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Popisuje se izolovany polypeptid pouZitelny p¥i imunizaci
proti vlastnim antigeniim. Zv145t& se popisuje vlastni protein,
ktery, kdy? se aplikuje in vivo, je schopny vyvolat
autoprotilatky. Prokézalo se, Ze lidské cytokiny jsou u ¢lovéka
imunogenni. Déle se popisuji farmaceutické prost¥edky
obsahujici takové sloudeniny a jejich pouZiti v Iékarstvi a
zplsoby jejich produkee.
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Popisuji se izolované peptidy, které je moiZné pouzit pri

Vakcinadni prostrfedek

Oblast techniky

imunizaci proti vlastnim antigentm. Zv1ast& se popisujil
vlastni proteiny, které Jjsou schopny zvySovat mnoZstvi auto-
protilatek v pfipadé, Ze se aplikuji in vivo. Dale se popisuje
vznik lidskych cytokint, které jsou u cClovéka imunogenni. Dale
se popisuji farmaceuticke prostfedky obsahujici uvedené
sloudeniny a Jjejich pouZiti v lékarstvi a zplsoby Jejich

produkce.

Dosavadni stav techniky

Astma Jje chronické onemocnéni plic zplisobené zaneétem
dolnich cest dychacich a Jje charakterizovano opakujicimi se
dychacimi problémy. Dychacl cesty pacienta Jjsou citlivé a
v kasdém okamZiku vykazuji urcity stupen otoku nebo zanétu,
dokonce i kdyZ se neprojevuji Zadné piiznaky. Zanéty vedou
k zuZeni dychacich cest a redukuje se prutok vzduchu
vstupujici a vystupujici z plic, coZ stéZuje dychani a vede
k sipani, sviravym pocitim na prsou a kaglani. Astma Je
zpisobeno  velkou citlivosti v(¢i  alergenum (jako  jsou

napriklad roztoli, pyly, plisné), drazdicim latkam (jako jsou

<
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napriklad kouf, vypary, intenzivni zapachy), dal3imi podnety
jsou respiracéni infekce, cvideni a suchy vzduch. Podnéty
dra#di dychaci cesty a dochazi k zesileni zé&né&ta dychacich
cest, sliznice pak ucpava dychaci cesty a svaly obklopujici
dychaci cesty se stahuji, dychani se stava obtiiné a2

stresujici a objevi se symptomy astma.

COPD je zastteSovaci termin popisujici onemocnéni
dychacich cest, které vykazujl podobné symptomy jako astma a

1681 se stejnymi léky. COPD Je charakterizovano, chronickou,
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progresivni a do velké miry nevratnou obstrukci proudéni
vzduchu. Jak jednotlivec pfispivéd k prib&hu onemocnéni neni
znamo, ale uvaZuje se, Ze koufenil cigaret zpGsobuje 90 %
pripadld. Symptomy zahrnuji kaSel, chronickou bronchitidu,
dudnost a respiradni infekce. Nemoc pacienta silné ochromuje a

maze vést aZ k smrti.

Na zakladé raznych problémd spojenych s produkci, aplikaci
a toleranci monoklondlnich protilatek, se vénuje velka
pozornost metodém, které umoZfiuji vlastnimu imunitnimu systému
pacienta vytvorit endogenni protilatky spravné specifity
pomoci vakcinace. Savci vsak v obecném pripad& nemaji v séru
vysoky titr protilatek proti vlastnim proteinim, protoie
imunitni systém obsahuje homeostatické mechanizmy, které brani
jejich tvorbé. Dulezitost t&chto toleranénich mechanizml je
ilustrovana onemocn&nim, Jjako je myasthenia gravis, kde auto-
protilatky proti receptoru nikotinového acetylcholinu
kosternich svalll zpisobuji slabost a unavu (popisuje se
v publikaci Drachman, 1994, N. Engl. J. Med. 330: 1797-1810) .
Je nutné proto vytvoFit vakcinadni systém, ktery Jje schopen
obeijit protilatkové tolerantni  mechanizmy, aniz dojde

k indukci patologickych stavi vyvolanych auto-protilatkou.

Navrhla se Pada postupl s cilem porusit toleranci B bunék,
ani? se vyvold nepfijatelna autoimunitni toxicitu. AvSsak

vdechny uvedené postupy vykazujil podstatné nevyhody.

Jedna metoda zahrnuje chemické Fretézeni vlastniho proteinu
(nebo z né&ho ziskanych peptidd) s vysoce imunogennim nosicovym
proteinem, jako Jje hemocyanin prilipkovitych plZl (popisuje se
v publikaci Antibodies: A laboratory manual, Harlow, E. and
Lane D. 1988. Cold Spring Harbor Press). Tento pristup Je
varianta Siroce uZivaného haptenového nosi&ového systému pro
vytvoreni protildtek viaci mélo imunogennim ciltm, Jjako Jsou

chemické latky s nizkou molekulovou hmotnosti. Zptsob chemické




konjugace mlze poskodit potenciondlné& dostupné epitopy a
vyvoland protilédtkova odezva je fizena proti nosicovému
proteinu. Tento p¥istup Je mo¥né aplikovat p¥i proteinové

vakcinaci a neni kompatibilni s imunogeny nukleovych kyselin.

Varianta metody nosicového proteinu zahrnuje konstrukci
genu kédujiciho fuzni protein obsahujici nosidovy protein
(nap¥iklad Jjaderny protein hepatitidy B a vlastni protein
(popisuje se v publikaci ,The core antigen of hepatitis B
virus as a carrier for immunogenic peptides,” Biological
Chemistry. 380(3):277-83, 1999). Fizni gen Jje moZné aplikovat
primo jako <&ast vakciny tvofenou nukleovou kyselinou. V jiném
ptipadé se muZe exprimovat ve vhodné hostitelské buiice in
vitro, genovy produkt se izoluje a pak se zavede vhodnou
metodou jako bé&ind vakcina bud s adjuvans nebo bez adjuvans.
Faze velkého nosidového proteinu s vlastnim proteinem muZe
deformovat usporadani vlastniho proteinu, coZ redukuje jeho
uc¢innost pri vyvolédni  protilatkové zk¥izZené reaktiviteé
s prirozenou molekulou. Stejn& jako tradicni feté&zené nosicové
systémy Jje protildtkova odezva uréend vadi nosicové cCasti
fize. Odezvy proti nosi¢i mohou omezit u&innost néasledného
podani posilujici aplikace vakciny nebo zesilit moZnost vzniku

alergickych nebo anafylaktickych reakci.

7dokonaleny pfistup popisuje Dalum a jeho kolegoveé, kdy se
do cilové molekuly zavede epitop omezeny Jjedinou tEidou II
MHC. V publikacich Dalum et al., 1996, J. Immunol. 157:4796-
4804, Dalum et al., 1997, Mol. Immunol 34:1113-1120 se
popisuje pouzitl uvedené metody a vyvolani protilatek proti
ubichitinu a cytokinu TNF (popisuje se v publikaci Dalum et
al., 1999, Nature RBiotech 17:666-669). Vysledkem je, Ze pomocC
vEech T bun&k musi pochazet bud z uvedeného jediného epitopu
nebo =z pripojené sekvence. Tento pristup mbzZe velmi dobre
pracovat u subjektd, které vykazuji vhodny haplotyp MHC tfidy

II, pro ktery se vakcina navrhla, nebo u téch subjekth, které




maji v normélni populaci molekuly t¥idy ITI schopné véazat se na
zavedené epitopy. Existuje v8ak podstatna &ast populace, kde
vakcina nefunguje. Navic, vzhledem k tomu, Ze zaClenény epitop
poch&zi s pomé&rné nepfibuzného proteinu, Jjako Je vajecny
albumin nebo lysozym, Jje pravdépodobné, zZe dalsi sekvence bude
do uré&itého stupné& interferovat s balenim cilového proteinu,
co? brani prijeti zcela prirozeného usporadani cilového

proteinu.

Na rozdil od toho, co zde bylo popsano vynalez umoZiuje
pripravit velke mno¥stvi potenciondlnich T buné&cnych epitopl,
které udrzuji cilovou molekulu v uspofadani, které je podobné
prirozené forme. Tyto vlastnosti umoZiiuji vakcinadm podle
vyndlezu byt G&innymi imunogeny Vv populacich, Jjako Jsou ty
zahrnujici lidské pacienty. Tyto vlastnosti je moZné dosahnout
vytvofenim mutace ve vlastnim proteinu tak, aby vznikla

sekvence, kterou je moZné najit v analogovém proteinu.

fada &lankd popisuje duleZitou ulohu Th2 cytokinu IL-13
pri vytvorenil patologického stavu v modelu vaje&ného albuminu
alergického astma (popisuje se v publikaci Wills-Karp et al.,
1998, Grunig et al., 1998). My&i se nejdfive oSetfily tak, aby
byly citlivé vac¢i vajecnému alpuminu a pak se Jim injekci
zavedl rozpustny receptor IL-13, ktery se vaze a neutralizuje
IL-13. Silna odpoveéd dychacich cest na vakcinaci
acetylcholinem Dbyla ve skupiné oSetfenych zvifat zcela
odstranéna. Histologickd analyza ukazala, >e o8etfené mySi
zvradtily metaplazie pohdrkovych bunék, které je mozné vidét u
kontrolnich zvitat. V doplikovych experimentech vzrostlo
mno¥stvi plicniho IL-13 nadmérnou expresi v transgenni mysi
nebo zavedenim proteinu do trachei u my3i divokého typu.
V obou pripadech je mosné vidét nadm&rné& silnou odezvu
dychacich cest, invazi eozinofilnich leukocytll a zvySenou
produkci hlenu (popisuje se v publikaci zhu et al., 1999).

Tyto data ukazuji, Ye aktivita IL-13 je nezbytnd a dostatecna




k produkci nékolika nlavnich klinickych a patologickych jevh

alergického astma v dob¥e zavedeném modelu.

Vakcina schopna ridit neutralizacni odezvu vaci IL-13 Dby
proto mohla tvofit pouZitelny terapeuticky prostfedek pro
1é&bu alergického astma u 1idi. Také je mozZné tuto vakcinu
pouzit pfi 1écbeé jistych poruch spojenych s nakazou cervy
(popisuje se V publikaci Brombacher, 2000) a onemocné&ni, kde
produkce IL-13 se podili na vzniku fibrézy (Chiaramonte et
al., 1999), jako Jje chronické obstruktivni  pulmondrni

onemocné&ni.

Jsou dany koncepty a principy vynalezu s ohledem na IL-13,
ale mohou se aplikovat na. libovolny sav&i vlastni protein,

ktery m& analogicky protein v jiném druhu.

Podstata vynalezu

Vynélez popisuje izolovany peptid, ktery Je alespoit z 30
%, ale méné nes ze 100 %, shodny s lidskym proteinem, jehoz
polypeptid:
a) obsahuje alespoil Jjednu mutaci, kterd je charakteristicka
pro analogicky protein, ktery neni lidsky a
b) e schopny vytvorit v &lovéku protilatky a
c) Je dostate&né strukturalné podobny lidskému proteinu tak,
5e se protilatky vazi na lidsky protein a polypeptid a
d) kde polypeptid neni protilatkou.

V jednom provedeni vynédlezu se tak popisuje protein
vykazujici epitopy B bunék ze sav&iho vlastniho antigenu a
mutaci, kterad odpovida za vznik sekvence analogického proteinu
- daliich sav&ich druhl tak, e protein je schopen vyvoléavat
v druzich, ze kterych se ziskaly epitopy B puné&k, imunitni
odezvu, ktera rozezndva prirozeny protein, ze kterého se

ziskaly epitopy B bunék.




sekvence analogového proteinu s vyhodou obsahuje vice neZ
5 sousedicich aminokyselin, thodnéjéi'je, kdy? obsahuje vice
né» 8 sousedicich aminokyselin. Pak protein podle vynalezu
obsahuje sekvenci, kterd Jje shodna s analogickou sekvenci
v alespon péti s vyhodou s alespon v osmi sousedicich
aminokyselinach. V jiném provedeni vyndlezu  se popisuje
protein, ktery vykazuje epitopy B bunék vlastniho proteinu,
které jsou zavedeny substituci do zdkladni struktury
analogického proteinu, ktery pochazi z druhych sav&ich druhu
tak, Ze protein jJe schopny vyvolat v druzich, ve kterych se
ziskaly epitopy B bun&k, imunintni odezvu, kterd rozeznava

p¥irozeny protein, ze kterého se ziskaly epitopy B bunék.

Je vhodné, kdyZ protein podle vynalezu neni protilatkou.
Vyvolana imunitni odezva je s vyhodou protilatkova odezva,

vyhodnéjsi je, kdyZz jde o neutraliza&ni protilédtkovou odezvu.

V obecném pripadé se s vyhodou mutace zavede do oblasti
molekuly, kterd neni exponovéna na povrchu tak, Ze oblasti
exponované na povrchu Jjsou konzervativni. Oblasti exponované
na povrchu Jjsou pristupné imunitnimu systému a v disledku toho
Zasto obsahuji epitopy B puné&k. Vynalez popisuje protein
obsahujici konzervativni  oblasti exponované na povrchu
vlastniho proteinu a mutaci zavedenou do oblasti, kterd neni
exponovana na povrchu molekuly. Uvedenou mutaci vznika
sekvence analogického proteinu tak, Ze protein Jje schopen
vyvolat imunitni odezvu yu&i vlastnimu proteinu vyvolanou

v druzich, ze kterych se ziskal vlastni protein.

Vlastni protein je s vyhodou lidsky protein, ale muze to
byt protein pochézejicl z 1ibovolného savce, ktery vyvolavé
autoimunitni odezvu vuci uvedenému proteinu. Imunitni odezva
je s vyhodou specifickd vuci ptirozenemu proteinu a imunogenu

podle vynalezu. Imunitni odezva vykazuje minimalni =zk¥iZenou
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reaktivitu nebo neutralizaéni kapacitu s ohledem na Jiné

vlastni proteiny.

vlastni antigen Jje s vyhodou cytokin, vyhodnéjsi Je
cytokin obsahujici gty¥i Sroubovice, vyhodn&ji IL-4 nebo IL-
13, nejvyhodnéjsi je IL-13. Ve vyhodném provedeni vynadlezu se
popisuje chimericky protein obsahujici epitopy B bunék
pochazejici z 1idského IL-13 pfitomného Vv zadkladni strukture
mySiho IL-13. Takovd konstrukce je schopnd vyvolat u lidi
specifickou protilatkovou odezvu proti IL-13. Takova
konstrukce Je =zobrazena na Obr. 9 (SEQ ID NO: 21 a 22) .
Podobn& je na Obr. 13 sobrazena konstrukce IL-4 (SEQ ID NO:
25) obsahujici povrchové oblasti lidského IL a zakladni kostru

my3iho IL.

Vynalez také popisuje:

- expresivni vektor, ktery obsahuje polynukleotid podle
vynalezu a je schopen exprimovat polypeptid podle vynalezu,

- hostitelskou burnku obsahujici expresivni vektor podle
vynalezu,

- zptsob produkce polypeptidu podle vynadlezu, ktery zahrnuje
udr¥ovani hostitelské buiky podle vyndlezu za podminek
vhodnych  pro dosaZeni exprese polypeptidu a izolaci
uvedeného polypeptidu,

- vakcinaéni prosttedek obsahujici polypeptid nebo
polynukleotid podle vynélezu a farmaceuticky pFijatelny

nosic.

vynalez dale popisuje  zpusob navrieni a ptipravy
polypeptidu podle vynalezu, ktery zahrnuje:
1. identifikaci jedné nebo vice oblasti vlastniho, V typickém
pripadé lidskeho, proteinu, proti kterému je poZadovéna
protilatkova odezva,

2. identifikaci aminokyselinové sekvence vlastniho proteinu,




3. identifikaci aminokyselinové sekvence konstrukce
analogického proteinu vytvotené postupy rekombinace DNA
chimerické molekuly obsahujici alespoil jednu cilovou oblast
uvedenou identifikovanou v kroku 1, JjejiZ aminokyselinova
sekvence se vzala ze sekvence identifikované v kroku 2, a
dostatedné aminokyseliny ze sekvence (1) identifikované
v kroku 3, aby umoZnily, sbaleni vysledného proteinu do
tvaru podobného tvaru vlastniho proteinu tak, Ze mutovany
protein muZe vyvolat imunitni odezvu, kterd rozeznava

vlastni protein.

V sekcich popisu a patentovych narokl, pokud neni uvedeno
jinak, terminy ,obsahovat“ a ,zahrnovat™ nebo jejich variace,
jako je ,obsahujici™, ,zahrnujici“, ,obsahuje™ nebo ,zahrnuje™
atd. znamena, Ze pouZiti téchto slov bude predpokladat mozZné
zahrnuti celkt nebo elementd, které nejsou specificky

vyjmenovany.

Vyndlez popisuje izolované polypeptidy a izolované
polynukleotidy. Termin ,izolovany" znamena, Ze polypeptid nebo
polynukleotid neni ve svém pfirozeném stavu, do té miry, Ze

i8t&n nebo se synteticky produkoval

¢

byl do urcité miry
napriklad rekombinantnimi metodami nebo mechanickou syntézou.
Termin ,izolovany“ proto zahrnuje mo¥nost polypeptidd nebo
polynukleotidu byt v kombinaci s jinym biologickYm. nebo
nebiologickym materialem, jako Jjsou bunky, suspenze bunék nebo
bun&&né fragmenty, proteiny, peptidy, .expresivni vektory,
organickd nebo anorganicka rozpoustédla nebo jiné vhodné
materialy. Tento termin vyluéuje situaci, kdy se polynukleotid

vyskytuje ve stadiu, jak se nachazi v ptirodé.

vyhodou vynédlezu Jje, ye polypeptid podle vynalezu obsahuje
vlastni oblasti, napfiklad 1idského proteinu, proti kterému je
poZadovana protilatkova odezva, Ve spojeni s oblastmi, které

jsou charakteristické pro analogicky protein a které se
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dostatedn& 1i&i od lidského proteinu, aby vyvolaly vyznamnou
pomoc T bunék, ale jesté jsou optimalizovéany uvolnénim, aby se
sbalily do tvaru vysoce podobného  lidskému proteinu. To
umoZiuje vznik protilatek, které rozezndvaji vlastni antigen.
V typickém pripadé vznikld imunitni odezva =zahrnuje vznik

neutralizadéni protildtkové odezvy.

Lidsky protein podle vynalezu maZe byt protein plné délky
kédovany lidskym genomem nebo oblasti nebo podjednotkou
proteinu plné délky kédované lidskym genomem. Je-li nutné
vytvorit neutralizadni protilédtky proti funk&ni oblasti
vlastniho antigenu nebo oblasti védzajicl se na receptor, miZe
se pripravit chimericky antigen zahrnujici pouze uvedené
oblasti. Pak exponovana oblast takové domény nebo epitbpy B
bun&k takové domény Jjsou konzervativni a do epitopu, ktery
nepochazi z bun&k, nebo do oblasti exponovanych na povrchu se

~avede mutace analogického proteinu.

Termin ,protein® zahrnuje rapriklad kratsi sekvence
aminokyselinovych zbytkt, které se nazyvajil peptidy, Jjako jsou
neuropeptidy. Lidsky protein bude v typickém pripadé subjektem
post-translacni tpravy, Jako Je glykosylace, proteolyticke
gtépeni, fosforylace a jinymi metodami, které jsou dobfe znamy
v oboru. Lidskym proteinem Je s vyhodou cytokin, hormon,
ristovy faktor nebo extrabun&iny protein, s vyhodou 4-
helikalni cytokin, nejvyhodné&jsi je IL-13. Cytokiny zahrnujil
naptriklad .1, 1IL2, 1L3, IL-4, ILS, 1L6, IL7, ILS8, IL9, IL1O,
1111, ILl12, IL13, IL14, 1115, ILl6, ILl17, IL1S, IL.19, 1IL20,
IL21, IL25, TNF, TGF, GMCSF, MCSY¥ a OSM. 4-heliké&lni cytokiny
zahrnuji IL2, IL3, I1.-4, IL5, IL13, GMCSF a MCSF. Hormony
zahrnuji naptiklad luteinizujici hormon (LH), hormon
stimulujici folikule (FSH), chorogonadotropin (CG) , VGEF,
GHrelin, agouti, protein pribuzné agouti a neuropeptid Y.
Ristové faktory zahrnujl napfiklad VEGF. Extraceluldrni

proteiny zahrnujl naptiklad APP nebo B-amyloid.
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Analogicky protein Jje ten, ktery Je ortologni nebo
paralogni k vlastnimu proteinu, napfiklad 1lidsky protein.
Ortologni protein miZe byt u ruznych organizm prenaden
z predka na potomka a Jje proto mo¥né provést podobné
konzervativni funkce v ruznych organizmech. Pak ortologni gen
znamena geny, jejichZ sekvence si Jsou velmi podobné a
pochazeji z jediného vychoziho genu a takZe tvoil v raznych
speciich ekvivalentni gen a podileji se na specifikaci béZnych
predchtdca. Zvladté v pripadé &lovéka ortologni protein Je
strukturné ekvivalentni molekula u savce, kterym neni ¢loveék.
pParalogni protein je ten, ktery se vyskytuje v daném organizmu
ve vice ne? v jedné kopii, k ¢&emuZ dochazil duplikaci (popisuje
se v publikaci Venter, Science, 1336, wvol. 291, 2001) .
Paralogni protein obsahuje homologni sekvenci (sdileji ji
b&¥ni vyvojovi predci), ktera se odlisila duplikaci genu.
Analogocky protein je s vyhodou ortologni protein. Ortologni
protein bude v typickem pfipadé mit stejny nazev Jjako lidsky
protein a bude vV typickém pPipadé provadét stejnou funkci.
Nap¥iklad my$i IL-13 Jje ortologni protein vzhledem k lidskému
IL-13. Analogicky protein je v typickém ptipadé savli nebo
pta¢i, naptiklad bovinni, ov&i, hlodaveéi, Jako je myS$i,
prase&i, opic¢i, psi, ko¢id&i nebo lidsky. Je vyhodné, aby
analogicky protein byl my3i. Pak podle vynalezu je my5i IL-13
analogickym (a ortolognim) proteinem vzhledem k lidskému IL-
13. Podobné& opic¢i IL-4 je analogickym (a ortolognim) proteinem

vzhledem k lidskému IL-4.

Polypeptid podle vynalezu s vyhodou obsahuje 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11 nebo vice mutaci charakteristickych pro
analogicky protein. Je vyhodn&jsi, aby polypeptid obsahoval
alesponl tfi mutace. Kasda mutace miZe byt charakteristicka pro
stejné nebo odlisné analogické proteiny. Tak prvni mutace maze
byt charakteristickad pro mySi analog a druha mutace mlZe byt
charakteristicka pro opi&i analog. Vzhledem k uvedenému rysu

polypeptid obsahuje alesponl tfi mutace, kde kaZdd mutace Jje
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charakteristickd pro odliny analog. KaZd4 mutace je s vyhodou
charakteristicka pro stejny analog. Mutace je zména
aminokyselinové sekvence proteinu a zahrnuje naptiklad delece,
inzerce a substituce. Mutace Jje s vyhodou substituce. Je
vyhodné, aby v kaidé oblasti, kterd neni exponovana na

povrchu, se nahradila vice ne? jedna aminokyselina.

Mutace, kterd je charakteristicka pro analogicky protein
je ta, jejimz vysledkem je sekvence lidského proteinu, ktera
je vice shodna se sekvenci analogického proteinu po mutaci,
kterd se provedla v lidském proteinu. Napfiklad, kdyZ Llidska
sekvence je ProProArgVal a my3i analog mé sekvenci
ProProTyrVal, pak mutace charakteristickd pro analogicky
protein je nahradit Tyr pomoci Arg. Je vyhodné, aby se mutace
neprovedla na zbytcich, které jsou povrchovymi  zbytky
v ptirozeném sbaleném aktivnim proteinu ve vodném roztoku za
fyziologickych podminek. Tyto fyziologické zbytky, zvlasté ty,
které tvori smy&kové struktury jsou Casto epitopy B bunék a je
vyhodné, aby vSechny tyto jednotky byly konzervativni. Takto
savedené mutace maji funkci porusit toleranci vaci vlastnimu
proteinu a byt imunogenni v druzich, ze kterych se nemutovany

protein ziskal.

V jiném provedeni vynalezu jsou polypeptidy podle vynalezu
alespofi z 30 % a méné neiZ ze 100 % shodné s lidskym proteinem,

s vyhodou po celé delce lidského proteinu. Je vyhodné, aby

X

polypeptidy byly alespoii ze 40 %, alesponl z 50 % shodné
s lidskym proteinem. Je vyhodn&jsi, kdyZz polypeptidy jsou
alespoii z 60 %, napriklad ze 70 % shodné s lidskym proteinem.
Nejvyhodnéjsi je, kdy? polypeptidy jsou alespoii z 85 % shodné
s lidskym proteinem, napfiklad pfibliZné =z 90 % shodné. Takové
proteiny Jsou schopné aktivovat imunitni systém u 1lidé, ktery

rozeznava lidsky protein.
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UWGCG poskytuje napfiklad program BESTFIT, ktery je mozné
pouzit pfi vypocltu homologie (napfiklad wuzZivany pEi jeho
standardnim nastaveni) (popisuje se v publikaci Devereux et
al., (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Algoritmy
PILEUP a BLAST se mohou pouZit k vypocltu homologie nebo pfri
uspofadéni sekvenci (v typickém ptipad& pro jejich standardni
uspofradani), jak se napriklad popisuje v publikaci Altschul
(1993) J. Mol. Evol. 36: 290-300, Altschul et al., (1990) J.
Mol. Biol. 215: 403-10.

Software provadéjici analyzy BLAST je vetejné& dostupny
prostfednictvim instituce National Centre for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./). Tento algoritmus

zahrnuje prvni identifikacni par sekvence, ktery vykazuje
vysoké skoére (HSP), identifikaci kratkych slov s délkou W ve
skoumané sekvenci, které bud spliuji nebo uspokojuji prahové
skére T dosahujici pozitivnich hodnot uspotradanych se slovem

se stejnou délkou Vv sekvenci vybrané z databdze. Hodnota T se

oznaduje Jjako prahové skére okolnich slov (popisuje se
v publikaci Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-
10). Tyto po&atelni parovani okolnich slov pusobi jako zaklad

pro pocatecnil vyhledavéni za uUcelem najit HSP, které tato
slova obsahuji. Parovani slov se rozgifuji do obou sm&ri podél
kasdé sekvence dokud roste hodnota kumulativniho skoére
usporadani. Rozsah parovani slov v kazdém sm&ru se zastavi
kdyz: kumulativni skére uspotradéni klesne o hodnotu X ze své
maximalni dosazené hodnoty, kumulativni skére klesne na nulu
nebo pod tuto hodnotu, coZ je zplsobeno hromadénim jednoho
nebo vice usporadani zbytkd s negativnim skére nebo se dojde
na konec sekvence. Parametry algoritmu BLAST W, T a X
charakterizuji citlivost a rychlost uspofadéani. Kdyz se
program BLAST pouZiva pro porovnéni obou Fetézcl V pripadé
polynukleotidd, pouzivaji se standardni slova © délce (W) 11,
matrice skbére BLOSUM62 (popisuje se v publikaci Henikoff and
Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919)
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uspofadani (B) mé& hodnotu 50, pravdépodobnost (E) dosahuje
hodnoty 10, M=5, N=4. Algorimtus BLAST provadi statistickou
analyzu podobnosti dvou sekvencil (popisuje se napfiklad
v publikaci Karlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 5873-5787). Jednou mirou podobnosti, kterou poskytuje
algoritmus BLAST je nejmenSi hodnota soudtu pravdépodobnosti
(P(N)), ktera oznacuje pravdépodobnost, s jakou doijde
k parovédni dvou nukleotidd nebo aminokyselinovych sekvenci.
Sekvence se napiiklad povaZuje =za podobnou s jinou sekvenci,
jestliZe soucet pravdépodobnosti pfi porovnani prvni sekvence
s druhou sekvenci je niZ3i neZ pfibliZné hodnota 1, s vyhodou
niz&i ne? ptribliZné hodnota 0,1, vice vyhodné Jje niZsi neZ
hodnota pfribliZné& 0,01 a nejvyhodn&jsi je, kdyZ hodnota je

ni?&i neZ ptibliZné 0,001.

Uspé&ény navrh polypeptidu podle vynalezu se muZe overit
napfiklad demonstraci, Ze, kdyz se polypeptid exprimuje ve
vhodné hostitelské bufice, upravi své uspotédani, aby bylo
dostate&né podobné uspofédani vlastniho proteinu, pricemZ se
tvofi protilatky, Jenz zkii?end reaguji s prirozenym vlastnim
proteinem. To je moZné ukdzat pouZitim imunologickych postupt,
jako je navézani monoklonalnich nebo polyklondlnich protilatek
v testu ELISA nebo fyzikdln&chemickych metod, Jako cirkularni
dichroizmus nebo krystalografickymi postupy, jako je
krystalografie pouZivajici rentgenové za¥eni nebo pocitacové
modelovani nebo fada daldich p¥istupl, které jsou dobfe znamy

v oboru.

Dal3i usporadani uspé&sného navrzeni je moZné =ziskat
aplikaci vysledného polypeptidu ve vhodném vakcinadénim rezimu
a pozorovanim, zZe vyvolané protilatky Jsou schopné se vazat na
protein. Toto navazani Jje moZné odhadnout pouzitim testu
ELISA, ktery pouziva rekombinantni nebo izolovany p¥irozeny
protein, nebo prost¥ednictvim biologickych testl,  které

testuji u&inek proteinu na citlivou bufiku nebo tkan. zvlasteé
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vyhodné hodnoceni je pozorovani jevu kauzalné spojeného
s aktivitou proteinu v intaktnim hostiteli a stanoveni, zda
pFitomnost protilatek vyvolanych metodami podle vynalezu
upravuje tento Jjev. Pak protein podle vyndlezu bude schopen
vyvolat protildtky na prirozeny antigen ve specifickych

specie, ze kterych se ziskal pfirozeny protein.

Polypeptid podle vynalezu se miZe dale upravit mutaci,
napfiklad substituci, inzerci nebo deleci aminokyselin za
a&elem dodat poZadované vlastnosti (jako je adice dodatkové
sekvence, kterd umoZiiuje izolaci nebo zvy$enou imunogennost)
nebo odstranit neZadouci vlastnosti (jako Je neZadouci
agonisticka kapacita receptoru) nebo transmembranové domény.
Vynalez specificky popisuje fuzni partnery, které se jednoduse
izoluji, jako Jje doplnkovy polyhistidinovy fetézec nebo

partne¥i exprese GST, ktetri zesiluji expresi.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se popisuje lidsky IL-13,
ktery vykazuje Jednu nebo vice z nasledujicich mutacl nebo
konzervativni substituci charakteristickou pro my3i IL-13.
Nasledujici ¢&islovani plati v pripadé IL-13 exprimovaného se

svou signalni sekvenci v bakteriich E. coli.
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Vyhodnéjsi je, kdyz lidsky IL-13 obsahuje alespon dve,
vyhodn&ji alespoii 3, 4, 5, 6 nebo vice shora v textu uvedenych
mutaci nebo konzervativni substituci. Je vyhodné, kdyZz je

pritomno v3ech dvanact mutaci.

Termin ,konzervativni substituce" znamena, kdyZ
aminokyselina se substituuje jinou aminokyselinou, kterd ma
podobné vlastnosti, kdy odbornik chemie peptidd ocekava, Ze
sekundarni struktura a hydropaticka podstata polypeptidu se

v podstate nezméni.

Jisté aminokyseliny ve struktu¥e proteinu se mohou
nahradit Jinymi aminokyselinami, aniz dojde ke ztraté
interaktivni vazebné kapacity se strukturami, Jjako Jsou
napfiklad oblasti protilatek, na které se vaze antigen nebo
vazebna mista na molekuldch substratu. vzhledem k interaktivni
kapacité a podstaté proteinu, kterd definuje biologickou
funk&éni aktivitu proteinu, Je mozné provést Vv proteinové
sekvenci jisté substituce aminokyselinové sekvence a
samozfejm& v Jjejl sekvenci koédujici DNA a presto ziskat
protein s podobnymi vlastnostmi. Predpoklada se, Ze se mohou
v peptidovych sekvencich popsanych prostiedkl nebo
v odpovidajicich sekvencich DNA, které kéduji uvedené peptidy,
provést ruzné zmény, aniz dojde k ne¥adouci ztraté biologicke

vyuZitelnosti nebo aktivity.

pP¥i takovych zmé&nach se zvaiuje hydropaticky index
aminokyselin. V oborou je znéma duleZitost hydropatického
indexu aminokyselin pro ud&leni interaktivni biologické funkce
proteinu (popisuje se Vv publikaci Kyte and Doolittle, 1982).
Je znamo, Ze relativni hydropaticky charakter aminokyseliny se
podili na sekundarni struktufe vysledného proteinu, ktera
naopak definuje interakci proteinu s jinymi molekulami, Jjako

jsou naptiklad enzymy, substraty, receptory, DNA, protilatky,
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antigeny a podobné. Pro kaZdou aminokyselinu se stanovil jeji
hydropaticky index na z4dkladé jeji hydrofdbnosti a naboji
(popisuje se V publikaci Kyte and Doolittle, 1982). Tyto
hodnoty Jsou Vv pripadé izoleucinu (+4,5), wvalinu (+4,2),
leucinu (+3,8), fenylalalninu (+2,8), cysteinu/cystinu (+2,5),
methioninu (11,9), alaninu (+1,8), glycinu (-0,4), threoninu
(-0,7), serinu (-0,8), tryptofanu (-0,9), tyrozinu (-1,3),
prolinu (-1,6), histidinu (-3,2), glutamdtu (-3,5), glutaminu
(-3,5), aspartatu (-3,5), asparaginu (-3,5), lyzinu (-3,9) a

argininu (-4,5).

V oboru je zndmo, Ze jisté aminokyseliny se mohou nahradit
jinymi aminokyselinami s podobnym hydropatickym indexem nebo
skére a stale vznika protein s podobnou biologickou aktivitou,
stidle Jje mozné ziskat protein s ekvivalentni biologickou
funkci. P¥i pripravé takovych zmén Jsou vyhodné substituce
aminokyselin, jeJjiz hydropatické ukazatele jsou +2, zv1lasté je
vyhodné, kdyzZ hydropatické indexy jsou +1, dokonce =zvlasté
vyhodné Jjsou ty s hydropatickymi indexy #0,5. V oboru Jje
zndmo, ze substituci podobnych aminokyselin Jje moZné a¢inné
provést na zakladé hydrofilnosti. Americky patentovy dokument
4 554 101 uvadi, Ze nejvy33i lokalni prim&rna hydrofilnost
proteinu rizena hydrofilnosti aminokyselin koreluje

s biologickou vlastnosti proteinu.

vV Americkém patentovém dokumentu &, 4 554 101 Jsou
v ptipadé aminokyselinovych zbytkd uvedeny nadsledujici hodnoty
hydrofilnosti: arginin (+3,0), lyzin (+3,0), aspartat (+3,0 =
1), glutamdt (+3,0 = 1), serin (+0,3), asparagin (+0,2),
glutamin (+0,2), glycin (0), threonin (-0,4), prolin (-0,5 &
1), alanin (-0,5), histidin (-0,5), cystein (-1,0), methionin
(-1,3), valin (-1,3), leucin (-1,8), izoluecin (-1,8), tyrozin
(-2,3), fenylalanin (-2,5), tryptofan (-3,4). Je znéamo, zZe
aminokyselina se muZe nahradit jinou, ktera m& podobnou

hodnotu hydrofilnosti a stale se ziskd biologicky ekvivalent a
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zv148t& pak imunologicky ekvivalent proteinu. P¥i takovych
zménadch je vyhodnd substituce aminokyselin, jejiZz hodnoty
hydrofilnosti jsou Vv rozmezi *2, zvla3té vyhodné Jjsou ty,
jeji? hodnoty hydrofilnosti jsou £l a dokonce vice vyhodné

jsou ty, Jjejiz hodnoty hydrofilnosti jsou #*0,5.

Jak se uvadi shora v textu, substituce aminokyselin jsou
proto v obecném pripadé zaloZeny na relativni podobnosti
substituentd bo&niho Ffetézce aminokyselin napfiklad Jejich
hydrofobnosti, hydrofilnosti, naboji, velikosti a podobné.
V oboru fjsou znamy pEiklady substituci, kde je nutné zvazZovat
rlizné popsané charakteristiky, které zahrnuji arginin a lyzin,
glutamat a aspartat, serin a threonin, glutamin a asparagin a
valin, leucin a izoleucin. To Jsou vyhodné konzervativni

substituce.

Aminokyselinové substituce se mohou didle pripravit na
zakladeé podobnosti polarity, néboije, rozpustnosti,
hydrofébnosti, hydrofilnosti  a/nebo amfipatické  podstaty
zbytkl. Napifiklad negativn& nabité aminokyseliny zahrnuji
kyselinu asparagovou a glutamovou, pozitivné nabité
aminokyseliny zahrnuji lysin a arginin a aminokyseliny s
polarnimi skupinami bez ndboje, které vykazujil podobné hodnoty
hydrofilnosti zahrnuji leucin, izoleucin a valin, glycin a
alanin, asparagin a glutamin a serin, threonin, fenylalanin a
tyrozin. Jiné skupiny  aminokyselin, které reprezentuji
konzervativni zmé&ny zahrnuji:

1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr

2) cys, ser, tyr, thr

3) val, ile, leu, met, ala, phe

4y lys, arg, his a

5) phe, tyr, trp, his.
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Ve vyhodném provedeni vyndlezu mutovany IL-13 podle
vynadlezu obsahuje jednu nebo vice nasledujicich sekvenci nebo

jeji variantu obsahujici konzervativni substituci:

LKELIEELSN; (SEQID No 1)
ECVALDSL; (SEQ ID No 2)
AJYRTQRILHG; (SEQIDNo3)

KIEVAHFITKLL; (SEQID No 4)

Polypeptid podle vyndlezu je kdédovan polynukleotidem podle
vynéalezu. Odbornik je schopen snadno stanovit sekvenci
polynukleotidu, ktery kéduje polypeptid aplikaci genetického
kédu. KdyZ se stanovila poZadovana sekvence nukleové kyseliny,
polynukleotid s poZadovanou sekvenci se muZe produkovat
zplisobem popsanych v sekci p¥ikladl. Pro odbornika Je snadné
upravit libovolné nezbytné parametry, jako Jsou primery a
podminky PCR. Odbornikovi je jasné, Ze na zakladé degenerace
genetického kédu existuje potencionalné vice jak jeden

nukleotid, ktery kéduje polypeptid podle vynalezu.

Polynukelotid podle vynalezu je V typickém piipadé RNA,
jako je napfiklad mRNA nebo DNA, nap¥iklad genomové& DNA, cDNA
nebo syntetickd DNA. Je vyhodneé, aby polynukleotid byl DNA.
7Zv143té vyhodna je cDNA.

vynédlez dale popisuje expresivni vektor, kterym je
konstrukce nukleové kyseliny obsahujici polynukleotid podle
vynadlezu. Navic konstrukce nukleové kyseliny bude obsahovat
vhodné iniciatory, promotory, zesilovace a jiné elementy, Jjako
naptiklad polyadenylaéni signaly, které mohou byt nezbytné a
které jsou umisténé ve spridvné orientaci =za ucelem umoznit

expresi proteinu v savci bunice.
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Promotorem miZe byt eukaryontni promotor, jako je
napriklad promotor CD68, Gall, Gall0 nebo promotor NMT,
prokaryontni promotor, Jjako je naptriklad Tac, Trc nebo Lac
nebo virovy promotor, Jjako Jje napfiklad cytomegalovirovy
promotor, promotor SV40, promotor polyhedrinu, promotor P10
nebo promotor LTR respiracniho syncytidlniho viru. S vyhodou
promotorem je virovy promotor. Zvlasté vyhodné je, kdyz
promotorem je tasny promotor cytomegaloviru, ktery mlzZe

obsahovat exon 1 z genu HCMV IE.

Elementy regulujici transkripci mohou obsahovat zesilovac,
jako Je nap¥iklad povrchovy antigen hepatitidy B 37
neprekléddané oblasti, zesilovac CMV, introny, napfiklad intron
CDES nebo intron A CMV nebo regulaéni oblasti napfiklad 5’

neprekladand oblast CMV.

Polynukleotid je s vyhodou operativné spojeny s promotorem
v konstrukci nukleové kyseliny tak, Ze kdyz se konstrukce
zadleni do savdi bunky, polynukleotid se exprimuje za vzniku

kédovaného polypeptidu.

Konstrukce hlavniho tet&zce polymeru muZe byt RNA nebo
DNA, jako Jje napfiklad plazmidova DNA, virova DNA, bakteridlni
DNA, bakteridlni umela chromozomové DNA, kvasinkova uméla
chromozomové DNA, synteticka DNA. Také je moZné, aby
konstrukce nukleové kyseliny byla umélad nukleova kyselina,
nap¥iklad fosforothioat RNA nebo DNA. Konstrukci je s vyhodou

DNA. Zv1asté vyhodné je, kdyZ jde o plazmidovou DNA.

Vynadlez popisuje hostitelskou butiku obsahujici expresivni
vektor podle vynélezu. Takové bufiky zahrnuji do&asnou nebo
s vyhodou stabilni buné&cné linie vy3sich eukaryontl, jako jsou
savéi Dbufiky nebo hmyzi bunky za pouziti bakulovirového
expresivniho systému, niz&ich eukaryontnich bun&k, Jako jsou
bunky kvasiﬁek, nebo prokaryontnich  bunék, jako jsou

pakterialni bufiky. Priklady takovych buné&k, které se mohou
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upravit =za&len&nim vektorl, ktere kéduji polypeptid podle
vyndlezu zahrnuji sav&i bufiky HEK293T, CHO, HeLa, NSO a COS.
Vyhodnou vybranou bunécnou 1inii bude ta, kterd neni pouze
stabilni, ale také umoZnuje zralou glykosylaci polypeptidu.
Exprese je moZné dosahnout transformovanymi oocyty. Polypeptid
podle vyndlezu se miZe exprimovat v buikdch transgenniho
savce, kterym neni ¢lovék. Je vyhodne, aby uvedenym savcem
byla my&. Nebo Je vyhodné, aby se polypeptid exprimoval do
mléka vétdiho zvirete, jako Jje koza, ovce a krdva. Vynélez
dale popisuje transgenni zvire, kterym neni <&lové&k a ktere
exprimuje polypeptid podle vynalezu. Polypeptid podle vynalezu

miZe také byt exprimovan v oocytech organizmu Xenopus laevis.

Vvynadlez dale =zahrnuje farmaceutické nebo vakcinacni
prostredky, které obsahuji terapeuticky G&inné mnozZstvi
konstrukce nukleové kyseliny nebo polypeptidu podle vynadlezu,
které mohou byt v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym
nosidem s vyhodou v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnou
pomocnou  latkou, jako Jje fyziologicky roztok pufrovany
fosfore&nanem (PBS), dextrdzou, vodou, glycerolem, etanolem,
lipozémy nebo Jjejich kombinaci. Vakciﬁaéni prostfedek muze
v jiném  pitipadé obsahovat terapeuticky ucéinné mnozstvi
konstrukce nukleové kyseliny podle vynalezu vytvofeného na
kovovych &asticich s vyhodou tasticich zlata. Vakcinacni
prostfedek podle vynadlezu miZe také obsahovat adjuvans jako je
napfiklad forma vynalezu, imichimod, tukaresol nebo siran

hlinoto-draselny.

Vyhodné jsou prosttedky obsahujici proteinové adjuvans,

které vyvolavajl odezvy s vysokym titrem protilatek.

Adjuvans se s vyhodou aplikuje ve stejny okamzik Jjako
prostfedek podle vyndlezu a ve vyhodnych provedenich vynalezu
jsou pripraveny spole&né. Takové pomocné latky podle vynalezu

zahrnuji, ale nejsou omezeny syntetickymi imidazochinoliny,
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jako je imichimod ([S-26308, R-837] (popisuje se Vv publikaci
Harrison, et al., Reduction of recurrent HSV disease using
imichimod alone or combined with a glycoprotein vaccine,
Vaccine 19: 1820-1826, (2001)) a resichimod [S-28463, R-848]
(popisuje se v publikaci Vasilakos, et al., Adjuvant activites
of immune response modifier R-848: Comparison with CpG ODN,
Cellular immunology 204: 64-74 (2000)), Schiffovy Dbéaze
karbonyl®t a aminl, které se podstatne exprimuji na bufikach
prezentujicich antigen a na povrchu T bunék, jako Jje tukaresol
(popisuje se v publikaci Rhodes, J. et al., Therapeutic
potentional of the immune systém by costimulatory Schiff-base-
forming drugs, Nature 377: 71-75 (1995)), cytokiny, chemokiny
a kostimulaéni molekuly, indukéni ¢&inidla odezvy Thl, jako Je
interferon gamma, IL-2, IL-12, IL-15 a indukéni &inidlo odezvy
Th2, jako je IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 a jiny chemokin a
kostimuladni geny, Jjako Jje MCP-1, MIP-1 alfa, MIP-1 beta,
Rantes, TCA-3, CD80, CD86 a CD40L, jiné imunostimulacni cilené
ligandy, Jjako Jje CTLA-4 a L-selektin, proteiny stimulujici
apoptézu a peptidy Jjako Jje Fas, (49), adjuvans zaloZenad na
syntetickych lipidech, jako je vaxfektin (popisuje se
v publikaci Reyest et al., Vaxfectin enhances antigen specific
antibody titres and maintains Thl type Immune responses to
plasmid DNA immunization, Vaccine 19: 3778-3786), skvalen,
alfa-tokoferol, polysorbat 80, DOPC a cholesterol, endotoxin,
[LPS], (popisuje se v publikaci Beutler, B., Endotoxin, Toll-
like receptor 4 and the afferent limb of innate immunity,
Current Opinion in Microbiology 3: 23-30 (2000)), CpG
oligonukleotidy a dinukleotidy (popisuje se v publikaci Sato,
Y et al., Immunostimulatory DNA sequences necessery for
effective intradermal gene immunization, Science 273 (5273):
352-354 (1996), Hemmi, H. et al., A Toll-like receptor
recognizes bacterial DNA, Nature 408: 740-745, (2000)) a jiné
potenciondlni ligandy, které davaji podn&t Tollovym receptorim

k produkci cytokint vyvolavajici odezvu Thl, jako  jsou
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syntetické mykobakteridlni lipoproteiny, mykobakteridlni

protein pl9, peptidoglykan, kyselina teichoova a lipid A.

Jisté vyhodné adjuvans pro vyvolani prevladajicl odezvy
typu Thl zahrnuje napfiklad derivat lipidu A nebo s vyhodou 3-
de-0O-acylovany monofosforyllipid A. Pomocné latky MPL® Jjsou
dostupné u firmy Corixa Corporation (Seattle, WA, popisuje se
napfiklad v patentovém dokumentu 4 436 727, 4 877 611, 4 866
034 a 4 912 094). Oligonukleotidy obsahujici CpG (ve kterém
dinukleotid CpG neni metylovan) také vyvolava prevainé odezvu
Thl. Takové oligonukleotidy Jsou dobfe znamy V oboru a
popisuji se napfiklad v patentovém dokumentu WO 96/02555, WO
99/33488 a v americkém patentovém dokumentu &. 6 008 200 a 5
856 462. V publikaci Sato et al., Science 273:352, 1996 se
také popisuji imunostimulacni sekvence DNA. Jiné vyhodné
adjuvans obsahuje saponin, jako Je Quil A nebo jeho derivaty,
které zahrnuji QS21 a QS7 (Aquila Biopharmaceuticals Inc.,
Framingham, MA), escin, digitonin nebo saponiny z Gypsophila

nebo Chenopodium quinoa.

Vynadlez dale popisuje zpusoby 1éCby nebo prevence
onemocnéni zprosttredkovanych IL-13, libovolnych symptoml nebo
onemocnéni spojenych s IL-13 obsahujicil aplikaci G&inného
mnozstvi proteinu, polynukleotidu, vektoru nebo
farmaceutického prostredku podle vynadlezu. Aplikace
farmaceutického prostfedku miZe mit formu jedné nebo vice
individualnich davek, napf¥iklad pfi terapeutickém vakcinacnim
rezimu ,senzibilizace-posilujici imunizace"™. V jistych

pripadech primarni vakcinace miZe probihat prostfednictvim

zavedeni DNA polynukleotidld podle vynalezu, které Jjsou
s vyhodou zac¢lenény do vektoru odvozeného z plazmidu,
zprostfedkované Céasticemi. L Posilujici imunizace“ se provadi

aplikaci rekombinantniho virového vektoru obsahujici stejnou
polynukleotidovou sekvenci nebo proteinem obsaZenym

v adjuvans. Naopak senzibilizace se mize provést virovym
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vektorem nebo proteinovym pripravkem v typickém pripadé
proteinem pripravenym v adjuvans a posilujici imunizace se

provede DNA vakcinou podle vynalezu.

Za Ucelemn oSet¥feni onemocnéni zpusobené vlastnim
antigenem, jako je napfiklad IL-13 je vyhodné, kdyz adjuvans
je induk&nim &inidlem odezvy THL1. Adjuvans zv143té obsahuje
imunostimulaéni oligonukleotid CpG, jak se popisuje
v dokumentu Wo 96/102555. Typické imunostimuladni
oligonukleotidy budou obsahovat 8 az 100 bazi a obsahuji
obecny vzorec X; CpGXy, kde symbol X; a X; Jsou nukleotidové

baze a C a G nejsou metylovany.

Oligonukleotidy vyhodné pro pouziti v adjuvans nebo ve
vakcinadch podle vynadlezu s vyhodou obsahuji dva nebo vice
dinukleotidovych motiva CpG, které Jjsou s vyhodou oddéleny
alesponn t¥emi, vyhodnéji alespoﬁ'éesti nebo vice nukleotidy.
Oligonukleotidy podle vynalezu jsou v typickém pripadé
deoxynukleotidy. Ve vyhodném provedeni vynalezu internukleotid
v oligonukleotidu je fosforodithioat nebo s vyhodou
fosforothiodtova vazba, ackoliv fosfodiester a jiné
internukleotidové vazby Jjsou obsahem vynalezu zahrnujicim
oligonukleotidy se smichanymi internukleotidovymi vazbami,
jako Jjsou napfiklad smichané fosforothiodt/fosfodiestery.
Mohou se pouzit jiné internukleotidové vazby, které
stabilizuji oligonukleotid. Zpusoby produkce
fosforothiodtovych oligonukletidd nebo fosforodithiocdtd se
popisuji v americkém patentovém dokumentu &. 5 666 153, 5 278

302 a WO 95/26204.

P¥iklady  vyhodnych oligonukleotidd maji nasledujici
sekvence. Sekvence s vyhodou obsahuji fosforothiodt upraveny

internukleotidovymi vazbami.
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OLIGO 1: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826) (SEQ ID NO 5)
OLIGO 2: TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758) (SEQ ID NO 6)

OLIGO 3: ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG (SEQIDNO7)
OLIGO 4: TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006) (SEQ ID NO 8)
OLIGO 5: TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668) (SEQ ID NO 9)

Alternativni CpG oligonukleotidy mohou obsahovat shora
popsané vyhodné sekvence, ve kterych jsou nedileZité delece
nebo adice. Oligonukleotidy CpG vyuZivané podle vynalezu se
mohou syntetizovat libovolnym zplisobem popsanym VvV oboru
(napriklad v patentovém dokumentu EP 468520) . Takové
oligonukleotidy se mohou béziné syntetizovat vyuzitim
automatického syntetizéru. Adjuvantni prostfedek obsahujici

oligonukleotid CpG se muZe ziskat od firmy Qiagen pod nézvem

,ImmunEasy".

Prosttfedky podle vyndlezu se mohou pouzit v piipadé
profylaxe a terapie. Vynalez dale popisuje polypeptid nebo
polynukleotid podle vyndlezu, ktery Je vhodny pro pouZitil
v lékarstvi. Vynalez dale obsahuje pouZiti polypeptidu nebo
polynukleotidu podle vyndlezu pifi vyrobé lé&ebného prostredku
pro lé&bu alergii, respiracnich poruch, jako je astma a COPD,

poruch spojenych s nakazou Cervi, fibrézy nebo cirhézy jater.

Vynalez také popisuje zpisob vakcinace, kterd obsahuje
aplikaci G¢inného mnoZstvi vakcinaéniho prostfedku podle
vynalezu pacientovi a vyvolani imunitni odezvy vacéi

vakcina&nimu prostredku.

Vynadlez dale popisuje vakcina&ni prostfedky vhodne pro
vakcinaci savce proti poruchém zptsobenych IL-13, jako Jsou
alergie, respiraéni onemocnéni, onemocnd&ni spojené s nakazou
Gervi, fibréza a cirhdéza jater. Respiracni onemocné&ni zahrnuji
napfiklad astma, jako je alergické astma a chronické

obstruktivni pulmonarni onemocnéni (COPD) . Vakcinac¢ni
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prostfedek schopny ¥idit neutralizaéni odezvu vi&i IL-13 bude
zahrnovat pouZitelny terapeuticky prostfedek pro lécbu astma ,
zv1435t& alergické astma u 1lidi. Uvedeny vakcinalni prostiedek
se bude také aplikovat p¥i 1éZ&bé& jistych poruch spojenych
s nadkazou d&ervi (popisuje se v publikaci Brombacher, 2000
Bioessays 22: 646-656) a onemocnéni, kde produkce IL-13 je
disledek fibrézy (Chiaramonte et al., 1999, J. Clin. Inv. 104:
777-785), jako je chronické obstruktivni pulmonérni onechnéni
(COPD) a cirhéza jater. Vakcina&ni prostfedky podle vynalezu
se mohou aplikovat rlznymi =zplsoby, napfiklad prostfednictvim
sliznice, jako ordlni a nosni sliznice, pulmondrni cestou,
intramuskuldrné, subkutanné nebo intradermalné. V pripadé, Ze
se antigen aplikuje jako vakcina zaloZena na proteinu, pak se
vakcina vytvo¥i s adjuvans a maZe se lyofilizovat a tésné pred
pouzitim se resuspenduje ve vodé. Takoveé prostfedky se mohou
aplikovat jedinci pomoci injekce, napriklad jako sterilni
vodna disperze s vyhodou izotonicka. V typickém pripadé takové
prostfedky se budou aplikovat do svalu, ale jsou mozZné také

jiné zplUsoby aplikace.

Jednou metodou intradermalni aplikace Jje Dbombardovani
tasticemi (tato metoda je znama jako technologie ,genové délo"
a popisuje se v americkém patentovém dokumentu &. 537 1015).
Proteiny se mohou tvofrit s cukry, pfidem? vznikaji malé
Gastice, nebo inertni &astice se mohou potahnout DNA kédujici
antigen (jako jsou Castice zlata) a jsou urychleny na rychlost
dostate&nou k penetraci povrchu pfijemce (kterym je napriklad
kt¥e), napriklad vystfelenim za vysokého tlaku z vy&nivajiciho
za¥izeni. (Céstice potaZené vakcinadnimi konstrukcemi nukleove
kyseliny podle vynalezu a proteinové cukerné Castice jsou
obsahem vynalezu, stejnée jako zatizeni, které slouzi
k vystfelovéani takovych gastic.). Jiné metody aplikace
konstrukci nukleovych kyselin nebo prostfedkd obsahujicich

uvedené konstrukce prfimo ptijemci zahrnuji ultrazvuk,




26

stimulace elektrickym proudem, elektroporace a mikroolkovani,

jak se popisuje v americkém patentovém dokumentu &. 5 697 901.

Konstrukce nukleové kyseliny podle vyndlezu se miZe také
aplikovat pomoci specializovanych zavadécich vektortd, které je
moZné pouZit p¥i genové terapii. Pristupy genové terapie se
diskutuji naptiklad v publikaci Verme et al., Nature 1997,
389:239-242. Je moZné pouZit virové a nevirové systémy.
Systémy zaloZené na virech zahrnuji retrovirové, lentivirové,
adenovirové, adeno-asociované virové systémy, systémy viru
herpes a systémy zaloZené na viru vakcinie. Systémy, které
nejsou virové zahrnuji pfimou aplikaci nukleovych kyselin a
systém zaloZenych na lipozomech. Vektory se mohou napfiklad
uzavirat do lipozomi nebo do polylaktidovych ko-glykolidovych
¢astic (PLG).

Konstrukce nukleové kyseliny‘podle vynadlezu se muzZe také
aplikovat transformovanymi hostitelskymi butikami. Takové bunky
zahrnuji ©buiky ziskané ze subjektu. Vakcinac¢ni konstrukce
nukleovych kyselin se mohou zavést do takovych bunék in vitro
a transformované bufiky se mohou pozd&ji vratit subjektu.
Konstrukce nukleové kyseliny podle vyndlezu se mohou zaClenit
do nukleové kyseliny, kterd Jje pfitomnd v bunce homologni
rekombinaci. Transformovanad buifika, je-1i to nutné, se necha
rast in vitro a jedna nebo vice vyslednych buné&k se mlZe
pouzit podle vyndlezu. Bunky se pak mohou vnést do vhodného
mista pacienta znadmymi chirurgickymi nebo mikrochirurgickymi
metodami (jako Jje napfiklad ve form& 3tépl, mikroinjekci,
atd.). Vhodné bunky zahrnuji dendritické burnky.

Mnofstvi zavadéného vakcina&niho prostfedku podstatné
kolisad v zavislosti na druhu a hmotnosti savce, ktery se
imunizuje, podstaté& onemocné&ni, které Je lé&eno nebo proti
kterému se vyvolavd ochrana, na upraveném vakcinacnim
protokolu (to znamend jedina aplikace proti opakovanym davkam,

zplisobu aplikace a sile a davce vybrané pomocné slouceniné. Na
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zdkladd uvedenych promé&nnych je pro lékatre a veterindfe snadné
stanovit vhodnou davku. KdyZ Jje vakcinou napfiklad nukleova
kyselina, pak dévka bude 0,5 aZz 5 ug /kg konstrukci nukleovych
kyselin nebo prostfedku, ktery Je obsahuje. Davka koliséa
v z&vislosti na zpusobu aplikace. KdyZ se pouZije
intradermédlni aplikace na ¢&asticich zlata, celkova davka bude
s vyhodou mezi 1 ug aZ 10 ng, zvl&3té vyhodné je, kdyZ celkova
davka je v rozmezi 10 pug aZ 1 ng. V pfipadé&, Ze konstrukce
nukleové kyseliny se aplikuje p#imo, celkovd davka Je
v obecném pfipadé& vys$3i, pohybuje se napfiklad v rozmezi 50 ng
az 1 mg nebo vice miligram. Shora v textu uvedené davky jsou

priklady primé&rného p¥ipadu.

V pripad& proteinové vakciny mnoZstvi proteinu Vv kazdé
vakcina&ni davce se vybralo jako mnoZstvi, které =zahrnuje
imunoprotektivni odezvu aniz vykazuje podstatné neZadouci
vedlejsi G&inky typickych vakein. Takové mnoZstvi bude kolisat
v zavislosti na pouZitém specifickém imunogenu. V obecném
pripadé se ocekava, Ze kaidd davka bude obsahovat 1 az 1 000
ug proteinu, s vyhodou 1 az 500 ug, s vyhodou 1 aZ 100 ng,
nejvyhodné&ji 1 aZ 50 pg. Optimalni mno?stvi uréité vakciny
miZe byt zjist&no standardni studii, ktera zahrnuje pozorovani
vhodné imunitni odezvy vakcinaéniho subjektu. PE1 nasledujici
pocateéni vakcinaci se subjektim miZe aplikovat jedna nebo
vice adekvatn& umisténych zesilujicich imunizaénich davek.
Takovy vakcina&ni prostfedek se muze aplikovat bud ve
vakcinadnim re?imu se senzibilizaci nebo ve vakcinaénim reZimu
s posilovacimi imunizaénimi davkami. Vakcinad&ni prostfedek se
miZe aplikovat systematicky, naptriklad transdermélni,
subkutani nebo intramuskuldrni cestou nebo se muzZe aplikovat

sliznici napfiklad intranasdlni nebo oralni cestou.

Mohou samozfejmé& existovat individudlni pZipady, kde je
moZné pouZiti vy55i nebo niZsi rozmezi davek a takové Jsou

v rozsahu vynélezu.




LX) LX) (XX X ]

*908
(X L XN 3
LI XX ]
[
XX X J
*
*
.
[T A 2 2 XJ]
L J
[ XXX X 2]
L
L X2 X J
LE2 X ]
*

28

Vakcinad&ni prostfedek Jje moZné aplikovat Jjednou nebo
opakovan&, pricemZ vyhodné je 1 aZ 7 krat, s vyhodou 1 az 4
krat v intervalech 1 den aZ 18 mésicl, vyhodny je v intervalu
jednoho mé&sice. Pak Jje moZné pokracovat v aplikaci davky
v pravidelnych intervalech mezi jednim a 12 mé&sici po zbytek
7ivota pacienta. V urlitém provedeni vyndlezu se pacientovi
aplikuje antigen v ruznych formadch ve vakcinaénim reZimu se
senzibilizaci a s aplikaci =zesilovaci davky. Pak se naptiklad
antigen nejdfive aplikuje jako vakcina zaloZené na DNA a pak
se nasledn& aplikuje prostfedek s proteinovym adjuvans. AvSak
tento léebny reZ?im bude podstatn& kolisat v zavislosti na
velikosti a druhu uvaZovaného zvitrete, mnoZstvi vakciny
obsahujici nukleovou kyselinu a/nebo aplikovaném proteinovém
prosttedku, zpisobu aplikace, sile a davce 1libovolnych
pomocnych sloucenin a Jjinych faktorech, které budou =zjevné

veterindrnimu a praktickému lékari.

Nasledujici pfiklady ilustruji teoretické uvahy podle
vynédlezu v pfipadé my$i, spi§ nez v pripadé 1lidi tak, Ze
protein je my3i a obsahuje mutace charakteristické pro lidsky
protein, ale vysledky je moZné snadno prevést na 1léc¢bu 1lidi,
pfidem? protein bude mit epitopy T bunék pochéazejicich
7z &lovdka s mutacemi charakteristickymi pro my$, nebo Jiny

analogicky protein.

V prikladech podle vyndlezu se pouZiti provede raznymi
dobfe znamymi metodami molekularni a bun&&né Dbiologie.
Praktické detaily té&chto metod se popisuji v publikaci
Sambrook et al., 1989, 2" edition. Cold Spring Harbor Press:
New York). Aminokyselinové sekvence nebo oznaceni je dédno bud
jednopismennym nebo tfipismennym kodem. P¥edpona ,h™ se
pouziva k oznaleni proteinu nebo genu lidského puvodu, symbol
,m“ znamend my$i pavod a ,c“ znamend chimerickou konstrukci.

Symbol ,r“ se pouZiva pro oznadeni rekombinantniho proteinu.
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Prehled obrazkl na vykrese

7kratka GST znamend glutathionovd S-tranferaza. Zkratka
rmIL-13 znamenad rekombinantni my3i IL-13. Zkratka rhIL-13
snamend rekombinantni lidsky IL-13. Zkratka cIL-13 znamena

chimericky IL-13.

Obr. 1 zobrazuje sekvenci vakcinadni konstrukce my$iho
chimerického IL-13. PodtrZené symboly aminokyselin znaci
sekvenci lidského IL-13, neoznalené symboly pochdzi =z my3iho

IL-13.

Obr. 2 zobrazuje analyzu GST cIL-13 provedenou SDS-PAGE na
4 ay 20 % Tris-glycinovém gelu (Novex), ktery se barvil
Coomassieovou mod¥ri, aby se zjistilo celkové mnozstvi

proteinu.
Obr. 3 zobrazuje analyzu GST-cIL-13 westernovym pfenosem.

Obr. 4 =zobrazuje analyzu testem ELISA pomoci interakce
cIL-13 a GST-cIL-13 s polyklondlni protiladtkou proti mIL-13, s
polyklondlni protilatkou proti hIL-13 a s polyklonalni
protildtkou proti GST.

Obr. 5 =zobrazuje analyzu testem ELISA pomoci interakce

cIL-13 a GST-cIL-13 s receptory mIL-13, mIL-13Ral a mIL-13Ra?2.

Obr. 6 zobrazuje anti-fosfo-STAT6 westerntv prenos lyzatu

A549.

Obr. 7 zobrazuje protilatkové odezvy vyvolané imunizaci

s GST-cIL-13 (my$i F5) nebo cIL-13 (my$i E5).

Obr. 8 zobrazuje anti-fosfo-STAT6 westernQiv prenos lyzatu

A549.
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Obr. 9 zobrazuje  vakcina&ni  prostfedek  obsahujici
chimericky IL-13, kterou je moZné pouZzit wu 1lidi. PodtrZené
symboly aminokyselin zna&i sekvenci nalezenou v myS$im IL-13,

neoznadené symboly pochazi z lidského IL-13.

Obr. 10 zobrazuje profily protilatek proti mySimu IL-13,
které vznikly po aplikaci ¢IL-13 v kombinaci s rUznymi

adjuvans.

Obr. 11 zobrazuje neutralizadni kapacitu my8$iho séra po

aplikaci cIL-13.

Obr. 12 zobrazuje alternativni cIL-13 vhodné pro pouZiti

jako my$iho imunogenu.

Obr. 13 zobrazuje chimericky IL-4 vhodny pro pouZiti

v lidském vakcinadnim prosttredku proti IL-14.

Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Navrh vakciny proti my3$imu IL-13

IL-13 pat¥i do rodiny 4-helikdlnich cytokint (popisuje se
v publikaci Murzin et al., 1995, J. Mol. Biol. 247: 536-540).
Jednotlivy &lenové této super rodiny jsou pribuzni strukturou,
ale je obtiZné je srovndvat na urovni sekvenci. Struktura 3D
IL-13 nebyla je3t& stanovena, ale vytvorily se struktury
v pfipadé tady 4-helik&lnich cytokina. V pripadé ortologu IL-
13 se vytvo¥ilo srovnani vice sekvencl a také v pripadé
daldich cytokind se stanovila struktura alesponl jednoho clena
(IL-4, GM-CSF, IL-5 a 1iL-2). Za pouziti DSC (popisuje se
v publikaci King and Sternberg, 1996, Prot. Sci. 5: 2298-
2310), SIMPA96 (popisuje se Vv publikaci Levin, 1997, Prot.
Eng. 7:771-776) a Pred2ary (popisuje se v publikaci Chandonia
and Karplus, 1995, Prot. Sci. 4: 275-285) se vytvoril
pfedpoklad sekundédrni struktury usporadani vice sekvenci

proteinu IL-13. Uspotéadani  vice sekvenci jednotlivych
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cytokinovych proteint se vzdjemné porovnaly za pouZziti
informace o sekvenci a struktufe (vychédzejic =ze znamych

krystalickych struktur a sekundarnich struktur).

Antigenni mista, specificky epitopy B bunék, se
predpovédély v pripadé my3iho IL-13 za pouZiti software
Cameleon (Oxford Molecular) a mapovaly se v pfipadé struktury
IL-4 (pristupové ¢&islo 1RCB v Brookhavenové databazi) za
pou?iti uspofradéni vice sekvenci proteinu, aby se objasnilo,
kde se nachazeji ve struktufe IL-13. Na zakladé wuvedené
analyzy se vybraly exponované oblasti, které Dbyly obé

antigenni a podilely se na navazéanl receptoru.

Na zaklad& tohoto modelu se navrhla chimericka& sekvence
IL-13, kde sekvence predpokléddanych antigennich smycek se
vzaly z my$iho IL-13 a sekvence pfedpokléadanych strukturnich
(pfeva?n& helikdlnich) oblasti se vzaly z lidského IL-13.
U&elem tohoto navrhu je identifikace cilovych epitopl z mySiho
I1-13, proti kterym vznikaji neutraliza&ni protilédtky, a
jejich prezentace v zakladni struktute, ktera Jje podobna
prirozenému proteinu. Tato struktura dale obsahuje dostatecnou
sekvenéni variaci vzhledem k pfirozenému (my$imu) proteinu,
aby se =zajistilo, Ze Jje pritomen Jeden nebo vice CD4 T
pomocnych epitopi. Sekvence nukleovych kyselin a proteint

vybranych pro tento pfipad vakcinacniho prostfedku obsahujici
chimericky IL-13 jsou =zobrazeny na Obr. 1 (SEQ ID NO: 19 a
20) . PodtrZené sekvence odpovidaji sekvencim nalezenym
v lidském ortologu. Substituovalo se dvanact aminokyselin, aby
se dosahlo sekvence na Obr. 1. Rozumi se, Ze degenerace
genetického kédu umoZiiuje Fade moZnych sekvenci nukleovych
kyselin koédovat identické proteiny. Dale Jje vhodné, aby
vynélez popisoval dalSi moZné vakciny obsahujici chimericky
IL-13, které vykazuji jiné ortologni mutace Vv neexprimovanych

oblastech.
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1.2 Priprava chimerického IL-13

DNA sekvence chimerického IL-13 (cIL-13) se syntetizovala
ze série CGAstedn& presahujicich DNA oligonukleotidd se
sekvencemi cIL-13-1 aZ cIL-13-6 zobrazenymi v tabulce ¢&. 1.
Tyto oligonukleotidy se hybridizovaly a DNA cIL-13 se
vytvofila pomoci PCR s cykly: 1 cyklus pfi teplotée 94 °C po
dobu 1 minuty a pak nasleduje 25 cyklQ p¥i teplot& 94 °C po
dobu 30 vte?in, 55 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 2
minuty. Pak nasleduje 72 °C po dobu 2 minuty a po ukonleni
‘cyklt néasleduje ochlazeni na teplotu 4 °C. Reak&ni produkt
obsahoval pruh o&ekdvané velikosti 361 péarld bazi, ktery se
subklonoval do klonovaciho vektoru T/A pCR2.1 (Invitrogen,
Groningen, Holandsko) za vzniku pCRZ2.1-cIL-13. Fragment cIL-13
ziskany 3tépenym pCR2.1-CIL-13 pomoci restrikénich enzymi
BamH1l a Xhol se subklonoval do restrik&nich mist BamHl a Xhol
vektoru pGEX4T3 (Amersham Pharmacia, Amersham, Bucks, UK) za
vzniku pGEX4T3-cIL-13/1. Sekvenovénim konstrukce pGEX4T3-clL-
13/1 se zjistilo, Ze mezi sekvenci GST a ¢IL-13 se nachazi
navic 39 part bazi (ziskané =z vektoru pCR2.1). Aby se tato
chyba opravila, opakovalo se v pfipadé cIL-13 PCR za pouziti
pGEX4T3-cIL-13/1 a primerd cIL-13new a cIL-13R. Ziskany
produkt PCR se pak klonoval zpatky do pGEX4T3 =za pouzitl
restrikénich mist BamHl a Xhol za vzniku expresivniho vektoru
pGEX4T3-cIL-13. Sekvence této konstrukce se ovérila sekvenaci
s dideoxy-termindtorem. Tento vektor kdoduje geneticky fuzni
protein obsahujici glutathion-S-transferazu a cIL-13 (GST-cIL-
13). Dvé &asti proteinu jsou spojené kratkym mezernikem, ktery
obsahuje misto, které rozeznava trombinu. Fazni protein je
mo¥né snadno &istit afinitni chromatografii s glutathionovou
sefarbézou a pak se pouZivad pfimo nebo se pripravi volny cIL-13

produkovany 3té&penim trombinem.

Tabulka ¢. 1. Oligonukleotidy pouZivané ke konstrukci

chimerického IL-13.
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Oligo sekvence (5 -37)
clL-13-1R TGTGATGTTGACCAGCTCCTCAATGAGCTCCCTAAGGG

(SEQ ID NO 10) | TCAGAGGGAGAGACACAGATCTTGGCACCGGCCC
Cii30F | AGGAGCTGGTCAACATCACACAAGACCAGACTCCCCT
(SEQ ID NO 11) | GTGCAACGGCAGCATGGTATGGAGTGTGGACCTGGC
clL-13-3R GCAATTGGAGATGTTGGTCAGGGATTCCAGGGCTGCA
(SEQ ID NO 12) | CAGTACCCGCCAGCGGCCAGGTCCACACTGCATAC
clL-13-4F TGACCAACATCTCCAATTGCAATGCCATCGAGAAGACC
(SEQ ID NO 13) | CAGAGGATGCTGGGCGGACTCTGTAACCGCAAGGC
CIL-13-5R AAACTGGGCCACCTCGATTTTGGTATCGGGGAGGCTG
(SEQ ID NO 14) | GAGACCGTAGTGGGGGCCTTGCGGTTACAGAGTCC
CIL-13-6F AAATCGAGGTGGCCCAGTITGTAAAGGACCTGCTCAG
(SEQ ID NO 15) | CTACACAAAGCAACTGTTTCGCCACGGCCCCTTC
CIL-13F CGCGGATTICGGGCCGGTGCCAAGATCTG

(SEQ ID NO 16)
clL-13R CTCCGCTCGAGTCGACTTAGAAGGGGCCGTGGCGAAA
(SEQ ID NO 17) o |
clL-13Fnew CGCGGATCCGGGCCGGTGCCAAGATCTG

(SEQ ID NO 18)

Exprimovany vektor PGEX4T3-cIL-13 se transformoval do
kmene E. coli BLR (Novagen, =ziskany =z instituce Cambridge
Bioscience, UK). Exprese GST-cIL-13 se vyvolala pfidéanim 0,5
mM IPTG do kultury v logaritmécké fazi rastu, pak néasleduje
dalsi kultivace po dobu 4 hodin pfi teplote 37 °C. Bakterie se
shroma?dily centrifugaci a GST-cIL-13 se izoloval metodou
popsanou shora v textu pro izolaci podobného fuzniho proteinu
GST-lidsky IL-13 (popisuje se V publikaci McKenzie et al.,
1993, Porc. Nat. Acad. Sci. 90: 3735-3739).

Charakterizace vlastnosti cIL-13

Vzorky izolovaného GST-cIL-13 se analyzovaly
elektroforézou SDS-PAGE. Obr. 2 zobrazuje, Ze izolovany
pripravek obsahuje protein, jehoZ velikost odpovida oCekavané

velikosti GST-cIL-13. Men3i pruh reprezentuje malé mnozstvi
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GST, ktery vznikl C&stenym Stépenim fazniho proteinu be&hem

ptipravy.

Aby se potvrdilo, Ze 1izolovany protein byl GST-cIL-13,

vzorky se oddélily pomoci SDS-PAGE,

nanesly se na membranu

PVDF a pak se analyzovala pritomnost IL-13 a imunoreaktivita

GST pomoci PonévadZ cIL-13

westernovym prenosem. obsahuje

sekvenci vzniklou z lidského a my$iho IL-13, océekdva se, Ze ho

bude rozeznavat specifické antisérum urcené proti lidskému IL-

13 a myd$imu IL-13. Bloty se pak blokovaly 3 ¢ bovinnim sérovym

albuminem (BSA) v TBS (50 mM Tris-HC1l, 138 mM NaCl, 2,7 nM
KCl, pH8,0) obsahujici 0,05 % Tween-20 (TBST) pfes noc pri
teploté 4 °C a inkubovaly se s primdrni protilatkou po dobu
jedné hodiny pfi teploté mistnosti (RT) za sté&lého michani,
pak se 4 krat promyly s TBST. Pak se pfidala za stalého

michani po dobu jedné hodiny p¥i teploté mistnosti sekundarni

protilatka. Pak se Dbloty Styfikradt promyly a zviditelnily se
chemoluminiscen&nim &inidlem SuperSignal (Pierce, Rockford,
Illinois, USA).

Obr. 3 (popis shora v textu) ilustruje vysledky uvedené
analyzy, kterd ukazuje, izolovany protein Jje rozeznavan
protilatkami proti lidskému I1-13, my3imu IL-13 a GST, coz
potvrzuje, Ze tvorl oCekdvanou strukturu.

draha vzorek ‘primérni ‘protilatky - \

1 GST-clL-13 Anti-miL-13

2 rhiL-13 Anti-mlL-13

3 rmiL-13 Anti-mlIL-13

4 Markers -

5 GST-clL-13 Anti-hiL-13

6 rhiL-13 Anti-hlL-13

7 rmiL-13 Anti-hiL-13

8 Markers -

9 GST-clL-13 Anti-GST ]

10 rhiL-13 Anti-GST

11 rmit-13 Anti-GST

12 GST Anti-GST
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Primédrni protilatky pouzivané v tomto experimentu Jjsou:
anti-hIL-13 (kat. &. AF-213-NA, R&D Systems, Abingdon, Oxford,
UK pouzivané v koncentraci 1 pg/ml), anti-mIL-13 (kat. &. AF-
413-NA, R&D Systems, Abingdon, Oxford, UK pouzivané
v koncentraci 1 pg/ml) a Anti-GST (kat. c. 27-4590D,
Pharmacia, pouzivané v koncentraci 1/200). Sekundéarni
protiladtky pouZivané v tomto experimentu byly protilatky proti
kozimu IgG konjugované s HRP (kat. &. A-5420, Sigma-Aldrich
Company, Ltd. Poole, Dorset, pouzivané v koncentraci 1/40

000) .

vzorky proteinu byly GST-cIL-13 pripravené zplUsobem
popsanym v prikladu 2, rekombinantni lidsky IL-13 (rhIL-13)
(kat. c. CH1-013, Cambrodge Bioscence, Cambridge, UK),
rekombinantni my3$i IL-13 (mIL-13) (kat. &. 413-ML-025, R&D
Systems) a GST pfipraveny z mikroorgahizmu E. coli
transfekovaného prazdnym vektorem  pGEX4T3 (popisuje se
v publikaci Sambrook et al., 1989, 2™ Ccold Spring Harbor

Press: New York).
1.3. Konformace chimerického IL-13

Aby se potvrdilo, e GST-cIL-13 vytvori  podobnou
konformaci v roztoku, Jjako je konformace ptirozeného IL-13,
vzorky GST-cIL-13 a cIL-13 (vytvofené z GST-cIL-13 Stépenim
trombinem) se analyzovaly testem ELISA. Destidky Maxisorp
obsahujici 96 prohlubni (Life Technologies, Ltd., Paisley, UK)
se potahly cIL-13, GST-cIL-13, mIL-13, hIL-13 nebo gst
v uhli&itan-hydrogenuhli¢itanovém pufru pies noc pti teplote
4°C. Desticky se blokovaly 3% BSA/TBST po dobu 1 hodiny pfi
teploté mistnosti, promyly se t¥i krat v TBST, inkubovaly se
s primarni protilédtkou po dobu jedné hodiny pfi teploté
mistnosti a pak se promyly 3 krat TBST. pridaly se sekundarni

protilatky a v8e se inkubovalo © dobu jedné hodiny, promylo se
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3 krat v TBST, pak se do3lo ke zviditelnéni pomoci O~
fenylendiamindihydrochloridperoxidazového substratu (OPD,
Sigma Aldrich) po dobu 30 minut. Primdrni a sekundarni
protilatky pouZivané v tomto experimentu se napfiklad popisuji
shora v textu. Jak je zobrazeno na Obr. 4, GST-cIL-3 a cIL-13
jsou specificky rozeznavané protilatkami s lidskym IL-13 a
my$im IL-13. Tato data potvrzuji, Ze pfi postupu chimerizace

nedodlo k velkym zmé&nadm konformace proteinu.
1.4 Navazani chimerického IL-13 na receptory.

Test ELISA se pouZil ke stanoveni, zda cIL-13 by se mohl
vazat na znamé my3i receptory IL-13 (mIL-13R1 nebo mIL-13R2).
Destidky Maxispor s 96 prohlubnémi se potahly protilétkami
proti lidskému IgG (kat. ¢&. I-3382, Sigma Aldrich) v pufru
uhliditan-hydrogenuhli¢itan pfi teplote 4 °C. Desticky se pak
blokovaly 3 % BSA/TBST po dobu jedné hodiny p¥i teplote
mistnosti, promyly se v TBST a inkubovaly se s mIL-13R1-Fc
nebo mIL-13R2-Fc (kat. c. 491-IR-200 a 539-IR-100, R+D
Systems) po dobu Jjedné hodiny pfi teploté mistnosti. Po
promyti se desticky inkobovaly s fedénim mIL-13 nebo cIL-13
nebo GST-cIL-13 nebo po dobu jedné hodiny p¥i teploté
mistnosti, pak se destic¢ky opét promyly a inkubovaly se
s biotinylovanymi protildtkami proti mIL-13 (kat. C. BAF413,
R+D Systems). Nasleduje dalS8i promyvani a inkubace se
streptavidinem konjugovanym s kfenovou peroxidédzou, pricemZz se
desticky zviditelnily pouzitim substratu pro 0-
fenylendiamindihydrochloridperoxidazu po dobu 30 minut. Jak Jje
zobrazeno na Obr. 5 cIL-13 a GST-cIL-13 Jjsou schopny se vazat
na libovolny z receptorlt mIL-13. Tato data potvrzuji, Ze prfi

chimerizadnim postupu nedo3lo ke zméné konformace proteinu.
1.5 Biologickéd aktivita chimerického IL13

Biologickd aktivita GST-cIL-13 se odhadla na zaklade

schopnosti proteinu fosforylovat STAT6 v bunécné linii
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lidskych plicnich fibroblastd A549. Tyto bunky exprimuji
receptor lidského IL-4 typ-2, ktery odpovidad za IL-4 a IL-13.
Stimulace téchto bundk s hIL-4, hIL-13 nebo mIL-13 vyvolava
fosforylaci signalizaéniho proteinu STATG. Buniky A549
v mno¥stvi 5x10° se nanesly na destidky pro kultivaci tkani o
priméru 60 mm (Life Technologies) do RPMI (Life technologies)
a nechaly se rust aZ do dosaZeni 70 % konfluentnosti. Bunky se
pak inkubovaly s cytokinem v koncentraci 2 az 150 ng/ml nebo
s izolovanym cIL-13 po dobu 15 minut pfi teploté 37 °C.
Protoze pritomnost fuzniho partnera GST miZe zménit
biologickou aktivitu cytokind, chimericky IL-13 se testoval
jako fuzni protein GST-cIL-13 a volny cIL-13 se uvolnil
z fuzniho proteinu $té&penim trombinem. Také se testoval rmIL-
13 a GST. Bunéény lyzat se pak ptripravoval a analyzoval
westernovym prenosem v pritomnosti fosfo-STAT6 za pouZiti
kralic¢i polyklondlni  protilatky proti  fosfo-STAT6 (NEB,
Hitchin, Herst, UK, kat. ¢&. 9361S). Bloty se blokovaly pfes

e

noc 5 BSA/TRST (BSA musi byt A-7906 od firmy Sigma, Jjako

primarni protiléatka je fosfo-specifickd, 0,1 % Tween-20),
primdrni protildtka se pfidala v koncentraci 1/1 000 po dobu
jedné hodiny prfi teplot& mistnosti a pak se promyla 3 krat
s TBST. Anti-krali&i sekundarni protilatka konjugovana s HRP
(A-4914, Sigma Aldrich) se pfidala v koncentraci 1/5 000, smés
se inkubovala po dobu jedné hodiny pZi teploté& mistnosti a pak
se promyla 4 krat s TBST d¥ive ne? se ke zviditelné&ni pouzil
chemoluminiscenéni substrat HRP ¢inidlo ECL (Amersham

Pharmacia). Vysledky tohoto experimentu jsou zobrazeny na Obr.

6.

Do ka?dé drahy se nanesl nasledujici protein:

dréha lyzaty bunék A549 oSetfene:

1 50 ng/ml rmIL-13 (R&D Systems)
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2 10 ng/ml rmIL-13 (R&D Systems)
3 2 ng/ml rmIL-13 (R&D Systems)
4 50 ng/ml cIL-13

5 10 ng/ml cIL-13

6 2 ng/ml cIL-13

7 150 ng/ml GST-cIL-13

8 30 ng/ml GST-cIL-13

9 6 ng/ml GST-cIL-13

10 neni oSetfeno

11 1 pg/ml GST

12 0,25 pg/ml GST

13 markery molekulové hmotnosti

Pou?ila se rekombinantni proteinovd <¢inidla jak se

popisuje na Obr. 3.

O8etfeni bunék A549 s 50 nebo 10 ng/ml (ale nikoliv 2
ng/ml) rmIL-13 vyvolalo fosforylaci STAT6, coz indikuje
biologickou aktivitu. OSetfeni bunék A549 s 50 ng/ml (ale
nikoliv s 10 nebo 2 ng/ml) cIL-13 vyvolalo fosforylaci STAT6,
co? indikuje biologickou aktivitu. Podobné& 150 ng/ml GST-cIL-
13 (co? je pfibliZn& ekvivalent koncentrace vyjédfené v molech
s 50 ng/ml cIL-13) Jje biologicky aktivni, zatimco koncentrace
30 a 6 ng/ml neni biologicky aktivni. <c¢IL-13 Jje proto
receptoru, ale za téchto

agonistou vaci uvedenému

experimentialnich podminek je pfibliZné& pét krdt méné

biologicky aktivni ve srovnani s mIL-13.
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1.6 Imunizace s cIL-13

cIL-13 a GST-cIL-13 se pak pouZily jako imunogeny, aby
doslo k vytvofeni auto-protilatek proti mySimu IL-13 u mysi
Balb/c. Samicim my3i ve véku 6 aZ 8 tydnd se aplikovala do
mista spojeni ocasu s télem jedna podkoZni injekce (sc)
obsahujici 30 mug proteinu v kompletnim Freundové adjuvans
(CFA). Pak nasledovaly t¥#i zesilujici imunizace do stejného
mista, pri¢em# kaZdad obsahuje pfriblizné 10 ng proteinu
v nelplném Freundové adjuvans (IFA). KaZda oSetfend skupina
obsahovala 5 zvifat a ty se imunizovaly podle protokolu

uvedeného v tabulce ¢&. 2.

Tabulka &. 2

skupina imunizace

A kontrolni fyziologicky roztok v CFA/IFA s/c
B 30/10 pg GST v CFA/IFA s/c

C neimunizované mySi

D 30/10 pg GST-hIL-13 v CFA/IFA s/c
E 30/10 pg cIL-13 v CFA/IFA s/c

F 30/10 pg GST-cIL-13 v CFA/IFA s/c
dny oSetfeni

-12 ptedchozi odbé&r krve

0 primdrni imunizace

14 prvni zesilujici imunizace

27 odbér krve z ocasu
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42 odbér krve z ocasu
49 druhd posilujici imunizace
70 odbé&r krve z ocasu
97 odbér krve z ocasu
99 t¥eti posilujici imunizace
113 odbér krve z ocasu
140 odbér krve z ocasu

Vzorky séra se ziskaly venepunkci ocasni cévy v Case
specifikovaném v tabulce ¢&. 2. Po vy&ifeni centrifugaci se
vzorky testovaly testem ELISA za uUCelem zjisténi pritomnosti
specifické IgG odezvy vuc¢i my8imu IL-13, lidského IL-13 a GST.
74dna zvifata ve skupindch 1 aZ D nevykazuji v libovolném
Gasovém okamZiku protildtky proti my$imu IL-13. VsSechna
zvirfata ve skupindch B, D a F vykazovala silnou IgG odezvu
vadi  GST (zvitata ve skupiné E také vykazuji silnou
protildtkovou odezvu va¢i GST, protoZe ve vzorku cIL-13
uZivaném pri imunizaci uvedenych my3i zbyl GST). Protilatkove
odezvy proti mySimu IL-13 se vyvolaly u vSech z péti zvirat ve
skupin& F a u &ty? z péti zvifat ve skupin& E. Obr. 7 (a i b)
ukazuje serologickou analyzu v pfipadé Jednoho =z uvedenych
zvit¥at ve skupiné F a jednoho z uvedenych zvifat ve skupiné E
b (imunizovany gst-cIL-13 a imunizovany cIL-13). Tyto
vysledky ukazuji, Ze imunizace s GST-cIL-13 nebo cIL-13 e

schopna porudit toleranci vua¢i mIL-13 za vzniku mySich

protilatek proti mIL-13.

V pripadé sér ze dvou my3i (F1d70 a F5d97), které

vykazovaly silnou IgG odezvu proti mIL-13, se testovala
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kapacita neutralizovat biologickou aktivitu rmIL-13 v testu
A549/fosfo-STAT6. 20 ng/ml nebo 10 ng/ml rmIL-13 (R&D Systems)
se inkubovalo s 1 % sérem v kultivaénim médiu pro tkanové
kultury RPMI bez séra po dobu 15 minut pfi teplot& mistnosti a
pak nasleduje inkubace s bunikami A549 po dobu 15 minut pfi
teplot& 37 °C. Pripravil se buné&ny lyzat a analyzoval se
westernovym pfgnosem v pritomnosti fosfo-STAT6, Jjak se popsalo
d¥ive v textu. Jako negativni kontrola se ziskalo sérum z my3i
Balb/c imunizovanych s GST-hIL-13 obsahujici protilatky proti
hIL-13 a jak vykazuje test ELISA dodlo k vyvolani silné odezvy
proti hIL-13. Toto sérum neobsahuje protilatky proti mIL-13.
Jako pozitivni kontrola slouii normédlni my3i sérum, kam se

pfidaly protilatky proti mIL-13 (R&D Systems, kat. cC. AF-413-
NA) tak, aby koneéné koncentrace byla 1 pg/ml.

Vysledky uvedeného experimentu jsou zobrazeny na Obr. 8.

draha cytokin protiléatka

1 20 ng/ml rmIL-13 norm&lni my$i sérum

2 10 ng/ml rmIL-13 normalni my3$i sérum

3 0 ng/ml rmIL-13 normalni mys$i sérum

4 20 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F1d70

5 10 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F1d70

6 0 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F1d70

7 20 ng/ml rmIL-13 my$i sérum obsahujici
protildtku proti hIL-13

8 10 ng/ml rmIL-13 my3i sérum obsahujici
protildtku proti hIL-13

9 0 ng/ml rmIL-13 my3i sérum obsahujici
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protildtku proti hIL-13

10 markery molekulové

hmotnosti

11 0 ng/ml rmIL-13 normalni my3i sérum +
protildtka proti mIL-13

12 20 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F5d97

13 10 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F5d97

14 0 ng/ml rmIL-13 vzorek séra F5d97

15 20 ng/ml rmIL-13 normalni my3i sérum +
protildtka proti mIL-13

16 10 ng/ml rmIL-13 normélni my3$i sérum +
protilatka proti mIL-13

Imunizace s chimerickym imunogenem IL-13 podle vynalezu
vyvolava produkci autoprotildtek proti my$imu IL-13 schopnych
neutralizovat biologickou aktivitu mySiho IL-13 (drédhy 4, 5,
12, 13) =zpusobem, ktery je porovnatelny s exogenné pridanou
protildtkou proti my$imi IL-13 (drdhy 15, 16). Tato aktivita
neni pritomna v normdlnim mySim séru (drdhy 1,2) ani v séru ze

zvi¥at imunizovanych s GST-hIL-13 (drédhy 7,8).

Tyto data poskytuji zdklad pro 1lécbu savclu s onemocnénim
zpUsobenych IL-13 vakcinaci s cIL-13 a tak dojde k vyvolani

endogenni neutralizaéni protilatkové aktivity.
1.7 Alternativni konstrukce

1.7.1 Navrh cIL-13 znaleného 3esti molekulami his
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GST-cIL-13 je bakteridlné produkovany protein nerozpustny

naznacuji,

které mohou byt vytvofeny irelevantnimi protilatkami,

ze

cast

imunitni odezvy 3je #izena proti

zaloZend na exkluzi podle velikosti ukazuje,

vyvoladva nékolik odlisné sbalenych forem,

nevazi na pfirozeny my3i IL-13.

Proto

tento

kandidat

ktery vyzZaduje rozpusténi a opétné sbaleni in vitro.

ze
které
formam,

které se

neutraliza&ni protildtkovou odezvu proti IL-13.

expresivniho

Z toho

divodu

se

vektoru,

nemiZe tvorit nejsilné&j3i moZnou
6 his-cIL-13 klonoval do savciho
ktery se exprimoval v savci jako

rozpustny 6 his-cIL-13 a nevyZaduje op&tné sbaleni in vitro.

Na Obr.

12

(SEQ ID NO:

23

a 24) je zobrazen vakcinacni

antigen, kde se vytvofily rGzné analogickée mutace. Cislovani

proteinové

v sekvencil

odpovidaji

strukturdlniho modelu.

oznac¢uji body,

11
21
63
71
100
104
108

mysi
my3i
mySi
mySi
mySi
mySi

mysi

Leu
Ser
Tyx
Gly
Ser
Gln

His

sekvence

~GPVPR"

se

se

se

se

se

se

se

zménil na Val

zméni

podle

na

na

na

na

na

na

Aplikace terapie u lidi

schéma,
je zbytek 1.
predpoklddanym helikalnim oblastem

Dvojité podtrZené

Thr
Phe
Ala
Thr
Asn

Arg

kde glycinovy =zbytek

Jednoduché podtrZené sekvence
ze zkoumaného

zvyraznéné sekvence

kde mutace jsou zallenény do my3i sekvence:

(krysi)

(neni ortologni)

(neni ortologni)

(pes/prase/krava)
(pes)

(neni ortologni)

(neni ortologni)
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Obr. 9 zobrazuje ijeden moZny vakcinaéni antigen podle
vyndlezu urceny k produkci protildtek proti lidskému hIL-13 u
1idi. Tuto protilatku Jje mozZné pouZit pfi 1écbé& onemocnéni
charakterizované nadbytkem IL-13 nebo nevhodnym IL-13, takovym
onemocnénim je nap¥iklad astma. Sekvence odpovidajici mySimu
IL-13 dJe podtrZena. Konstrukce obsahuje 12 substituentd

aminokyselin, které jsou analogické s mySim IL-13.

Jsou to

- K v poloze 30

<

poloze 37
v poloze 63
v poloze 65
v poloze 68
v poloze 80
poloze 81
v poloze 85
v poloze 87
v poloze 113
v poloze 115

o < 0 Q2 =" @ @H 2P < < W
l

NoOoH DR H " oK O =W
<

v poloze 117

Na Obr. 13 (SEQ ID NO: 25) je zobrazena Jjeden moiny
vakcinadni prostfedek vhodny pro Clovéka pfipraveny na zaklade
chimerického IL-4. To je pfiklad vakcinaéniho proteinu, kterym
je chimericky lidsky IL-4. Podtrieneé aminokyselinové zbytky
obsahuji alfa-helik&lni strukturdlni oblasti a ziskaly se
z my$iho IL-4 zaclenénim animokyseliny 21 do prvniho helixu.
Symboly naznacuji aminokyselinové zbytky ziskané =z lidského
IL-4. Polohy alfa-helikdlnich oblasti se ziskaly z publikace
Zuegg, J. et al. (2001) Immunol. and Cell Biol. 79: 332-339.

p¥iklad 2: Imunitni odezvu proti gst-cIL-13 je specificka pro

my$i IL-13 a nereaguje zk¥iZené& s mySim IL-4
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Stejnd jako mydi IL-13 je strukturdlné& podobny mySimu IL-
4, tak se v pripadé séra =z my8i imunizovanych GST-cIL-13
(které obsahuji vysoky titr auto-protilatek proti my3ima IL-
13) zkoumala zkFiZend reaktivita mysiho IL-4 za pouzZziti testu
ELISA s protiladtkou proti my$imu IL-4 a in vitro mIL-4

neutralizacniho biotestu.
2.1 Test ELISA za pouZiti protilatek proti my$imu IL-4

Desticky Maxisorp s 96 prohlubnémi se potéhly
monoklondlnimi protilatkami proti mySimu IL-4 (kat. &. MAB404,
R+D Systems) v uhligitanovém-hydergenuhli¢itanovém pufru pres
noc pfi teploté& 4 °C. Desticky se pak blokovaly s 3 % BSA/TBST
po dobu jedné hodiny pfi teploté mistnosti. Destilky se
t¥ikrat promyly v TBST a inkubovaly se s mySim IL-4 (kat. Cc.
40-ML-005, R+D Systems) po dobu jedné hodiny pri teploté
mistnosti. Po promyti se desticky inkubovaly s my$im sérem po
dobu jedné hodiny pfri teplote mistnosti, opé&t se promyly a
inkubovaly se s polyklondlni protiléatkou proti mySimu IgG
konjugovanou s HRP (kat. ¢&. A-9309, Sigma). Nasleduje dalsi

promyti a desticky se zviditelnily pouZitim substratu O-

fenylendiamindihydrochloridperoxidézy po dobu 30 minut.

MnoZstvi protildtek proti my$imu IL-4 v séru se vyjadrilo
jako titr v koncovém bodé. Titr v koncovém bod& se definuje
jako tedé&ni séra, které Je ekvivalentni dvojnadsobné hodnote

pozadi testu ELISA.

mys koneény titr koneény titr
protilatky proti protildtky proti
mySimu IL-4 my3imu IL-3

C2 (vzorek séra 1/900 1/80 000

odebrany v den 125
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s0 e
.

po aplikaci 4.
vakcinac¢ni davky

GST-cIL-13)

V tomto vzorku séra se stanovila velmi slab& zkfiZena
reaktivita s my3im IL-4. Naopak se v tomto vzorku stanovil
daleko vy33i titr protilatek proti mySimu IL-13 v koncoveém
bodd za pouziti testu ELISA s protilatkou proti my3imu IL-13.
Neo&ekavalo se, 2e sila zkfiZené reaktivity my3iho IL-4
stanovend testem ELISA bude mit neutraliza¢ni u&inky in vivo
v ptipadé my$iho IL-4. V tomto vzorku séra se hodnotila
neutralizaéni kapacita my3iho IL-4 v biclogickém testu s my3im

I1L-4 in vitro.

2 2 Neutralizaéni biologicky test in vitro s my3im IL-4

Mysi IL-4 stimuluje mnoreni bunék CTLL in vitro. Za
pouziti uvedenych bunék se proto vyvinul test k posouzeni
neutraliza&ni kapacity séra pochazejiciho z my$i vakcinovanych

GST-cIL-13 proti mySimu IL-4.

7a udelem m&Feni schopnosti my3iho séra neutralizovat
biologickou aktivitu rekombinantniho my3iho IL-4 na my3ich
buikach CTLL (kat. &. 87031904, ECACC), se rekombinantni my3i
II,-4 v koncentraci 3 ng/ml inkuboval s ruznymi koncentracemi
séra po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C na destickach s 96
prohlubnémi vhodnymi pro kultivaci tkanovych kultur
(Invitrogen). Po této pre-inkubaci se pfidaly butiky CTLL.
Testovaci smé&s obsahujici rtzna fed&ni séra, rekombinantni
my$i IL-4 a buiiky CTLL se inkubovala pfi teplot& 37 °C po dobu
70 hodin v inkubdtoru s COz s vysokou vlhkosti. Substrat MTT
(kat. &. G4000, Promega) se piidal b&hem 4 hodin inkubace, pak
se reakce zastavila pfidénim kyselého roztoku za Ucelem

rozpusténi metabolizovaného modrého formazanového produktu. za
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pouziti ode&itaciho zaf¥izeni pro desticky s 96 prohlubnémi se

p¥i vlnové délce 570 nm stanovila absorbance roztoku v kazdé

prohlubni.
Je nutné poznamenat, Ze tento test Je schopen mérit
neutraliza&ni kapacitu my&iho IL-4 pouze pfi Yedé&ni séra

vy$$im nebo shodnym s Yedénim 1/100. PF¥i Yed&ni séra nizsim

nes 1/100 dochéazi k vyvolani nespecifickych prolifera&nich

uc¢inkl v pripadé bunék CTLL.

Kapacita séra neutralizovat biologickou aktivitu my3iho

IL-4 se vyjad¥ila jako Ffedéni séra nutné k neutralizaci

o)

biologické aktivity definované mnoZstvim mySiho IL-4 o 50 % |

NDsg) . Cim vy$3i je nutné fedéni, tim siln&jsi je neutralizacni
kapacita.

Nejvy3%i koncentrace testovaného my5iho séra C2 byla pfi
fedéni 1/100. Tato koncentrace nepusobi neutralizaci

biologické aktivity 3 ng/ml myS$iho IL-4 o 50 %, proto hodnota

NDso se vyjadfila jako niZSi nez fedé&ni 1/100.

-

mys

neutralizacni
kapacita mySiho IL-4
(NDso)

neutralizacéni
kapacita my3iho IL-3
(NDso)

C2 (wvzorek séra
odebrany v den 125
po aplikaci 4.
vakcinacdni davky

GST-cIL-13)

<1/100

1/5 300

V tomto

nestanovila 2Zadnd neutralizadni

vzorku

séra pri Ffedéni

testovaného

kapacita my3iho IL-4.

séra se

Naopak

(kdy? se odhaduje neutralizacni kapacita my3iho IL-13) tento

vzorek séra

IL-13.

siln& neutralizoval biologickou aktivitu mySiho
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Tato data demonstruji, Ze ackoliv se v séru stanovila
testem ELISA za pouZiti protildtek proti mySimu IL-4 velmi
slaba zk¥iZend reaktivita s my$im IL-4, sérum nevykazuje

neutraliza&ni kapacitu mySiho IL-4.

2.3 Nové biologické testy neutralizace IL-13 za ucelem
stanoveni neutraliza&ni kapacity vzorkl my3iho séra vuci

my$imu IL-13

7a G&elem stanoveni schopnosti my$iho séra neutralizovat
biologickou aktivitu rekombinantniho my$iho IL-13 v pfipadé
lidskych bun&k TF-1 (ziskanych v instituci) se rekombinantni
my3i IL-13 v koncentraci 5 ng/ml inkuboval s ruznymi
koncentracemi séra po dobu jedné hodiny pfi teploté mistnosti
na destidkdch s 96 prohlubnémi vhodnymi pro kultivaci
tkafiovych kultur (Invitrogen). Fo dob& pre-inkubace se pridaly
buiitky TF-1. Testovacl smés obsahujici razna ted&ni séra,
rekombinantni my3i IL-13 a bunky TF-1 se inkubovala prfi
teploté& 37 °C po dobu 70 hodin v inkubatoru s atmosférou CO, ve
vlhkém prostfedi. Behem poslednich 4 hodin inkubace se pridal
substrat MTT (kat. ¢&. G4000, Promega) a pak se reakce
zastavila ptridanim roztoku kyseliny, aby se rozpustil
metabolizovany modry formazanovy produkt. Absorbance roztoku
v kaZdé prohlubni se stanovila pomoci =zatizeni vhodného pro

odeditani desticek s 96 prohlubnémi p¥i vlnové délce 570 nm.

Je nutné poznamenat, Ze tento test je schopen me&fit
neutraliza&ni kapacitu my$iho IL-13 pouze pri fedéni séra
vy$%im nebo shodnem s ¥eddnim 1/100. Pri Fedé&ni séra niZsim
ney 1/100 dochazi k vyvoléani nespecifickych proliferacnich

G&inkt v pripadé bunék TF-1.

Kapacita séra neutralizovat biologickou aktivitu mysiho

IL-13 se vyjadfila Jako <tfedéni séra nutné k neutralizaci

Q.

biologické aktivity definované mnoZstvim my$iho IL-13 o 50 %

e o
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(NDsgo) Cim wvyssi je nutné fedéni, tim silnéjsi je
neutralizacni kapacita.
Neutralizadni kapacita myZiho séra ziskaného z my3i

imunizovanych GST-cIL-13 proti IL-13 se m&rfila shora uvedenou

metodou. Do&lo k silné neutralizaci IL-13, jak se uvadi dale

v textu.

mys neutralizadni kapacita mySiho
IL-13 (NDsp)

(vzorky séra odebrané v den 125

po aplikaci 4. vakcinacéni davky

GST-cIL-13)

Cc1l 1/1250

c2 1/5230

C3 1/523

c4 1/417

C5 1/1670

2.5 Stanoveni sily neutralizace mySiho IL-13 nutné pro
pisobeni v my3im modelu astma p¥i aplikaci vajecCného

albuminu

7a G&elem stanoveni poZadované sily autovakciny IL-13 pri
1é6¢bé& astma, se my$im (my$i model astma s aplikaci vajecného
albuminu) aplikovaly béhem aplikace vaje&ného albuminu razné
davky krali¢i polyklonalni protilatky proti my$imu IL-13
(aplikovaly se pasivné intraperitonealni injekci). Na konci
uvedeného experimentu se mé&fily parametry modelu, jako Jjsou
hyper-odezva dychacich cest (AHR), metaplazie pohérkovych
pundk (GCM) a obsah plicnich =zanétlivych pbun&k. U&innost

modelu se vztahovala na silu neutralizace myS$iho IL-13
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dosaZené v mydim séru. Biologicky test neutralizace mySiho IL-
13 se pouzil ke stanoveni sily neutralizace my3iho IL-13 ve

vzorcich séra.

o%ettend skupina neutraliza&éni  kapacita proti

my$Simu IL-13
(davka pasivné aplikované

krdlidi protiléatky proti mySimu| (NDso)

IL-13)

nejvy$si davka 1/4 100
vysoka davka 1/2 670
stfedni davka 1/476
nejnizsi davka 1/207

Viechny skupiny, ktery se aplikovaly nejvy33i tri davky
protilatky, se chovaly podobné. Vsechny t¥i uvedené skupiny
vykazuji G¢innost stejnou (v ptripad& AHR) nebo vyssi ve
srovnani (v pripad& GCM) se standardni 1é¢bou (dexametazon
aplikovany intraperitonealni cestou v koncentraci 1,5 mg/kg ve
+¥ech davkéach) uZivanou v pfipadé uvedeného modelu. Nejnizsi
aplikovand davka vykazuje G&innost mezi U&innosti dosaZené
1é&pbou dexametazonem a vysledkl dosaZenych u neoSetfenych

pozitivnich kontrolnich skupin.

Sila neutralizace IL-13 dosaZené ve skuping, které se
aplikovala stfedni davka reprezentuje pozadovanou hranic¢ni
silu v pripad& autovakciny IL-13 v tomto zvifecim modelu.
Hraniéni sila se definuje jako nejniZ3i neutralizace IL-13
v my$im séru nutnd k vykazani 100 % G&innosti v modelu astma
(ED100) . 1XEDijgo je proto ekvivalent hodnot& NDsy pf¥i koncentraci

1/476.

Dile?itost definovené hranicni sily




YY)
-
ssevse
L J
sseeer
saes
YY)

51

LXK X2
sses
2000

209 oo (X} (X ]

Sila neutralizace IL-13 nutnd k dosaZeni Gc¢innosti v
mySim modelu astma s aplikaci vajec¢ného albuminu se definovala
shora v textu. Sila neutralizace IL-13 vyvoland GST-cIL-13 u
my$i Cl-3 a C5 je vy38i neZ hrani¢ni sila neutralizace nutna
k dosazZeni Uc¢innosti v modelu astma. Tyto vysledky Jjsou

zobrazeny na Obr. 11.

Proto se oCekdvéd, Ze vakcinacni prostfedek GST-cIL-13 Jje

u¢inny v mySim modelu astma.

Priklad 3: Profil imunogenosti GST-cIL-13 v kombinaci

s ruznymi adjuvans
3.1 Protokol imunizace

GST-cIL-13 se pouzil Jjako imunogen p¥i vyvolani tvorby
auto-protildtek proti my$imu IL-13 u my3i Balb/c. Samicim my31
ve véku 6 aZ 8 tydnl se aplikovala jedna injekce obsahujici
pfibliZn& 100 pg proteinu v adjuvans. Pak nésleduji <ctyri
posilujici imunizace, kdy kaZdd obsahuje 50 ng proteinu
v adjuvans (popisuje se dale v textu v pfipadé pripravkd
obsahujici imunogen + adjuvans). KaZd4 o8etfenad skupina
obsahovala 5 zvirat imunizovanych podle protokolu uvedeného

v tabulce dale v textu.

Vzorky séra se ziskaly venepunkci ocasni cévy ve
specifikovanych kone&nych bodech. Po vy&ifeni centrifugaci se
ve vzorcich zjistfovala testem ELISA pritomnost specifickych

IgG odezev na my$ IL-13.

skupina imunizace
A GST-cIL-13 v AS03 i/m
B GST-cIL-13 v siranu hlinito-draselném i/m

C GST-cIL-13 v pripravku ,ImmunEasy" i/m
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D GST-cIL-13 v CFA/IFA s/c
E GST-cIL-13 v PBS s/c

F bez imunizace

den oSetfeni

=7 predchozi odbér krve

0 primdrni imunizace

21 prvni zesilujici imunizace
35 odbér krve z ocasu

49 druhd posilujici imunizace
63 odbér krve z ocasu

77 t¥eti posilujici imunizace
92 odbér krve z ocasu

106 ¢tvrtd posilujici imunizace
125 odbér krve z ocasu

3.2 Prostfedek obsahujici imunogen a adjuvans
Priprava emulze adjuvans ASO03:

Tween 80 se rozpustil ve fyziologickém roztoku pufrovaném
fosfore&nanem (PBS) =za vzniku 2 % roztoku v PBS. Aby se
ziskalo 100 ml dvakrat koncentrované emulze se 5 g D,L-alfa-
tokoferolu a 5 ml skvalenu michalo na vortexu. Pridalo se 90

ml roztoku PBS/Tween a v3e se promichalo. Vyslednd smés pak
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prosla injekéni strikadkou a nakonec se mikrofluidizovala za
pouziti mikrofluidizaéniho =za?izeni M1108S. Vysledné olejové

kapky vykazuji velikost p¥ibliZné& 180 nm.

Smés adjuvans s roztokem proteinu 1:1 se michala na
vortexu (10 vtefin stfedni rychlosti) a inkubovala se po dobu
10 minut pfi teploté& mistnosti na orbitalnim michacim
zafizeni. Pred aplikaci injekce se v8e krétce promichalo na
vortexu a mySim se aplikovalo 100 pl celkové suspenze
intramuskularni cestou do dvou oddé&lenych mist (jedné my3i se
aplikovalo 2x50 pl, Jjedna injekce do kaZdého &tythlavého
svalu). Pfed kaZdou imunizaci se pfipravuje <&erstvy obsah

injekce.
Siran hlinito-draselny

Siran hlinito-draselny se ziskal od firmy Sigma (kat. ¢&.
A-1577). Pripravila se suspenze siranu hlinito-draselného
v koncentraci 2 mg/ml v PBS. Adjuvans s roztokem proteinu se
smichalo v poméru 1l:1. Smé€s se kradtce zamichala na zafizeni
vortex a inkubovala se za stdlého michdni po dobu 10 minut p¥fi
teploté mistnosti. Pred aplikaci injekce se smé&s =zamichala na
vortexu a jedné mySi se aplikovalo 100 pl celkové suspenze 1i/p

P¥ed kaZdou imunizaci se pfipravila Cerstvad smés.
Prosttedek CpG-ImmunEasy

Ziskal se od firmy Qiagen (kat. ¢&. 303101). Smé&s adjuvans
se promichala na zafizenl vortex a smés adjuvans a proteinu
v poméru 1l:1 se jemné promichala 5x opétnym nasénim do pipety
a vypud3ténim. Smés se inkubovala po dobu 15 minut pri teploté
mistnosti a pak se jemné promichala 5x opakované nasanim do
pipety a vypuSténim. Jedné my3i se aplikovalo do 2 oddélenych
mist 100 pl suspenze intramuskuldrné& (to =znamend, Ze Jjedné

my3i se aplikuje 2x 50 pl, pricemZ do kazZdého <&tyrhlavého
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svalu se aplikuje Jjedna injekce). Prostfedek se pIipravuje

Serstvy vidy pred kazdou imunizaci.
CFA/IFA

Prosttedky poskytla firma Sigma (kat. &. F-5881, F-5506).
V pfipadé primarni imunizace se pfipravila smés v poméru 1:1
s CFA, ktery se ptedem promichal. V pifipadée zesilujici davky
se pripravila stejnd smé&s s IFA. Vzorek se dobfe promichal,
aby wvznikla bilad suspenze s CFA/IFA. Pred pouZitim se suspenze
uchovavala po dobu alespori 30 minut na ledu a t&sné pred

aplikaci davky se smé&s promichala.
3.3 Protilatkové odezvy proti mySimu IL-13

Za pouZiti detekce protildtek proti mySimu IL-13 pomoci
testu ELISA se sledovaly protiladtkové odezvy proti mySimu IL-
13. 96 prohlubni desticek Maxisorp se potédhlo monoklonalni
protilatkou proti mySimu IL-13 (kat. &. MAB, R+D Systems)
v pufru uhli&itan-hydrogenuhli¢itan pfes noc pri teploté& 4 °C.
Destidky se pak blokovaly 3% BSA/TBST po dobu jedné hodiny pfi
teploté mistnosti, promyly se 3 krdt TBST a inkubovaly se
s my3im IL-13 (kat. ¢C. 413-ML-025, firma R+D Systems) po dobu
jedné hodiny pfi teplot mistnosti. Po promyti se desticky
inkubovaly s my3im sérem po dobu jedné hodiny p¥i teploté
mistnosti. Pak se opét promyly a inkubovaly se polyklonélni
protilatkou proti mySimu IgG konjugovanou s HRP (Sigma, Kat.
&. A-9309). Po dal3im promyti desticek se reakce zviditelnila
substratem O~fenylendiamindihydrochloridperoxidézy' po dobu 30

minut.

Mno¥stvi protilatek proti my$imu IL-13 v séru se vyjadrilo
jako titr v koncovém bodé. Titr v koncovém bodé& se definoval
jako fedéni séra, které je ekvivalentni s dvojnésobnou

odedtenou hodnotou v testu ELISA.




my$ titr protilatky proti my3imu IL-13 v koncovém bodé
ASO3 siran CpG CFA/IFA

hlinito-
draselny

1 1/875 1/7 250 1/67 500 1/67 500

2 1/9 250 1/800 1/80 000 1/975

3 1/160 1/9 000 1/54 000 1/6 000

4 1/9 000 1/6 500 1/62 500 1/16 000

5 1/3 600 1/10 000 1/77 500 1/31 000

Opbr. 10 zobrazuje profily protilatek proti my$imu IL-13 v
raznych o&etfenych skupinach v den 125 v p¥ipad& vzorkld seéra

¥ed&ného 1/100.

Viech pét my3i imunizovanych GST-cIL-13 v kombinaci
s adjuvans CpG vyvolalo silnou auto-protildtkovou odezvu proti
my$imu IL-13. To je Vv kontrastu s daldim adjuvans, kde odezvy
byly v kazdé skupiné ménée konzistentni. U n&kterych my$i doslo

k velmi slabym odezvam.

Tyto vysledky ukazuji, e adjuvans CpG je daleko Geinnéjsi
pfi vyvoléni silného titru auto-protilatek proti my$imu IL-13

ve srovnani s jinymi testovanymi adjuvans.

V téchto vzorcich sér se analyzovala schopnost
neutralizovat IL-13 v in vitro neutralizaénim biologickém

testu.
3.4 Neutralizadni kapacita IL-13

na u&elem stanoveni schopnosti my3iho séra neutralizovat

biologickou aktivitu rekombinantniho my8iho IL-13 V pripadé
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lidskych buné&k TF-1 (ziskanych v instituci) se rekombinantni
my3i IL-13 v koncentraci 5 ng/ml inkuboval s rluznymi
koncentracemi séra po dobu jedné hodiny p¥i teploté& mistnosti
na destidkach s 96 prohlubnémi vhodnymi pro kultivaci
tkanovych kultur (Gibco BRL). Po dob& pre-inkubace se pridaly
buiiky TF-1. Testovaci smé&s obsahujici rtznd redéni séra,
rekombinantni my$i IL-13 a buiky TF-1 se inkubovala pfi
teplot& 37 °C po dobu 70 hodin v inkubatoru s atmosférou CO; ve
vlhkém prostfedi. Béhem poslednich 4 hodin inkubace se pridal
substrat MTT (kat. &. G4000, Promega) a pak se reakce
zastavila p¥idédnim roztoku kyseliny, aby se rozpustil
metabolizovany modry formazénovy produkt. Absorbance roztoku
v ka?dé prohlubni se stanovila pomoci zatizeni vhodného pro

ode&itani destidek s 96 prohlubnémi p¥i vlnové délce 570 nm.

Je nutné poznamenat, Ze tento test Jje schopen mérit
neutralizaéni kapacitu my3iho IL-13 pouze pri Ffed&ni séra
vy3%im nebo shodném s fed&nim 1/100. PEi Ffedéni séra nizZsim
ne¥ 1/100 dochazi k vyvolani nespecifickych proliferacnich

u&ink v pripadé bunék TF-1.

Kapacita séra neutralizovat biologickou aktivitu my3iho
IL-13 se vyjadfila Jjako Ffedé&ni séra nutné Kk neutralizaci
biologické aktivity definované mnoZstvim my3iho IL-13 o 50 %
(NDso) . Cim je nutné vy383i Fedéni, tim siln&jsi Je

neutralizadni kapacita.

Nejvy&di testovand koncentrace my3iho séra D5 bylo fedéni
1/100. P¥i tomto Fedé&ni nedochdzi k neutralizaci biologické
aktivity 5 ng/ml my$iho IL-13 o 50 %, proto se hodnota NDsg

vyjad¥ila jako niZ3i neZ fredé&ni 1/100.

my$3 neutralizaéni kapacita mySiho
(vzorky séra odebrané v den IL-13 (NDsg)

125)




57 E..E :.::. Ec osu ’ :oo: .OD:
Cl 1/1 250
C2 1/5 230
C3 1/523
c4 1/417
C5 1/1 670
D5 niz$i nez 1/100

Vzorky séra odebrané v den 125 ze v3ech 5 mySsi
imunizovanych GST-cIL-13 v kombinaci s adjuvans CpG byly
schopny silné& neutralizovat biologickou aktivitu my3iho IL-13
v biologickém testu in vitro. Naopak vzorky séra odebrané
v den 125 =z my3i D5 (imunizovanych GST-cIL-13 v CFA/IFA)
nebyly schopny neutralizovat biologickou aktivitu my$iho IL-13

ve vdech testovanych fedénich.

Tyto vysledky ukazuji, Ze adjuvans CpG Je u¢innéjsi pri
vyvoldni neutralizadnich auto-protilédtkovych. odezev proti

my$imu IL-13 ve srovndni s dalSimi testovanymi adjuvans.
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Seznam sekvenci

(2) Informace o SEQ ID NO: 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(&) DELKA: 10 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(1i)  DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,mutovany epitop, umé&ld sekvence“/
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:
Leu Lys Glu Leu Ile Glu Glu Leu Ser Asn
1 5 10
(2) Informace o SEQ ID NO: 2:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 8 aminokyselinovych zbytkl
(B) TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,mutovany epitop, umé&léd sekvence"/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:
Phe Cys Val Ala Lzu Asp Ser Leu
1 .
(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 aminokyselinovych zbytkl
(B) TYP: aminokyselinova

(C) DRUH RETEZCE:
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(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:

/poznéamka= ,mutovany epitop, um&lad sekvence“/

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:
Ala Ile Tyr Arg Thr 4In Arg Ile Leu Hig Gly
1 5 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 aminokyselinovych zbytka
(BY TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(i1)  DRUH MOLEKULY: protein

(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznémka= ,mutovany epitop, uméld sekvence“/

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

Lys Ile Glu Val Ala His Phe Ile Thr Lys Leu Leu
1 5 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznémka= ,synteticky imunostimuladni
oligonukleotid"/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:
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tccatgacgt tcctgacgtt

(2) Informace o SEQ ID NO: 6:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,synteticky imunostimulacni
oligonukleotid™/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:
teteccageg tgegacat
(2) Informace o SEQ ID NO: 7:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 par( bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,synteticky imunostimulacni
oligonukleotid™/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:
accgatgacé tcgecggtga cggcaccacyg
(2) Informace o SEQ ID NO: 8:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(B)

(1)
DELKA: 24 para bazi

L LA J
[ XXX ]
ee o

20

18

30
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(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(1x) ZNAKY:
(E) Jiné informace:
/poznéamka= ,synteticky imunostimulad&ni
oligonukleotid™/
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:
mgmgté.’ét:g:;;'gﬁ'r-ttgt egtt 2«
(2) Informace o SEQ ID NO: 9:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka= ,synteticky imunostimulacni
oligonukleotid™/
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:
tccatgacgt tectgatygct 20

(2) Informace o SEQ ID NO: 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 72 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: lineédrni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(ix) ZNAKY:
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(D) Jiné informace:
/poznémka="PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u mysi, uméla sekvence"“

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

tgtgatgttg accagctcct caatgagctc cctaagsgtc agagggagayg acacagatct €0
tggcaccgge cd : 72

(2) Informace o SEQ ID NO: 11:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 73 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcova
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznadmka="“PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u my3i, umé€léd sekvence"
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

aggagctggt caacatcaca caagaccaga ctccectotg caacggeage atggtatgga 60
gtgtggacct ggc 73

(2) Informace o SEQ ID NO: 12:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 72 parh bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka=“PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,

pouziti u mysi, uméléd sekvence"

(XX X ]
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(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

gcaattggag atgttggtca gggattecag ggctgcacag taccegecag cggecaggte SZ
cacactcecat ac 7

(2) Informace o SEQ ID NO: 13:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 73 part bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoreté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka=“PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouZziti u mysi, umé&ld sekvence"
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

tgaccaacat ctccaattge aatgccatcg agaagaccca gaggatgetg ggcggactct 62
gtaaccgeaa ggc 7

(2) Informace o SEQ ID NO: 14:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 72 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka=“PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u my$i, uméld sekvence"
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

aaactgggcee acctegattt tggtategyg gaggctggag accgtagtgg gggectigeg 62
gttacagagt cc 72
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Informace o SEQ ID NO: 15:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:-
(A) DELKA: 71 parh bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznadmka="PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u my$i, uméla sekvence"

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:

aaatcgéégt ggcccagttt gtaaaggacc tgctcagcta cacaaagcaa ctgtttcgece 60
acgggeeett € 7L

Informace o SEQ ID NO: 16:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 28 péaru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u mys$i, um&la sekvence"

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:
cgeggattcg ggeceggtgece aagatcetg : 28

Informace o SEQ ID NO: 17:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova

L X
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(D) TOPOLOGIE: linedrni
(i1) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka="PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u my3i, uméld sekvence"

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:

ctecegetega gtegacttag aaggggcegt gocgaaa 37

Informace o SEQ ID NO: 18:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 28 paru bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznémka="PCR oligoprimer pro chimericky IL-13,
pouziti u mys$i, umélad sekvence"

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

cgeggatceg ggccggtgee aagatctg 28

Informace o SEQ ID NO: 19:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 336 péaru bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:

(D) Jiné informace:
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/poznédmka="chimericky IL-13 pro pouZiti u mysi, umeéla
sekvence™

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

gggecggtge caagatcetgt gtcetctecoct ctgaccetta gggagectcat tgaggagetg 60
gtcaacatca cacaagacca gactcccctg tgeaacggca gcatggtatg gagtgtggac 120
ctggecegetg gegggtactyg tgcageecty gaatcectga ccaacatcte caattgcaat 180
gecategaga agacccagag gatgctggge ggactctgta accgeaagge ccccactacg 240
gtctecagee tcceagatac caaaatcgag gtggeccagt ttgtaaagga cctgctcage 300
tacacaaagc aactgttteg ccacggcccce ttctaa 336

Informace o SEQ ID NO: 20:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 111 aminokyselinovych zbytkl
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(11) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/pozndmka=" chimericky IL-13, pouZiti u my$i, uméla
sekvence"

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20 :

Gly Pro Val Pro Arg Ser Val Ser Leu Pro Leu Thr Leu Arg Glu Leu
1 5 10 15
Ile Glu Glu Leu Val Asn Ile Thr Gln Asp Gln Thr Pro Leu Cys Asn
20 25 30
Gly Ser Met Val Trp Ser Val Asp Leu Ala Ala Gly Gly Tyr Cys Ala
35 40 45
-Ala Leu Glu Ser Leu Thr Asn Ile Ser Asn Cys Asn Ala Ile Glu Lys -
, 50 55 60
Thr Gln Arg Met Leu Gly Gly Leu Cys Asn Arg Lys Ala Pro Thr Thr
65 70 75 80
Val Ser Ser Leu Pro Asp Thr Lys Ile Glu Val Ala Gln Phe Val Lys
85 990 95
Asp Leu Leu Ser Tyr Thr Lys Gln Leu Phe Arg His Gly Pro Phe
~ 100 105 110

Informace o SEQ ID NO: 21:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 399 parl bazi
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(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/poznamka=" chimericky IL-13 pro pouziti u 1lidi,
umé&la sekvence“/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21:
atggegettt tgttgaccac ggtcattgcet ctcacttgee ttggeggett tgeccteccca 60
ggccctgtge ctccctetac ageccttaag gagcettattg aggagetgag caacatcace 120
cagaaccaga aggetceget ctgeaatgge agcatggtit ggageatcaa cctgacaget 180
ggcatgttet gktgtagecet ggattcectg atcaacgtgt caggetgeag tgccatctac 240
aggacccaga ggatattgca tggcttctge cegeacaagg tetcagetgg geagttttce 300
agcttgcatg tccgagacac caaaatcgaa gtagceccact ttataacaaa actgctctta 360
catttaaaga aactttttcg cgagggacgg ttcaactga ’ 399
Informace o SEQ ID NO: 22:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 132 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/pozndmka=" chimericky IL-13, pouZiti u 1lidi, uméla
sekvence"
{x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22:
Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val Ile Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly,. .
1 s 10 15 :
Phe Ala Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr rla Leu Lys Glu Leu
20 25 30
tle @Qlu Glu Leu Ser Asn Ile Thr Gln Asn Gln lys Ala Pro Leu Cys
35 40 45
Asn Gly Ser Met Val Trp Ser Ile Asn Leu Thr Ala Gly Met Phe Cys
50 55 60
val Ala Leu Asp Ser Leu Ile Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala Ile Tyr
&5 ) 70 75 ) 80
Arg Thr Gln Arg Ile Leu His Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala
85 20 95
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Gly Gln Phe Ser Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys Ile Glu Val Ala
100

105 110
Hig Phe Ile Thr Lys Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu
115 120 125
Gly Arg Phe Asn
130

Informace o SEQ ID NO: 23:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 396 para bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
/pozndmka="chimericky IL-13, pouziti u my3i,
sekvence"/
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23:
atggcgectet gggtgactgce agtcectgget cttgcettgee ttggtggtct cgecgeccca
gggcecggtge caagatctgt gtctctecect gtgaccctta aggagcttat tgaggagetg
accaacatca cacaagacca gactccectg tgcaacggea gcatggtatg gagtgtggac
ctggcegetg gegggttetg tgtagccctg gattccctga ccaacatcte caattgcaat
gccatcttca ggacccagag gatattgecat gccctctgta accgcaagge ccccactacdg
gtctecagec tccecegatac caaaatcgaa gtagcccact ttataacaaa actgctcacc
tacacaaaga acctgtttcg ccgeggecce ttctaa
Informace o SEQ ID NO: 24:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 131 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(D} Jiné informace:

/poznamka="chimericky IL-13, pouziti

sekvence"/

u mysi,

uméla

60

120
180
240
300
360
396

uméla




69

(XX X J
soes
L XXX

(x1)

Met Ala

Popis sekvence:

Leu Trp Val Thr Ala Val

SEQ ID NO: 24:

Leu Ala Leu Ala Cys Leu

1
Leu

Leu
Pro
Gly
65

Ala
Ala
Hig

Gly

Ala
Lys
Leu
50

Phe
Ile
Pro

Phe

Pro
130

5

Ala Pro Gly Pro Val

20

Glu Leu Ile Glu Glu

35
Cys

Cys
Phe
Thr

Ile

Asn
Val
Arg
Thr

100
Thr

115
Phe ™

Gly Ser Met
55
Ala Leu asp
70
Thr Gln Arg
85
Val Ser Ser

Lys Leu Leu

Pro
Leu
40

Val
Ser
Ile

Leu

Thxr
120

Informace o SEQ ID NO:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(1)

10
Arg Ser
25
Thr Asn

Trp Ser
Leu Thr
Leu His
90
Pro Asp

105
Tyr Thr

25:

Val Ser
Ile Thr
Val Asp
60

Asn Ile
75

Ala Leu
Thr Lys

Lys Asn

Leu Pro
30

Gln Asp

45

Leu Ala

Ser Asn
Cys Asn
Ile Glu

110

Leu Phe
125

Gly Gly ~
15
Val Thr

Gln Thr

Ala Gly

Cys Asn
80

Arg Lys

95

Val Ala

Arg Arg

DELKA: 150 aminokyselinovych zbytkl

(i1)

(ix)

(x1)

Met Gly

(A)
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: protein
ZNAKY :
(D) Jiné informace:

/poznamka="chimericky IL4 pro pouZiti

sekvence“/

Popis sekvence:

Leu Thr Ser Gln Leau Leu

SEQ ID NO:

Pro

25:

Phe Phe

3 Leu

Cys
Axg

Cys

“Thr
‘65

Tyx
Asn
Cys
Ser

Tyr
145

Ala
Glu
Thx
50

Glu
Leu
Ser
Leu
Leu

130
Ser

Gly
Ile
35

Glu
Ser
Lys
Ser
Asp
115
Lys

Lys

Asn
20

Ile
Ifeu
Glu
His
val
100
Gly
Asp

Cys

S
Phe

Gly
Thr
Leu
Glu
85

Leu
Leu

Phe

Ser

val

Ile

val
70

Lys
Met

Asn

Leu

Ser
150

Eis

Leu

Ser

His
25
Glu

Gln
105
Pro

Leu

Phe

Ser

Cys
90

Arg
Val

Lys

Ala

Lys
75
Leu

Leu

Asp

Phe
Glu

Ile
140

Lys
Glu
45

Ser
Leu
Ala
Arg
Ala

125
Met

Thr
Ala
110
Asn

Gln

u 1lidi,

15
His

Thr
Asn
Ile
Ala
95

Phe

Gln

Met

umé&la
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PATENTOVE NAROKY

Pouziti chimerického rekombinantniho proteinu, ktery
vykazuje B-buné&lné epitopy z vlastniho proteinu prvniho
savéiho druhu a mutaci, kterd vede ke vzniku sekvence
analogického proteinu sav&iho druhu, ktery se 1i8i od
uvedeného prvniho sav&iho druhu tak, Ze protein je schopen
vyvolat imunitni odezvu, kterd rozeznadva prirozeny protein,
se kterého se ziskaly v prvnim sav&im druhu epitopy bunék
B, pr¥i  vyrob& vakcinacniho prostfedku pro poruseni
tolerance bundk B a vyvolani imunitni odezvy proti
uvedenému vlastnimu proteinu v uvedeném prvnim savcim

druhu.

Pou¥iti chimerického rekombinantniho proteinu, ktery ma
epitopy B bunék vlastniho proteinu prvniho sav&iho druhu,
které jsou vneseny substituci do zdkladni kostry
analogického proteinu z druhého sav&iho druhu tak, Ze
protein je schopen vyvolat v druhu, za kterého jsou epitopy
B bunék ziskany, imunitni odezvu, jenz rozeznava ptirozeny
protein, ze ktereho jsou epitopy bunék B ziskény, pri
vyrobé& vakcinacniho prostfedku pro poruseni tolerance bun&k
B a vyvolani imunitni odezvy proti uvedenému vlastnimu

proteinu v uvedeném prvnim sav&im druhu.

pousiti podle libovolného z nadroktt 1 nebo 2, pricemZ
protein obsahuje konzervativni povrchovou oblast a mutaci
zavedenou do oblasti, ktera neni exponovana na povrchu,
pricemZz vysledkem uvedené mutace Jje sekvence analogického
proteinu, ktery je schopny vyvolat imunitni odezvu vaci
vlastnimu proteinu v druhu, ze kterého se vlastni protein
ziskal, pfi vyrobé vakcinaéniho prostfedku pro porudeni

tolerance bundk B a vyvolani imunitni odezvy proti

ssee
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.
L

PV 03 2
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uvedenému vlastnimu proteinu v uvedeném prvnim sav&im

druhu.

PouzZziti podle libovolného z ndrokl 1 aZ 3, kde proteinem je
lidsky protein a jeho aminokyselinovd sekvence je mutovéana
za vzniku sekvence obsahujici vice neZ 5 sousedicich
aminokyselin =z analogického proteinu, ktery neni lidskym
proteinem, a kde také uvedend mutace nahradi vice neZ jednu
aminokyselinu pfirozené 1lidské aminokyselinové sekvence
v kazZdé oblasti lidského proteinu, kterd neni exponovana na
povrchu, a mutace neni pfitomna ve zbytcich, které jsou ve
vodném roztoku za fyziologickych podminek v pfirozeném

sbaleném aktivnim proteinu povrchovymi zbytky.

Pouziti podle libovolného 2z narokad 1 aZz 4, kde imunitni

odezva je neutralizacni protildtkovou odezvou.

Pouziti podle libovolného z narokli 1 aZ 5, kde protein nebo

epitop bunék B se ziskal z lidského cytokinu.

Pouziti podle naroku 6, kde 1lidskym cytokinem Jje 4-

helikalni cytokin.

PouzZziti podle naroku 7, kde lidskym cytokinem je IL-4 nebo
IL-13.

Pouziti podle naroku 8, kde lidskym cytokinem je IL-13 a

vakcina&ni prostfedek je pro lécbu astma.

Rekombinantni chimericky protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci 1lidského proteinu, kterd Ie
mutovdna za vzniku sekvence obsahujici vice nez 5
sousedicich aminokyselin z analogického proteinu, ktery
neni 1lidskym proteinem, a kde se také v kazZdé oblasti
lidského proteinu, kterd neni exponovdna na povrchu,
nahradila vice nezZ jedna aminokyselina ptirozené lidské

sekvence, a nikoliv ve zbytcich, které jsou ve

(XXX ]

(X ] LA R 2]
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vodném roztoku za fyziologickych podminek v prirozeném

sbaleném aktivnim proteinu povrchovymi zbytky.

Rekombinantni protein podle ndroku 10, kde aminokyselinova
sekvence lidského proteinu je mutovédna, aby se nahradily
oblasti 1lidského proteinu, které nejsou exponovany na
povrchu, ekvivalentimi sekvencemi =z analogického proteinu,
ktery neni lidskym proteinem, zatim co epitopy bunék B

exponované na povrchu jsou konzervativni.

Rekombinantni protein podle n&roku 10 nebo 11, kde lidskym

proteinem je IL-4.

Rekombinantni protein podle naroku 10 nebo 11, kde lidskym

proteinem je IL-13.

Rekombinantni mutovany lidsky IL-13 podle nadroku 13, ktery
vykazuje Jjednu nebo vice =z nédsledujicich substituci nebo

substituci zahrnujici konzervativni substituci z:

- K v poloze 30
- v poloze 37
- v poloze 63
- v poloze 65
v poloze 68
v poloze 80
poloze 81
v poloze 85
v poloze 87
v poloze 113

v poloze 115

O < 0 O 2 XN B3 =5 ¥¥@ K << 9
1

~ H D T O H W< O < mowm
<

v poloze 117

Mutovany 1lidsky IL-13 podle néaroku 14, vykazujici velké

mnozstvi uvedenych substituci.

eo0ee

e
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16. Rekombinantni mutovany lidsky IL-13 podle néaroku 14

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23

24,

obsahujici v8echny uvedené substituce nebo substituce

zahrnujici konzervativni substituci z uvedenych substituci.

Mutovany lidsky IL-13 podle nadroku 12, ktery obsahuje jednu

nebo vice z nésledujicich sekvenci

L KELIEELSN

FCVALDSL

AITYRTQRILHG

KIEVAHFITKLL

nebo variantu uvedené sekvence obsahujici jednu nebo vice

konzervativnich substituci.

Mutovany 1lidsky IL-13 podle néroku 17 obsahujici sekvenci

zobrazenou na Obr. 9.
Polynukleotid kédujici protein podle narokt 10 aZ 18.

Polynukleotid podle nédroku 19, kterym je DNA a je

operativné spojend s promotorem.
Vektor obsahujici polynukleotid podle naroku 19 nebo 20.

Hostitel, vy znacd¢uijici s e tim, Z e Je
transformovany polynukleotidem podle naroku 19 nebo 20 nebo

vektorem podle naroku 21.

. Vakcinac¢nl prostfedek, vy znacdcuijici s e tim,

Z e obsahuje protein, polynukleotid nebo vektor podle
libovolného =z ndrokd 10 aZ 22 a farmaceuticky prijatelny

nosi¢ nebo pomocnou létku vhodny pro pouzZiti v lékafstvi.

Vakcinacni prostredek podle naroku 23,
vyznadcuijilci s e tim, Z e déle obsahuje

imunostimulac¢ni oligonukleotid.

s
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Vakcinacni prostrfedek podle naroku 24,
vyznac¢uijici s e t im, 7 e imunostimulacni

oligonukleotid se vybral ze skupiny zahrnujici:

OLIGO 1(SEQ ID NO:1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)

OLIGO 2 (SEQ ID NO:2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3(SEQ ID NO:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ ID NO:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO:5): TCC ATG AGG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

PouZiti proteinu podle naroku 10 nebo 11 pfi vyrobé
vakcina&niho prostfedku pro porudeni tolerance bunék B a
vyvolani imunitni odezvy proti uvedenému vlastnimu antigenu

u ¢lovéka.

Pou?iti proteinu podle libovolného z narokl 12 az 18 pri
vyrobeé 1éc¢ebného prostfedku pro 1écbu onemocnéni

zprosttredkovanych IL-13.
PouZiti podle ndroku 27 pfri lécCbé&é astma.

Zpusob profylaxe onemocnéni zprost¥fedkovaného IL-13,
vyznadcujici s e tim, % e zahrnuje aplikaci
bezpe&ného a uUlinného mnoZstvi prostfedku podle naroku 21

pacientovi, ktery to potfebuje.

Zplsob pripravy proteinu podle libovolného =z narokt 10 aZ
11, vyznadc¢ujici se tim 2 e zahrnuje:
identifikaci jedné nebo vice oblasti vlastniho, Vv typickém
pifipadé lidského proteinu, proti kterému Je nutné
protildtkova odezva,

identifikace aminokyselinové sekvence vlastniho proteinu,
identifikaci aminokyselinové sekvence konstrukce
analogického proteinu postupy rekombinace DNA chimerické
molekuly obsahujici alespon jednu cilovou oblast

identifikovanou v kroku 1, jejiZ aminokyselinova sekvence
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se vzala ze sekvence identifikované v kroku 2, a dostatelné
aminokyseliny ze sekvence(i) identifikované v kroku 3, aby
umoZnily sbaleni vysledného proteinu do tvaru podobného
tvaru vlastniho proteinu tak, Ze mutovany protein mizZe

vyvolat imunitni odezvu, kterd rozeznavad vlastni protein.

31.zptasob vyroby vakcinacniho prostfedku proti vlastnimu
proteinu pro poruSeni tolerance bunék B a vyvolani imunitni
odpovédi proti vlastnimu antigenu u ¢lovéka,
vyznadcuijilcl se ¢t im, % e zahrnuje a) ziskani
lidského proteinu a b) mutaci aminokyselinové sekvence
lidského proteinu za vzniku sekvence obsahujici vice nez 5
sousedicich aminokyselin z analogického proteinu, ktery neni
lidskym proteinem, a také kde v kazdé oblasti lidského
proteinu, kterd neni exponovédna na povrchu, je nahrazena
vice neZ jedna aminokyselina pfirozené lidské sekvence a ne
ve zbytcich, které jsou ve vodném roztoku za fyziologickych
podminek v pfirozeném sbaleném aktivnim proteinu povrchovymi

zbytky.

32.zZptisob vyroby vakcinacéniho prostfedku proti vlastnimu
proteinu podle nadroku 31, vy znacu 3 ici se tim,
% e zahrnuje a) ziskani lidského proteinu a b) substituci
aminokyselin, které nejsou exponovany na povrchu,
ekvivalentnimi aminokyselinami z analogického proteinu ze
sav&iho druhu, kterym neni &lovék, zatim co epitopy bunék B

exponované na povrchu jsou konzervativni.

33. Zpusob vyroby vakcinaéniho prostfedku proti vlastnimu
proteinu, vy znadc¢ujici se ¢t im, 7 e zahrnuje
vyrobu chimerického rekombinantniho proteinu obsahujiciho
konzervativni povrchové oblasti lidského proteinu a mutaci
savedenou do oblasti, kterd neni exponovédna na povrchu,
pticemz na zaklade uvedené mutace vznika sekvence

analogického proteinu, ktery je schopen u &lovéka vyvolat




34.

76 "

imunitni odezvu proti lidskému proteinu, a zaclenéni
chimerického rekombinantniho  antigenu do vakcinacniho

prostiedku.

Pouziti polynukleotidu nebo vektoru, ktery obsahuje
uvedeny polynukleotid, kédujici chimericky rekombinantni
protein podle libovolného =z ndrokd 1 aZ 3 pfi vyrobé

vakcina&niho prostfedku pro poruSeni tolerance bunek B.
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Obr. 1
GGGCCGGTGCCAAGATCTETGTCTCTCCCTCTEACCCTTAGGEAGCTCATTGAGGAGCTE
1 mmmmmme- R bt N bt dmmmmemmmm i mm e Fommmm— + 60
¢ p VvV P R SV S L P 'L TL2E L I = L
GTCAACATCACACRAGACCAGACTCCCCTGTECAACGECLGCATGRTATCGAGTCTGGA
61 —mmmmmme- gmmmm bmem e N fommmm + 120
v N I T QD TP DL CXGZE MV W S D

CTGECCECTGGCECETACTGTGCAGCCCTCGAATCCCTGACCARCAT CTCCAATTGCARAT

121 mmmmmme mm e Fommm B e D R i e mmm + 180
L A A G G Y CA AL E & L T N I s XN N
GCCA’I‘CGAGAAGACCCAGAGGATGCTGGGCC—GACTCTGT?—‘ACCGCAAGGCCCCCACTACG

181 —-=m=mo- fommmmm Fmmmmmm e T R + 240
A I BE X T Q R M L G G L ¢ ¥ R K A 7P T
GTCTCCAGCCTCCCCGATACCARAATCGAG 3TEGECCTACTTTGTAAAGGACCTGCTCAGC )

241 mmememem- pmmmmmmm = fmmmmmmm o R R fommwmm===% 300
v §S 8§ L P D T K I E V &2 @ 7 v K D L S
TACACAMAGCAACTGTTTCGCCAL GGCCCCTICTAA

301 --=-m=me- dmmemmmmn - Fommmmm o e i3s

v T X § L F R H G P F *
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GGCCCTGTGCCTCCC’I‘CTACAGCCCTTAAGGAG\_TTATTCAGGAGCTCAGC‘AA ATCACC
------------------ +---------+-----—--—+—-———--—--+---- —-———=%
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