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Uppfinningen relaterar till en formulering for behandlingen av olika cancerformer.
Formuleringen 4r ett vaccin innehdllande sekvenserna av EDB, EDA, annexin Al,
endosialin, C doménen av tenascin C eller magic roundabout (MR) eller fragment dérav
som enskilda eller i kombination kopplade till en eller flera heterologa birarmolekyler.
Vaccinet administreras foretridesvis tillsammans med ett adjuvans.



Sammanfattning

Uppfinningen relaterar till en formulering fér behandlingen av olika cancerformer.
Formuleringen #r ett vaccin innehallande sekvenserna av EDB, EDA, annexin Al,
endosialin, C doménen av tenascin C eller magic roundabout (MR) eller fragment ddrav
som enskilda eller i kombination kopplade till en eller flera heterologa birarmolekyler.
Vaccinet administreras foretrddesvis tillsammans med ett adjuvans.
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Ett nytt vaccin som angriper tumorkirl som ett effektivt redskap i tumorterapi.

Denna uppfinning relaterar till en metod utvecklad for att stimulera immunsystemet att
producera antikroppar som ndstan uteslutande angriper tumérkérl. Dessa antikroppar,
som &dr riktade mot sjélvproteiner som néstan uteslutande &r uttryckta i och omkring
tumorkérl, resulterar i ett angrepp av immunsystemet pa tumérkérlen vilket leder till en
kraftig reduktion i tumértillviixt. Aven om uppfinningen generellt relaterar till ett vaccin
for anvindning i ddggdjur s& kommer det huvudsakliga anvéndningsomréadet att vara
vaccin for anvéndning i ménniska, hund, katt och hist. Uppfinningen kommer déirfor att
beskrivas i generella termer men med hénvisning till vaccin for anvidndning i ménniska,
hund, katt och hist.

Bakgrund till uppfinningen

Angiogenes — bildandet av nya kapilldra blodkdarl — &r essentiellt under vdvnads-
utveckling och under fysiologiska tillstind som kréver angiogenes, s& som i sérlikning
och under menstruationscykeln. Déremot &r angiogenes ovanlig och omséttningen av
endotelcellspoolen é&r flera hundra dagar i friska mén. Utdragen och kraftigt forhojd
angiogenes har didremot observerats i ett antal patologiska tillstind sd som t.ex.
rheumatoid artrit, retinopati och tumortillvéxt. Normala kirl 4r mycket strikt reglerade av
en balans mellan naturligt férekommande pro- och antiinflammatoriska faktorer. En
mycket viktig sddan faktor dr vaskulér endothelial tillvaxtfaktor (VEGF), som é4r central
for utvecklandet av ett vaskulédrt system under embryogenes och som reglerare av
kérlnybildning hos vuxna personer [1].

Ett antal endogena faktorer som negativt reglerar angiogenes har beskrivits [2].
Dessa inhibitorer faller huvudsakligen inom tre grupper, plasmaproteiner,
basalmembranproteiner och serinproteasinhibitorer (serpiner). Exempel pa endogena
inhibitorer av angiogenes &r trombospondin (TSP), ett basalmembranprotein, endostatin,
ett fragment av collagen XVIII, angiostatin, ett fragment av plasminogen och tumstatin,
ett fragment av collagen IV. Deras verkningsmekanismer &r bl.a. induktion av apoptos i
endotelceller och/eller att de interfererar med integrinfunktionen, antingen genom att
anvidnda integriner som receptorer eller genom att specifikt binda till olika
matrixkomponenter. Genetiska bevis stirker ocksd dessa molekylers roll som negativa
reglerare av angiogenes. Overuttryck av TSP-1 i hud hos méss resulterar i fordrsjd och
reducerad hudcarcinogenes, medan moss som saknar TSP-2 har 6kad blodkérlsbildning
och uppvisar 6kad carcinogenes [3]. Mdoss som saknar uttryck av antingen tumstatin eller
endostatin uppvisar ocksa ckad tumortillvéxt och blodkarlsbildning [4].

Antiangiogenes som en klinisk strategi for behandling av sjukdomar som karaktériseras
av for kraftig blodkérlsbildning &r attraktivt av flera orsaker, speciellt nidr den kombineras
med kemoterapi.

Genom att sviélta ut tumdren genom reducerad vaskularisering riktas inte
behandlingen mot tumdrcellerna och &r dérfor inte beroende av dessa cellers egenskaper,
vilka &r kinda for att genetiskt instabila. Till dags data har fem antiangiogena mediciner,
som alla riktas antingen mot VEGF eller VEGFR2 blivit godkinda av U.S. Food and
Drug Administration (FDA) [1]. Den mest kliniskt framgangsrika behandlingen &r hittills
den VEGF-neutraliserande antikroppen Bevacizumab (Avastin) som blev godkénd under



forsta delen av 2004. Nér den ges i kombination med kemoterapi forlinger den
overlevnaden for patienter med metastaserande koloncancer, lung och bréstcancer. Den
andra antiangiogena drog som blev godkind av FDA &r anti-VEGF aptameren
Pegaptanib/Mecugen som anvinds i behandlingen av aldersrelaterad degeneration i
maculan i 6gat (AMD). Dessutom godkéndes receptortyrosinkinashimmaren Sunitinib
(Sutent) och Sorafinib (Nexavar), som binder VEGFR2 (och @ven PDGF-receptor f, Flt3
och cKit) i januari 2006 respektive december 2005 for behandling av njur- och
gastrointestinal cancer. Den femte drog som riktas mot VEGF inducerad signalering dr
den VEGF-neutraliserande antikroppsfragmentet Ranibizumab (Lucentis) vilken
godkéndes i juni 2006 av FDA for behandling av é&ldersrelaterad maculadegenerering,
den viktigaste orsaken till blindhet i vist.

Tidigare var uppfattningen att antiangiogen behandling inte skulle vara
forknippad med problem med resistens, vilket ofta dr fallet med kemoterapi. Detta d& den
ger sig pé icke transformerade celler i tumdren. Denna teori har dock visa sig inte vara
helt korrekt. Data har ackumulerats som visar att andra angiogena vigar kan ersitta
VEGF under det att sjukdomen fortskrider [S]. Det dr ddrfor viktigt att utveckla en bred
panel av antiangiogena behandlingsmetoder for klinisk anvindning, som riktas mot olika
funktioner hos angiogena karl, motsvarande den panel av cytotoxiska medel som anvinds
av onkologer idag.

Flera av de ovan beskrivna antiangiogena behandlingsmetoderna #r mycket
kostnadskrdvande och de aktiva substanserna beh6ver injiceras intravendst eller
intramuskulért flera ganger i veckan, varje dag eller flera ginger per dag for att ge
maximal effekt, och visar ofta endast effekt pa ett begrinsat antal cancerformer. Behovet
av nya behandlingsmetoder som #r littare att administrera, mera kostnadseffektiva och
med ett bredare spektrum av cancerformer &r dérfér stort.

Vaccination &r attraktiv metod for behandling av manga typer av sjukdomar.
Breda vaccinationsprogram har i det ndrmaste utrotat flera livshotande sjukdomar sdsom
polio, difteri och smittkoppor. Mojligheten att anvidnda vaccination som
behandlingsmetod @ven for cancer har under en tid varit fokus for intensiv forskning. An
sa liange finns det dock inget vaccin for kliniskt bruk. Det finns flera orsaker till varfor
utvecklingen av vaccin for cancerbehandling &r svérare 4n for flera andra sjukdomar. For
det forsta s d&r mélmolekylen ofta ett sjdlvprotein kanske ocksa uttryckt i normal vivnad
men dd med ldgre nivaer eller under embryogenesen. 1 kontrast till vaccination mot
frimmande virala och bakteriella antigen méste dédrfor immunsystemets sjédlvtolerans mot
antigenet brytas. For det andra s har tumdérceller utvecklat mekanismer for att undvika
igenkdnning av immunsystemet, vilket ytterligare forsvarar vaccination mot
tumorcellsantigener. For det tredje s dr det mycket viktigt att anvinda sig av en
sjukdomsspecifik malmolekyl ndr man vaccinerar mot ett sjélvprotein.

Vi presenterar hir en ny strategi for att 6ka effektiviteten av tumérvacciner genom
att koppla sjédlvantigenet, den tumorvaskuldra mélmolekylen, till ett kroppsfrimmande
antigen som dr av en tillricklig storlek for att innehalla en ansenlig mingd T-
cellsepitoper. Denna metod gor att igenkédnningen av T-celler sker i nésta alla MHC-
bakgrunder och att vaccinet dérf6ér kan anvéndas i utavlade populationer som i ménniska.
Genom att rikta behandlingen mot kirlen minskar ocksd risken att tumércellerna blir
resistenta mot behandlingen.



Antiangiogen behandling har ocksd mojligheten att bli ett kostnadseffektivt
alternativ till upprepad och langvarig administration av en drog. For individer med hog
risk att utveckla nedédrva former av cancer kan antiangiogen vaccination mojligen dven
anvindas som forebyggande behandling.

De antigen vi har valt for utveckling av ett cancervaccin &r sex olika antigen som
huvudsakligen &r uttryckta i tumorkérl 1 vuxna individer, extradomin B av fibronektin
(EDB)[6], extradomidn A av fibronektin (EDA) [6], extradomidn C av tenascin-C [7],
annexin Al [8], endosialin [9, 10] och magic roundabout (MR) [11]. EDB &r en 91
aminosyror ldng domén som é&r insatt i fibronektin genom differentiell splitsning. EDB ar
uttryckt under embryogenes men inte i vuxen védvnad under normala omsténdigheter.
Déremot dr EDB uttryckt i hoga nivéer i ett antal solida tumdrer [6]. Administration av
antikroppar riktade mot EDB, som har kopplats radioaktiva eller cytotoxiska &mnen, har
resulterat i mycket lovande resultat i musmodeller f6r cancer och dven i en fas II klinisk
provning (for aktuell information se http://www.philogen.com/). EDA &r en annan
extradomén som ocksé sitts in i fibronektin genom differentiell splitsning. Denna domén
dr uttryckt i viss tumodrvévnad men generellt inte i annan vdvnad hos vuxna individer [6].
C-doménen av tenascin C &r Overuttryckt i olika tumoértyper, t.ex. i hoggradiga
astrocytom, men under detektionsniva i normal vdvnad hos vuxna [7]. Magic roundabout
(MR) &r ocksé uttryckt i omraden av aktiv angiogenes, som i tumdrer, men inte i normal
vivnad férutom under embryogenes [7]. Aven endosialin och annexin Al #r bada nistan
uteslutande uttryckt i tumoérvavnad.

Vad som tidigare var kiint inom filtet "Prior Art".

Vaccinationsstrategier for att behandla cancer har varit ett aktivt forskningsfélt bade inom
den farmaceutiska industrin och bland akademiska forskare. Framgangen har dock varit
mycket begransad. En mycket viktig faktor for denna bristande framgéang har varit att de
flesta kliniska och prekliniska forsok har gjort med icke modifierade sjédlvprotein. Detta
har &ven gjort att nédra nog all grupper inom det tumérbiologiska féltet har kommit till
slutsatsen att det inte dr mojligt att gora aktiva tumorvacciner. Méanga grupper har dérfér
valt att fokusera paA monoklonala antikroppar. Annu svérare har det varit med EDB dir
sekvensen dr sd extremt vél konserverad att det har varit nést intill omgjligt att géra
monoklonala antikroppar i mus eller ratta mot det humana proteinet att de har varit
tvungna att anvénda “phage display” teknologi for att erhdlla EDB bindande strukturer for
terapi (se http://www.philogen.com/). Det &r dock ett féretag som har gjort studier med
cancervacciner och det &r Pharmexa i Danmark. De har anvint immunodominata epitoper
frén olika kroppsfrimmande proteiner. Dessa korta immunodominata epitoper har satts in
i mélmolekylen (www.pharmexa.com). Idén bakom att sdtta in immunodominanta
epitoper dr dock att det &r en epitop som binder mycket starkt till en specifik MHC klass I
eller Klass II molekyl. Detta gor att vaccinet beroende av en mycket kraftigt varierande
parameter, peptidspecificiteten hos en MHC molekyl. Genom att anvinda att
fusionsprotein med ett stérre antal peptider loser vi problemet med enskilda
immunodominanta epitoper och kan erhélla ett vaccin som har mer generella
anviandningsomraden. Alla tidigare testade vacciner har ocksa riktats mot tumdren och
inte mot kirlassocierade antigen. Tumdrantigen har visats 14tt kunna nedregleras och att
tumoren ddrmed undviker attack fran dessa behandlingsmetoder relativt litt. Detta beror
pé tumorcellernas stora plasticitet. Alla tumorer behover kérl for att 6verleva och att




véxa, och strategin att angripa kérlen med nya mer kraftfulla terapeutiska vacciner
bestéende av enstaka eller en blandning av upp emot sex olika tumdrspecifika vaskuldra
méalmolekyler #r dadrfor en ny och mer kraftfullt sitt att angripa &ven aggressiva
snabbvixande tumdérer.

Uppfinningens mal
Uppfinningens mal r att ta fram en littanvéndbar, kraftfull och kostnadseffektiv metod

for behandling av olika typer av cancerformer genom att angripa tumorkirlen, en
essentiell del av en vixande tumor. Behandling med hjalp av vacciner bestiende av
fusionsproteiner mellan extra domén B (EDB) fran fibronektin, EDA, annexin Al,
endosialin, extra domidn C av tenascin C eller magic roundabout (MR) och ett
kroppsfrimmande bérarprotein av icke sjalv ursprung, antingen en i taget eller en
kombination av tva till sex av dessa fusionsproteiner for behandling av olika
cancerformer.

Sammanfattning av uppfinningen.

Den ovan beskrivna malet uppnas i enlighet med uppfinningen genom ett vaccin eller en
kombination av vacciner, som karaktiriseras av att det bestér av en eller en kombination
av tvd till sex proteiner som har hela aminosyrasekvensen eller delar stérre dn 5
aminosyror av EDB, EDA, annexin Al, endosialin, extradomén C av tenascin C eller
magic roundabout (MR) frdn den art som skall vaccineras i dess ursprungliga eller
multimeriserade form kopplad till en eller flera heterologa bérarproteiner och kan dven
innehalla ett adjuvans.

Kortfattad beskrivning av figurerna
Figurerna 1 A, B, C, D, E, och F visar aminosyrasekvenserna av humant EDB, EDA,
annexin Al, endosialin, extradomén C av tenascin C och magic roundabout (MR).

Figur 2 visar en schematisk bild av thioredoxin-EDB och GST-EDB konstruk-
tionerna som anvédnds fér immunisering, som antigen for ELISA “coatning” och for
koncept-studier i musmodeller, och det rena proteinet frdn dessa konstruktioner.

Figur 3 visar effekten pa tumdrvikt efter vaccination. Antikroppstitrarna i en panel
av vaccinerade och kontrolldjur visas ocksa.

Figur 4 visar vaccinets tydliga effekt pa tumorstorlek i en musmodell.

Beskrivning av uppfinningen.

Anti-EDB, anti-EDA, anti-annexin Al, anti-endosialin, anti-extradomén C av tenascin C
eller anti magic roundabour (MR) antikroppar produceras av virden genom aktiv
immunisering, s& kallad vaccination. Genom injektion av modifierad EDB, EDA, annexin
Al, endosialin, extra domén C av tenascin C eller magic roundabout (MR) i1 en vird sa
producerar viardens immunsystem ett polyklonalt antikroppssvar mot kroppens eget EDB,
EDA, annexin Al, endosialin, extra domén C av tenascin C eller magic roundabout
(MR), och dérigenom angrips de tumdrspecifika kdrlen av immunsystemet. Det &r av
storsta vikt att modifiera antigenet s att virdens immunsystem uppfattar det modifierade
sjdlvproteinet som ett kroppsfrimmande protein. Detta kan uppnis genom kovalent
koppling av en kroppsfrimmande aminosyraregion till EDB, EDA, annexin Al,
endosialin, extra domén C av tenascin C eller magic roundabout (MR) eller en vald




region av nagon av dessa molekyler frdn den art som skall behandlas. Peptiderna inom
den kroppsfrimmande delen attraherar och aktiverar dé icke-toleriserade T-celler, som
kan ge hjilp till potentiellt autoreaktiva B-celler.

Det finns minst tre olika strategier att gora dessa modifieringar av ett
sjdlvprotein. En metod &r att producera ett fusionsprotein mellan ett kroppsfrimmande
protein och hela eller ett utvalt fragment stérre en 5 aminosyraor av sjélv-EDB, EDA,
annexin Al, endosialin, extra domén C av tenascin C eller magic roundabout (MR) i ett
prokaryot eller eukaryot expressionssystem. Den 6ppna ldsramen for EDB, EDA, annexin
Al, endosialin, extra domidn C av tenascin C eller magic roundabout (MR), som
exemplifieras av humant EDB, EDA, annexin A1, endosialin, extra domin C av tenascin
C eller magic roundabout (MR) i figur 1 klonas da forst in i en bakteriell, fungiell eller
eukaryot expressionsvektor. Detta fusionsproteikonstrukt transfekteras sedan in i en
mammalie eller prokaryot vérd for produktion av det onskade proteinet. Fusionspartnern
kan hir vara vilket kroppsframmande protein som helst av vilken storlek som helst fran
10 aminosyror till flera hundra kDa. Med fordel kan dock ett protein av ungefidr samma
storlek som malmolekylen anvéndas.

Alternativt kan icke modifierad EDB, EDA, annexin A1, endosialin, extra domén
C av tenascin C eller magic roundabout (MR) produceras i en mammalie eller prokaryot
viard eller vérdcell och sedan kovalent kopplas till ett bérarprotein genom kemisk
koppling.

Ett tredje alternativ, vilket i var mening 4r mindre fordelaktigt dr att producera
utvalda regioner av EDB, EDA, annexin Al, endosialin, extra domén C av tenascin C
eller magic roundabout (MR) som syntetiska peptider och sedan fista dessa peptider till
ett kroppsframmande bérarprotein genom kemisk koppling. Det tredje alternativet
resulterar ofta, efter injektion i patienten, i ett antikroppssvar som uppvisar lag
bindningsaktivitet mot nativt rétt veckat protein och ddrmed i simre klinisk effekt.

Efter produktion av vaccinantigenet renas och testas detta for pyrogeninnehéll och
mgjliga andra foéroreningar. For att erhlla ett tillrdckligt starkt svar mot sjélv epitoperna
sd4 kan vaccinantigenet blandas med ett adjuvans fore injektion i patienten. Efter
administrering i patienten inducerar vaccinet ett immunsvar mot antigenet. P4 grund av
nérvaron av kroppsfrimmande epitoper i vaccinantigenet indicerar detta protein ocksa ett
antikroppsavar mot malmolekylen i detta fall EDB, EDA, annexin Al, endosialin, extra
domédn C av tenascin C eller magic roundabout (MR), och dérmed angriper
immunsystemet tumoérkérlen, vilket leder till minskad tumortillvaxt eller till att tumoéren
helt foérsvinner.

Exempel.
For att studera uppfinningens effektivitet s& producerades ett fusionsprotein mellan den

91 aminosyror ldnga extradomidn B (EDB) av humant fibronektin och ett bakteriellt
antigen av en storlek pd 10 kDa. E.coli thioredoxin anvéndes hir som vaccinantigen for
att studera effekten i en djurmodell. EDB doménen dr mycket vil konserverad och i det
niarmaste identisk mellan ndra nog alla placentala dédggdjur som studerats. Detta
fusionsprotein producerades i en prokaryot vérd till nist intill homogenitet (helt rent)
(Figur 2). Thioredoxin-EDB fusionsproteinet injicerades sedan i moss tillsammans med
adjuvans. Efter tre veckor fick mossen en boosterdos och efter fem veckors behandling
analyserades serum fran djuren for miangden anti-EDB antikroppar som producerats. Som



kan ses fran figur 3 si uppvisade alla djuren héga titrar av anti-EDB antikroppar i motsats
till kontrolldjuren som var negativa. Detta visar att vaccinet har kapaciteten att indicera
produktion av rejédla mangder av anti-EDB antikroppar i forséksdjuren.

In vivo effekten av dessa antikroppar testades sedan i en mus tumérmodell.
Vaccinationen och de antikroppar som producerades efter stimuleringen av virdens
immunsystem visade sig effektivt kunna reducera tumorstorieken i dessa djur (Figur 4).
Anti-EDB antikropparna ocksa i en pataglig fordndring i tumorvdvnaden som kunde ses
efter examination med hjélp av elektronmikroskopi (icke visade resultat). Bindningen av
anti-EDB antikroppar till tumérkérlen leder till en kraftig infiltration av immunceller och
en attack av immunsystemet pa dessa karl. Det &r mycket troligt att det dr denna effekt pa
kdrlen som orsakar den kraftiga reduktionen i tumorstorlek som observerades i
vaccinerade djur.

Forvarandet att géra vacciner mot de andra antigen som ndmns i denna ansdkan &r
i praktiken identiskt till det som beskrivs for EDB bara att ett sjdlvprotein byts ut mot ett
annat i vaccinantigenet.

Sammanfattningsvis sd har vi nu visat att i kontrast till tidigare studier av
cancervacciner att vi kan erhélla bade hoga titrar och biologiskt aktiva antikroppar genom
vaccination och att dessa har god terapeutisk effekt pa tumortillvixt.
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Patentkrav

10.

11.

12.

. Vaccin innehéllande av en av dem eller en kombination av aminosyrasekvenserna

for extradomén B av fibronektin (EDB), extradomén A av fibronektin (EDA),
annexin Al, endosialin, extradomén C av tenascin C, magic roundabout (MR)
eller ett fragment dédrav i dess ursprungliga eller multimeriserade form, som ér
kopplad till ett kroppsfrimmande béararprotein och med ett farmakologiskt
accepterbart adjuvans.

Vaccin enligt patentkrav 1 dér hela eller en del av EDB i dess ursprungliga eller
multimeriserade form &r kopplad till ett kroppsframmande bérarprotein.

Vaccin enligt patentkrav 1 eller 2 dér EDB &r av humant, canint (hund), felint
(katt) eller equint (hdst) ursprung.

Ett EDB vaccin enligt patentkrav 1 eller 2 for medicinskt bruk.
Anvindningen av ett fusionsprotein bestdende av hela eller delar av EDB fran den
art som skall vaccineras och ett kroppsframmande bérarprotein for produktion av

ett vaccin for medicinskt bruk.

Vaccin enligt patentkrav 1 dér hela eller en del av EDA i dess ursprungliga eller
multimeriserade form &r kopplad till ett kroppsfrimmande bérarprotein.

Vaccin enligt patentkrav 1 eller 7 didr EDA &r av humant, canint (hund), felint
(katt) eller equint (hést) ursprung.

Ett EDA vaccin enligt patentkrav 1 eller 7 for medicinskt bruk.
Anvindningen av ett fusionsprotein bestidende av hela eller delar av EDA frén den
art som skall vaccineras och ett kroppsfrimmande bérarprotein for produktion av

ett vaccin for medicinskt bruk.

Vaccin enligt patentkrav 1 dér hela eller en del av annexin A1l i dess ursprungliga
eller multimeriserade form &r kopplad till ett kroppsfrimmande bérarprotein.

Vaccin enligt krav 1 eller 10 dédr annexin A1 #r av humant, canint (hund), felint
(katt) eller equint (hést) ursprung.

Ett annexin A1 vaccin enligt patentkrav 1 eller 10 for medicinskt bruk.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

24,

25.

Anvindningen av ett fusionsprotein bestdende av hela eller delar av annexin A1l
frn den art som skall vaccineras och ett kroppsfrimmande bérarprotein for
produktion av ett vaccin for medicinskt bruk.

Vaccin enligt patentkrav 1 dér hela eller en del av endosialin i dess ursprungliga
eller multimeriserade form &r kopplad till ett kroppsfraimmande birarprotein.

Vaccin enligt krav 1 eller 14 dir endosialin 4r av humant, canint (hund), felint
(katt) eller equint (hést) ursprung.

Ett endosialin vaccin enligt patentkrav 1 eller 14 for medicinskt bruk.

Anvindningen av ett fusionsprotein bestdende av hela eller delar av endosialin
frén den art som skall vaccineras och ett kroppsfrimmande birarprotein for
produktion av ett vaccin for medicinskt bruk.

Vaccin enligt patentkrav 1 dér hela eller en del av extradomin C av tenascin C i
dess ursprungliga eller multimeriserade form 4r kopplad till ett kroppsfrimmande
bérarprotein.

Vaccin enligt krav 1 eller 18 dér extradoméin C av tenascin C &r av humant, canint
(hund), felint (katt) eller equint (hést) ursprung.

Ett extradoméin C av tenascin C vaccin enligt patentkrav 1 eller 18 for medicinskt
bruk.

Anvindningen av ett fusionsprotein bestdende av hela eller delar av extradomiin C
av tenascin C frdn den art som skall vaccineras och ett kroppsfrimmande
bérarprotein for produktion av ett vaccin for medicinskt bruk.

. Vaccin enligt patentkrav 1 dir hela eller en del av magic roundabout (MR) i dess

ursprungliga eller multimeriserade form #r kopplad till ett kroppsfrimmande
bérarprotein.

Vaccin enligt krav 1 eller 22 dédr magic roundabout (MR) 4r av humant, canint
(hund), felint (katt) eller equint (hést) ursprung.

Ett magic roundabout (MR) vaccin enligt patentkrav 1 eller 22 f6r medicinskt
bruk.

Anvindningen av ett fusionsprotein bestdende av hela eller delar av magic
roundabout (MR) fran den art som skall vaccineras och ett kroppsfrimmande
bérarprotein for produktion av ett vaccin for medicinskt bruk.



Figur 1. A

Humant EDB

EDB  EDA IICS
! ' '

Aminosyrasekvensen

EVPOLIDLSFVDITDSSIGLRWITPLNSSTIIGYRITVVAAGEGIPIFEDFVDSSVGYYT
VIGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQOT

Accession nummer: X07717

Figur 1B

Humant EDA Aminosyrasekvensen

NIDRPKGLAFTDVDVDSIKIAWESPOGQVSRYRVTYSSPEDGIRELFPAPDGEDDTAEL
QGLRPGSEYTVSVVALHDDMESQPLIGTQST

Accession nummer: X07718

Figur 1C

Humant extra domin C av tenascin C

extradomain C

oncofetal tenascin \

Aminosyrasekvensen

EALPLLENLTISDINPYGFTVSWMASENAFDSFLVIVVDSGKLLDPOQEFTLSGTQRKLE
LRGLITGIGYEVMVSGFTQGHQTKPLRAEIVT

Accession nummer: CAA55309 ,
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Figur 1D
Humant Annexin Al

Aminosyrasekvensen

MAMVSEFLKQAWF IENEEQEYVQTVKSSKGGPGSAVSPYPTFNPSSDVAALHKAIMVKG
VDEATIIDILTKRNNAQROOIKAAYLOETGKPLDETLKKALTGHLEEVVLALLKTPAQF
DADELRAAMKGLGTDEDTLIEILASRTNKEIRDINRVYREELKRDLAKDITSDTSGDFR
NALLSLAKGDRSEDFGVNEDLADSDARALYEAGERRKGTDVNVFNTILTTRSYPQLRRV
FOKYTKYSKHDMNKVLDLELKGDIEKCLTAIVKCATSKPAFFAEKLHQAMKGVGTRHKA
LIRIMVSRSEIDMNDIKAFYOKMYGISLCQOAILDETKGDYEKILVALCGGN

Accession nummer: AAH35993

Figur 1E
Humant Endosialin

Aminosyrasekvensen

MLLRLLLAWAAAGPTLGQDPWAAEPRAACGPSSCYALFPRRRTFLEAWRACRELGGDLA
TPRTPEEAQRVDSLVGAGPASRLLWIGLOROAROCOLORPLRGF TWTTGDODTAFTNWA
QPASGGPCPAQRCVALEASGEHRWLEGSCTLAVDGYLCQFGFEGACPALODEAGQAGPA
VYTTPFHLVSTEFEWLPFGSVAAVOCOAGRGASLLCVKOPEGGVGWSRAGPLCLGTGCS
PDNGGCEHECVEEVDGHVSCRCTEGFRLAADGRSCEDPCAQAPCEQQCEPGGPQGYSCH
CRLGFRPAEDDPHRCVDTDECQIAGVCQOMCVNYVGGFECYCSEGHELEADGISCSPAG
AMGAQASQDLGDELLDDGEDEEDEDEAWKAFNGGWTEMPGILWMEPTQPPDFALAYRPS
FPEDREPQIPYPEPTWPPPLSAPRVPYHSSVLSVTRPVVVSATHPTLPSAHQPPVIPAT
HPALSRDHQIPVIAANYPDLPSAYQPGILSVSHSAQPPAHQOPPMISTKYPELFPAHOSP
MFPDTRVAGTQTTTHLPGIPPNHAPLVTTLGAQLPPOAPDALVLRTQATOLPIIPTAQP
SLTTTSRSPVSPAHQISVPAATQPAALPTLLPSQOSPTNOTSPISPTHPHSKAPQIPRED
GPSPKLALWLPSPAPTAAPTALGEAGLAEHSQRDDRWLLVALLVPTCVFLVVLLALGIV
YCTRCGPHAPNKRITDCYRWVIHAGSKSPTEPMPPRGSLTGVQTCRTSV

Accession nummer: CAAC34381
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Figur 1F
Humant Magic Roundabout (MR)

Aminosyrasekvensen

MGSGGDSLLGGRGSLPLLLLLIMGGMAQODSPPQILVHPQDOLFQGPGPARMSCOASGQP
PPTIRWLLNGQPLSMVPPDPHHLLPDGTLLLLOQPPARGHAHDGQALSTDLGVYTCEASN
RLGTAVSRGARLSVAVLREDFQIQPRDMVAVVGEQFTLECGPPWGHPEPTVSWWKDGKP
LALOPGRHTVSGGSLLMARAEKSDEGTYMCVATNSAGHRESRAARVSIQEPQDYTEPVE
LLAVRIQLENVTLLNPDPAEGPKPRPAVWLSWKVSGPAAPAQSYTALFRTQTAPGGOGA
PWAEELLAGWOSAELGGLHWGQDYEFKVRPSSGRARGPDSNVLLLRLPEKVPSAPPQEV
TLKPGNGTVFVSWVPPPAENHNGI IRGYQVWSLGNTSLPPANWIVVGEQTQLEIATHMP
GSYCVQVAAVTGAGAGEPSRPVCLLLEQAMERATQEPSEHGPWTLEQLRATLKRPEVIA
TCGVALWLLLLGTAVCIHRRRRARVHLGPGLYRYTSEDAILKHRMDHSDSQWLADTWRS
TSGSRDLSSSSSLSSRLGADARDPLDCRRSLLSWDSRSPGVPLLPDTSTFYGSLIAELP
SSTPARPSPQVPAVRRLPPQOLAQLSSPCSSSDSLCSRRGLSSPRLSLAPAEAWKAKKKQ
ELOHANSSPLLRGSHSLELRACELGNRGSKNLSQSPGAVPQALVAWRALGPKLLSSSNE
LVTRHLPPAPLFPHETPPTQSQQOTQPPVAPOAPSSILLPAAPIPILSPCSPPSPOASSL
SGPSPASSRLSSSSLSSLGEDQDSVLTPEEVALCLELSEGEETPRNSVSPMPRAPSPPT
TYGYISVPTASEFTDMGRTGGGVGPKGGVLLCPPRPCLTPTPSEGSLANGWGSASEDNA
ASARASLVSSSDGSFLADAHFARALAVAVDSFGFGLEPREADCVFIDASSPPSPRDEIF
LTPNLSLPLWEWRPDWLEDMEVSHTQRLGRGMPPWPPDSQISSQRSQLHCRMPKAGASP
VDYIS

Accession nummer: AAL31867
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Figur 2

Trx His-tag EDB

GST His-tag EDB

Trx-EDB
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GST-EDB




Figur 3.
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Figur 4.
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