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Reseni se tyka nového pouZiti adenyleyklazového toxinu

z Bordetella pro pfipravu vektori pro cileni in vivo
poZadované molekuly specificky do bungk exprimujicich
CD11b. RovnéZ se tykd imunogenniho ptipravku, ktery
instruuje imunitni reakce, farmaceutickych p¥ipravkii a nového
vektoru pro dodéni molekul buiikdm exprimujicim CD11b.
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VEKTORY PRO PODAVANI MOLEKUL DO BUNEK EXPRIMUJICICH CD11R

Oblast techniky

Vyndlez se tykd nového pouZiti adenylcyklézového toxinu
'z Bordetella pfi pfipravé vektord in vivo pro cileni
poZzadované molekuly specificky do buné&k exprimujicich CD11b.
Vyndlez se také tykd imunogenniho p¥ipravku, ktery instruuje
imunitni reakce, farmaceutickych piipravkd a nového vektoru

pro podani molekul bufikdm exprimujicim CD11b.

Dosavadni stav techniky

Bordetella pertussis, pfi&inné agens &erného kasle,
vylucuje né&kolik toxind v&etn& znamého .toxinu pertuse (PT)
a adenylatcykldzového toxinu (CyaA) nebo také adenylcyklézy.
CyaA Je rozhodujici virulentni faktor B. pertussis v myS$im
respiracdnim modelu, ktery Jje vyZadovan pro cCasné stadium
kolonizace plic. Genetickd delece tohoto toxinu opravdu
dramaticky sniZi patologické U¢inky infekce B. pertussis
redukci poctu baktérii =ziskanych =z plic a témé&f eliminuje
mobilizaci zanétlivych bun&k a plicni 1léze pozorované po
infekci [Weiss et al., 1984, Weiss et al., 1989, Gross et al.,
1992, Khelef et al., 1992, Khelef et al., 1994, Gueirard et
al., 1998]. Navic CyaA je antigen ochranujici proti infekci
B. pertussis v mySim respiradnim modelu [Guiso et al., 1989,

Guiso et al., 1991].

Adenylatcykldza byla pdvodné objevena Hewlettem et al.
V supernatantech tkarnovych kultur B. pertussis [Hewlett et

al., 1976] a pozdé&ji bylo zji3té&no, Ze Jje aktivovana
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eukaryotickym kalmodulinem [Wolff et al., 1980]. Pro tento
napadny rys byl rychle nalezen logicky vyklad, kdyZ bylo
autory Confer a Eaton wukdzdno, Ze adenyldtcykldza maZe
vstoupit do eukaryotickych bunék, kde po aktivaci kalmodulinem
miZe spoustét velké zvy3eni CcAMP v té&chto cilovych buiikach

[Confer et al., 1982].

Adenylatcyklédza je kédovadna genem cyaA a jeji exprese,
jako exprese jinych virulentnich gend B. pertussis, je
koordinované regulovédna signdly z okolniho prost¥edi. Gen cyad
je Cést operonu, ktery také obsahuje geny cya B, D a E, které

jsou vyZadovany pro CyaA sekreci [Ladant et al., 1999].

CyaA toxin je bifunkni protein se 1706 aminokyselinovymi
zbytky, ktery je vytvofen z N-koncové katalytické domény o 400
aminokyselindch a C-koncové ¢&asti se 1306 zbytky, kterd je
zodpovédnad za vazbu toxinu k membran& cilové butiky a nasledné
dodani katalytické skupiny do bun&&ného cytosolu [Sakamoto et
al., 1992] [Ladant et al., 1999]. Tato &ast také projevuje
slabou hemolytickou aktivitu diky své schopnosti tvofit
kationtové selektivni kandly v biologickych membranach [Benz
et al., 1994] [Gray et al., 1998]. Tento usek je homologni
k hemolyzinu Escherichia coli a dalsim &lendm rodiny RTX
(Repetice ToXinu) bakteridlnich toxini. Konkrétné& obsahuje
sérii nonapeptidovych repetic bohatych na glycin a aspartat,
které jsou =zapojeny do vazby vapniku [Rose et al., 1995]

[Coote et al., 1992].

Polypeptid CyaA Jje syntetizovdn jako inaktivni protoxin,
ktery je konvertovan na ucinny toxin posttranslacdni
palmitoylaci dvou internich 1lysind (lysiny 856 a 963). Tato
modifikace vyzZaduje produkt akcesorniho genu, cyaC, ktery je

lokalizovan pobliZ cyaA na chromozému B. pertussis.

Bylo ukazano, Ze CyaA vaZe a napadd celou ¥adu buné&&nych

typld v&etné& bunéénych typd, kterym chybi membranovy transfer,




jako jsou napfiklad savei erytrocyty [Rogel et al., 1992]. To
svédéi pro to, Ze katalytickd doména CyaA je pfimo
translokovana pfes plazmatickou membrinu cilovych bunék.
Internalizace katalytické domény do buné&&ného cytosolu je
z4dvisld na kalciu a teploté a zavisi na potencialu plazmatické
membrdny [Rogel et al., 1992] [Karimova et al., 1998] [Otero
et al., 1995]. Nicméné molekularni mechanismy, kterymi toxin
transportuje svou N-koncovou katalytickou doménu pfes
membranu, zistidvd doposud z velké &asti neznamy. Krom& toho

nebyl publikovan Z&dny specificky receptor pro CyaA vazbu.

Fyziologické dtsledky bun&&né intoxikace CyahA byly
charakterizovany in vitro ve fagocytech. Autofi Confer a Eaton
ukdzali jako prvni, ze CyaA extrahovany z B. pertussis zvysuje
intraceluldrni cAMP hladinu v neutrofilech nebo makrofagach
vedouci k inhibici chemotaxe a baktericidnich funkci, jako Je
napriklad tvorba superoxidu a fagocytdrni schopnosti [Confer
et al., 1982]. Tyto aktivity byly. pozd&ji potvrzeny
s purifikovanymi toxiny nebo s bakteridlnimi mutantami
S geneticky odstranénym CyaA [Pearson et al., 1987, Friedman
et al., 1987] [Njamkepo et al., 2000]. Na rozdil od toho
a pres zavaZné zmény obsahu CAMP, se zdalo, ze Zivotaschopnost
buné&énych 1linii nehematopoetického pavodu je nedot&ena CyaA
intoxikaci [Bassinet et al., 2000]. Navic ptvodci
pfedklddaného vyndlezu diive prokazali, Ze B. pertussis CyaA
miZe spoudté&t apoptédzu makrofagl in vitro [Khelef et al.,
1993, Khelef et al., 1995] a in vivo [Gueirard et al., 1998].
V téchto modelech genetickd delece CyaA zruSila apoptédzu

makrofidgli, ale ne smrt neutrofild, coZ svéd&i pro to, Ze CyaA:
i) je hlavn& zodpov&dny za apoptdzu makrofagu,

ii) miZe byt zodpovédny za apoptdézu neutrofilli, ale 3Ze

miZe také byt zodpovédny dali faktor.




Kromé& toho in vivo studie provaddéné na my$im modelu
infekce B. Bronchiseptica (zvifeci homolog B. pertussis, jehoZ
CyaA je blizce pfibuzny) prokazaly, Ze hlavni cil toxicity
CyaA B. Bronchiseptica je ©populace zA&visld na  GM-CSF
a senzitivni na cyklofosfamid, kterd ¥idi cCasnd stddia infekce
[Harvill et al., 1999]. Tato kritéria identifikovala
neutrofily a moZznd dal3i bunky v&etné makrofidglli nebo
dendritickych bunék, ale 2Za&dnd data nebyla popsédna nebo
nesvéd¢i pro to, Ze CDllb buné&ény receptor je zapojen do
cileni CyaA. Tyto populace cilovych bunék pro CyaA Jsou
stejné, které limituji rané féze infekce a podporuji rozvoj
adaptivni imunitni reakce, kterd tidi pozdé&jsi féaze infekce

[Harvill et al., 1999].

Na rozdil od jinych toxin® byl CyaA dlouhou dobu povaZovan
za nezavisly na Jjakékoliv receptorové vazbé. To bylo zaloZeno
na pozorovani Ze i) CyaA mGZe intoxikovat celou #adu
modelovych buné&nych 1linii ruzného plavodu [Ladant et al.,
1999] 1ii) CyaA se vazZe k bunkdm Jurkat a ovéim erytrocytim
nesaturovatelnym zplsobem [Gray et al., 1999]. Nicméné&, co se
tyCe bunék infikovanych CyaA, byla zjisténa urditd specifita.
Studie in vivo opravdu ukazaly, Ze béhem my$i respiradéni
infekce druhem Bordetella, CyaRA nicil specificky leukocyty
(obzvla3té makrofagy) bez dramatického posSkozeni epitelidlnich

bunék [Gueirard et al., 1998, Harvill et al., 1999].

V patentové pfihldSce WO 93/21324 Dbylo navrZeno pouZiti
rekombinantni Bordetella adenylcykldzy pro indukci reakce CD4*
T lymfocyt@ nebo CD8" T 1lymfocytti, nicmén&, protoZe nebyl
identifikovan zadny specificky receptor pro Bordetella
adenylcykléazu, nebylo zndmo, jestliZe prezentace antigenu byla
ve vztahu k vychytdvdni neprofesiondlni buikou prezentujici
antigen, po kterém nasledovalo zkfiZené instruovani (,cross-

priming“) a prezentace dendritickymi butikami nebo JjestliZe
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antigen byl cilen k profesiondlnim bufikdm prezentujicim

antigen (pAPC).

V souladu se svym povrchovym fenotypem, dendritické buiiky
(s vysokou expresi MHC I a II, kostimuladni a adhezivni
molekuly) predstavuji nejG&inné&jsi APC v mnoha in vitro
testech pro instruovani naivnich T lymfocytd& [Bell et al.,
1999, Viola et al., 1999]. Jiné APC, jako jsou naptiklad
klidové naivni B lymfocyty, mohou dokonce byt tolerogenni,
protoZe injekce klidovych samé&ich B lymfocytd do sami&ich
pfijemch vede ke specifické toleranci sam&ich specifickych CD8*
T lymfocytd [Fuchse et al., 1992]. In vitro naivni B lymfocyty
mohou odstranit naivni CD8" T 1lymfocyty prost¥ednictvim

mechanismu z&vislého na Fas [Bennett et al., 1998].

Navic prezentace Ag dendritickymi buiikami koreluje in vivo
s indukci reakce T lymfocytd. To bylo prokdzino pro prezentaci
Ag omezenou MHC II. Intravendézni (i.v.) injekce Ag bez
adjuvans obvykle neindukuji instruovani T‘iymfocytﬁ [Kyburz et
al., 1993, Aichele et al., 1994, Aichele et al., 1995] a vede
k prezentaci Ag nespecifickymi B lymfocyty [(Guery et al.,
1997] [Zhong et al., 1997, Reis e Sousa et al., 1999] a
nakonec dendritickymi bufikami [Crowley et al., 1990] [Zhong et
al., 1997, Reis e Sousa et al., 1999]. Na rozdil od toho,
strategie 1lokdlni imunizace, Jjako je napfiklad subkutédnni
(s.c.) imunizace v pfitomnosti adjuvans obvykle indukuje
instruovéni T lymfocytd a cilenou prezentaci Ag Langerhansovou
burikou sté&hujici se z k@iZe do LN, kterd odvadi lymfatickou
tekutinu z mista imunizace. V tomto p¥ipadé& nejsou zapojeny B
lymfocyty a makrofagy ([Guery et al., 1996]. Podobné vysledky
byly ziskdny po s.c. nebo intradermidlni (i.d.) DNA imunizaci
pro MHCII a MHCI-peptidové komplexy: dendritické bunky mohou
byt pfimo transfekovadny do mista lokdlni injekce a pak migruji

do aferentni LN aferentnimi lymfatickYmi cévami [Condon et
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al., 1996, Casares et al., 1997, Porgador et al., 1998].
Migrace Jje povaZovadna za klicovy jev imunity, protoZe
mechanické poruSeni aferentnich lymfatickych cév porudi reakci
T lymfocytd na koZni senzibilizaci nebo koZni  &té&py

[Zinkernagel et al., 1997].

Proto je «cileni na dendritické buiky podstatné pro
stimulaci CD4* a CD8" T  lymfocytu. ProtoZe vé&t3ina
protilatkovych reakci je zavisld na CD4*' T pomocnych
lymfocytech, je hlavnim cilem pf#i olkovdni cileni antigenu

k dendritickym buiikam.

Pivodci vyndlezu studovali prezentaci adenylcyklazy druhu
Bordetella T lymfocyty a identifikovali specifickou
receptorovou molekulu pfitomnou na specifickych bufikdch, kteréd
interaguje s CyaA a otevird nové moZnosti pro pouZiti Cyah

jako proteinového vektoru pro poZadované molekuly.

Geneticky detoxikované bakteridlni  toxiny predstavuiji
vhodné kandiddty na vakcinové vektory, koﬁkréthé pro T epitop,
pro svou schopnost napadat eukaryotické bufiky (Ladant et al.,
1999). Nicméné bylo prokdzéno, Ze pouze milo proteinovych
vektord instruuje CTL reakce in vivo (Ballard et al., 1996,
Cabonette et al., 1999). Navic, navzdory <cetnym 1in vitro
slibnym studiim, nebyloc prokdzano, Ze n&jaky vektor je vylucné
cilen k pAPC, zejména k dendritickym bufikdm, a konkrétnéji

k myeloidnim dendritickym bufikam.

PGvodci vynédlezu déle ukazali, Ze dal3i buiky, obzvlasite
neutrofily, mohou byt cileny vektory podle predkladaného

vynédlezu.

Vynalez poskytuje prostfedky, které mohou alespoii Caste&né
plnit tyto potfeby a navrhuje nové vektory, které specificky
cili molekuly k urcenym populacim pAPC, napfiklad pro umoZnéni

stimulace imunitni reakce.
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Navic, molekula cilend k pAPC a specifickym leukocyttm by
umoznila p¥ipravu novych vektord pouZitelnych pro dodani
biologicky u¢inné molekuly do proximdlniho prostfedi té&chto
bunék. Tyto molekuly by napfiklad mohly modulovat funké&ni
vlastnosti cilenych bunék nebo buné&k zapojenych do imunitni

reakce nebo do zé&nétlivé reakce.

Pavodci vyndlezu vskutku =zjistili, Ze adenylcyklazovy
toxin Bordetella pertussis se vaZe specificky na bunéény
receptor nazvany (CD11b/CD18) oaw/f2 receptor a Ze tato
interakce je vyzZadovana pro intraceluldrni dodéani
adenylcyklazové domény do cytosolu bun&k a nésledné& pro
bunéénou smrt. oy/B2 (CD11b/CD18) integrin je dimer =z rodiny
B2 integrint, exprese t&chto integrinl je omezena na leukocyty.
CD11b/CD18 am/B2 projevuje typ exprese u my3i a &lovéka, ktery
je restringovan (omezen) na neutrofily/granulocyty, makrofagy,
dendritické bufiky, NK bufiky a podmnoZiny B a T CD8' lymfocytd
(Jeyaseelan et al., 2000, Arnaout et al., 1990).

Proto by tento receptor pfedstavoval idedlni cil pro nové

vektory navrZené konkrétné pro imunizaci T epitopu.

Plvodci v predkladaném vyndlezu prokazali, Ze
adenylcyklaza =z Bordetella muZe byt pouZita pro cileni

molekuly in vivo specificky k buiikdm exprimujicim CD1l1lb.

PrihlaSovatelé v pY¥edkladaném vynalezu konkrétné
prokazali, Ze antigenni peptid obsaZeny v adenylcyklazovém
toxinu Bordetella pertussis miZe byt U&inn& cilen specificky
k povrchu dendritickych bunék, translokovan v cytosolu

dendritickych bunék a miZe instruovat CTL reakci.

Ve specifickém provedeni byla =ziskdna reakce, ktera

obchazi poZadavek adjuvans a CD4" T pomocné lymfocyty.




Bylo také prokdzéano, Ze geneticky modifikovana
adenylcykldza mtZe byt chemicky kondenzovana k pozZadovanému
peptidu pro cileni peptidu k bunikam exprimujicim CD11Db,

obzvlasté do cytosolu dendritickych buné&k.

Tento vyndlez tedy poskytuje novy G&inny imunogenni
pfipravek, a také novy vektor pro dodani 1é&iva k bufikdm

exprimujicim CD1l1lb.

Podstata vynélezu

Pfedklddany vynalez se tykd pouziti adenylcykléazy
z Bordetella pro p¥ipravu proteinového vektoru pro cileni

poZadované molekuly specificky k buiikdm exprimujicim CD11b.

Vynalez se také tyka pouziti adenylcyklazy z Bordetella,
kde adenylcykldza je rekombinovana s antigenem a konkrétné
modifikovédna inzerci pozadovaného peptidu nebo modifikovana
inzerci poZadované molekuly pro pfipravu pfipravku pro cileni

peptidu nebo molekuly specificky k butikém exprimujicim CD11b.

Termin "specificky" znamena v kontextu p¥edkladaného
vynadlezu, Ze adenylcyklaza, kdyZ je pouZita jako vektor pro
poZadovanou molekulu, je pfednostné mifena k burikédm
exprimujicim CDl1lb, a tim nabizi prostfedky pro cileni
poZadované molekuly na povrch bunék nebo do buné&k selektivné

vzhledem k ostatnim buiikam.

V. jednom provedeni vynadlezu Jje poZadovand molekula

v podstaté mifena k butikadm exprimujicim CD11lb.

Jak se v tomto textu pouZiva, termin "bunky exprimujici
CDl1lb" se tykd bunék, které exprimuji CD11b/CD18 of, receptor

na svém povrchu. Konkrétné jsou tyto bunky
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granulocyty/neutrofily, makrofdgy, NK bunky, podmnozZiny
T CD8" a B lymfocytt a myeloidni dendritické bufiky.

ProtoZe bunky exprimujici CDllb a konkrétnéji myeloidni
dendritické buiiky, neutrofily a makrofagy Jjsou =zapojeny do
zdkladnich funkci imunitniho systému a vrozeného obranného
systému, konkrétné& do =zané&tlivych a specifickych imunitnich
reakcil, vyndlez se tykd p¥ipravy proteinového vektoru nebo
ptipravku schopného cileni molekuly nebo pozZadovaného peptidu
k témto butikdm exprimujicim CD11b, obzvlaSté myeloidnim

dendritickym bufikdm, neutrofilfm a makrofagim.

Konkrétné v jednom provedeni je cileni molekuly nebo
peptidu G&inné in vivo.

Vynalez proto poskytuje prostfedky vhodné pro pripravu
pripravkd vhodnych pro podavani zvifecim nebo humannim
pfijemcim vyZadujicich cileni ur&itych leukocytd a obzvlasté

myeloidnich dendritickych bunék, neutrofil® nebo makrofagn.

Adenylcyklédza z Bordetella je adenylcyklaza =z&visld na
kalmodulinu sekretovand druhem Bordetella nebo jeji fragment,
kteryzto fragment si zachovavé funkéni vlastnosti
adenylcyklazy, hlavniho virulentniho faktoru nutného pro
poCateéni faze bakteridlni kolonizace v plicich. Adenylcyklaza
je syntetizovdna a sekretovédna ve formé polypeptidu s 1706
aminokyselinami: katalytickd aktivita zavisla na kalmodulinu
je lokalizovana v prvnich 400 aminokyselindch. Aby byl G&inny,
adenylcyklézovy toxin je zmé&né&n tak, aby mé&l invazivni a
hemolytické vlastnosti pri posttransdukéni modifikaci

koexpresi produktu genu cyacC.

Nasledujici specifické vlastnosti adenylcyklazového toxinu
z Bordetella ukazuji, Ze tento toxin mtZe byt pouZit p#i
pripravé proteinového vektoru pro cileni in vivo pozZadované

molekuly k bunikdm exprimujicim CD1lb:
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A) tato adenylatcyklaza se vaze specificky k burikam
exprimujicim CD11b
B) N-koncova katalytickd doména je translokovana do cytosolu
bunék exprimujicich CDl1lb
C) C~koncové doména se vaZe k membridn& bundk exprimujicich

CDllb a miZe se internalizovat endocytdrni drahou

D) epitop chemicky kondenzovany ke geneticky modifikované

adenylcykléze mlZe vyvolat in vivo specifické CTL reakce.

Termin ,adenylcykldza“ zahrnuje, v ptredkladaném vynalezu,
pfirodni nebo modifikovanou adenylcykldzu, v&etnd geneticky
nebo chemicky modifikované adenylcyklézy, za predpokladu, Ze
vysledny produkt je schopny cileni poZadované molekuly

specificky k bufikdm exprimujicim CD1l1b.

Vynalez se tedy tyka pouZiti adenylcyklézy Bordetella, jak
byla definovana vy%e, a konkrétné&ji pouZiti modifikované nebo
rekombinantni adenylcykldzy pro cileni - poZadované molekuly

specificky k bunikdm exprimujicim CD11b.

Konkrétné rekombinantni adenylcyklézy zahrnuji
adenylcyklazy, které byly geneticky modifikovany tak, aby
poskytly  bud adenylcykléazy s peptidovou sekvenci nebo
cysteinovymi zbytky vloZenymi do katalytické domény nebo
zkracené adenylcyklézy postradajici celou nebo Cést

katalytické domény.

Diky specifické interakci mezi adenylcyklazovym toxinem
Bordetella a receptorem CD11b/CD18 ayB, je poZadovani molekula
specificky cilena alespofi k povrchu bun&k exprimujicich CDl1b.
V konkrétnim provedeni vyndlezu je adenylcykldzovy toxin
Bordetella pouzZit pfi pfipravé proteinového vektoru pro dodani
poZzadované molekuly bud do cytosolu bun&k exprimujicich CD11b,
na povrch bunék exprimujicich CDllb nebo do endocytarni dréhy

bunék exprimujicich CD11b.
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Expresni vektory pro pfipravu rekombinantni adenylcyklazy
Bordetella Jjsou popsdny v patentové prihldsce WO 93/21324
(Institut Pasteur). Nové expresni vektory pro p¥ipravu
geneticky modifikované adenylcykldzy Bordetella vhodné pro
chemickou kondenzaci poZadovaného peptidu jsou také popséany
v experimentalni <¢c&sti niZe. Konkrétn&ji, expresni vektory
mohou byt konstruovany tak, aby #idily expresi obou gend, genu
cyaA a genu cyaC (Sebo et al., 1991). Paraleln& mlje byt
konstruovadn sekundarni plazmid nesouci geny nutné pro sekreci
cytotoxické adenylcyklédzy v E. coli, jako jsou naptiklad hlyB
a hlyD, jak bylo popsdno nap¥iklad v praci Meckman et al.,
1985. Konkrétné& miZe byt pouZit expresni plazmid pCACT3
popsany ve WO 93/21324. S pouZitim tohoto plazmidu mbZe byt
adenylcyklaza exprimovédna v E. coli a moZnd sekretovana touto
baktérii ve velkém mnoZstvi. Je také snadno purifikovéna
napfiklad s pouzitim afinitni chromatografie na Cam Affi-Gel
pryskyfici nebo jinymi publikovanymi postupy, jako jsou

postupy uZivajici kolony DEAE-sepharose a fenyl-sepharose.

V jednom provedeni vynadlezu je adenylcykladza rekombinantni
geneticky modifikovand adenylcykldza. Konkrétn&, mutace jako
napfiklad bodové mutace, delece nebo inzerce mohou byt ziskéany
s pouZitim obvyklych technik mistn& cilené nebo nahodné
mutageneze, za pfedpokladu, Ze domény nutné pro vazbu k bufikdm

exprimujicim CDl1lb a voliteln& pro translokaci v cytosolu jsou

stdle  funké&ni. Testy pro vyhodnoceni specifické vazby
rekombinantnich toxint a jejich fragmenta k bunkam
exprimujicim CDhl1lb a volitelné nasledné translokaci

katalytické domény jsou popsény v ndsledujici experimentdlni
casti.
V dal$im provedeni vyndlezu rekombinantni adenylcyklaza

druhu Bordetella je fragment nativniho, modifikovaného nebo

rekombinantniho adenylcykldzového toxinu druhu Bordetella,
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pticemZz fragment 3je schopny vézat CDl1lb receptor. Konkrétnd&
bylo v pfedkladaném vyndlezu zji3téno, Ze fragment obsahujici
zbytky 373 az 1706 (CyaA 373-1706) obsahuje struktury
obzvlasté vyZadované pro interakci s receptorem CD11lb/CD18.
Tedy vyhodny fragment adenylcyklazového toxinu druhu
Bordetella je adenylcykldzovy toxinu druhu Bordetella, ktery
postréddd celou nebo ¢&&st N-koncové katalytické domény a
specifictéji adenylcykléaza Bordetella pertussis, ktera

postréddd v3echny nebo &&st zbytkd 1-373.

Specifickd vazba k CDllb mbZe byt stanovena in vitro
s anti-CDllb monoklondlnimi protilatkami, Jjak Jje zndzorn&no

v prikladech.

Aby mohla byt pouZivana pro pf¥ipravu proteinového vektoru
nebo pripravé pripravku, je adenylcykldza vyhodn& netoxicka.
Netoxické mutanty adenylcykldzového toxinu jsou v oboru dobre

popsany. (Betsou et al. 1993, Betsou et al. 1995).

Ve vyhodném provedeni tohoto vynélézu' je adenylcykléza

izolovéna z Bordetella pertussis.

Ve specifickém provedeni je poZadovanid molekula vybrana ze
skupiny obsahujici: peptidy, glykopeptidy, lipopeptidy,
polysacharidy, oligosacharidy, nukleové kyseliny, lipidy a

chemické slou&eniny.

Ve specifickém provedeni je pozZadované molekula
heterologni antigen. Jak se v tomto textu pouZiva, termin
"heterologni" se tykd antigenu jiného neZ adenylcyklaza, ktera

je pouzZita ve vektoru.

Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuje pfiprava
proteinového vektoru krok inzerce heterologni molekuly
a zejména peptidu do katalytické domény adenylcykléazy

v permisivnim misté.
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Jak se v tomto textu pouzZiva, termin "permisivni misto" se
tyka mista, kde heterologni molekula a zejména peptid mohou
byt vloZeny bez podstatného ovlivnéni pozZadovanych funké&nich
vlastnosti adenylcykldzového toxinu, tj. bez ovlivn&ni domén
nutnych pro specifickou vazbu k CD11b/CD18 receptoru a vyhodné&
bez ovlivnéni postupu translokace katalytické domény. Ve
vyhodném provedeni schopnost CyaA toxinu podporovat syntézu

CAMP v cilenych butikdch je dale udrZovéna.

Zpusoby vyb&ru permisivnich mist jsou poskytnuty napfiklad
ve W093/21324 a v prdci Ladant et al., 1992. Konkrétné,
metodologie s pouzitim dvojité selekce (rezistence na
antibiotikum a kalorimetricky test na miskéch a-komplementaci)
umoZni identifikovat snadno oligonukleotidové inzerce (které
zachovavaji <¢teci rémec) v ¢&sti genu kédujici N-koncovou
katalytickou doménu toxinu. Funk&ni dtsledky té&chto mutaci na
katalytickou aktivitu toxinu mohou byt snadno analyzovény, jak
geneticky (funk&ni komplementace E. coli cya  kmene), tak
biochemicky (charakterizace stability modifikovanych
adenylcyklaz, Jjejich enzymatické aktivity, Jjejich interakce
s caM, apod.). Tato metodologie umoZnila, Ze je moZné provadat
screening na velkém podtu mutaci, aby se identifikovala mista,
kterd Jjsou potencidln& vyhodn4d pro inzerci antigennich

determinant.

Ve specifickém provedeni vyndlezu je permisivni misto
vybrano ze skupiny, kterou tvo¥i zbytky 137 aZ 138, zbytky 224
az 225, zbytky 228 aZ 229, zbytky 235 aZ 236, zbytky 317 az
318 a zbytky 335 aZ 336 adenylcyklazy Bordetella pertussis.

Nicméné v predklddaném vyndlezu mohou byt pouZita dalsi
permisivni mista, kterd mohou byt identifikovadna napf¥iklad
s pouZzitim metodologie uvedené vySe, obzvlas5té mista mezi

zbytky 400 a 1700.




14

Priprava proteinového vektoru miZe také obsahovat krok
fadze poZadované molekuly, napfiklad heterologniho peptidu,
v N-koncové <Casti adenylcyklézy Bordetella, ktera postrada
celou nebo &&st své N-koncové katalytické domény, a vyhodné&ji
adenylcyklazy Bordetella pertussis, které postrada zbytky 1-
373.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu Ije adenylcykléza podle
jedné z vySe uvedenych definic pouZita pri ptipravé
proteinového vektoru nebo p¥i ptripravé ptipravku specificky

navrzeného tak, aby instruoval reakci cCD8* cytotoxickych

T lymfocyta (CTL reakce), tato reakce nésleduje cileni
adenylcyklézy modifikované (zejména rekombinované nebo
kondenzované) poZadovanou molekulou k bufikam exprimujicim

CDllb, kde né&sleduje translokace poZadované molekuly do
cytosolu buné€k exprimujicich CD11lb, a obzvladté k myeloidnim
dendritickym bufikdm. V tomto kontextu pozZzadovand molekula Je

vyhodné epitop nebo antigen nebo je obsahuje.

Jak se v tomto textu pouZiva, termin "epitop" se tyka
heterologni molekuly a obzvlastsa heterologniho peptidu, ktery

mizZe indukovat imunitni reakci.

Ve specifickém provedeni je antigen vybran ze skupiny,
kterou tvori intraceluldrni bakterialni bun&ny antigen,
nadorovy bunéény antigen, virovy antigen, houbovy antigen nebo

antigen parazitdrni buiiky.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu Jje adenylcykléza, tj.
pfirodni, modifikovanid nebo rekombinantni podle jedné z vyge
uvedenych definic, pouZita pf?i p¥ipravé proteinového vektoru
nebo pri pripravé p#ipravku specificky navrZeného tak, aby
instruoval reakce CD4" bunék, tato reakce nadsleduje cileni
adenylcyklazy modifikované (zejména rekombinované nebo
kondenzované) poZadovanou molekulou k bufikam exprimujicim

CDllb, obzvla3té myeloidnim dendritickym bufikdm. V tomto
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kontextu poZadovand molekula je vyhodné epitop nebo antigen

nebo je obsahuje.

PoZadovanad molekula miZe byt obzvlaité antigen vybrany ze
skupiny, kterou tvofi: poliovirovy antigen, antigen viru HIV,
antigen viru chfipky, epitop viru choriomeningitidy, né&dorovy

antigen.

Funkéni vlastnosti bunék exprimujicich CD11b definuji dale
nové pouziti adenylcyklazového toxinu Bordetella pfi pripravé
proteinového vektoru pro cileni 1é&iva k té&mto specificky
bunkém. V tomto kontextu je v jednom specifickém provedeni
vyndlezu takzvand poZadovand molekula 1é&ivo. LéCivo muZe byt
chemicky nebo geneticky kondenzovéno k adenylcyklaze. Zptsob
kondenzace 1é¢iva k polypeptidu jsou v oboru dobfe zndmy a
zahrnuji napfiklad disulfidovou vazbu s pouZitim N-pyridyl-

sulfonyl-aktivované sulfhydrylové skupiny.

Vyhodné je poZadovand molekula protizanétlivy 1ék, ktery
Jje po kondenzaci k adenylcyklazovému toxinu, specificky cileny
k povrchu bun&k =zapojenych do zan&tlivé reakce, jako Jjsou

napriklad neutrofily.

Konkrétné& je poprvé ukdzdno v experimentdlni &asti, Ze je
mozZné pfipojit molekuly k CyaA chemickou vazbou nebo
genetickou inzerci pro in vivo cileni k CDllb+ buiikam
prezentujicim antigen a zejména do cytosolu CD11B+ bundk
prezentujicich antigen. Opravdu, p#i kondenzaci molekuly
odpovidajici danému epitopu CD8" T lymfocytld ke katalytické
domeéné detoxikované CyaA, bud pomoci disulfidové vazby nebo
genetickou inzerci, bylo zjisté&no, 3Ze geneticky upravena
molekula mtZe vyvolat in vivo specifickou reakci CTL, a tim
bylo ukdzéno, Ze epitop CD8" T lymfocyt® byl translokovan do

cytosolu bunék exprimujicich CD1llb.
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Konkrétnéji, prezentace antigenu pro selektivni
instruovani CD8" cytotoxickych bunék je hlavné provadéna

myeloidnimi dendritickymi bufikami.

V souladu s tim, ve specifickém provedeni rekombinantni
adenylcykldza pouZitd pro pripravu proteinového vektoru je
geneticky modifikovand adenylcykldza obsahujici jednu nebo
vice molekul chemicky kondenzovanych pomoci disulfidové vazby
ke geneticky vloZenému cysteinovému zbytku (zbytktm)

lokalizovanému v katalytické domén& adenylcyklézy.

Vskutku, Cetné molekuly mohou byt chemicky kondenzovany
k adenylcykléaze pomoci disulfidové vazby k odli3nym
cysteinovym  zbytkGm lokalizovanym v réiznych permisivnich

mistech v katalytické doméné.

PfihlaSovatelé také ukdzali, Ze specifickd CTL reakce pro
vektorizovany antigen mGZe byt instruovana in vivo po jedné
intravendézni injekci rekombinantniho toxinu, zejména bez
potfeby poskytnout heterologni adjuvans. Tytb vysledky ukézané
v experimentalni <&asti a konkrétn& specifické cileni epitopu
k myeloidnim dendritickym bufikdm umoZfuje nové imunizadni
strategie, které obchazi poZadavek adjuvans a CD4% T pomocnych

lymfocyt.

Vyndlez se tedy také tyka pouziti Bordetella
adenylcyklazového toxinu rekombinovaného s poZadovanou
molekulou a zejména peptidem pro ptipravu pfipravku
formulovaného pro intravendézni  podavani a umozZnujiciho
imunitni reakci CD8" T 1lymfocytl in vivo, pfipravek Jje bez
heterologniho adjuvans. Vyndlez se také tykd tohoto pF¥ipravku

jako takového.

Vynalez se konkrétné také tyké& nového imunogenniho
pripravku formulovaného pro podavani, obzvl&aité intravendzni

podavani, zvireti nebo humédnnimu pfijemci, charakteristického
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tim, Ze obsahuje rekombinantni adenylcyklédzu Bordetella, ktera

obsahuje antigen vloZeny v katalytické doméné&.

Vynadlez se ddle tykad farmaceutického ‘pfipravku pro
podavani &lovéku nebo zvifeti formulovaného pro cileni
pozadované molekuly specificky k buikéam exprimujicim CD11b
charakteristického tim, Ze poZadovand molekula je kondenzovana

k adenylcykldze druhu Bordetella.

V jednom vyhodném provedeni je poZadovand molekula vybréana
ze skupiny obsahujici: peptidy, glykopeptidy, lipopeptidy,
polysacharidy, oligosacharidy, nukleové kyseliny, 1lipidy a

chemické slou&eniny.

V.  dalsim vyhodném provedeni poZadovand molekula je

antigen.

V. daldim specifickém provedeni farmaceuticky nebo
imunogenni pfipravek obsahuje konstrukt nukleové kyseliny
kédujici rekombinantni adenylcyklézu . druhu Bordetella
obsahujici rekombinantni adenylcyklézu druhu Bordetella

kondenzovanou k poZadované molekule.

Ve specifickych provedenich adenylcyklaza je z toxinu

Bordetella pertussis.

V dal8ich specifickych provedenich adenylcyklazovy toxin
je geneticky modifikovany toxin. V jednom vyhodném provedeni
adenylcykléaza je netoxické adenylcykléaza, obzvlasté

detoxikovand adenylcyklaza.

V. Jjednom vyhodném provedeni Jje geneticky modifikovana
adenylcyklaza schopné translokovat poZadovanou molekulu

specificky do cytosolu buné&k exprimujicich CD11b.

Konkrétnég, geneticky modifikovana adenylcykléaza je

adenylcykléza Bordetella, kterad postradd celou nebo &ast své
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N-koncové katalytické domény, a specifidtéji adenylcykléza

Bordetella pertussis, kterd postrada zbytky 1-373.

Vyhodné geneticky modifikovand adenylcykléaza obsahuije
jeden nebo vice cysteinovych zbytka vloZenych v katalytické
doméné v permisivnich mistech. Takovd geneticky modifikovana
adenylcyklédza mbGZe byt kondenzovana k jedné nebo vice
poZzadovanym molekuldm pomoci disulfidové vazby (disulfidovych

vazeb) ve vloZeném cysteinovém zbytku (zbytcich).

Ve vyhodném provedeni je molekula, a zejména antigen,
vloZena do permisivnich mist vybranych ze skupiny, kterou
tvori zbytky 137 aZ 138, zbytky 224 aZ 225, zbytky 228 a% 229,
zbytky 235 az 236, zbytky 317 aZ 318 a zbytky 335 aZz 336
adenylcyklazy Bordetella pertussis, nebo je molekula fuzovana
k N-koncové ¢&&sti adenylcyklazy Bordetella, ktera postrada
celou nebo &4st své N-koncové katalytické domény, a
specifictéji k N-koncové Casti adenylcykléazy Bordetella

pertussis, kterd postradd zbytky 1-373.

Ve specifickém provedeni je molekula antigen, ktery je
intracelularni bakteridlni bun&&ny antigen, naddorovy buné&dny
antigen, virovy antigen, houbovy antigen nebo parazitérni

bunéény antigen.

Ve vyhodnych provedenich je poZadovand molekula antigen
vybrany ze skupiny, kterou tvofi: epitop polioviru, virus HIV,

antigen viru ch¥ipky, antigen viru choriomeningitidy.

V dalsim provedeni je geneticky modifikovany toxin schopny
dodani  poZadované molekuly specificky na povrch  bunék

exprimujicich CDllb nebo do endocytéarni drahy.
PfihlaSovatelé prokdzali, Ze in vivo intravenézni podavani
imunogenniho pf#ipravku zvifeti nebo humdnnimu p#ijemci, jak

bylo definovéano v pfedkléddaném vyndlezu, bez adjuvancia je

[ XX XY
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dostatecné pro uc¢innou podporu imunitni reakce u zvifete nebo

humanniho pfijemce.

Konkrétné jsou imunogenni p¥ipravky podle vynalezu schopné
indukce nebo stimulace, in vivo nebo in vitro, imunitni

bunécné reakce zapojujici specificky dendritické buriky.

Jako disledek, ve specifickém provedeni imunogenni nebo
farmaceuticky pfipravek je vyhodn& bez jakychkoliv adjuvancii
pro instruovani, kterd se obecn& v oboru pouZivaji, jako je

napriklad hydroxid hlinity.

V  jednom specifickém provedeni Jje poZadovand molekula
1lé¢ivo, vyhodné protizénétlivé lédivo.

Kromé toho, se vyndlez také tykd pouZiti imunogenniho
ptipravku, jak definovédno vySe, pto ptFipravu vakciny nebo
imunoterapeutického p¥ipravku, pro podavani zvifeti nebo
humdnnimu prijemci.

Jak se v tomto textu pouZiva, termin "imunoterapeuticky
ptipravek" se tykd pripravku, ktery vede k imunologické reakci
a ktery je sdruZeny s terapeutickou 1lé&bou, jako naptiklad
lécba karcinomli, virovych infekci, parazitdrnich infekci nebo

bakteridlnich infekci.

Vyndlez se dale tykd =zpuisobu imunizace zvifete nebo

humédnniho pfijemce, pricemZ zplsob obsahuje kroky:

A) poskytnuti imunogenniho p¥ipravku, Jjak bylo definovano
vySe,

B) podavani imunogenniho p#ipravku, vyhodn& intravendznim

zpUsobem pfijemci, aby se podporovala imunitni reakce.

Vynalez se konecné& tykd proteinového vektoru pro dodani
poZzadované molekuly, specificky k bufikdm exprimujicim CD11lb,
charakteristického tim, Ze vektor obsahuje adenylcyklazu druhu

Bordetella kondenzovanou k poZadované molekule.
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Proteinovy vektor je schopny cilit poZadovanou molekulu

k bunkam exprimujicim CDllb prostfednictvim specifické vazby

adenylcyklédzy Bordetella s CD11b/CD18 oyP,, ktery Ije ptitomny
na povrchu specifickych bunék. V jednom specifickém provedeni
je vektor také schopny doddni poZadované molekuly specificky

do cytosolu bunék exprimujicich CD11lb.

Ve specifickych provedenich je proteinovy vektor schopny
cilit poZadovanou molekulu k dendritickym bufikdm, zejména

myeloidnim dendritickym bufikdm, nebo k neutrofil®m.

PoZadovana molekula je chemicky nebo geneticky
kondenzovéana k adenylcykléaze, vyhodnéji k rekombinantnimu
adenylcyklazovému toxinu. Zplsoby kondenzace molekuly
k polypeptidu jsou v oboru dobfe znamy. Jako p¥iklad vyn&lezci
ukazali, Ze biotinovy derivat, biotin  HDPD, mizZe byt
selektivné kondenzovan k unikatnimu cysteinovému zbytku
geneticky vloZenému do katalytické domény. Syntetické peptidy
byly kondenzovany podobné k cysteinu obsahujicim
adenylcyklézovy toxin nebo ke geneticky modifikované
adenylcyklaze bez nativniho cysteinového zbytku, ale

obsahujici unikétni geneticky vloZeny cysteinovy zbytek.

V dalsim specifickém provedeni poZadovana molekula
kondenzovana k adenylcykldze je epitop chemicky kondenzovany
ke geneticky modifikované adenylcyklaze bez nativniho
cysteinového zbytku, ale obsahujici geneticky vlozZeny
cysteinovy  zbytek (zbytky) v permisivnim misté& ve své

katalytické doméné.

Ve specifickém provedeni proteinovy vektor obsahuje
geneticky modifikovanou adenylcykldzu. V jednom  vyhodném
provedeni adenylcykléza je rekombinantni netoxické

adenylcykldza z Bordetella pertussis.
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Vynalez se konkrétné tykd proteinového vektoru, ktery se
sklada z rekombinantni adenylcykléazy Bordetella, ktera
postrada celou nebo &&st N-koncové katalytické domény,
a vyhodné&ji adenylcykldzy Bordetella pertussis, kterd postrada

zbytky 1 az 373.

Dalsi vyhodny proteinovy vektor podle vynalezu je
geneticky modifikovand adenylcykldza Bordetella bez nativniho
cysteinového zbytku, ale obsahujici geneticky vloZeny
cysteinovy zbytek (zbytky) v permisivnim mist& v katalytické

doméné,

Vyhodn&, v jednom specifickém provedeni vynalezu, je
le¢ivo, které m& byt dodéno, protizan&tlivy 1ék, ktery je pri
kondenzaci k adenylcykldzovému toxinu cileny na povrch nebo do
cytosolu bunék zapojenych do z&né&tlivé reakce, jako Jsou

napriklad neutrofily.

Nasledujici ptfiklady slouZi k podrobné&jsimu objasnéni
pfedkladaného vynadlezu, aniZ by omezovély- rozsah wvyndlezu,
ktery je definovdn v pfipojenych ndrocich. Konkrétné& dsou
v Casti A wukdzana experimentdlni data, kterd demonstruji
specifickou vazbu adenylcyklazového toxinu k CDllb/CD18
receptoru a konkrétné& specifickou vazbu adenylcyklazového
toxinu k bunkdm exprimujicim CDllb in vitro. V &asti B
experimentalni  vysledky ukazuji moZnost cilit geneticky
kondenzovanou molekulu, konkrétn&ji antigen in vitro a in vivo
specificky do cytosolu bunék exprimujicich CD1lb a konkrétné
k myeloidnim dendritickym bufikdm. Navic, vysledky ukazuji, Ze
cileni je  zprostfedkovdno CDllb receptorem a Ze CTL
instruovani je pPozorovano po systémové imunizaci
v nepfitomnosti adjuvans. V G&sti C je ukdzédno, Ze specificka
kondenzace epitopovych peptidd pomoci disulfidové vazby na
CyaA fragmenty miZe Dbyt provadéna za vzniku  novych

proteinovych vektord. V &&sti D je ukézdno, Ze pouze C-koncova

*y ©




22

cast CyaA je nezbytnad a postadujici pro interakci s receptory
CD11b.

Kone&né& vysledky ukazuji, Ze na rozdil od mnoha daldich
CTL reakci, jako jsou reakce vyvolané proti zk¥iZené

intruujicimu antigenu, pomoc CD4* T lymfocyta nebyla nutnd pro

instruovani CTL reakci.

Popis obrazkt

Obrazek 1

Saturovatelnd vazba CyaA koreluje s CD1lb expresi

a: CyaA vazba na povrch makrofagh (J774A.1), B lymfocytu
(LB27.4) a T lymfocytl (EL4) byla provédéna ve 37 °C po dobu
20 minut. Povrchové véazany CyaA byl detekovan biotinylovanou
anti-CyaA polyklondlni protildtkou, ukazan streptavidinem-PE a
detekovan pruatokovou cytometrii na Zivych bunikdch, jak bylo

popsano v Casti materidl a metody. Vazba byla vyjadfena jako

AMFI = (hodnota prumérné intenzity fluorescence bunék
inkubovanych s CyaA) - (prim&rnad intenzita fluorescence bunék
bez CyahA).

b, ¢, d, e: Povrchovad exprese B2 integrin® na bufikach J774A.1,
LB27.4 a EL4. Exprese CDlla (b), CDl1lb (c), CDllc (d) a CD18
(e) byla urcovana pritokovou cytometrii s pouzZitim
specifickych mAbs kondenzovanych k PE. Exprese integrinu je
vyjadfena jako AMFI = (hodnota primérné intenzity fluorescence
bunek znacenych specifickou maAb) - (primérnd intenzita

fluorescence bun&k znacenych izotypovou kontrolni mab).
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Obrazek 2

CyaA vazba k mySim bunéénym liniim je blokovana anti-CD11b

mAb.

Bunky byly preinkubovédny ve 4 °C po dobu 15 minut s nebo bez
specifickych mAbs v koncentraci 20 pg/ml, a pak byly inkubovény
ve 4 °C po dobu 20 minut s CyaA v koncentraci 5 pg/ml a se
specifickymi mAbs v koncentraci 10 pg/ml, jestliZe byly
pfitomny béhem preinkubace. Povrchové vézany CyaA byl
detekovén  biotinylovanou anti-CyaA polyklondlni protiléatkou,
ukdzan streptavidinem-PE a detekovén pritokovou cytometrii na

zivych butikédch, jak bylo popsdno v &&sti materiil a metody.

a, b: U&inek M1/70 anti-CDllb mAb na vazbu ruznych davek CyaA.
FSDC dendritické bufiky (a) nebo J774A.1 makrofagy (b) byly
preinkubovédny s médiem samotnym (Q) nebo s M1/70 anti-CD11b
mAb (@), a pak byly inkubovédny s CyaA s nebo bez M1/70 anti-
CDllb mAb. Bmax byla urena proloZenim experimentdlnich bodu
ziskanych z experimenti provadénych bez mAbs funkci
AMFI=Bmax* [CyaA]/(Kg + [CyaA]). Vazba CyaA je vynesena do grafu

jako % Bmax proti CyaA koncentraci.

c, d: Ulinek specifickych mAbs na stalou davku CyaA vazby.
Buiiky FSDC (c) nebo J774A.1 (d) byly preinkubovany s nebo bez
specifickych mAbs (anti-CDlla, 2D7, antiCDllb, M1/70 a 5C6,
anti-CDllc, HL3, anti-CD18, C17/16, kontrolni A95-1) a byly
inkubovény s CyaA ve stdlé koncentraci 5 pg/ml. Hodnoty AMFI
ziskané pro CyaA vazbu na builkdch o3etfenych specifickymi mAbs
byly normalizovany jako hodnoty AMFI ziskané pro CyaA vazbu
bez maAb.
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Obrazek 3

CyaA vazba k humdnnim neutrofiltm je blokovdna anti-CD1llb a

anti-CD18 mAbs.

a, b, C: fluorescendéni histogramy ziskané z Cerstvé
purifikovanych neutrofilli, které byly preinkubovany s médiem
samotnym (a), s 44 anti-CDllb mAb (b) nebo s izotypové& shodnou
kontrolni my3i mAb (c), a pak byly inkubovany s (zndzorné&no
Sed@) nebo bez (zndzorn&no bezbarvé) biotinylované CyahA a
ukdzany streptavidinem-PE. Podet bun&k Jje vynesen do grafu

proti logaritmu PE fluorescence.

d: U&inek specifickych mAbs na CyaA vazbu k neutrofildm (anti-
CDllb, 44, M1/70, anti-CD18, TS/18, kontrolni my$i IgG2a,
kontrolni potkani IgG2b, A95-1). Cerstvé purifikované
neutrofily byly preinkubovdny s nebo bez specifickych mAbs a
byly inkubovény s CyaA. Hodnoty AMFI ziskané pro CyaA vazbu na

bunkdch oSetrenych specifickymi mAbs byly normalizovany jako %

hodnot AMFI ziskanych pro CyaA vazbu bez mAb.

Obrazek 4

Intracelularni zvySeni cAMP a bunélnd smrt zprost¥edkovana
CyaA jsou specificky blokovadny anti-CD1lb mAb v buiikach
J774A.1.

a: UCinek specifickych mAbs na intracelulérni akumulaci cAMP.

Buitky J774A.1 byly preinkubovédny ve 4 °C po dobu 1 hodiny
s nebo bez specifickych mAbs v koncentraci 10 pg/ml (anti-
CD11lb, M1/70, anti-CD18, C17/16) a pak byly inkubovany ve 37
°C po dobu 20 minut s CyaA v koncentraci 5 pg/ml a s mAbs

v koncentraci 10 ug/ml, jestliZe byly pfitomny bé&hem
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preinkubace. Intraceluldrni obsah cAMP byly urden tak, jak

bylo popséano v &4sti material a metody.

b: Ulinek specifickych mAbs na CyaA zprostiedkovanou buné&d&nou
smrt. Buiky J774A.1 byly preinkubovany ve 4 °C po dobu 1
hodiny s médiem samotnym nebo se specifickymi mAbs
v koncentraci 10 upg/ml (anti-CDlla, 2D7, anti-CDllb, M1/70,
anti-CDllc, HL3, anti-CD18, <C71/16, kontrolni, 2.4G2). Pak
byly inkubovény ve 37 °C po dobu 2 hodin s CyaA v koncentraci
0,5 pg/ml a se specifickymi mAbs v koncentraci 10 pg/ml,
jestliZe byly pfitomny bé&hem preinkubace. Buné&éna lyza byla

urc¢ovéna uvolflovanim LDH s pouZitim testu Cytotox 96™.

Obrazek 5

CHO bunky vazZou CyaA a stanou se citlivymi na CyaA, kdyZ jsou

transfekovany s CD1l1lb, ale ne s CDllc

a, b: CyaA vazba na povrch CHO transfektant. CHO buriky
transfekované s humdnnim CD11b/CD18 (®), humdnnim CD1llc/CD18
(Q) nebo fale3n& transfekované () byly inkubovadny s rGznymi
davkami CyaA po dobu 20 minut ve 37 °C (a) nebo 4 °C (b).
Povrchové vazand CyaA byla detekovdna biotinylovanou anti-CyaA
polyklon&lni protilétkou, ukdzéna streptavidinem-PE a
detekovéna pritokovou cytometrii na Zivych bufikach, jak bylo

popsano v Casti materidl a metody. Vazba byla vyjadfena jako

AMFI = (hodnota  primé€rné intenzity fluorescence buné&k
inkubovanych s CyaA) - (primé&rnéd intenzita fluorescence buné&k
bez Cyahd).

C: Intracelulédrni akumulace cAMP v CHO transfektantdch. CHO
bunky transfekované huméannim CDh1l1lb/CDi8 (@), humannim

CD11c/CD18 (O) nebo fale3né transfekované (D) byly inkubovéany
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s nebo bez CyaA po dobu 20 minut ve 37 °C. Intraceluldrni
obsah cAMP byly urc&en tak, jak bylo popsédno v &asti materidl a

metody.

d: Bunécnad lyza CHO transfektant. CHO bufky transfekované
s humdnnim CD11b/CD18, huménnim CD11c¢/CD18 nebo falesné
transfekované byly inkubovany s CyaA v koncentraci 5 pg/ml po
dobu 4 hodin ve 37 °C. Bun&&na lyza byla urcovédna uvolfiovanim

LDH s pouZitim testu Cytotox 96™.

Obrazek 6

Intravenézni imunizace s CyaAOVA instruuje anti-OVA CTL reakce

v B lymfocytech, CD4 a CD40-nezdvislym zplsobem.

Mysi CS57BL/6 WT +/+/ (a), CD4-/- (b), CD40-/- (c) nebo IgM-/-
(d) byly intravendézné imunizovény s 50 Hg CyaAOVA, geneticky
detoxikované formy CyaA nesouci H-2K° restfingovany SIINFEKL
epitop z OVA (®, O) nebo s CyaAE5, kontrolnim detoxikovanym
toxinem bez OVA epitopu (4, A). Sedm dn@ pozdé&ji byla zvifata
usmrcena a splenocyty byly restimulovany in vitro po dobu 5
dni s pOVA syntetickym peptidem v koricentraci 10 pg/ml
v pritomnosti ozadfenych C57BL/6 splenocyt@. CTL aktivita byla

hodnocena ve 4-hodinovém testu uvolfiovdni °‘chrému proti H-2K°
EL4 burikdm pfedem vystavenym impulsu (®, a) nebo nevystavenym

(Q, A) pOVA v koncentraci 10 pg/ml.
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Obrazek 7

Identifikace splenickych bunék prezentujicich antigen
zapojenych do prezentace CyaAOVA in vitro nebo in situ, po

intravendézni imunizaci.

Frakce splenocytl s nizkou denzitou prezentuje CyaAOVA
specifickym anti-OVA CD8" T lymfocytadrnim hybridomovym bufikdm
(a, b):

In vitro test (a): frakce s nizkou (LDF, ®) a vysokou denzitou
(HDF, 4) nebo nefrakcionované celkové splenocyty =z naivnich
mysi (TSC, M, ) byly p&stovany s B3Z, CD8" T lymfocytéfnimi
hybridomovymi bufikami specifickymi pro pOVA peptid v kontextu
H-2K°. Po 18 hodin kokultivace v pfitomnosti rekombinantni
detoxikované CyaA nesouci OVA peptid (CyaAOVA, @, a, M) nebo
kontrolni peptid (CyaALCMV, () v rtznych koncentracich, IL-2
uvolfiovany do supernatant@ byl mé&fen testem proliferace CTLL.
Vysledky jsou vyjédfeny v Acpm a vyneseny do grafu proti CyaA

koncentraci béhem testu Acpm = [cpm + CyaA] - [cpm - CyaAl).

Ex wvivo test (b): splenocyty byly =ziskdny =z my3i ptredem
imunizovanych i.v. (6-12 hodin) s 50 ug CyaRAOVA (@, a W) nebo
CyaALCMV (Q) a frakcionovany na LDF a HDF. R&znad mnoZstvi
bunék ziskanych =z TSC (M), LDF (®,Q0) nebo HDF (a) nebo
nefrakcionovanych splenocytu (M) byla vloZena pfimo do kultury
s B3Z bez pfiddni rekombinantni CyaA. Uvoliovani IL-2 bylo
hodnoceno po 18 hodindch kultivace, jak bylo popsdno predtim.
Vysledky, vyjadfené v cpm, jsou vyneseny do grafu proti podtu

APC pritomnych v kaZzdé jamce.

Dendritické bunky (CDllc) Jjsou ucinnéjsi APC pro CyaAOVA nezZ
CD11b"°**Cpllc™ buiiky nebo B lymfocyty (CD45R*) (c,d):
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In vitro test (c): CDllc® (@) t¥idé&né Dbunky z LDF,
CD11b"®**cplic™ (Q) a CD45R' (M) tt¥idénych bun&k z TSC, byly
vloZeny do tkanové kultury s B3Z po dobu 18 hodin
v pfitomnosti rdznych koncentraci CyaAOVA. IL-2 byl stanoven

tak, jak uvedeno vyse.

Ex vivo test (d): Bunky tfidéné prhtokovou cytometrii z my$i
C57BL/6 predem (6-12 hodin) imunizovanych s 50 pg CyaAOVA byly
pouzity jako APC. CDllc+ (®), CD11b"s°***cD1lc” (Q), CD45R* (M)
tfidéné bunky z frakce splenocytd s nizkou denzitou byly p¥imo
vlozeny do kultury po dobu 18 hodin s B3Z v ruzném mnoZstvi
bunék na jamku, bez pridadni CyaAOVA. IL-2 byl stanoven tak,

jak uvedeno vyse.

Podskupina CD8a  myeloidnich dendritickych buné&k je u&inné&jsi
APC pro CyaA neZ podskupina CD8a" lymfoidnich dendritickych
bunék (e, f):

CDllc+ butiky s nizkou denzitou z naivnich my3i (e) nebo myS3i
pfedem (6-12 hodin) imunizovanych i.v. s 50 ug CyaAOVA (f) byly
frakcionovdny na myeloidni dendritické bunky (CDllc'CD8a"®,) a

lymfoidni dendritické buiky (CDllc'CD8at, Q) pritokovou
cytometrii a byly pouzity jako APC v in vitro (e) a ex vivo
(f) testech pro B3Z stimulaci. IL-2 byl stanoven tak, jak

uvedeno vySe.

Genetickd deplece B lymfocytld nezhor3i CyaAOVA prezentaci
splenocyty (g, h):

TsC (m,3), LDF (®,Q) nebo HDF («, A) z my3i C57BL/6 WT
(W, ®, a) nebo deficitnich v B lymfocytech (O, O, A) byly
pouZity jako APC v in vitro testu (g, M, O) nebo ex vivo testu
(h, m, ® 4, [, O, A) pro B3Z stimulaci, jako v bod& a. My3i
byly bud naivni (g) nebo pfedem (1,5 hodiny) imunizovény i.v.

s 50 pg CyaAOVA (h). IL-2 byl stanoven tak, jak uvedeno vyse.
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Obrazek 8

Prezentace CyaAQVA dendritickymi bunikami vyzaduje TAP

transportéry in vitro a in vivo po intravendzni imunizaci.

In vitro test (a): TSC (4,A) nebo CDllc' (®,Q) t¥idé&né buiky
z kontrolnich C57BL6 TAP+/+ (4 ,®) nebo TAP-/- my3i (A,Q) byly
péstovany s B3Z v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti rlznych
davek CyaAOVA. IL-2 byl stanoven tak, jak bylo popséno na
obrazku 6a. Vysledky Jsou vyjadfeny v cpm vynesenych do grafu

proti koncentraci antigenu.

Ex vivo test (b): TSC (4, A) nebo CDllc' (®,Q) tfidé&né buhky
z kontrolnich C57BL6 TAP+/+ (4« ,®) nebo TAP-/- my3i (A, Q)
pfedem i.v. imunizovanych s 50 pug CyaAOVA byly pé&stovény s B3Z
po dobu 18 hodin. IL-2 byl stanoven tak, jak bylo popséno na

obrazku 6a. Vysledky jsou vyjadfeny v cpm vynesenych do grafu

proti mnozZstvi kokultivovanych bunék.

Obrazek 9

Uloha omB2 integrinu (CD1llb) ve vazbé& CyaAOVA k bunkam.

Vazba CyaAOVA-biotinu k TSC je blokovéna anti-CD1lb (a): TSC
suspenze byly inkubovdny ve 4 °C s anti-CDllb M1/70 mAb
v koncentraci 10 pg/ml nebo izotypovou kontrolni mAb nebo be:z
nic¢eho. Pak byl k buifikdm pfidadn CyaAOVA-biotin v koncentraci 2
pg/ml  (levé panely) nebo rdzné koncentrace (pravy panel) po
dobu 30 minut ve 4 °C. Po promyti byl CyaAOVA-biotin odhalen
streptavidinem-PE po dobu 30 minut (Strep-PE). Po promyti pak
byly bunky resuspendovdny v PBS obsahujicim propidiumjodid.

Velikost (FSC) Zivych bunék analyzovanych podle vyluovani
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propidiumjodidu byla vynesena do grafu proti Strep-PE
fluorescenci. Procento leukocytl pozitivnich na CyaAOVA-biotin
bylo vyneseno do grafu proti koncentraci CyaAOVA-biotin bé&hem

znaceni.

Vazba CyaAOVA-biotinu bunkédm s nizkou denzitou koreluje
s expresi CD1llb (b): LDF byly trojité znadeny s CDllc, CD8a a
CyaOVA-biotin (nebo médium) nebo, v samostatnych experimentech
s CDllc, CD8a a CDllb (nebo kontrolni mAb). Po promyti byly
bufiky znac¢eny po dobu 30 minut se Strep-PE, aby se odhalil
CyaAQOVA-biotin, anti-CD11c-FITC a anti-CD8a-APC. Analyzy byly
provadény na lymfoidni DC  (CDllc*CD8a’), myeloidni DC
(CDllc’CD8a”), CD8" T 1lymfocyty (CDllcCD8a*) a ostatni buiiky
(CD11lc’CD8a™) . Pro kaZdou branu je znaCeni CyaAOVA-biotinem
nebo znaleni CDllb vyneseno do grafu proti pod&tu buné&k
v samostatnych histogramech. Levé histogramy: LDF suspenze
byly inkubovany s koncentraci O (histog;amy vybarveny Sedé),
2,5 (uzké prazdné histogramy) nebo 10 upg/ml (silné prazdné
histogramy) CyaAOVA-biotinu po dobu 30 minut p¥i teploté
mistnosti. Pravé histogramy: izotypovad kontrolni-PE (histogram

vybarven Sed&), CDl1lb-PE (tenké prazdné histogramy).

Obrazek 10

Uloha ouB, integrinu (CD1lb) v CyaAOVA prezentaci MHCI

In vitro test prezentace antigenu s TSC (a, b): Stejné
experimenty Jjako v a, b byly providdény s TSC 2z naivnich
C57BL/6 mys$i jako APC. Stimulace B3Z byla hodnocena
uvolnovanim IL-2 do kokultivadénich supernatantd m&fenym v CTLL
testu proliferace. Vysledky jsou vyneseny do grafu v cpm proti

koncentraci CyaAOVA nebo pOVA.
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Ex vivo test prezentace antigenu s TSC nebo CD11lb* a CDllb-
frakcemi (c, d): CS57BL/6 my3i byly intravendézné& imunizovény
s 50 pg CyaAOVA (c) nebo 10 pug pOVA (d). CDllb* (@) a CDl1lb~
(Q) buiiky byly tf#idény priitokovou cytometrii TSC (A) a vloZeny
do kultury s B3Z s rlznym mnoZstvim bunék na jamku. Po 18
hodinéch kokultivace byla stimulace B3Z vyhodnocena
uvoliiovanim IL-2. Vysledky, vyjadfené v cpm, jsou vyneseny do
grafu proti mnoZstvi APC z imunizovanych zvifata p#itomnych

v kazdé jamce.

Obrazek 11

Shrnuti postupu pro chemickou vazbu epitopll k rekombinantni

CyA prostfednictvim disulfidové vazby.

Obrazek 12

schéma vektoru pro chemickou kondenzaci CTL epitopu

Obrazek 13

Graf ukazujici IL-2 uvolfiovdni B3Z mé&¥ené testem proliferace

CTLL.

3x10° bunék sleziny z my$i C57BI/6 bylo kokultivovano po dobu
18 hodin s 10° bund&k B3Z v pfitomnosti rlGznych koncentraci
cykldz. IL2 wuvolfiovdni B3Z bylo m&¥eno testem proliferace

CTLL.
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Obrazek 14

Graf ukazujici cytotoxickou aktivitu m&fenou na °!Cr znadenych
EL4 cilovych bunkach s pulsem (A) nebo bez pulsu (B) 50 pM OVA
peptidu.

Mysi CS57BL/6 byly i.v. injikovany 50 pg rlznych CyaA. Sedm dnt
pozdéji byly butiky sleziny in vitro stimulovadny OVA peptidem.
Cytotoxickd aktivita byla m&Fena na 51Cr—znaéen;’/ch cilovych

burikach.

Obrazek 14 wukazuje in vivo schopnost proteinovych vektord

podle vynalezu indukovat OVA-specifické CTL reakce.

Obrazek 15

Inhibice CyaA vazby k CDllb prostfednictvim CyaBA-E5 a CyaA
fragmenty '

CHO bunky transfekované s CD11b/CD18 byly preinkubovény na
ledu po dobu 1 hodiny s rtznymi koncentracemi CyaA-E5 (Cerny
trojuhelnik), CyaA 1-383 (&erny <&tverec) nebo CyaA-373-1706
(Cerny kosoltverec), a pak inkubovény na ledu po dobu 30 minut
s biotinylovanou CyaA-E5 v koncentraci 5 ug/ml. Cykléza
navazand na povrchu byla odhalena s pouZitim streptavidinu-PE
a analyzovana prutokovou cytometrii na Zivych Dbuiikach.
Vysledky Jjsou vyjadfeny jako primé&rnd intenzita fluorescence

(A), procento pozitivnich buné&k (B) a procento inhibice (C).
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Obrazek 16

Schématické znazornéni pTRAC-373-1706 expresniho vektoru

Velké Sipky ptedstavuji oteviené Cteci ramce P-laktamazy (bla),
termosenzitivniho represoru cl®7 z A fagu (Acl®7), genu cyaC a
zkrdceného 'cyaA genu (3ipky ukazuji na smér translace
odpovidajicich genu). Pocldtek ColEl (Ori), Pr promotor (APr) a
nékterd relevantni restrikéni mista Jjsou také ukazéna.
Intergenovy usek mezil genem cyaC a zkrdcenym genem 'cyad je
popsany niZe. Ukazuje novou extenzi C-konce cyaC (po sméru
k Argl82 divokého typu CyaC), stop kodon (podtrZeno),
inicidtor Met a prvni kodony CyaA373-1706 (v protisméru

k Ser373 divokého typu Cyal).

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad A

Adenylatcykléazovy toxin Bordetella interaguje specificky s o2

integrinem (CD11b/CD18)

A.1 Materidl a metody

A.1.1 Rekombinantni toxiny a protilatky

Protokol pro produkci CyaA jiZ byl popsén jinde [Karimova,
et al, 1998]. CyaA toxiny byly tvofeny v kmenu BLR E. coli
obsahujicim expresni plazmid, pCACT3, ktery nese cyaA

strukturdlni gen CyaA pod lacUV5 promotorem a cyaC akcesorni
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gen vyZadovany pro aktivaci protoxinu. Po solubilizaci v 8M
mo¢ovin€, Hepes-Na 20mM, pH 7,5, CyaA byla purifikovdna na
homogenitu vy$si neZ 95 % (jak usuzovano podle analyzy v SDS
gelu, neukazano) postupné DEAE-sepharose a fenyl-Sepharose.
Rekombinantni detoxikovany CyalA toxin, CACTES5-Cys-0Ova,
obsahujici uniké&tni cystein vloZeny do geneticky deaktivované
katalytické domény, byl konstruovan inzerci vhodného
dvojvléknového oligonukleotidu mezi BsiwI a KpnlI mista
v pCACT-Ova-E5 [Guermonprez et al, 20007. Do vysledného
proteinu CACTE5-Cys-0va byla aminokyselinové_ sekvence
ASCGSIINFEKLGT vloZena mezi zbytky 224 a 225 z CyaA.
Rekombinantni toxin byl exprimovdn a purifikovan, jak bylo
popsano d¥ive. Purifikovany protein byl znalen na svém
unikatnim Cys vysoce specifickym sulfhydrylovym &inidlem N-(6-
(biotinamido)hexyl))-3'-(2'~-pyridyldithio)propionamidem

(Biotin-HPDP, PIERCE) podle instrukci vyrobce. Biotinylovany
CyaA byl opét purifikovan na DEAE—sepharo;e, aby se odstranilo
nezreagované ¢inidlo Biotin-HPDP. Koncenfrace toxinu byly
urceny spektrofotometricky =z adsorpce ve 280 nm s pouZitim

1

molekuldrniho extinké&niho koeficientu 142 M?! x cm” (vazebné

studie) nebo s pouZitim proteinového testovaciho systému od

firmy Biorad (studie akumulace cAMP a buné&dné smrti).

Purifikované mAbs specifické pro my$i CDlla (2D7, potkani
IgG2a, x), my$i a huménni CD1lb (M1/70, potkani IgG2b, «), mysi
CDllc (HL3, kfec&¢i 1, A), my8i CD18 (C71/16, potkani IgG2a, «),
kontrolni (A95-1 nebo anti-CD16/32, 2.4G2, potkani IgG2b, «)
pochazejici od firmy Pharmingen (San Diego, USA). Supernatanty
z anti-huménnich CDllb (44, my3i IgG2a, «x) a anti-huma&nnich
CD18 (TS/18, my3i IgGl, k) hybridomt byly laskavé poskytnuty a
byly pouzity v 1/2 fedéni v blokujicich experimentech.
Supernatanty z anti-my3ich CDllb (5C6, potkani IgG2b, k) byly

~ 2

laskavé poskytnuty G. Milonem (Pasteur Institut, Pa?iZ) a byly
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pouzity v 1/2 kone¢ném redéni v testech inhibice vazby. Anti-
CyalA polyklondlni protilatky byly ziskany z kralika
imunizovaného subkutéanné purifikovanym CyaA. Séra byla
precipitovana z imunniho séra sulfdtem amonnym (33%). Po
centrifugaci byly peletované proteiny resuspendovany ve 20mM
Hepes-Na, 150mM NaCl, pH 7,5 (pufr C) a extenzivn& dialyzovany
proti stejnému pufru. Protildtky pak byly biotinylovany
inkubaci s biotin-amidokaprodt-N-hydroxysukcinimidesterem
(SIGMA, rozpuStén v dimethylsulfoxidu) po dobu 130 minut p#i
teploté mistnosti. Pak byl pf¥iddn 100mM ethanolamin, pH 9,0 a
po 30 minutédch dalsi inkubace byla smés extenzivn& dialyzovéna
ve 4 °C proti pufru C. Biotinylované protildtky byly uloZeny
v -20 °C.

A.1.2 Bunky a kultivaéni média

EL4, J774A.1, LB27.4, THP-1 byly  =ziskdny =ze Sbirky
mikroorganizml ATCC (American Type Cultufe‘Collection) a byly
péstovany v RPMI 1640 doplné&ném 10% fetdlnim telecim sérem,
100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 2mM L-glutaminem,
s nebo bez 5x107°M 2-merkaptoethanolem (kompletni médium). FSDC
[Girolomoni et al, 1995] byly péstovidny v kompletnim médiu.
CHO bunky transfekované hum&nnim CD11b/CD18 nebo CD1l1lc/CD18
nebo transfekované pouze vektorem byly ziskdny od D.
Golenbocka (Boston, USA) a péstovany v pfitomnosti neomycinu,
jak bylo popsédno dfive [Ingalls et al, 1998]. Humanni
neutrofily byly purifikovany, jak bylo popsdno dfive [Rieu et
al, 1992].

A.1.3 CyaA vazebné testy

VSechny vazebné testy byly provddény v DMEM 4,5 mg/ml

glukdze (Life Technologies) bez séra na 96 jamkovych
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kultivagnich desti&kdch (Costar). 2x10° buné&k/jamka bylo
inkubovano po dobu 20 minut (ve 4 °C nebo 37 °C v zavislosti
na experimentech) v kone¢ném objemu 200 pl. V n&kterych
experimentech byly butiky preinkubovdny po dobu 20 minut ve 4
°C v pfitomnosti blokujicich mAbs v kone&ném objemu 100 pl. Do
jamek byl p¥idan roztok toxinu v kontinudlni pritomnosti mAbs
v celkovém objemu 200 pl ve 4 °C. Pak byly destiéky stodeny
v 1500 rpm po dobu 5 minut a supernatanty byly odstranény.
Bunky byly  inkubovdny ve 4 °C po dobu 25 minut
s biotinylovanymi anti-CyaA kralic¢imi polyklondlnimi
protildtkami (1/400 v DMEM, 50 pl/jamka) v pritomnosti
kontrolniho (neimunniho nebo preimunniho) kralidiho séra jako

saturujiciho ¢inidla (1/50).

Po centrifugaci a odstranéni supernatantu byly bufiky
znadéeny streptavidinem-fykoerytrinem (PE) (Pharmingen)
v fedéni 1/300 (50 pl/jamka). Po promyti byly buifiky analyzovany
pratokovou cytometrii na pristroji FACStér-(Becton—Dickinson,
Mountain View, USA) v pfitomnosti propidiumjodidu
v koncentraci 5 ug/ml. Byly provadény analyzy vyludovani
propidiumjodidu, aby se vyfadily buné&&né agregaty a mrtvé
buniky. Experimentalni body byly proloZeny funkci popisujici
hyperbolicky model AMFI=Bmax*[CyaA]/(Kq + [CyaA]), pri&emZ Bmax

= % maximalni vazby, s pouZitim poditadového programu Prism.

A.l1.4 cAMP test

Akumulace cAMP byla mé&fena imunotestem kompetice antigenu
[Karimova et al, 1998], ve kterém inkubadni médium bylo
sloZeno z DMEM bez séra, ale obsahujicim 4,5 mg/ml glukébdzy a
20 U/ml hexokindzy. Hexokindza, kterd katalyzuje fosforylaci
glukézy zavislou na ATP, byla ptidana pro zbaveni

extracelularniho média veSkerych stop ATP, aby se tak
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zabrédnilo extraceluldrni syntéze cAMP. Proto zmé&fené mnoZstvi
CAMP je reprezentativni pro akumulaci p¥isné& intraceluldrniho

cAMP. 5x10° buné&k bylo preinkubovano na 96 jamkovych desti&kéch
v koncentraci 100 pl/jamka s nebo bez specifickych mAbs

v koncentraci 10 pg/ml ve 4 °C po dobu 1 hodiny, a pak byly
bunky inkubovény ve 37 °C po dobu 20 minut s CyaA
v koncentraci 0,05, 0,5 nebo 5 g/ml a se specifickymi mAbs

v koncentraci 10 pg/ml, jestlizZe byly pfitomny béhem
preinkubace. Pro reakci uCinku z&vislého na davce Cyah, byly
bunky pfimo inkubovdny s toxinem po dobu 20 minut ve 37 °C. Po

intoxikaci byly bunky stoleny ve 2 500 rpm po dobu 5 minut.
Vzorky byly lyzovany 100 pl 0,1N HCl, zah¥ivadny po dobu 5 minut

ve 120 °C a neutralizovany 100 pl 0,125M Tris, 0,2M NaCl.
Mikrotitrac¢ni  desticky ‘byly vpotaieny CAMP-BSA  konjugaty
nafedénymi na koncentraci 1/4 000 v 0,1M Na,COs;, pH 9,5. Byly
dvakrat promyty v PBS-0,1% Tween, saturovadny po dobu 1 hodiny
v PBS-2% BSA a pétkrat promyty PBS-0,1% Tween. Vzorky a cAMP
standardy (Sigma) byly pfidany p¥imo na destidky potaZené
CAMP-BSA konjugdty a sériové na¥ed&ny 1/1 smé&si 0,1N HCl a
0,125M Tris-0,2M NaCl. Anti-cAMP kr4li&i protilédtka byla
pridana v koncentraci 1/2 500 v PBS-2% BSA a byla inkubovana
ve 37 °C po dobu 3 hodin. Desti&ky byly p&tkrit promyty PBS-
Tween 0,1 %. Anti-krdlic¢i protilatky kondenzované ke k¥enové
peroxididze (Amersham) byly p#iddny v koncentraci 1/2 500
v PBS~-2% BSA, byly inkubovany ve 37 °C po dobu 1 hodiny a
odhaleny s pouzZitim klasické peroxidazové reakce.
Experimentalni body standardni kfivky byly proloZeny modelem

sigmoidey s pouZitim software Prism.
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A.1.5 Testy toxicity

Bunécnd smrt byla hodnocena tak, jak bylo popsano dfive
[Khelef et al, 1993, Khelef et al, 1995]. Kratce, 10° bun&k
bylo inkubovédno po dobu 24 hodin na 96 jamkové destidce
v kompletnim médiu a promyto jednou médiem bez séra. VEechny
bunéfné inkubace byly dale provadé&ny v médiu bez séra. Reakce
G€inku na davce Dbyla hodnocena p¥imou aplikaci raznych
koncentraci CyaA na CHO bunky ve 37 °C po dobu 4 hodin. Pro
stanoveni inhibice cytotoxicity byly buiiky preinkubovény ve 4
°C po dobu 1 hodiny s nebo bez specifickych mAbs v koncentraci
10 pg/ml, a pak byly inkubovany ve 37 °C s CyaA v koncentraci
0,5 pg/ml po dobu 2 hodin pro buiky J774A.1A.1 nebo
v koncentraci 5 pg/ml po dobu 4 hodin pro bufiky CHO a se

specifickymi mAbs v koncentraci 10 pg/ml, Jjestlife byly
pfitomny beéhem preinkubace. Buné&lnd 1lyza byla vyhodnocena

6™ (Promega), ktery kvantifikuje

s pouzitim testu Cytotox 9
mnozstvi laktadtdehydrogenazy (LDH) uvolfiované do médiua

umirajicimi bunikami.

A.2 Vysledky

A.2.1 Saturovatelnd vazba CyaA koreluje s pritomnosti CDllb na

povrchu cilovych bunék

Pro charakterizaci CyaA bunééné specifity k populaci
leukocytl, plvodci si vybrali t¥#i reprezentativni my3i buné&é&né
linie exprimujici rGzné kombinace B2 integrin@: J774A.1
(nddorovy makrofdg), EL4 (T lymfocytdrni thymom) a LB27.4
(B lymfocytarni lymfom). Po 20 minutédch inkubace s CyaA ve 37
°C  byla vazba CyaA  k buné&cnému povrchu téchto buné&k

monitorovana prUtokovou cytometrii s pouZitim biotinylovanych
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anti-CyaA protildtek a streptavidinu-PE. V téchto podminkach
pivodci pozorovali WU¢innou, na davce zavislou a saturovatelnou
vazbu CyaA na bunécnou linii J774A.1. Afinita CyaA k bunikdm
J774A.1 byla vysokd, protoZe zrejmé Kyq byly 9,2 * 4,5 nM a 3,2
+ 1,9 nM, v daném pofadi. Byla pozorovdna nizkd wvazba CyaA
k EL4 a LB27.4 bunkédm, ale nebyla saturovatelnd v testovanych

koncentracich.

Aby se urc¢ilo, jestliZe vazba CyaA k J774 bunéénym liniim
korelovala s expresi jednoho 2z &lend rodiny B2 integrint,
puvodci provadéli fenotypovou analyzu téchto bunék pruatokovou
cytometrii s pouZitim monoklondlnich protilatek (mAbs)
specifickych pro t¥i o Ffetézce dob¥e charakterizovanych B2
integrint (CDlla, Cdllb a CDllc) a pro obycejny P Fetézec
(CD18) (obrézek 1b, ¢, d, e). Buiiky J774A.1 exprimovaly
vétSinou CDllb a CD18, ale byly také pozitivni na CDlla. Bunky
EL4 a buniky LB27.4 exprimovaly vétSinou CDlla a CD18. Vzato
dohromady tato data ukazala, Ze G&innd a saturovatelnd vazba

CyaA k J774A.1 korelovala s ptritomnosti integrinu CD11b/CD18.

A.2.2 CyaA saturovatelnd vazba Jje specificky Dblokovéana

anti-CD1l1b mAbs

Pivodci dale zkoumali, jestli by CD11b/CD18 mohl byt pZimo
zapojen do vazby CyaA k bunkdm exprimujicim tento integrin.
Plivodci provadéli kvantitativni analyzu inhibice ziskané
s anti-CDl1lb M1/70 mAb vypoltem procenta hodnot primé&rné
fluorescence v neptritomnosti mAbs ve stdlych nebo ménicich se
koncentracich CyaA (obrazek 2). Inhibice CyaA vazby ziskana
s M1/70 anti-CDllb mAb byl téméf Uplnéd pfi vét3iné testovanych
koncentraci CyaA (obrazek 2a, b). Tato inhibice byla
specifickd, protoZe anti-CDlla, CDllc, CD18 nebo kontrolni mAb

neinhibuji CyaA vazbu. Druhd anti-CDllb mAb (klon 5c6) takeé
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inhibovala wvazbu CyaA (obrézek 2 c,d). Podobné vysledky byly
ziskdny pro FSDC, nezralou dendritickou bun&&nou 1linii
exprimujici CDllb (obrdzek 2a, c¢) a J774A.1 makrofagovou

bunécnou linii (obrézek 2b, d).

Aby se prozkoumalo, zda by CyaA mohla podobné interagovat
s humdnnim CDllb, byly provddé&n CyaA vazebné studie na
humannich neutrofilech, jejichZ vysokd exprese CDllb je dobte
prokdzéna. ProtoZe po inkubaci huménnich myeloidnich bunék
s anti-CyaA kralicimi protilatkami (data nejsou uké&zéna) byla
vysokd fluorescence pozadi, pavodci p¥ipravili alternativni
vazebny test. Detoxikovand forma CyaRA Dbyla specificky
biotinylovdna v uniké&tnich cysteinovych zbytcich, geneticky
zavedenych do Jjeji katalytické domény. S pouZitim tohoto
systému byli pavodci schopni detekovat CyaA vazbu
k neutrofiliim (obrédzek 3). Preinkubace neutrofilt s 44 nebo
M1/70 anti-CDllb mAbs vedla, podle uvedeného daného pofadi, ke
kompletni nebo parci&lni inhibici vazby CyaA (obrédzek 3a a b).
Na rozdil od C71/16, anti-my3i CD18 mAb, kterd neblokovala
CyaA vazbu k myS8im bunikdm, preinkubace s humdnni anti-CD18

TS/18 mAb vedla ke kompletni inhibici CyaA vazby k humannim

neutrofilim (obrédzek 3b). Podobné vysledky byly ziskany
s hum&nni monocytdrni THP-1 buné&&nou linii (data nejsou
ukédzéana) .

Zavérem 1lze konstatovat, Ze CyaA vazba na povrch tFi
myeloidnich bunéénych 1linii, jak my3iho tak huménniho pavodu
(J774A.1, FSDC, THP-1), a také cerstveé purifikovanych
huménnich neutrofild, je hlavné zprostfedkovana

prostfednictvim CD11b/CD18 integrinu.
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A.2.3 CyaA-zprostredkované zvy3Seni cAMP a toxicita Jsou

specificky blokovany anti-CD1lb mAb

Aby se vyhodnotila fyziologickd& =z&vaZnost CyaA vazba
zadvislé na CD11b/CD18, pGvodci zkoumali ucinek blokady mAbs na
cytotoxicitu CyaA. Plvodci nejdfive mé¥ili mnoZstvi cAMP
vytvoreného v burikdch J774A.1 vystavenych CyaA v pfitomnosti
riznych mAbs. Jak ukdzano na obrazku 4a, zvySeni
intraceluldrniho obsahu cAMP indukovaného CyaA byl zcela
odstrané&no, kdyZz byly buiiky preinkubovdny s M1/70 anti-CD11lb
mAb. Cl17/16 anti-my$i CD18 mAb, kterd neblokovala wvazbu CyaA
na bunky (obrdzek 2) neméla ZAadny uc¢inek na intraceluldrni
obsah cAMP bunék o3etrenych CyaA. Tato data tedy silné svédc&i
pro to, Ze zvySeni intraceluldrniho cAMP indukované CyaA je
zdvislé na interakci toxinu s CDllb. Aby se da&le analyzovaly
poZadavky této molekuly na toxicitu CyaA, plGvodci hodnotili
G&inek mAbs specifickych pro ruzné ¥fetézce rodiny B2 integrint
na CyaA zprost¥edkovanou buné&&nou smrt. Obrazek 4b ukazuje, zZe
anti-CDl1lb mAb J774A.1 dramaticky redukovala bunécnou smrt
indukovanou CyaA (88% inhibice). Bunécnd smrt indukovand CyaA
byla neovlivnéna, kdyz J774A.1 byly preinkubovany s mAbs,
které neblokovaly vazbu toxinu k bunkdm (anti-CDlla, CDllc

nebo CD18 nebo kontrolni mAb).

Vzato dohromady tato data ukazuji, Ze CyaA vazba
prost¥ednictvim CDllb Jje striktné& vyZadovdna pro CyaA

zprostfredkovanou toxicitu na bunky J774A.1.

A.2.4 Transfekce CHO bunék s CD11lb/CD18 udé&li senzitivitu na
CyaA

Aby se potvrdila tuUloha CDllb pro vazbu CyaA, pavedci
pouzili CHO bunky transfekované huménnimi integriny CD11b/CD18

nebo CD11lc/CD18 nebo fales$né transfekované (samotny vektor).
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Jak je ukdzadno na obrdzku 5a, CyaA se miZe ve 37 °C véazat
k témto bun&cnym liniim. Nicmén&, CyaA vazba byla u&inna a
saturovatelna v CHO bunkdch exprimujicich CD11b/CD18, ale ne
v bufikdch s CD11lc/CD18 nebo faledné& transfekovanych bunkach.
Afinita CyaA pro CDl11b/CD18 transfekované buiky byla v nM
rozsahu (Kd = 0,7 £ 0,09 nM). Ve 4 °C byla G&innost CyaA vazby
redukovédna ve srovnadni s vazbou ve 37 °C (obrizek 5b). V této
teploté byly rozdily mezi CD11b/CD18 transfekovanymi buifikami a
dvéma jinymi bunéénymi liniemi vice vyjad¥eny.

ProtoZe plvodci zjistili, Ze CDllb byl vyZadovan pro CyaA
zprostfedkovanou  toxicitu  bufikdch J774A.1, puvodci  pak
urCovali, Jestli CDllb exprese byl dostatend pro ud&leni
CyaA-senzitivniho fenotypu CHO transfekovanym bunikém.
V souladu s pfedchozimi publikacemi [Gordon et al, 1988], CyaA
indukovala vyznacéné mnoZstvi intraceluldrniho cAMP v CHO
bunkach transfekovanych CD11c/CD18 nebo v kontrolnich faledné
transfekovanych bunkach, ale pouze ve. vysoké koncentraci
toxinu (5 ug/ml, obrézek 5c). Na rozdil od toho CyaA zvy3ila
intraceluldrni hladinu cAMP v CD11b/CD18 transfekovanych CHO

bunkach dokonce v nejniZ3i studované koncentraci (0,05 pg/ml).

Navic produkce cAMP jako reakce na CyaA v koncentraci 5 pg/ml
byla 4 aZ 5krat vice zvy3ena v CD11b/CD18 transfekovanych
buiikach ve srovnadni s CDllc/CDl8-transfekovanych nebo fale3né

transfekovanych bunkéach.

Pavodci také hodnotili tilohu CD1l1lb/CD18 v CyaA-
zprostfedkované bunééné smrti. Jak je ukdzadno na obrazku 5d,
vice neZ 50 % CHO transfekovanych CD11b/CD18 bylo usmrcenno po
4 hodindch inkubace s 5 pg/ml CyaA, zatimco CD11lc/CD18-
transfekované nebo falesné transfekované buiiky timto oSetfenim

postiZeny nebyly.
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Vzato dohromady tyto vysledky tedy jasné& prokazaly, Ze
exprese humdnniho CD11b/CD18 integrinu Jje dostatec¢na pro

vytvofeni receptoru s vysokou afinitou pro CyaA v bunkach CHO.

A.3 Diskuse: Receptor pro CyaA

Na rozdil od jinych toxiny byla CyaA povaZovéna po dlouhou
dobu za nezavislou na jakékoliv receptorové vazbé. To bylo
zaloZen na pozorovani, Ze i) CyaA mbZe intoxikovat in vitro
celou fadu modelovych buné&Znych 1linii rtzného puvodu [Ladant
et al, 1999] 4ii) CyaA se vaZe k bunkdm Jurkat a ov&im
erytrocytim neSaturovatelnYm zpusobem [Gray, et al 1999]. Ve
skutecnosti, tato pozorovani zjistila, Ze nespecificka
adsorpce CyaA na lipidové membrény vede k urcité translokaci
katalytické domény do cytosolu. Nicméné& nevyloulila existenci
specifického receptoru. Pavodci wukdzali v této studii na
myeloidnich bun&énych 1liniich, Ze vazba a toxické vlastnosti
CyaA jsou zavislé na jeji interakci s integrinem CD11b/CD18.
U&innd a saturovatelnd vazba koreluje s expresi CDllb a Je
plné a specificky blokovédna anti-CDllb mAbs. Navic exprese
CD11b/CD18 v CHO bufikdch dramaticky zlep3i vazbu CyaA, coZ méa
za nasledek zvySenou senzitivitu k intoxikaci timto toxinem.
Vysledky puvodclt jsou prvnim dbkazem, ktery podporuje
interakci CyaA s molekula buné&ného  povrchu specificky
exprimovanou na leukocytech. Téméf kompletni blokada CyahA
vazby anti-CDllb mAbs sv&d&i pro to, Ze CDllb je hlavni
receptor pro CyaA v testovanych bunéénych liniich. Nedostatek
G&inné vazby na CDl11lc/CD18 transfektanty nebo CD11a/CD18
exprimujici butiky, jako jsou napfiklad EL4 nebo LB27.4 sve&dCi
pro to, Ze CD11b/CD18 je jediny integrin B2 rodiny zapojeny do

vazby CyaA na cilové bunky.
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V souladu s predchozimi studiemi pavodci pozorovali
detekovatelnou vazbu CyaA na v3echny testované buné&cné linie.
Krom& toho CyaA ve vysokych koncentracich spustila maleé, ale
detekovatelné zvySeni cAMP ve fale3né transfekovanych CHO
buiikdch, které nebylo sdruZeno s buné&lnou smrti. Ve vysoké
koncentraci se tedy CyaA miZe vazat a translokovat k celé fadé
buné&&nych linii, ale u¢innd a saturovatelnad vazba, translokace

a zabijeni je charakteristicky znak bunék exprimujicich CD11lb.

Vazba CyaA k &lenu rodiny B2 integrinl p¥ipomind chovani
jinych RTX toxin&, o kterych bylo nedadvno zjisténo, Ze
interaguji s t&mito molekulami [Lally et al, 1997, Li et al,
1999, Ambagala et al, 1999, Jeyaseelan et al, 2000]. Hl1yA z E.
coli, kterd je siln& homologni s CyaA, tvofi kationtové pdry
v plazmatické membran&. HlyA projevuje specifitu k leukocytim,
ale pouze vV nizké koncentraci [Welch et al, 1991]. Bylo
ukazéano, e tato relativni specifita Jje zprosttfedkovana
interakci s integrinem CD11a/CD18 [Lally et al, 1997]. Podobné
leukotoxin z A. actinomycetemcomitans a P. haemolytica (LtxA a
LktA, v daném potadi), coZ jsou méné promiskuitni RTX toxiny
specifické pro huminni a bovinni leukocyty, v daném potadi,
také interaguji s CDlla/CD18 [Lally et al, 1997, Li et al,
1999, Ambagala et al, 1999, Jeyaseelan et al, 2000]. Navzdory
své silné homologii s HlyA, CyaA rozpoznavad dalsi B2 integrin
(CD11b/CD18), JjehoZ bun&cnad distribuce je odlisnd. Opravdu,
CD1lb je exprimovan vé&tdinou na makrofézich, neutrofilech a
dendritickych bufikdch, ale ne na vétsiné T a B lymfocytt,
zatimco CDlla je exprimovédn na v8ech leukocytech vletné T a

B lymfocytu.

Toto specifické cileni CyaA k bufikdm exprimujicim CD1lb je
vyuzivano v predkladaném vyndlezu, aby se specificky cilila
tato konkrétni podskupina buné&k. Detoxikované mutanty Cyaa,

které zGstavaji invazivni, by mohly byt pouZity pro dodavani
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farmakologicky uc¢innych molekul k CDllb pozitivnim bufikdm, bez

znatelného ovlivnéni dal$ich buné&nych typt.

Priklad B

Cilené dodani antigenu do cytosolu myeloidnich dendritickych

bunék a selektivni CTL instruovani
B.1l Materidl a metody

B.1.1 Rekombinantni toxiny a peptid adenylatcykléazy

Synteticky peptid pOVA (SIINFEKL) pochdzel od fimy
NEOSYSTEM a byl nafedé&n v PBS na koncentraci 1 mg/ml.

B.1.2 Imunizace a test detekce cytotoxickych T lymfocytt

Byly pouZity samice C57BL/6 (H-2°) od Iffa Credo
(L'arbresle, Francie) ve véku 6 aZ 8 tydnG. TAPl -/- (Van Kaer
et al., 1992), CD4-/- (Killeen et al., 1993), CD40-/- (Kawabe
et al, 1994) a B lymfocyt-deficitni puMT (Kitamura et al, 1991)
kfiZeny na C57BL/6 zaklad& pochédzejici ze zafizeni CDTA (CNRS,
Orleans, Francie) a byly rozmnoZovadny v zatizenich Institutu
Pasteur. Zvirata byla intravendézné& imunizovdna Ag v PBS. Sedm
dnt po injekci byla zvifata usmrcena a byly jim odstranény
sleziny. Jednobun&lné suspenze splenocytd (2,5x10’ buné&k) byly
restimulovany v 10 ml CM (viz niZe) s ozafenymi butikami
sleziny (2,5x10’ bunék) po dobu 5 dnb v pritomnosti 1 pg/ml
pOVA. Test cytotoxicity byl provadén presné tak, jak bylo
popsano drive (Fayolle, et al., 1999).
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B.1.3 Buné&né linie

B3Z (Karttunen et al., 1992), <CD8" T 1lymfocytérni
hybridomové  bunky specifické pro pOVA  257-264 peptid
(SIINFEKL) v kontextu H-2K° byl velkorysy dar od Dr N. Shastri
(University of California, Berkeley, USA).

B.1.4 Testy prezentace antigenu

VSechny testy prezentace antigenu byly provadény
kokultivaci APC s B3Z na 96 jamkovych kultivacnich
mikrotitra&nich destid&kdch (kone&ny objem 0,2 ml) v RPMI 1640
dopln&ném 10% fetdlnim telecim sérem, 100 U/ml penicilinu, 100
png/ml streptomycinu, 2mM L-glutaminem a 5x107°M 2-
merkaptoethanolem (kompletni médium, CM). Stimulace B3Z bun&k
(10° bunék/jamka) byla monitorovana IL-2 uvoliiovanim
v supernatantech 18 az 24-hodinovych tkéanovych kultur
v pritomnosti APC. IL-2 byl mé&fen v CTLL. testu tak, jak bylo
popsano drfive (Guermonprez et al., 1999). V nékterych
experimentech (viz popisy obrazkl), B3Z stimulace Dbyla
hodnocena s pouZitim reportérového testu NF-AT lacZ. Aktivita
lacZ v buné&&nych lyzatech byla vyhodnocovana s CPRG substratem
tak, jak bylo popséno d¥five (Karttunen et al., 1992). Byly
provadény dva testy prezentace antigenu: 1) in vitro test: APC
pochédzejici z naivnich my3i byly kokultivovéany (10°/9jamka)
s B3Z v pritomnosti Ag v rGznych koncentracich. V nékterych

experimentech byly APC preinkubovany nebo nebyly preinkubovany
s mAbs v koncentraci 10 pug/ml po dobu 40 minut ve 4 °C, pak byl
k bufikdm priddn Ag v koneéném objemu 100 pl v kontinualni
pfitomnosti mAbs. Po 4 hodindch impulsu byly APC dvakrat
promyty a vloZeny do kokultivace s B3Z. PouZité purifikované
mAbs byly proti CDl1lb (M1/70 potkanni IgG2b, k) nebo izotypove

shodna kontrola a pochédzely od firmy Pharmingen (San Diego,

*e o
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USA) . ii) Ex vivo test: APC pochazely z my3i pfedem
intravenézn& imunizovanych réznymi Ag a byly vloZeny do
kultury s B3Z v kone&ném objemu 0,2 ml v raznych mnoZstvich

APC na jamku.

B.1.5 Buiky prezentujici antigen a t¥idéni

Celkové buiiky ze sleziny (TSC), frakce s nizkou denzitou
(LDF) a frakce s vysokou denzitou (HDF) byly ptipraveny podle
protokolu Steinmana modifikovaného autory Vremec et al.
(Vremec et al., 1992). Kratce, sleziny byly Stépeny
kolagendzou po dobu 40 minut ve 37 °C, a pak rozetfeny a
p¥ipraveny v kontinu&lni pfitomnosti SmM EDTA. Buiiky byly
stoCeny na hustém roztoku BSA. Supernatant a bunky peletu byly
sebrany odd&lené& a nazvény frakce s nizkou denzitou a
s vysokou dehzitou. 7nadeni na CDllc bylo provadéno ve 4 °C
v PBS doplné&nym 5% fetdlnim telecim sérem a 2mM EDTA (PBS-
FACS) s k¥e&&i HL3 mAb kondenzovanou k fykoerytrinu (PE),
fluoresceinisothyokyanatu (FITC) nebo Dbiotinylovanou, a pak
ukdzanou streptavidinem-PE. CD8a znaleni bylo provddéno s mAb
53-6.7 kondenzovanou k PE. CDllb =znaeni bylo provadéno
s M1/70 mAbs kondenzovanou k PE nebo FITC. CD54R znaleni bylo
provadéno s B220 mAb kondenzovanou k PE nebo biotinylovanou a
ukdzanou streptavidinem-PE. V3echny mAbs pochazely od firmy
Pharmingen. Po dvou promytich byly buiky tfidény s pouZitim
pr¥istroje FACStar (Beckton Dickinson, Mountain View, USA).
Butiky byly asepticky ziskidny do CM. Cistota t¥idénych bunék
byla kontrolovana na alikvotu tfidénych bunék analyzovanych na
pristroji FACScan (Beckton Dickinson, Mountain View, USA).
gistota t¥idénych buné&k byla typicky mezi 80 a 98 %. V jinych
experimentech (jako uvedeno v popisech obrazkl), CDllc+ bulniky
byly tfidény pfimo po Sté&peni sleziny kolagendzou s pouzitim

CDllc mikroperlidek a technologie magnetického t¥idéni bunék
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podle protokolt dodavatele (MACS, MiltenyiBiotec, Bergish
Gladbach, Némecko). Cistota bun&k t¥idé&nych touto technikou

[0

byla v rozmezi kolem 80 %.

B.2 Vysledky

B.2.1 CD4- a CD40-nezdvislé instruovani CTL po systémové

imunizaci s CyaROVA v neptitomnosti adjuvans

Jako experimentélni modelovy epitop byl pouzZit H-2KP
restringovany SIINFEKL epitop kufeciho ovalbuminu. Byl
geneticky vloZen do katalytické domény detoxikované, nicméné
dosud invazivni mutanty CyaA. My3i C57BL/6 (H-2°) byly
imunizovany i.v. jednou s 50 pg rekombinantniho toxinu nebo
kontrolniho fyziologického roztoku. Sedm dnd po imunizaci CTL
aktivita specifickd pro pOVA byla detekovana ve splenocytech
CyaAOVA-imunizovanych C57BL/6 mysi, - ale ne v my8ich
injikovanych fyziologickym roztokem nebo kontrolni CyaA
(obrézek 6a). Podobné vysledky byly ziskdny u CD4 nebo CD40
deficitnich my3i, coZ ukazuje, Ze na rozdil od mnoha dals$ich
CTL reakci (jako jsou reakce vyvolané proti zk¥iZené
instruujicim (,cross-priming"“) Ag (Bennett et al, 1997, 1998,
Schoenberger et al., 1998, Ridge et al., 1998) CD4" T pomocné
lymfocyty nebyly zavazné pro instruovéani CTL reakci
prostfednictvim CyaROVA (obrazek 6b, c). Kromé& toho nebyly
vyZadovany B lymfocyty, protoZe CTL reakce byly také ziskany
od B lymfocyt deficitnich my3i (IgM-/-, obrazek 6d).
Kontaminujici LPS, moZnd pusobici Jjako adjuvancia, nejsou
zapojeny do stimulace CTL reakci CyaAOVA, protoZe CS57BL10ScSn
a LPS-hyporesponzivni my3i C57BL10ScCr projevovaly podobnou
OVA-specifickou CTL reakci po CyaAOVA injekci (neukazano) .
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B.2.2 In vitro a in vivo cileni CyaBAOVA prezentace k burikam

exprimujicim CDllb

Aby se lépe porozum&lo imunogenicit& CyaAOVA, puvodci
zamy$leli urcdit APC zapojené do Jjeho prezentace cpg* T
lymfocytlm. S pouZitim IL-2 sekrece jako udaje o stimulaci,
ptvodci prokdzali, Ze B3Z, H-2K°-restringovany, anti-OVA CD8" T
lymfocytarni hybridom, je stimulovén in vitro velkym mnoZstvim
splenocytdt v ptitomnosti CyaAOVA, ale ne CyaALCMV (obrazek
7a). Puvodci =zamyZleli analyzovat APC schopnost t¥i pfesné

stanovenych splenickych APC: DC (CDllc'), B lymfocytt (CD45R"Y)
Y

a makrofadgt/granulocytl  (CD11b"¥*°**cD1lc”). Kvali nizkému
procentu CDllc* v celkovych splenocytech (<1%), pavodci

provaddé&li frakcionaci dle denzity a t¥idili CDhllct =z DC-
obohacené (4-10%) populace s nizkou denzitou pratokovou
cytometrii. Frakce s vysokou denzitou obsahovala pouze stopovéa
mno¥stvi CDllc' bundk. Na rozdil od toho, distribuce CD45R" a
CD11b"¥®%%°*cpllc” (sloZend z granulocytd/makrofdgl) bunék v obou
frakcich umozZnila tfidéni celkové populace na tyto
ukazovatele. Jak Jje ukdzdno na obrazku 7c, CyaAOVA byl
prezentovan vé&tdinou u¢inné prostfednictvim DC, méné& ucinné
CD11b"¥%%%°*cpllc™ a B lymfocyty. To koreluje s kvazivylucnou
distribuci schopnosti prezentovat antigen ve frakci
splenocyt® s nizkou denzitou (obrazek 7a). V ostrém kontrastu
je to, Ze obé& frakce, jak s vysokou, tak s nizkou denzitou,

byly schopny stimulovat B3Z jako reakce na pOVA (neukazano) .

Aby se detekovaly KP-OVA komplexy vytvorené in vivo po
imunizaci, APC pfipravené z my3i i.v. imunizovanych 8 az 15
hodin p¥edem 50 pg CyaROVA byly kokultivovany s B3Z in vitro
bez ptidani Ag (ex vivo test). Pokud jde o in vitro testy, APC
zodpové&dné za CyaAOVA prezentaci byly pfitomny vyluéné v DC-
obohacené frakci splenocytd s nizkou denzitou (obrazek 7b).

Specifita testu byla kontrolovana APC z CyaALCMV-imunizovanych
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my$i, které nestimulovaly B3Z (obrazek 7b). Aby se dale
charakterizovaly APC s nizkou denzitou =zapojené do CyaAOVA
prezentace, puvodci provadéli t¥idéni bunék: vysledky ukazané
na obrazku 7d ukazuji, Ze DC (CDllc*) frakce byla G&inné&jsi
APC. Makrofagy/granulocyty (CD11b¥*°*°*CcD1lc”) a B lymfocyty
(CD45R*) t¥idé&né ze stejné frakce, byly velmi nepostacujici prfi

stimulaci B3Z.

Aby se dale charakterizovaly APC zapojené do CyaAOVA,
ptivodci provad&li subfrakcionaci splenocytl s nizkou denzitou
cDhllct DC v CDllc'CD8a” myeloidni podskupin& a CDllc'cD8a’
lymfoidni podskupiné&. In vitro a ex vivo testy (obrédzek 7e a
f, v daném poradi) wukézaly, Ze schopnost prezentace antigenu
pro CyaAOVA byla podrZena myeloidni podskupinou, ktera také
exprimovala CD11b%, na rozdil od lymfoidni  podskupiny
exprimujici nizké hladiny tohoto integrinu (Pulendran et al.,
1997, Vremec et al., 1997). Neschopnost Cbhllc*CD8a’” lymfoidni
podskupiny prezentovat CyaAOVA byla specificka pro CyaAOVA,
protofe CDllc*CD8a* a CDllc'CD8a” prezentovaly pOVA synteticky

peptid stejné& dobfe B3Z.

In vitro a ex vivo testy provaddéné se splenocyty
z kontrolnich (C57BL/6) nebo B lymfocyty-deficitnich myS3i
(IgM-/-) potvrdily 38patné pfispivdni B lymfocytd k CyaAOVA
prezentaci in vitro a in vivo (obrazek 7 g a h). V souladu
s témito vysledky, CTL reakce indukované CyaAOVA nebyly
vyznamné ovlivné&ny u B lymfocyty-deficitnich my3i ve srovnani

s kontrolnimi my3mi (obrédzek 5d).
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B.2.3 MHCI-restringovanad prezentace CyaAOVA dendritickymi
buiikami z&visi na cytosolovém dodéni rekombinantniho toxinu

jak in vitro tak in vivo

Aby se urcilo, zda CyaAOVA prezentace zavisi na
cytosolovém dodani OVA epitopu nebo extracelularni davce,
puvodci provad&li testy prezentace Ag s celkovymi splenocyty
nebo CDllc' DC z TAP-/- nebo kontrolnimi TAP+/+ splenocyty
purifikovanymi z naivnich zvirat (in vitro, obrazek 8a) nebo
zvitat imunizovanych i.v. s CyaAOVA (ex vivo, obrazek 8b).
Vysledky ukazaly, Ze CyaRAOVA prezentace dendritickymi bufikami
je zcela zavisl&d na TAP bud in vitro nebo in vivo. ProtozZe
pOVA prezentace je jev nezdvisly na TAP, puvodci zkontrolovali
funk&nost TAP-/- DC t¥id&nych 2z CyaAOVA-imunizovanych mySi
stimulaci B3Z s témito bufkami s in vitro vloZenym pOVA
peptidem (neukadzéno). Tyto vysledky wukazuji, Ze in vivo

prezentace CyaAOVA zavisi na jeho cytosolovém dodéni.

B.2.4 Interakce CyaA s CDllb je vyZadovéna pro buné&lnou vazbu
a dodéni vloZeného antigenu do cytosolové drahy pro prezentaci

antigenu MHC1

Pivodci ukdzali v &asti A, Ze saturovatelnd a G¢innd vazba
CyaA WT k CD11lb* buikdm mhZe byt blokovana specificky anti-
CD11lb mAbs. Navic CDllb transfekce specificky propujcila
saturovatelnou vazbu a senzitivitu na CyaA WT bunkdm CDllb~
jinak odolnym proti CyaA WT. Blokada bunéclné vazby anti-CD11b
mAbs inhibovala néasledné intraceluldrni dodéni katalytické
adenylatcykldzové  domény, zvySeni cAMP a bunécnou smrt
indukovanou CyaA WT. ProtoZe tyto vysledky byly ziskany na
bun&&nych liniich, =zbyvalo urlit, jestliZe se CyaA vaie Kke
splenocytlim. Puvodci p¥ipravili test pratokovou cytometrii pro
detekci fixace biotinylované detoxikované formy CyaA nesouci

OVA peptid (CyaAOVAbiotin) k suspenzim celkovych splenocytti se

sse S
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streptavidinem kondenzovanym k fykoerytrinu. S pouZitim tohoto
testu puvodci pozorovali, Ze se CyaAOVA vaZe k podskupiné
leukocytl v suspenzi celkovych splenocytd (5-7%). Preinkubace
s anti-CDllb M1/70 mAb, ale ne s kontrolni mAb, tuto wvazbu
zruSila (obrédzek 9a). Kromé& toho existuje korelace mezi
expresi CDllb a CyaRAOVA vazbou k bunkdm s nizkou denzitou:
CyaAOVA se vaZe U&inn& k T lymfocytdm CD11lc*'CD8a”, které
exprimuji vysoké hladiny CD1llb, mén& 4&inn& k CDllc’'CD8a’,
které exprimuji nizké hladiny CD1llb a velmi slabé& k CDllc CD8a”
T lymfocytim, které neexprimuji CDllb (obrézek 9b). Je
pozoruhodné, Ze se CyaOVA véaZe U€inné k nizkému procentu bunék
CDllc’CD8a” " korelaci s pritomnosti CD11b"%%¥* v této CDllc™
populaci. Vazba CyaOVA biotinu je tedy zprostfedkovéna CDllb
(pokud jde o CyaA WT) a predpovidd schopnost daného bunééného
typu prezentovat CyaOVA.

Pivodci ukézali, Ze In vitro anti-CD1llb mAb M1/70 blokuje
CyaAOVA prezentaci TSC buntitkami B3Z (obrazek 10a). Tato blokada
je specificka, protoZe i) kontrolni mAb nebo mAbs specifické
pro dal&i &leny rodiny B2 integrin (anti-CDlla, CDllc) mély
maly nebo Zadny Gcinek (obréazek 10a a data nejsou ukézana) 1ii)
prezentace pOVA byla nepostiZena anti-CDllb nebo Jjinou
z téchto mAbs (obrdzek 10b a data nejsou ukdzdna). To
potvrdilo, Ze CDllb je hlavni receptor pro CyaAOVA alespon ve
slezin& a Ze CyaAOVA-CDllb interakce je zavaznd pro prezentaci

vloZeného epitopu.

Kone&né&, aby se zjistila uGloha bunék exprimujicich CDllb
v CyaAOVA prezentaci, plUvodci provadéli tridici experimenty na
celkovych splenocytech my$i imunizovanych CyaAOVA nebo pOVA.
Celkové splenocyty byly t¥idény na frakce CD11lb" a CD11b".
Zatimco tyto dv& subpopulace stimulovaly B3Z po pOVA 1i.v.
imunizaci (obrazek 10d), pouze CDllb* subpopulace stimulovala

B3Z po CyaAOVA i.v. imunizaci (obrazek 10c).
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Vzato dohromady tyto vysledky Jasn& prokazuji, Ze
prezentace OVA peptidu CyaOVA je zavisld na buné&lné vazbé a

tedy na interakci s CDllb.

B.3 Diskuse

\ ptedkladané studii, s pouZitim detoxikované
adenylatcykléazy Bordetella pertussis jako vektoru
poskytujiciho epitop, puvodci =zaloZili strategii imunizace,
ktera instruuje CTL reakce po jedné injekci tim, Ze obchazi
pot¥ebu adjuvans. Pavodci identifikovali mechanismy, které

prispivaji k vysoké G&innosti detoxikované CyaA jako vektoru:

B.3.1 CyaA cili myeloidni dendritické bufiky prostfednictvim

jejich interakce s CDllb integrinem

Test prezentace antigenu specifickému cpg? T
lymfocytdrnimu hybridomu s pouZitim in vitro— nebo in vivo-
APC (test in vitro a ex vivo, v daném pofadi) prokédzal, Ze
nejt&inn&jsi APC pro CyaRAOVA jsou CD11lc*CD11b"¥®°*** DC. Opravduy,
vesdkera schopnost prezentace Ag CyaAOVA patti frakci
splenocyt® s nizkou denzitou, které si podrzely DC. Buné&lné
t#¥idéni definovanych bunélnych typad ukézalo, Ze  bunky
CD11lc*CD11b"®°%** DC jsou mnohem UEinn&j3i neZ bufiky CDllc”
CD11b"¥%°** pro prezentaci CyAOVA. Men3i prispé&vek pozorovany u
B lymfocytd& (CD45R") byl potvrzen u¢innou prezentaci CyaAOVA
(in vitro a ex vivo) a CTL reakcemi u B lymfocyty-deficitnich

mySi.
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B.3.2 CyaA dodd Ag do cytosolové drahy pro prezentaci MHC I.
t¥idy in vivo

Tady puvodci ukézali zavislost CyaOVA prezentace na
celkovych splenocytech in vitro. Pavodci ptekvapivé také
ukazali, Ze in vivo prezentace CyaAOVA také probihd po TAP-
z4vislé draze. To vedlo k zavéru, Ze CyaAOVA prezentace 1in
vivo vyplyvd G&inn& =z cytosolového dodéni a ne z nahodilé

extraceluldrni degradace.

B.3.3 CTL instruovani obchdzi CD4" T pomocné lymfocyty a je

nezavislé na CD40 signalizaci

Zrani z nezralého stédia do stadia zralosti je
charakterizovano i) poklesem zachytné schopnosti Ag, 1ii)
zvy3enim schopnosti instruovani T lymfocytd, 1ii) migraci
z mist odebirani vzorkdl Ag (margindlni =zdéna ve sleziné) do
oblasti T lymfocyt® (periarterioldrni 1listy ve slezing&), kde
se maximalizuje pravdépodobnost stfetnuti s Ag-specifickymi T
lymfocyty (De smedt et al., 1996). Navic k prezentaci Ag
prostfednictvim DC Jje nyni maturaéni faze Siroce pfijiména
jako predpoklad instruovani T lymfocytd. In vitro studie
upozornily na ulohu CD4* T lymfocytlt v signalizaci DC maturace,
zejména prostfednictvim interakce CD40L-CD40 (Bell et al.,
1999). V pripadé instruovani cpg8t T lymfocytl zk¥iZené
instruujiciho bunécného Ag, Cb4* T lymfocyty provadéji svou
pomoc CD8" T lymfocytim mechanismem zavislym na CD40
(Schuurhuis et al., 2000, Bennett et al., 1998, Schoenberger
et al., 1998, Ridge et al., 1998). Protoze CyaAOVA instruuje
CTL zplsobem nezavislym na CD4 a CD40, Jje lakavé spekulovat,
e detoxikovanid CyaA miZe byt obdatena vwvnit#ni schopnosti

adjuvans.

X AR J
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B.3.4 Zavér

Predkladand studie predstavuje prvni charakterizaci, pokud
je puvodclm zndmo, proteinového vakcinového vektoru, ktery
spliiuje jak cileni k profesiondlnim APC, cytosolové podani
vektorizovaného Ag a instruovédni CTL bez pouZiti adjuvans.
Navic puvodci objasnili mechanismus buné&&ného cileni prukazem
toho, Ze prezentace Ag Jje zavisld na interakci mezi CyaA a
CD11lb, jejim receptorem. Z tohoto divodu je bunélna specifita
CyaA je prekvapivé prizplsobena ucelu dodéni Ag. Konecné,
bun&in& specifita CyaA nebo jinych bakterialnich toxint mazZe
slou?it cytosolovému dodani 3iroké skupiny farmaceuticky
relevantnich molekul, jejichZ u&inky by mé&ly byt cileny na

restringovany soubor bunék.

Priklad C

Pouziti adenylcyklédzy pro dodédni chemicky kondenzovanych

antigent do dendritickych bun&k in vivo

C.1 Metody kondenzace poZadované molekuly na vektory odvozené

z CyaA

Je zde popsan obecny metodologicky zéklad pro pfipravu
rekombinantnich CyaA toxini takovym zplsobemn, kdy se
,haroubuje" pozadovand molekula k CyaA prostfednictvim

disulfidickych vazeb.

Pro ilustraci, synteticky peptid velikosti 12 aminokyselin
odpovidajici ovalbuminovému epitopu z cD8* T 1lymfocytd byl
chemickym zesit&nim navdzdn prostfednictvim disulfidické vazby
k cysteinovému zbytku geneticky vnesenému do CyaA katalytické
domény v poloze 235 (divoky typ CyaA neobsahuje Z&dny

cysteinovy zbytek). OCekdvané vyhody této nové konstrukce
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jsou nésledujici:
(1) vSestrannost: jednoduchy CyaA nosicovy protein miZe byt
snadno kondenzovdn s jakymkoliv poZadovanym syntetickym

peptidem,

(ii) imunogenicita: po aplikaci do cytosolu APC, epitopy
chemicky kondenzované k CyaA by mé€ly byt uvolnény z
vektoru (kvlli redukénim intraceluldrnim podminkdm) a
zavedeny pfimo do dréhy prezentujici MHC I. t¥idy, &imZ
by se obe3el potencidlné omezujici krok proteolytického

zpracovani v proteasomech.

Obecny postup navazani  syntetického peptidu k CyaA

prostf¥ednictvim disulfidické vazby je zndzornén na obréazku 11.

V prvni kroku je pfipraven rekombinantni CyaA toxin, ktery
obsahuje jeden cysteinovy zbytek geneticky vloZeny
v katalytické doméné CyaA (CyaA divokého typu neobsahuje ZAadny
cysteinovy zbytek).

Rekombinantni CyaA toxin, ACTM235, byl jiz drive
charakterizovan (Heveker a Ladant, 1997). Konkrétné, ACTM235
nese Cys-Ser dipeptid vloZeny mezi aminokyseliny 235 a 236 a
je plné cytotoxicky. Tento toxin byl exprimovadn a purifikovan

na homogenni produkt, jak bylo jiZ popséno v A.1.1.

Ve druhém kroku byl konstruovdn synteticky peptid
odpovidajici epitopu ovalbuminu pro CD8" T lymfocyt: navic k
sekvenci SIINFEKL (jednopismenny kéd aminokyselin), coZ je
pfesna sekvence epitopu, cysteinovy zbytek s aktivovanou
nitro~pyridin-sulfonylthiolovou skupinou (Cys-NPys) byl ptidéan
na N-konec peptidu v prubéhu chemické syntézy. Aktivovany
Npys-cystein byl oddélen od sekvence SIINFEKL ohebnym GGA
motivem, ktery usnadiiuje dal3i proteolytické opracovéani
peptidu v APC. Peptid (Cys-Npys-OVA, molekulovd hmotnost: 1405

Da) byl syntetizovdn uZitim =za¥izeni Neosystem (Strasbourg,
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Francie).

V t¥etim kroku byl peptid Cys-Npys-OVA kondenzovan
k ACTM235 nédsledujicim postupem:

Deset mg purifikovaného ACTM235 v pufru: 8 M mocovina,
20 mM Hepes-Na, pH 7,5, bylo redukovdno inkubaci po dobu 12
hodin v pritomnosti 10 mM dithiothreitolu (DTT). U&innost
redukéniho kroku byla ovérena SDS-PAGE analyzou za
neredukénich podminek: v podstaté vSechen ACTM235 protein se
pohyboval jako jediny pés velikosti 200 kDa
odpovidajici monomeru, bez jakéhokoliv diakazu vyskytu dimeru
(molekulovd hmotnost pfibliZné 400 kDa). Redukovany protein
pak byl nanesen na kolonu DEAE-SEPHAROSE (Amersham Pharmacia
Biotech) s 5 ml naplnéné prysky¥ice ekvilibrovanou v pufru: 8
M mocovina, 20 mM Hepes-Na, pH 7,5. ACTM235 protein byl plné
zachycen na DEAE-SEPHAROSE pryskyfici, kterd pak Dbyla
promyvdna pufrem: 8 M mocovina, 20 mM Hepes-Na, pH 7,5, 0,1 M
NaCl (> 100 ml), aby se odstranily *jakékoliv stopy DTT
(neptitomnost rezidudlniho DTT byla oveéfovana pouzZitim
klasické Ellmanovy reakce s 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoovou
kyselinou), DTNB). Redukovany ACTM235 protein pak byl eluovéan
z DEAE-sepharose pryskyfice 7 ml pufru: 8 M mocovina, 20 mM
Hepes-Na, pH 7,5, 0,5 M NaCl. T#¥i mg (pfibliZné (2 umol)
peptidu Cys-Npys-OVA pak byly p¥iddny k redukovanému ACTM235
proteinu (8 mg, pribliZné 45 nmol) a smé&s byla inkubovan po
dobu 16 hodin p¥i teploté mistnosti. Pak bylo pfidano 25 ml
20 mM Hepes-Na, pH 7,5 a 8 ml 5 M NaCl a takto nafedénad smés
pak byla nanesena na kolonu fenyl-Sepharose (Amersham
Pharmacia Biotech) s 10 ml nanesené pryskyfice ekvilibrovanou
pufrem: 20 mM Hepes-Na, pH 7,5, 1 M NaCl. Fenyl-Sepharose
pryskyfice byla promyta 50 ml pufru: 20 mM Hepes-Na, pH 7,5,
1 M NaCl, a pak 50 ml 20 mM Hepes-Na, pH 7,5. Derivatizovany
ACTM235 protein pak byl eluovan pufrem: 8 M mocCovina, 20 mM
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Hepes-Na, pH 7,5. Koncentrace toxinu byla urcena
spektrofotometricky z absorpce pfi 280 nm s pouzitim hodnoty

molekuldrniho exstink&niho koeficientu z 142 000 M™% cm™?.

Peptid Cys-Npys-OVA byl s pouZitim stejného postupu
kondenzovdn na druhy rekombinantni CyaA toxin, CyaAE5-LCMVgp,
ktery je detoxikovanou variantou (tj. postrddd enzymatickou
aktivitu v disledku genetického inzerce 2 aminokyselin LQ mezi
zbytky 188 a 189). Tento toxin také obsahuje 15 aminokyselin
dlouhou polypeptidovou sekvenci  (PASAKAVYNFATCGT) vloZenou
mezi zbytky 224 a 225 CyaA, a tak obsahuje téZ jeden Cys
zbytek. Plazmid kdédujici tento rekombinantni toxin je derivat
pCACT—ova—ES (Guermonprez et al. 2000) modifikovany inzerci
vhodného syntetického dvojvlaknového oligonukleotidu
kédujiciho sekvenci PASAKAVYNFATCGT mezi restrikéni mista Stul
a KpnI. CyaAE5-LCMVgp protein byl exprimovadn a purifikovén jak

bylo popséano dfive v A.1l.1.

Peptidy uvedené v tabulce 1 byly také kondenzovan podobné
k jinému detoxikovanému rekombinantni CyaA toxinu, CyaAE5S-
CysOVA, ktery obsahuije stejny Lo dipeptid vloZeny
v katalytickém misté& a 14 aminokyselinovou sekvenci vloZenou
mezi zbytky 224 a 225 CyaA. Tento inzert obsahuje Cys zbytek
pfilehly k OVA epitop, jak je ukdzdno na obrazku 12. Plazmid
kédujici tento rekombinantni toxin Jje derivat pCACT-ova-E5
modifikovany inzerci  vhodného syntetického dvojvlédknového
oligonukleotidu kédujiciho sekvenci ASCGSIINFEKLGT mezi
restrikéni mista BsiWl a KpnI. CyaAE5-CysOVA protein byl

exprimovan a purifikovan jak bylo popsédno dfive v A.1.1.

CyaAE5-CysOVA mlZe byt povaZovdn za obecny detoxikovany
vektor pro chemicky kondenzaci CTL epitopld prostfednictvim
disulfidickych mistkd. Pfitomnost OVA epitopu v CyaAES5-CysOVA
umozfiuje snadny in vitro test pro funk&nost pfenosu epitopu

mé¥enim  prezentace OVA  epitopu specifickému hybridomu
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T lymfocytl, jak bylo popséno dfive v B.1.4.

Tabulka 1

Peptidy Npys-CTL navazané na CyaAE5-CysOVA

Nazev epitopu Aminokyselinovd sekvence peptidu
CEA571 Cys (Npys) ~-GGYLSGANLNL

Gpl00 Cys (Npys) ~GGITDQVPFSV

MelanA Cys (Npys) -GGEAAGIGILTV
tyrosinédza Cys (Npys) ~-GGYMDGTMSQV

Alternativné thiolové skupiny rekombinantniho CyaA toxinu
mohou byt aktivovany 2,2'-dithiodipyridinem (Sigma) a
derivatizovany peptidy obsahujicimi redukovany cystein (postup
redukce Cys v syntetickém peptidu je poskytnut vyrobcem). Toto
by bylo obzvlasté vhodné, je-1li Zadouci peptid obsahujici

vnitfni cysteinovy zbytek.

C.2 Analyza in vitro a in vivo imunogenicita OVA epitopu

chemicky kondenzovaného k CyaA

In vitro pfenos OVA epitopu k molekuldm MHC 1I. t¥idy
prostfednictvim CyaA po chemické (CyaA-gp-S-S-OVA E5) nebo
genetické kondenzaci (CyaA-OVA E5) byl nejdfive analyzovéan
tim, Ze se zkoumala prezentace hybridomu OVA B3Z CD8' T
lymfocytd té&chto molekul na splenocytech. 3 x 10° splenocytt
(bunék sleziny) z C57BL/6 myS$i bylo kokultivovédno po dobu 18 h
s 10° bunék B3Z v pfitomnosti rlznych koncentraci rekombinantni
CyaA. IL-2 produkovany B3Z byl méfen uzitim CTLL

prolifera&niho testu.

oede

LX ]
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Jak Jje ukdzano na obrazku 13, vysokd IL-2 sekrece byla
pozorovana, kdyZz B3Z byly stimulovény budto CyaA-gp-S-S-OVA E5
nebo CyaA-OVA E5, coZz dokazuje, 2Ze OVA epitop chemicky
navdzany na CyaA byl stejné u¢inné dopraven do cytosolické
dradhy bunék prezentujicich antigen jako po genetické
kondenzaci. Zadna& IL-2 produkce nebyla pozorovana, kdyZ B3Z
byly stimulovany samotnymi CyaA molekulami bez OVA epitopu,

coz dokazuije specifitu IL-2 produkce.

V druhém kroku, byla analyzovdna in vivo schopnost téchto
molekul indukovat OVA-specifickou CTL reakci. C57BL/6 my3i (2
ve skupiné) byly imunizovédny i.v. injekci 50 pg rlznych CyaA.
Sedm dn pozdé&ji, 25x10° bundk sleziny jednotlivych my3i bylo
restimulovano s 0,1 upg OVA peptidu v pfitomnosti z 25x10°

ozarenych syngennich bunék sleziny po pé&t dni.

Cytotoxickd aktivita efektorovych bunék byla mé&¥ena na
Slcr-znadenych EL4 cilovych bufikdch s pulsem 50 pM OVA peptidu

nebo bez ného.

Jak je ukdzdno na obrdzku 14, vysokd hladina CTL reakce
byly indukovadna v myS$Sich imunizovanych jak CyaA-gp-S-S-OVA E5
tak CyaA-OVA E5, coZ demonstruje srovnatelnou G&innost
chemické a genetické kondenzace OVA epitopu. Zadnd CTL reakce
nebyla pozorovadna v mySich ockovanych kontrolni CyaA molekulou
bez OVA epitopu nebo kdyZ byly jako cilové bunky pouZity
nepotaZzené bunky EL4, coZ prokazuje specifitu zaznamenané CTL

reakce.

Na zavér lze shrnout, Ze tyto vysledky jasné dokazuji, Ze
CDB+ T lymfocytovy epitop chemicky navdzany na proteinovy
vektor odvozeny z CyaA je velmi uc¢inné prenesen do cytosolické
drdhy prezentace MHC I. t¥idy a indukuje silnou CTL odezvu in

vivo.
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P¥iklad D

Identifikace fragmentu CyaA, ktery se vadZe na CD11b/CD18 a

midZe byt pouZit jak G&inny vektor pro pfenos molekul

Jako pokus o mapovani useku, ktery je zapojen do interakce
mezi CyaA a CDl11lb/CD18 receptorem, byly konstruovidny razné
subfragmenty z CyaA a testovadny na jejich schopnost sout&Zit
s biotinylovanym CyaA toxinem o vazbu k CD11lb/CD18 na povrchu
transfekovanych CHO bunék, s pouZitim metody dfive popsané

v odstavci A.

D.1 Exprese CyaA373-1706

CyaA373-1706 protein byl pfipraven v E.coli s pouZitim
nového expresniho vektoru pTRAC-373-1706 (obr. 16). To je
derivat plazmidu pDL1312 (Ladant 1995), zkonstruovany
narazenim genu neurokalcinu v plazmidu‘.pDLl312 genem cyaC
(ktery kéduje CyaC =zapojeny do konverze proCyaA na u&inny
toxin posttranslaé¢ni palmitoylaci Lys 860 a 983 v CyaA) a 3'
Casti z cyaA genu, kterd kéduje C-koncovou doménu - kodony 373
az 1706- CyaA (viz obr. 16). Oba geny cyaC a cyaA jsou
umistény ve stejné transkripéni jednotce pod  kontrolou
promotoru Pr z faga A. 3' uUsek genu cyaC byl modifikovany tim,
Ze pred stop kodon bylo vloZeno ribosomdlni vazebné misto pro
zesileni iniciace translace po sméru (,downstream") genu cyalA
(Obr. 16). Vyslednd modifikace CyaC polypeptidu (posledni 3
aminokyseliny Gly-Thr-Ala C-konce v CyaC byly nahrazeny
sekvenci Asn-Arg-Glu-Glu e) neméla Zadny UG¢inek na jeji
schopnost acylovat CyaA. 5' Gsek genu cyaA  (kédujici
katalytickou doménu toxinu (v protisméru, upstream, od
unikdtniho mista BstBI v c¢yaA) byl odstranén a nahrazen

vhodnym syntetickym dvojvldknovym oligonukleotidem kédujicim
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sekvenci MGCGN (Obr. 16).

PTRAC-373-1706 také kéduje termosensitivni represor CI%7 ,
ktery silné& reprimuje (potla&uje) genovou transkripci =z
promotoru Pr pfi teploté& niZ3i neZ 32° C, replikadni podatek
z colEl a gen pro P-laktamdzu, ktery poskytuje rezistenci

k ampicilinu.

Exprese proteinu CyaA373-1706 byl uskuted&n&na v buiikdch
E.coli kmene BLR. Builtky transformované pTRAC-373-1706 byly
péstovany p¥i 30 °C v LB médiu obsahujicim 150 mg/l ampicilinu
az do dosaZeni stfedni logaritmické faze, a pak byla syntéza
CyaC a zkraceného CyaA indukovéna tim, Ze se zvy3ila rlstova
teplota na 42 °C. Baktérie byly sklizeny po 3-4 hodinéch
dalsiho rastu ve 42 °C. CyaA373-1706 protein pak byl
purifikovan jak bylo popsdno pro CyaA divokého typu
(Guermonprez et al. 2000). CyaA373-1706 nema& 2adnou cAMP
syntetazovou aktivitu, projevuje hemolytickou aktivitu na
ov€ich erytrocytech a obsahuje také unikatni cysteinové zbytky

ve své N-koncové sekvenci MGCGN.

D.2 Inhibice vazby CyaA-E5 na CDllb fragmenty CyaA-ES5 a CyaA:
1-383 (katalytickd doména) a 373-1705 (hydrofobni a opakované

doména)

Jak Jje wukédzadno na obrdzku 15, silnd inhibice vazby
biotinylovaného CyaA-E5 byla dosaZena po inkubaci
transfekovanych CHO bunék s CyaA-E5. Podobnd inhibice byla
ziskdna po inkubaci téchto bunék s fragmentem CyaA 373-1706¢,
zatimco fragment CyaA 1-383 nemé&l ZA4dny vyznamny ua&inek na

vazba biotinylovaného CyaA-ES5.

TakZe tyto vysledky jasné demonstruji, Ze fragment Cyaa,
ktery obsahuje aminokyselinové zbytky 373 aZ 1706, CyaA 373-

1706, obsahuje struktury nezbytné nutné pro interakci CyaA
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s CD11b/CD18 receptorem.

Priklad E

Zavéry z experimentd popsanych v pfikladech

ProtoZe molekuly MHC I. t¥idy obvykle prezentuji peptidy
pochazejici z endogenné& syntetizovanych proteinli, epitopy musi
byt dopraveny do cytosolu bunék prezentujicich antigen, aby
byla vyvolédna CTL reakce. Bylo jiZ dfive prokdzano, Ze
aktivita rekombinantnich protein ACT vedouci k instruovani
CTL alespofil zCasti spo€ivd v jejich schopnosti dodat CD8* T
lymfocytové epitopy do cytosolu buné&k prezentujicich antigen
(APC) . Podle jednoho pfistupu, epitopy byly geneticky vloZeny
do katalytické domény CyaA, jelikoZ je =zndmo, Ze v pripadé
divokého typu toxinu tato &ast polypeptidu dosdhne cytosolu
cilové buniky, kde se projevi jeji toxicky G&inek (tj. cAMP
syntéza). Po vstupu do bunék, CyaA katalytickd doména nesouci
epitopovy inzert musi byt proteolyticky zpracovéana, aby se
uvolnil zraly epitop CD8+ T lymfocytu, ktery Jje pak
translokovadn do endoplazmatického retikula a je asociovén s

molekulami MHC I. t#idy.

Proteolytické Zpracovani, ke kterému dochéazi v
proteasomech, je v mnohych pf¥ipadech limitujicim krokem (Pamer
a Cresswell, 1998, Cascio et al., 2001), vedoucim
ke znatelnému poklesu celkového vyt&Zku =zralého epitopu.
Alternativni pZristup, popsany v pfedklddané p¥ihléSce, spo&iva
v tom, Ze se navaZe epitop na katalytickou doménu CyaA
prostfednictvim disulfidické vazby, poskytuje vyznamnou vyhodu
v tom, Ze takto se zralé epitopy (vyZadujici pouze N-koncové
sestfiZeni) kvantitativné uvoliluji z vnit¥ku cytosolu CyaA

APC. Kromé& toho se Jjednd o velmi v3estranny systém, nebot
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jediny nosicovy protein CyaA miZe byt snadno a rychle
kondenzovédn s jakymkoliv poZadovanym syntetickym peptidem.
Kromé toho Jje snadné metodami genového inZenyrstvi pFenést
nékolik cysteinovych zbytkd do katalytické domény (jako
napriklad v dfive mapovanych permisivnich mistech, wviz WO
93/21324, INSTITUT PASTEUR)) rekombinantniho detoxikovaného
CyaA toxinu, takZe pak mliZe byt na Jjedné CyaA molekule
kondenzovano nékolik peptidd. To by mé&lo zvy3it celkovy prenos

epitopll a imunogenicitu rekombinantniho proteinu.

Dele¢ni mapovani umozZnilo identifikovat C-koncovou ¢&4&st
CyaA (aminokyseliny 373-1706) jakoZto usek, ktery je zapojen
do interakce toxinu s jeho receptorem CD11b/CD18. Zkraceny
protein CyaA373-1706 miZe byt proto pouZit jako proteinovy
modul k cileni CDllb+ bunék in vivo. Konkrétné& polypeptidy
nebo proteiny odpovidajici poZadovanym antigentm mohou byt
genetickymi metodami fuzovany s CyaA373-1706 a tak dopraveny
do dendritickych bunék, aby vyvolaly specifickou imunitni
reakci. Podobnd kondenzace miZe byt provedena s rekombinantnim
CyaA373-1706 proteinem, ktery také obsahuje unikatni cystein

na svém N-konci.
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Seznam sekvenci

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

<220>
<223>

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

1

14

PRT

Umé&la sekvence

Popis umé&lé sekvence:

peptid
(1)..(14)
epitop ovalbuminu

<400> 1

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

1

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

<220>
<223>

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

S

2

8

PRT

Uméla sekvence

Popis umé&lé sekvence:

peptid
(1)..(8)
pOVA synteticky peptid

<400> 2
Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu

1

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

<220>
<223>

5

3

15

PRT

Uméla sekvence

Popis umélé sekvence:

76

synteticky peptid

10

synteticky peptid

synteticky peptid
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<220>

<221> peptid

<222> (1)..(15)
<223> CMVgp epitop

<400>" 3
Pro Ala Ser Ala Lys Ala Val Tyr Asn Phe Ala Thr Cys Gly Thr
1 5 10 15

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Umé&lé sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: synteticky peptid

<220>

<221> peptid

<222> (1)..(12)
<223> CEA 571 epitop

<400> 4
Cys Gly Gly Tyr Leu Ser Gly Ala Asn Leu Asn Leu
1 5 10

<210> 5

<211> 12

<212> PRT

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: synteticky peptid

<220>

<221> peptid

<222> (1)..(12)
<223> Gpl00 epitop

<400> 5
Cys Gly Gly Ile Thr Asp Gln Val Pro Phe Ser Val
1 5 10
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<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Umélé sekvence

<220>
<223> Popis umé&€lé sekvence: synteticky peptid

<220>

<221> peptid

<222> (1)..(13)
<223> MelanA epitop

<400> 6
Cys Gly Gly Glu Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr val
1 ' 5 10

<210> 7

<211> 12

<212> PRT

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: synteticky peptid

<220>

<221> peptid

<222> (1)..(12)

<223> epitop tyrosinézy

<400> 7
Cys Gly Gly Tyr Met Asp Gly Thr Met Ser Gln Val
1 ‘ 5 10

<210> 8

<211> 45

<212> DNA

<213> Umélé sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: intergenovy usek

<220>
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<221> CDS
<222> (1)..(15)
<223> C-koncova extenze CyaC
<220>
<221> CDS
<222> (22)..(45)
<223> Prvni kodony CyaA 373 az 1706
<400> 8
cgg aat aag gag gaa taacat atg ggc tgc ggg aat teg aag ttc 45

Arg Asn Lys Glu Glu

1

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

<400>

5

9

5

PRT

Umélad sekvence

Popis umé&lé sekvence:

9

Arg Asn Lys Glu Glu

1

5

10

intergenovy usek

<210> 10
<211> 8
<212> PRT
<213> Uméléa sekvence
<223> Popis umélé sekvence: intergenovy uUsek
<400> 10
Met Gly Cys Gly Asn Ser Lys Phe
1 5

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Uméléa sekvence

Met Gly Cys Gly Asn Ser Lys Phe




<220>

<223> Popis umélé sekvence:

<220>

<221> peptid
<222> (1)..(1l6)
<223> OVA epitop

<400> 11

1

5

80

synteticky peptid

10

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

15
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1. Pouziti adenylcykldzy druhu Bordetella pro piipravu

proteinového vektoru pro cileni poZadované molekuly specificky

k bunkdm exprimujicim CD1l1lb.

2. Pouziti adenylcykldzy Bordetella, pticemZ adenylcyklaza ije
modifikovéana inzerci poZadované molekuly, pro pfipravu

kompozice pro cileni molekuly k butikdm exprimujicim CD1llb.

3. PouZiti podle néroku 2, kde adenylcykldza druhu Bordetella
je fragment adenylcyklazového toxinu Bordetella, piricemZ

fragment je schopny vazat se na CDllb receptor.

4. PouZiti podle naroku 3, pridemZ fragment adenylcykldzového
toxinu Bordetella schopny vazby CD11b receptoru je
adenylcyklazovy toxin Bordetella, ktery postrddd celou nebo

¢ast své N-koncové katalytické domény.

5. Pouziti podle ndroku 4, pric¢emZ fragment adenylcyklézového
toxinu Bordetella schopny vazby CD1l1lb receptoru je
adenylcykldzovy toxin Bordetella pertussis, ktery postrada

vSechny nebo Cast aminokyselinovych zbytkd 1 aZ 373.

6. PouZiti podle kteréhokoliv z ndrokd 1 azZ 5, pficemZ cileni

pozadované molekuly je G¢inné in vivo.

7. PouZiti podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 6, pricemZ

poZadovand molekula je specificky cilena a translokovédna do
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cytosolu bunék exprimujicich CD1llb.

8. PouZiti podle kteréhokoliv z ndrokl 1 azZz 7, ptricemZ butiky
exprimujici CDllb jsou dendritické bunky a vyhodn&ji myeloidni

dendritické bunky.

9. PouZiti podle kteréhokoliv z narokl 1 aZ 8, pridemZ bufky

exprimujici CD1llb jsou neutrofily.

10. PouZiti podle kteréhokoliv =z ndrokG 1 aZ 9, pricemZ
adenylcykladza je geneticky modifikovand adenylcyklédza druhu

Bordetella.

11. PouZiti podle kteréhokoliv =z ndrokll 1 aZ 10, pricem?

adenylcyklédza je netoxickd forma adenylcyklazy.

12. Pouziti podle kteréhokoliv =z ndrokd 1 aZ 11, pricemZ

adenylcyklaza je z Bordetella pertussis.

13. PouzZiti podle kteréhokoliv =z ndrokl 1 aZ 12, pricemz
poZadovanad molekula je vybradna ze skupiny obsahujici: peptidy,
glykopeptidy, lipopeptidy, polysacharidy, oligosacharidy,

nukleové kyseliny, lipidy a chemické slouceniny.

14. PouzZiti podle néroku 13, ptricemZ poZadovand molekula IJje

antigen.

15. PouZiti podle néroku 13, pfiéemi poZadovand molekula
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obsahuje epitop.

16. PouZiti podle néaroku 15, pricemZ poZadovand molekula je
heterologni peptid fudzovany k N-koncové C&&sti geneticky
modifikované adenylcykldzy Bordetella, kterd postraddid celou
nebo ¢ast své N-koncové katalytické domény, a vyhodné&ji

adenylcyklaza Bordetella pertussis postradd zbytky 1 aZ 373.

17. Pouziti podle néroku 14, pfic¢emZ antigen je vybrany ze
skupiny, kterou tvo¥i intraceluldrni bakteridlni buné&é&ny
antigen, nadorovy buné&&ny antigen, virovy antigen, houbovy

antigen nebo parazitdrni buné&ény antigen.

18. PouzZziti podle néaroku 17, priCemZ antigen je vybrany ze
skupiny, kterou tvo¥i: poliovirovy antigen, antigen viru HIV,
antigen viru chtipky, epitop viru chorioﬁedingitidy, nadorovy

antigen.

19. Pouziti podle kteréhokoliv =z ndrokll 1 az 13, pficemZ
poZadovand molekula je 1lé&ivo chemicky nebo geneticky navézané

k adenylcyklézovému toxinu.

20. Pouziti podle néaroku 19, pfic¢emZ 1lécivo Jje chemicky
navdzané pomoci disulfidické vazby ke geneticky vloZenému
cysteinovému zbytku lokalizovanému v katalytické doméné

adenylcyklazy.

21. PouzZiti podle kteréhokoliv z narokd 19 nebo 20, ptricemi

1lé¢ivo je protizanétlivé lécivo.
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22. Imunogenni pripravek formulovany pro podédvéni zvireti nebo
humdnnimu hostiteli vy znadc¢uijici s e t im, ze
obsahuje adenylcykldzu Bordetella, kterd obsahuje antigen

vloZeny v katalytické doméné.

23. Farmaceuticky ptipravek pro podavéni <&lovéku nebo zvifeti
formulovany pro cileni poZadované molekuly specificky k buiikam
exprimujicim CDllb vy znadc¢uijici s e tim, Ze
poZadovand molekula je navadzdna na adenylcykldzu druhu

Bordetella.

24. Imunogenni nebo farmaceuticky p¥ipravek podle ndroku 22
nebo 23 vyznacdujici se tim, Ze adenylcyklaza je

geneticky modifikované& adenylcykléza.

25. Imunogenni nebo farmaceuticky p¥ipravek podle néroku 24
vyznacujici se tim, Ze geneticky modifikovana
adenylcyklaza Je schopnd translokovat poZadovanou molekulu

specificky do cytosolu bunék exprimujicich CD11lb.

26. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle néroku 25
vyznacujici se tim, Ze geneticky modifikovana
adenylcyklédza Jje adenylcyklédza Bordetella, kterd postrada

celou nebo Cast své katalytické N-koncové domény.

27. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle né&roku 25
vyznadcdujici se tim, Ze geneticky modifikovana
adenylcyklaza Jje adenylcykldza Bordetella pertussis, ktera

postradd zbytky 1 az 373.
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28. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliwv
naroku 24 nebo 25 vyznaduijici s e t im, Ze
geneticky modifikovand adenylcykldza obsahuje jeden nebo vice
cysteinové zbytkd vloZenych do permisivniho mista katalytické

domény.

29. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv
z ndrokid 22 aZz 28 vyznadcujici se tim Ze buiky
exprimujici CDllb jsou dendritické bunky a vyhodnéji myeloidni

dendritické bunky.

30. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv
z naroku 22 az 28 vy znac¢ujici se tim Ze bufliky

exprimujici CD1llb jsou neutrofily.

31. Farmaceuticky nebo imunogenni pf¥ipravek podle narokd 22 a%
30 vyznacujici se tim, Ze poZadovand molekula
je vybrédna =ze skupiny obsahujici: peptidy, glykopeptidy,
lipopeptidy, polysacharidy, oligosacharidy, nukleové kyseliny,

lipidy a chemické slouceniny.

32. Farmaceuticky nebo imunogenni p¥ipravek podle néroku 22 aZz
29 vyznacuijici s e tim Ze pfipravek obsahuje
konstrukt nukleové kyseliny kédujici adenyldtcyklédzu druhu

Bordetella s navazanou poZadovanou molekulou.

33. Farmaceuticky nebo imunogenni ptipravek podle néaroku 31
vyznadc¢uijici se tim, Ze poZadovand molekula je

léc¢ivo.
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34. Farmaceuticky ptipravek podle naroku 33
vyznadcujici se tim Ze léCivo je protizanétlivé

1écivo.

35. Farmaceuticky nebo imunogenni p¥ipravek podle nérokl 22 aZ
31 vyznacujici se tim, Ze poZadovand molekula

je antigen.

36. Imunogenni nebo farmaceuticky ptipravek podle néroku 35
vyznacujici se tim Ze antigen Jje vybrany ze
skupiny, kterou tvori: intraceluldrni bakteridlni bunédény
antigen, néadorovy bunéény antigen, virovy antigen, houbovy

antigen nebo parazitdrni bunécny antigen.

37. Imunogenni nebo farmaceuticky pfripravek podle naroku 36
vyznadcuijici se tim :Ze aﬁtigen je vybrany ze
skupiny, kterou tvofi: poliovirovy antigen, HIV virus, antigen
viru chfipky, antigen viru choriomeningitidy, nadorovy

antigen.

38. Imunogenni nebo farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv
z ndrokt 35 aZ 37 vyznacuijici s e tim, Ze
antigen Jje fuzovany k N-koncové <&&sti geneticky modifikované
adenylcyklézy Bordetella, kterd postraddd svou N-koncovou

katalytickou doménu.

39. Imunogenni nebo farmaceuticky p¥fipravek podle kteréhokoliv
z ndroki 35 aZ 38 wvyznacuijici s e tim, Ze
antigen Jje fuzovany ke geneticky modifikované adenylcykléaze

Bordetella, kterd postradad zbytky 1 az 373.
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40. Imunogenni nebo farmaceuticky pripravek podle kteréhokoliv
z naroka 22 az 39 vyznacuijici s e t im, Ze
pripravek Jje formulovany pro intravendézni podavéni a Jje

zejména bez adjuvancii instruujicich imunitni systém.

41. Imunogenni pripravek podle kteréhokoliv z né&rokt 22 aZ 40
vyznacujici se tim Ze imunogenni pfipravek je
schopny indukce nebo stimulace imunitni reakce =zahrnujici

specificky dendritické buriky.

42. PouzZziti imunogenniho nebo farmaceutického p#ipravku podle
kteréhokoliv z nadrokt 35 az 39 pro vyrobu vakciny nebo

imunoterapeutického 1léku.

43. Proteinovy vektor pro dodédni poZadované molekuly,
specificky k bufikdm exprimujicim CD1l1lb, ‘kde vektor obsahuje
rekombinantni adenylcykléazu druhu Bordetella navazanou

k poZadované molekule.

44. Proteinovy vektor podle naroku 43, pricemZ vektor je také
schopny dodani poZadované molekula specificky do cytosolu

bunék exprimujicich CDl1lb.

45. Proteinovy vektor podle ndroku 43 nebo 44, ptricemZ bunky
exprimujici CD1llb jsou dendritické bunfiky a vyhodnéji myeloidni

dendritické bunky.

46. Proteinovy vektor podle ndroku 43 nebo 44, pifiCemZ bunky

exprimujici CD1llb jsou neutrofily.
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47. Proteinovy vektor podle kteréhokoliv =z ndrokd 43 aZ 46,

priCemZ adenylcyklaza je geneticky modifikovand adenylcykléza.

48. Proteinovy vektor podle néroku 47, ptricemZ geneticky
modifikovand adenylcykldza je bez nativniho cysteinového
zbytku, ale obsahuije geneticky vloZeny cysteinovy
zbytek (zbytky) do permisivniho mista(mist) v katalytické

doméné.

49, Proteinovy vektor podle kteréhokoliv z ndrokd 47 nebo 48,

pfiCemZ adenylcykldza je netoxicka adenylcykléza.

50. Proteinovy vektor podle kteréhokoliv =z ndroka 47 azZ 49,
pficemZ geneticky modifikovand adenylcykldza je adenylcyklaza
Bordetella, kterd postrddd celou nebo C¢&st své N-koncové

katalytické domény.

51. Proteinovy vektor podle kteréhokoliv z ndrokd 43 aZ 50,

pfic¢emZ adenylcykldza je z Bordetella pertussis.

52. Proteinovy vektor podle ndroku 51, pfidemZ rekombinantni
adenylcykladza Je adenylcyklédza Bordetella pertussis, kterd

postradd zbytky 1 azZz 373.

53. Proteinovy vektor podle ndrokd 43 az 52, pticemzZ
pozZadovand molekula je vybrdna ze skupiny obsahujici: peptidy,
glykopeptidy, lipopeptidy, polysacharidy, oligosacharidy,

nukleové kyseliny, lipidy a chemické slouceniny.
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54. Proteinovy vektor podle kteréhokoliv z ndroka 43 aZ 53,
pricemZ poZadovand molekula je 1lé&ivo chemicky nebo geneticky

navazané k adenylcykléze.

55. Proteinovy vektor podle naroku 54, pfilemZ poZadovana

molekula je epitop.

56. Proteinovy vektor podle kteréhokoliv z nadrokG 54 nebo 55,
pficemZ poZadovand molekula je epitop chemicky kondenzovany ke
geneticky modifikované adenylcyklaze bez nativniho
cysteinového zbytku, ale obsahujici geneticky vloZeny
cysteinovy zbytek (zbytky) do permisivniho mista (mist)

v katalytické doméné.
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