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Su opisané sposoby a pripravky na zosilnenie imunogeni-
city preselektovaného antigénneho proteinu alebo peptidu
cicavca. Imunogenicita je zosilnend fuziou preselektovang-
ho antigénu ku kon3tantnému useku tazkého retazca imu-
noglobulinu za vzniku Fc-antigénneho fizneho proteinu.
Fc-antigénne flizne proteiny viaZu Fc receptory na povrchu
buniek prezentujucich antigén, ¢im cielia antigén k bunkéam
prezentujucim antigén cicavca. Okrem toho je opisana ro-
dina adjuvancii, napriklad Fc-adjuvantny fazny protein, na
pouzitie s Fc-antigénnymi fliznymi proteinmi na zosilnenie
alebo modulaciu konkrétnej imunitnej reakcie proti prese-

lektovanému antigénu.

Kompozicia na vyvolanie imunitnej odpovede, jej pouZitie, kit, fazny protein, nukleova kyselina a expresny



Kompozicia na vyvolanie imunitnej odpovede, jej pouZitie, kit,

fizny protein, nukleova kyselina a expresny vektor
T&to prihla8ka si narokuje prioritu z U.S.S.N. 60/144

965, podanej 21. jula, 1999, ktorej opis je zahrnuty formou

odkazu v tomto texte.

Oblast techniky

Predkladany wvynadlez sa tyka spdsobov a pripravkov na
zosilnenie imunogenicity preselektovaného antigénneho proteinu
alebo peptidu cicavca. Konkrétne sa vyndlez tyka spdsobov
a pripravkov obsahujicich kédujice nukleové kyseliny
a aminokyselinové sekvencie definujice fizne proteiny
obsahujlce konStantny udsek taZkého retazca imunoglobulinu
a preselektovany antigén, prifom preselektovany antigén vo
fiznom proteine Jje schopny u cicavca vyvolat silnej8iu
imunitnd reakciu v porovnani s preselektovanym antigénom

samotnym.

DoterajSi stav techniky

Vyvoj vakcin je tradifne zamerany na vytvéranie
protektivnych protildtok schopnych neutralizovat infek&né
agens. AZ doposial agens pouZivand ako vakciny typicky
obsahovala inaktivované alebo oslabené mikroorganizmy
(napriklad baktérie alebo wvirusy), ich produkty (napriklad
toxiny) alebo purifikované antigény. S ndstupom modernef
molekuldrnej bioldgie a metdd klonovania génov Jje moZné
vyrobit distej8ie a ovela Bpecifickej3ie vakciny. Okrem toho

znalost imunitného systému na molekuldrnej drovni umoZnila

PP VP deie



izol4ciu a charakterizaciu imunitnych reakciou stimulovanych
infekénymi agens. Dve zloZky imunitného systému, o ktorych sa

~

predpokladd, Ze sG Ustredné na Uspednd tvorbu imunitnych
reakcii, zahfflaji: hlavnd dlohu regulad&nych a cytotoxickych
T lymfocytov a spdsob, ktorym je tymto bunkdm prezentovany
antigén bunkami prezentujlcimi antigén (antigén presenting
cell - APC), (pozri napriklad W. E. Paul, wvyd. (1993)

Fundamentals Of Immunology, Raven Press, Ltd., New York).

Typicky Jje antigénny protein alebo peptid prijaty =z
vonkaj8ku APC (exogénny antigén) degradovany v endocytérnom
vezikule alebo endozdme APC, hned potom vysledné peptidové
fragmenty tvoria komplex s proteinmi hlavného
histokompatibilného systému (MHC) II. triedy. Vysledny komplex
sa presunie na bunkovy povrch, kde je vystaveny imunitnym
bunkédm obklopujicim APC. Peptidovy fragment je . prispdsobeny
priestoru definovanom MHC molekulou a komplex mdZe byt
rozpoznavany T lymfocytom exprimujdcim receptor lymfocytu T,
ktory mé& pre komplex vazbovi Specificitu. Interakcia medzi
molekulou MHC II. triedy opatrenou peptidom a pomocnym T
lymfocytom, nazyvanym v odbore T lymfocytom CD4, ije dalej
stabilizovand dalSou interakciou medzi molekulou MHC 1II.
triedy samotnou a CD4+ recéptorom na povrchu T lymfocytu. Teda
exogénny antigén, ktory je spracovany v APC bunkdch, je
predloZeny na bunkovom povrchu prostrednictvom molekdl MHC II.
triedy; Komplex MHC II. triedy, ked je prezentovany
CDh4+ T lymfocytom, vedie na to, Ze CD4+ pomocné lymfocyty
sekretujd cytokiny, ktoré stimulujd B lymfocyty na tvorbu

protilatok proti peptidu. (pozri Paul, vy33ie).

Vakcindcia exogénnym antigénom md typicky za n&sledok CD4
lymfocytmi sprostredkovand T lymfocytdrnu reakciu, ktora

v8eobecne konéi produkciou protilatky. Cytotoxické T lymfocyty



(CTL) nie sG touto drdhou typicky stimulované. CTL sd zjavne
stimulované v situdcidch, ked antigén vznikd z vnitrajsku APC
samotnej (endogénny  antigén), napriklad prostrednictvom
produkcie virusovych proteinov v bunke infikovanej virusom
alebo proteinov Specifickych pre nadory v karcindmovych
bunkdch. V skutonosti sa pre mnoZstvo virusovych ochoreni
veri, Ze vytvorenie CTL je rozhodujice na elimindciu buniek

infikovanych virusom, a teda zotavenie z infekcie.

Stidie ukazuji, %e endogénne a exogénne antigény si
spracovavané odlisne. Polas syntézy vznikajlcich polypeptidov
je d&ast polypeptidu degradovand intraceluldrnou 3truktidrou
nazyvanou proteozdm. Fragmenty z tohto procesu tvoria komplex
s novo syntetizovanymi molekulami MHC I. triedy sk&r ako MHC
II. triedy, hned potom vysledné komplexy MHC 1I. triedy
obsahujlice antigén s transportované na bunkovy povrch. Opat
T lymfocyty so Specificitou pre Specificky peptidovy fragment
viazu T lymfocyty, ale v tomto pripade potrebnd interakcia
koreceptorov nastdva medzi molekulou MHC I. triedy a CD8
molekulou. V sGlade s tym je endogénny antigén na povrchu APC
prezentovany CD8+ T lymfocytom. Aj ked existujd niektoré typy
CD8+ T lymfocytov, ktoré nie st cytotoxické, CD8+ T lymfocyty

tvoria va&3inu CTL.

Preto sa 2zda, Ze navrh/kondtrukcia vakciny schopnej
indukovat silnd CTL reakciu vyZaduje, aby antigénna molekula
(v8eobecne protein) bola bud vytvorend vo vnitri bunky alebo
dopravend do vhodného bunkového kompartmentu, aby wmohla
vstipit do drdhy MHC I. triedy. Jedna stratégia je zaviest gén
kéddujici pozadovany protein alebo peptid do virusu, a potom
pouzit modifikovany virus ako vakcinu (Lorenz et al. (1999)
HUM. GENE THER. 10:623-631). DalSou stratégiou je injikovat

DNA vektor kédujlci protein do bunky, a potom podavat bunku



zvieratu alebo pacientovi, kde ije exprimovand bunkou, a Ije
potom predloZend na bunkovom povrchu prostrednictvom molekdl
MHC I. triedy (Donnelly et al. (1997) ANNU. REV. IMMUNOL.
15:617) . Bolo uk&zané, Ze jednoduhgia technika injikovania DNA
vektorov priamo do svalu alebo koZe indukuje CTL a/alebo
protilatkovi reakciu na niekolko antigénov (Lai et al. (1988)
CRIT. REV. IMMUNOL. 18: 449-84 a patent Spojenych Statov &. 5
589 466). Studie ukazali, Ze antigén je zabrany a spracovany
APC, kde je prezentovany imunitnému systému (Lai et al.,

vysgie) .

Aplikédcia exogénnych peptidov alebo proteinov dridhe MHC
I. triedy bola Ciastolne uspe$nd vdaka pouZitiu chemickych
adjuvancii, ako je napriklad Freundovo adjuvans a zmesi
skvalenov a detergentov (Hilgers et al. (1999) VACCINE, 17:
219-228) a nov8ie vdaka pouZitiu malych perli&iek potiahnutych
antigénom, ktoré st fagocytované makrofdgmi a indukujd CTL
reakcie prostrednictvom alternativnej dridhy MHC I. triedy (De
Bruijn et al. (1995) EUR. J. IMMUNOL. 25: 1274-1285). Okrem
toho daldie metdédy na zosilnenie imunitnej reakcie na antigén
mdZu obsahovat pouZitie chemickych adjuvancii v kombindcii s
rekombinantnymi imunostimuladnymi cytokinmi, napriklad IL-2,
IL-12, GM-CSF a dalimi. Napriklad jeden spdsob pouZiva anti-
hapténova protildtku fGzovanG k IL-2 ako spdsob spojenia tohto
cytokinu k antigénnemu proteinu, ktory chemicky reagoval s

haptenom (Harvill et al. (1996) J. IMMUNOL. 157:3165).

Daldia technika vyuziva protilatkovd ,antigenizéciu",
pomocou ktorej je <dast variabilného dseku imunoglobulinu
nahraden& antigénnym peptidom. Antigénny peptid hybridnej
molekuly 3Jje prezentovany APC, akondhle sa rekombinantna
protildtka viaZe na APC prostrednictvom interakcie s Fc

receptormi na povrchu APC (Lama et al. (1993) PROC. NATL.



ACAD. SCI. USA 90: 11683-11687). RozSirenie tohto pristupu
pouziva splenickd injekciu plazmidovej DNA kédujice]j
s.antigenizovany® taZky retazec imunoglobulinu, po ktorej B
lymfocyty pochédzajlGce 2zo sleziny sekretuji rekombinantnd
protildtku, akondhle je poskytnuy partner lahky retazec

imunoglobulinu.

Imunogenicita aplikadného systému pre antigén je ale
jeden 2z hlavnych technickych prekdzZok v rozvoji modernych
vakcin. Cielom vakcindcie je vyvolat silnG imunitnd reakciu.
Ale pretoZe hostitelsky imunitny systém je vyvinuty pre boj
proti baktéridm a virusom, ked =sd baktérie alebo virusy
pouzité ako vektory, je posol/vektor typicky znieny spolu so
spravou. Okrem toho silné imunitné reakcie na urlité virusové
vektory, napriklad vakciniu a adenovirus, obmedzuji ich
pouZitelnost a predpokladd sa, %e podobné problémy mbéZu
povstat v priebehu pouZitia bakteridlnych toxinov ako
proteinovych vektorov. Podobne ,proteinové vektory"“ zaloZené
na protilatke pouZivajlce variabilné useky, ktoré vdaka svojej
vlastnej povahe, nie s povaZované za vlastné (,self")
imunitnym systémom, sd potencialne imunogénne. Predpoklada sa,
Ze mnohondsobné pouZitie tychto nosiéskych molekdl mbZe
indukovat anti-idiotypové reakcie, a tym népred vyladit ich
G&inné pouzitie. V stlade s tym je predmetom predkladaného
vyndlezu poskytnit vakcinu, ktora vytvori silnd a dlhodobi
imunitu proti preselektovanému antigénnemu proteinu alebo

peptidu.

Podstata vynalezu

Tento vyndlez je <¢iastolne zaloZeny na objave, Ze je
mozné zvy3it imunogenicitu preselektovaného peptidu alebo

antigénneho proteinu cicavca fuziou preselektovaného antigénu



ku konStantnému dseku taZkého retazca imunoglobulinu. Vysledny
fizny protein (v tomto texte tieZ nazyvany ,Fc-antigénny fdzny
protein® alebo ,antigénny fdzny protein“) alebo sekvencia
nukleovej kyseliny koédujtca fdzny protein potom -mdZu byt
podadvané cicavcovi vo forme vakciny, aby sa vyvolala imunitnd
reakcia proti preselektovanému antigénu. Okrem toho bolo
objavené, Ze intenzita a typ imunitnej reakcie vyvolanej proti
preselektovanému antigénu mdZu byt modulované podavanim
gpecifickych adjuvancii spolu s Fc-antigénnym fiznym proteinom
alebo sekvenciou nukleovej kyseliny kd&dujicou Fc-antigénny

fizny protein.

V sdlade s tym vyndlez poskytuje spdsob zvySenia
imunogenicity preselektovaného antigénu cicavca. V jednom
aspekté spdsob obsahuje podavanie cicavcovi Fc-antigénneho
fizneho proteinu obsahujliceho kon3tantny UGsek taZkého retazca
imunoglobulinu spojeny polypeptidovou vazbou k
preselektovanému antigénu v mno¥stve postadujlcom na to, aby
sa vyvolala imunitnd reakcia. V dalSom aspekte spdsob obsahuje
podavanie cicavcovi sekvencie nukleovej kyseliny, napriklad
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) alebo ribonukleovej kyseliny
(RNA) , kédujice] Fc-antigénny flzny ©protein obsahujici
kondtantny usek taZkého retazca imunoglobulinu fdzovany k
preselektovanému antigénu. Preselektovany antigén, ked je
Castou Fc-antigénneho fizneho proteinu (bud poddvany ako fdzny
protein alebo nukleovad kyselina, ktord je potom ekprimované v
prijemcovi za vzniku fGzneho proteinu), je charakterizovany
tym, Ze je schopny stimulécie imunitnej reakcie cicavca, ktora
je silnejsSia ako reakcia vyvoland porovnatelnym mnoZstvom

(napriklad hmotnostou alebo poltom molekil) preselektovaného

antigénu samotného, to je preselektovanym antigénom
nefdzovanym ku kongtantnému lUseku tazkého retazca
imunoglobulinu.



Okrem toho imunitné reakcie vyvolané proti
preselektovanému antigénu Fc-antigénneho fizneho proteinu mdéZu
byt zosilnené alebo wmwodulované podavanim Fc-antigénneho
fizneho proteinu spolu s adjuvans. Aj ked v praxi vynélezu'
mdZe byt pouZitelny cely rad adjuvancii, napriklad chemicka
adjuvancia, ako je napriklad Freundovo kompletné adjuvans
alebo oligonukleotid obsahujidci nemetylovani CpG sekvenciu,
beZne vyhodnd adjuvancia na pouZitie s Fc-antigénnymi fdznymi
proteinmi zahfniajd druhy Fc fizny protein (v tomto texte
nazyvany ,Fc-adjuvantny fizny protein“ alebo ,adjuvantny fizny
protein®) alebo nukleovi kyselinu kédujicu taky Fc fdzny
protein. Vyhodné Fc-adjuvantné flzne proteiny =zahfilajd

konStantny Gdsek taZkého retazca imunoglobulinu spojeny

polypeptidovou vazbou na adjuvantny protéin, napriklad
cytokinu. Vyhodné cytokiny pouZitelné na konstrukciu
Fc-adjuvantnych fdznych proteinov zahfriaja napriklad

interferdn-y (IFN-y), interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-
4), interleukin-12 (IL-12), IL-18, faktor nekrotizujdci néadory
(TNF), faktor stimulujdci kolénie granulocytov a makrofdgov
(GMCSF) . Dal8ia trieda Fc-adjuvantnych fdznych proteinov
zahffla Gsek taZkého retazca imunoglobulinu fdzovany k
adjuvantnej skupine zodpovedajlicej extraceluldrnej doméne
proteinu, ktord je obvykle {iastodne alebo vylulne viazand na
membranu. Napriklad CD40 ligand je fdzovany k Fc skupine, aby

bol pouZity ako zosilneny adjuvantny protein.

Spolo&né podavanie Fc-antigénneho a Fc-adjuvantného

fizneho proteinu, bud sdGlasne alebo jedného po druhom
(napriklad Fc-antigén nasledovany Fc-adjuvans alebo
Fc-adjuvans nasledované Fc-antigénom), mdZe byt pouZité na

moduldciu typu imunitnej reakcie, ktord je stimulovanid proti

preselektovanému antigénu. Dva druhy imunitnej reakcie,



nazyvané Thl a Th2, si spistané ako reakcie na odli%né podnety

a zapajaju odlisSné cytokiny. Thl sprostredkované imunitné
reakcie si typicky Dbunkovej povahy, zatial &o Th2
sprostredkované imunitné reakcie sd typicky humordlnej povahy.
V stlade s tym Thl reakcia mbéZe byt pouZitelnd na napadnutie
zmenenych buniek, ako sd napriklad karcindémové bunky alebo
bunky infikované virusom, zatial ¢&o Th2 reakcia mbZe byt
pouzitelnd na napadnutie extraceluldrnych agens, ako s
napriklad paraziti. Casto je uZitodné podavat cytokiny,
fizované ku kondtantnym tsekom ta¥kého retazca imunoglobulinu,
na stimuldciu bud v3eobecnej imunitnej reakcie alebo na
spustenie alebo tie? moduldciu 3Bpecifickych Thl alebo Th2

reakcii.

Napriklad Fc-adjuvantny fazny protein obsahujici
kon8tantny Usek taZkého retazca. imunoglobulinu spojeny
peptidovou vazbou k GMCSF je d&inny vSeobecny stimulétor
imunitnej reakcie, vratane obidvoch reakcii Thl a Th2.
Fc-adjuvantny fizny protein obsahujici IL-12 alebo IFN-y mdzZe
byt spolodne podadvany na stimuldciu primdrne bunkovej alebo
Thl sprostredkovanej imunitnej reakcie. Alternativne mdZe byt
Fc-adjuvantny fdzny protein obsahujici 1IL-4 podavany na
stimuldciu primdrne humordlnej alebo Th2 sprostredkovanej

imunitnej reakcie.

Okrem toho vyber konkrétneho cytokinu pritomného v
Fc-adjuvantnom fiznom  proteine mbzZe ovplyvnit triedu
protiléatky vytvaranej proti preselektovanému antigénu
Fc-antigénneho fizneho proteinu. Napriklad Fc-adjuvantny fdzny
protein obsahujidci IL-12 mbZe stimulovat pomocné T lymfocyty a
produkciu 1gG2a triedy protildtok. Alternativne adjuvantny
fdzny protein obsahujlci IL-4 mbdZe stimulovat produkciu IgE

triedy protiléatok.



Ako bolo diskutované .vyééie, vo vyhodnom uskuto&neni
spbsob zahffla podavanie Fc-antigénneho fizneho proteinu alebo
nukleovej kyseliny kédujicej Fc-antigénny fdzny protein v
\kombinécii s Fc-adjuvantnym fGznym pfoteinom. S pouZitim dvoch
fdznych proteinov, kazdy obsahujici konZtantny tsek taZkého
retazca imunoglobulinu, 3je moZné spolodne lokalizovat ako
preselektovany antigén tak adjuvantnému proteinu (napriklad
cytokin) v rovnakych alebo podobnych bunkovych typoch cicavca.
Napriklad makrofdgy, B lymfocyty, granulocyty a dendritické
bunky exprimuji Fc receptory na svojom bunkovom povrchu. V
sGlade s tym spolo€nym podadvanim Fc-antigénu a Fc-adjuvantnych
faznych proteinov schopnych viazat Fc receptory je moZné
spoloCne lokalizovat antigén antigénneho flzneho proteinu a
adjuvans adjuvantného filzneho proteinu v rovnakych bunkovych
typoch. Adjuvans potom mdZfe stimulovat, zosilnit alebo inak
modulovat imunitnd reakciu v okoli preselektovaného antigénu.

V tomto vyhodnom uskutofneni pouZiva vyndlez dve odligné
formy lokalizdcie alebo koncentrdcie. Po prvé vyndlez pouZiva
spolodnid skupinu, ktord je fdzovand ako na antigén tak na
adjuvans, ktoré s koncentrované v uréditych oblastiach
organizmu. Tymto sp8sobom  je zvySend  G&inna lokédlna
koncentracia antigénu v susedstve adjuvans. Po druhé vynalez
cieli antigén k mechanizmom imunitného systému na spracovanie
a prezentdciu antigénu. Prvy koncentraény krok mdZe byt
uskutocCriovany flziou antigénu a adjuvantnych proteinov k
skupine, <o ma& za nésledok koncentrdciu v niektorej <&asti
organizmu, ktord je dostupnd imunitnému systému. Druhy
cieliaci krok mbéZe byt uskutodfiovany flaziou antigénneho
proteinu ku ktorejkolvek skupine, ktord zosilfiuje prezenticiu

alebo spracovanie systémom prezentujicim antigén.



V sGlade s tym vyndlez dosahuje tychto koncentradnych
G¢inkov dvoma alternativnymi metddami. Prvou metddou je
konStrukcia a podavanie dvoch rdéznych fdznych proteinov, fGzny
protein lokalizujGci antigén a flzny protein lokalizujidci
adjuﬁans. Druhou metddou je konstrukcia a podavanie fazie
obsahujicej antigén, adjuvans a lokalizujdci protein. Fc

skupina je priklad lokalizujiceho proteinu.

DB8leZity charakteristicky rys konZtantného uGseku taZkého
retazca imunoglobulinu je to, zZe na rozdiel od
preselektovaného antigénu v Fc-antigénnom fiznom proteine, je
vyhodne neimunogénny alebo je 1len slabo imunogénny pre
predpokladaného prijemcu. 1Inak povedané, v Fc-antigénnom
fiznom proteine je preselektovany antigén navrhnuty tak, aby
bol viacej imunogénny pre prijemcu ako konStantny usek tazZkého
retazca imunoglobulinu. Podobne ' sa = predpoklads, zZe
Fc-adjuvantny fldzny protein by tieZ bol neimunogénny alebo
slabo imunogénny pre predpokladaného prijemcu. Imunogenicita
kongtantného {seku ta?kého retazca imunoglobulinu mdZe byt
redukovand a v uréitych pripadoch eliminovand s pouZitim
sekvencii kons3tantného dseku imunoglobulinu poché&dzajicich =z
rovnakého ZivodisSneho druhu alebo podobn?ch sekvenciam
pritomnym v rovnakom ZivodiSnom druhu, ako je predpokladany
prijemca. Napriklad sG kondtantné dUseky taZkého retazca
imunoglobulinu, vyhodne humanneho pbdvodu, pouzité na
vytvorenie flznych proteinov na poddvanie d&loveku. Podobhe,
ked je predpokladany prijemca &lovek, je adjuvantny protein v
Fc-adjuvantnom flznom proteine tieZ vyhodne huméanneho pdvodu.
Vyberom vhodnych aminokyselinovych sekvencii definujlcich
kondtantné Useky taZkého retazca imunoglobulinu a adjuvantné
proteiny, Jje moZné optimalizovat imunitné reakcie priamo

primarne proti preselektovanému antigénu.
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Vo vyhodnom uskuto&neni kondtantny uUsek taZkého retazca
imunoglobulinu Fc-antigénneho fizneho proteinu obsahuje klbovy
Gsek imunoglobulinu a volitelne doménu konStantného tUseku
imunoglobulinu vybrand zo skupiny, ktord tvori CH2 doména, CH3
doména a CH4 doména alébo ich kombindcie. Ale kon3tantny udsek
tazkého retazca imunoglobulinu je ‘v?hodne bez aspofi CH1
domény. Okrem toho Fc fidzne proteiny podla vyndlezu si vyhodne
bez domény variabilného Useku taZkého retazca imunoglobulinu
(Vg) . Ked md& byt filzny protein podavany &loveku, konZtantny
Gsek taZkého retazca imunoglobulinu vyhodne obsahuje klbovy
lUsek a CH2 doménu alebo CH3 doménu a najvyhodnejZie obsahuje
kibovy tsek a obidve CH2 doménu a CH3 doménu. Predpokladéa sa,
Ze kon3tantné Useky taZkého retazca’ imunoglobulinu pouZitelné
v praxi vynédlezu mbZu pochaddzat z imunoglobulinov patriacich

do ktorejkolvek z piatich imunoglobulinovych tried nazyvanych
v odbore IgA (Iga), IgD (Igd), IgE (Ige), IgG (Igy) a IgM
(Igu). SG ale vyhodné konZtantné dseky taZkého retazca

imunoglobulinu z IgG triedy.

Predpokladad sa, Ze ktorykolvek poZadovany preselektovany
antigén méZe byt =zahrnuty v Fc-antigénnom fidznom proteine
podla vyndlezu. Vo vyhodnom uskuto&neni ije preselektovany
antigén vybrany zo skupiny, ktorG tvori membrdnovy antigén
Specificky pre prostatu, ektodoména cytokinového receptora,
virusovy protein a antigén Specificky ;pre karcindém alebo

nador.

Fc-antigénne fazne proteiny majice velky poclet
konfigurdcii méZu byt pouZitelné v praxi vynédlezu. Napriklad
N-koncova ¢&ast preselektovaného antigénu mdé%e byt spojend
polypeptidovou vazbou s C-koncovou &astou kondtantného tseku

tazkého retazca imunoglobulinu. Alternativne wdZe byt C-
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koncovad Cast preselektovaného antigénu spojend polypeptidovou
vazbou s N-koncovou d&astou konStantného tuseku ta*kého retazca
imunoglobulinu. Okrem toho sa predpokladd, Ze Fc-antigénne
fGzne proteiny mdzZu obsahovat velké mnoZstvo jedného alebo
viacej preselektovanych antigénov, 2z ktorych . jeden alebo
viacej wmdZe byt spojenych priamo alebo prostrednictvom
polypeptidového linkera k sebe navzdjom alebo ku konstantnému
Gseku taZkého retazca imunoglobulinu. Okrem toho dva alebo
viacej Fc-antigénnych fdznych proteinov mbéZu byt spojené spolu
bud nekovalentne alebo kovalentne, napriklad jednou alebo
viacerymi disulfidovymi vazbami za vzniku dimérnych alebo
multimérnych pripravkov. Predpokladd sa, Ze Fc-antigénne fdzne
proteiny v dimérnych konStruktoch méZu byt rovnaké alebo
navzdjom odliSné. Napriklad aj ked obidva Fc-antigénne f£fizne
proteiny mdZu obsahovat rovnaky kon8tantny Usek taZkého

!

retazca imunoglobulinu, preselektované antigény sa mdZu 1lisSit.

Predpokladd sa, Ze podobné konfiguridcie md%u byt pouZité tieZ

s Fc-adjuvantnymi fdznymi proteinmi.

Okrem toho v praxi vyndlezu mdZe byt pouZitelny cely rad
sekvencii nuklebv?ch kyselin kédujicich Fc fizne proteiny.
Napriklad sekvencie nukleovej kyseliny mdéZu kédovat v smere od
5/ ku 3’, bud konStantny dsek taZkého retazca imunoglobulinu a
preselektovany antigén Ialebo preselektovany antigén a
konStantny Usek taZkého retazca imunoglobulinu. Okrem toho
sekvenice nukleovej kyseliny volitelne mdZu tieZ obsahovat
.vedicu“ alebo ,signdlnu“ sekvenciu zaloZenl napriklad na
sekvencii lahkého retazca imunoglobulinu fdzovanej priamo ku
kIbovému useku konStantného Gseku taZzkého retazca
imunoglobulinu. Vo vyhodnom uskuto&neni, ked Fc uGsek je
zaloZeny na IgG sekvenciach, Fc uUsek kéduje v smere od 5’ ku
3/ aspoil klbovy dsek imunoglobulinu (to je kibovy tsek

obsahujici aspofi jednu aminokyselinu cystein schopni tvorby
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disulfidovej védzby s druhou sekvenciou kIbového dseku
imunoglobulinu), imunoglobulinovii CH2 doménu a CH3 doménu.
Okrem toho sekvencie nukleovej kyseliny k&dujice Fc-antigénne
fGzne proteiny mdZu tieZ byt integrované do replikovatelného
expresného vektora, ktory mbéZe bud exprimdvat Fc flzny protein
napriklad v  bakteridlnom hostitelovi, v  predpokladanom

prijemcovi alebo v obidvoch.

Predpokladd sa, Ze injekcia sekvencii nukleovej kyseliny
kbédujicich Fc-antigénny fdzny protein, bud samotnych alebo v
kombindcii so sekvenciami nukleovej kyseliny kdédujdcimi
Fc-adjuvantny fdzny protein, mdZe mat za néasledok vznik
bunkovej imunitnej reakcie, humordlnej imunitnej reakcie alebo
obidvoch. Kombindcia imunizicie zaloZenej na nukleovej
kyseline a imunizédcie 2zaloZenej na proteinu (napriklad
podavanie Fc-antigénneho fdzneho proteinu pred podavanim,
pocas podavania alebo po podavani nukleovej kyseliny kédujice]
Fc antigénny fdzny protein) mdZe pdsobit synergicky, aby sa
vyvolala silnejSia imunitnd reakcia proti preselektovanému
antigénu relativne k imunizdcii bud so samotnou nukleovou

kyselinou alebo samotnym proteinom.

Predchadzajice a dalSie ciele, charakteristické rysy a
vyhody predkladaného vyndlezu buddi jasné z nasledujiceho

podrobného opisu, obrdzkov a patentovych nérokov, ktoré

nasledujad. -

Opis obrazkov

Predchadzajdcim a dal8im cielom, charakteristickym rysom
a vyhoddm predkladaného vynalezu, a tie% vynédlezu samotnému

bude dostatofne porozumené z nasledujiceho opisu vyhodnych
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uskutoCneni pri spoloc¢nom &itani so sprievodnymi obréazkami, v

ktorych:

Obrazky 1A-1G sG schematické =zobrazenia prikladov
Fc-fliznych proteinov pouZitelnych'v praxi vyndlezu. Obréazok 1A
predstavuje Fc-antigénny alebo Fc-adjuvantny fazny protein,
kde konstantny udsek taZkého retazca imunoglobulinu 1 je
pripojeny k N-koncovej <castil antigénu alebo adjuvans 2.
Obréazok 1B predstavuje Fc-antigénny alebo Fc-adjuvantny fdzny
protein, kde kon$tantny dUsek taZkého retazca imunoglobulinu 1
je pripojeny k C-koncovej &asti antigénu alebo adjuvans 2.
Obrazky 1C a 1D predstavujd dimerny protein, kde jeden alebo
obidva polypeptidové retazce obsahuji Fc-antigénny élebo Fc-
adjuvantny £fdzny protein. Na obrazku 1C, v aspoil jednom
polypeptidovom retazci, je konStantny udsek taZkého retazca
imunoglobulinu 1 pripojeny k N-koncovej d&asti antigénu alebo
adjuvans 2 a na obrazku 1D, kon3tantny Usek taZkého retazca
imunoglobulinu 1 je pripojeny k C-koncovej casti antigénu
alebo adjuvans 2. Obrédzok 1lE predstavuje dimerny protein, kde
jeden alebo obidva polypeptidové retazce obsahuji Fc-antigén-
antigén, Fc-adjuvans-adjuvans, Fc-adjuvans-antigén alebo
Fc-antigén-adjuvans flzny protein. Obrdzok 1F predstavuje
dimerny fazny protein, kde jeden alebo obidva polypeptidové
retazce obsahuju antigén-Fc-adjuvantny alebo adjuvans-
Fc-antigénny fdzny protein. Obrédzok 1G predstavuje dimerny
fizny protein, kde jeden alebo obidva polypeptidové retazce
obsahuji antigén-adjuvans-Fc alebo adjuvans-antigén-Fc £fdzny

protein.

Obrédzky 2A-2B sd schematické zndzornenia DNA sekvencii
pouzitelnych v praxi vyndlezu. Obrédzok 2A predstavuje expresny
vektor humadnneho Fc fdzneho proteinu. Obrdzok 2B predstavuje

génovia fdziu na expresiu mySacieho IgG2a Fc fuzneho proteinu.
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Obréazky 3A-3F sG grafy ukazujlice G&inok chemickych a
?c~cytokinovych adjuvancii na produkciu protildtok my3i
imunizovanych Fc-antigénnym fdznym proteinom, fdznym proteinom
mySacieho Fc ; huménny ektodomén receptora IL-4 (Fc-IL-4R). Na
obrdzku 3A boli myS$i imunizované Fc-IL-4R a Fc-IL-2 voO
Freundovom kompletnom adjuvans (CFA). Na obrazku 3B boli myS§i
imunizované Fc-IL-4R vo fyziologickom roztoku pufrovanom
fosfatmi (PBS). Na obrazku 3C boli my8i imunizované Fc-IL-4R v
CFA. Na obrazku 3D boli myS$i imunizované Fc-IL-4R a Fc-IL-2 v
PBS. Na obrazku 3E boli mySi imunizované Fc-IL-4R a Fc-GMCSF v
CFA. Na obrazku 3F boli my8i imunizované Fc-IL-4R a Fc-GMCSF v
PBS. Na obrazkoch 3A-3F 3&tvorce, koso3tvorce a trojuholniky
predstavuji data pochadzajice od troch jednotlivych mys$i.
Hladiny protilatok k antigénu boli merané testom ELISA, Y-os

ukazuje optickd denzitu od¢itand v teste ELISA.

Obrazky 4A-4D sl grafy ukazujice G&inok imunizdcie mySi s
humédnnym karcindémovym antigénom, PSMA, vo forme Fc-antigénneho
fadzneho proteinu s pouZitim premenného mno¥stva Fc-GMCSF  ako
adjuvans. Na obrdzku 4A boli my3i imunizované 50 ug Fc-PSMA
fizneho proteinu samotného. Na obrdzku 4B boli my3i

imunizované 50 pg Fc-PSMA a 0,5 lLg Fc-GMCSF ako adjuvans. Na
obrazku 4C boli mySi imunizované 50 pg Fc-PSMA a 0,5 ug
Fc-GMCSF ako adjuvans. Na obrédzku 4D boli my8i imunizované 50
pg Fc-PSMA a 5 pg Fc-GMCSF. Na obrazkoch 4A-4D Stvorce,

koso8tvorce a trojuholniky predstavuji data pochadzajice od

troch jednotlivych my$i.
Obrazky SA-SF s grafy porovnavajice Specifické

protildtkové reakcie na PSMA antigén poddvané bud ako nativny

protein (5A-5C) alebo ako mySaci Fc-PSMA fazny protein (5D-
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5F). Na obrazku 5A boli my8i imunizované 50 pg PSMA ako
antigénom. Na obrézku 5B boli my&i imunizované 50 pg PSMA ako
antigénom a 0,2 pg GMCSF ako adjuvans. Na obradzku 5C boli mysSi
imunizované 50 pg PSMA ako antigénom a 0,5 pg Fc-GMCSF ako
adjuvans. Na obrazku 5D boli my§i imunizované 50 pg Fc-PSMA
ako antigénom. Na obradzku 5E boli myS$i imunizované 50 ug
Fc-PSMA ako antigénom a 0,2 pg GMCSF ako adjuvans. Na obréazku
SF boli my3i imunizované 50 pug Fc-PSMA ako antigénom a 0,5 ug
Fc-GMCSF ako adjuvans. Na obrazkoch S5A-5F Stvorce, kosoStvorce
a trojuholniky predstavuji data pochédzajice od troch
jednotlivych myS8i. Hladiny protildtok k antigénu boli merané

testom ELISA, Y-os ukazuje optickd denzitu od¢itand v teste

ELISA.

Obrédzok 6 Jje graf porovnavajici adjuvantné Gclinky
Fc-GMCSF alebo Fc¢-F3L spoloéne podavaného s Fc-PSMA na

produkciu protilatok proti humidnnemu PSMA. VSetky zvierata

dostali 50 pg Fc-PSMA bud samotného alebo v kombindcii s
uvedenym Fc-cytokinom ako adjuvans. V jednotlivych pokusoch

boli testované tri mySi.

Obrazky 7A-7B st grafy ukazujice pre jednotlivé mySi
imunogenicitu Fc-EpCAM fdzneho proteinu, bud samotného alebo v
kombindcii s Fc¢-GMCSF adjuvans. Obrédzky 7A a 7B predstavuja
protilatkové titre merané 7 a 14 dni po zosililovacej injekcii,
v danom poradi. Zosililovacia injekcia bola podavanéd tri tyZdne
po primdrnej imunizdcii. Na obidvoch obrézkoch prézdne
kosoStvorce predstavuji my3i imunizované subkuténne 10 ug

Fc-EpCAM samotného a plné trojuholniky predstavujd mysSi

imunizované subkutdnne 10 pg Fc-EpCAM a 1 pg Fc-GMCSF ako
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adjuvans. Hladiny protildtok k antigénu boli merané testom

ELISA, Y-os ukazuje optickd denzitu odditant v teste ELISA.

Obrazky 8A-8B sU grafy ukazujlce pre my3i imunogenicitu
EpCAM-Fc (opacnd orientédcia Fc dseku a antigénu) bud samotného
alebo v kombindcii s Fc-GMCSF adjuvantnym £dznym proteiﬁom.
Obrazky 8A a 8B predstavujl protiladtkové titre merané 14 dni a
21 dni (to je 7 dni po zosilfovacej injekcii) po imunizicii, v
danom poradi. Na obidvoch obrazkoch prazdne kosoStvorce
predstavujli priemerné titre troch my3i imunizovanych 25 ug

EpCAM-Fc flzneho proteinu a plné trojuholniky predstavujd my3i

imunizované 25 pg EpCAM-Fc a 2,5 pg Fc-GMCSF ako adjuvans.
Hladiny protilatok k antigénu boli merané testom ELISA, Y-os

ukazuje opticki denzitu od&itand v teste ELISA.

Obrazok 9 ukazuje schému kondtrukcie plazmidového vektora
kddujlceho EpCAM-Fc-GMCSF fdzny protein. V tomto pripade je
antigén EpCAM fidzovany k aminokoncovej &asti konZtantného
Gseku taZkého retazca imunoglobulinu (Fc dsek) a adjuvans

GMCSF je fdzované ku karboxykoncovej &asti Fc tseku.

Obrazky 10A-10D sG grafy ukazujlce protildtkové titre
myS8i, ktorym bola podand injekcia plazmidovych vektorov
kddujicich Fc-EpCAM fizny protein s pouZitim bud PBS alebo 25%
(hmotnost/objem) roztoku sacharézy'ako'nosiéa. Obrazky 10A-10D.
predstavujid protilétkové titre zaznamenané 14 dni, 27 dni, 55
dni a 69 dni po poliato&nej injekcii, v danom poradi. Na
obrazkoch prézdne kosoStvorce predstavujd titre pre jednotlivé
mySi, ktorym bola podand injekcia Fc-EpCAM kédujiceho plazmidu
v PBS a plné trojuholniky predstavﬁjﬁ titre pre Jjednotlivé

mySi, ktorym bola podand injekcia Fc-EpCAM kédujlceho plazmidu
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v sachardze. Hladiny protildtok k antigénu boli merané testom

ELISA, Y-os ukazuje optickd denzitu od&itand v teste ELISA.

Obréazky 11A-11B sd grafy ukazujice stimuléciu
inkorpordcie *H-tymidinu ako reakciu na in vitro stimuléciu
antigénom splenocytov izolovanych 2z my8i imunizovanych DNA
vakcindciou alebo injekciou proteinu. Obrédzok 11B ukazuje
rozSireny prehlad dat v niZSej Casti obrézku 11A. Na obrézkoch
plné kosostvorce predstavuji splenocyty odoberané my$iam
imunizovanym 100 upg plazmidovej DNA k&édujicej CMV-Fc-EpCAM
fazny protein, prézdne krifky predstavuji splenocyty odoberané
mySiam dimunizovanym 100 pg plazmidovej DNA kddujticej CMV-
EpCAM-Fc flzny protein a kriZiky predstavujd splenocyty
odoberané mySiam imunizovanym 10 pg Fc-EpCAM proteinu. Sleziny
boli odstrénené mySiam v 70. defl po prvej injekcii plazmidovej
DNA alebo proteinu a dvoch =zosilliovacich injekcidach v 3

tyzdiovych intervaloch.

Obrazky 12A-B sU grafy wukazujlce test wusmrcovania
cytotoxickymi T lymfocytmi (CTL) s pouZitim splenocytov z myéi
imunizovanych plazmidovou DNA alebo Fc-EpCAM proteinom.
Obrazok 12A ukazhje aktivitu splenocytov proti mySacim CT26
nadorovym bunkdm exprimujicim humdnny EpCAM protein. Obréazok
12B ukazuje aktivitu splenocytov proti parentdlnym mySacim
CT26 nédorov?ﬁ bunkdm. Na obidvoch obréazkoch pfézdne
kosodtvorce predstavuji splenocyty imunizované DNA nesice
kondtrukt (CMV-promotor)-EpCAM, préazdne Stvorce predstavuji
splenocyty z my8i imunizovanych DNA nestce fizny konsStrukt
(CMV-promotor) -Fc-EpCAM, prazdne trojuholniky predstavuji
splenocyty z my$i imunizovanych DNA nesice fGzny konStrukt
(CMV-promotor) -EpCAM-Fc a kriZiky predstavujad splenocyty z

my$i imunizovanych Fc-EpCAM fdznym proteinom. CTL test
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pouzival splenocyty z imunizovanych my8i pestovanych p&t dni s
10 U/ml 1IL-2. Oznadené cielové bunky boli zmieZ%ané s
ozna¢enymi efektormi a inkubované Styri hodiny. Uvoliovanie
radioaktivity bolo pouZité na vypolet percenta S&pecifickej

lyzy.

Obrazok 13 je graf ukazujlci protilatkové titre my31
imunizovanych subkuté&nne 50 pg Fc-MCSP fdzneho proteinu v PBS
bud samotného alebo v kombindcii s 5 pg Fc-GMCSF ako adjuvans.
Plné koso3tvorce predstavujd protildtkové titre v normélnom
sére, prazdne S8tvorce predstavujl protildtkové titre v sére
my$i imunizovanych Fc-MCSP fdznym proteinom samotnym a plné
trojuholniky predstavuji protildtkové titre v sére my8i
imunizovanych Fc-MCSP fiznym proteinom v kombindcii s Fc-GMCSF
adjuvans. Hladiny protildtok k antigénu boli merané testom

ELISA, Y-os ukazuje optickd denzitu od&itani v teste ELISA.

Obrazky 14A-B si grafy ukazujlce protildtkové titre mySi
imunizovanych Fc-gp4l pep 626 fldznym proteinom bud samotnym
alebo v kombin&dcii s Fc-cytokinovym adjuvans. Obrdzky 14A a
14B predstavuju protildtkové titre dosiahnuté 7 a 33 dni po
druhej zosilniovacej injekcii, v danom poradi. Na obrazkoch
prédzdne kosoStvorce predstavujd protildtkové titre mySi
imunizovanych intradermdlnou injekciou 25 ug Fc-gp4l pep 626
antigénu samotného, prézdne Stvorce predstavujd titre my3i
imunizovanych intradermdlnou injekciou 25 pg Fc-gp4l pep 626
antigénu v kombindcii s 2,5 pg Fc-GMCSF adjuvans a plné
trojuholniky predstavuji protildtkové titre myZ{i imunizovanych
intradermdlnou injekciou 2,5 pg Fc-gp4l pep 626 antigénu v
kombin&dcii s 2,5 pg Fc-IL2 adjuvans. Hladiny protildtok k

antigénu boli merané testom ELISA, Y-os ukazuje optickd

denzitu od&itanid v teste ELISA.

19



Detailni opis vynalezu

Predkladany vyndlez sa tyka G&innej aplikdcie antigénnych

proteinov alebo peptidov in vivo na indukciu humorélnej
imunitnej reakcie (to je zaloZenej na protilatkach) alebo Th2
bunkami sprostredkovanej imunitnej reakcie, bunkovej alebo Thl
bunkami sprostredkovanej imunitnej reakcie a v niektorych
pripadoch obidvoch typov imunitnej reakcie cicavca. Teraz
bolo objavené, Ze je moZné zosilnit imunogenicitu
preselektovaného antigénneho proteinu alebo peptidu cicavca
fdziou preselektovaného antigénu ku konZtantnému tseku ta¥kého
retazca imunoglobulinu, aby sa vytvoril Fc-antigénny fdzny
protein. Vysledny Fc-antigénny £fdzny protein alebo sekvencia
nukleovej kyseliny kdédujica Fc-antigénne fidzne proteiny potom
mdZu byt poddvané cicavcovi, napriklad &loveku, vo forme
vakciny, aby sa vyvolala imunitna reakcia ' proti

preselektovanému antigénu.

Fc-antigénny f£fdzny protein selektivne cieli éntigén k
bunkam prezentujicim antigén (APC). Bez ohladu na akékolvek
tebrie sa md za to, Ze vazba Fc-antigénneho flzneho proteinu k
APC je sprostredkovand Fc receptormi exprimovanymi na
pocetnych typoch imunitnych buniek, vritane napriklad:
dendritickych buniek, makrofédgov, B lymfocytov a granulocytov.
Fc-antigénny fazny protein sa pri podavani cicavcovi viaZe na
Fc receptory, a potom je Fc-antigénny fdzny protein pohlteny
APC endocytdzou. Predpokladd sa, Ze flzny protein pohlteny
endocytdzou, vratane preselektovaného antigénu, je potom
degradovany na malé peptidy, ktoré si potom prezentované na
bunkovom povrchu. PredloZené peptidy potom sprostredkovavajd
humoralnu a/alebo bunkovd imunitni reakciu. Konkrétny typ

stimulovanej imunitnej reakcie mdZe byt modulovany spolo&nym
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podavanim Fc-antigénneho fdzneho proteinu s adjuvans,

napriklad adjuvantnym fdznym proteinom.

V jednom sp8sobe podavania je prijemcovi podavany
Fc-antigénny fazny protein. V dal3om spdsobe podavania Je
prijemcovi podévand sekvencia nukleovej kyseliny kdédujdca
Fc-antigénny fGzny protein. Preselektovany antigén, bud v
podadvanom Fc-antigénnom proteine alebo ako exprimovany z
podavanej nukleovej kyseliny, je viacej imunogénny ako antigén
samotny, to je antigén, ktory nie je flzovany polypeptidovou
vazbou ku konsStantnému dseku taZkého retazca imunoglobulinu.
Okrem toho za urditych okolnosti mdfe byt postupné podavanie
fdzneho proteinu nasledované podavanim nukleovej kyseliny,
ktord kdéduje flzny protein alebo alternativne podavanie
nukleovej kyseliny kédujicej fizny protein nasledované
podavanim rovnakého filzneho proteinu pouZité na maximaliziciu
imunogenicity preselektovaného antigénu. M& sa za to, Z%e
optimdlna imunitnd reakcia bola vyvoland, ked sd aktivne
obidve zloZky Fc-antigénnych faznych proteinov. Inak povedané,
preselektovany antigén v Fc-antigénnom fidznom proteine je
schopny vyvolat imunitnd reakciu a konstantny dusek tazkého
retazca imunoglobulinu je schopny vazby .Fc receptora na

povrchu APC.

Okrem toho, ako bolo diskutované, sila a typ imunitnej
reakcie vyvolanej proti preselektovanému antigénu m6§e byt
modulovany spolo&nym poddvanim Specifickych adjuvancii s
Fc-antigénnym flznym proteinom a/alebo nukleovou kyselinou
kédujdcou Fc-antigénny fizny protein. Aj ked chemicka
adjuvancia, napriklad alum alebo Freundovo kompletné alebo
nekompletné adjuvans, méZu byt za ur&itych okolnosti,
napriklad pri veterindrnych aplikédcidch, pouZitelné v praxi

vynalezu, ich vedlaj8ie uU&inky, napriklad zjazvenie tkaniva,
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ich méZu robit neprijatelnymi na humdnne pouZitie. V stGlade s
tym vyhodné adjuvancie obsahujd druhy Fc fdzny protein, kde
konStantny uUsek tazkého retazca imunoglobulinu je fGzovany k
adjuvantnému proteinu za vzniku Fc-adjuvantného fazneho
proteinu. Ma sa za to, Ze o sa tyka Fc-antigénnych faznych
proteinov, je optimélha imunitnd reakcia wvyvoland, ked si
aktivne obidve zloZky Fc-adjuvantného fizneho proteinu. Inak
povedané, adjuvans v Fc-adjuvantnom fdznom proteine je schopné
moduldcie imunitnej reakcie a kondtantny Usek taZkého retazca

imunoglobulinu je schopny vazby Fc receptora na povrchu APC.

Vo vyhodnom uskutodneni vynédlezu si obidva antigén a
adjuvans podavané ako Fc flzne proteiny alebo nukleové
kyseliny kdédujice takéto filzne proteiny. Inak povedané,
antigén je poddvany ako Fc-antigénny fizny protein a adjuvans
je podévén? ako Fc-adjuvantny fizny protein. Urdité vyhodné
uskutofnenia Fc flznych proteinov pouZitelné v praxi vynalezu

st ukdzané na obrazkoch 1A-1G.

Obrazok 1A ukazuje nazorny Fc fdzny protein, v ktorom je
C-koncova Cast kon&tantného tuseku taZkého retazca
imunoglobulinu 1 pripojend, bud priamo alebo polypeptidovou
spajacou &astou (linker), k N-koncovej &asti preselektovaného
antigénu alebo adjuvans 2. Ako sa Vv tomto texte pouZiva,
termin ,polypeptidovy linker“ oznacuje sekvenciﬁ jedného alebo
viacerych aminokyselinovych zvy8kov, ktoré spajaja dva
proteiny dohromady. Polypeptidovy 1linker je <dasto rad
aminokyselin dlhych pribliZne 10-15 zvyS8kov, obsahujici
napriklad opakujice sa glycinové a/alebo serinové zvySky.
Obrdzok 1B ukazuje ndzorny Fc fazny protein, v ktorom C-
koncovad C&ast preselektovaného antigénu alebo adjuvans 2 je

pripojend, bud priamo alebo polypeptidovym linkerom, Kk N-
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koncovej dasti konstantného iseku tazkého retazca

imunoglobulinu 1.

Obréazok 1C ukazuje dimérny kon3trukt obsahujici dva Fc
fdzne proteiny spojené kovalentne dvoma disulfidovymi v&zbami.
Dimérny konstrukt obsahuje dva Fc filzne proteiny, v ktorych C-
koncovd ¢ast kaZdého kon3tantného tseku ta¥kého retazca
imunoglobulinu 1 je pripojena k N-koncovej dasti
preselektovaného antigénu adjuvans 2. Podobne, obrazok 1D
ukazuje dimérny konStrukt obsahujici dva Fc fdzne proteiny
spojené kovalentne dvoma disulfidovymi v&zbami. Dimérny
konStrukt obsahuje dva Fc flzne proteiny, v ktorych C-koncova
Cast kaZdého preselektovaného antigénu alebo adjuvans 2 Jje
pripojend k N-koncovej ¢&asti kon3tantného dseku ta¥kého

retazca imunoglobulinu 1.

Obrézok 1E ukazuje dimérny konStrukt obsahujici dva Fc
fizne proteiny spojené dvoma disulfidovymi vézbami. Dimérny
konStrukt obsahuje dva Fc fdzne proteiny, v ktorych C-koncova
Cast kaZdého konStantného Gseku tazkého retazca imunoglobulinu
1 je pripojenéa, bud’ priamo alebo prostrednictvom
polypeptidového linkeru, k N-koncovej &asti preselektovaného
antigénu alebo adjuvans 2, ktorého C-koncovd <&ast Je
pripojend, bud priamo alebo prostrednictvom polypeptidového

linkeru, k druhému antigénu alebo adjuvans 2’.

Obrazok 1F ukazuje dimérny kondtrukt obsahujici dva Fc
fGzne proteiny tieZ spojené dvoma disulfidovymi vazbami.
Dimérny konsStrukt obsahuje dva Fc fldzne proteiny, v ktorych C-
koncovd <&ast antigénu alebo adjuvans 2 je pripojena, bud
priamo alebo prostrednictvom polypeptidového linkeru, k N-
koncovej Casti konStantného Useku taZkého retazca

imunoglobulinu 1, ktorého C-koncovd d&ast je pripojena, bud
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priamo alebo prostrednictvom polypeptidového linkeru, k N-
koncovej &asti odliZného adjuvans alebo antigénu 2. Napriklad
tieto fizne proteiny mdéZu obsahovat, v smere od N- k C-konci,
preselektovany antigén-konstantny usek tazkého retazca

imunoglobulinu-adjuvans.

Obrédzok 1G ukazuje dimérny konStrukt obsahujici dva Fc
fGzne proteiny tieZz spojené dvoma disulfidovymi vazbami.
Dimérny konsStrukt obsahuje dva Fc fGzne proteiny, v ktorych C-
koncova &ast antigénu alebo adjuvans 2 je pripojend, bud
priamo alebo prostrednictvom polypeptidového linkeru, k N-
koncovej c&asti odli8ného adjuvans alebo antigénu 2’, ktorého
C-koncova &ast je pripojend, bud priamo alebo prostrednictvom

polypeptidového linkeru k N-koncovej <&asti konStantného useku

tazkého retazca imunoglobulinu 1. Napriklad tieto fdzne
proteiny mdZu obsahovat, v smere od N- k C-konci,
preselektovany antigén-adjuvans-konstantny Usek taZkého

retazca imunoglobulinu.

V praxi vyndlezu je vdeobecne vyhodné umiestnit Fc
skupinu do N-koncovej polohy relativne k adjuvantnej skupine.
Ked je adjuvantnid skupina umiestnend N-koncovo k Fc¢ skupine,
potom sa fize adjuvans-Fc mdZe viazat na receptor adjuvans na
imunitnej bunke a Fc skupina je v rovnakej orientdcii, ktoréa
je prijatd, ked sa protiladtka wviaZe na bunkovy povrch.
Vysledkom je ADCC alebo fix&cia komplementu. Alé ked je Fc
skupina umiestnend N-koncovo k adjuvantnej skupine, nenastane

ADCC a fixacia komplementu.

Konstrukty ukdzané na obrdzkoch 1C-1G sG ukézané ako
diméry zosietené parom disulfidovych vazieb medzi cysteinmi na
susednych kIbovych dsekoch. Na obrazkoch sG disulfidové

mostiky  uk&zané ako spé&jajlce dohromady Casti dvoch
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konstantnych dsekov tazkého retazca imunoglobulinu
prostrednictvom kIbového tseku charakteristického pre nativne
formy tychto molekidl. Aj ked sG vyhodné kond3trukty zahfhajlce
kibové Gseky imunoglobulinov, vyndlez predpokladd, Ze mdZe byt
vybrané zosietenie v inych polohdch, ked je ZiadGce. Okrem
toho v niektorych pripadoch mdZu nekovalentne asociovat dva
alebo wviacej monomérov za vzniku dimérov alebo multimérov

pouZitelnych v praxi vynalezu.

Ako sa v tomto texte pouziva, termin ,kon3tantny itsek
tazkého retazca imunoglobulinu" je zamenitelny s terminom ,Fc
Gsek"™ a oznacuje karboxy-koncovi d&ast konS3tantného dseku
taZkého retazca imunoglobulinu alebo jej analdég alebo &ast
schopni vazby Fc receptora. Ako je zname, kaZdy konStantny
Gsek taZkého retazca imunoglobulinu obsahuje Styri alebo péat
domén. Domény s nazvané postupne, ako nasleduji: CHl-klbovy
Usek-CH2-CH3 (-CH4) . CH4 sa vyskytuje v IgM, ktory nemé_kibov?
lisek. KonStantny usek tazkého retazca imunoglobulinu
pouZitelny v praxi vyndlezu vyhodne obsahuje kibovy dsek
imunoglobulinu a vyhodne tie%Z zahffia CH3 doménu. Kondtantny
Usek taZkého retazca imunoglobulinu najvyhodnejS$ie obsahuje
kibovy dsek imunoglobulinu, CH2 doménu a CH3 doménu. Ako sa v
tomto texte pouzZiva, termin "kibovy Usek"™ imunoglobulinu
oznaduje cely klbovy dsek imunoglobulinu alebo asponl d&ast
kibového tdseku imunoglobulinu postadujlcu na vznik Jjednej
alebo viacej disulfidovych vézieb s druhym klbovym dsekom

imunoglobulinu.

Predpokladd sa, Zze vhodné konStantné dseky taZkého
retazca imunoglobulinu md%u pochadzat z protildtok patriacich
do kazdej triedy imunoglobulinov nazyvanych IgA, IgD, IgE, IgG
a IgM, ale sG vyhodné kon3tantné dseky taZkého retazca

imunoglobulinu z triedy IgG. Okrem toho sa predpoklada, zZe
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konstantné useky taZkého retazca imunoglobulinu md¥u pochidzat
z ktorejkolvek podtriedy IgG protilatky v odbore nazyvanych
IgGl, IgG2, IgG3 a IgG4.

Domény konStantného useku ta¥kého retazca imunoglobulinu
maji skriZend homoldgiu medzi imunoglobulinovymi. triedami.
Napriklad CH2 doména IgG je homolégna k CH2 doméne IgA a IgD a
k CH3 doméne IgM a IgE. Vyhodné kon3tantné useky taZkého
retazca imunoglobul inu obsahujd proteinové domény
zodpovedajlice CH2 Useku a CH3 dseku IgG alebo jeho funk&nej
Casti alebo derividtom. Konitantné duseky ta¥kého retazca
imunoglobulinu si ale vyhodne bez aspoii CH1 domény. Okrem toho
Fc-antigénne alebo Fc-adjuvantné flzne proteiny sd volitelne
bez  variabilného dseku imunoglobulinu. Vo  vyhodnejSom
uskutocneni konStantny Usek ta%kého retazca imunoglobulinu
obsahuje, v. smere od N-konca k C-konci, kibovy dsek
imunoglobulinu, CH2 doménu a CH3 doménu, ktoré sd vietky
zaloZené na sekvencidch z molekuly IgG. Vyber vhodnych
konStantnych dsekov taZkého retazca imunoglobulinu je detailne
diskutovany . v patentoch Spojenych Stédtov &. 5 541 087 a
5 726 044. Vyber konkrétnych sekvencii kon3tantného tseku
tazkého retazca imunoglobulinu z urditych imunoglobulinovych
tried a podtried na dosiahnutie konkrétneho vysledku Ije

povaZovany za rutinnd ¢innost na tdrovni znalosti v odbore.

Za niektorych okolnosti méZe byt uZito&né modifikovat
konStantny dUsek taZkého retazca imunoglobulinu, napriklad
mutaciou, deléciou alebo inymi zmenami sprostredkovanymi
genetickym inZinierstvom alebo inymi pristupmi tak, Ze urdité
aktivity, ako napriklad fixacie komplementu alebo stimulécie
cytotoxicity sprostredkované bunkami zAvislé na protilatkéch

(ADCC) , sd redukované alebo odstranené. Ale je povaZované za
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nutné, Ze je udrZiavand schopnost kon3tantného useku taZkého

retazca imunoglobulinu viazat Fc receptor.

V praxi tohto vynalezu je zloZka konstantného Useku
tazkého retazca imunoglobulinu Fc-antigénnych alebo Fc-
adjuvantnych fuiznych proteinov vyhodne pre predpokladaného
prijemcu neimunogénna alebo slabo imunogénna. Fc Usek je
povaZovany za neimunogénny alebo slabo imunogénny, ked
kon8tantny tusek taZkého refazca imunoglobulinu nevyvolé
detekovatelnid protilatkovi reakciu namierent proti
kondtantnému tseku taZkého retazca imunoglobulinu. V silade s
tym by konStantny uGsek taZkého retazca imunoglobulinu mal
pochédzat 2z imunoglobulinov pritomnych v rovnakom Zivo&i¥nom
druhu alebol by mal byt zaloZeny na aminokyselinovych
sekvenciach =zodpovedajicich imunoglobulinov pritomnych v
rovnakom Zivo&iSnom druhu, akého je predpokladany prijemca
fizneho proteinu. Inak povedané, ked Fc fidzny kon3trukt
(Fc-antigén a/alebo Fc-adjuvantny fdzny protein) mi& byt
podavany <&loveku, mali by byt pouZité humdnne sekvencie
kongtantného useku taZzkého retazca imunoglobulinu.
Nukleotidové a aminokyselinové sekvencie huminnych Fc IgG si
opisané napriklad v Ellison et al. (1982, NUCLEIC ACIDS RES.
10: 4071-4079). Podobne by mali byt pouZité mySacie Fc
sekvencie, ked Fc fdzny protein mad byt poddvany my3iam.
Nukleotidové a aminokyselinové sekvencie mySacich Fc IgG2a sid
opisané napriklad v Bourgois et al. (1974, EUR. J. BIOCHEM.
43: 423-435). Mala by byt pouZitd rovnaka logika, ked Fc fizne
proteiny majd byt podavané inym zvieratdm vratane domicich
zvierat, napriklad maciek a psov, a hospodarskych zvierat,

napriklad krav a koni.

"Ako sa Vv tomto texte pouziva, termin ,preselektovany

antigén® oznaduje ktorykolvek protein alebo jeho fragment
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alebo polypeptid, ktory je schopny bud samotny alebo v
kombindcii s inymi reagenciami indukovat imunitnd reakciu
cicavca. Predpokladd sa, Ze v Fc-antigénnom flznom proteine
podla wvyndlezu mbZe byt obsiahnuty ktorykolvek po%adovany
preselektovén? antigén. Vo vyhodnom uskuto&neni preselektovany
antigén je vybrany zo skupiny, ktord tvori membrinovy antigén
specificky pre prostatu (PSMA), ektodoména cytokinového
receptora, napriklad ektodoména humdnneho 1IL-4 receptora,
nadorovy Specificky antigén (napriklad antigén, ktory je
riadene zvySene exprimovany alebo je v nédorovej bunke inak
pritomny v zvySenych hladindch relativne k normilnej bunke) a
virusovy protein, napriklad protein kdédovany gendmom humidnneho

virusu imunodeficiencie (HIV).

Ako sa v tomto texte pouZiva, termin ,adjuvans“ oznaduje
ktorikolvek latku, ktoré je schopné pdsobit ako
imunomoduldtor, napriklad zosilnenim imunitnej reakcie (bud
humordlnej alebo bunkovej) proti preselektovanému antigénu.
Ako sa v tomto texte pouZiva, termin ,humordlna“ imunita
oznacduje imunitu sprostredkovand protildtkami pritomnymi
v telesnych tekutindch, napriklad v plazme alebo v 1lymfe,
zatial &o termin ,bunkovd“ imunita, v odbore tieZ nazyvanéa
imunita ,sprostredkovanid bunkami‘, oznafuje imunologické
reakcie spiitané T lymfocytmi a sprostredkované efektorovymi T

lymfocytmi a/alebo makrofagmi.

Ako je diskutované vySSie, v imunizécii cicavcov okrem
loveka mdZe byt pouZitelny cely rad chemickych adjuvancii,
napriklad Freundovo kompletné adjuvans. Aj ked je 8Siroko
pouzivané pre zvieratd na vytvaranie vysokych titrov
protilatky alebo vyznamnych reakciou cytotoxickych T
lymfocytov (CTL), jeho vedlajSie G&inky, napriklad jazvenie

tkaniva, ho robi neprijatelnym na humdnne pouZitie. Je teda
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potrebné indukovat silné imunitné reakcie bez sprievodného
zdpalu v mieste injekcie. Jedna nespornd vyhoda poufitia
Fc-adjuvantnych faznych proteinov podla vynidlezu je schopnost
vyvolat silnd imunitnd reakciu ©bez potreby chemickych

adjuvancii, ako je napriklad Freundovo adjuvans.

Vyhodné adjuvancie pouZitelné v praxi vynédlezu zahfilajd
Fc-adjuvantny fézny protein alebo nukleovd kyselinu, ktord ho
kéduje. Vyhodné adjuvantné proteiny na zahrnutie do Fc fiznych
proteinov si cytokiny. Ako sa v tomto texte pouZiva, termin
»~Cytokin®™ oznaluje ktorykolvek protein alebo peptidovy analdg
alebo jeho funkCny fragment, ktory je pre cicavca schopny
modulovat aktivitu imunitnych buniek, napriklad T lymfocytov,
B lymfocytov, makrofagov, neutrofilov, eosinofilov, basofilov,
dendritickych buniek a ich prekurzorov. Vyhodné cytokiny
zahfdajd napriklad IFN-y, IL-2, IL-4, IL-12, IL-18, TNF a
GMCSF. Extraceluldrna doména CD40 ligandu je tieZ vyhodny
protein na fdziu k Fc za vzniku Fc-adjuvans. Ked je podavany s
Fc-adjuvans, antigén v Fc-antigénnom f£flznom proteine mdZe
vyvolat imunitnd reakciu, ktord je silnej8ia, ako ked Ije
Fc-antigénny flzny protein podadvany bez Fc-adjuvantného
fizneho proteinu. V niektorych pripadoch je hladina protilétky
dosiahnutd po len dvoch imunizacidch Fc-antigénu s Fc-adjuvans
tieZz taka vysokd alebo vysSia ako hladina dosiahnutid s

Freundovym adjuvans, a bez zistitelnej reakcie koZe.

Co sa tyka kondtantnych dsekov ta¥kého retazca
imunoglobulinu Fc-antigénnych alebo Fc-adjuvantnych fdznych
proteinov, adjuvantny protein je vyhodne pre predpokladaného
prijemcu neimunogénny alebo len slabo imunogénny. To mdZe byt
uskutocnené zavedenim do Fc¢ adjuvantnych fGznych proteinov,

cytokinov definovanych aminokyselinovymi sekvenciami
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zodpovedajicimi cytokinom, ktoré je moZné izolovat z rovnakého
Zzivo€isneho druhu, ako je predpokladany prijemca. Napriklad
ked md byt Fc adjuvantny fdzny protein podadvany &loveku, je
vyhodne adjuvantny protein (napriklad cytokin) huménneho

pbvodu.

Spolo¢né poddvanie Fc-antigénnych a Fc-adjuvantnych
faznych proteinov, bud sGlasne alebo jeden po druhom, mdZe byt
pouzité na moduldciu typu imunitnej reakcie, ktora je
stimulovand proti preselektovanému antigénu. Dva  druhy
imunitnej reakcie, nazyvané Thl a Th2, sd stimulované ako
reakcie na odliSné typy infekcie a zapdjaji odliZné cytokiny.
Thl sprostredkované imunitné reakcie majd typicky bunkovi
povahu, zatial &o Th2 sprostredkované imunitné reakcie maja
typicky humordlnu povahu. V sdlade s tym Thl reakcia mbé%e byt
pouZitelnd na napadnutie zmenenych buniek, ako st napriklad
nédorbyé bunky alebo bunky infikované virusom, zatial &o Th2
reakcia mbéZe byt pouZitelnd na napadnutie extracelularnych
agens, ako s napriklad paraziti. Casto je uZito&né podavat
cytokiny, fdzované ku kon&tantnym dsekom ta¥kého retazca
imunoglobulinu, na stimuldciu bud vZeobecnej imunitnej reakcie
alebo na spustenie alebo moduldciu Specifickych Thl alebo Th2

reakcii.

Okrem toho vyber konkrétneho cytokinu pritomného v
Fc-adjuvantnom fdznom proteine mdze ovplyvnit triedu
protilatky vytvéaranej proti preselektovanému antigénu
Fc-antigénneho fdzneho proteinu. Napriklad Fc-IL12 stimuluje
reakciu pomocnych T lymfocytov stimuldciou produkcie pdsobkov,
ktoré si znéme ako Thl cytokiny, napriklad IFN-y, IL-2 a TNF,
ktoré podporujd silnd bunkovd imunitu a produkciu IgG2a triedy

protilatok. Naopak Fc-IL-4 stimuluje produkciu Th2 cytokinov,
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napriklad IL-5, IL-6, IL-10 a IL-4, ktoré podporujid humorilnu

imunitu.

Ako je diskutované vyS8Sie, vo vyhodnom uskuto&neni spdsob
obsahuje podavanie Fc-antigénneho flzneho proteinu alebo
nukleovej kyseliny kdédujicej IFc-antigénny fadzny protein v
kombin&cii s Fc-adjuvantnym fdznym proteinom. S pouZitim dvoch
fdznych proteinov, 2z ktorych kaZdy obsahuje konZtantny ﬁéek
tazkého retazca imunoglobulinu, je moZné spoloéne lokalizovat
ako preselektovany antigén tak. adjuvantny protein (napriklad
cytokin) v rovnakych alebo podobnych bunkovych typoch cicavca.
Napriklad makrofagy, B lymfocyty, granulocyty a dendritické
bunky exprimuji Fc receptory na svojom bunkovom povrchu. V
stilade S tym spolo&nym podavanim Fc-antigénnych a
- Fc-adjuvantnych fdznych proteinov  schopnych viazat Fc
receptory Jje moZné spololne lokalizovat antigén antigén-
fdzneho proteinu a adjuvans adjuvantného fdzneho proteinu v
rovnakom bunkovom kompartmente APC. Adjuvans potom mdZe
zosilfiovat alebo inak modulovat imunitndi reakciu v okoli

preselektovaného antigénu.

Kombindcia Fc-cytokinov mdZe byt tieZ pouZit& synergicky
na stimulédciu vS8eobecnej reakcie a potom na ovplyvnenie, &i
nastane bunkovéd (Thl) alebo humordlna (Th2) reakcia. Napriklad
Fc-GMCSF je silny v8eobecny stimuladtor imunitnych reakcii. Ale
aby sa modulovala reakcia dalej smerom k bunkovej alebo Thil
sprostredkovanej imunite, mdZe byt Fc-IL12 alebo Fc-IFNy
adjuvantny protein spolodne podavany napriklad s Fc-GMCSF. Aby
sa podporovala viacej humordlna alebo Th2 sprostredkovana
reakcia, mdZe byt Fc-IL4 adjuvantny protein spolo&ne podavany
napriklad s Fc-GMCSF na modulédciu reakcie na vytvaranie Th2
buniek. \Y zavislosti na presnej povahe pozadovanej

fyziologickej reakcie mbZu tieZ byt pouZité dalSie Thl alebo

31



Th2 podporujdce cytokiny, pouZité ako filzne cytokiny pre Fc.
Predpoklada sa, Ze tento vSeobecny pristup mdZe tieZ byt
pouzity na moduldciu existujicej patologickej reakcie, ako je
napriklad autoimunita (Thl-sprostredkované ochorenie) a
alergia (Th2-sprostredkované ochorenie) .posunutim reakcie
smerom ku konkrétnemu antigénu a pred od Bkodlivej reakcie

imunizdciou k novej reakcii opa&ného Th typu.

Za niektorych okolnosti, pri imuﬁizécii zvierata
Fc-antigénnym fdznym proteinom, je uZitodné pouZit nukleové
kyseliny ako adjuvancie. Nukleové  kyseliny, napriklad
oligonukleotidy obsahujice sekvencie obohatené cytosin-
fosfodiesterova vézba-guanosin (CpG), mbdZ%u nasmerovat imunitnd
reakciu smerom k Thl reakcii a mdZu volitelne byt pouZité v
kombindcii s dal3imi adjuvanciami, ako napriklad cytokinmi
(pozri napriklad Brazolot et. al. (1998) PROC. NATL. ACAD. SCI.
U.S.A. 95: 15553-8, Liu et al. (1998) BLOOD 92: 3730-6 a
Klinman et al. (1997) IMMUNOL. 158: 3635-3639). V silade s tym
sa predpoklada, Ze oligonukleotidy obsahujlice CpG méZu byt
spoloCne podavané s Fc-antigénovou flziou na dosiahnutie
zosilnenej a prisluZne modulovanej imunitnej reakcie. Takéto
molekuly nukleovej kyseliny mbdZu byt akokolvek dlhé, ale st
vyhodné nukleotidy dlh8ie ako 8 nukleotidov. Sekvencie
nukleovej kyseliny vyhodne obsahujd sekvenciu CpG a
vyhodnejsie sekvenciu purin-purin-C-G-pyrimidin-pyrimidin,
pricom cytésiny v centradlnej CpG sl nemetylované. Frekvencia
CpG dinukleotidov v DNA adjuvans je vyhodne aspoii pribliZne 5%
a vyhodnejSie pribliZne 10%. Napriklad ako adjuvans md%e byt
pouzita dvojvlaknova forma oligodeoxynukleotidu
TCCATGACGTTCCTGACGTT (sekv. id. &. 22). V zavislosti na type
imunitnej reakcie, ktord je hladand, mbZe byt uZitodné zmie3at

nukleovi kyselinu s alumom.
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Predkladany vynalez pouziva obvyklad metodoldgiu
rekombinantnej DNA na tvorbu Fc¢ fdznych proteinov pouZitelnych
v praxi vynalezu. Fc fizne konstrukty sG vyhodne tvorené na
Grovni DNA a vyslednej DNA integrovanej do expresnych vektorov
a exprimované za vzniku Fc-antigénnych alebo Fc-adjuvantnych
fdiznych proteinov podla vyndlezu. Ako sa Vv tomto texte
pouziva, termin ,vektor“ oznaduje ktordkolvek nukleovi
kyselinu obsahujicu nukleotidovi sekvenciu kompetentnd na
zavedenie do hostitelskej bunky a na rekombindciu a integréaciu
do gendmu hostitelskej bunky alebo na autonomni replikiciu ako
epizém. Takéto vektory =zahffiaji linedrne nukleové kyseliny,
plazmidy, fagemidy, kosmidy, RNA vektory, virusové vektory a
podobne. Neobmedzujlce priklady virusovych vektorov zahffiajd
retrovirusy, adenovirusy a adeno-asociované virusy. Ako sa v
tomto texte pouZiva, termin ,génovi expresia“ alebo ,expresia“
Fc fuzneho proteinu oznacduje transkripciu DNA sekvencie,
transldciu mRNA transkriptu a sekréciu Fc fizneho proteinového
produktu. Fc fdzne proteiny obsahujice IL2, CD26, Tat, Rev,
OSF-2, bIG-H3, IgE receptor, PSMA alebo gpl20 boli exprimované
s pouzitim expresnych systémov typov diskutovanych v tomto
texte. Rovnaké alebo podobné expresné konStrukty sG opisané v

w

patentoch Spojenych Statov &. 5 541 087 a 5 726 044.

Ako alternativa na flziu proteinov technikami genetického
inZinierstva mbZe byt na fdziu proteinovych skupin pouZita
chemicka konjugacia S pou?itim obvyklych chemickych

zosietovacich &inidiel.

Zédkladné vektory pouZitelné v praxi vyndlezu zahffajd
selekény (to je selektovatelny) marker, napriklad gén kdédujici
dihydrofolatreduktéazu (DHFR) , riadeny transkrip&nymi
regulanymi sekvenciami, pochadzajlcimi napriklad =z virusu

SV40 a bakteridlne plazmidové sekvencie na selekciu a
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udrziavanie plazmidu v E. coli. Expresia sekvencii Fc-fdzneho
proteinu je riadend promotorom a volitelne zosilnujGcimi
sekvenciami, napriklad cytomegalovirusovym (CMV) promotorom a

zosilhujicimi sekvenciami.

Ked Fc-fizny protein alebo nukleova kyselina kédujica
tento fdzny protein md byt podavand <&loveku, sekvencie
kédujice Fc fizny protein vyhodne za&inajd v smere od 5’ k 3’
«~vedicou sekvenciou"“ pochddzajlcou napriklad z protilatkového
lTahkého (L) retazca, fldzovanou v zhodnom &itacom rdmci aspofi s
Castou taZkého retazca imunoglobulinu alebo jej mutantnou
formou, vyhodne z Fcyl tUseku humanneho imunoglobulinového gl
génu. Fcyl UGsek imunoglobulinového Fcyl génu vyhodne zahfiia
aspoti Sast klbovej domény a CH3 domény a vyhodnejSie zahffia
aspoii kIbovi doménu, CH2 doménu a CH3 doménu. Ked Fc fazny
protein mid byt poddvany my3iam, vyhodné sekvencie nukleovej
kyseliny kédujice kondtantny Gsek taZkého retazca
imunoglobulinu zahffiajd sekvencie nukleovej kyseliny kédujice
v smere od 5’ k 3’ klbovy tsek, CH2 doménu a CH3 doménu z
mySacej IgG2a protilatky. Ked je nutné, je karboxy-koncova
Cast konStantného useku ta¥kého retazca imunoglobulinu
modifikovand na dGrovni nukleovej kyseliny tak, aby bola moZné
ligdcia v zhodnom d&itacom ramci so sekvenciami kédujdcimi bud
preselektovany antigén (v pripade Fc-antigénu) alebo
imunostimulaény cytokin (v pripade Fc-adjuvantného cytokinu).
DNA kédujGca sekre¢ni kazetu mdZe byt vo svojej gendmovej

konfigurécii alebo svojej cDNA konfigurécii.

Cast DNA kédujica signdlnu sekvenciu vyhodne kéduje
peptidovy segment, ktory riadi sekréciu Fc flzneho proteinu a
potom je odStiepeny od zvy8ku Fc fazneho proteinu. Signédlna
sekvencia Jje podla vyndlezu polynukleotid, ktory kbéduje

aminokyselinovi sekvenciu, ktorad =zahajuje transport proteinu
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cez membranu endoplazmatického retikula. Signdlne sekvencie,
ktoré s pouZitelné vo vynadleze zahffiaji signdlne sekvencie
protiladtkového JYahkého retazca, napriklad protilatky 14.18
(Gillies et al. (1989) J. of IMMUNOL. METH., 12: 191),
signdlne sekvencie protildtkového taZkého retazca, napriklad
signdlne sekvencie taZkého retazca protilatky MOPCl41l (Sakano
et al. (1980) NATURE 286: 5774) a kaZdé dalZie signadlne
sekvencie, ktoré sG v odbore zndme (pozri napriklad Watson

f1984) NUCLEIC ACIDS RESEARCH 12: 14).

Signédlne sekvencie boli v odbore dobre charakterizované a
je zname, Ze typicky obsahuji 16 az 30 aminokyselinovych
zvySkov a mdZu obsahovat viacej alebo menej aminokyselinovych
zvy8kov. Typicky signdlny peptid sa skladd z troch usekov:
zdkladny N-koncovy  Usek, centrdlny hydrofébny dsek a
polarnejsi C-koncovy uGsek. Centrdlny hydrofdébny Usek obsahuje
4 aZz 12 hydrofdbnych zvyskov, ktoré zakotvujl signdlny peptid
cez membranova lipidovi dvojvrstvu pocas transportu
vznikajiceho polypeptidu. Po inicidcii je signélny peptid
obvykle 3tiepeny v lGmen endoplazmatického retikula bunkovymi
enzymami zndmymi ako signélne peptidazy. Potenciédlne Stiepené
miesta signadlneho peptidu vSeobecne sleduja » (-3, -1)
pravidlo"“. Teda typicky signdlny peptid m& malé neutrdlne
aminokyselinové zvysky v polohdch -1 a -3 a je bez prolinovych
zvySkov v tomto Gseku. Signdlna peptidaza Stiepi tento
signdlny peptid medzi -1 a +1 aminokyselinami. Teda signélna
sekvencia mbZe byt Stiepend z amino-koncovej ¢&asti f£flzneho
proteinu v priebehu sekrécie. To m& za nésledok sekréciu Fc
fdzneho proteinu. Sekvencie signdlneho peptidu pouZitelné v
praxi vynalezu sG v odbore dobre zname. (pozri napriklad von

Heijne (1986) NUCLEIC ACIDS RES. 14: 4683).
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Ako je odbornikovi zrejmé, vhodnost konkrétnej signdlnej
sekvencie na pouzZitie v sekrélnej kazete mdZe vyZadovat urlité
rutinné experimenty. Tieto experimenty mdéZu zahffiat stanovenie
schopnosti signalnej sekvencie viest sekréciu Fc fazneho
proteinu a/alebo stanovenie optimdlnej konfiguricie, gendmovej
alebo cDNA sekvencie, ktora bude pouZitéa, aby sa. dosiahla
G¢innd sekrécia Fc flznych proteinov. Okrem toho je odbornik
schopny vytvorit umely signdlny peptid sledujici predloZené
pravidld (von Heijne, odkaz vy3$8ie) a testovat takd umeld
signdlnu sekvenciu na G&innost rutinnymi experimentami.
Terminy ,signdlna sekvencia®“, »81igndlny peptid,“ ,vedica
sekvencia“ alebo ,vediGce peptidy" sG v tomto texte pouZité

zamenitelne.

Predpokladd sa, Ze mbéZe byt pouZity velky podet rdznych
sp8sobov podavania Fc faznych proteinov alebo sekvencii.
nukleovej kyseliny k&édujicej fizny protein na imunizéaciu
prijemcu proti preselektovanému antigénu. Na vyvolanie CTL
reakciou mdZu byt pouZité dve odlidné aplikdcie podla
predkladaného vynélezu, jedna zaloZend na injekcii DNA
kédujlcej Fc-antigénny fdzny protein a druhd zaloZend na
podavani Fc-antigénneho flzneho proteinu schopného dodat

protein drédhe MHC I. triedy.

Injekcia antigénnych proteinov je pouZitéd typicky, aby sa
vyvolala imunitnd reakcia cicavcov. Ale vyndlez tieZ poskytuje
spbsoby dodania antigénu k APC injekcii DNA. VsSeobecne
pouZivand technika je injikovat DNA expresné vektory kédujice
antigénny protein do svalu. Publikdcia je ddkazom toho, 3Ze
antigénny protein je exprimovany svalovymi bunkami, ale Ze
antigén nie je tymito bunkami prezentovany imunitnému systému.

Miesto toho sa m& =za to, Ze specializované APC, napriklad

makrofagy a dendritické bunky, migrujd do miesta injekcie,
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naviazu a prezentuji antigén procesom, ktory eSte nebol
upresneny. Pouzitie expresnych vektorov pre Fc-antigénny fiazny
protein robi tento postup G&innejsi, pretoZe sekretovany fizny
protein sa viaZe uCinnejS8ie k APC ako nativny antigénny

protein.

Jeden dbsledok pristupu s injekciou DNA je, Ze mbdZe mat
Casto za nasledok vyvolanie ako humor&lnej tak bunkovej
reakcie. Typicky majd . proteiny podavané exogénne hor8iu
prileZitost na vstup do drahy na prezentdciu na molekuldch MHC
I. triedy. Ale podavanie Fc filznych proteinov podla vyndlezu
zosilni vytvéaranie cytotoxickych buniek, pravdepodobne
prezentaciou preselektovaného exogénneho antigénu
prostrednictvom MHC I. triedy. Kombindcia DNA imunizicie a
proteinovej imunizacie mbéZe tieZ pdsobit synergicky, najskér
inStruovat imunitny systém a potom zosilnit stupefl reakcie vo
forme ako produkcia protiladtok tak cytotoxickych bunkovych
reakcii. Spolo¢né podévanie Fc-adjuvantného fldzneho proteinu,
napriklad Fc-IL-2, Fc-GMCSF, Fc-IL-12 a ligandu Fc-F1lt3, spolu
s Fc-antigénnym flGznym proteinom, zaisti spolo&nd lokaliziciu
fdznych proteinov do rovnakého bunkového kompartmentu APC, a
tym stimuléaciu ucinnejsej imunitnej reakcie proti

preselektovanému antigénu.

Pripravky podla predkladaného vynadlezu (to je Fc-antigén
a/alebo Fc-adjuvantné fizne proteiny alebo sekvencie nukleovej
kyseliny kédujice tieto fizne proteiny) mdZu byt poskytnuté
zvieratu ktorymkolvek vhodnym prostriedkom, priamo (napriklad

lokélne, ako injekciou, implantéciou alebo topickym podavanim

do urcitého miesta tkaniva) alebo systémovo (napriklad
parenterélne alebo perordlne). Kde m& byt pripravok poskytnuty
parenterilne, ako napriklad intravendznym, subkutannym,

oftalmickym, intraperitonedlnym, intramuskuldrnym, bukdlnym,
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rektalnym, vaginalnym, intraorbitalnym, transdermdlnym,
intracerebralnym, intrakraniédlnym, intraspinélnym,
intraventrikul&rnym, intratekdlnym podavanim, poddvanim do
cisterien, intrakapsuldrnym, intranazdlnym podavanim alebo
podavanim aerosolu, obsahuje pripravok vyhodne ¢&ast 'vodnej
alebo fyziologicky kompatibilnej tekutej suspenzie alebo
roztoku. Teda nosi¢ alebo vehikulum je fyziologicky prijatelné
tak, Ze okrem aplikécie poZadovaného pripravku pacientovi
neovplyvni nijako nepriaznivo pacientovu elektrolytovi
rovnovdhu a/alebo rovnovdZny objem. Tekuté médium pre
pripravok mbZe teda zahffiat normdlny fyziologicky roztok

(napriklad 9,85% vodny NaCl, 0,15 M, pH 7-7,4).

Vyhodné davky Fc-antigénneho fizneho proteinu pri
poddvani s v rozmedzi 50 ng/m® a% 1 g/m?, vyhodnejfie 5 pg/m?
a? 200 mg/m®* a najvyhodnejSie 0,1 mg/m? a% 50 mg/m?. Vyhodné
davky Fc-adjuvantného fizneho proteinu pri podavani sG v
rozmedzi 1 ng/m? a%Z 0,1 g/m?, vyhodnejSie 0,5 pg/m?* aZ 20 mg/m’
a najvyhodnej$ie 10 pg/m? a¥ 5 mg/m?. Vyhodné déavky nukleovych
kyselin kbédujtcich Fc-antigénne alebo Fc-adjuvantné fizne
proteiny pri podavani sd v rozmedzi 1 upg/m? a¥ 100 wmg/m?,
vyhodnejie 20 pg/m? a¥ 10 mg/m?’ a najvyhodnej$ie 400 pg/m’ a%
4 mg/m?. | ‘

Predpoklada sa, Ye maximilna imunizdcia md%e byt
dosiahnutd wuskutodlilovanim pocletnych samostatnych imunizéacii,
napriklad . jedna a¥% tri inokulécie pribli¥ne 3 tyZdne aZ Sest
mesiacov od seba. Okrem toho, ako je diskutované vySSie,
maximdlne imunitné reakcie mbé%u byt dosiahnuté =za uréitych
okolnosti striedanim medzi podavanim Fc fdznych proteinov a
nukleovych kyselin kd&dujicich tieto Fc fdzne proteiny.

Predpokladd sa, Ze Fc-antigénny flzny protein alebo nukleova
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kyselina kdédujlca flzny protein mdZe byt poddvand cicavcovi
pred podadvanim Fc adjuvantného fizneho proteinu alebo
nukleovej kyseliny kédujGcej Fc adjuvantny fdzny protein,
siCasne s tymto podavanim alebo po tfiom. Predpoklada sa ale, 3e
optimalne spdsoby podavania, davky a zosilfiovacie reZimy méiul
byt stanovené rutinnymi experimentami Vv rozsahu schopnosti

odbornika.

Vyndlez je dalej ilustrovany nasledujdcimi prikladmi,

ktoré rozsah vyndlezu nijako neobmedzujd.

Priklady uskutolnenia vyndlezu

Priklad 1
KonStrukcia expresnych vektorov pre Fc-antigén a Fc-adjuvans

Aby sa starostlivo otestovala imunogenicita Fc £dznych
proteinov v mySacom modele, boli konZtruované expfesné vektory
s pouzitim sekvencii nukleovej kyseliny k&dujdcich Fc dseky
mySacieho IgG2a. To zniZilo riziko, Ze Fc dsek ka¥dého fizneho
proteinu indukuje pre cicavca imunitnd reakciu. Okrem toho ako
fdzni partneri v Fc-adjuvantnych fdznych konStruktoch boli
pouzité mySacie cytokiny, pretoZe ich biologické aktivity mdZu
byt vysoko &pecifické pre dany Eivoéiény druh. Teda vektory
publikované sk&r (Lo et al. (1998) PROTEIN ENGINEERING 11:
495-500) Dboli modifikované (pozri obrazok 2) nahradenim
huménnej Fc sekvencie IgGl sekvenciami c¢cDNA kdédujicej Fe

mySacieho IgG2a (patent Spojenych Statov &. 5 726 044).

Fc sekvencie mySacieho IgG2a boli klonované z kniZnice

mySacich splenocytov amplifikdciou polymérdzovou retazovou
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reakciou (PCR). PCR priméry obsahovali adaptérové sekvencie na
spojenie vedicej sekvencie na 5’ konci, a unikétne restrik&né
miesto Smal/Xmal na 3’ konci na ligédciu so sekvenciami
kédujicimi bud antigény alebo adjuvantné cytokiny. Antigén a
adjuvantné (cytokinové) sekvencie boli pripravené s miestom 5’
Smal a udrziavanim ¢itacieho réamca medzi Fc a antigénom alebo
adjuvantnymi proteinmi a unikdtnym miestom XhoI umiestnenym

hned po transladnom stop signéle.

V¢sledny DNA konStrukt kdédoval vedidcu sekvenciu lahkého
retazca fdzovand priamo ku klbovému tseku H retazca mySacieho
IgG2a a pokradoval CH2 a CH3 exény mySacieho IgG2a a fiznym
partnerom (bud antigén alebo adjuvantny cytokin). Transkripcia
bola riadend CMV promotorom/enhancerom, ktory bol oznaleny ako
pouZitelny na expresiu vo va&&ine typov buniek v kultire, a
tie? na expresiu v svale a dal8ich typoch buniek po  DNA
injekcii in vivo. Selek&ny marker, gén dihydrofolétreduktazy
(DHFR), bol vloZeny do kaZdého vektora na zjednoduSenie
selekcie trvale transfekovanych klonov, a tieZ sekvencie

potrebnej na udrzZiavanie plazmidovej DNA v E. coli.

Nasledujlce nazorné konZtrukty Fc-antigénu boli tvorené
zavedenim sprévne upravenych sekvencii medzi uniké&tne miesta
Smal a%? XhoI +vo vektore nazvanom pdCs-muFc, kde ,mu“

vyjadruje, Ze Fc je mySacieho pdvodu:

Ektodoména (extracelularna d&ast) humdnneho IL4 receptora
(IL-4R) bola klonovand 2z huménnych mononukledrnych buniek
periférnej krvi (PBMC) PCR amplifikdciou. PouZité priméry
boli:

5’ GTCCCGGGTATGAAGGTCTTGCAGGAGC (sekv. id. &. 1) a
5/ CCCCTCGAGCTAGTGCTGCTCGAAGGGCTCCCTG (sekv. id. ¢&. 2),
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ktoré obsahovali miesta Smal a XhoI, v danom poradi, na
inzerciu do pdCs-muFc vektora. PCR reak&né podmienky pouZité
pre toto a. nasledujice klonovanie si uvedené dalej. Na
amplifikdciu poZadovaného génu(ov) boli pouZité Advantage
KlenTag a.Polymeraz Mix (Clontech, Palo Alto, CA) a Specifické
priméry. Reak&né zmesi obsahovali 10mM Tris-HC1l, pH 8,3, 50mM
KCl, 1,5mM MgCl,, 0,01% Zelatinu (hmotnost/objem), 0,2mM kazdy
z dNTP a 1,25 jednotky KlenTag v celkovom objeme 100 pl. Bolo
uskutoériovanych tridsat PCR cyklov, ka¥dy cyklus sa skladal
z tepelnej denaturdcie v 94°C podas 1 mindty, nasadanie
primérov v 42 °C polas 45 sekind a predl¥ovanie primérov v
72°C poCas 1 minlGty. Amplifikovany produkt bol potom
subklonovany do SK vektora (Stratagene, San Diego, CA) a jeho

DNA sekvencia overend Standardnym sekvencovanim.

Ektodoména huménneho membrdnového antigénu Specifického
pre prostatu (PSMA) bola klonovand 2z bunkovej 1linie LnCAP
karcindému prostaty (ATCC CRL1740) prostrednictvom PCR s
pouZitim primérov:

5’ AAGCTTAAATCCTCCAATGAAGC (sekv. id. &. 3) a

5’ CTCGAGTTAGGCTACTTCACTCAAAG (sekv. id. &. 4),
pre sensia a anti-sensia vldkna, v danom poradi. DNA sekvencia
bola overend a PCR fragment vloZeny do pdCs-muFc vektora za

vzniku pdCs-muFc-PSMA fizneho konZtruktu.

Ektodoména huménneho EpCAM (tie¥ znadma ako KS antigén),
povrchového proteinu epitelovej bunky zvySene exprimovaného na
v&&8ine karcindémovych buniek, bola klonovand z LnCAP buniek
prostrednictvom PCR s pouZitim primérov:

5’ CCCCGGGTAAACAGGAAGAATGTGTCTGTG (sekv. id. &. 5) a

5’ CTCGAGTCATTTTAGACCCTGCATTIGAG (sekv. id. &. 6)
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pre sensia a anti-sensia vlédkna, v danom poradi. DNA sekvencia
bola overend Standardnym sekvencovanim a PCR fragment bol
vloZeny do vektora pdCs-muFc za wvzniku fdzneho konstruktu
pdCs-muFc-EpCAM. Dal3i wvektor bol konStruovany s pouZitim
EpCAM ektodomény ako N-koncového filzneho partnera a v tomto
pripade PCR produkt obsahoval prirodzend veddcu sekvenciu z
EpCAM cDNA a sekvenciu zrelej ektodomény na hranici K membranou
prechddzajlicej domény (membranovej domény). 3’ koniec tohto
PCR produktu obsahoval vloZené AflII miesto na ligéciu k 57
Afl1II miestu myS8acieho Fc fragmentu. PouZité PCR priméry
zahfnali:

-5’ TCTAGAGCAGCATGGCGCCCCCGC (sekv. id. &. 7) a

5’ CCTTAAGCACCCTGCATTGAGAATTCAG (sekv. id. &. 8).
V tomto pripade, myS8aci Fc bol bez 3’ inzeréného miesta na
zavedenie - fdzneho proteinu, ale obsahoval translacény

terminadny signdl na konci sekvencie kédujicej Fc.

Relativne konzervativna d&ast Useku HIV gp4l v blizkosti
membrany, rozprestierajlcej sa od Hind III miesta k lysinovému
zvySku prilahlému k membrédnovému tuseku, bola exprimovanéd ako
Fc fazny protein, ako priklad kratke polypeptidové antigénové
sekvencie. Aj ked bola pouZitd proteinovid sekvencia z kmefia
HIV IIIB, kd&édujica sekvencia bola optimalizovand na optimdlnu
expresiu v eukaryotickych bunkdch s pouZitim koddénov s vysokym
obsahom GC. DNA sekvencia kédujlica aminokyselinové zvySky 626
az 669, ktord mala nasledujicu sekvenciu: C CCG GGA TCC CTG
ATC CAC TCC CTG ATC GAG GAA TCC CAG AAC CAG CAA GAG AAG AAC
GAG CAG GAG CTG CTG GAG CTC GAC AAG TGG GCC TCC CTG TGG AAC
TGG TTC AAC ATC ACC AAT TGG CTG TGG TAC ATC AAG TGA CTCGAG
(sekv. 1id. ¢&. 9) bola syntetizovand chemicky a ligovana do
vektora  pdCs-muFc. Aminokyselinova sekvencia fdzovaného
polypeptidu bola: SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK
(sekv. id. &. 10).
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Daldie sekvencie k&dujdce HIV protein boli pouZité na
konStrukciu Fc-antigénnych féznych proteinov, ako bolo opisané
skdr (patenty Spojenych Stdtov &. 5 541 087 a S 726 044) s
pouzZitim sk&r Fc mySacieho IgG2a ako pdvodného Fc huménneho
IgGl. Tieto konsStrukty predstavuja dal$ie uskutodnenie

vynalezu.

Rad Fc-adjuvantnych (cytokinovych) fldznych proteinov
obsahujicich Fc myS8acieho IgG2a a niekolko mySacich cytokinov
bol konStruovany rovnakym spdsobom ako Fc-antigénny fdzny
protein. Specifické cytokiny a klonovacie priméry su

diskutované niZsie.

MySaci IL-2 bol klonovany z my3acich mononukledrnych
buniek periférnej krvi (PBMC) prostrednictvom PCR s pouZitim
PCR primérov (sensia):

5’ GGCCCGGGTAAAGCACCCACTTCAAGCTCC (sekv. id. &. 11) a
(antisensia) :

5’ CCCTCGAGTTATTGAGGGCTTGTTG (sekv. id. &. 12).

MySaci GMCSF bol klonovany z mySacich PBMC
prostrednictvom PCR s pouZitim PCR primérov (sensia) :

5’ CCCGGGAAAAGCACCCGCCCGCTCACCC (sekv. id. &. 13) a
(antisensia) :

5’ CTCGAGTCATTTTTGGCTTGGTTTTTTGC (sekv. id. &. 14).

MyS8aci 1ligand Flt3 bol klonovany z my3acieho tymu
prostrednictvom PCR s pouZitim PCR primérov (sensia) :

5’ CAAGCTTACACCTGACTGTTACTTCAGC (sekv. id. &. 15) a
(antisensia) :

5’ CTCGAGTCAAGGCTCTGGGAGCTCCGTGGC (sekv. id. &. 1s6).
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My$aci IL-12 p35 Dbol klonovany =z mySacich PBMC
prostrednictvom PCR s pouZitim PCR primérov (sensia):

5/ CCCCGGGTAGGGTCATTCCAGTCTCTGG (sekv. id. ¢&. 17) a
(antisensia) :

5’ CTCGAGTCAGGCGGAGCTCAGATAGC (sekv. id. &. 18).

MySaci IL-12 p40 bol klonovany z mySacich PBMC
prostrednictvom PCR s pouZitim PCR primérov (sensia):

5’ TCTAGACCATGTGTCCTCAGAAGCTAAC (sekv. id. ¢&. 19) a
(antisensia) :

5’ CTCGAGCTAGGATCGGACCCTGCAG (sekv. id. &. 20).

VSetky PCR produkty, okrem mySacieho IL-12 p40, boli
klonované ako fragmenty Smal/XhoI, analyzované Standardnym DNA
sekvencovanim a ligované do vektora pdCs-muFc obsahujiceho ako
svoj Fc Usek mySaci Fc IgG2a. PCR produkt mySaci IL-12 p40. bol
exprimovany oddelene (nie ako Fc fdzny protein) vo vektore
obsahujticom rovnaky CMV promotor enhancer, vedici sekvenciu
Tahkého retazca fldzovani priamo k zrelej p40 podjednotke
my$acieho 1IL-12 a gén rezistencie na neomycin v mieste
selek&ného markerového génu DHFR vol vektore pdCs-muFc.
Vysledny vektor bol nazvany pNC-mp40, kde ,N* oznaduje gén na

selekciu neomycinom.

Vietky plazmidové konStrukty indukovali  syntézu a
sekréciu pecifickych flznych proteinov prechodnou expresiou v
bunkdch 293 z Yudskej oblidky. Strudne, plazmidy boli zavedené
do monovrstvy buniek 293 z ludskej oblicky prostrednictvom
koprecipitdcie s fosfore&nanom vapenatym (Sambrook et al.
(1989) MOLECULAR CLONING - A LABORATORY MANUAL, Cold Spring
Harbor, N.Y.). Bunky boli nechané cez noc (16 hodin), premyté
PBS a %ivené J&erstvym tkanivovym kultiva®nym médiom (DMEM

obsahujtice 10% fetdlne bovinné sérum (FBS)). Po daldich 2-3
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diioch bolo kultivacné médium testované na sekretované flizne
proteiny Fc Zpecifickym testom ELISA (Gillies et al. (1989) J.
IMMUNOL. METODS 125: 191) s pouZitim protildtok Specifickych
pre mySaci IgG-Fc protein. V pripade my3acieho Fc-IL12 boli
~obidve Fc-p35 a p40 DNA eXpresnYch plazmidov prechodne
exprimované v rovnakej bunkovej kultire, takZe heterodimérny
cytokinovy fazny protein bol =zostaveny pred sekréciou bunkou

(Gillies et al. (1998) J. IMMUNOL. 160:6195).

Potom boli vytvorené trvale transfekované bunky
exprimujdce rdzne Fc flzne proteiny vnesenim linearizovanej
DNA do my3acich myeldmovych buniek NS/0 Standardnou technikou
elektropordcie. Strulne, bunky boli suspendované v kyvete
pristroja Gene Pulser (BioRad) v koncentrécii 10’ buniek/ml a
0,5 ml suspenzie bolo zmieSané s 10 pg DNA a zmes bola
chladend na lade podas 10 minit. Elektropordcia bola
uskuto®fiovand s pou%itim pristroja Gene Pulser (BioRad) s
nastavenim 0,25 V a 500 pF. Bunky sa nechali zotavit na lade
podas 10 minGt, potom boli resuspendované v rastovom médii a
prenesené na 96 jamkové doSti&ky. Bunky boli Zivené kaZdé 2-3
dni selek&énym médiom obsahujdcim 0,1M metotrexidt po&inajic 2
dni po elektroporédcii. Rezistentné koldénie rast@ice na 96
jamkovych dostickdch boli testované na expresiu testom ELISA

podla protokolu pre Fc.

Na expresiu mySacieho Fc-IL12 fdzneho proteinu bola
transfekovand bunkova linia NS/0 uZ exprimujica  p40
podjednotku mySacieho IL-12 transfekovanid, ako bolo opisané
vyS8ie, expresnym vektorom s mySacou Fc-p35 podjednotkou.
Linia exprimujlca p40 bola ziskand elektropordciou buniek NS/0
vektorom pNC-mp40, opisanym vy88ie, a selekciou v médii

obsahujGcom neomycinovy analdg 6418 (Life Sciences
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Technologies) . Po  druhej transfekcii bol  uskutoclnovany
screening prezZivajlcich bunkovych klonov testom Fc ELISA a

testom ELISA pre mySaci IL-I2 (Genzyme, Cambridge, MA).

Struktdirna integrita vyslednych fdznych proteinov bola
testovana elektroforézou na SDS-polyakrylamidovom géli (SDS-

PAGE). Najprv boli flzne proteiny naviazané k malému objemu

(10-20 pl na ml média) proteinu A Sepharose (Repligen,
Needham, MA). Naviazand 1latka bola premyté PBS obsahujtcim
Tween-20 (0,01%), potom eluovand v gélovom pufri obsahujdcom
SDS a potom 2 mindty varend za pritomnosti 5% @ 2-
merkaptoetanolu. Redukované proteiny potom boli analyzované na
SDS-PAGE géloch (dopredu naliatych) a zafarbené modrostou
Coomassie. Purifikdcie vo velkej mierke =zo stabilnych

bunkovych klonov boli uskutodfiované s pouZitim koldén protein A

Sepharose (Repligen, Needham, MA) podla in8trukcii vyrobcu.

Priklad 2

Imunogenicita Fc-antigénu a uc¢inok chemického alebo

Fc-cytokinového adjuvans na produkciu protilatok

KonStrukt mySacej Fc-hulIlL-4R alfa podjednotky pripraveny
v priklade 1 bol pouZity ako antigén na testovanie
potencidlneho GCinku tychto proteinov na cielenie APC vo
zvieracom modele. Ektodoména IL-4R alfa podjednotky
predstavuje dost konzervativnu molekulu medzi ZivoclisSnymi
druhmi, ktord ma& viac ako z 50 % identickej sekvencie medzi

&lovekom a mySou.

Skupindm my8i bola podanid injekcia 50 pg Fc-antigénneho

fizneho proteinu (Fc-IL-4R) subkutdnne bud v PBS alebo
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emulgovaného vo Freundovom kompletnom adjuvans (CFA). Niektoré
skupiny tieZz dostali davku 5 pg (zmie8ané s Fc-IL-4R)
Fc-adjuvantného proteinu, a to bud Fc-IL2 alebo Fc-GMCSF. Dva
tyzdne pozdejSie bola mySiam podand injekcia rovnakej zmesi,
ale bola podana do peritonéélnej dutiny. CFA formulécie tvoria
miceiy, ktoré sldzia ako zdroj pomaly uvolfovaného éntigénu,
ktory umoZnuje kontinudlnu stimuldciu imunitného systému.
Mycobakteriédlne proteiny v CFA tieZ? indukujG silnd z&palovi
reakciu stimulé&ciou cytokinov, a tym dalej zosilfujd imunitnd
reakciu. CFA ale vyvoldva vaZne vedlajdie G&inky vratane
po8kodenia koZe, &im je pre 14di nepouZitelné. Ukazuje sa ale,
Ze zmesi s Fc-adjuvantnymi fdznymi proteinmi v  PBS,
nevyvoldvaji Ziadnu wviditelnG koZnd reakciu alebo akikolvek

inG zjavnd znadmku toxicity zvierata.

Dva tyZdne po =zosilifiovacej injekcii (to je 28 dni po
prvej injekcii) bola zvieratdm odobrani krv a séra boli
pripravené tak, ze sa plna krv  nechala zrazit v
mikroskdmavkach, bunky a zrazenina sa stodili pri vysokej
rychlosti 12 000 RPM podas 5 minit a bol ziskany supernatant.
Vysledné séra boli nariedené testovacim pufrom (PBS obsahujlice
0,01% Tween-20) a testované na protildtky reaktivne s huménnym
IL-4R. Bola uskutolfiovand antigén-8pecifickd ELISA s pouZitim
96 jamkovych dosticiek potiahnutych humdnnym Fc-huIL-4R (100
pl s koncentrédciou 5 pg/ml v PBS sa pridalo do kaZdej jamky a.
inkubovalo v 4°C cez noc). Antigénbm potiahnuté dosSticky boli
potom premyté a blokované blokujlcim pufrom (1% BSA, 0,01%
Tween-20 v PBS) pred pouZitim. Nariedené testované séra boli
inkubované v jamkédch podas 2 hodin pri teplote miestnosti, a
potom boli jamky osemkrat premyté testovacim pufrom. Bola
pridand sekund&rna proti-my8acia Fc-8pecifickad protiléatka

konjugovand s chrefovou peroxiddzou (riedenie 1:2000, Jackson
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ImmunoResearch) a dod3tidky boli inkubované dalSiu hodinu. Po
dsmych dalSich premytiach testovacim pufrom bol pridany roztok
o-fenylendiamindihydrochloridu (OPD) obsahujici 25mM kyselinu
citrénovi, 50mM NaHPO,, pH 5 a 0,03% clerstvo pridany H;0;.
Reakcia bola zastavena pribliZne po 30 mindtach pridanim
100 pl 4N H,SO,. Vysledné doSticky boli odcitané v 490 nm na
pristroji na od¢itanie dosticiek, ktory automaticky
subtrahoval pozadie od&itané v 650 nm. Vysledky boli vynesené
do grafu ako optickd denzita versus riedenie antiséra.
Relativne protilédtkové titre boli urdované mnoZstvom riedenia
séra, ktoré bolo potrebné na to, aby sa optickd denzita

zni¥ila pod arbitrdrnu hodnotu, napriklad 1 jednotku O.D.

vysledky imunizadnych protokolov sd uk&zané na obrazku 3.
Injekcia my8acieho Fc-IL-4R fizneho proteinu samotného v PBS
pod¥a tohto protokolu indukovala protilédtkovi reakciu len pre
jednu my3 (obrdzok 3B). Pridanie CFA ale malo za nasledok
~viacej reagujucich my3i, ale titre boli zhruba rovnaké ako pre
reagujice mySi, ktdr?m bola podand injekcia Fc-IL4R £fdzneho
proteinu samotného v PBS (obrézok 3C). Spolo&né podavanie
mySacieho Fc-IL2 adjuvans s Fc-IL4R v PBS indukovalo reakciu
vBetkych zvierat, ale mno¥stvo vytvorenej protilatky sa v
jednotlivych pripadoch menilo (obrdzok 3D). Kombinacia CFA a
my8acieho Fc-IL2 adjuvans spololne (obrdzok 3A) mala za
nasledok vyZ%ie protilatkové titre ako kazdd zlidlenina samotna
(obrazky 3C a 3D). Spolo&né podavanie mySacieho Fc-GMCSF
adjuvans v PBS indukovalo najsilnej$iu imunitnd reakciu zo
vietkych skupin (obradzok 3E), vratane skupiny, ktord bola
imunizovand kombindciou obidvoch Fe¢-GMCSF adjuvans a " CFA
(obridzok 3F). Inak povedané, myS8acie Fc-GMCSF adjuvans Vv PBS,

ked bolo podédvané spolofne s mySacim Fc-IL4R antigénom,
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odstrénilo potrebu pouZitia CFA. Predpokladd sa, Z2e taky

spdsob by bol vhodnej8i na pouZitie pre Eloveka.
Priklad 3

U&inok Fc-GMCSF adjuvantnej déavky na protilatku vytvarand

proti karcindémovému antigénu, PSMA, v Fc-PSMA fiznom proteine

PSMA v sGCasnej dobe predstavuje lékavy cielovy antigén
asociovany s humannymi nédormi vdaka svojej obmedzenej
distribdcii v normidlnom tkanive. PMSA Jje v stasnosti
testovany v klinickych skifkach ako wuvafovand nadorova
vakcina. V tomto priklade bola hodnotena imunogenicita PMSA

antigénu v Fc-PMSA flznom proteine.

MyS8aci Fc-PSMA filzny protein bol pripraveny tak, ako bolo

prejednané v priklade 1. Skupindm my3i bola podand subkutanne

injekcia 50 pg mySacieho Fc-PSMA v PBS, spolu s meniacou sa
koncentraciou Fc-adjuvantného fizneho proteinu Fc-GMCSF, a
potom im bola intraperitonedlne podand zosiliiovacia injekcia
14 dni pozdejSie. Protilatkové titre boli merané testom ELISA
zachytavajicim Fc-PSMA antigén, ako bolo opisané v priklade 2
pre Fc-IL4R flzny protein. Vysledky boli vynesené do grafu na
obrazku 4 ako protildtkovy titer (riedenie, v ktorom OD bola

zniZend na 1) versus &as po prvej injekcii.

V nepritomnosti Fc-GMCSF mali my3i protilatkové titre
proti PSMA v rozmedzi od 1000 do pribliZ¥ne 20 000 (obrizok
4A) . Spolo&né podavanie takého malého mno¥stva, ako 0,05 rg
FC-GMCSF ale malo za né&sledok titre v rozmedzi od 30 000 do
140 000 (obrazok 4B). Desatndsobné zvySenie Fc-GMCSF dalej

stimulovalo protildtkové titre proti tomuto karcindémovému
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antigénu (obrazky 4C a 4D). Najvy$3ia podand davka (5 ug
Fc-GMCSF fizneho proteinu na mys$) eSte stédle predstavuje
pribliZne 2 pg GMCSF na injekciu - davka bez zrejmého u&inku
na mySaciu koZu alebo bez akychkolvek systémovygh priznakov,
Zze bolo zviera imunizované (pozri obrédzok 4D). Okrem toholna

rozdiel od CFA nebolo znatelné zvadSenie sleziny.

Priklad 4

U&inok Fc-sprostredkovaného podania PSMA na protilatkovi

reakciu na imunizéciu

Specifické G&inky Fc zlozky Fc-antigénnych a
Fc-adjuvantnych fdznych proteinov boli testované porovnanim
indukovanej imunitnej reakcie u my8i, ktorym bola podana
injekcia fdznych proteinov, nefizovaného antigénu alebo
adjuvantnych proteinov alebo zmesi prédchédzajﬁcich. Na tento

G&el bol pouZity huménny PSMA systém.

Nefldzovany PSMA bol pripraveny proteolytickym Stiepenim
humanneho Fc-PSMA fizneho proteinu (Lo et al. (1998) PROTEIN
ENGINEERING 11: 495-500) plazminom podla inStrukcii vyrobcu.
Uvolilovany Fc a ne3tiepeny Fc-PSMA boli odstranené adsorpciou

k proteinu A Sepharose (Repligen, Needham, MA).

- Skupinam mysi (n=3) bola podand injekcia jednej
subkuténnej davky 50 pg PSMA bud samotného (obrézok 5A) alebo
v kombindcii s 0,2 pug volného GMCSF (obrdzok 5B) alebo s
0,5 pg Fc-GMCSF (obrazok 5C) (0,5 ug Fc-GMCSF obsahuje
pribli%ne 0,2 pg GMCSF). V dal8om sObore my8i bola kaZdej mySi
podand injekcia jednej subkutdnnej davky 50 pg mySacieho

Fc-PSMA fizneho proteinu samotného (obrdzok 5D) alebo spolu s
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0,2 pg volného GMCSF (obrdzok S5SE) alebo s 0,5 upg Fc-GMCSF
(obrazok 5F). VSetky injek&né formulécie boli v PBS bez
chemického adjuvans. Protiléatky reaktivne s mySacim Fc-PSMA

boli merané 14. defl po imunizacii.

Délezitost Fc zloZky Fc-antigénneho fizneho proteinu vo
Fc-PSMA fdznom proteine na imunogenicitu PSMA bola népadna,
ked zvieratdm bola podand injekcia ' PBS formuldcii bez
chemickych adjuvancii. V podstate nebola primérna imunitna
reakcia na PSMA poddvany v PBS (obridzok S5A). Pridanie GMCSF
alebo Fc-GMCSF na imunizdciu malo velmi maly G&inok (obrazky
5B a 5C), okrem slabej reakcie jedného zvierata (obrizok 5B).
Na rozdiel od toho =zvieratd, ktorym bola podand .injekcia
Fc-PSMA samotného vykazovali silnd primdrnu imunitnd reakciu
vo vS8etkych pripadoch (obrdzok SD). Pridanie volného GMCSF k
Fc-PMSA slabo zosilHovalo G&inok (obrdzok S5E), ~ale spolo&né
podavanie obidvoch antigénu a cytokinu ako Fc faznych

v

proteinov poskytlo najvy33i stupeil reakcie (obrizok 5F).

Tieto vysledky wukazujd, 2Ze kombindcia Fc-antigénu a
Fc-adjuvans je obzvla8t uZito¥nd pri vytvdrani imunitnej
reakcie a preukazuji zrejmy prospech spolo&nej lokalizacie

antigénu a stimuladného cytokinu in vivo, pravdepodobne k APC.

Priklad 5

Porovnanie adjuvantnych d&inkov flznych proteinov Fc-GMCSF

alebo Fc-Flt3L

Bolo uké&zané, Ze ligand pre Flt3, v odbore tie¥ nazyvany
ligand F1t3 (Flt3L), md& rozhodujidcu dlohu pri vytvarani a
maturdcii dendritickych buniek (Soligo et al. (1998) BR. J.
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HAEMATOL. 101: 352-63). Predpokladd sa, Ze dendritické bunky,
spolu s makrofagmi tkaniva, si najdéleéitejéié APC. Stadie na
mySiach preukédzali, Ze denné injekcie po&as 10 .dni zvy3uja
pocet a APC aktivitu dendritickych buniek navratitelnych =z
lymfatického tkaniva a sleziny a Ze tieto bunky sd neobyZajne
1¢inné pri prezentécii antigénu obom CD4+ a CD8+ T lymfocytom!
Predpokladéd sa, Ze Langerhansove bunky koZe predstavujd jeden
typ dendritickych buniek schopnych prezentidcie antigénu po
vychytani a migracii do lok&lnych lymfatickych uzlin. PretoZe
sa predpokladd, Ze vacsSina dendritickych buniek neexprimuje
usporiadanie Fc receptorov typicky zistované na makrofagu
(napriklad FcyRI), nemdZe byt predpovedané, ¢&i by spoloény
lokalizujtGci 1U¢inok Fc fidznych proteinov =zapojil tdto 1liniu

APC.

Aby sa otestovalo, ¢&i by Flt3L mohol pdsobit -ako
adjuvans, skupinam my$i bola podand injekcia mySacieho Fc-PSMA
a mySacieho Fc-F1t3L, sk&r ako pouZitie mySacieho Fc-GMCSF
fdzneho proteinu (silny stimulé&tor makrofégov a granulocytov).
V tomto pripade sa o&akdvalo, Ze akykolvek adjuvantny G&inok
bude sprostredkovany aktivaciou a vychytdvanim dendritickych
buniek, &o bude mat nakoniec za nasledok protilédtkovid reakciu

na PMSA. Vysledky sG zhrnuté na obrazku 6.

Tdto Stddia ukazuje, Ze mySaci Fc-Flt3L Jje silné
adjuvans, ktoré stimuluje anti-PSMA protilatky prave tak ako,
ak nie lep$ie, rovnakd davka Fc-GMCSF. Vysledky podporujd
pozorovanie, %e kombindcia Fc-antigénu a Fc-adjuvans mdZe byt
obzv14&t G&innd pri indukcii imunitnej reakcie. Vysledky tieZ
ukazuja, e = dendritické APC zrejme mdZu byt cielené
Fc-antigénom a Fc-cytokinom, a tieZ makrofadgom APC, <o svedCi
pre to, Ze na tychto bunkdch je pritomnd aspor jedna forma Fc

receptora.
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Priklad 6
Imunitnd reakcia na Fc-EpCAM a EpCAM-Fc¢ flzne proteiny

ﬁaiéi potenciédlne ddlezity humanny karcindémovy antigén,
EpCAM (tieZ nazyvany KSA a 17-1A antigén) bol produkovany ako
fazny protein Fc Usekom mySacieho IgG2a s pouZitim plazmidov a
metdd, ako boli opisané v priklade 1 a bol podavany bud
samotny alebo v kombindcii s Fc-GMCSF ako adjuvans. MySiam

bola podanad subkutédnne injekcia a po 3 tyZdiioch =zosililovacia

injekcia 10 pg Fc-EpCAM a 1 pug Fc-GMCSF v PBS. Kontrdlne my3i
nedostali Fc-GMCSF. Titre protildtok namierenych proti EpCAM
boli merané 7 dni (obrdzok 7A) a 14 dni (obrdzok 7B) po
zosilifiovacej injekcii. Vysledky ukazujd, Ze Fc-EpCAM, ked bol
podavany samotny, je G&inny imunogén (prazdne kosodtvorce) a
e Fc-GMCSF md%e dalej zosilnit reakciu na tento antigén (plné

trojuholnicky) .

Okrem toho Dbol EpCAM antigén exprimovany v opa&nej
orientdcii wvzhladom na Fc fragment ako EpCAM-muFc (pozri
priklad 1, obr&zok 1B). TAto molekula bola pouZzitd na
imunizdciu Balb/c mySacou subkuténnou injekciou. Boli pouZité
vyS88ie dé&vky EpCAM-Fc fdzneho proteinu (25 pg na davku) a
mno¥stvo adjuvans (2,5 pg Fc-GMCSF) bolo zvy8ené tieZ. Titre
protildtok namierenych proti EpCAM boli merané 14 dni (obrazok
8A) a 21 dni (obrdzok 8B) po imunizidcii. EpCAM-Fc fdzny
protein samotny bol dplne imunogénny v nepritomnosti Fc¢-GMCSF
(obrazky 8A a 8B, (prédzdne koso$tvorce)). Pridanie Fc-cytokinu
zvy8ilo protilétkové titre pribliZne 3krat (obrazok 8A a 8B,
(plné trojuholnicky)).

53



Aby sa otestovalo, ¢i by imunitnd reakcia proti EpCAM
‘mohla chrénit cicavca pred nadorovymi bunkami exprimujdcimi
tento antigén, neimunizovanym mySiam alebo mySiam imunizovanym
EpCAM-Fc fadznym  proteinom (a v  niektorych pripadoch
Fc-cytokinmi) bola podanid injekcia do %ily chvéstu 10° buniek
CT26 mySacieho karcindému d&asti Hrubého éreva tfansfekovan?ch
humdnnym EpCAM (Gillies et al. (1998) J. IMMUNOL. 160: 6195).
Po 21 diioch boli zvieratd usmrtené a rozsah plicnych metastéaz
bol hodnoteny (1) urcovanim 8taddia &o sa tyka rozsahu na
povrchu plic a (2) 2zvéZenim .plGc a porovnanim s normialnymi
pldcami zvierata, aby sa zistil rozdiel hmotnosti, ktorej
zvySenie bolo pripisované nadorovej mase. Vysledky zhrnuté v
- tabulke 1 ukazuji, Ze vBetky imunizované my%i vykazovali
Statisticky vyznamni redukciu nadorovych metastdz v porovnani
s kontrdélnymi mySami, vrétane zvierat imunizovanych EpCAM-Fc
fGznym proteinom samotnym. Podobné vysledky boli dosiahnuté

s pouzitim Fc-EpCAM fazneho proteinu ako antigénu.

Tabulka 1

OSetrovanid skupina Skére metastaz Priemernd hmotnost plic
Kontrdélna skupina 4, 4, 4, 1, 1 412+/-130
EpCAM-Fc 0, 0, 0, 0, O 210+/-21
EpCAM-Fc + Fc-GM 0, 0, 0, 0, O 240+/-19
EpCAM-Fc + Fc-IL2 o, 0, 0, 0, O 230+/-19

Skére metastdz bolo zaloZené na rozsahu postihnutia

povrchu plic s pouZitim nasledujlGceho hodnotenia: 1 = 1-25%
rozsah, 2 = 26-50% rozsah, 3 = 51-75% rozsah a 4 = 76-100%
rozsah.
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Priklad 7

Kombindcia antigén-Fc a cytokinovych adjuvans v jednom fdznom

proteine

Protein opisan?; v priklade 6, EpCAM-Fc, slGzi za vzor
N-koncového antigénu, pripojeného k Fc dseku imunoglobulinu
ako karboxylovd proteinovd doména. Tento protein a dalZie jemu
podobné méZu byt spolodne poddvané s Fc-adjuvantnymi fdznymi
proteinmi, napriklad Fc-cytokinmi, na 2zosilfiovanie imunitnej
reakcie na antigén. Alternativne md%u byt antigén, konStantny
Gisek taZkého retazca imunoglobulinu a adjuvantny protein
(napriklad cytokin) tvorené ako jeden flzny protein, napriklad

ako EpCAM-Fc-GMCSF fdzny protein.

Expresny plazmid na tento protein bol kondtruovany s
pouzitim sekvencii myS8acich 1IgG2a Fc a GM-CSF tak, 3e
konStrukt mohol byt hodnoteny v my3acom modele. Maly fragment
Xbal aZ Smal obsahujlci sekvencie kdédujice veddce sekvencie-
EpCAM-Fc bol ziskany z pdvodného EpCAM-Fc expresného vektora
(priklad 1) a ligovany do velkého fragmentu Smal a% Xbal

expresného vektora Fc-GMCSF (obrazok 9).

V?sledn? vektor, pdCs-EpCAM-Fc-GMCSF, bol zavedeny do
buniek 293 s pouZitim metddy precipitacie fosfatom véapenatym
na prechodni expresiu a do buniek NS/0 elektropordciou na
trvald expresiu. Stabilné transfektanty boli vybrané
pestovanim buniek v médii obsahujGcom metotrexat (0,1 puM) .
Exprimujlice klony boli identifikované testom Fc ELISA (pozri
priklad 1) a klony s vysokym stupiiom produkcie boli mno¥ené v
kultire. EpCAM-Fc-GMCSF protein bol purifikovany 2

kondicionovanych médii v&zbou na protein A Sepharose a
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nadslednou eldciou (Repligen, Needham, MA) a Struktdrna
integrita bola analyzovana SDS-PAGE po redukcii 2-
merkaptoetanolom. Vysledky ukdzali, Ze protein mal molekuldrnu
hmotnost  pribliZne 90 kD, ako bolo ofakavané pre

jednoretazcova fdziu EpCAM, Fc a GMCSF.

Aby sa porovnala relativna imunogenicita kombinovaného
fizneho proteinu, myS8iam bola podand subkutdnne injekcia
ekvivalentnych davok EpCAM-Fc-GMCSF a jednotlivych fidznych
proteinov v kombindcii: EpCAM-Fc a Fc-GMCSF. Rovnaké injekcie
boli podavané 14 dni pozdej$ie a vzorky séra boli testované na
Specifickd protilatkovi reaktivitu na humé&nny EpCAM 7 dni po
zosilfiovace]j injekcii. Rovnaky pristup mbZe byt pouZity pre :
iny antigénny protein alebo peptid, a tie% pre iné stimuladné

cytokiny, ako je napriklad IL-2, IL-12 a Flt3L.

Priklad 8
Imunizdcia Fc-antigénom injekciou DNA

Rovnaké expresné. vektory pouZité na transfekciu a
produkciu mySacich Fc-EpCAM a EpCAM-Fc v cicav&ich bunkéach
(pozri priklad 1) boli injikované ako ,hola" plazmidovad DNA do

svalu zadnej konlatiny skupiny my8i Balb/c. DNA bola

injikovana v koncentracii 0,5 mg/ml a celkové mnoZstvo 100 ug
bolo podédvané bud v PBS alebo roztoku 25% (hmotnost/objem)
sachardézy. Injekcie sa opakovali kaZdé 3 tyZdne do celkového
mnozZzstva 3 injekcii. Protildtkové reakcie boli merané v rdznej
dobe a. boli kvantifikované testom ELISA s pouZitim 96
jamkovych  do8tifiek potiahnutych  hum&nnym Fc-EpCAM na
naviazanie antigénu a s pouzZzitim proti-myS$acej Fc Specifickej

polyklonalnej protilatky konjugovanej s HRP (Jackson
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ImmunoResearch) na detekciu. DAata predloZené na obrazku 10
predstavujd protiléatkové titre =zaznamendvané 14 dni (obr&zok
10A), 27 dni (obrdzok 10B), 55 dni (obrazok 10C) a 69 dni

(obrazok 10D) po injekcii.

Vysledky predloZené na obrdzku 10 ukazujd, Ze nizke titre
Specifické anti-EpCAM protildtky boli indukované v priebehu
prvého mesiaca pri pouZiti obidvoch formudcii (obrdzky 10A a
10B) . Ovela vyZ8ie titre boli ziskané 55. deli (obrizok 10C) a
eSte vy88ie hladiny 69. defi (obrdzok 10D). Podobné vysledky
boli ziskané s pouZitim DNA injekcie vektora exprimujtceho
EpCAM-Fc, aj ked boli titre niZ8ie. Tieto data ukazujd, 3Ze
antigén exprimovany ako filzna molekula obsahujdca antigénny
protein a Fc usek imunoglobulinu md%Ze indukovat imunitnﬁ
-reakciu, ked je zavedeny injekciou holej DNA a ¥e perzistentna
expozicia antigénu vedie na oddialenie <reakcie vacsiny

zZzvierat.

Bunkové imunitné reakcie Dboli testované pestovanim
splenocytov z my8i ofkovangch DNA alebo imunizovanych
proteinom (70 dni po injekcii) stimulovanych odliZnymi
koncentrdciami Fc-EpCAM proteinu in vitro. D&ta uk&zané na
obrazku 11 (horny panel) wukazuji proliferativnu reakciu
(meranou inkorpordciou ‘H-tymidinu) na antigén zvierat
imunizovanych bud Fc-EpCAM proteinom (kriZiky) alebo DNA
vakcindciou expresnym Qektoronl CMVpromotor-EpCAM-Fc (prézdne
kriZky) alebo expresnym vektorom CMVpromotor-Fc-EpCAM (plné
kosostvorce) . Proteinom imunizované zvieratd vykazovali ovela
vatsie reakcie na antigén, dokonca aj pri velmi nizkych
davkach. Reakcie pri DNA vakcinovanych zvierat (tie% uk&zané
v odliSnej mierke na dolnom paneli na obrédzku 11) boli zavislé

na davke, ale boli mendie ako u my$i, ktorym bola podana
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injekcia proteinu. Tieto reakcie boli charakteristické pre

reakcie CD4+ T lymfocytov obmedzenych MHC II. triedy.

Aby sa otestovala cytotoxicka aktivita (vSeobecny
ukazovatel reakcii T lymfocytov obmedzenych MHC I. triedy),
kultary splenocyto# z mySi imunizovaﬁych DNA alebo proteinom
boli pestované pocas 5 dni za pritomnosti pribliZne 10 U/ml
IL-2. Efektorové bunky boli pestované splenocyty a cielové
bunky boli bud ozna&ené bunky CT26 exprimujtice EpCAM humdnneho
karcinému &asti hrubého &reva (syngénne pre my3i Balb/c) alebo
oznaCené parentdlne Dbunky (netransfekované bunky CT26).
Efektorové a cielové bunky boli zmieSané v odli%nych pomeroch
a bol urlovany rozsah lyzy. Hodnota 100 % lyzy bola dosiahnuté
inkubdciou oznalenych cielovych buniek za  pritomnosti

detergentu a bolo merané mnoZstvo uvolfovanej znalky.

Vysledky sG wukdzané na obrazku 12, kde obrazok 12A
ukazuje aktivitu splenocytov proti bunkdm CT26 exprimujdcim
humdnny EpCAM, zatial <o obrdzok 12B ukazuje aktivitu
splenocytov proti parentdlnym bunkdm CT26. Na obidvoch
obrézkoch prazdne kosoStvorce predstavujd splenocyty izolované
z mySi imunizovanych DNA nesGce EpCAM kondtrukt, prézdne
Stvorce predstavujd splenocyty izolované z my8i imunizovanych
DNA nesdce Fc-EpCAM fizny konStrukt, pradzdne trojuholniky
predstavuji splenocyty 4izolované 2z mySi imunizovanych DNA
nestice EpCAM-Fc  fdzny konStrukt a kriZiky predstavujd
splenocyty izolované z my8i imunizovanych Fc-EpCAM fdznymi

proteinmi.

Obrézok 12 ukazuje, Ze aj ked DNA vakcindcia vyvolala
slabé cytotoxické reakcie proti obidvom cielovym bunkém,
vyznamne vyS$8ia cytotoxicita - bola pozorovana u myS§i

imunizovanych proteinom. Obidva druhy buniek, parentélne
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nadorové bunky CT26 a nadorové bunky CT26 exprimujlce EpCAM,
boli v teste usmrtené. Cytotoxicita. pozorovanéd proti
parentadlnym bunkam CT26 mbZe byt preto, Ze tieto bunky
exprimuji vysoké hladiny myS8acieho homolégu EpCAM, ktory je
pribliZne A 8l % identicky s hum&nnym proteinom na
aminokyselinovej ﬁrovni. Ale imunizacia proteinom Fc-EpCAM
nevyvolala vyznamni cytotoxickG aktivitu proti n&dorovym
bunkdm CT26 exprimujlcim humdnny EpCAM, &im sa vysvetluje
G¢innd protektivna aktivita proti nidorom opisand v priklade
6

Priklad 9

Imunizécia Fc-flznym proteinom obsahujicim podoblast

karcinémového antigénneho proteinu

Aj ked niektoré celé proteiny nemusia byt pou¥itelné ako
antigény na imunitnd terapiu, men$ie podoblasti proteinov mdZu
byt ovela G&innej¥ie. Napriklad proteiny obsahujd domény,
ktoré s post-transladne modifikované, aby boli menej
imunogénne, a tym sa 2zniZi imunitnd reaktivita na aktudlne
polypeptidové zlozky. Velké proteiny mdZu indukovat
protilatky, ktoré reaguji len s nepolypeptidovymi d&astami
antigénu a ktoré nesprostredkujd bunkovi cytotoxicitu zavisld
na protilatkach (ADCC) , potencidlne déleZitd  zloZku
protinéddrovej imunitnej reakcie. Ako dobry priklad tejto
situécie je mozZné uviest proteoglykanovy antigén
chondroitinsulfat (MCSP) 8pecificky pre humanny melanom, ktory
je exprimovany fakticky na v8etkych melandmoch, a tie¥ u
niekolkych typov karcindmu mozgu. Tento protein je dost
glykosylovany a je dalej modifikovany pripojenim niekolkych
retazcov glykosaminoglykanu. Protildtka znadma ako 9.2.27

(Bumol et al. (1982) PROC. NATL. ACAD. SCI. 79: 1245-1249) -
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viaZe tento protein s vysokou afinitou, ale nesprostredkovava
Zziadnu efektorovi funkciu, ani ADCC alebo cytotoxicitu
sprostredkovani komplementom (CDC). Dokonca aj J&iasto&ne
humanizované (chimérické) formy tejto protildtky neuspeli pri

sprostredkovani tejto aktivity.

Aby sa vyvolali viacej zamerané reakcie na optimdlne
cielové useky tejto velkej molekuly, boli v proteinovej
sekvencii  identifikované predpoklgdané miesta pripojenia
glykanu. (Pluske et al (1996) PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 93:
$710-9715) . Bola vybrand podoblast nedaleko od membranovej
sekvencie a v urCitej vzdialenosti od miesta pripojenia

glykanu.

Peptidova sekvencia:
QGATLRLDPTVLDAGELANRTGSVPRFRLLEGRHGRVV
RVPRARTEPGGSQLVEQFTQQDLEDGRLGLEVGRPEGRAPGPAGD (sekv. id. ¢&.
21) bola reverzne translatovand, vyslednd DNA sekvencia bola
syntetizovand chemicky a ligovand do expresného vektora pdCs-
Fc-X s pouzZitim rovnakych restrik&nych miest pouZitych v
skorS§ich prikladoch. Miesto termindcie transldcie sa pridalo
na 3/ koniec, hned za sekvenciu kédujidcu  posledni
aminokyselinu, potom nasledovalo uniké&tne miesto XhoI. Konedny
expresny plazmid bol elektroporédciou zavedeny do myeldmovych
buniek NS/0 a stabilné transfektanty exprimujice poZadovany

protein boli ziskané tak, ako bolo opisané v priklade 1.

Protein Fc-MCSP bol purifikovany z supernatantov tkaniv s
pouzitim chromatografie s proteinom A Sepharose (Repligen,

Needham, MA). Protilatkové titre boli merané u my3Si Balb/c
subkuténne imunizovanych 50 pg Fc-MCSP fidzneho proteinu v PBS

bud samotného alebo v kombindcii s 5 ug Fc-GMCSF ako adjuvans.
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Vysledky sG ukd&zané na obrédzku 13. Plné kosostvorce
predstavuja protildtkové titre v normadlnom sére, prézdne
Stvorce predstavujid protilatkové titre v sére mySi
imunizovanych Fc-MCSP a plné trojuholniky predstavuji
protildtkové titre v sére mydi imunizovanych Fc-MCSP a

Fc-GMCSF adjuvans.

Specifické imunitné reakcie na tito podoblast MCSP boli
detekované 14. dedl a vyznamne sa zvy3ili po imunizacii
zosilfiovacou injekciou. Vysledky ukazuji, Ze my3i imunizované
oboma Fc-GMCSF a Fc-MCSP stimulovali vy$%ie protildtkové titre
proti MCSP (plné trojuholniky) ako my3i imunizované Fc-MCSP

samotnym (prézdne .Stvorce) .

Priklad 10
Imunizdcia Fc-fldznym proteinom obsahujlcim virusovy antigén

Vyvoj GZinnej vakciny- proti virusu huméanneho
imunodeficitu (HIV), virusu, ktory sp8ésobuje AIDS, je jeden
z najddleZitejSich cielov vo vyzkume vakcin. Neddvno niekolko
publikdcii ukézalo, Ze urdité vlastnosti virusového obalu
sliZia na oklamanie imunitnej reakcie, aby zodpovedala na
irelevantné epitopy, a tym sa maskuji déleZité a potenciélne
neutralizacéné dseky virusovej <&astice. To zahffia pritomnost
vysoko imunodominantnych antigénnych dsekov, ktoré sld%ia ako
navnady, a extenzivnej glykosylacie, ktbré fyzicky maskuje a
redukuje imunogenicitu déleZitych epitopov (Wyatt et al.

(1998) NATURE 393: 705-11).
Jeden moZny spdsob, ako obist mechanizmus n&vnady, je
exprimovat malé Useky gén virusového obalu, aby sa zabréanilo

imunodominantnym reakciam, ktoré nie si protektivne a
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indukovala sa neutralizalnd reakcia. Jeden problém pri pouziti
vakcin s malymi podjednotkami je zni¥ena imunogenicita bud
umelého peptidu alebo malého proteinu. Jeden pristup bol
kondenzovat proteiny alebo peptidy k imunogénnym nosidskym
proteinom, ako je napriklad hemokyanin prilepky (KLH). To
indukovalo silnd reakciu na KLH, a tieZ na protein alebo
peptid. DalZim pristupom je vyrobit fdzny protein s Fc, ako
bolo opisané v priklade 1 pre podoblast, napriklad ektodoménu
gp4l (kotviaca doména virusového obalu, gpl60). Na rozdiel od
inych nosifov sa na (sek imunoglobulinu divame ako na vlastny
(nself”) antigén, ¢im sa minimalizuje akykolvek

imunodominantny Gfinok.

Fc-gp4lpepé626 fuzny konStrukt obsahoval polypeptid so 44
aminokyselinami = fGzovany na karboxy-koncové &asti Fc dseku
mySacieho imunoglobulinu. Sekvencia HIV kmefia IIIB v tomto
Useku obsahuje signdl pre N-viazani glykosylaciu, takZe
Fc-gp4lpep626 flzny protein, tvoreny bud v bunkdch 293
prechodnou expresiou alebo v myeldmovych bunkdch NS/0 trvalou
transfekciou, vykazoval vysoky stupefl varidcie v mobilite pri
analyze SDS-PAGE, J&o indikovalo heterogenitu v rozsahu

glykosylacie.

Napriek faktu, Ze tento virusovy antigén bol celkom maly
(dlhy 44 aminokyselinovych zvy&kov) a bol heterogénne
glykosylovany, bolo moZné vyvolat imunitnd reakciu u my3i1
Balb/c (pozri obrédzok 14). V tomto pripade bola skupiném
piatich my8i podand intradermélna injekcia s 25 g
Fc-gp4lpep626 1. defl a injekcia s dvojnésobnym mnoZstvom v
dvojtyzdiiovych intervaloch, bud’ samotného (prazdne
kosostvorce) alebo v kombindcii s 2,5 pg Fc-adjuvantnych

faznych proteinov, Fc-GMCSF (prazdne 3Stvorce) alebo Fc-IL2
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(plné trojuholniky) . Obrazky 14A a 14B predstavuji
protildtkové titre dosiahnuté 7 a 33 dni po druhej

zosilnovacej injekcii, v danom poradi.

Imunitné reakce boli viacej zavislé na spoloénom . podéavani
Fc-cytokinov a trvalo dlhSie dosiahnut vysoky titer.
Predpokladd sa, Ze vad8a imunitnd reakcia mbZe byt vyvolanid s
pouzitim modifikdcii tejto sekvencie, ktord neobsahuje
glykosylaény signdl (v skutofnosti vela kmedov toto miesto
.nekdéduje) alebo enzymatickym odstranenim sacharidovych

vedlaj8ich retazcov in vitro.
Priklad 11

Adjuvantna aktivita Fc-fizneho proteinu obsahujiceho

extraceluldrnu doménu molekuly bunkového povrchu

Na konStrukciu Fc-adjuvantnych faznych proteinov je
niekedy‘uiitoéné fizovat na Fc extraceluldrnu doménu proteinu,
ktory mb%e byt viazany na membridnu. Napriklad je fidzovany CD40
ligand (CD40L) v N-koncovej &asti C-koncovej d&asti k Fc.

Volitelne je pouZzity linker.

CD40L je pouZitelny, pretoZe jeho receptor, CD40, Ije
exprimovany na povrchu B 1lymfocytov a je zapojeny do
stimulécie B lymfocytov lymfocytmi T. Ako faktor nekrotizujidci
néddory, je CD40L trimer, ktory spdsobuje dimerizdciu alebo
trimerizdciu svojho receptora na bunkovom povrchu. Vysledkom
je, Ze sG domény intraceluldrneho receptora privedené do
kontaktu a z tohto plynie signdlna transdukcia. Tie? ako TNF,
CD40L mdZe byt viazany na membrédne, ale mdZe byt tie¥ =z

bunkového povrchu odStiepeny a pdsobit ako cytokin.
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Fc-CD40L fuzny protein je =zvieratdm podavany spolo&ne
s Fc-antigénnym fdznym proteinom. V kontrélnych experimentoch
s Fc-CD40L protein a Fc-antigénny protein podédvané odlidnym
skupindm zvierat. Predpokladd sa, Ze zvieratd, ktorym bola
podana injekcia obidvoch fidznych proteinov, tvoria vys8i titer
protilatok ako zvieratd, ktorym bola podand injekcia kaZdého

fizneho proteinu jednotlivo.

Alternativne bol pouZity jeden Fc¢ fdzny protein
obsahujici obidva antigény a .CD40L skupinu, s wvolitelnymi .
linkermi (L) medzi Fc, CD40L a antigénovymi skupinami. Fdzny
protein mdéZe mat radenie od N-konca k C-koncu Fc- (L)-antigén-
(L) -CD40L, FC-(L)-CD40L- (L) —,an_tigén, antigén- (L) -CD40L- (L) -Fc,
CD40L- (L) -antigén- (L) -Fc, antigén- (L) -Fc- (L) -CD40L alebo
CD40L-Fc- (L) -antigén- (L) . Flzny protein obsahujici Fc, antigén
a CD40L je injikovany zvieratdm a potom s merané protiléatkové
titre. Predpokladé sa, Ze protilatkové titre vyvo;ané
injekciou fdzneho proteinu s oboma CD40L a antigénom si vy33ie
ako titre dosiahnuté injekciou flznych proteinov obsahujice

len Fc a antigén alebo Fc a CD40L.

Vo vy83ie wuvedenom poddvani flznych proteinov si
zvieratam podavané injekcie intravendzne, subkutdnne alebo
ingm vhodnym spdsobom podévania. Casy medzi primdrnym a
zosilfiovacim podadvanim antigénov a/alebo adjuvancii a meranim
protilatkovych titrov sG rovnaké, ako boli opisané v
predchadzajicich prikladoch. Alternativne sa pouzité

Standardné davky a testovacie reZimy.

. Ekvivalenty
Vyndlez wmdZe byt wuskutodfiovany v inych 8Specifickych
formach bez odchylenia sa od vyndlezcovskej mySlienky alebo

jej podstatnych charakteristickych vlastnosti. Predchadzajice
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uskutoCnenie je teda nutné povaZovat vo v8etkych ohladoch skér
za ilustrativne ako za obmedzujlci vyndlez opisany v tomto

texte.

Rozsah vyndlezu je teda dany pripojenymi patentovymi
narokmi vrdtane vSetkych zmien, ktoré spadajd do rozsahu

patentovych narokov v zmysle ekvivalencie.

Zahrnutie formou odkazu
‘Nauka vSetkych patentovych dokumentov a vedeckych
publikdcii, na ktoré sa odkazujeme vy33ie, je v tomto texte

vyslovne zahrnutid formou odkazu.
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Zoznam sekvencii

<210> 1
<211> 28
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér IL-4R

<400> 2 ‘
gtccegggta tgaaggtett gcaggage 28

<210> 2
<21l> 34
<212> DNA

<213> umeléd sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér IL-4R

<400> 2
ccecctecgage tagtgectget cgaagggcte cctg _ 34

<210> 3
<211> 23
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér PSMA

<400> 3
*aagcttaaat cctccaatga agc .o 23

<210> 4
<211> 26
<212> DNA

<213> umelad sekvencia
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<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér PSMA

<400> 4
ctcgagttag gctacttcac tcaaag . 26

<210> 5
<211> 30
<212> DNA

<213> umelid sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér EpCAM

<400> 5 .
cceccgggtaa acaggaagaa tgtgtctgtg 30

<210> 6
<211l> 28
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<2235 opis umelej sekvencie: primér EpCAM

<400> 6
ctcgagtcat tttagaccct gcattgag : 28

<210> 7
<211> 24
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér EpCAM

<400> 7
tctagagcag catggcgcce ccgce 24
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 8

8
28
DNA

umeli sekvencia

opis umelej sekvencie: primér EpCAM

ccttaagcac cctgcattga gaattcag 28

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

<220>
<223>

<400> 9

9
148
DNA

umeli sekvencia

opis umelej sekvencie: DNA kdédujica aminokyselinové
zvy¥ky 626-669 HIV IIIB gp4l

cccgggatce ctgatccact cectgatcega ggaatcccag aaccagcaag agaagaacga 60

gcaggagctg ctggagctcg acaagtggge ctceccectgtgg aactggttca acatcaccaa 120
ttggctgtgg tacatcaagt gactcgag - 148

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

<220>
<223>

10
44
PRT

umeld sekvencia

opis umelej sekvencie: flzovany polypeptid z vektora

pdC-muFC
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<400>

10

Sex Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys

1

5 10 15

Asn Glu Gin Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn

20 25 _ 30

Trp Phe Asn Ile Thr Asn Txp Leu Trp Tyr Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>
ggcceg

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

<220>
<223>

“<400>
cceteg

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

<220>
<223>

35 . 40

11
30
DNA

umelad sekvencia

opis umelej sekvencie: priméry pre mySaci IL2
11
ggta aagcacccac ttcaagctcec

12
25
DNA

umelad sekvencia

opis umelej sekvencie: primér pre myZaci IL2

12
agtt attgagggct tgttg

13
28
DNA

umeld sekvencia

opis umelej sekvencie: primér pre my3i GMCSF

<400> 13 .
cccgggaaaa gcacccgecec gctcacce
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<210> 14
<211> 29
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér pre myBaci GMCSF

<400> 14
ctcgagtcat ttttggcttg gttttttge 29

<210> 15
<211> 28
<212> DNA

<213> umelad sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér pre mySaci ligand F1lt3

<400> 15
caagcttaca cctgactgtt acttcage 28

<210> 16
<211> 30
<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér pre mySaci ligand F1lt3

<400> 16
ctcgagtcaa ggctctggga gctcoegtgge : 30

<210> 17
<211> 28
<212> DNA

<213> umeld sekvencia
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<220>

<223> opis umelej sekvencie: primér pre mySaci IL-12p35

<400> 17
ccccgggtag ggtcattcca gtctctgg

<210> 18
<211> 26
<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie:

<400> 18
ctcgagtcag gcggagctca gatagc

<210> 19
<211> 28
<212> DNA

<213> umelad sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie:

<400> 19
tctagaccat gtgtcctcag aagctaac

<210> 20
<211> 25
<212> DNA

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie:

<400> 20
ctcgagctag gatecggaccc tgcag

primér pre mySaci IL-12p35

primér pre mySaci IL12 p40

primér pre mySaci IL12 p40
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<210> 21
<211> 83
<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> opis umelej sekvencie:

<400> 21
Gln Gly Ala Thr Leu Arg Leu Asp
1 5

Leu Ala Aén Arg Thr Gly Ser Val
20

Arg His Gly Axg Val Val Axg Val
35 40

Gly Ser Gln Leu Val Glu Gln Phe
50 S5

Arg Leu Gly Leu Glu Val Gly Arg
65 70

Ala Gly Asp

<210> 22
<211> 20
<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

MSCP peptid
Pro Thr val Leu
10

Pro Arg Phe Arg
25

Pro Arg Ala Arg
Thr Gln Gln Asp
60

Pro Glu Gly Arg
75

Asp

Leu

Thr

45

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly Glu
15

Glu Gly

30 .

Glu

Glu

Pro

Pro Gly
Asp Gly

-Gly Pro
80

<223> opis umelej sekvencie: oligodeoxynukleotid, ktory

mdZe byt pouZity ako adjuvans

<400> 22
tccatgacgt tcctgacgtt

72

20



PATENTOVE NAROKY

1. Kompozicia na vyvolanie imunitnej odpovede proti
napred vybranému antigénu cicavca, vyznadcdujiuca s a
t vym, Ze zahffla flzny protein =zahffiajlci kon8tantniG oblast
taZkého retazca imunoglobulinu pripojeny polypeptidovou vazbou
k dopredu zvolenému antigénu a adjuvant zahfniajlci

oligonukleotidovi CpG sekvenciu.

2. Kompozicia na vyvolanie imunitnej odpovede proti
napred vybranému antigénu cicavca, vy znacujuica s a
tym, Ze zahfiia:

i) dopredu vybrany antigén alebo

ii) fdzny protein =zahffiajlici kon$tantnid oblast taZkého
retazca imunoglobulinu  pripojeny polypeptidovou vazbou
k dopredu vybranému antigénu alebo

1ii) sekvenciu nukleovej kyseliny kdédujlicej uvedeny
antigén alebo

iv) sekvenciu nukleovej kyseliny kdédujicej uvedeny fGzny
protein zahfrfiajici tento antigén
a adjuvant =zahffajici fdzny protein, ktory zahfila konStantnd
oblast taZkého retazca imunoglobulinu pripojeny polypeptidovou
vazbou k adjuvantnému proteinu alebo nukleovi kyselinu

kédujicu tento fazny protein.

3. Kompozicia podla ndroku 2 vyznad¢ujica s a
m , Ze nukleovd kyselina kédujica fdzny protein zahffiajtci

ty
antigén kéduje v smere od 5° k 3° polohe konStantnd oblast

=

azkého retazca imunoglobulinu a antigén.
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4. Kompozicia podla niektorého =z nérokov 1 a¥ 3,
vvyznacujlica sa tym, Ze flzny protein zahffajdci
dopredu vybrany antigén a/alebo flzny protein zahfiajici

adjuvant zahfila klbovd oblast imunoglobulinu.

5. Kompozicia podla niektorého =z narokov 1 aZ 4,
vyznacujlica sa tym, Ze fdzny protein zahfiajdci
dopredu vybrany antigén a/alebo flzny protein zahffajdci
adjuvant zahfria doménu konZtantnej oblasti ta¥kého retazca
imunoglobulinu zvolend zo sUboru pozostivajliceho z CH2 domény,

CH3 domény a CH4 domény.

6. Kompozicia podla niektorého =z nérokov 1 a¥ 5,
vyznacdujlica sa tym, Z2e kon3tantid oblast ta¥kého

retazca imunoglobulinu zah#fia CH2 doménu a CH3 doménu.

7. Kompozicia podla niektorého =z n&rokov 1 a? 6,
vyznacdujlica sa tym, Ze do'predu vybrany antigén
je zvoleny zo slboru pozostévajlceho z membrdnového antigénu
Specifického voli prostate ektodomény receptora cytokinu,

virusového proteinu a tumor-Zpecifického proteinu.

8. Kompozicia podla niektorého 2z néarokov 1 az 7,
vyznacujuca sa tym, Ze fdzny protein zahfflajici
dopredu vybrany antigén a/alebo fdzny protein =zahffajdci
adjuvant je pripojeny disulfidovou vazbou k druhej konStantnej

oblasti taZkého retazca imunoglobulinu.

9. Kompozicia podla niektorého =z narokov 2 a¥ 8,
vyznacdujlica sa tym, Ze adjuvantnym proteinom je
cytokin.
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10. Kompozicia podla ndroku 9, vyznadujidca sa

-

tym, Ze 9 cytokinom je ludsky cytokin.

11. Kompozicia podla niektorého z narokov 1 a¥ 10,

vyznacdujidca sa tym, Ze konStantnd oblast taZkého
retazca imunoglobulinu je definovana aminokyselinovou
sekvenciou zodpovedaijlcou aminokyselinovej sekvencii

definujicej konStantnd oblast taZkého retazca ludského

imunoglobulinu.

12. Kompozicia podla niektorého =z ndrokov 2 aZ 11,
vyznadujidca s a tym, Ze sekvencia nukleovej
kyseliny kd&dujicej f£flzny protein =zahfiflajici antigén a/alebo
fazny protein =zahfflajici adjuvant je operativne usporiadana

v replikovatelnom expresnom vektore.

13. Kompozicia, vyznadujica s a tym, ze
zahffia prvy fdzny protein zahfiajdci antigénny protein
s lokalizadnym proteinom a druhy fdzny protein zahfifiajaci
adjuvantny protein a uvedeny lokalizaény protein, pri&om
lokalizaCny protein vyvoladva narast koncentracie prvého a
druhého  flzneho proteinu v oblasti cicaveca, ktora Ie
dosiahnutelnd pre imunitny systém.

14. Kompozicia, vyznadujdca s a tym, Ze
obsahuje fazny protein zahfrajdci antigénny protein,
adjuvantny protein a lokaliza&ny protein, pri&om lokalizadny
protein vyvolava narast koncentracie antigénneho a

adjuvantného proteinu v oblasti cicavca, ktora je

dosiahnutelnéd pre imunitny systém.

15. Fazny protein zahfriajdci antigénny protein,

adjuvantny protein a lokalizadny protein.-
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16. Sekvencia nukleove]j kyseliny kédujlicej flzny protein

podla nédroku 15.

17. Expresny vektor obsahujici sekvenciu nukleovej

kyseliny podla néaroku 16.

18. Fazny protein podla nédroku 15 alebo sekvencia

nukleovej kyseliny podla n&roku 16 na pouZitie ako liedivo.

19. Kompozicia podla niektorého =z ndrokov 1 aZz 14 na

pouzitie ako liecivo.

20. PouZitie kompozicie podla niektorého z ndrokov 1 aZ
14 alebo fizneho proteinu podla ndroku 15 na vyrobu liediva na

vyvolanie imunitnej odpovede na antigén cicavca.

21. PouZitie fdzneho proteinu podla nédroku 15 alebo
sekvencie nukleovej kyseliny podla né&roku 16 na vyrobu lieliva

na vyvolanie imunitnej odpovede na antigén cicavca.

22. Farmaceuticky kit, vyznacujuci sa tym,
7e zahffla fldzny protein zahffiajlici kondtantnd oblast taZkého
retazca imunoglobulinu pripojeny polypeptidovou vazbou na
dopredu vybrany antigén podla niektorého z narokov 1, 4 aZ 8 a
11, a to vV prvom zasobniku, a adjuvant zahfrfiajdci

oligonukleotidovi CpG sekvenciu v druhom z&asobniku.

23. Farmaceuticky kit, vyznadujuci s a tym,
Ze zahfna

i) dopredu vybrany antigén alebo

ii) fdzny protein zahfdajGci kon3tantni oblast taZkého
retazca imunoglobulinu pripojeny polypeptidovou vazbou

k dopredu vybranému antigénu alebo
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iii) sekvenciu nukleovej kyseliny kdédujicej uvedeny
antigén alebo

iv) sekvenciu nukleovej kyseliny kédujicej uvedeny fazny
protein zahfnajlci tento antigén
podla niektorého z né&rokov 2 a%Z 8 a 11 a% 12, a to v prvom.
zadsobniku, a adjuvant zahfflajlci fazny protein, ktory =zahtfna
kondtantni oblast taZkého retazca imunoglobulinu pripojeny
polypeptidovou vazbou k adjuvantnému proteinu podla niektorého
z nadrokov 2, 4 az 6 a 8 az 10 alebo nukleovi kyselinu kdédujicu

tento flzny protein.
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Obr. 1A

Obr. 1B

Obr. 1C

Obr. 1D

Obr. 1E

Obr. 1F

Obr. 1G
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