant byl filtrovan pfes 0,45 um filtr, aby se
odstranily necistoty, a byl naredén v poméru 1:1 pufrem A.

Cheldtova kolona Fast Flow o objemu 70 ml byla promyta 5
CV vody, a pak nabita 10 CV 10mM ZnCl,, pH 7. Po ekvilibraci
5 CV pufru A, byl nanesen vzorek s pouZitim pumpy (prutok 10
ml/minutu). Protekly pufr byl sbirdn a uloZen pro pozdé&jsi
analyzu. Vazany protein byl eluovdn s pouZitim imidazolového
gradientu od 0 do 250mM imidazolu vice nez 30 CV. Nakonec

byla kolona oplachnuta 5 CV pufru C.
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Byly sbirdny frakce 10 ml.
Pufry:
A: 20mM NaH,PO4, 0,5M NaCl, 10% glycerol, pH 7.
B: 20mM NaH;PO4, 0,5M NaCl, 10% glycerol, pH 7, 0,25M imidazol
C: 20mM NaHzPO4, 0,5M NaCl, 0,1M EDTA, pH 7,0.

V8echny frakce, proteklé pufry a vychozi 1latka byly
testovany SDS-PAGE. _

2) nejCist8i frakce (jak byly zjistény pomoci SDS-PAGE)
obsahujici IL5 byly slouceny (50 pl bylo uloZeno pro pozd&jsi
analyzu) a dialyzovany dvakrdt proti 10 nésobku objemu PBS,
pH upraveno na 6,9, v 6°C, MW 12-14 kD. Dialyzat byl
filtrovan pfes 0,22 um filtr (50 pl bylo uloZeno pro pozd&jsi
analyzu) a byla mé¥ena Rz s pouZitim dialyzaéniho pufru
(filtrovan pfes'0,45 pm) jako referen¢ni hodnoty. Byl mé&Fen
objem pr¥ed a po dialyze a vzorky byly uloZeny pro pozd@&jsi
analyzu SDS-PAGE (po kroku 3).

3) NaCl byl pfidédn k dialyzovanému proteinu, dokud
nebylo dosaZeno celkové koncentrace 400 mM a byl pak
koncentrovadn s pouzitim bud pfistroje Amicon (proc objemy
vét3i néZ 50 ml) nebo koncentra&niho za¥izeni Vivaspin (pro
10 az 50 ml). V obou pfipadech byla membridna saturovidna 10 ml
‘pufru PBS pfed tim, neZ byl nanesen vzorek. Vzorek by m&l byt
koncentrovédn dokud nebylo dosaZeno vyhodné koncentrace 1
mg/ml (jak mé&feno BAg). Dialyzovany koncentrovany vzorek byl
filtrovan p¥es 0,22 pm filtr a znalen s E-nr. BAzgg byla mé¥ena
s pouZitim proteklého pufru jako referenéni hodnoty.

V8echny vzorky =z dialyzy a koncentracniho kroku byly
analyzovany SDS-PAGE a obarveny modiri Coomassie. Purifikovany
protein byl uloZen zmrazZeny v alikvotech a byl vyplnén list

papiru popisujici vzorek a vloZen do potadace "ILS5-protein".
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VySe popsany postup poskytl protein o &Eistoté& p#iblizné
90 aZ 95 %, je3té obsahujici znadku His.
P¥i sekvencovdni mél ILS5wt a varianta IL5.1 od&ekavanou

N-koncovou sekvenci zahrnujici znacku His.

Purifikaéni postup zminény vySe byl realizovan
v nasledujicim specifickém nastaveni:

1) sloucCené frakce z kolona SP-sepharose byly filtrovany
p¥es 0,45 pm filtr, aby se odstranily nedistoty.

Chelatovd kolona 5 ml HiTrap (nutné pouZit pouze urd&ené
kolony) byla promyta 15 ml vody (s pouZitim injek&ni
st¥ikacky), a pak nabita 15 ml 0,1M NiSO; a promyta 15 ml
vody. Kolona byla p¥ipojena k systému Akta ekvilibrovanému 2~
3 CV pufru A. Vzorek byl nanesen s pouZitim bud kli&ky nebo
pumpy - v zavislosti na objemu (pritok 4 ml/min), protekly
pufr byl sbirdn a uloZen pro pozdéjs3i analyzu. Navazany
protein byl eluovdn s pouZitim imidazolového gradientu od 0
do 500 mM imidazolu vice neZz 20 CV. Frakce 5 ml byly sbirany.
Nakonec byla kolona opléachnuta s pouZitim 5 CV pufru B2.

Pufr A: 0,2M NaH,PO4, 0,5M NaCl, 10% glycerol, pH 5,0

pufr Bl: 0,2M NaHyPO4, 0,5M NaCl, 0,5M imidazol, 10% glycerol,
pH 5,0

Pufr B2: 50mM acetdt sodny, 0,5M NaCl, 0,1M EDTA, 10%
glycerol, pH 4,5

V8echny frakce, protekly pufr a vychozi 1latka byly
testovany dot-blot, vSechny relevantni frakce byly testovany
SDS-PAGE.

2) nej&ist3i frakce (jak byly zjisdtény pomoci SDS-PAGE)
obsahujici IL5 byly slouceny (50 pl bylo uloZeno pro pozdéjsi
analyzu) a dialyzdvény dvakrdt proti 10 nasobku objemu PBS,

pH upraveno na 6,9, v 6°C, MW 12-14 kD. Dialyzat byl

filtrovan pfres 0,22 pm filtr (50 pl bylo uloZeno pro pozdé&jsi
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analyzu) a byla m&Ffena Az s pouZitim dialyza&niho pufru jako
referenni hodnoty. Byl méfen objem p¥ed a po dialyze a
vzorky byly uloZeny pro pozdéj8i analyzu SDS-PAGE (po kroku
3).

3) po pridadni dodatedné NaCl aZ do kone&né koncentrace
400 mM, byl dialyzovany protein koncentrovédn s pouZitim bud
pfistroje Amicon (pro objemy v&t3i n&% 50 ml) nebo
koncentra¢niho =zarizeni Vivaspin (pro 10 aZ 50 ml). V obou
pfipadech byla membréna saturovana 10 ml pufru PBS pf¥ed tim,
nez byl nanesen vzorek. Vzorek by m&l byt koncentrovan dokud
nebylo dosaZeno vyhodné koncentrace 1 mg/ml (jak m&Feno A,go) .
Dialyzovany koncentrovany vzorek byl filtrovadn pfes 0,22 pm
filtr a znacen s E-nr.

VSechny vzorky =z dialyzy a koncentradniho kroku byly
analyzovany SDS-PAGE a obarveny modfi Coomassie. Purifikovany

protein byl uloZen zmraZeny v alikvotech.

Dalsi purifikacni postupy, které byly hodnoceny:

Purifikace s cheldtem 2Zn?": Eluce proteinu s pouZitim
stoupajiciho imidazolového gradientu se ukdzala byt velmi
ac¢innou, protoZe se protein wt vadZe silné& na kolonu.
Drosophila supernatant miZe byt nanesen p¥imo a po promyti
miZe byt IL5wt eluovdn imidazolem. Kolona byla nabita 10 CV
10 mM ZnCl; a promyta vodou. pH vazby a eludni pufry musi mit
pH vy38i neZ 6,5, protoZe jinak ZnCl; precipituje.

Con A afinitni chromatografie je ve wvyzkumu. MoZnost
pouziti glykosylace vyskytujici se na IL5 jako afinitni
znaCky a eluce s pouZitim monosacharidového analogu by byla
zajimava, protoZe by mohla byt pouZita také pro konstrukty

neznacené His.
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Odstranéni znacky His:

Odstranéni 15 aa znalky His (sekv. id. &. 25) bylo
provadéno podle instrukci dodavatele (Unizyme) :

Purifikovany a dialyzovany/koncentrovany IL5 znadeny His
byl zbaven znaleni His postupnym p¥idanim dvou enzymi, DAPl a
glutamincyklotransferdzy. DAP1 odstranil dvé aminokyseliny
z volného N-konce.

Enzym potfebuje byt nejdfive aktivovéan:

9 pl HT-DAP1 (10 U/ml) bylo smichdno s 9 pul 20mM
cysteamin-HCl. Po 5 minutach inkubace p¥i teplot& mistnosti
bylo pridano celkem 108 pl HP-GCT (100 U/ml) a 54 pl pufru
TAGZyme. Tato smé&s musi byt pouZita b&hem 15 minut.

Tato davka nadtépi 1 mg proteinu zna&eného His. -

Protein znaleny His byl smichdn se 150 pl aktivovaného
enzymu a inkubovdn ve 37°C po dobu 120 minut. Vzorky byly
odebirany pro analyzu SDS-PAGE (10 pl) po 0, 10, 30, 60 a 120
minutach. Vzorky byly poloZeny do ledu, aby se zastavilo
Stépeni.

Pufry:
1. pufr TAGZyme: 20mM NaPO, pufr, pH 7,5, 150mM NaCl
2. 20mM cysteamin-HC1l

NasStépeny protein (jak bylo urdeno z analyzy SDS-PAGE
nebo N-koncovym sekvencovdnim) byl nanesen na 1 ml Ni-
cheladtovou kolonu ekvilibrovanou PBS. Bylo sbirdno vie.

Protekly pufr =z aplikace byl uloZen pro pozd&jsi
analyzu. Kolona byla eluovdna p¥iddnim 3 CV PBS, byly sbiréhy
frakce 0,5 ml. Kolona byl oplachnuta promytim 2 CV 0,5M
imidazolu a frakce byly uloZeny pro analyzu.

V8echny frakce byly testovdny SDS-PAGE a frakce
obsahujici ILS byly slouCeny a Bzg byla mé&¥ena s pouZitim PBS

jako referenéni hodnoty. Nakonec byl protein koncentrovan
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s pouzitim koncentradniho =zaf¥izeni Vivaspin dokud nebylo
dosaZeno koncentrace 1 mg/ml.

Odstranéni znaCky His bylo provéd&no v pokusech v malém
méritku (0,1-1 mg) a méfitko nebylo zvét3ovdno. Je nutné
pozNazevnat, Ze odstran&ni znacky vyZaduje odblokovany a
nemodifikovany N-konec.

Protein znaCeny His byl inkubovdn s dvéma enzynmy,
dipeptidylaminopeptidézou, kterd odstranila najednou dvé&
aminokyseliny a cyklotransferdzou glutamové kyseliny, ktera
katalyzuje konverzi glutamové kyseliny na pyroglutamovou
kyselinu. Tato konverze dale blokuje degradaci
dipeptidylaminopeptiddzy. Sté&pena smé&s pak byla filtrovana
ptes chelatovou kolonu, kterd by m&la zadrZet enzymy (které
jsou znaceny Hisged), kontaminujici proteiny vazbou ke koloné
a nedegradovany nebo <&a&stedné& degradovany protein. Protein
zbaveny znaleni prochdzi kolonou a byl sbiridn v proteklém
pufru. Pol druhém  Stépeni S enzymem, ktery odstranil
pyroglutamovou kyselinu, byl protein opét filtrovadn pres
chelatovou kolonu, aby se odstranil druhy enzym. O&ekava se,
Ze v tomto konecném stadiu je nutné protein opét

koncentrovat.

Obecnd zjisténi:

pI UniHis-IL5Swt bylo 9,5 a optimdlni hodnota pH pro
protein byla 6,5 aZz 7,0 (nebylo dikladné zkoumdno).
Koncentrace NaCl 400 mM stabilizuje protein bé&hem

koncentrace.

Priklad 15

In vitro screening

Primadrni in vitro screening Jje ve formé enzymatického

imunotestu (ELISA): kompetitivni ELISA pro divoky typ IL5
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poskytuje zjisté&ni pfitomnosti relevantnich epitopd B
lymfocytu v modifikovanych IL5 konstruktech pfed Jejich
zavedenim do zvifat.

Pro méf¥eni titrd autoprotildtek v séru oCkovanych zvirat
miZe byt pouZit obvykly test ELISA. Protildtky (jak
monospecifické, tak monoklondlni) proti humdnnimu, a také
proti my$imu IL5 jsou komer&né& dostupné od firmy R&D Systems,
614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413, USA.

Biologicka aktivita produktu a/nebo neutralizadéni
kapacita indukovanych autoprotildtek miZ%e byt testovdna v IL5
biologickém testu. D¥ive publikované pfiklady takovych
biologickych testl jsou: vyhodnoceni ILS indukované
proliferace TF1l bunék (pro humdnni IL5) a vyhodnoceni IL5
indukované proliferace BCL1 bunék nebo B13 B lymfocytd (pro
my$i IL5) (Callard & Gearing 1994, Dickason et al., 1994).

U&inek autovakciny na vnimavost dychacich cest miZe byt
také testovadn v in vitro testu, kdy byly o&kovanym mySim
odstranény trachey a umistény na h&&ek v kyveté& pro orgéany.
Byla méfena tenze trachey po histaminovém podné&tu (van
Oosterhout et al., 1995).

Proto, aby bylo moZno zjistit biologickou aktivitu
vzorkd rekombinantniho mIL5 (a mIL5 AutoVac) proteinu, byl
zaveden buné&lny test biologické aktivity pro my3i IL5. Test
je zaloZen na schopnosti lymfomové linie BCL1 pochazejici
z lymfocytd B proliferovat v reakci na mIL5 pfridany do
kultiva¢niho média. Dva odlisné BCL1 klony byly =ziskany z
ATCC, BCL1 klon 5Blb (ATCC CRL-1669) a BCL1 klon CW13.20.3B3
(ATCC TIB-197).

V typickém experimentu BCL1 proliferace byly bunky
naneseny na misky do kompletniho RPMI média doplné&ného
fetdlnim telecim sérem (FCS) na mikrotitradni destic¢ky a
inkubovény se sériovym ¥ed&nim my3iho ILS5. Proliferace BCL1

bunék byla mé&fena inkorporaci thymidinu znadeného tritiem.
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Nékolik optimalizaénich experiment® bylo provddéno s pouZitim
sériového fedéni zakoupeného rekombinantniho mIL5 (R&D
Systems) pro stimulaci. Variabilni parametry zahrnuji:
inkubaé&ni intervaly, 3H-thymidin pulzni intervaly, pocet
bunék nanesenych na misku na jamku, koncentrace fetédlniho
teleciho séra (FCS) a koncentrace p¥idavaného mIL5. Bylo
dosaZeno na davce zAavislé proliferace BCLl buné&k, pridem?
maximalni proliferace byla p¥ibliZn& 3 krat vy%si neZ pozadi
(BCL1 bunky bez pridaného mIL5).

Test BCL1 byl pouZit pro urceni biologické aktivity
nasledujicich vzorkl exprimovanych S, bufikami Drosophila a
purifikovych tak, jak bylo popsdno vySe: HIS-mIL5wt material
(E1320), HIS-mIL5wt materidl (E1422), HIS-mIL5.1 material
(E1396) a "S; prepardt pozadi" (E0016). Proliferace v reakci
na jeden HIS-mIL5wt (E1320) preparat byla vyznamné vy33i ne?
proliferace v reakci na ,S; prepardt pozadi", zatimco varianta
mIL5.1 a jeden prepardt divokého typu (E1422) byly urdeny
jako biologicky inaktiwvni.

Stale pokracujici prace zahrnuje inhibici BCL1
proliferace s anti-mIL5 a pro optimalizadni studie byla
pouzita anti-mIL5 monoklondlni protildtka TRFK5. Cilem bylo
pouZzit tento test pro urdeni schopnosti anti-mIL5 antiséra z

imunizovanych my$i inhibovat biologickou aktivitu mIL5.

Priklad 16

In vivo modely

Pro méfeni G&inku autovakciny in vivo existuji znamé
zvifeci modely astmatu. Normdlné Je zvife senzibilizovéano
slouceninou (alergen/antigen) a po podnétu sloudeninou ve

formeé aerosolu je mé&¥ena bronchokonstrikce (vodivost
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dychacich cest) s pouZitim té&lesného pletysmografu. Jsou také
zjidtovany polty eosinofild v tekutiné BAL.

Nekolik studii zkoumajicich u&inek anti-IL5 mAb byly
Uspédn€& provadény na my3ich. Proti pouZiti my3iho modelu Je
fakt, Ze IL5 phsobi jako rustovy faktor pro B lymfocyty, coZ
poskytuje moZnost interference s my3i protiladtkovou reakci.
Ale jak bylo ukazéno ve studii s pouZitim IL5 knock-out my3i,
protilatkova reakce zavisléa na T lymfocytech proti
ovalbuminu, a také rozvoj cytotoxickych T lymfocytl se jevily
normalni (Kopf et al., 1996). ProtoZe my3 Jje také
nejprakticté&jsi a nejekonomidt&j3i model ve srovnani s
morcéaty nebo opicemi, bude pouzit model astmatu/
pfecitliv@losti dychacich cest my3i Bal/c senzibilizovanych
ovalbuminem, jak byl pouZit autory Hamelman et al. (1997).

JestliZe se ale uc¢inek IL5 na B lymfocyty v my3$im modelu
ukédZe problematickym, budou pouZity jiné vhodné zviFeci

modely v oboru znamé.

Priklad 17

Pfiprava DNA konstruktd kédujicich mydi ILS a jeho varianty

Konstrukce varianty v pcDNA3.1+:

Inzerce epitopd P2 a P30 do mIL5 divokého typu byla
provedena SOE-PCR s prekryvajicimi se primery obsahujicimi
sekvence epitopl. Gen mIL5 divokého typu obsahujici vedouci
sekvenci (sekv. id. ¢. 63), klonovany do  pcDNA3.1+
s kanonickou Kozakovou sekvenci (za zisk&ni plazmidu p815),
byl pouZit jako templat pro reakce PCR. Vysledné fragmenty
byly 3tépeny s Nhel a NotI, purifikovény a klonovény do p815
byly pouZity jako templat pro PCR.
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Klonovani variant do pMT Drosophila vektoru s BiP vedouci
sekvenci a znadkou UNI-His:
mILS divokého typu byl klonovén do série PMT Drosophila

expresnich vektort (Invitrogen) vytvofenim PCR fragmentu s

mIL5 specifickymi primery obsahujicimi vhodna restrikéni
mista a, kromé toho, obsahujicimi sekvence kéduijici
Drosophila sekvenci podobnou Kozakové, né&sledovanou

Drosophila BiP vedouci sekvenci, néasledovanou sekvenci
kédujici znadku UNI-His (sekv. id. &. 25) fézovanou k 5
konci sekvence kédujici zraly mIL5. Jako templat byla
pouZita cDNA sekvence mIL5 divokého typu. Vysledny fragment
byl Stépen EcoRI a NotI a byl pak klonovdn do vektoru
pPMT/V5-HisA (Invitrogen). Vysledny plazmid (p818) byl pouZit
pro klonovani variant obsahujicich epitop do PMT. Ty byly
klonovany Sté&penim variant vytvofenych v pcDNA3.l1+ se SacI a

NotI a klonovanim vyslednych fragmenttl do p818.

Klonovani variant do pACS5:

mIL5 divokého typu a varianty mIL5 byly klonovany do
PAC5 konstitutivniho Drosophila expresniho vektoru Stépenim
variant v pMT s EcoRI a NotI a klonovanim vyslednych

fragmentl do vektoru pAC5.1/V5-HisA (Invitrogen).

Pfiklad 18
Pfiprava DNA konstruktd kédujicich humanni IL5 a jeho

varianty

Bylo uvazovano pét linii plazmidd obsahuijicich
nemodifikovany IL5 a v8echny nebo nékteré z deviti IL5
‘variant. Linie zahrnuji: 1) humdnni IL5 pro DNA vakcinaci ve
vektoru pCI vhodném pro expresi v huménnich bufikdch, 2)

humdnni ILS5 s BiP vedouci sekvenci a 15 aa znadkou His (sekv.
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[

id. ¢&. 25, ziskand od firmy UNIZYME v Hgrsholm, Dénsko,
znacka je v tomto textu nazvadna "UNI" nebo " zna&ka UNI-
His") ve vektor pMT/V5/HIS pro indukovatelnou expresi v
Drosophila, 3) jako v bodu 2, ale bez znacky His, 4) jako v
bodu 3, ale s my3im IL5 a 5) huménni IL5 s DAPI vedouci
sekvenci a 15 aa znadka HIS ve vektoru pVL1393 pro expresi v

bakulovirovém systému.

Plazmidy pro DNA vakcinaci ve vektoru pCI:

Nazev Ref. ¢&. Kmen ¢&. Epitop

hIL5 (pCI) p888 MR &. 1237 Z&dny

hIL5.1 (pCI) p889 MR &. 1238 P2, klidka 3
hIL5.2 (pCI) p890 MR &. 1239 P30, klidka 1
hIL5.3 (pCI) p891 MR &. 1240 P30, klidka 2
hIL5.4 (pCI) p892 MR &. 1241 P2, klidka 2
hIL5.5 (pCI) p893 MR &. 1242 P2, kliZka 1
hIL5.6 (pCI) p894 MR &. 1243 P2, klidka 3
hIL5.7 (pCI) p895 MR &, 1244 P30, kli&ka 3
hIL5.12 (pCI) p896 MR &. 1245 P30, klidka 3
hIL5.13 (pCI) p897 MR &. 1246 P2 a P30, klidka 3

Plazmidy pro expresi humdnniho IL5 v Drosophila se zna&kou

UNI-His a BiP vedouci sekvenci v pMT/V5/HIS:

Nazev Ref. ¢&. Kmen C&. Epitop

1247 zadny
1248 P2, kli&ka 3

1249 P30, kli&ka 1
1277 P30, kli&ka 2

Q¢

hIL5m-UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p899 MR
hIL5.1m~UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p900 MR
hIL5.2m~UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p901 MR
hIL5.3m~UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p929 MR

Cx x

X«
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klicka 2

hIL5.4m-UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p902 MR ¢. 1250 P2,
hIL5.5m~UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p903 MR &. 1251 P2, klicka 1
hILS5.6m-UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p904 MR &. 1252 P2, klicka 3
hIL5.7m-UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p905 MR &. 1253 P30, klicka 3
hILS5.12m~UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p906 MR ¢. 1254 P30, klicka 3
hIL5.13m~-UNI-BiP (pMT/V5-HisA) p907 MR ¢. 1255 p2 a P30,
klicka 3

Plazmidy pro expresi humdnniho ILS5 v Drosophila s BiP vedouci

sekvenci, ale bez znacky UNI-His v pMT/V5/HIS:

Nazev Ref. ¢. Kmen ¢&. Epitop
hIL5m-BiP (pMT/V5-HisA) p908 MR &. 1256 Z&adny
hIL5.1m-BiP (pMT/V5-HisA) p909 MR &. 1257 P2, klicka 3
hIL5.2m~-BiP (pMT/V5-HisA) p921 MR ¢. 1269 P30, klic¢ka 1
hIL5.3m-BiP (pMT/V5-HisA) p922 MR ¢. 1270 P30, kli&ka 2
hIL5.4m-BiP (pMT/V5-HisA) p923 MR ¢. 1271 P2, klicka 2
hIL5.5m~BiP (pMT/V5-HisA) p924 MR &. 1272 P2, klicdka 1
hIL5.6m-BiP (pMT1V5-HisA) p925 MR &. 1273 P2, kli&ka 3
hIL5.7m-BiP (pMT/V5-HisA) p926 MR &. 1274 P30, klicka 3
hIL5.12m-BiP (pMT/V5-HisA) p927 MR ¢. 1275 P30, klicka 3
hIL5.13m-BiP (pMT/V5~HisA) p928 MR ¢&. 1276 P2 a P30,
klicka 3

Plazmidy pro expresi mySiho IL5 v Drosqphila S

ale bez 15 aa znacky His v pMT/V5/HIS:

sekvenci,

BiP vedouci

Nazev Ref. €. Kmen ¢&. Epitop
mIL5m-BiP (pMT/VS5-HisA) p918 MR ¢&. 1266 ZAadny
mIL5.1m-BiP (pMT/V5-HisA) p919 MR &. 1267 P2, klicka 3
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mIL5.2m-BiP (pMT/V5-HisA) p920 MR &. 1268 P30, klidka 1

Plazmidy pro expresi humdnniho IL-5 v bakulovirovém systému

se znackou UNI-His a DAPl vedouci sekvenci pVL1393 v pVL1393:

Nézev Ref. &. Kmen ¢. Epitop
hIL5m-UNI-DAP1l (pVL1393) p916 MR ¢&. 1264 Zadny
hIL5.1m-UNI-DAPl (pVL1393) po17 MR ¢&. 1265 P2, klicka 3

Priklad 19

DNA imunizac¢ni studie

Vytvofeni vektord kdédujicich mIL5wt, mIL5.1 a mIL5.5 s
Kozakovymi sekvencemi pro pokusy s DNA vakcinaci

DNA  fragmenty  kédujici mIL5wt, mIL5.1 a mIL5.5
zahrnujici p¥irodni vedouci sekvenci (sekv. id. &. 63) byly
vlozZeny do pcDNA3.1l, a tak poskytly nové plazmidy p521, 522 a
p523. Aby se zvySila exprese cDNA v sav&ich bufikdch, byly
Kozakovy kanonické sekvence vlioZeny v protisméru od
kéddujicich sekvenci s pouzZitim technologie PCR. PCR reakce
byly provadény s pouZitim p521, p522 a p523 jako templatd a
primy primer kédujici Kozakovu sekvenci hned v protismé&ru od
mIL5 vedouciho startovaciho kodonu. Purifikované PCR produkty
byly klonovany do vektoru pcDNA3;l+ s pouzitim restrikénich
endonukledz BamHI a NotI. Vysledné plazmidy p815, p8l6 a
p817, v daném pofradi, byly ovéfeny DNA sekvencovanim. V3echny
dal8i plazmidy pouzZité pro pokusy s DNA vakcinaci byly

konstruovany s pouzZitim p521 plazmidu jako vychozi latky.




86

In wvitro translace DNA vakcinalnich plazmidd s pouzZitim
soupravy Promega

Komercni souprava pouzivajici krali&i retikulocytovy
extrakt k vytvofeni in vitro translatovaného proteinového
produktu plazmidové  DNA, byl dfive Gspésné pouZivéan
v laborato?fi plvodch ke sledovani proteinové exprese z pcDNA
plazmidu kédujiciho nap#. cDNA ovalbuminu. DNA vakcinadéni
plazmidy s my8im IL5 byly p¥idadny k reagenciim ze soupravy
podle standardniho postupu. Ale nékolik pokus detekovat
exprimovany mIL5 materidl na autoradiogramech selhalo, i kdyZ
pozitivni kontroly fungovaly. Vysledky z transfekci COS bund&k
a DNA vakcinace ukazaly, Ze byly exprimovany genové produkty,

takZe puvodci tyto technické problémy dale nezkoumali.

P¥echodnd transfekce COS buné&k DNA vakcina&nimi plazmidy pro
urceni stupné exprese

Aby bylo moiné sledovat uc¢innost transfekce/exprese
plazmidld pouZitych pro DNA vakcinadni pokusy, byl =zaveden
test pfechodné transfekce s pouZitim COS bunék. COS butky
byly oSetfeny trypsinem a naneseny do DMEM média doplné&ného
10% FCS v kultivadénich lahvich T25. Buiiky byly transfekovany
2. den s pouZitim soupravy Dotap (Roche Diagnostics) a
sklizeny 5. den. Tk&novy supernatant, lyzat z celych buné&k
a preparaty bohaté na membrany byly testovidny metodou Western
blotovani, aby se detekoval anti-mIL5 reaktivni expresni
produkt. Anti-mIL5 reaktivni produkt v bunéénYch preparétech
se shodné& pohyboval jako 2 aZ 3 oddélené pésy o velikosti
21 aZ 28 kD p¥i SDS-PAGE, zatimco molekulovad hmotnost (MW)
mILS monomeru pouZitého jako standard (exprimovany v
bakuloviru, R&D Systems) je pouze 15 aZ 18 kD. P¥i pouZiti
nedenaturac¢nich podminek tvorily latky o velikosti 21 az 28

kD dimery, takZe plGvodci maji za to, Ze latka byla mILS5,
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moznd v nékolika odlisné glykosylovanych formach. Vysledky

DNA vakcinace (viz niZe) jasné podporuji tento zavér.

DNA vakcinace my$i s pouZitim my3ich konstruktd IL5 AutoVac

Byla provadéna DNA vakcinaéni studie, aby se vySettilo,
zda protildtkové reakce specifické pro mysSi ILS5 mohou byt
indukovdny imunizaci my3i nahou plazmidovou DNA kédujici 8
odlisnych my$i ILS5 mutant. ProtoZe drive bylo publikovano, Ze
IL5 m4d Glohu v diferenciaci B bunék , bylo nezbytné prokéazat,
e anti-mIL5 autoprotildtky mohou byt tvofeny v mySich a
tolerance B bunék na mIL5 mt@Ze byt poruSena.

Obecné dispozice DNA vakcinadnich pokustd pouZivaji bud
my3i C3H/Hen (H-2¥) nebo my3i Balb/cA (H-2%), 6 a¥ 8 tydnd
staré, rozdélené do skupin po 5 mySich. Ve dnech 0, 14, 28,
42, 62 a 76 byla my3im poddna anestezie pouzivajici
hypnorm/dormicum s.c. a byla jim podéna injekce s expresnimi
plazmidy kédujicimi ovalbumin (kontroly), mILSwt (divoky typ)
nebo testované mIL5 varianty. DNA materidl byl pIipraven s
pouZitim souprav bez endonukledz Endofree GigaPrep (Qiagen) a
rozpudtén v koncentraci 1 pg/ml v 0,15M NaCl nebo 0,15M NaCl
obsahujici 0,1% roztok pfipravku bupivacain. 100 pl 1latky
bylo injikovadno i.d. kaZdé mySi do dolni ¢&&sti hfbetu
rozdéleno do dvou injek&nich mist. PredbéZné vzorky krve byly
ziskédny minus 2. den a vzorky krve v testu byly ziskavany v
tydnech 3, 5, 8 a 1l. Séra byla izolovédna centrifugaci a
uloZena v -20°C aZ do testovani metodou ELISA na reaktivitu
proti purifikovanému ovalbuminu a proteinum mILS5.

Typicky vysledek DNA vakcinaé¢niho pokusu je ukazan na
obr. 4. Podle obecnych dispozic popsanych vySe bylo 40 myS$i
Balb/cA imunizovano kontrolnim plazmidem s ovalbuminem,
plazmidem kédujicim mILSwt nebo plazmidy kédujici mILS
AutoVac varianty mIL5.1 nebo mIL5.5. V tomto experimentu 9 z

9 my3i imunizovanych plazmidem kédujicim ovalbumin vytvofilo
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protilatky proti ovalbuminu, =zatimco u my3i, které dostaly

DNA kédujici mIL5 divokého typu nebo mIL5 variantu, nebyla

indukovana Z&dn& reakce proti ovalbuminu. Injekce plazmidu
kédujiciho mIL5wt nevyvolala anti-mIL5 reakci, zatimco
tolerance B bunék na mIL5 byla porufena u 4 2z 10 mysi

imunizovanych plazmidem mIL5.1 a u 7 z 9 my$i imunizovanych
plazmidovou DNA kédujici mILS.5.

Podstatny vysledek celych sérii DNA vakcinadnich pokust
je shrnut v tabulce uvedené niZe. Po&et reagujicich jedincu
v imunizadni skupiné byl odlisny mezi rlznymi konstrukty mILS5
AutovVac a byl =zavisly na mIL5.2

kmenu my3i. Konstrukt

AutoVac byl zreteln& lepSi neZ dalsi varianty, byl schopen
indukovat anti-mIL5 protildtkovou reakci u obou kmend my$i s
(p820)

stupen exprese v COS transfekdnim testu.

penetranci 100 %. Tento plazmid také mél nejvyssi

DalSim prikladem ke zdiraznéni byla jasnad MHC restrikce
pozorovand p¥ri pouZiti plazmidové DNA kdédujici mIL5.4 djako
imunogenu. Zatimco pouze 1/10 my3i C3H/Hen odpovid4 na DNA
vakcinu, reagovalo 9 z 10 my3i Balb/cA. Opa&ny jev (i kdyZ ne

tak z¥etelny)

byl pozorovan u konstruktu mIL5.6. DNA vakcina

mIL5.2 se ale zdé&la byt imunogenni v&eobecné.

OVAwt-pVax mILS5wt- mIL5.1- mILS5.2~ mIL5.9-
PcDNA pcDNA pcDNA pcDNA

Balb/cA 28/28 0/28 4/10 9/10 9/10
C3H/Hen 29/29 0/30 3/10 10/10 1/10

mILS5.5- mILS.6- mIL5.7- mILS5.12- mIL5.13-

PCcDNA PCDNA pcDNA pCcDNA PCcDNA
Balb/cA 7/9 0/10 2/10 0/10 0/10%*
C3H/Hen 5/10 6/10 2/10 2/10 2/10%
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Souhrn vysledkd DNA vakcinace 280 my3i. 6 my3i zemfelo
v prub&hu pokusu z divodd nesouvisejicich s G&inky DNA
oCkovani. PoC¢et reagujicich jedincu (s vysokymi nebo
st¥ednimi anti-mIL5 titry) je ukdzdn ve vztahu k celkovému
poc¢tu mys$i v kazdé imunizaéni skupiné. *) vzorky krve
ziskdny v den 55. V8echny daldi vzorky krve byly ziskdny v
den 77.

Dalsi vlastnosti stojici za zminku byla tendence mIL5
variant s cizorodym epitopem pomocného T lymfocytu vloZenym
do mILS5 klic¢ky 1 k tomu, Ze byly silnéjsi DNA vakcinadni
imunogeny, neZ varianty s epitopem pomocného T lymfocytu
vloZenym v kli¢ce 3. To by mohlo byt zplUsobeno relativné
vysokym stupném exprese. Jedind testovand varianta kli&ky 2,
mIL5.4-pcDNA, byl silnym imunogenem pouze pro kmen Balb/cAa,

jak bylo uvedeno vyse.

Dalsi charakterizace protilatkovych reakci indukovanych DNA
oCkovanim

Experimenty s testem ELISA byly nastaveny tak, aby se
urc¢ilo, zda by mohly byt protildtky specifické pro vloZeny
epitop pomocného T lymfocytu detekovany u anti-mIL5
pozitivnich my3i. V  kazZdé imunizaéni skupin& byla sloudena
séra z anti-mIL5 pozitivnich my$i a testovdna na reaktivitu
proti P2 nebo P30 peptidim, které byly imobilizovany na
AquaBind mikrotitra&ni desticky. Antiséra indukovand DNA
vakcinaci proti mIL5.2 u obou mySich kmend nepochybné
obsahovala reaktivitu proti vloZenému P30, =zatimco Zadnéa
dalsi antiséra nebyla s P2 nebo P30 reaktivni. To bylo
pravdépodobné spojeno s vysSimi protilatkovymi titry a
penetranci, coZ bylo obecné pozorovano u mIL5.2 DNA
vakcina¢niho konstruktu. Je nutné se zminit, Ze s pouZitim

tohoto nastaveni testu ELISA byli plvodci schopni detekovat

anti-P2 reaktivitu v antiséru indukovanou proti mIL5.1.
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Pozitivni anti-mIL5 sloudené antisérum z DNA oCkovanych
my$i bylo také testovano v kompetitivnim testu ELISA na svou
schopnost inhibovat interakci mezi rozpustnym nativnim my$im
115 a monoklonadlnimi protilatkami TRFK4 nebo TRFKS, coZz jsou
ob& neutraliza&ni protilatky. Sériova Yed&ni anti-mILS
sloudenych antisér byla preinkubovana s rozpustnym nativnim
mIL5 a vzorek byl p¥iddn k ELISA destidkém potaZenym
zdchytnou protilatkou TRFKS. Navédzany my3i IL5 (ktery nebyl
absorbovan antiséry) byl dale vizualizovan s pouZzitim vrstvy
biotinylovaného TRFK4, a pak streptavidinu znaceného kIenovou
peroxidazou. Ne v3echna anti-mILS pozitivni antiséra
indukovanéd DNA vakcinaci mohla inhibovat interakci mezi
rozpustnym mIL5 a TRFK4 nebo TRFK5. Antisérum s nejvyssi
TRFK9/5 inhibiéni schopnosti  bylo z  my3i C3H/Hen
imunizovanych DNA kédujici mILS5.2. Nebylo testovéno, zda
pozordvané rozdily v inhibici byly pZimo tum&rné titracnim
rozdilim nebo byly spojeny s jemnou specificnosti riznych
antisér. Nejpravdépodobné&ji to byla kombinace téchto dvou

faktoru.

7vifeci model eosinofilie u my$i imunizovanych mIL5 AutoVac
DNA

40 DNA o&kovanych my3i bylo vybrano pro testovani ve
‘zvifecim modelu cosinofilie: 10 my3i Balb/cA imunizovanych
DNA mIL5wt, 10 my%i Balb/cA imunizovanych DNA mIL5.2, 10 my3i
C3H/Hen imunizovanych DNA mIL5wt a 10 mysi C3H/Hen

imunizovanych DNA mIL5.2. kaZdé z t&chto mydi byl podavan

senzibilizadni/podnétovy rezim s ovalbuminemn, aby se
indukovala eosinofilie. MySi byly senzibilizovany
subkutannimi injekcemi 50 pg ovalbuminu (ovay v 0,9%

fyziologickém roztoku smichaném v pom&ru 1:1 s Adjuphos
jednou tydné po tii tydny. Ctyfi dny po posledni OVA

senzibilizaci byly my3i podnécovany intranazalné s 12,5 Hg
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OVA v 0,9% fyziologickém roztoku kazdy druhy den do celkového
poc¢tu 3 podné&ttl. Tekutina z bronchoalveoldrni lavaze (BALF)

byla sbirédna jeden den po posledni senzibilizaci kanylaci

trachey a promytim lumina dychacich cest s 1 ml PBS.

PribliZné 30 000-60 -000 bund&k BALF bylo stoleno na
podloZnich sklidkdch v 1500 rpm po dobu 20 minut. Sklicka
byla usuSena pfes noc a barvena 2,5 minuty s May-Grunwaldovym
barvivem (Sigma), promyvéna 4 minuty ve fyziologickém roztoku
pufrovaném trisem, barvena 20-30 minut s Geimsovym barvivem
(1:20 s ddH;0, Sigma) a kratce opldchnuta ddH,0. Obarvena
sklicka byla suSena pf¥es noc a typy bun&k byly identifikovany
s pouZitim sv&telného mikroskopu. Na kazdém sklidku bylo
poc¢itadno pfibliZn& 100 aZ 200 bundk a pro kazdou my$ byla
poc¢itana 3 sklic¢ka. Podty eosinofild byly vyjad¥eny jako
poCet eosinofill na 100 podéitanych bun&k. U my3i C3H/Hen
oCkovanych DNA mIL5.2 byla indukce plicni eosinofilie
vyznamn& down-regulovdna ve srovnani se skupinou ockovanou
DNA mILSwt divokého typu (mIL5.2 DNA: 14,6 + 8,9 eosinofilt
na 100 bunék, mIL5wt DNA: 51,1 * 9,9 eosinofildt na 100
bunék). Ale u kmene Balb/cA nebyl Zadny vyznamny rozdil
v poctech eosinofil®l mezi imunizadnimi skupinami (mIL5.2 DNA:
23,3 £ 6,8 eosinofil® na 100 bunék, mILS5wt DNA: 27,7 + 9,3
eosinofild na 100 bun&k). MoZné vysvé&tleni je, Ze my3i
Balb/cA jsou na model pouze slab& citlivé. To bylo
podporovano daty 2z testu anti-ovalbumin ELISA, wukazujicimi,
Ze jeden tyden pfed odbé&rem BALF byly anti-ovalbuminové titry
v séru my$i Balb/cA nizsi neZ v séru my3i C3H/Hen. Bylo
publikovano, Ze podkmen Balb/cJ je citlivy v modelu OVA

senzibilizace/podnét.
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Priklad 20

Studie vakcinace proteinem

My$§i Balb/c J byly dimunizovény my3im IL5 (mIL5)
proteinem a podrobeny  modelu s intranaz&lnim podanim
ovalbuminu, ktery indukuje eosinofily v plicich oSet¥enych
my3i. Oba UniHis-mIL5 a UniHis-mIL5.1 proteiny indukovaly
protilatky, které =zk#iZen& reagovaly s mIL-5 tvoXenym v
buikdch sf9 od firmy R&D Systems. Model eosinofilie
indukoval vysoké podty eosinofil®ti v OVA kontrolni skupiné a
UniHis-mIL5.1 skupiné, zatimco  podty eosinofild byly
redukovédny Jjak v PBS skupin&, tak v UniHis-mIL5 skupinég.
Tento vysledek vedl plvodce k tomu, Ze m&li za to, Ze mohly

byt slouceny.

Material a metody

UniHis-mIL-5 E1320 a E01397
UniHis-mIL-5.1 E01337 a E01396
Imunizace

6-8 tydnl staré samice my3i Balb/c J (M&B) byly
imunizovény bud s 1) ni&im, 2) PBS, 3) UniHis-mIL5 nebo 4)
UniHis-mIL5.1 v kompletnim Freundové& adjuvans (CFA, Sigma) a
upominany 3 krdt v  intervalech t¥i tydna antigenem
v nekompletnim Freundové adjuvans (IFA, Sigma). Séra byla
sbirana a testovdna testem ELISA 10 dn po kaZdé upominaci
davce.

Testy ELISA

Anti-UniHis-mIL5 ELISA
Séra byly ziskdna 32. den (krevni vzorek 1) a 54. den
(krevni wvzorek 2) po 2 a 3 imunizacich, v daném poradi.

Polystyrenové mikrotitraéni destic¢ky (Maxisorp, Nunc) byly
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potaZzeny purifikovanym HIS-mILS5wt (0,1 pg/jamku, EI1320).
Reaktivity nafedé&nych sér priddvanych do jamek byly
vizualizovény S pouZitim kozi anti-mysi sekundarni
protiladtky. Hodnoty ode&iténi  OD490 kontrolnich sér =z my3i
imunizovanych PBS ve Freundové adjuvans byly subtrahovany od

hodnot ode&itani OD490 testovanych vzorka.

Anti-mIL5 ELISA

Séra byla ziskana 75. den (krevni vzorek 3).
Polystyrénové mikrotitradni desti¢ky (Maxisorp, Nunc) byly
potazeny se zakoupenym mIL5 (0,1 Mg/jamku, R&D kat. &. 405-
ML). Reaktivity 1:1000 nafedénych sér pfidadvanych do Jjamek
byly wvizualizovadny s pouZitim kozi anti-my8i sekundarni
protilatky. Reaktivita TRFK5 (2 pg/ml) byla vizualizovana s

pouzitim kr4li¢i anti-potkani sekundarni protiléatky.

Kompetitivni ELISA

Red&ni antisér byla preinkubovéna s rozpustnYmIILS po
dobu 1 hodiny a pfidéna na polystyrénové mikrotitradni
destiCky (Maxisorp, Nunc), které byly potaZeny se zachytnou
protiladtkou TRFK5. Navazany mIL5 byl vizualizovadn s pouZitim
biotinylované TRFK4 a kozi anti-mysi sekunddrni protilédtky

znac¢ené HRP.

Anti-P2 ELISA

Sloucené antiséra z HIS-mIL5wt, HIS-mIL5.1 nebo PBS
imunizovanych my3i byla testovdna na reaktivitu proti P2
peptidu v testu ELISA. Specializované mikrotitrad&ni desticky
(AquaBind, M&E Biotech) byly potaZzeny s 0,5 pg/jamku
syntetického P2 peptidu. Reaktivity naredénych sér
pridavanych do jamek byly vizualizovany s pouZitim kozi anti-

my8i sekundadrni protildtky znacené HRP (1:2000, Dako) .
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Anti-UniHis ELISA

Sloucena antiséra z HIS-mILS5wt, HIS-mIL5.1 nebo PBS
imunizovanych my$i byla testovana na reaktivitu proti peptidu
se znackou HIS (UNIZYME) v testu ELISA. Specializované
mikrotitraéni desti&ky (AquaBind, M&E Biotech) byly potaZeny
s 0,5 pg/jamku syntetického peptidu se znadkou HIS.
Reaktivity na¥ed&nych sér pfiddvanych do jamek byly
vizualizovdny s pouZitim kozi anti-my8i sekundarni protilatky

znaCené HRP (1:2000, Dako).

Anti-S; protein pozadi ELISA

Sloucené antiséra z HIS-mIL5wt, HIS-mILS5.1 nebo PBS
imunizovanych my%i byla testovana na reaktivitu proti
prepardtu S pozadi v testu ELISA. Polystyrénové
mikrotitradéni destidky (Maxisorp, Nunc) byly potaZeny s 0,1
fg/jamku prepardtu S, pozadi. Reaktivity na¥ed&nych sér
pfidavanych do jamek byly vizualizovény s pouZitim kozi anti-

mySi sekundérni protilatky zna&ené HRP (1:2000, Dako).

Anti-BSA ELISA
Sloucenéa antiséra z HIS-mIL5wt, HIS-mIL5.1 nebo PBS
imunizovanych my3i byla testovdna na reaktivitu proti BSA

v testu ELISA. Polystyrénové mikrotitrad&ni desticky

(Maxisorp, Nunc) byly potaZeny s 10 pg/jamku BSA (Intergen).

Reaktivity natedé&nych sér pfidavanych do Jjamek byly

vizualizovany s pouZitim kozi anti-mySi sekunddrni protildtky

znacené HRP (1:2000, Dako).

Model eosinofilie
My3i Balb/c J  byly senzibilizovany subkutdnnimi
injekcemi 50 pg ovalbuminu (OVA) v 0,9% fyziologickém roztoku

smichaném v poméru 1:1 s Adjuphos jako alumovym adjuvanciem.
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OVA imunizace byly opakovéany jednou tydné po dobu &ty¥ tydnu.
Jeden tyden po posledni OVA senzibilizaci byly mysi
podnécovény s 12,5 ug OVA v 0,9% fyziologickém roztoku
intranazadlné kaZdy druhy den do celkového podtu 3 podnétu.
Tekutina z bronchoalveolédrni lavase (BALF) byla sbiréna Jjeden
den po posledni senzibilizaci kanylaci trachey a promytim
lumina dychacich cest s 1 ml 0,9% fyziologického roztoku nebo

PBS.

BAL znaceni

PfibliZné 30 000-60 000 buné&k BALF bylo stoleno na
podloZnich sklickdch v 1500 rpm po dobu 20 minut. Sklicdka
byla usuSena p¥es noc a barvena 2,5 minuty s May-Grunwaldovym
barvivem (Sigma), promyvana 4 minuty v TBS, barvena 20-30
minut s Geimsovym barvivem (1:20 s ddH,0, Sigma) a kratce
oplachnuta ddH,0. Obarvenid skli&ka byla suSena p¥es noc a
typy bunék byly identifikovany s pouzitim sv&telného
mikroskopu. Na kaZdém skli&ku bylo politano pfibliZn& 100 az

200 bun&k a pro kaZdou my3 byla pociténa 3 sklicdka.

Vysledky

Detekce anti-mIL5 protilétek

Byla provadéna série experimentl ELISA, aby se
zkoumalo, zda protiladtkové reakce specifické pro my3i IL5
byly indukovdny u mys3i imunizovanych s proteiny HIS-mIL5wt a
HIS-mIL5.1. Zaprvé bylo zjistovéno, zda protilatky proti
HIS-mILSwt imunizaénimu matriidlu byly vyvolany testovanim
Fedéni antisér =z jednotlivych my3i na destidkdch ELISA
potaZenych s materidlem HIS-mIL5wt. Bylo zjisténo, Ze jiz v
prvnim krevnim vzorku vyvinuly vSechny myS$i protilatkovou

reakci s vysokymi titry proti HIS-mIL5wt (E1320, exprimovan
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Drosophila 8, butikami a purifikovan), ktera byla odhadem

% CistAa.

pfibliZiné z 95
Tento vysledek neni pevnym potvrzenim toho, Ze antiséra

zkfiZen& reaguji s my3im IL5. P¥i té&chto dispozicich mohla

byt také detekovidn reaktivita proti nelistotdm z Drosophila

Sz bunék, S; médiu (které obsahuje nap¥. BSA z fetdlniho

teleciho séra, znalku HIS, a také denaturované mIL5 epitopy B
lymfocytd). Aby se prokdzalo, %e indukované protilatky
obsahuji reaktivity proti nativnimu mySimu IL5, byla séra
testovana na destidkach ELISA potaZenych s mIL5 zakoupenym od
Tato 1latka 405-~-ML)

HIS,

~

firmy R&D Systems. (R&D kat. &.

Jje

biologicky aktivni, neobsahuje Z&dnou =znad&ku je

exprimovdna v systému bakuloviru Sf21,

(97 %)

je také velmi <&isté

a miZe byt zakoupena bez proteinového nosi&e (BSA).

SlouCend séra z obou imuniza&nich skupin

mIL5,
To bylo
testovani sér z krevnich vzorka 3 ziskanych 75. den, 11 dnt

2

reagovala s

destilkami ELISA potaZenymi zakoupenym zatimco séra =z

my$i imunizovanych PBS nereagovala. ukdzano pri

po 4. imunizaci, ale také séra =z krevniho vzorku 1 a

reagovala se zakoupenym mIL5 p¥i podbbném nastaveni testu.
Aby se vylouc€ily signdly ze zk¥iZené reakce s nosicem .BSA,
byly experimenty opakovany pro krevna vzorky 1 a 2 s pouZitim
verzi bez nosie zakoupeného mIL5 a pufrtt ELISA bez BSA a
stale byly pozorovany vysoké reakce anti-mIL5.

Aby se dale potvrdilo, Ze indukovand antiséra zk¥iZené

reagujli s nativnim mIL5, byl sestaven kompetitivni test
ELISA. Tento test ELISA testoval schopnost odli&nych antisér
inhibovat interakci mezi rozpustnym nativnim my$im IL5 a

monoklondlnimi protiiétkami TRFK4 nebo TRFKS5, které jsou obé&

neutralizaéni protildtky. Sériovd redéni slouc¢enych antisér

byla preinkubovéna s rozpustnym nativnim mIL5 a vzorky byly

pridan na destidky ELISA potaZené zdchytnou protilatkou

TRFK5. Navézany mysi ILS5 (ktery nebyl absorbovan antiséry)
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byl d&le vizualizovan s pouzitim vrstvy biotinylované TRFK4,
a pak streptavidinem zna&enym kfenovou peroxiddzou. Jako
kontroly bylo zahrnuto anti-mIL5 pozitivni a anti-mILS
negativni antisérum z DNA oCkovanych my3i. Bylo prokdzano, Ze
antiséra my3i imunizovanych jak HIS-mIL5wt, tak HIS-mIL5.1
mohou inhibovat interakci mezi rozpustnym mIL5 a TRFK4 nebo
TRFKS5.

Na zakladé vySe wuvedeného bylo uzavfeno, Ze mIL5
specifické autoprotilatky byly indukovany u mysi
imunizovanych bud s HIS-mIL5wt nebo HIS-mIL5.1 proteinovymi
pfipravky (u 100 % testovanych my$i). Jinymi slovy, tolerance
B lymfocytd na mIL5 m@%e byt porusena pfi pouZiti
rekombinantnich verzi zna&enych HIS jak divokého typu, tak
mySiho IL5 AutoVac. Pravdépodobné vysvé&tleni pozorovani, :Ze
tolerance B lymfocytd je porudena k protein divokého typu je,
Ze znaCka HIS u té&chto my$i funguje jako "cizorody"
imunogenni epitop pomocného T lymfocytu. Dal3im vysvé&tlenim
by mohlo byt, Ze kompletniho Freundova adjuvans rudi
toleranci B lymfocyt na mILS. Tyto hypotézy mohou byt
testovany s pouZitim antigent neznaCenych HIS a/nebo s
alternativnim mén& silnym adjuvans, jako je napfiklad

AdjuPhos.

Dalsi charakterizace protiléatkovych reakci u my3i
imunizovanych s proteiny mIL5 AutoVac

ELISA experimenty byly nastaveny tak, aby urc¢ily, zda
protilatky specifické pro vloZeny epitop pomocného T
lymfocytu mohou byt detekovany v sérech myS$i imunizovénYch
proteinem mIL5. Pro kaZdou imunizad&ni skupinu byla sloucena
antiséra (krevni vzorek 2) a testovéna na reaktivitu proti
syntetickému P2 peptidu, ktery byl imobilizovan na
mikrotitra&nich destidkdch AquaBind. Antisérum anti-HIS-~

mIL5.1 obsahovalo reaktivitu proti vloZenému P2 peptidu,
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zatimco ani anti-HIS-mIL5wt nebo anti-PBS/CFA s peptidem
nereagovalo.

Bylo také testovano, zda antiséra anti-HIS-mILwt a
antiHIS-mIL5.1 obsahovala reaktivitu proti 15-merni =znadce
HIS (UNIZYME znalka HIS, sekv. id. &. 25), kterd byla
fuzovadna k N-koncové &&sti jak divokého typu, tak proteint
mIL5 AutoVac. Peptid byl syntetizovan a kovalentné&
imobilizovdn na mikrotitradni desticky AquaBind a slou&ena
antiséra z kaZdé imunizaé&ni skupiny (krevni vzorky 1, 2 a 3)
byla testovdna na reaktivitu proti navizanému peptidu.
Antiséra ze v3ech my3i imunizovanych proteinem reagovala se
syntetickym peptidem se zna&kou HIS.

Bylo také testovédno, zda antiséra anti~HIS-mIL5wt a
anti-HIS-mIL5.1 byla reaktivni se slo¥kami S2 Drosophila
bunék nebo kultiva&niho média. Destic¢ky ELISA potaZené BSA
(hlavni sloZka média) nebo preparatem S, pozadi (vytvofenym
podrobenim kultivadniho supernatantu z Her? exprimujicich
Drosophila S; bun&k purifikadnimu schématu podobnému mIL5
purifikaénimu postupu). Vysledky té&chto analyz prokédzaly, Ze
zatimco anti-BSA reakce byly velmi nizké, reakce s materidlem

Sz pozadi byly vyrazné.

Polty eosinofil®i v BALF

Aby se ur¢ilo, zda protildtky anti-IL5 u oC¢kovanych my3i
mohou down-regulovat in vivo aktivitu IL5, indukovali puvodci
eosinofilii z&vislou na IL5 v plicich oCkovanych mys1i.
Eosinofily byly indukovidny podn&covanim senzibilizovanych
mysi intranazdlné& s OVA. Vysoké poCty eosinofilli byly
indukovény u kontrolnich OVA my3i a my$i o&kovanych s UniHis-
mIL5.1, ale ne u my3i o&kovanych Uni-His-mIL5 nebo PRS.
Neshoda poctu eosinofild@ mezi kontrolnimi skupinami (OVA a
PBS) a experimentdlnimi skupinami (UniHis-mIL5 a UniHis-

mIL5.1), a pozitivni vysledky od DNA oCkovanych my3i uvedené
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vySe vedly puvodce k tomu, Ze skupiny mohly byt zaménény. Ale
Zadné pokusy k prtkazu zamény nepodpofily tuto interpretaci.

Ockovani proteiny byly opakovdny v identickém nastaveni, aby

se tato neshoda objasnila.

Diskuse

Schopnost obou proteind UniHis-mIL5 a

indukovat protilatky, které zkiisend reaguji s my8im IL5

divokého typu byla jasné& prokdzéna. Zdali schopnost proteinu

UniHis~mIL5 obejit imunologickou toleranci byla zplsobena
znatkou UniHis nebo z nékterého dal3iho divodu (nap¥. CFA
adjuvans) zbyvad ové¥it. Je pfekvapivé pozorovat, Ze pouze

konstrukt UniHis-mIL5 byl schopen down-regulovat endogenni in
vivo aktivitu mIL5 v modelu eosinofilie. Tato neschopnost
antiséra vytvofeného p#¥i vakcinaci proteinem UniHis-mIL5.1
inhibovat eosinofilii a jeho schopnost inhibovat eosinofilii
prostfednictvim DNA od&kovani svédeéi pro to, Ze se v tomto
pokuse mohla objevit technickd chyba. To by také podporovalo
neobvyklé zjiSténi, Ze vakcinace PBS inhibovala eosinofilii.
Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni je, Ze tyto dvé& skupiny (PBS a

UniHis-mIL5.1) byly prohozeny.
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SEZNAM SEKVENCT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

115

PRT

Homo sapiens

Disulfid

(44)
Meziteté&zcova
c.: 1

Disulfid
(86)
Mezifeté&zcovl

»

¢c.: 1

1

Ile Pro Thr Glu Ile Pro

1

5

Leu Leu Ser Thr His Arg

20

Ile Pro Val Pro Val His

35

Phe Gln Gly Ile Gly Thr
50

Val Glu Arg Leu Phe Lys

65

70

Gly Gln Lys Lys Lys Cys

85

Leu Asp Tyr Leu Gln Glu

100

Ile Glu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

115

2
126
PRT

103

disulfidovd vazba k Cys-86 ze sekv. id.

disulfidovad vazba k Cys-44 ze sekv. id.

Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
10 15

Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
25 30.

Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
40 45

Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Giy Gly Thr
55 60 -

Asn Leu Sexr Leu Ile Lys'Lys Tyr Ile Asp
75 80

Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe
90 85

Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile
105 110

Umé&la sekvence

Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu




(X ) e
L] . e .
LR J L4
L] [ ] L]
* ] [ ]
(XX X ) "e
104
<220>
<221> Mutagen
<222> (32)..(46)
<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.:
<220>
<221> Podobna
<222> (1)..(86)
<223> Identickd se zbytky 1-86 ze sekv. id. c.: 1
<220>
<221> Podobnéa
<222> (102)..(126)
<223> Identickd se zbytky 91-115 ze sekv. id. &.: 1
<400> 2
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15
Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30
Ile "Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Tle Lys Lys Tyx Ile Asp
65 70 75 80
Gly 6ln Lys Lys Lys Cys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile
85 90 85
Gly Ile Thr Glu Leu Arg Arg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln
100 105 - 110
Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Iléeé Glu Ser
115 120 125
<210> 3
<211> 118
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223>

<220>

23)

Popis umé&lé sekvence: humanni ILS5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

<221> Mutagen

<222>

(32) .. (46)




105

~

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.:

<220>
<221> Podobna
<222> (1)..(31)

<223> Identickd se zbytky 1-31 ze sekv. id.

<220>
<221> Podobna
<222> (47)..(118)

<223> Identicka se zbytky 44-115

<400> 3

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu

1 5

10

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu lLeu Ile

20

25

) *
Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly

35

Glu Glu Ile Phe Gln Gly Ile
50 55

Gly Gly Thr Val Glu Arg Leu
65 70

Tyr Ile Asp Gly Gln Lys Lys
85

Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu
100

Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115

<210> 4
<211> 124
<212> PRT
<213> Um&la sekvence

<220>

40

Gly Thr

Phe Lys

Lys Cys

Gln Glu
105

Leu
Asn
Gly

90

Phe

ze

val

Ala

lle

Glu

Leu

75

Glu

Leu

sekv.

Lys Glu
Asn Glu

Thr Glu
45

Ser Gln
60
Ser Leu

Glu Arg

Gly val

c.: 1

id.

Thr Leu Ala
15

Thr Leu Gln
30

Leu Cys Thr
Thr Val Gln
Ile Lys Lys

80

Axrg Arg Val
95

Met Asn'Thr
110

Q¢
=

23)

<223> Popis umé&lé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

<220>
<221> Mutagen
<222> (59)..(73)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu

<220>
<221> Podobnéa

(sekv

id. ¢&.:

23)




<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(1)..(58)

Identicka se zbytky 1-58 ze sekv. id.

Podobné
(74)..(124)

106

Identickd se zbytky 65-115 ze

4

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr

1

5

Leu Leu Sexr Thr His Arg Thr

20

Ile Pro Val Pro Val His Lys

35

Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu
50 55

Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr

65

70

®

Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr

85

- Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn

100

Leu Gly Val Met Asn Thr Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

115

5

124

PRT

Uméla sekvence

Ser Ala
Leu Leu
25

Asn His
40

Glu Ser
Glu Leu
l1le Asp
Gln Phe

105

Trp lle
120

Leu Val
10

Ile Ala
Gln Leu
Gln Gln
Val Glu

75

Gly Gln
90

Leu Asp

Ile Glu

sekv.

Lys

Asn

Cys

Tyr

60

Arg

Lys

Tyxr

Ser

Glu

Glu

Thr

45

Ile

Leu

Lys

Leu

c.: 1

Thr Leu Ala
15

Thr Leu Arg
30

Glu Glu Ile
Lys Ala Asn
Phe Lys Asn

80

Lys Cys Gly
95

Gln Glu Phe
110

Popis umé&lé sekvence: huménni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

Mutagen
(86)..(100)

P

Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.:

Podobnéa
(1)..(85)

Identickd se zbytky 1-85 ze sekv. id.

c.: 1

23)
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107
<221> Podobnéa
<222> (101)..(124)
<223> Identickd se zbytky 90-115 ze sekv. id. &.: 1
<400> 5
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15
Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thxr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 80
Gly Gln Lys Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Serx Lys Phe Ile Gly
85 90 85
Ile Thr Glu Leu Arg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe
100 10S 110
Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115 120
<210> o
<211> 126
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu
<220>
<221> Mutagen
<222> (110)..(124)
<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 23)
<220>
<221> Podobné
<222> (1)..(109)
<223> Identickd se zbytky 1-109 ze sekv. id. &.: 1
<220>
<221> Podobna
<222> (125)..(126)
<223> Identickd se zbytky 114-115 ze sekv. id. &.: 1
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<400> 6

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu
1 5 10

Thr Leu Ala
15

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu

Thx Leu Arg
20 25

30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr
35 40 45

Glu Glu lle

Phe Gln Gly Xle Gly Thr Leu Glu Ser Glm Thr Val Gln
50 55 60

val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys
65 70 5

Gly Gly Thr

Tyr Ile Asp

80

Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe
85 90 95

Leu Asp Tyxr Leu

Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Gln Tyr Ile
100

105 110
Lys Ala Asn Ser

Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Glu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

115

7

132

PRT

Uméld sekvence

120

125

Popis umélé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanickéhc toxoidu

Mutagen
(87)..(107)

Epitop P30 tetanického toxoidu

Podobné
(1)..(86)

Identickd se zbytky 1-86 ze sekv. id.

Podobné
(108)..(132)

(sekv.

Identickd se zbytky 91-115 ze sekv. id.

id. ¢&.:

c.:

24)

c.: 1
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<400> 7

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
2 5 10 15

Leu Leu Ser Thr His Axrg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45

Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60

Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn lLeu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 8O

Gly Gln Lys Lys Lys Cys Phe Asn Asn Phe Thr Val Sexr Phe Trp Leu
85 90 95

Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Axg RArg Val Asn Gln
100 105 110

Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp
115 120 125

Ile Ile Glu Ser
130

<210> 8

<211> 124

<212> PRT

<213> Umé&ld sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (32)..(52)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 24)

<220>

<221> Podobné

<222> (1)..(31)

<223> Identickd se zbytky 1-31 ze sekv. id. &.: 1

<220>

<221> Podobnéa

<222> (53)..(124)

<223> Identickd se zbytky 44-115 ze sekv. id. &.: 1
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<400> 8

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Phe
20 25 30

Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala
35 40 45

-

Ser His Leu Glu Cys Thr Glu Glu Ile Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu
50 55 60

Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn
65 70 5 BO

Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly
85 S0 95

Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe

100 105 110
Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115 120
<210> 9
<211> 130
<212> PRT

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (59)..(79)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 24)

<220>

<221> Podobna

<222> (1)..(58)

<223> Identickd se zbytky 1-58 ze sekv. id. &.: 1

<220>

<221> Podobnéa

<222> (80)..(130)

<223> Identick& se zbytky 65-115 ze sekv. id. &.: 1




111
<400> 9
Ile Pro Thr Glu Xle Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15
Leu Leu Ser Thr His Arg Thx Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45
Fhe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Phe Asn Asn Phe Thr Val
50 55 60
Ser FPhe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Vval
65 70 75 g0
Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Gly
85 90 95
Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Axg Arg Arg Val Asn Gln Phe Leu
100 105 110
Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile
115 120 125
Glu Ser
130
<210> 10
<211> 132
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanického toxoidu
<220>
<221> Mutagen
<222> (110)..(130)
<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. &.:
<220>
<221> Podobna
<222> (1)..(129)
<223> Identickd se zbytky 1-129 ze sekv. id. &.: 1
<220>
<221> Podobna
<222> (131)..(132)
<223> C

Identickd se zbytky 114-115 ze sekv. id. &.: 1

24)
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<400> 10
Iié—Pz;-Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15
Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn HEis Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 €0 :
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 80
Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe
85 S0 95
Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Phe Asn Asn
100 105 110
Phe Thr Val Sex Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val "Ser Ala Ser His
115 120 125
leu Glu Glu Ser
130
<210> 11
<211> 41
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopy P2 a P30 tetanického toxoidu
<220>
<221> Mutagen
<222> (86)..(100)
<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 23)
<220>
<221> Mutagen
<222> (119)..(139)
<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 24)
<220>
<221> Podobné
<222> (1)..(85)
<223> Identicka se zbytky 1-85 ze sekv. id. &.: 1

<220>
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<221> Podobné
<222> (101)..(118)
<223> Identickd se zbytky 92-109 ze sekv. id. &.: 1

<220>

<221> Podobna

<222> (140)..(141)

<223> Identicka se zbytky 114-115 ze sekv. id. &.: 1

<400> 11

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
: 20 25 30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45

Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60

Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 80

Gly Gln Lys Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly
85 90 95

Ile Thr Glu Le=u Arg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe
100 105 110

Leu Gly Val Met Asn Thr Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu
115 120 125

Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Glu Ser
130 135 140

<210> 12

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Disulfid

<222> (42)

<223> Mezifreté&zcova disulfidova vazba k Cys-84 ze sekv. id.

c.: 12

<220>

<221> Disulfid

<222> (84)

<223> MeziYetézcova disulfidova vazba k Cys-42 ze sekv. id.

c.: 12




<400>

114

12

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu Leu

1

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu

5 10 15

v
H
[»]

20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln

35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Met

50 55 60

Axrg Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln

65

70 75 80

Glu Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp

85 90 95

Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Sex Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile Glu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

100 105 110

13

124

PRT

Umé&la sekvence

Popis umé&lé sekvence: mysi IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

Mutagen
(85)..(99)
Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 23)

Podobné
(1)..(84)
Identickd se zbytky 1-84 ze sekv. id. &.: 12

Podobna
(100) .. (124)
Identickd se zbytky 89-113 ze sekv. id. &.: 12
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<400> 13

ﬁe-t;'él:z-lle Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu lLeu
1 5 10 - : 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Met
50 55 60

Arg Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln
65 70 75 80

Glu Lys Lys Cys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile
85 90 85

Thr Glu Leu Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gin Glu Phe
100 105 110

Leu Gly Ser Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile Glu Gly
115 120

<210> 14

<211> 116

<212> PRT

<213> Umé&léa sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (30)..(44)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 23)

<220>

<221> Podobné

<222> (1)..(29)

<223> Identick& se zbytky 1-29 ze sekv. id. &.: 12

<220>

<221> Podobnd

<222> (45)..(11l6)

<223> Identickd se zbytky 42-113 ze sekv. id. &.: 12




<400>

116

14

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu leu

1

] 10 is5

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Gln Tyr Ile

20 25 30

Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Cys Ile Gly Glu

35 40 45

Ile Phe Gln Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly

50 55 60

Thr Val Met Arg Leu Fhe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile

65

70 75 8C

Asp Arg Gln Glu Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln

85 S0 95

Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Ser Met Asn Thr Ala Ala

100 105 110

Ile Ile Glu Gly .

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

115

15

122

PRT

Uméla sekvence

Popis umé€lé sekvence: myS3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

Mutagen
(57)..(71)
Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. ¢&.: 23)

Podobnéa
(1)..(56)
Identickd se zbytky 1-56 ze sekv. id. ¢&.: 12

Podobnéa
(72)..(122)
Identickd se zbytky 63-113 ze sekv. id. &.: 12

ceee e
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<400> 15

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thx Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys
50 55 60

Phe Ile Gly Xle Thr Glu Leu Val Met Arg leu Phe Gln Asn Leu Ser
65 70 75 80

Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln Glu Lys Lys Cys Gly Glu Glu
85 90 85

Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly
100 105 110

Ser Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile Glu Gly
115 120

<210> 16

<211> 122

<212> PRT

<213> Umeéléa sekvence

<220>
<223> Popls umélé sekvence: myS$Si IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (84)..(98)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. ¢&.:

<220>

<221> Podobnéa

<222> (1)..(83)

<223> Identickd se zbytky 1-83 ze sekv. id. &.: 12

<220>

<221> Podobné

<222> (99)..(122)

<223> Identickéd se zbytky 90-113 ze sekv. id. &.:

(KX RJ

23)

12
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<400> 16

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr leu Ala Leu Leu

1

5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro

20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn Eis Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln

35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Met
50 55 €0

Arg Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln

€5

70 75 80

Glu Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr

<210>
<211>

85 S0 85
Glu Leu Arg Thr Arg Glm Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly
100 105 110
Ser Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile Glu Gly
115 120

17

124

PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Uméléd sekvence

Popis umé&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem P2 tetanického toxoidu

Mutagen
(108)..(122)
Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 23)

Podobnéa
(1)..(107)
Identickad se zbytky 1-107 ze sekv. id. ¢.: 12

Podobnéa
(123)..(124)
Identickad se zbytky 112-113 ze sekv. id. ¢.: 12
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<400> 17

Met Glu lle Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15

Ser Pla His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg lLeu Pro
20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Rrg Gly Gly Thr Val Met
50 55 60

Arg Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln
€5 70 15 80

Glu Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp
85 90 95

Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Ser Met Asn Thr Gln Tyr Ile Lys Ala

100 105 110
Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Glu Gly
115 120
<210> 18
<211> 130
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekverice: my$8i IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (85)..(105)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 24)

<220>

<221> Podobna

<222> (1)..(84)

<223> Identickd se zbytky 1-84 ze sekv. id. ¢.: 12

<220>

<221> Podobné

<222> (106)..(130)

<223> Identicka se zbytky 89-113 ze sekv. id. &.: 12
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<400> 18
Met Glu Ile Pro Met Ser Thr val Val Lys Glu Thr Leu Ala leu Leu
1 S 10 15
Ser Ala His Arg Ala leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30
Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45
Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Met
50 55 €0
Arg Leu Fhe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln
65 70 75 : 80
Glu Lys Lys Cys Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val
85 S0 85
Pro Lys Val S=r Ala Ser His Leu Glu Arg Arg Thxr Arg Gln Phe Leu
100 105 110
Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Ser Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile
115 120 125
Glu Gly
130
<210> 19
<211> 122
<212> PRT
<213> Umé&lé sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: myS$i IL5 modifikovany
substituci s epitopem P30 tetanického toxoidu
<220>
<221> Mutagen
<222> (30)..(50)
<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. &.: 24)
<220>
<221> Podobné
<222> (1)..(29)
<223> Identickd se zbytky 1-29 ze sekv. id. ¢&.: 12
<220>
<221> Podobnéa
<222> (51)..(122)
<223> Identickd se zbytky 42-113 ze sekv. id. ¢.: 12




Ser Thr
Leu Leu
Trp leu
Glu Ile

55

Gly Thr
70

Ile Asp

Gln Phe

Ala Ile

Val Val

Thx Ser
25

Arg Val
40

Phe Gln
Val Met
Arg Gln
Leu Asp

105

Ile Glu
120

121

Lys

Glu

10 -

Asn

Pro

Gly

Axg

Glu

S0

Tyr

Gly

Glu
Lys
Leu
Leu

75

Lys

Leu

Thr Leu

Thr
val
Asp

60
Phe

Lys

Gln

Met

Ser

45

Ile

Gln

Cys

Glu

Ala
Phe

30
Ala
Leu
Asn

Gly

Phe
110

Leu Leu
15

Asn Asn
Ser His
Lys Asp

Leu Ser
80

Glu Glu
95

Leu Gly

Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substitucli s epitopem P30 tetanického toxoidu

Epitop P30 tetanického toxoidu

Identicka se zbytky 1-56 ze sekv.

<400> 19
Met Glu Ile Pro Met
1 ©5
Ser Ala His Arg Ala
20
Phe Thr Val Ser Phe
35
Leu Glu Cys Ile Gly
50
Gln Thr Val Arg Gly
65
Leu Ile Lys Lys Tyrx
85
Arg Arg Arg Thr Arg
100
Ser Met Asn Thr Ala
115
<210> 20
<211> 128
<212> PRT
<213> Umé&la sekvence
<220>
<223>
<220>
<221> Mutagen
<222> (57)..(77)
<223>
<220>
<221> Podobna
<222> (1)..(56)
<223>
<220>
<221> Podobné
222> (78)..(128)
<223>

Identicka se zbytky 63-113 ze sekv. id.

(sekv.

id.

~

id. ¢&.

c.: 12

: 24)

12
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<400> 20

Méﬁ Glu lle Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30

Val Pro Thr His Lys Asn His 6ln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe
50 55 60

Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Val Met Arg
65 70 15 80

Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg' Gln Glu
85 90 95

Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr
100 105 110

Leu Gln Glu Phe Leu Gly Ser Met Asn Thr Ala Ala Ile Ile Glu Gly
115 120 125

<210> 21

<211> 130

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substitucl s epitopem P30 tetanického toxoidu

<220>

<221> Mutagen

<222> (108)..(128)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. ¢&.:

<220>

<221> Podobné

<222> (1)..(107)

<223> Identickd se zbytky 1-107 ze sekv. id. &.: 12

<220>

<221> Podobné

<222> (129)..(130)

<223> Identickd se zbytky 112-113 ze sekv. id. ¢&.:

24)

12




<400> 21

Met Glu Ile Pro Met

1

Ser
Val
Gly
Arg

65
Glu

Tyr

Val

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

Ala

Pro

Leu

50

Leu

Lys

Leu

Ser

Gly
130

<220>

<223>

5

His Arg Ala
20

Thr His Lys
35

Asp Ile Leu
Phe Gln Asn
Lys Cys Gly

85

Gln Glu Phe
100

Phe Trp leu
115

22

139
PRT
Umélé sekvence

Ser

Leu

Asn

Lys

Leu

70

Glu

Leu

Arg

Thr
Leu
His
Asp

55
Serxr
Glu
Gly

val

Val

Thr

Gln

40

Gln

Pro
120

val

Serx

25

Thr

Ile

Me:
105

Lys

123

Lys
10

Asn
Cys
Val
Lys
Arg

90

Asn

Val

Glu Thr

Glu Thzx

Ile Gly

Arg Gly

€0
Lys Tyx
75
Thr Arg

Thr Phe

Ser Ala

Leu

Met

Glu

45

Gly

Ile

Gln

Asn

Ser
125

Ala

Arg
30

Asp
Phe
Asn

110

His

Leu Leu
15

Leu Pro
Phe Gln
Val.Met
Aré Gln

80

Leu Asp
95

Phe Thr

Leu Glu

Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany

substituci s epitopy P2 a P30 tetanického toxoidu

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Mutagen
(84)..(98)
Epitop P2 tetanického toxoidu

Mutagen
(117)..(137)
Epitop P30 tetanického toxoidu (sekv. id. ¢&.

Podobné
(1)y..(83)
Identickéa

se zbytky 1-83 ze sekv.

(sekv.

id.

id. ¢&.:

-

c.: 12

23)

24)




(914

Leu

Pro

Gln

Met

Gln

Thr

Gly

Val

L] . e
LN
v [
* .
s e
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<220>
<221> Podobné&
<222> (99)..(11le)
<223> Identickd se zbytky 90-109 ze sekv. id. ¢&.:
<220>
<221> Podobné
<222> (138)..(139)
<223> Identickd se zbytky 112-113 ze sekv. id.
<400> 22
Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Ala Leu
1 S 10 15
Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu
20 25 30
Val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe
35 40 45
Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asp Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val
50 55 €0
Arg Leu Phe Gln Asn Leu Sexr Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg
€5 70 75
Glu Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Rla Asn Ser lys Phe Ile Gly Ile
* 85 90 95
Glu Leu Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu
100 105 110
Sex Met Asn Thr Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg
115 120 125
Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Glu Gly
130 135
<210> 23
<211> 15
<212> PRT
<213> Clostridium tetani

<400> 23

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thx Glu Leu

1

<210> 24
<211> 21
<212> PRT

<213>

5

Clostridium tetani

10

15

12

12
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<400> 24

Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser
1 5 10 15

Ala Ser His Leu Glu
20

<210> 25

<211> 45

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(45)

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: DNA kdédujici znadku His

<400> 25

atg aaa cac caa cac caa cat caa cat caa cat caa cat caa caa 45
Met Lys His Gln His Gln His Gln His Gln His Gln His Gln Gln
3 5 10 15

<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Umé&la sekvence

<400> 26

Méé Ly; His Gln His Gln His Gln His Gln His Gln His Gln Gln
1 5 10 15

<210> 27

<211> 381

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>




126

<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

CDS
(1)..(381)

Mutace
(262) .. (3006)

Epitop P2 tetanického toxoidu

rizné
(1)..(261)

DNA kédujici aminokyseliny 1-87 humanniho ILS

ruzné
(307)..(378)

DNA kédujici aminokyseliny 92-115 humé&nniho IL5

27

atc ccc aca gaa att ccc aca agt gca ttg
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu

1
ctg
Leu

att
Ile

cct
Pro

5

ctt tct act cat cga act
Leu

Thr His Thr

20

Ser Arg

aaa
Lys

cat
His

cct gta
Pro Val

gtt
val
35

ttt
Phe

gtg
Val
65

ggc
Gly

atc
Ile

gag
Glu

cag
Gln
S0

gaa

Giu

caa
Gln

ggc
Gly

ttt
Phe

gga
Gly

aga
Arg

aaa
Lys

atc
Ile

ctt
Leu
115

ata
Ile

cta
Leu

aaa
Lys

acc
Thr
100

ggt
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

éag
Lys
85

gag
Glu

gta
Val

aca
Thr

aaa
Lys
70

tgt
Cys

ctg
Leu

atg
Met

cte
Leu
55

aac

Asn

gga
Gly

aga
Arg

aac
Asn

ctg
Leu

aat
Asn
40

gag
Glu

ttg
Leu

cag
Gln

gta
Val

acc
Thr
120

ctg
Leu
25

cac
His

agt
Ser

tce
Ser

tac
Tyx

aac
Asn
105

gag
Glu

10

ata
Ile

caa
Gln

caa
Gln

tta
Leu

atc
Ile
90

caa

Gln

tgg
Trp

gtg
Val

gce
Ala

ctg
Leu

act
Thr

ata
Ile
75

aag

Lys

tte
Phe

ata
Ile

aaa
Lys

aat
Asn

tgc
Cys

gtg
val
60

aag
Lys

gee
Ala

cta
Leu

ata
Ile

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr
45

caa
Gln

aaa
Lys

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu
125

ace
Thr

act
Thr
30

gaa
Glu

999
Gly

tac
Tyr

tce
Ser

tat
Tyrx
110

agt
Serx

ttg gea
Leu Ala
15

ctc cgg
Leu Arg

gaa atc
Glu Ile

ggt act
Gly Thr

atc gat
Ile Asp
80

aag tte

Lys Phe
85

ctg cag

Leu Gln

tga

48

86

144

192

240

288

336

381

<210> 28
<211> 126
<212> PRT
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<213> Um&la sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<400> 28

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45

Phe Gln Gly Ile Gly Thr lLeu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60

Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 . 75 80

Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe
85 90 95

Ile Gly Ile Thr Glu Leu Axg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln
100 105 110

Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115 120 125

<210> 29

<211> 375

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(375)

<220>

<221> Mutace

<222> (94)..(1506)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu

<220>
<221> razné
<222> (1)..(93)




<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 29

atc
1le
1

ctg
Leu

aac
Asn

age
Sex

gag
Glu
65

ttg
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

ccec aca
Pro Thx

ctt tet
Leu Serx

aac ttc
Asn Phe
35

cac ctg.

His Leu
50

agt caa
Ser Gln

tce tta
Ser Leu

gaa aga
Glu Arg

ggt gta
Gly val
115

<210> 30
<211> 124
<212> PRT

<213>
<223>

rizné
(157)..(372)
DNA kédujici aminokyseliny 44-115 hum&nniho IL5

gaa att
Glu Ile
5

act cat
Thrx His
20

acec gtg
Thr Val

gag tge
Glu Cys

act gtg
Thr Vval

ata aag
Ile Lys
85

€gg aga
Arg Axg
100

cece
Pro

cga
Axg

age
Ser

act
Thr

caa
Gln
70

aaa

Lys

gta
Val

aca
Thr

act
Thr

tte
Phe

gaa
Glu
55

agg
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

agt
Ser

ctg
Leu

tgg
Trp
40

gaa

Glu

ggt
Gly

atc
Ile

caa
Gln

gca
Ala

ctg
Leu
25

ctg
Leu

atc
Ile

act
Thr

gat
Asp

tte
Phe
105

128

ttg
Leu
10

ata
Ile

cge
Azg

ttt
FPhe

gtg
val

gge
Gly
90

cta
Leu

gtg
Vval

gce
Ala

gtg
Val

cag
Gln

gaa
Glu
75

caa

Gln

gac
Asp

aaa
Lys

aat
Asn

cct
Pro

gga
Gly
60

aga

Axg

aaa
Lys

tat
Tyx

atg aac ac¢ gag tgg ata ata gaa agt
Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu Ser

Uméla sekvence
Popis um&lé sekvence: huménni IL5 modifikovany

120

cag
Glu

gag
Glu

aag
Lys
45

ata
Ile

cta
Leu

aaa
Lys

ctg
L=u

tga

acc
Thr

act
Thx
30

gtg
Val

gge
Gly

ttc
Phe

aag
Lys

cag
Gln
110

ttg
Leu
15

cte
Leu

agce
Serx

aca
Thr

aaa
Lys

tgt
Cys
95

gag
Glu

substituci s epitopem tetanického toxoidu

DNA kédujici aminokyseliny 1-31 huménniho IL5

gca
Ala

tte
Phe

gec
Ala

ctc
Leu

aac
Asn
80

gga
Gly

ttt
Phe

48

96

144

1392

240

288

336

375




<400> 3

0

129

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys

1

Leu Leu

Asn Asn

Ser His

50

Glu Ser
65

Leu Ser

Glu Glu

Leu Gly

5

Ser Thr His
20

-

Phe Thr val
35

Leu Glu Cys
Gln Thr val
Leu Xle Lys

85

Arg Arg Arg
100

Val Met Asn
115

<210> 31

<211> 393
<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>

Arg Thr
Ser Phe
Thr Glu

55
Gln Gly
70
Lys Tyr

Val Asn

Thr Glu

Leu. Leu
25

Trp Leu
40

Glu Ile
Gly Thr
Ile Asp
Gln Phe

105

Txp Ile
120

10

Ile

Arg

Phe

Val

Gly

90

Leu

Ile

Ala

Val

Gln

Glu

75

Gln

Asp

Glu

Asn

Pro

Gly

60

Arg

Lys

Tyx

Sex

Glu

Glu

Lys

45

Ile

Leu

Lys

Leu

Thr

Thr

30
Val
Gly
Phe

Lys

Gln
110

Leu Ala

Leu Phe
Ser Ala
Thr Leu
Lys Asn

80

Cys Gly

Glu Phe

<223> Popis umélé sekvence: humdnni ILS5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>

<221> CDsS
<222> (1)..(393)

<220>

<221> Mutace

<222>

(175)..(237)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu

<220>

<221> rtzné

<222>

(1)..(174)

<223> DNA kédujici aminokyseliny 1-58 humanniho ILb

<220>

<221> ruzné
(238)..(390)

<222>




130

<223> DNA kédujici aminokyseliny 65-115 humédnniho IL5

<400> 31

att
Ile

ttt
Phe

agc
Ser
65

gaa

Glu

caa
Gln

gac
Asp

gaa
Glu

cce aca
Pro Thr

ctt tct
Leu Ser

cct gtt
Pro Val
35

cag gga
Gln Gly
50

ttc tgg
Phe Trp

aga cta
Arg Leu

aaa aaa
Lys Lys

tat ctg
Tyr Leu
115

agt tga
Ser
130

<210> 32
<211> 130
<212> PRT

<213>
<223>

gaa att
Glu Ile

5

act cat
Thx His
20°

cct gta
ro Val

ata ggc
Ile Gly

ctg cgc
Leu Arg

ttc aaa
Phe Lys
85

aag tgt
Lys Cys
100

cag gag
Gln Glu

cece
Pro

cga
Arg

cat
His

aca
Thr

gtg
Val
70

aac

Asn

gga
Gly

ttt
Phe

aca
Thr

act
Thr

aaa
Lys

cte
Leu
55

cct
Pro

teg
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

Uméla sekvence
Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany

agt
Ser

ctg
Leu

aat
Asn
40

gag
Glu

aag
Lys

tce
Ser

gaa
Glu

ggt
Gly
120

gca ttg
Ala Leu
10

ctg ata
Leu Ile
25

cac caa
His Gln

agt caa
Ser Gln

gtg agc
Val Ser

tta ata
Leu Ile
90

aga cgg
Arg Arg
105

gta atg
Val Met

gtg
Val

gce
Ala

ctg
Leu

tte
Phe

gce
Ala
75

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

aaa
Lys

aat
Asn

tge
Cys

aac
Asn
60

agc

Sex

aaa
Lys

gta
Val

ace
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr
45

aac
Asn

cac
His

tac
Tyr

aac
Asn

gag
Glu
125

acc
Thr

act
Thx
30

gaa
Glu

tte
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

caa
Gln
110

tgg
Trp

ttg
Leu

185
-

cte
Leu

gaa
Glu

acc
Thr

gag
Glu

gat
Asp
95

tte
Phe

ata
Ile

substituci s epitopem tetanického toxoidu

<400> 32

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala

1 15

Leu Leu Sexr Thx His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thxr Leu Arg
30

5

20

10

25

gca
Ala

cgg
Axg

atc
Ile

gtg
Val

gtg
val
80

gge
Gly

cta
Leu

ata
Ile

48

96

144

182

240

288

336

384

393
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Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile

35 40 45
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Phe Asn Asn Phe Thr Val
50 55 60
Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Sexr His Leu Glu Val
€5 70 75 80
Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Gly
85 S0 ' 85
Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe Leu
100 105 110
Asp Tyr leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile
115 120 125
Glu Ser
130
<210> 33
<211> 375
<212> DNA
<213> Uméléa sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni IL5 modifikovany

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDS
(1)..(375)

Mutace
(175)..(219)
Epitop P2 tetanického toxoidu

ruzné
(1)..(174)
DNA kédujici aminokyseliny 1~58 humanniho IL5

razné
(220)..(372)
DNA kédujici aminokyseliny 65-115 humanniho ILS




<400> 33

atc cce aca gaa att cce aca
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr
1 5

ctg ctt tet act cat ecga act
Leu Leu Sexr Thx His Arg Thr
20

att
Ile

ttt
Phe

tce
Ser
65

ttg
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>

cet
Pro

cag
Gln
50

aag

Lys

tece
Serx

gaa
Glu

ggt
Gly

gtt
Vval
35

gga
Gly

tte
Phe

tta
Leu

aga
Arg

gta
Val
115

cet
Pxo

ata
Ile

atc
Ile

ata
Ile

cgg
100

atg
Met

gta cat
Val His

ggc aca
Gly Thx

ggc atc
Gly Ile
70

aag aaa
Lys Lys
85,

aga gta
Arg Val

aatc acc
Asn Thr

aaa
Lys

cte
Leu
55

acc

Thr

tac
Tyr

aac
Asn

gag
Glu

agt
Ser

ctg
Leu

aat
Asn
40

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile

caa
Gln

tgg
Trp
120

gca
Ala

ctg
Leu
25

cac
His

agt
Serx

ctg
Leu

gat
Asp

tte
Phe
105

ata
Ile

132

ttg
Leu
10

ata
Ile

caa
Gln

caa
Gln

gtg
Val

ggc
Gly
90

cta

Leu

ata
Ile

gtg
Val

gee
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
75

caa
Gln

gac
Asp

gaa
Glu

aza
Lys

aat
Asn

tge
Cys

tac
Tyx
60

aga

Arg

aaa
Lys

tat
Tyx

agt
Ser

gag acc ttg
Glu Thr Leu
15

gag act cte
Glu Thr Leu
30

act
Thr
45

ate
Ile

cta
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

tga

gaa
Glu

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

cag
Gin
110

gaa
Glu

gce
Ala

aaa
Lys

tgt
Cys
85

gag
Glu

gca
Ala

cgg
Axg

ate
Ile

aac
Asn

aac
Asn
80

gga
Gly

ttt
Phe

48

86

144

192

240

288

336

375

34

124

PRT

Uméla sekvence

Popis umé€lé sekvence: humanni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu




133

Llys

Asn

Tyr
60

Axg

Ser

Glu Thr Leu
15

Glu Thr Leu
30

Thr Glu Glu
45

Ile Lys Ala

Leu Phe Lys

lys Lys Cys
95

Leu Gln Glu
110

Ala

Arg

Ile

Asn

Asn

8O

Gly

Phe

<400> 34

iié-fzg-Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val

1 5 10
leu Leu Sex Thr His Arg Thr Leu lLeu Ile Ala
20 25
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys
35 40
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Sexr Gln Gln
50 55

Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu lLeu Val Glu

€5 70 15

Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Gly Gln Lys

85 80
Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe Leu Asp Tyr
100 105
Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu
115 120
<210> 35
<211> 357
<212> DNA
<213> Umélad sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(357)
<220>
<221> Mutace
<222> (94)..(138)
<223> Epitop B2 tetanického toxoidu
<220>
<221> rhazné
<222> () .. (93)
<223> DNA kdédujici aminokyseliny 1-31 humadnniho IL5
<220>

221>

ruzné




<222>

(139)..(354)

134

<223> DNA kédujici aminokyseliny 44-115 huménniho ILS

<400> 35

atc
Ile
1

ctg
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu

ggg
Gly
65

tac

Tyx

aac
Asn

cece
Pro

ctt
Leu

atc
Ile

gaa
Glu
50

ggt
Gly

atc
Xle

caa
Gln

aca
Thr

tet
Sexr

aag
Lys
35

atc

Ile

act
Thr

gat
Asp

tte
Phe

gaa
Glu

act
Thx
20

gce
Ala

tet
Phe

gtg
Val

ggc
Gly

cta
Leun
100

ate
Ile

cat
His

aac
Asn

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
85

gac
Asp

cce
Pro

cga
Arg

tcec
Ser

gga
Gly

aga
Arg
70

aaa

Lys

tat
Tyr

aca agt
Thr Sex

act ctg
Thx Leu

aag ttc
Lys Phe
40

ata ggc
Ile Gly

cta ttc
Leu Phe

aaa aag
Lys Lys

ctg cag
Leu Gln

gag tgg ata ata gaa agt tga

Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115

<210>
<211>

<212>
<213>

<223>

36

118
PRT
Umé&la sekvence

gca
Ala

ctg
Leu
25

atc
Ile

aca
Thr

aaa
Lys

tgt
Cys

gag
Glu
105

ttg
leu
i0

ata
Ile

gge
Gly

ctc
Leu

aac
Asn

gga
Gly
90

ttt
Phe

gtg
Val

gce
Ala

ate
Ile

gag
Glu

ttg
Leu
75

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa gag
Lys Glu

aat gag
Asn Glu

acc gag
Thr Glu
45

agt caa
Ser Gln
60 -

tcc tta

Ser leu

gaa aga
Glu Arg

ggt gta
Gly Val

acc
Thz

act
Thr
30

ctg
Leu

act
Thr

ata
Ile

cgg
Arg

atg
Met
110

ttg gca
Leu Ala
15

ctc cag
Leu Gln

tgc act
Cys Thr

gtg caa
Val Gln

aag aaa
Lys Lys
60

aga gta
Arg Val
95

aac acc
Asn Thr

substituci s epitopem tetanického toxoidu

48

S6

144

152

240

288

336

357

Popis umé&lé sekvence: humanni IL5 modifikovany
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<400> 36

Ile ch—: Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala

1

lLeu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Gln

Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe lle Gly Ile Thr Glu leu Cys Thr

35 40 45

Glu Glu Ile Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gla Thr Val Gln

50 55 60

Gly Gly Thr Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys

€5

70 75 80

Tyr Ile Asp Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val

85 80 95

Asn Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr

100 105 110

Glu Trp Ile Ile Glu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

115

375
DNA
Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDS
(1)..(375)

Mutace
(256) .. (300)
Epitop B2 tetanického toxoidu

rizné

(i) .. (255)

DNA kédujici aminokyseliny 1-85 humdnniho IL5

rizné
(301)..(372)
DNA kédujici aminokyseliny 92-115 huménniho ILS
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<400> 3f;

¥

Qéé-ccc aca gaa att ccc aca agt gca ttg gtg aaa gag acc ttg gea
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 ‘ 15

ctg ctt tct act cat cga act ctg ctg ata gcc aat gag act ctec c¢gg
Leu Leu Sex Thr His,Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 . 25 30

att cct gtt cct gta cat aaa aat cac caa ctg tgc act gaa gaa atc
fle Pro Val Pro Val His lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45

ttt cag gga ata ggc aca ctc gag agt caa act gtg caa ggg ggt act
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60

gtg gaa aga cta ttc aaa aac ttg tcc tta ata aag aaa tac atc gat
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 10 75 80

gge caa aaa aaa aag cad tac atc aag gcc aac tcc aag ttc atc gge
Gly Gln Lys Lys Lys Gln Tyr XIle Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly
85 S0 95

atc acc gag ctg aga gta aac caa ttc cta gac tat ctg cag gag ﬁtt
Ile Thr Glu Leu Arg Val Asn Gln Phe lLeu Asp Tyr lLeu Gln Glu Phe
100 105 110

ctt ggt gta atg aac acc gag tgg ata ata gaa agt tga
Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile ile Glu Ser
115 120

<210> 38

<211> 124

<212> PRT

<213> Umé&léa sekvence

48

144

182

240

288

336

375

<223> Popis um&lé sekvence: humanni IL5 modifikovany

substituci s epitopem tetanického toxoidu

<400> 38

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Ser Thx His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45




Phe Gln
50

val Glu
65

Gly Gln

Ile Thr

Leu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
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Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
55 60

Axg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
70 75 80

Lys Lys Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly

85 c0 ¢5
Glu Leu Arg Val Asn Gln Phe Lleu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe
100 105 110
Val Met Asn Thr Glu Trp Ile Ile Glu Ser
115 120
39
399
DNA

Umé&léd sekvence

Popis umé&lé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDS
(1)..(399)

Mutace
(262)..1T”J
Epitop B30 tetanického toxoidu

rﬁzné
(L) .. (261)
DNA kédujici aminokyseliny 1-87 humanniho IL5

riizné
(325)..(396)
DNA kédujici aminokyseliny 92-115 humé&nniho ILS



<400> 39

atc ccc
Ile Pro
1

ctg ctt
Leur Leu

att cct
Ile Pro

ttt cag
Phe Gln
50

gtg gaa
Val Glu
65

ggc caa
Gly Gln

ctg cge
Leu Arg

ttc cta
Phe Leu

ata ata
Ile Ile
130

aca
Thyr

tect
Ser

gtt
Val
35

gga
Gly

aga
Arg

aaa
Lys

gtg
Val

gac
Asp
115

gaa
Glu

<210> 40
<211> 132
<212> PRT

<213> Uméléa sekvence

gaa
Glu

act
Thr
20

cct
Pro

ata
Ile

cta
Leu

aaa
Lys

cct
Pro
100

tat
Tyr

agt
Ser

att
Ile

cat
His

gta
Val

cge
Gly

tte
Phe

aag ¢

Lys
85

aag
Lys

ctg
Leu

tga

cce
Pro

cga
Arg

cat
His

aca
The

aaa

gtg
Val

cag
Gln

aca
Thr

act
Thr

aaa
Lys

cte
Leu
55

aac

Asn

gga
Gly

agc
Sex

gag
Glu

agt
Ser

ctg
Leu

aat
Asn

ttt
Phe
120

gea
Ala

ctg
Leun
25

cac

His

agt
Ser

age
105

ctt
Leu

138

ttyg
Leu
10

ata

Ile

caa
Gln

caa
Gln

tta
Leu

oS a

cac
His

ggt
Gly

gtg
Val

gee
Ala

ctg
Leu

act
Thr

gta
Val

zaa
Lys

aat
Asn

tge
Cys

gtg
Val
60

aag

Lys

acc

Thr

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr
45

caa
Gln

aga

aac
Asn
125

acc
Thr

act
Thr
30

gaa
Glu

999
Gly

tac
Tyz

age
Ser

gta
Val
110

acc
Thr

ttg
Leu
15

ctc
Leu

gaa
Glu

ggt
Gly

atc
Ile

ttc
Phe
95

aac

Asn

gag
Glu

geca
Ala

cgg
Arg

ate
Ile

act
Thr

gat
Asp
80

tgg
Trp

caa
Gln

tgg
Trp

48

86

144

192

240

N
[o0]
oW

336

384

399

<223> Popis umélé sekvence: huménni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu



Lys

Asn

Cys

Val

60

Lys

Thr

Glu

Met

Glu
Glu
Thx

45
Gln
Lys
Val

Arg

Asn
125

Thrx
Thr

30
Glu
Gly
Tyr

Serx

Val
110

Thr

Leu

15
Leu
Glu
Gly
Ile
Phe

95

Asn

Glu

Ala

Arg

Ile

Asp
g0
Txrp

Gln

Trp

139

<400> 40

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val

i 5 10
Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala
20 25
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln leu
35 40
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thx
50 55

Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile

65 70 75
Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Phe Asn Asn Phe

85 90
Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His leu
100 108
Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val
115 120
Ile Ile Glu Ser
130
<210> 41
<211> 393
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(393)

<220>

<221> Mutace

<222> (256)..(318)

<223> Epitop P30 tetanického toxoidu
<220>

<221> rhzné

<222> (1)..(255)

<223> DNA kédujici aminokyseliny 1-85 humanniho IL5
<220>

<221>

ruazné

XX X J




<222>

(319)..(390)
<223> DNA kédujici aminokyseliny 92-115 huménniho ILS5

<400> 41

atc
Ile

ctyg
Leu

att
Ile

ttt
Phe

gtg
Val
65

gge
Gly

gtg
Val

cece
Pro

ctt
Leu

cct
Pro

cag
Gln
50

gaa
Glu

caa
Gln

cect
Pro

gac tat
Asp Tyx

aca
Thz

tet
Ser

gtt
Val
35

gga
Gly

aga
Arg

aaa
Lys

aag
Lys

gaa
Glu

act
Thr
20

cct
Pro

ata
Ile

cta
Leu

aaa

Lys

gtg
val
100

att
Ile

cat
His

gta
Val

gge
Gly

tte
Phe

aag
Lys
85

agc
Ser

ctg cag gag
Leu Gln Glu

115

gaa agt tga
Glu Ser

130

<210> 4
<211> 1

<212>
<213>
<223>

2
30

PRT
Uméla sekvence
Popis umé&lé sekvence: humanni IL5 modifikovany

ccc aca
Pro Thr

cga act
Arg Thr

cat aaa
His Lys

aca ctc
Thr Leu
55

aaa aac
Lys Asn
70

ttec aac

Phe Asn

gcc age
Ala Ser

ttt ctt
Phe Leu

agt
Serx

ctg
Leu

aat
Asn
40

gag
Glu

ttg
Leu

aac
Asn

cac
His

ggt
Gly
120

gca
Ala
ctg

25
cac

His

agt
Ser

tcc
Ser

ttc
Fhe

ctg
Leu
105

gta

140

ttg
Leu
10

ata

Ile

caa
Gln

caa
Gln

tta
Leu

acc
Thr
S0

gag
Glu

atg

Val Met

gtg
Val

gece
Ala

ctg
Leu

act
Thr

ata
Ile
75

gtg
Val

aga
Arg

aac
Asn

aaa
Lys

aat
Asn

tgce
Cys

gtg
Val
60

aag
Lys

-

agc
Ser

gta
Val

ace
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr

caa
Gin

aaa
Lys

tte
Phe

aac
Asn

gag
Glu
125

acc
Thr

act
Thr

gaa
Glu

ggg
Gly

tac
Tyr

tgg
Trp

caa
Gln
110

tgg
Trp

ttg
Leu
15

cte
Leu

gaa
Glu

ggt
Gly

atc
Ile

ctg
Leu
85

tte
Phe

ata
Ile

substituci s epitopem tetanického toxoidu

gca
Ala

cgg
Axg

atc
Ile

act
Thr

gat
Asp
80

cge
Arg

cta
Leu

ata
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

393




Thx Serx
Thr Leu
Lys Asn

40

Leu Glu
55

Asn Leu

Asn Asn

Ser His

Leu Gly
120

Ala

Leu

25

His

Ser

Sex

Phe

Leu

105

Val

141

Leu

10

Gln

Gln

Leu

Thr

Glu

Met

Leu

Thr

Ile

15

Val

Asn

Cys Thr
45

Val Gln
60

Lys Lys

Ser Phe

Val Asn

Thr Glu
125

Thx
Thr

30
Glu
Gly
Tyx

Trp

Gln
110

Trp

Leu Ala
15

Leu Arg

Glu Ile

Gly Thr

Ile Asp

80

Leu Arg
85

Phe Leu

Ile Ile

Popis umé€lé sekvence: humanni ILS5 modifikovany
substituci s epitopy tetanického toxoidu

Epitop P2 tetanického toxoidu

<400> 42
fié—éré—Thr Glu Ile Pro
1 5
Leu Leu Ser Thr HisiArg
20
Ile Pro Val Pro Val His
35
Phe Gln Gly Ile Gly Thr
50
Val Glu Arg Leu Phe Lys
65 70
Gly Gln Lys Lys Lys Phe
85
Val Pro Lys Val Ser Ala
100
Asp Tyr Leu Gln Glu Phe
115
Glu Ser
130
<210> 43
<211> 444
<212> DNA
<213> Umé&léa sekvence
<220>
<223>
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(444)
<220>
<221> Mutace
222> (262)..(3006)
<223>
<220>
<221> Mutace
<222> (307)..(369)
<223>

<220>

Epitop P30 tetanického toxoidu




<221> rtizné

<222>

(1)..(261)

142

<223> DNA kédujici aminokyseliny

<220>

<221> razné

<222>

(370) ..(441)

1-87 humé&nniho ILS

<223> DNA kédujici aminokyseliny 92-115 humdnniho IL5

<400> 43

atec ccc

Ile Pro
1

ctg ctt
Leu Leu

att cct
Ile Pro

ttt cag
Phe Gln
50

gtg gaa
Val Glu
€5

gge caa
Gly Gln

atc ggc
Ile Gly

cgec gtg
Arg Val

cta gac
Leu Asp
130

ata gaa
Ile Glu
145

aca
Thr

tct
Sex

gtt
Val
35

gga

Gly'

aga
Arg

aaa
Lys

atc
Ile

cct
Pro
115

tat
Tyx

agt
Ser

<210> 44
<211> 147
<212> PRT

<213> Unmé&la

gaa
Glu

act
Thr
20

cct
Pro
ata

Ile

cta
Leu

aaa
Lys

acc
Thr
100

aag
Lys

ctg
Leu

tga

att eccc

Ile
5

cat
His

gta
Val

gge
Gly

ttc
Phe

aag
Lys
25

gag
Glu

gtg
Val

cag
Gln

Pro

cga
Arg

cat
His

aca
Thr

aaa
Lys
70

tgt
Cys

ctg
Leu

age
Sex

gag
Glu

aca
Thye

act
Thr

2aa
Lys

ctc
Leu
55

aac
Asn

gga
Gly

tte
Phe

gce
Ala

ttt
Phe
135

sekvence

agt
Ser

ctg
Leu

aat
Asn
40

gag
Glu

ttg
Leu

cag
Gln

aac
Asn

agc
Ser
120

ctt
Leu

gca
Ala

ctg
Leu
25

cac
His

agt
Sex

tce
Ser

tac
Tyzr

aac
Asn
105

cac

His

ggt
Gly

ttg
Leu

ata
Ile

caa
Gln

caa
Gln

tta
Leu

atc
Ile
90

ttc
Fhe

ctg
Leu

gta
Val

gtg

gce
Ala

cta
Leu

act
Thr

ata
Ile
75

aag

Lys

ace
Thx

gag
Glu

atg
Met

aaa
Lys

aat
Asn

tge

-

Cys

gtg
Val
60

aag
Lys

gce
Ala

gtg,

Val

aga
Arg

aac
Asn
140

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr
45

caa
Gln

aaa
Lys

aac
Asn

age
Sexr

gta
Val
125

acc
Thx

acc
Thx

act
Thr
30

gaa
Glu

ggg9
Gly

tac
Tyr

tce
Ser

ttc
Phe
110
azc
Asn

gag
Glu

ttg
Leu
15

cte
Leu

gaa
Glu

ggt.

Gly

atc
Ile

aag
Lys
85

tgg
Trp

caa
Gln

tgg
Txp

gca

Ala

cgg

ace
Thr

gat
Asp
80

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe

ata
Ile

48

96

o]
e
0.

182

240

288

336

384

432

444
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<223> Popis umélé sekvence: humdnni IL5 modifikovany
substituci s epitopy tetanického toxoidu

<400> 44

Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 i0 15

Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30

Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45

Phe Gln Gly Ile Giy Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 €0
’ [
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 80

Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Gln Tyr Ilé Lys Ala Asn Ser Lys Phe
85 so °5

Ile Gly Ile Thx Glu Leu Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu
100 105 110

Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Arg Val Asn Gln Phe
115 120 125

Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile
130 135 140

Ile Glu Ser
145

<210> 45

<211> 375

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: mySi IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(375)

<220>

<221> Mutace

<222> (256)..(300)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu

<220>
<221> rdtzné
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<222> (1). .(255)
<223> DNA kédujici aminokyseliny 1-85 my3iho IL5S

<220>

<221> rGzné

<222> (301)..(375)

<223> DNA kédujici aminokyseliny 90-113 mysSiho ILS

<400> 45
atg gag att ccc atg agc aca gtg gtg aaa gag acc ttg aca cag ctg 48
Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu
1 5 10 15
tce get cac cga gcoct ctg ttg aca agce aat gag acg atg agg ctt cct 96

Serx

gtc
Val

gg9¢9
Gly

atg
Met
€5

aaa
Lys

atce
Ile

ctt
Leu

Ala His Arxg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30

cct act cat aaa aat cac cag cta tgc att gga gag atc ttt cag 144
Pro Thr His Lyg Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45

gaa 192
Glu

cta gac ata ctg aag aat caa act gtc ¢gt cgg ggt acc
Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr
50 55 60

<
aQ

cta ttc caa aac ctg tca tta ata aag aaa tac atc gat aga caa 240
Leu Phe Gln Asn Leu Sex Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln

gag aag égt ggc cag tac atc aaa gct aac tcc aaa ttc atc ggt 288
Glu Lys Cys Gly Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly
85 ) 90 95

acc gag ctg agg acg agg cag ttc ctg gat tat ctg cag gag ttc 336
Thr Glu Leu Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe
100 105 110

ggt gtg atg agt aca gag tgg gca atg gaa ggc taa 375
Gly Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu Gly
115 120

<210> 46

<211> 124

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<223> Popis umé&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany

substituci s epitopem tetanického toxoidu




<400>

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu

1

v -0 ey sens
e ete o o
Te € MR YY)
o o - e ® [ ¢
Y e o L *
soee o rh 08D

145

46

5 10 135

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro

Val Pro Thr His Lys Asn His Gln

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Glu
50

20 25 30

35 40 45

55 60

Met Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln

65

<210>
<211>

70 75 80
Lys Glu Lys Cys Gly Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly
85 90 95
Ile Thr Glu Leu Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyrx Leu Gln Glu Phe
100 105 110
Leu Gly Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu Gly
115 120

477

369

DNA

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
L223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

Unélda sekvence

Popis um@lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDS
(1)..(369)

Mutace
(88)..(150)

Epitop P30 tetanického toxoidu

rizné
(1)..(87)
DNA kédujici aminokyseliny 1-29 my3iho ILS

razné
(151)..(366)

Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
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<223> DNA kédujici aminokyseliny 42-113 mySiho ILS

<400> 47

atg gag att ccc atg age
Met Glu Ile Pro Met Ser

2

5

tce get cac cga get ctg
Arg Ala Leu

Sexr Ala His

ttc acc gtg
Phe Thr Val
35

ctg gag tgc
Leu Glu Cys
50

caa act gtc
Gln Thr Val
65

tta ata aag
Leu Ile Lys

aga cgg agg
Arg Arg Arg

gtg atg agt
val Met Ser
115

<210> 48
<211> 122
<212> PRT

20

agc ttc tgg
Ser Phe Trp

att
Ile

cgt
Arxg

aaa
Lys

acg
Thr
100

aca
Thr

gga gag
Gly Glu

ggg ggt
Gly Gly
70

tac atc
Tyr Ile
85

agg cag
Arg Gln

gag tgg
Glu Trp

aca gtg gtg aaa gag acc ttg aca cag ctg
Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu
i0 15

ttg aca agc aat gag acg atyg ttc aac aac
Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Phe Asn Asn
25 30

ctg c¢gc gtg ccc aag gtg agc gcc agc cac
Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His
40 45

atc ttt cag ggg cta gac ata ctg aag aat
Ile Phe Gln Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn
55 60

acc gtg gaa atg cta ttc caa aac ctg teca
Thr vVal Glu Met Leu Phe Gln Asn Leu Sex
75 80

gat aga caa aza gag aag tgt ggc gag gag
Asp Arg Gln Lys Glu Lys Cys Gly Glu Glu
90 95

ttc ctg gat tat ctg cag gag ttc ctt ggt
Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly
105 110

gca atg gaa ggc taa
Ala Met Glu Gly
120

<213> Umé&la sekvence

<223> Popis umé&lé sekvence: myS3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

48

g6

144

182

240

288

336

369
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<400> 48

Met ‘Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu

b3

5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Phe Asn Asn

20 25 30

Phe Thr Val Ser Phe Trp lLeu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His

35 40 45

Leu Glu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln Gly leu Asp Ile Leu Lys Asn

50

55 60

Gln Thr Val Arg Gly Gly Thxr Val Glu Met Leu Phe Gln Asn lLeu Ser

65

70 75 80

Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln Lys Glu Lys Cys Gly Glu Glu

85 90 95

Arg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly

100 . 105 110

Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

115 120

49

387

DNA

Umé&léa sekvence

Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDS
(1)..(387)

Mutace
(169)..(231)

Epitop P2 tetanického toxoidu

rlizné
(1)..(168)
DNA kédujici aminokyseliny 1-56 my3iho ILS

razné
(232)..(384)
i

3
DNA kédujici aminokyseliny 63-113 myS3iho ILS




<400> 49

atg gag att
Met Glu Ile
1

tcc.gct cac
Ser Ala His

gtc cct act
Val Pro Thr

ggg cta gac
Gly Leu Asp
50

tgg ctg egc
Trp Leu Arg
65

cta ttc caa
Leu Phe Gln

gag aag tgt
Glu Lys Cys

ctg cag gag
Leu Gln Glu
115

taa

<210> 50
<211> 128
<212> PRT

cce
Pro

cga
Arg
20

cat
His

ata
Ile

gtg
Val

aac
Asn

gge
Gly
100

tte
Phe

atg
Met

gct
Ala

aaa
Lys

ctg
Leu

cece
Pro

ctg
Leu
85

gag
Glu

ctt
Leu

agce
Ser

ctg
Leu

aat
Asn

aag
Lys

aag
Lys
70

tca

Ser

gag
Glu

ggt
Gly

aca
Thx

ttg
Leu

cac
His

aat
Asn
55

gtg
Val

tta
Leu

aga
Axg

gtg
val

<213> Umé&la sekvence

gtg
Val

aca
Thr

cag
Gln
40

caa
Gln

agce
Seay

ata
Ile

cgg
Arg

atg
Met
120

gty
Val

age
Ser
25

cta
Leu

tte
Phe

gec
Ala

aag
Lys
agg
105

agt
Ser

148

aaa
Lys
i0

aat
Asn

tgc
Cys

aac
Asn

age
Ser

aaa
Lys
90

acg
Thr

aca
Thr

gag
Glu

gag
Glu

att
Ile

aac
Asn

cac
His

tac
Tyx

agg
Arg

gag
Glu

ace
Thr

acg
Thr

gga
Gly

tte
Phe
60

ctg

Leu

ate
Ile

cag
Gln

tgg
Trp

ttyg
Leu

atg
Met

gag
Glu
45

ace
Thr

gag
Glu

gat
Asp

ttc
Phe

gca
Ala
125

aca
Thr

agg
30

atc
Ile

gtg
Val

gtg
val

aga
Arg

ctg
Leu
110

atg
Met

cag ctg
Gln Leu
15

ctt cct
Leu Pro

ttt cag
Phe Gln

age tte
Ser Phe

gaa atg
Glu Met
80

caa aaa
Gln Lys
95

gat tat
Asp Tyr

gaa ggc
Glu Gly

<223> Popis um&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

48

86

144

192

240

288

336

384

387
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<400> 50
Mét Glu Ile Pro Met Sex Thxr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu
1 5 10 15
Sexr Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
20 25 30
val Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln
35 40 45
Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Fhe
50 S5 €0
[ ]
Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Sexr Ala Ser His Leu Glu Val Glu Met
65 70 75 80
Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Arg Gln Lys
85 80 95
Glu Lys Cys Gly Glu Glu Axg Arg Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr
100 105 110
Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu Gly
115 120 125
<210> 51
<211> 351
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(351)
<220>
<221> Mutace
<222> (88)..(132)
<223> Epitop P2 tetanického toxoidu
<220>
<221> ruzné
<222> (1)..(87)
<223> DNA kédujici aminokyseliny 1-29 mySiho IL5
<220>
<221> rizné
<222> (133)..(348)
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<223> DNA kdédujici aminokyseliny 42-113 mysSiho ILS

<400> 51

atg
Met
1

tce

Ser

aaa
Lys

atc
Ile

acc
Thr
65

gat
Asp

tte

Phq

gca
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>

gag
Glu

gct
Ala

get
Ala

Tttt

Phe
50

gty
Val

aga

ctg
Leu

atg
Met

att
Ile

cac
His

aac
Asn
35

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln

gat
Asp

gaa
Glu
115

52

116
PRT
Umélad sekvence
Popis umé&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany

cce
Pro

cga
Arg
20

tce
Ser

gg9g
Gly

atg
Met

aaa
Lys

tat
Tyr
100

gge
Gly

atg
Met

get
Ala

aaa
Lys

cta
Leu

cta
Leu

gag
Glu
85

ctg
Leu

taa

agc
Ser

ctg
Leu

tte
Phe

gac
Asp

tte
FPhe
70

aag

Lys

cag
Gln

aca
Thr

ttg
Leu

ate
Ile

ata
Ile
55

caa
Gln

tgt
Cys

gag
Glu

gtg
Val

aca
Thrx

gge
Gly
40

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

tte
Phe

gtg
Val

agce
Ser
25

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

ctt
Leu
105

aaa
Lys
i0

aat
Asn

acc
Thr

aat
Asn

tca
Ser

gag
Glu
1]

ggt
Gly

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

caa
Gln

tta
Leu
75

aga

ace
Thrx

acg
Thr

ctg
Leu

act
Tar

ata
Ile

<€gg

ttg aca
Leu Thr

atg cag
Met Gln
30

tge att
Cys Ile
45

gtc cgt
val Arg

aag aaa
Lvs Lys

-

agg acg

Arxrg Arg Arg Thr

gtg
Val

atg
Met

agt aca
Ser Thr
110

cag
Gln
i3

tac
Tyx

gga
Gly

999
Gly

tac
Tyr

4

agg
Arg
95

gag
Glu

substituci s epitopem tetanického toxoidu

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

ggt
Gly

ate
lle
80

cag

Gln

tgg
Trp

48

S6

144

192

240

288

336

351
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<400> 52

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu
1 5 10 15

Ser Ala His Arxrg Ala Leu Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Gln Tyr Ile
20 25 30

Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Cys Ile Gly Glu
35 40 45

Ile Phe Gln Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Thr Val Arg Gly Gly
50 55 €0

Thr Val Glu Met Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys lys Tyr Ile
65 70 75 80

Asp Arg Gln Lys Glu Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Thr Arg Gln
85 S0 95

Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Ser Thr Glu Trp
100 105 110

Ala Met Glu Gly
115

<210> 53

<211> 369

<212> DNA

213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: my3i ILS modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(369)

<220>

<221> Mutace

<222> (250)..(294)

<223> Epitop P2 tetanického toxoidu

<220>

<221> razné ¢

<222> (1)..(249)

<223> DNA kédujici aminokyseliny 1-83 mySiho ILS

<220>
<221> ruzné
<222> (295)..(366)
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<223> DNA kédujici aminokyseliny 90-113 my3iho ILS

<400> 53

atg gag att ccc atg agec aca
Met Glu Ile

1

tce get cace
Ser Ala His

gtc cct act
Val Pro Thr

38

ggg cta gac
Gly Leu Asp
50

atg cta ttc
Met Leu Phe

65

aaa gag
Lys Glu

gag ctg
Glu Leu

gtg atg
Val Met

<210>

<211>
<212>
<213>
<223>

aag
Lys

agg
Arg

agt
Ser

Pxo

cga
Arg
20

cat
His

ata
Ile

caa
Gln

cag
Gln

acg
Thr

Met Ser
5

gct ctg
Ala Leu

aaa aat
Lys Asn

ctg aag
Leu Lys

aac ctg
Asn Leu
70

85

100

115

54

122
PRT

aca
Thr

Thr

ttg
Leu

cac
His

aat
Asn
55

tca
Ser

Uméla sekvence
Popis umélé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

gtg gtg aaa
Val Val Llys

b
-~

aca agc aat
Thr Ser Asn

25

cag cta tgc
Gln Leu Cys

40

caa act gtc
Gln Thr Val

tta ata aag
Leu Ile Lys

tac atc aag gcc
Tyr Ile Lys Ala

égg cag ttc ctg
Arg Gln Phe Leu

gag tgg gca atg
Glu Trp Ala Met

120

aac tcc
Asn Ser

gag
Glu

gag
Glu

att
Ile

cgt
Arg

aaa
Lys
75

90

gat tat
Asp Tyx

105

Lys

acc ttg
Thr Leu

acg atg
Thr Met

gga gag
Gly Glu
45

ggg9 ggt
Gly Gly
€0

tac atec

Tyr Ile

aag ttc atc gge
Phe Ile Gly Ile Thr

ctg cag gag ttc
Leu Gln Glu Phe

gaa ggc taa
Glu Gly

aca cag
Thr Gln
15

agg ctt
Arg Leu
30

atc ttt
Ile Phe

acc gtg
Thr Val

gat aga
Asp Arg

ctg
Leu

cct
Pro

cag
Gln

gaa
Glu

caa
€ln
80

atc acc

8s

110

ctt ggt
Leu Gly

48

96

144

182

240

288

336

368
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<400> 54

Met Glu Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys Glu Thr Leu Thr Gln Leu

1

5 10 15

Ser Ala His Arg Ala Leu Leu Thr Sex Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro

20 25 : 30

Val "Pro Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys Ile Gly Glu Ile Phe Gln

35 40 45

Gly Leu Asp Ile Leu Lys Asn Gln Thr Val Arg Gly Gly Thr Val Glu
‘ 50 55 60

Met Leu Phe Gln Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp Axg Gln

65

70 75 80

Lys Glu Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr

85 90 95

Glu Leu Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly

100 105 110

Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

115 120

55

393

DNA

Umé&la sekvence

Popis umélé sekvence: mySi IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

CDSs
(1)..(393)
Mutace

(256) ..(318)

Epitop P30 tetanického toxoidu

razné
(1)..(255)
DNA kédujici aminokyseliny 1-85 my3iho ILS

rizné
(319)..(390)
DNA kdédujici aminokyseliny 90-113 mySiho ILS

LXXR]




<400> 55

atg
Met
1

tce
Ser

gtc
Val

gg9
Gly

atg
Met
65

aaa

Lys

gtg
Val

gat
Asp

gaa
Glu

gag att
Glu Ile

gect cac
Ala His

cct act
Pro Thr

cta gac
Leu Asp
50

cta ttc
Leu Phe

gag aag
Glu Lys

cce aag
Pro Lys

tat ctg
Tyr Leu
115

gge taa
Gly
130

<210> 56

<211>
<212>
<213>

<223>

130
PRT

ccce
Pro

cga
Arg
20

cat
His

éta
Ile

caa
Gln

tgt
Cys

gtg
Val
100

cag
Gln

atyg
Meg
5

gct
Ala

aaa
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

gge
Gly
85

agc
Ser

gag
Glu

agc
Ser

ctg
Leu

aat
Asn

aag
Lys

ctg
Leu
70

tte
Phe

gce
Ala

ttc
Phe

Umélé sekvence

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

aat
Asn
55

tca
Ser

aac
Asn

agce
Serx

ctt
Lex

gtg
Val

aca
Thr

cag
Gln
40

caa
Gln

tta
Leu

aac
Asn

cac
His

ggt
Gly
120

gtg
Val

age
Ser
25

cta
Leu

act
Thr

ata
Ile

tte
Phe

ctg
Leu
105

gtg
val

154

aaa
Lys
10

aat
Asn

tgc
Cys

gtc
Val

aag
lys

ace
Thr
80

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

att
Ile

cgt
Arg

aaa
Lys
75

gtg
Val

agg
Arg

agt
Serx

ace
Thr

acg
Thr

gga
Gly

ggg
Gly
60

tac

Tyz

agce
Ser

acg
Thr

aca
Thr

ttg
Leu

atg
Met

gag
Glu
45

ggt
Gly

atce
Ile

tte
Phe

agg
Arg

gag
Glu
125

aca
Thr

agg
Arg
30

atc
Ile

ace
Thr

gat
Asp

tgg
Trp

cag
Gln
110

tgg
Trp

cag
Gln
15

ctt
Leu

ttt
Phe

gtg
Val

aga
Arg

ctg
Leu
85

tte
Phe

geca
Ala

substituci s epitopem tetanického toxoidu

ctyg
Leu

cct
Pro

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
80

cge

Arg

ctg
Leu

atg
Met

Popis umé&lé sekvence: my$i IL5 modifikovany

48

s$6

144

192

240

288

336

384

393




<400> 56

Met
1

Ser

Val

Gly

Met

65

Lys

Val

Asp

Glu

Glu Ile
Rla His
Pro Thr

35

Leu Asp
50

Leu Phe
Glu, Lys
Pro Lys
Tyr Leu

115

Gly
130

<210> 57
<211> 387
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

Pro
Arg

20
His
Ile
Gln
Cys
Val

100

Gln

Met

Ala

Lys

Leu

Asn

Gly

- 85

Ser

Glu

Ser
Leu
Agn
Lys
Leu

70
Phe

Ala

Phe

Uméléa sekvence

Thr

Leu

His

Asn

55

Ser

Asn

Ser

Leu

val

Thr

Gln

40

Gln

Leu

Asn

His

Gly
120

Val

Ser

25

Leu

Thr

Ile

Phe

Leu

105

Val

155

Lys
10

Asn
Cys
Val
Lys
Thr

90

Glu

Met

Glu

Glu

Ile

Arg

Lys

75

Val

Arg

Ser

Thr

Thr

Gly

Gly

60

Tyr

Ser

Thr

Thr

Leu

Met

Glu

45

Gly

Ile

Phe

Arg

Glu
125

Thr Gln
15

Arg Leu
30

Ile Phe

Thr Val

Asp Arg

Trp Leu

Gln Phe

110

Trp Ala

Popis umélé sekvence: mySi IL5 modifikovany

substituci s epitopem tetanického toxoidu

<220>
<221> CDS

<222>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

Mutace
(250) .. (312)
Epitop P30 tetanického toxoidu

ruzné
(1)..(249)
DNA kdédujici aminokyseliny 1-83 mySiho IL5

(1)..(387)

Pro

Gln

Glu

Gln

80

Arg

Leu

Met




220>
<221>
<222>
<223>

<400>

rizné

(313)..(384)

156

DNA kédujici aminokyseliny 90-113 mySiho ILS

57

atg gag att
Met Glu Ile

1

tecc gct cac
Ser Ala His

gtc cct dct
Val Pro Thr

35

ggg cta gac
.Gly Leu Asp

50

atg cta ttc
Met Leu Phe

65

aaa gag aag
Lys Glu Lys

aag gtg agc
Lys Val Serx

ctg cag gag
Leu Gln Glu

taa

<210>
<211>
<212>
<213>

<223>

115

58
128
PRT
Um&la

cce
Pro

cga
Arg
20

cat
His

ata
Ile

caa
Gln

ttc
Phe

gce
Ala
100

tte
Phe

atg
Met
)

get
Ala

aaa

agc
Ser

ctg
Leu

aat

Lys JAsn

ctg
Leu

aac
Asn

aac
Asn
85

agc

Ser

ctt
Leu

aag
Lys

ctg
Leu
70

aac
Asn

cac
His

ggt
Gly

sekvence

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

aat
Asn

tca
Ser

tte
Phe

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val

aca
Thr

cag
Gln
40

caa
Gln

tta
Leu

acc
Thr

gag
Glu

atg
Met
120

gtg
vVal

gtg
Val

agg
Arg
105

agt
Ser

aaa
Lys
10

aat
Asn

tgc
Cys

gtc
Val

aag
Lys

agc
Ser
90

acg

Thr

aca
Thr

gag
Glu

gag
Glu

att
Ile

cgt
Axr

aaa.
Lys
75

ttc
Phe

agg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

acg
Thr

gga
Gly

999
Gly
60

tac

Tyr

tag
Trp

cag
Gln

tgg
Trp

ttg
Leu

atg
Met

gag
Glu
45

ggt
Gly

atc
Ile

ctg
Leu

tte
Phe

gca
Ala
125

aca
Thr

agg
Arg
30

atc
Ile

acc
Thr

gat
Asp

cgce
Arg

ctg
Leu
110

atg
Met

cag
Gln
15

ctt
Leu

ttt
Phe

gtg
Val

aga
Arg

gtg
Val
95

gat
Asp

gaa
Glu

Popis um&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopem tetanického toxoidu

ctg
Leu

cct
Pro

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln

ccce
Pro

tat
Tyr

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

387




<400> 58

Met Glu

1

Ser Ala

Val Pro

Gly

Met
65

Lys

Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

Leu

50
Leu
Glu

Val

Gln

59
438

5

20

35

Asp Ile Leu
Phe Gln Asn
Lys Phe Asn

85

Ser Ala Ser
100

Glu Phe Leu
115

DNA
Umé&la sekvence

Lys
Leu

70
Asn

His

Gly

Asn

55

Ser

Phe

Leu

Val

40

Gln

Leu

Thr

Glu

Met
120

157

Ile Pro Met Ser Thr Val Val Lys
10

His Arg Ala Leu Leu Thr Ser Asn
25

Thr His Lys Asn His Gln Leu Cys

Thrx

Ile

Val

Arg

105

Ser

Val
Lys
Ser

90

Thr

Thr

Arg Gly
60

Lys Tyr
75
Phe Trp

Arg Gln

Glu Trp

45

Gly

Ile

Leu

Phe

Ala
125

30

Thr

Asp

Arg

Leu

110

Met

15

Val
Arg
Val

95

Asp

Glu

Popis umélé sekvence: my3$i IL5 modifikovany
substituci s epitopy tetanického toxoidu

CDS
(1)

Mut
(25
Epi

Mut
(30
Epi

.. (438)

ace
6)..(300)

top P2 tetanického toxoidu

ace
1)..(363)

top P30 tetanického toxoidu

Glu Thr Leu Thr Gln Leu

Glu Thr Met Arg Leu Pro

Ile Gly Glu Ile Phe Gln

Glu

Gln
80

Pro

Tyr

Gly




<221> razné

<222> (1)..(255)
<223>

<220>

<221> rtzné

<222> (364)..(435)
<223>

<400> 59

atg gag att ccc atg agc
Met Glu Ile Pro Met Ser
5

tcc get cac cga get ctg
Ser Ala His Arg Ala Leu

gtc
Val

ggg
Gly

atg
Met
65

aaa
Lys

atc
Ile

cece
Pro

tat
Tyr

ggc
Gly
145

cct act
Pro Thr
35

cta gac
Leu Asp
50

cta ttc
Leu Phe

gag aag
Glu Lys

acc gag
Thr Glu

aag gtg
Lys Val
115

ctg cag
Leu Gln

<210> 60
<211> 145
<212> PRT

<213>

Uné&la

20

cat
His

ata
Ile

caa
Gln

tgt
Cys

ctg
Leu
100

agc

Ser

gag
Glu

aaa
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
85

ttc
Phe

*
gce

Ala

ttc
Phe

aat
Asn

aag
Lys

ctg
Leu
70

cag
Gln

aac
Asn

agce
Ser

ctt
Leu

sekvence

aca gtg gtg aaa gag acc
Thr Val Val Lys Glu Thr

158

10

DNA kédujici aminokyseliny 1-85 my$iho ILS

DNA kédujici aminokyseliny 90-113 my3iho ILS

ttg aca cag ctg
Leu Thr Gln Leu

15

ttg aca agc aat gag acg atg agg ctt cct
Leu Thr Ser Asn Glu Thr Met Arg Leu Pro
25

cac
His

aat
Asn
55

tca
Ser

tac
Tyr

aac
Asn

cac
His

ggt
Gly
135

cag
Gln
40

caa
Gln

tta
Leu

atc
Ile

ttc
Phe

ctg
Leu
120

gtg
Val

cta
Leu

act
Thr

ata
Ile

aag
Lys

acce
Thr
105

gag
Glu

atg
Met

tgc
Cys

gtc
Val

aag
Lys

gce
Ala
90

gtg
Val

agg
Arg

agt
Ser

att
Ile

cgt
Arg

aaa
Lys
75

aac
Asn

agc
Ser

acg
Thr

aca
Thx

gga
Gly

999
Gly
6C

tac
Tyr

tcec
Ser

tte
Phe

agg
Arg

gag
Glu
140

gag
Glu
45

ggt
Gly

atc
Ile

aag
Lys

tgg
Trp

cag
Gln
125

tgg
Trp

30

atc
Ile

acc
Thr

gat
Asp

ttc
Phe

ctg
Leu
110

ttc
Phe

gca
Ala

ttt cag
Phe Gln

gtg gaa
Vval Glu

aga caa
Arg Gln
80

atc ggc
Ile Gly
95

cge gtg
Arg Val

ctg gat
Leu Asp

atg gaa
Met Glu

48

19

144

192

240

288

336

384

432

438
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<223> Popis um&lé sekvence: my3i IL5 modifikovany
substituci s epitopy tetanického toxoidu

<400>

60

Met Glu Ile Pro Met

1

Ser Ala His Arg Ala

20

Val Pro Thr His Lys

35

Gly Leu Asp Ile Leu

50

Met Leu Phe Gln Asn

65

Lys Glu Lys Cys Gly

85

Ile Thr Glu Leu Phe

100

Ser

Leu

Asn

Lys

Leu

70

Gln

Asn

Thr

Leu

His

Asn

55

Ser

Tyr

Asn

Val Val

Thr Ser
25

Gln Leu
40

Gln Thr

Leu Ile

Ile Lys

Phe Thr
105

Lys

10
Asn
Cys
Val
Lys
Ala

90

Val

Glu

Glu

Ile

Arg

Lys

75

Asn

Ser

Thr Leu
Thr Met
Gly Glu

45

Gly Gly
60

Tyr (le

Ser Lys

Phe Trp

Thr

Arg

30

Ile

Thr

Asp

Phe

Leu
110

Gln

Leu

Phe

Val

Arg

Ile

95

Axrg

Leu

Pro

Gln

Glu

Gln
80

Gly

val

Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Arg Thr Arg Gln Phe Leu Asp

115

120

125

Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Ser Thr Glu Trp Ala Met Glu

Gly
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
223>

130

61

57

DNA

Homo sapiens

CDs
(1)..(57)

135

140

DNA kédujici pfirodni vedouci sekvenci humanniho ILS




<400>

160

61

atg agg atg ctt ctg cat ttg agt ttg ctg gct ctt gga gct gee tac
Met Arg Met Leu Leu His Leu Ser Leu Leu Ala Leu Gly Ala Ala Tyr

1

5 10 15

gtg tat gce
Val Tyr Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

62

19

PRT

Homo sapiens

62

Met Arg Met Leu Leu His Leu Ser Leu Leu Ala Leu Gly Ala Ala Tyr

1

5 10 15

Val Tyr Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

63

60

DNA
Mus musculus

CDS
(1)..(60)
DNA kédujici prirodni vedouci sekvenci my3iho IL5

63

atg aga agg atg ctt ctg cac ttg agt gtt ctg act ctc age tgt gtc
Met Arg Arg Met Leu Leu His Leu Ser Val Leu Thr Leu Ser Cys Val

1

5 10 15

tgg gcc act gece
Trp Ala Thr Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

20

64

19

PRT

Mus musculus

48

57

48

60
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<400> 64

Met Aré-Arg Met Leu Leu His Leu Ser Val Leu Thr Leu Ser Cys Val
1 5 10 15

Trp Ala Thr Ala
20

<210> 65

<211> 13

<212> PRT

<213> Umé&léa sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: VSeobecny epitop pomocného T
lymfocytu

<400> 65

Ala Ly;-Phe Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala
1 ‘ 5 10
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PV gor-379

. 6o
PATENTOVE NAROKY

1. Analog interleukinu 5 (IL5), ktery pochdzi z IL5 poly-
peptidu zvi¥ete, do kterého je zavedena modifikace, ktera ma
za nasledek, ¥e imunizace zvi¥ete analogem indukuje produkci
protilatek proti IL5 polypeptidu a kde se modifikace tyka
substituce a/nebo inzerce a/nebo delece aminokyseliny
kterékoliv 2z kli&ek 1 aZz 3 nebo C-konce heliku. D IL5, kde
uvedené klidky a helix D odpovidaji tém, které jsou

zndzornény na obr. 3 pro lidsky a mySi ILS5.

2. Analog interleukinu 5podle naroku 1, v némZ modifikace mé
za nasledek, ¥e je zachovadna podstatnad frakce IL5 epitopd B
bunék a Ze

- je zaveden alespoll jeden cizorody epitop pomocného T
lymfocytu (Ty epitop) a/nebo

- je zavedena alespoti jedna prvni skupina, ktera provadi
cileni modifikované molekuly k bulice prezentujici antigen
(APC) nebo B lymfocytu a/nebo

- je zavedena alespoil Jjedna druhd skupina, ktera
stimuluje imunitni systém a/nebo

- je zavedena alespoil Jjedna t¥eti skupina, ktera
optimalizuje  prezentaci  modifikovaného IL5 polypeptidu

imunitnimu systému.

3. Analog interleukinu 5 podle néroku 2, v némZ modifikace
zahrnuje zavedeni cizorodého Ty epitopu a/nebo prvni a/nebo
druhé a/nebo tteti skupiny jako postranni skupiny navazanim
kovalentni nebo nekovalentni vazbou k vhodnym chemickym

skupindm v IL5 nebo jeho subsekvenci.
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4, Analog interleukinu 5 podle naroku 3, v némZ modifikace
zahrnuje substituci a/nebo deleci a/nebo inzerci a/nebo adici

aminokyseliny.

5. Analog interleukinu 5 poedle naroku 3 nebo 4, v némZ

modifikace mad za ndsledek poskytnuti fdzniho polypeptidu.

6. Analog interleukinu 5 podle naroku 4 nebo 5, Vv némZ
zavedeni substituce a/nebo delece a/nebo inzerce a/nebo adice
aminokyseliny m& za nésledek podstatnou konzervaci celkové

tercidrni struktury ILS.

7. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 6,
v né&m¥ modifikace zahrnuje duplikaci alesponl jednoho IL5

epitopu B bullkky a/nebo zavedeni haptenu.

8. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z ndrokd 2 aZ 7,

v ndm¥ cizorody Ty epitop je u zvi¥ete imunodominantni.

9. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z narokd 2 a¥ 8,

v némZ cizorody Ty epitop je promiskuitni.

10. Analog interleukinu 5 podle naroku 9, v némZ alespon
jeden cizorody Ty je vybrén ze skupiny, kterou tvo¥i p¥irodni
promiskuitni Ty epitop a syntetickd sekvence vazebného

peptidu MHC-II.

11. Analog interleukinu 5 podle nédroku 10, v né€mZ p¥irodni Ty
epitop je vybrédn ze skupiny, kterou tvo¥i epitop tetanického
toxoidu, ijako je P2 nebo P30, epitop difterického toxoidu,

epitop hemaglutininu viru ch¥ipky a CS epitop P. falciparum.
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12. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z narokd 2 aZ
11, v némZ prvni skupina je v podstaté specificky vazebny
partner pro specificky povrchovy antigen B lymfocytu nebo pro
specificky povrchovy antigen APC, 3jako 3je hapten nebo

sacharid, pro ktery je receptor na B lymfocytu nebo APC.

13. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z nérokd 2 aZ
12, v némZ druhd skupina je vybré&na ze skupiny, kterou tvori

cytokin, hormon a protein tepelného Soku.

14. Analog interleukinu 5 podle néroku 13, v némZ cytokin je

vybran ze skupiny, kterou tvo¥i interferon y (IFN-vy), F1t3L,

interleukin 1 (IL-1), interleukin 2 (IL-2), interleukin 4
(IL-4), interleukin 6 (IL-6), interleukin 12 (IL-12),
interleukin 13 (IL-13), interleukin 15 (IL-15) a faktor

stimulujici kolonie granulocytd a makrofédgd (GM-CSF) nebo
jejich G&inné &asti a protein tepelného 8&oku je vybran ze
skupiny, kterou tvori HSP70, HSP9O, HSC70, GRP94 a

kalretikulin (CRT) nebo jejich G&inné &asti.

15. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z narokl 2 aZ
14, v ndmZ t¥eti skupina je lipidové povahy, jako je
palmitoylova skupina, myristylovd  skupina, farnesylova
skupina, geranyl-geranylovd skupina, GPI kotva a N-

acyldiglyceridova skupina.

16. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z
predchdzejicich nérokl,kde modifikace spoliva v tom, Ze
subsekvence IL5 polypeptidu je modifikovéna v alesporl jedné
klidce 1 a% 3 nebo v aminokyselinovych zbytcich u C-konce

helixu D.
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17. Analog interleukinu 5 podle kteréhokoliv z
p¥edchazejicich narokd, kde IL5 polypeptid je huménni IL5
polypeptid.

18. Analog interleukinu 5 podle naroku 17, v n&mZ huménni ILS5
polypeptid byl modifikovan substituci alespornl jedné
aminokyselinové sekvence v sekv. 1id. ¢&. 1 alespoil jednou
aminokyselinovou sekvenci stejné nebo odli&né délky, a tim
vznikl cizorody Ty epitop, pridemZ substituované
aminokyselinové zbytky jsou vybrany ze skupiny, kterou tvori
zbytky 87 a¥% 90, zbytky 88 aZ 91, zbytky 32 aZ 43, zbytky 33
a¥ 43, zbytky 59 aZ 64, zbytky 86 aZ% 91 a zbytky 110 az 113.

19. Imunogenni p¥ipravek vy zna ¢ujici se t

[

m,
e obsahuje

- imunogenné U¢inné mnozstvi IL5 polypeptidu autolog-
niho pro zviYe, p¥idemZ ILS5 polypeptid je formulovén spolelné
s imunologicky p¥ijatelnym adjuvans tak, aby porusil
autotoleranci zvi¥ete k ILS polypeptidu, priemZ pripravek
diale obsahuje farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelny nosic
a/nebo vehikulum,

- imunogenn& G&inné mnoZstvi IL5 analogu podle které-
holiv 2z narokdi 1 a¥ 18, p¥idemZ pripravek dale obsahuje
farmaceuticky a imunologicky  p¥ijatelny  nosié a/nebo

vehikulem a volitelné adjuvans.

20. Imunogenni pfipravek podle naroku 19
vyznadujici se t 1 m, Ze adjuvans je vybrano ze
skupiny, kterou tvo¥i imunitné€ cilici adjuvans; imunitné
modulujici adjuvans, jako je toxin, cytokin a mykobakteridlni
derivat; olejovy p¥ipravek; polymer; adjuvans tvo¥ici micely;

saponin; imunostimula®ni komplexni matrice (ISCOM matrice);
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Gastice; DDA; hlinikovad adjuvancia; DNA adjuvancia; gamma-

inulin; a opouzdf¥ovaci adjuvans.

21. Fragment nukleové kyseliny, ktery kéduje IL5 analog podle

kteréhokoliv z narokl 1 aZ 18.

22. Vektor nesouci fragment nukleové kyseliny podle naroku
21.

23. Vektor podle néroku 22, ktery Jje schopny autonomni

replikace.

24. Vektor podle naroku 22 nebo 23, ktery Je vybran ze
skupiny, kterou tvo¥i plazmid, fag, kosmid, mini-chromozom a

virus.

25. Vektor podle kteréhokoliv z ndrokl 22 aZ 24, obsahujici

ve smdru 5'—3' a v operabilni vazb& promotor pro pohaneéni
exprese fragmentu nukleové kyseliny podle naroku 21,
voliteln& sekvenci nukleové kyseliny kdédujici vedouci peptid
umo¥fiujici sekreci nebo integraci polypeptidového fragmentu
do membrany, fragment nukleové kyseliny podle naroku 21 a

voliteln& terminédtor.

26. Vektor podle kteréhokoliv z narokd 22 aZ 25, ktery je po
zavedeni do  hostitelské  buiky integrovan do genomu

hostitelské buiky.

27. Vektor podle kteréhokoliv z narokd 22 aZ 25, ktery po
zavedeni do hostitelské butiky neni schopen integrace do

genomu hostitelské burky.
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28. Vektor podle kteréhokoliv z ndrokd 22 a%Z 27, kde promotor

pohédni expresi v eukaryotické butice a/nebo v prokaryotické
butice.

29. Transformovand butika nesouci vektor podle kteréhokoliv

z nédroklt 22 aZ 28.

30. Transformovand butika podle nédroku 29, kterd je schopné

replikace fragmentu nukleové kyseliny podle naroku 21.

31. Transformovand bufika podle naroku 30, kterou Jje
mikroorganizmus vybrany ze skupiny, kterou tvo¥i bakterie,
kvasinky, protozoa, nebo butika pochédzejici z mnohobun&&ného
organizmu vybraného z bun&k hub, hmyzich bunék, jako jsou

buttky S, nebo SF, rostlinnych buné&k a savé&ich bunék.

32. Transformovand buiika podle néroku 31, kterou je bakterie

rodu Escherichia, Bacillus, Salmonella nebo Mycobacterium.

33. Transformovanid butika podle nédroku 32, kterd je vybrana ze
skupiny, kterou tvo¥i butiky E. coli a nepatogenni burky

Mycobacterium, jako je M. bovis BCG.

34. Transformovanid butika podle kteréhokoliv z narokt 29 aZ
33, kterd exprimuje fragment nukleové kyseliny podle naroku

21.

35. Transformovand butika podle néroku 34, kterd sekretuje
nebo nese na svém povrchu IL5 analog podle kteréhokoliv

z ndrokd 1 aZ 18.

36. Pripravek pro indukci produkce protiladtek proti IL5

-

vyznadcujici se t 1 m, Ze obsahuje
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- fragment nukleové kyseliny kdédujici IL5 analog, do
néhoz je zavedena modifikace; jez m& za nasledek imunizaci
zvitete, ptrilemZ IL5 je autologni s analogénl a indukuje
produkci protildtek proti IL5 polypeptidu, jako fragment
nukleové kyseliny podle nadroku 21 nebo vektor ©podle
kteréhokoliv z narokd 22 a% 28, a

- farmaceuticky a imunologicky pF¥ijatelny nosié¢ a/nebo

vehikulum a/nebo adjuvans.

37. P¥ipravek podle ndroku 36 vyznaduijici s e
t i m, Ze zavedend nukleovad kyselina (nukleové kyseliny) je
(jsou) vybréna(y) ze skupiny, kterou tvori nahd DNA, DNA
formulovand s nabitymi nebo nenabitymi lipidy, DNA
formulovand v lipozomech, DNA obsaZend ve virovém vektoru,
DNA formulovand s proteinem nebo polypeptidem usnadiujicim
transfekci, DNA formulovand s cilicim proteinem nebo
polypeptidem, DNA formulovand s vapnikovymi precipitacnimi
&inidly, DNA kondenzovand k molekule inertniho nosice, DNA
opouzd¥end v chitinu nebo chitosanu a DNA formulované
s adjuvanty, jako je adjuvans vybrané =ze skupiny, kterou
tvori imunitn& cilici adjuvans; imunitné€ modulujici adjuvans,
jako je toxin, cytokin a mykobakteri&lni derivat; olejovy
ptipravek; polymer; adjuvans tvo¥ici micely; saponin;
imunostimuladni komplexni matrice (ISCOM matrice); <astice;
DDA; hlinikovad adjuvancia; DNA adjuvancia; gamma-inulin; a
opouzd¥ovaci adjuvans, a nukleové kyseliny, které Jjsou

obsaZeny ve virtudlni lymfatické uzliné VLN

38. Stabilni bunéfnéd 1linie, kterd nese vektor podle
kteréhokoliv z narokl 22 aZ 28 a kterd exprimuje fragment
nukleové kyseliny podle ndroku 21 a kterd volitelné& sekretuje
nebo nese na svém povrchu IL5 analog podle kteréhokoliv

z narokt 1 aZ 18.
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39. Zpusob ptipravy bullky podle kteréhokoliv z narokld 29 aZ

35 vyznadcuijic i s e t im, zZe zahrnuje
transformaci hostitelské butlky fragmentem nukleové kyseliny
podle naroku 21 nebo vektorem podle kteréhokoliv z naroka 22

az 28.

40. Zplasob identifikace modifikovaného IL5 polypeptidu, ktery
je schopen indukovat protilatky proti nemodifikovanému IL5 u
Yivo&isného druhu, kde nemodifikovany IL5 polypeptid Jje
autoprotein, vy znacdujici se t 1 m, Ze zahrnuje

- p¥ipravu, prost¥ednictvim peptidové syntézy nebo
technik genového inZengrstvi , sady vzé&jemneé rozdilnych
modifikovanych IL5 polypeptidd, kde byly p¥idany, vloZeny,
odstranény nebo substituovany aminokyseliny do
aminokyselinové sekvence IL5 polypeptidu Zivo&i&ného druhu, a
tim vznikly aminokyselinové sekvence v sadé, které obsahuji
epitopy T bun&k, které jsou cizorodé pro Zivolisny druh nebo
p¥ipravu sady fragmentt nukleové kyseliny kédujicich sadu
vzajemn& rozdilnych modifikovanych IL5 polypeptidi,

- testovani d&lent sady na jejich schopnost indukovat
produkci protilatek proti nemodifikovanému IL5 ZivolisSnym
druhem, a

- identifikaci a voliteln& izolaci <&lenu(&lent) sady,
ktery vyznamn& indukuje produkci protilatek proti nemodi-
fikovanému IL5 u Zivo&iiného druhu nebo identifikaci a
volitelné& izolaci polypeptidovych expresnich produktd
kédovanych d&leny sady fragmentd nukleové kyseliny, které
vyznamn& indukuji produkci protildtek proti nemodifikovanému

IL5 u Zivodisdného druhu.

41. Zpisob vyroby imunogenniho p¥ipravku obsahujiciho alespoil

jeden modifikovany IL5 polypeptid, ktery je schopny indukovat




170 ¢

protilatky proti nemodifikovanému IL5 u Zivo&isného druhu,
kde nemodifikovany ILS polypeptid je autoprotein,
vyznadc¢ujici se t 1 m, Ze zahrnuje

- pripravu, prost¥ednictvim peptidové syntézy nebo
technik genového inZenyrstvi, sady vzdjemné rozdilnych
modifikovanych IL5 polypeptidd, kde byly p¥idany, vloZeny,
odstranény nebo substituovany aminokyseliny do
aminokyselinové sekvence IL5 polypeptidu Zivo&iSného druhu, a
tim vznikly aminokyselinové sekvence v sad&€, které obsahuji
epitopy T bun&k, které jsou cizorodé pro zvifte,

- testovani d&lenli sady na Jjejich schopnost indukovat
produkci protildtek proti nemodifikovanému IL5 Zivocignym
druhem, a

- smiseni J&lenu(dlentt) sady, ktery vyznamné& indukuje
produkci protildtek u Zivo&i&ného druhu, které reaguji s ILS5,
s farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelnym nosiem a/nebo
vehikulem, volitelné& v kombinaci S alespoil jednim

farmaceuticky a imunologicky p¥ijatelnym adjuvans.

42. Zptusob podle naroku 39 nebo 40 vy znac¢ujic i

s e t i m, ¥e priprava <&lend sady zahrnuje pF¥ipravu
vzdjemn& rozdilnych sekvenci nukleové kyseliny, kazda
sekvence je sekvence nukleové kyseliny podle narcoku 21,
inzerci sekvenci nukleové kyseliny do vhodnych expresnich
vektort, transformaci vhodnych hostitelskych bun&k vektory a
expresi sekvenci nukleové kyseliny, a volitelné nasledné pak

izolaci expresnich produkti.

43. Zptsob podle n&roku 42 vyznadcuijic i s e
t i m, ¥e priprava sekvenci nukleové kyseliny a/nebo vektort
je provedena technikou molekuldrni amplifikace, jako je PCR,

nebo syntézou nukleovych kyselin.
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44. PouZiti IL5 nebo Jjeho subsekvence pro pIipravu
imunogenniho p¥ipravku obsahujiciho adjuvans pro down-

regulaci aktivity IL5 u zvirete.

45. PouZiti IL5 nebo Jjeho subsekvence pro pIipravu
imunogenniho p¥ipravku obsahujiciho adjuvans pro 1léceni,
profylaxi nebo zmirnéni astmatu nebo jinych chronickych

alergickych stavu.

46. Pou¥iti IL5 analogu pro p¥ipravu imunogenniho p¥ipravku
voliteln& obsahujiciho adjuvans pro down-regulaci aktivity

ILS u zvifete.

47. Pou%iti IL5 analogu pro p¥ipravu imunogenniho p¥ipravku
voliteln& obsahujiciho adjuvans pro léeni, profylaxi nebo

zmirn&ni astmatu nebo jinych chronickych alergickych stavi.

48. PouZiti podle néroku 46 nebo 47, kde analogem je analog

podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 18.

49. PouZiti fragmentu nukleové kyseliny kdédujiciho analog IL5
pro vyrobu imunogenniho p¥ipravku pro down-regulaci aktivity

I1L5 u zvitete.

50. PouZiti fragmentu nukleové kyseliny kédujiciho analog IL5
pro vyrobu imunogenniho p¥ipravku pro 1léZeni, profylaxi nebo
zlepSeni stavu u astmatu nebo jinych chronickych alergickych

stavia.

51. PouZ¥iti podle naroku 49 nebo 50, kde fragmentem nukleové
kyseliny je fragment nukleové kyseliny podle né&roku 21 nebo
fragment nukleové kyseliny =zabudovany ve vektoru podle

kteréhokoliv z nérokl 22 aZ 28.
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52. PouZiti nepatogenniho mikroorganismu nebo viru nesouciho
fragment nukleové kyseliny kdédujici analog IL5 pro vyrobu
imunogenniho p¥ipravku pro down-regulaci aktivity IL5 u

zvifete.

53. PouZitil nepatogenniho mikroorganismu nebo viru
obsahujiciho fragment nukleové kyseliny kédujici analog IL5
pro vyrobu imunogenniho p¥ipravku pro 1lé&eni, profylaxi nebo
zlepgeni stavu u astmatu nebo jinych chronickych alergickych

stava.

54. Pou¥iti podle naroku 52 nebo 53, kde fragmentem nukleové
kyseliny je fragment nukleové kyseliny podle néroku 21 nebo
fragment nukleové kyseliny zabudovany ve vektoru podle

kteréhokoliv z narokl 22 aZ 28.
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