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Farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky

Vynélez se tykd farmaceutického prostiedku, ktery obsahuje nejméné jeden imunomodulaéni
peptid, bilkovinu nebo jeji fragment spolu s pomocnym prostiedkem.

Dosavadni stav techniky

Existuji kvalitativni a kvantitativni rozdily mezi nadorovymi busikami a normélnimi burikami.
Imunitni systém ma v zdsadé schopnost rozeznat tyto rozdily a miiZe byt aktivni specifickou
imunizaci vakcinami stimulovan k tomu, aby rozpoznaval nadorové buiiky na zaklad¢ uvedenych
rozdild a vyvolal jejich zniCeni.

Aby bylo moZno vyvolat protinddorovou reakci uvedeného typu, musi byt splnény nejméné dvé
podminky. Pfedeviim musi u nadorovych bunék dochazet k expresi antigenu, k jehoz expresi
u normalnich bun&k nedochazi nebo k ni dochézi jen tak omezené, Ze je mozné kvalitativni rozli-
Seni mezi normalni a nadorovou tkani imunitnim systémem. Druhou z podminek je, Ze imunitni
systém musi byt odpovidajicim zpuisobem aktivovan, aby mohl reagovat na tyto antigeny. Pod-
statnou brzdou imunitniho 1é&eni nador je jejich mald imunogenita, pfedev§im u lidi. V ¢asném
stadiu je moZno prokazat antigeny, spojené s nadorem nebo specifické pro nadory, které vytvareji
tak zvané neoepitopy a mély by tedy byt potencidlnim cilem pro zdsah imunitniho systému. Sku-
te¢nost, ¥e imunitni systém neni schopen nadory zniit nespociva zfejm¢ v tom, Ze by chybély
neoepitopy, nybrZ v tom, Ze imunologicka odpovéd’ na tyto neoantigeny je nedostatecna.

Pro imunitni 1é&eni zhoubnych nadori na bunééné bazi byly vyvinuty dva obecné postupy. Jeden
z téchto postupll spoliva vtom, Ze se pfi tak zvané adoptivni imunoterapii pomnoZi in vitro
T-lymfocyty, reagujici na nador a pak se znovu vrati do obéhu nemocného. Druhou moZznosti je
aktivni imunoterapie, pfi niz se uZivaji nadorové buiiky v oéekéavani, Ze bude vyvolana zesilend
odpovéd’ imunitniho systému proti nadorovému antigenu, kterd povede k systemické reakei.
mohou byt ozafené nadorové builky podavané ve smési s materidlem, stimulujicim imunitni sys-
tém, jako je Corynebacterium parvum nebo Bacillus Calmette Guerin, GCG tak, aby byla vyvo-
lana imunitni reakce proti nadorovému antigenu, jak bylo popsano v publikaci Oettgen H. F. a
Old L. J., 1991, Biologic Therapy of Cancer, Ed. DeVita, V. T. Jr., Hellman S., Rosenberg S. A.,
Verlag J. B. Lippincott Company, Philadelphia, New York, Londyn, Hagerstown, 87 az 119.

V poslednich létech byly uzity pro aktivni imunoterapii proti nddorim predevSim geneticky
modifikované nadorové buiiky. Piehled postup, pfi nichz byly nddorové buiiky uinény cizoro-
dymi k zesileni imunogenity, je mozno nalézt v publikaci Zatloukal a dalsi, 1993, Gene, 135, 199
aZz 220. Podle jednoho z pouzitych postupl produkovaly geneticky modifikované naddorové buriky
cytokiny.

Identifikace a izolace nadorovych antigentl a antigent, spojenych s nadory, TA a také od nich
odvozenych peptidu, tak, jak byly popsany napiiklad v publikacich Wélfel T. a dalsi 1994a), Int.
J. Cancer, 57,413 az 418 a Wolfel T. a dalsi, 1994b), Eur. J. Immunol., 24, 759 az 764, Carrel S.
a Johnson J. P., 1993, Current Opinion in Oncology, 5, 383 az 389, Lehmann J. M. a dals{, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86, 9891 az 9895, Tibbets L. M. a dalsi, 1993, Cancer, leden 15,
sv. 71, 2, 315 az 321, a ve zvefejnénych mezinarodnich patentovych ptihlaskach WO 92/20366,
WO 94/05304, WO 94/23031, WO 95/00159, vedla k navrzeni dal§iho postupu, pii némz byly
nadorové antigeny pouzity jako imunogeny pro pfipravu vakcin proti nadorim, a to jak ve formé
bilkovin, tak ve formé& peptidii. Z publikaci Boon T., 1992, Adv. Cancer Res., 58, 177 az 210,
Boon T. a dalsi, 1994, Annu. Rev. Immunol., 12, 337 az 365, Boon T. a van der Bruggen O.,
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1996, J. Exp. Med., 183, 725 az 729, Van Pel A. a dalsi, 1995, Immunological Reviews, 145,
229 a7 250, Van der Eynde B. a Brichard V. G., 1995, Current Opinion Immunol., 7, 674 az 681,
je znamo, 7e maligni melanomy vyluduji peptidy, odvozené od nadorového antigenu v kontextu
MHC-I. Protinadorovou vakcinou ve formé nadorového antigenu jako takového nebylo az dosud
dosazeno dostateéné imunogenity k vyvolani bunétné imunitni odpovédi, jiz by bylo zapotiebi ke
znideni nddorovych bunék, nesoucich nadorové antigeny, jak je uvedeno v Marchand M. a dalsi,
1995, Int. J. of Cancer, 63, 883 az 885. Aby bylo dosaZeno toho, aby buiiky, presentujici antigen,
APC, mély na svém povrchu definované peptidové antigeny, bylo navrhovano, vyvolat zmnoZeni
té&chto peptidd, coZ viak vedlo k neG¢innému zatizeni bunék peptidy podle Tykocinski M. L.
a dalgi, 1996, Am. J. Pathol., 148, 1 az 16. Mimoto bylo také prokazano, Ze soucasné aplikace
pomocnych prostiedki zvysila imunitni odpovéd’ jen velmi omezeng, jak bylo rovné€Zz uvedeno ve
svrchu zminéné publikaci Oettgen H. F.a Old L. J., 1991.

Treti postup pro aktivni imunoterapii ke zvySeni GCinnosti protinddorovych vakcin je zaloZen na
xenogenizaci autolognich nadorovych bunék, které pak vlastni imunitni systém vnima jako cizo-
rodé. Imunitni systém totiZ reaguje na nadorové buiiky, u nichZ dochazi k expresi cizorodych
bilkovin, ¢imzZ se vyvola imunitni reakce. '

Usttedni alohu pii fizeni specifické imunitni odpovédi hraje komplex, tvofeny tfemi molekulami,
a to slozky receptorii T-bunék pro antigen, molekulou hlavniho komplexu pro histokompatibilitu,
MHC a ligandy, kterymi jsou peptidové fragmenty, odvozené od bilkovin.

Molekula MHC (popfipadé odpovidajici lidskd molekula HLA) je peptidovy receptor, ktery
dovoluje pfi omezené specifi¢nosti vazbu riiznych ligandi. Pfedpoklad pro tuto vazbu tvoii pep-
tidové sekvence, specifické pro allely, které mohou splnit nasledujici kriteria specifi¢nosti: pep-
tidy maji v zavislosti na halotypu MHC definovanou délku, pti haplotypu MHC-I jde zpravidla o
8 aZ 10 zbytkid aminokyselin. V typickych pfipadech pfedstavuji zbytky aminokyselin ve dvou
polohich tak zvanou ,kotvu“, na niz mohou byt vazany pouze urcité zbytky aminokyselin
s omezenymi postrannimi fetézci. Pfesna poloha téchto zakotvujicich aminokyselin v peptidech a
pozadavky na vlastnosti t&chto zbytki se vzivislosti na haplotypu MHC méni.
C—zakon&enim peptidovych ligandii je Casto alifaticky zbytek nebo zbytek, nesouci naboj.
Takové ligandy pro peptidy MHC-I jsou az dosud znamé napiiklad pro haplotypy
H-2K¢, K°, K¥, K™, D°, HLA-A"0201, A"0205 a B'2705.

V ramci metabolismu bilkovin v buiikich se rozkladaji normalni, cizorodé¢ a umélé produkty
genti, napfiklad virové bilkoviny nebo nadorové antigeny na malé peptidy. Nékteré z té€chto
malych peptidi predstavuji potencialni ligandy pro molekuly MHC. Z tohoto diivodu je vyvolani
bunééné imunitni odpovédi zapotiebi presentace molekulou HMC, pfi¢emZ dosud neni zcela
vysvétleno, jak dochézi v buiikach k produkci peptidi jako ligandé pro MHC.

Cizorodé bilkoviny a bilkoviny, modifikované tak, aby byly vnimény jako cizorodé a také frag-
menty t&€chto bilkovin mohou byt rozpoznany, vazany a odstranény také imunoglobuliny, které
predstavuji humoralni imunitni reakci. To plati také pro nadoroveé antigeny. Napiiklad v pfipadé
antigend MUC1, CEA a HER2/neu, spojenych s nadory bylo prokazino, Ze imunoglobuliny,
které jsou pro tyto bilkoviny specifické, jsou schopné rozpoznat butiky, produkujici tuto bilko-
vinu a znigit ji. K vyvolani humoralni imunitni odpovédi, specifické pro urcity nadorovy antigen
byly z tohoto diivodu zkouseny rizné formy MUC1 a CEA jako imunogenni latky, napfiklad
v rekombinantnich vektorech na zvifecim modelu i pfi klinickych predbéznych zkouskach, jak

bylo popséano v publikaci Bronte a dalsi, 1995, J. Immunol., 154, 5282.

V ramci vynalezu byly sledovany pfedpoklady, které by bylo mozno vyuzit pfi vyvoji bunééné
vakciny proti nadorim. Jde o to, Ze v normalnim organismu jsou normalni butiky imunitnim sys-
témem tolerovany, avsak v ptipadé virové infekce, kdy dochazi v t&chto buiikach k produkci
cizorodych bilkovin, imunitni systém na tyto builky reaguje a znici je. Molekuly MHC v téchto
piipadech totiz presentuji cizorodé peptidy, odvozené od cizorodych bilkovin. V disledku toho
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registruje imunitni systém uvedenou buiiku jako nezadouci. Dochézi k aktivaci systému APC
(do tohoto systému nalezi makrofédgy, dendritické buiiky, Langerhansovy buiiky, B-buiiky
a patrné také nedavno objevené bifenotypické buiiky, které v sob& spojuji vlastnosti B-bunék
a makrofagi podle svrchu uvedené publikace Tykocinski a dalsi, 1996), dojde k tvorbé specifické
imunitni reakce a ke zni¢eni burky.

Nadorové butiky vytvareji antigeny, specifické pro urcité nadory, avSak tyto antigeny jsou vzhle-
dem ke své malé imunogenité imunitnim systémem ignorovany. Avsak v piipadé, Ze se do nado-
rové butiky zavede nikoliv cizoroda bilkovina, nybrZ cizorody peptid, budou kromé tohoto cizo-
rodého peptidu vnimany jako cizorodé také vlastni nadorové antigeny takové bufiky. Timto zpi-
sobem je moZno dosahnout vyvolani bunééné imunitni odpovédi proti nddorovému antigenu.

Mal4 imunogenita nidorovych bunék nemusi byt pouze kvalitativnim, nybrZ také kvantitativnim
problémem. Pro peptid z nadorového antigenu, ktery je presentovin molekulami MHC miZe byt
koncentrace pii presentaci pfili§ nizka k vyvolani bunééné imunitni odpovédi, specifické pro
nador. Zvyseni po&tu peptidi, specifickych pro nador. Zvyseni poctu peptidi, specifickych pro
nador na povrchu nadorové buiiky by tedy mélo zpisobit, Ze buiika bude vniména jako cizoroda
a mélo by to vést k vyvolani bun&né imunitni odpovédi. Bylo navrhovéno, aby nadorovy antigen
nebo peptid, odvozeny od tohoto antigenu byl presentovan pfimo na povrchu bunék, pfedem
podrobenych transfekci koddovou DNA pro tuto bilkovinu nebo peptid, jak je popsano ve zvefej-
nénych mezinirodnich patentovych pfihlaskach WO 92/20356, WO 94/05304, WO 94/23031,
WO 95/00159.

V SRN patentové piihlasce P 195 43 649.0 se popisuje bunétna vakcina, kterd jako svou i¢innou
slozku obsahuje nadorové buiiky, obsahujici jeden nebo vétsi pocet peptidii v takovém mnoZstvi,
e jsou imunitnim systémem nemocného vnimany jako cizorodé a vyvolavaji bunénou imunitni
odpovéd. Podstatnym znakem pouZitych peptidd je skuteCnost, Ze b€z o ligandy pro
MHC-haplotyp nemocného. Peptidy jsou tedy rozpoznévany imunitnim systémem nemocného
jako cizorodé, i kdyZ jsou odli§né od peptidi, odvozenych od bilkovin, k jejichZ expresi dochizi
v nadorovych burikich nemocného. Dalsi kategorie peptidii miiZe byt odvozena od nadorovych
antigent, k jejichz expresi dochazi v buiikdich nemocného. Tyto peptidy vedou ke zvySeni imuno-
genity tim zpisobem, Ze jsou na povrchu bunék vakciny k dispozici v takové koncentraci, ktera
je vys3i nez koncentrace téhoZ peptidu na nadorovych butikach nemocného.

Vynélez si klade za kol navrhnout novy farmaceuticky prostfedek s imunomodulatnim G€in-
kem, zv1asté vakcinu.

Koncepce, uvedend v SRN patentové ptihlasce P 195 43 649.0 je, pokud jde o vakcinu, rozvinuta
tak, Ze se navrhuje farmaceuticky prostiedek, ktery obsahuje imunomodulaéné u€inné peptidy
nikoliv v souvislosti s bun&énym materidlem, nybrz spolu s pomocnym prostiedkem s cilem
vyvolat bun&&nou a/nebo humoralni, s vyhodou systemickou odpovéd’ imunitniho systému proti
ptivodei onemocnéni nebo proti nddoru, poptipadé takovou odpovéd’ zesilit. Prostiedek je popii-
padé mozno vyuzit také k vyvoldni tolerance proti autoimunitné€ G¢innym bilkovinam.

Nyni bylo neodekavané zjisténo, Ze imunogenitu peptidii mohou zvysit n€které pomocné pro-
sttedky, naptiklad polykationty, u nichz bylo poprvé jiz vr. 1965 prokéazano, Zze mohou zvysit
transport bilkovin do bun&k podle publikaci Ryser H. J. a Hancock R., 1965, Science, 150, 501 aZ
503, Ryser H. J. a Shen W. C., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75,3867 az 3870, a Shen W.
C. a Ryser H. J., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 78, 7589 az 7593.

Podstata vynélezu

Podstatu vynalezu tvofi farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje jeden nebo vétsi poet imuno-
modulaéné u¢innych peptidi, bilkovin nebo fragmenti bilkovin spolu s pomocnym prostfedkem.
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Pouzity pomocny prostfedek méa schopnost zvysit vazbu bilkovin, peptidi nebo bilkovinnych
fragmentii na buiiky nemocného nebo zvysit vstup téchto materiali do bunék a tim zesilit imuno-
modulaéni (i¢inek peptidd, bilkovin nebo fragmentil bilkovin.

V nasledujicim popisu ptihlasky budou peptidy, bilkoviny nebo fragmenty bilkovin, vyvolavajici
imunomodulaéni G&inek, oznadovany pouze jako ,.peptidy“. Tento vyraz, pokud se nevztahuje
vyslovn& na ligandy, miZe zahrnovat také vétsi fragmenty bilkovin nebo bilkoviny, z nichZ je
peptid odvozen nebo také produkty odbouravani bunéénych bilkovin.

Pod pojmem ,imunomodulagni 0¢innost“ se rozumi vyvolani nebo zesileni bun&tné a/nebo
humoralni, s vyhodou systemické reakce imunitniho systému. V tomto provedeni u¢inkuje far-
maceuticky prostfedek podle vynalezu jako vakcina.

V jednom z vyhodnych provedeni jsou uvedené peptidy ligandy pro nejméné jednu molekulu
MHC, k jejiz expresi dochazi v organismu nemocného.

Lidské molekuly MHC budou déle podle mezinarodni imluvy uvadény také jako HLA (antigen
lidskych leukocyti).

,Bunééna imunitni odpovéd™ je pfedeviim cytotoxickd imunita T-bunék, kterd v disledku
vzniku cytotoxickych CD8-pozitivnich T-bunék a CD4—pozitivnich pomocnych T-buné€k vyvola
rozruseni nadorovych bunék nebo bunék, napadenych piivodcem onemocnéni.

Pod pojmem ,.humordlni imunitni odpovéd™ se rozumi produkce imunoglobulinu, které selek-
tivné rozpoznivaji nidorové buiiky nebo struktury odvozené od plivodce onemocnéni av
disledku toho spolu s daldimi systémy, napiiklad s komplementem, ADCC (cytotoxicita, zavisla
na protilatkach) nebo fagocytézou zajisti rozruseni nadorovych bunék nebo piivodce onemocnéni
nebo jim napadenych bunék.

Peptid, obsaZeny ve vakcing je odvozen od antigenu nebo v piipadé bilkovin pfedstavuje antigen,
proti némuZ ma byt vyvolana bundéné a/nebo humoralni imunitni odpovéd’. Pisobenfm vakciny
dochazi k tomu, e T-buiiky nebo jiné cytotoxické efektorové buiiky, rozpoznavajici pivodce
onemocnéni nebo nadorové buiiky, produkujici antigen jsou vytvafeny nebo zmnoZeny nebo
dochazi k produkci protilatek.

Pro imunizaci proti riznym pivodciim onemocnéni, jako jsou bakterie, viry, paraziti a podobné,
se uZzivaji bilkoviny nebo peptidy téchto organismi nebo bilkoviny nebo peptidy od téchto orga-
nism@ odvozené. Vyhodné jsou predev§im bilkoviny, které nejsou ovlivnény obecné vysokymi
mutacemi téchto mikroorganismil. Ze zvefejnénych piikladi je mozno uvést napfiklad lidsky
virus papilomu HPV16/17 podle publikace Feltkamp M. C. a dalsi, 1995, Eur. J. Immunol.,
25(9), 2638 aZ 2642, antigen jadra viru hepatitidy B podle Vitiello A. a dalsi, 1995, J. Clin. Inv.,
95, 1, 341 az 349, Plazmodium Bergheii podle Widmann C. a dalsi, 1992, J. Immunol. Methods,
155 (1), 95 az 99, bilkoviny jadra chiipkového viru a virus hepatitidy C.

V jednom z moZnych provedeni vynalezu je bilkovina pfi vyvolavani odpovédi proti nadorim
nadorovy antigen nebo peptid, odvozeny od nadorového antigenu a farmaceuticky prostfedek se
uzivé jako vakcina proti nadorim. V tomto pfipad€ je pfi léCeném pouZiti vakciny peptid odvo-
zen od nadorového antigenu, k jehoZz expresi dochazi v nadorovych buiitkach nemocného. Miize
jit napfiklad o antigeny, které jsou v organismu nemocného produkovany v koncentraci, ktera je
pfili§ mal k tomu, aby nadorové buiiky byly vnimény jako cizorodé.

Nadorové antigeny nemocného mohou byt v pribéhu diagnézy a stanoveni 1éc¢eni urCeny b&z-
nymi postupy. Mohou byt prokazovéany jednoduchym zpisobem imunohistochemicky pomoci
protilatek. V p¥ipadg, Ze naddorovymi antigeny jsou enzymy, napfiklad tyrosinazy, je moZno je
prokazovat enzymatickymi reakcemi. V piipadé nadorového antigenu se znidmou sekvenci je
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mozno pouZit postupu RT-PCR podle publikaci Boon T. a dalsi 1994 svrchu, Coulie P. G.
A dalgi, 1994, Int. J. Exp. Med., 180, 35 az 42 a Weynants P. a dalsi, 1994, Int. J. Cancer, 56, 826
az 829. Dal§imi vhodnymi postupy jsou postupy na bazi CTL se specifi¢nosti pro stanovené
nadorové antigeny. Zkousky tohoto typu byly popsany napiiklad v publikacich Hérin M. a dal3f,
1987, Int. J. Cancer, 39, 390, Coulie P. G. a dalsi, 1992, Int. J. Cancer, 50, 290 aZ 296, Cox A. L.
a dal§i, 1994, Science, 264,5159,716 az 719, Rivoltini L. a dal§i, 1995, The Journal
of Immunology, 154, 5,2257 az 2265, Kawakami a dal§i, 1995, The Journal of Immunol.,
154, 3961 az 3968, a ve WO 94/14459. V uvedenych literarnich citacich jsou uvedeny nékteré
nadorové antigeny a od nich odvozené peptidové epitopy, vhodné pro pouziti ve farmaceutickém
prostiedku podle vynélezu. Pfiklady vhodnych nadorovych antigenii je také moZno nalézt
v souhrnych publikacich Rosenberg S. A., 1996, Annual Rewiews of Medicine, 47, 481 az 491
a Genderson R. A. a Finn O. J., 1996, Advances in Immunology, 62,217 aZ 256. Vynalez neni
omezen na pouziti uritych nadorovych antigent.

Vakcina proti nadortim, ktera obsahuje nadorové antigeny nebo od nich odvozené peptidy miize
byt pouZita nejen k lé¢ebnym uceliim, nybrZ také k prevenci. P¥i tomto pouZiti se s vyhodou
uzivd smés peptidii, odvozenych od &asto se vyskytujicich nadorovych antigenii. Pfi lé¢ebném
pouZiti vakciny podle vynalezu proti nddorim se uZiva jednoho nebo vétSiho mnozstvi peptidd,
pri jejichZ pouziti je moZno oekavat, Ze jsou obsaZeny v nadorovych antigenech nemocného.

Vakcina proti nddorim podle vynalezu ma proti bunééné vakcin€ na béazi autolognich nadoro-
vych bunék tu vyhodu, Ze miZe byt vyuZita k [éCebnym acelim také v pomérné Casném stadiu,
stadiu I a II onemocnéni, v nichZ neni k dispozici dostatecné mnozstvi nadorovych bunék pro
vyrobu autologni bunééné vakciny.

V jednom z vyhodnych provedeni vynalezu se peptid. ktery je uZit k vyvolani bunééné imunitni
odpovédi, shoduje s podtypem MHC-I nebo MHC-II jednotlivce, kterému ma byt vakcina poda-
véana. Peptid ma tedy sekvenci nebo obsahuje sekvenci, ktera zajisti jeho vazbu na molekulu
MHC.

V dal$im moZném provedeni obsahuje farmaceuticky prostiedek, ktery mé byt pouZit jako vak-
cina proti nadorim kromé& imunostimulaéné G¢inného polypeptidu jesté dalSi obdobny polypep-
tid, zv1a§té cytokin. Ve vyhodném provedeni je timto cytokinem interleukin 2, IL-2 nebo GM—
CSF, napiiklad v davce priblizné 1000 jednotek. Jako piiklady dalSich cytokind je mozno uvést
IL—4, IL-12, IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, [FN-omega, TNF-alfa, pouZit je mozno také
kombinace téchto latek, napfiklad IL-2,+ IFN-gamma, IL-2 + IL-4, IL-2 + TNF-alfa nebo
TNF-alfa + IFN—gamma.

V jednom z provedeni vynalezu mize slouzit farmaceuticky prostfedek k vyvolani tolerance proti
bilkovinidm nebo jejich fragmentiim, vyvolavajicim autoimunitni onemocnéni, to znamena kléce-
ni t&chto onemocnéni. Peptidy, uZité v tomto ptipadé, jsou odvozeny od bilkovin, které vyvolava-
ji autoimunitni onemocnéni.

Na rozdil od pouZiti peptidii ve vakciné proti nadoriim, nebo proti piivodcim onemocnéni, pfi
némz jsou peptidy shodné s isekem plivodni bilkoviny, to znamena nddorového antigenu nebo
bilkoviny patogenniho organismu, takze peptid je rozpoznavan jako ,,originalni antigen®, dochazi
pfi pouZiti k 1é&eni autoimunitnich onemocnéni k pouziti takovych peptidi, které maji kritické
rozdily v sekvenci aminokyselin ve srovnani s pivodnimi bilkovinami. Tyto peptidy jsou vzhle-
dem ke svym zakotvujicim polohdm schopné se vazat na molekulu MHC, av3ak ve své sekvenci
obsahuji mutace, které zpiisobuji, Ze uvedené peptidy maji antagonisticky ucinek a potlacuji jiz
aktivované specifické T-buiiky, jak je uvedeno v publikaci Kersh G. J. a dalsi, 1996, Nature,
380, 6574, 496 az 498. '

Jako antagonizujici peptidy jsou vhodné peptidy tak s ,,pfirozenym® antagonismem, které byly
zjistény u nékterych vir podle Bertoletti A. a dalsi, 1994, Nature, 369, 407 az 410 a také latky,
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které byly nalezeny systemickym sledovanim napiiklad v peptidovych bankach. Jako piiklady
antagonizujicich peptidii je mozno uvést peptidy, schopné potlacit innost T-bunék, specifickych
pro zakladni bilkovinu meylinu, tyto peptidy jiz byly podrobeny zkouskam na svou G€innost na
pokusnych zvitatech podle Brocke S. a dalsi, 1996, Nature, 379, 6563, 343 az 346.

Peptid, ktery ma vyvolat bun&&nou imunitni odpovéd’, se musi vazat na molekulu MHC. Aby
doslo k vyvolani imunitni odpovédi u nemocného, musi tedy mit tento nemocny v sestavé svych
bilkovin odpovidajici molekulu HLA. Stanoveni podtypu HLA u nemocného je tedy podstatnym
predpokladem pro moznost vyvolani bunééné imunitni odpovédi a tedy i pro Gcinné pouZiti pep-
tidd u tohoto nemocného.

Podtyp HLA nemocného je moZno stanovit b&Znymi postupy na toxicitu lymfocyti, napiiklad
podle Practical Immunology, Ed. Leslie Hudson a Frank C. Hay, Blackwell Scientific
Publications, Oxford, London, Edinburgh, Boston, Melbourne. Tato zkouSka je zaloZena na izo-
laci lymfocytd z krve nemocného, tyto lymfocyty se nejprve uvadgji do styku s antisérem nebo
s monoklonélni protilatkou proti urdité molekule HLA v pfitomnosti krali¢tho komplementu C.
Pozitivni buiiky se rozrusi a barvi se indikatorem, zatimco neposkozené butiky se nebarvi.

K stanoveni haplotypu HLA-I nebo HLA-II u nemocného je mozno vyuzit také RT-PCR podle
publikace Current Protocol in Molecular Biology, 1995, vyd. Ausubel F. M. a dalsi, John Wiley
and Sons, Inc., Kapitola 2 a 15. K tomuto (gelu se odebere nemocnému krev a zni se izoluje
RNA. Tato RNA se nejprve podrobi reverzni transkripci, ¢imz se ziskd cDNA nemocného, kterd
se pak uZije jako matrice pro PCR—reakci pii pouZiti parl primert, specifickych pro amplifikaci
fragmenti DNA pro urgity haplotyp HLA. Pfi elektroforéze na agarézovém gelu se pak
prokazuje pas DNA, k jehoZ expresi dochazi u nemocného v pfipadé, Ze obsahuje jeho organis-
mus uréitou molekulu HLA. V p¥ipad& nepfitomnosti takového pasu je nemocny negativni.

Definice peptidu, pouZitého podle vynalezu pomoci molekuly HLA urCuje tento peptid, pokud
jde o jeho zakotvujici aminokyseliny a jeho délku. Pomoci téchto dvou prvki je mozno zajistit,
aby peptid odpovidal piislu§né molekule HLA v organismu nemocného. V disledku toho pak
dochazi je stimulaci imunitniho systému a k vyvolani bunééné imunitni reakce, namifené
v pipadé pouZiti peptidu, odvozeného od nadorového antigenu, proti nadorovym buiikdm
nemocného.

Peptidy, které jsou vhodné pro pouziti v ramci vynalezu mohou byt vybrany ze Siroké Skaly latek.
Mohou byt odvozeny od piirodn& se vyskytujicich imunogennich bilkovin nebo produkti jejich
odbouravani v buiikach, naptiklad od virovych nebo bakterialnich peptidii, od nadorovych anti-
genli nebo miize jit o antagonisty proti peptidiim, odvozenym od bilkovin, které vyvolavaji auto-
imunitni onemocnéni.

Vhodné peptidy je moZno vybirat napiiklad na zikladé peptidovych sekvenci, znimych
z literatury.

Z hlediska vyvolani bun&éné imunitni odpovédi je mozno peptidy definovat napiiklad podle pub-
likaci Rammensee H. G. a dal$i, 1993, Current Opinion in Immunology, 5, 35 az 44, Rammensee
H. G. a dali, 1995, Current Biology, 7, 85 az 96 a Falk K. a dal$i, 1991, Nature, 351, 290 az 296,
vtéchto publikacich jsou popsany peptidy pro odli¥né motivy HLA, odvozené od bilkovin
s imunogennim G&inkem rizného piivodu, tyto peptidy jsou schopné se vazat na piisluSné pod-
typy HLA.

Pro peptidy, které obsahuji ast sekvence bilkoviny s imunogennim ti¢inkem je moZzno na zdkladé
jiz znamych polypeptidovych sekvenci srovnivanim sekvence s ohledem na HLA-specifické
pozadavky stanovit, které z peptidd budou vhodné pro pouziti. Piiklady vhodnych peptidii je
mozno nalézt naptiklad ve svrchu uvedenych publikacich Rammensee a dalsi, 1993, Falk a dalsi,
1991 a Rammensee, 1995 a také v piipadé peptidi HIV v WO 91/09869. Z peptidii, odvozenych
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od nadorovych antigend jsou nékteré latky popsany ve zvefejnénych mezinarodnich patentovych
pfihlaskach WO 95/00159, WO 94/05304. K velmi vhodnym latkam nélezi peptidy, jejichZ imu-
nogenita jiz byla prokazana, to znamend zejména peptidy, odvozené od virovych nebo bakterial-
nich bilkovin.

Misto plivodnich peptidd, které maji schopnost vazby na pfislusné misto molekuly MHC-I nebo
MHCHII, to znamend peptidd, které jsou beze zmén odvozeny od piirodnich bilkovin, je mozno
pouzit peptidy, které vice odpovidaji poZzadavkim na zakotvujici polohy a na délku neZ plivodni
peptidova sekvence a je tedy moZno uskutenit variace, pokud tyto variace neovlivni ti¢innou
imunogenitu peptidu, ktera je tvofena kombinaci vazné afinity na molekulu MHC a schopnosti
stimulovat receptory T-bunék, nebo pokud tyto variace imunogenitu peptidu naopak zesili.
K tomuto Gcelu je podle vynalezu mozno pouzit také uméle syntetizované peptidy, které odpovi-
d%ji poZadavku na schopnost vazby na molekulu MHC. Je tedy napfiklad moZno vychazet z H2—
K%ligandu Leu Phe Glu Ala lle Glu Gly Phe Ile (LFEAIEGFI) a pozménit aminokyseliny,
odlisné od zakotvujicich aminokyselin za vzniku peptidu se sekvenci Phe Phe Ile Gly Ala Leu
Glu Glu Ile (FFIGALEEI), mimoto je moZno zakotvujici aminokyselinu Ile v poloze 9 nahradit
Leu. Uréovani epitopt ligandd MHC-I a MHC-II a jejich variaci je moZno uskutecnit napiiklad
podle publikace Rammensee H. G., 1995, Current Opinion in Immunology, 7, 85 az 96. Délka
peptidu odpovida pfi jeho tGpravé pro molekulu MHC-I s vyhodou minimélni sekvenci 8 aZ
10 zbytkd aminokyselin s poZadovanymi zakotvujicimi aminokyselinami. Vazna skupina MHC-
11, zasahujici pfes nové zbytky aminokyselin ma vysoky stupeni degenerace v zakotvujicich
polohach. V posledni dobg byly na zaklad€ analyzy struktury pomoci rtg—paprskil vyvinuty pro
molekuly MHC-II postupy, které dovoluji piesnou analyzu vaznych motivi MHC-II a na
zékladé této analyzy i variace peptidové sekvence podle Rammensee a dalsi, 1995, Immuno-
genetics, 41, 178 az 228.

Peptid miiZe byt popiipadé na C- a/nebo na N-konci prodlouZen, pokud toto prodlouZeni nepfiz-
nivé neovlivni schopnost vazby na molekulu MHC a pokud je moZno prodlouZeny peptid
v bunééném materidlu zpracovat na minimalni sekvenci.

V jednom z provedeni vynalezu miZe peptid nést negativni néaboj. V tomto provedeni miize byt
peptid prodlouZen aminokyselinami s negativnim ndbojem nebo je moZno negativn€ nabité ami-
nokyseliny do peptidu zabudovat, s vyhodou v polohach, které nejsou nezbytné pro rozpoznavani
specifickymi CTL nebo pokud nejde o zakotvujici aminokyseliny tak, aby bylo moZno dosdhnout
elektrostatické vazby peptidu na polykationtovy pomocny prostredek, napfiklad na polylysin.

V dalsim provedeni vynalezu neni antigen pouZzit ve formé peptidu, nybrz ve formé& bilkoviny
nebo jejiho fragmentu nebo ve formé bilkoviny ve smési s bilkovinnymi fragmenty. V ramei
vynélezu jsou pro pouZiti vhodné vétsi fragmenty bilkovin nebo plné bilkoviny, které jsou po
aplikaci zpracovany pomoci APC nemocného na peptidy, schopné vazby na molekulu MHC.

Bilkovina pfedstavuje antigen nebo nadorovy antigen, od n¢hoZ je mozno odvodit fragmenty,
ziskané zpracovanim. V tomto provedeni slouzi pomocny prostiedek k tomu zvysit mnoZstvi
tohoto materialu, to znamena nadorového antigenu nebo jeho fragmentii v buiikach, zvlasté APC,
jako jsou dendritické buiiky nebo makrofagy nebo alespoii pfitomnost tohoto materiadlu umoznit.
Bilkoviny nebo jejich fragmenty, pfijaté do bunék pak podléhaji uvnitt bunék zpracovani
a mohou byt presentovany efektorovym buitkdm imunitniho systému v ramci MHC a tak vyvolat
nebo zesilit odpovéd’ imunitniho systému, jak bylo popsano v publikacich Braciale T. J.
a Braciale V. L., 1991, Immunol. Today, 12, 124 az 129, Kovacsovics Bamkowski M. a Rock K.
L., 1995, Science, 267, 243 az 246, York 1. A. a Rock K. L., 1996, Ann. Rev. Immunol., 14, 369
az 396.

Pti provedeni vynalezu, v némz jsou jako antigeny uzity bilkoviny nebo vétsi fragmenty bilko-
viny, je mozno pozorovat vyhodu v tom, Ze vznika mensi zavislost na typu HLA nemocného
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vzhledem k tomu, Ze bilkovina je zpracovana ve formé vétsiho poctu riznych fragmenti a tak je
k dispozici vys$i variabilita peptidovych forem.

V piipadé podévani bilkovin nebo bilkovinnych fragmentii je mozno identifikovat kone¢né pro-
dukty zpracovani chemickou analyzou, jako Edmanovym odbourdnim nebo hmotovou spektro-
metrii zpracovanych fragmentii podle svrchu uvedené souhrnné publikace Rammensee a dalsf,
1995 nebo podle biologickych zkousek, to znamena na zéklad€ schopnosti APC stimulovat T—
buriky, specifické pro zpracované fragmenty.

Vybirani peptidd, které jsou schopné vyvolat bunéénou imunitni odpovéd’ probihd zasadné
v nékolika stupnich. Obecné jsou tyto peptidy, obvykle v sériovych zkouskach nejprve zkoumany
na svou schopnost se vazat na molekuly MHC.

Vhodny postup spo¢iva ve [schopnosti peptidii stabilizovat neobsazené molekuly MHC], jak bylo
popsano napkiklad v publikacich Stuber G. a dalsi, 1994, Eur. J. Immunol., 24, 765 aZ 768,
Mclntyre C. A. a dalsi, 1996, Cancer Immunol. Immunother., 42, 246 az 250. K tomuto ucelu se
peptid nanese na buiiky, u nichz dochazi k expresi pfislusné molekuly MHC, avSak vzhledem ke
genetickému defektu se v této souvislosti nevytvaifi Zidny endogenni peptid. Vhodnou buné&nou
linii tohoto typu je napfiklad RMA-S (my$) a T2 (€lovék) a varianty téchto linii po transfekci.
Pak jiz zbyva pouze prokézat pfitomnost molekuly MHC, stabilizované peptidem, s vyhodou
pritokovou cytometrii, zaloZzenou na analyze FACS podle publikaci Flow Cytometry, Acad.
Press, Methods in Cell Biology, 1989, sv. 33, vyd.: Darzynkiewicz T. Crissman H. A., FACS
Vantage TM User’s Guide, 1994, CELL Quest™ User’s Guide, 1994. Stabilni molekuly MHC je
mo¥no prokédzat pomoci pfislu§né protilatky proti MHC a fluorescen¢niho barviva, napiiklad
FITC (fluoresceinisothiokyanat) tak, Ze se timto fluorescenénim barvivem znali druh4, naptiklad
polyklonalni protilatka. Pfi pritoku bun€k se pak jednotlivé buiiky zasihnou laserem urcité
vinové délky. Pak se mé&fi emitovana fluorescence, kterd zavisi na mnoZstvi peptidu, vazaného na
burice.

Dal$i metodou pro stanoveni mnoZstvi vazaného peptidu je postup, uvedeny v publikaci Sette A.
a dalsf, 1994, Mol. Immunol., 31(11, 813 az 822. K tomuto Gcelu se snizuje peptid, znaCeny
napiiklad '’I, ktery se inkubuje pfes noc s izolovanymi nebo rekombinantnim zptisobem ziska-
nymi molekulami MHC pfi teploté 4 °C za pfitomnosti riznych definovanych koncentraci tohoto
peptidu. Ke stanovené nespecifické vymény tohoto peptidu se k n€kterym vzorkiim, pfida pieby-
tek neznadeného peptidu, ktery potla¢i nespecifickou interakci znaceného peptidu. Pak se nespe-
cificky vazany peptid odstrani napfiklad chromatografii na gelu. MnoZzstvi vazaného peptidu se
pak stanovi na zakladé radioaktivity pomoci scintila¢niho po¢itate a vysledky se vyhodnoti b&z-
nym zpusobem.

Piehled postupti pro charakterizaci interakce mezi MHC a peptidy, analyzy ligandi MHC
a vazby peptidu je moZno nalézt ve svrchu uvedené publikaci Rammensee a dalsi, 1995.

V nasledujicim stupni se zkoumaji jednotlivé peptidy s dobrou schopnosti vazby na svou imuno-
genitu.

Vyvolani bunééné imunitni odpovédi je mozno ovéfit sledovanim CTL se specificnosti pro pep-
tid, napfiklad podle svrchu uvedené publikace Current Protocols in immunology, Kap. 3, nebo
podle publikace Blomberg K. a Ulfstedt A. C., 1993, J. Immunol. Methods, 160, 27 az 34. Dalsi
sledovani buné&né imunitni odpovédi miZe probihat tak, Ze se prokazuje, Ze v nepfitomnosti T—
bunék u pokusného zviiete (které bylo pfedem zpracovano tak, Ze mu byly podany protilatky,
vyvolavajici vymizeni bunék CD4 nebo CD8) nedochazi k zadné imunitni odpovédi, jak je rov-
néZ popsano ve svrchu uvedené publikaci Current Protocols in Immunology, kap. 3.

Bunééné imunitni odpovéd’ se miize prokazovat také sledovanim reakce typu ,,opozdénych pro-
jevu piecitlivosti“, DHT u imunizovanych zvifat. K tomuto G¢elu je napifiklad mozno vstfiknout
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definované mnoZstvi peptidu do tlapek mysi a pak méfit vznikly otok, jak bylo popsino
v publikacich Grohmann U. a dalsf, 1995, Eur. J. Immunol., 25, 2797 az 2802 a Puccetti P. a
dalgi, 1995, Eur. J. Immunol., 24, 1446 az 1452.

Indukce humoralni imunitni odpovédi peptidy, které jsou pro organismus cizorodymi antigeny
nebo antigeny, k jejichZ expresi dochdzi v organismu jen v malé koncentraci, miiZe byt prokazana
sledovanim specifickych protilatek v krevnim séru. Vhodnym postupem pro stanoveni titru pro-
tilatek v séru je imunologicka zkouska na bazi vazaného enzymu, ELISA. Postup spociva v tom,
7e se specifické protilatky po vazbé na peptid, pouZity k imunizaci, prokazuji pomoci barevné
reakce. Alternativnim postupem je Western blot. V tomto pfipadé se specifické protilatky v séru
navazuji na peptid, imobilizovany na membrané. Vazana protilatka se pak prokazuje opét barev-
nou reakci, jak je také popsano ve svrchu uvedené publikaci Current Protocols in Immunology,
1991.

Pfedeviim po vakcinaci cizorodym antigenem, napiiklad virového piivodu, je mozno ofekévat
tvorbu protilatek. Neni v§ak moZno vyloucit, Ze specifické protilatky budou vytvofeny také proti
mutovanym peptidim, odvozenym od antigenu nadorovych bun€k. Rozruseni nddoru témito pro-
tilatkami mize probihat tak, Ze protilatky jsou schopné se vazat na nadorové buiiky pres dalsi
slozky imunitniho systému, napiiklad pies komplement, v disledku cytotoxicity protilatky,
ADCC nebo fagocytézou pomoci makrofagu podle publikace Roit I. M., Brostoff J., Male D. K.,
Immunology, Churchil Livingstone.

Vyvolani bun&&né odpovédi pisobenim peptidi, odvozenych od bilkovin, jejichZz imunogenni
tdinnost neni znama, je mozno sledovat naptiklad zpisobem podle publikace Kawakami Y.
a dal¥i, 1994a, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91,9, 3515 az 3619 a podle svrchu uvedené publi-

. kace Rivoltini a dali, 1995. K tomuto uéelu se uZiji T-buiiky, které mohou rozpoznat poZado-

vany peptid v piipad+, Ze je presentovan molekulami MHC. V piipadé peptidii, pochazejicich
z nadorovych bungk se odpovidajici T-buiiky ziskavaji z lymfocytd, infiltrujicich nédor, TIL, jak
bylo popsano v publikaci Kawakami Y. a dal8i, 1994b, J. Exp. Med., 180, 1,347 az 352.
V piipadé cizorodych peptidi se T-buiky ziskdvaji analogicky zperiferni krve. Tyto
T-buiiky byly uvedeny do styku s bun&&nymi liniemi, napiiklad T2 podle publikace Alexander J.
a dalsi, 1989, Immunogenetics, 29, 380 nebo RMA-S podle publikace Karre K. a dalsi, 1986,
Nature, 319, 20. inora, 675, po inkubaci a rozruseni bunék, k némuz dochazi v pfipad¢ imuno-
genniho peptidu.

Dal$i moznosti pro sledovéni peptidi, schopnych se vazat na MHC, na jejich imunogenitu je
sledovéani vazby peptidd na builky T2. Zkouska je zaloZena na pfitomnosti defektu bunék T2
nebo RMA-S v mechanismu transportu TAP-peptidu, tyto builky mohou presentovat stabilni
molekuly MHC teprve po naneseni peptidi, které mohou byt v této souvislosti presentovany. Pro
tuto zkousku je mozno pouzit napiiklad buiiky T2 nebo RMA-S po stabilni transfekci
genem HLA, napiiklad HLA-A1 a/nebo HLA-A2. V pfipadé, Ze se butiky smisi s peptidy, které
jsou dobrymi ligandy HLA a jsou tedy presentovany v kontextu HLA tak, Ze jsou vnimany imu-
nitnim systémem jako cizorodé, zplisobi tyto peptidy vystup molekul HLA ve vyznamném mnoz-
stvi na povrch bungk. Prikaz HLA na povrchu bunék, napiiklad pomoci monoklonalni protilatky
pak dovoluje identifikaci takovych peptidii podle publikace Malnati M. S. a dalsi, 1995, Science,
267, 1016 az 1018 nebo Sykulev Y. a dalsi, 1994, Immunity 1, 15 az 22. Také v tomto pfipadé se
i¢elné pouzije peptid s dobrou schopnosti vazby na HLA.

S ohledem na moZnost Sirokého pouziti farmaceutického prostfedku podle vynalezu se uceln¢
pouziva smés vétsiho mnoZstvi peptidd, z nichZz ma kazdy z téchto peptidii schopnost vézat se na
jinou molekulu MHC, a to s vyhodou také na jeden ze dvou nebo tii nejcastéji se vyskytujicich
podtypi MHC. Vakcina na bazi smési peptidii, schopnych se vazat na uvedené haplotypy miZe
byt vhodna pro Sirokou $kélu nemocnych.
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Podle jednoho provedeni vynalezu miZe vakcina obsahovat peptidy s riznymi sekvencemi. Pou-
7ité peptidy se mohou na jedné strané odliSovat tim, Ze jsou schopné se vézat na odliSné podtypy
HLA. Tim je moZno doséhnout ovlivnéni vétSiho po¢tu podtypd HLA u jednoho nemocného
nebo je moZno ovlivnit v&t3f skupinu nemocnych.

Dal3i variabilita pouzitych peptidii miize spo&ivat v tom, Ze se peptidy, schopné vazby na urcity
podtyp HLA li§i sekvenci, kterd neni podstatné pro vazbu na HLA. MiZe jit napiiklad o rozdilné
bilkoviny téhoZ piivodce infekce nebo riiznych mikroorganismii. V disledku takové variability je
mozno dosdhnout zesileni nebo stimulace odpovédi imunitniho systému nebo imunizace proti
riiznym patogenim.

MnoZstvi G&inného peptidu se ve farmaceutickém prostiedku podle vyndlezu miZe ménit
v §irokém rozmezi. PouZité mnoZstvi zavisi na zplsobu podani a pouZitém typu prostiedku.
Mnozstvi peptidu pro jednotlivou davku se miiZe pohybovat napfiklad v rozmezi 1,0 az 5000,
s vyhodou 1,0 aZ 1000 a zv14§t 10 az 500 mikrogramii. Tuto dévku je mozno podévat jednou
nebo vicekrat dennég, v piipadé opakovaného podavéni icelné nejméné trikrat. Zv1asté pfi léceb-
ném podani méZe dojit také k aplikaci v riiznych intervalech, napfiklad 1x tydné aZ 1x mésicné
po libovolng dlouhou dobu tak, aby bylo moZno ovlivnit stav imunitniho systému nemocného a
tim také pribéh jeho choroby.

Farmaceuticky prostiedek podle vynalezu miize byt pouZit také ex vivo. Princip tohoto pouZiti
spodiva v tom, Ze se péstuji ex vivo elementy APC, napiiklad dendritické buiiky v bun&cné kul-
tufe spolu s prostfedkem podle vynélezu a elementy APC, které nyni presentuji pouZity peptid
v MHC se podévaji nemocnym. Pro toto pouZiti jiz byly popsany v literatufe rizné postupy,
napiiklad v publikaci Porgador A., Gilboa E., 1995, J. Exp. Med., 182, 255 az 260, a Young J.
W., Inaba K., 1996, J. Exp. Med., 183, 7az 11.

Pomocny prostiedek obsazeny ve farmaceutickém prostfedku podle vynalezu ma usnadnit vstup
peptidii do bungk nebo vazbu peptidii na buiiky nemocného a tim zesilit imunogenitu peptidu.
Pomocny prostiedek miize napiiklad udinit alespoii na kratkou dobu propustnymi membréany
bun&k, do nichz ma byt peptid uloZen tak, aby se peptid snaze dostal do bun€k. K tomuto Gdelu
miZe byt vyhodné vézat peptid na pomocny prostiedek, napiiklad vazbou elektronegativniho
peptidu na polykationtovy pomocny prostiedek. Pfenos peptidii do bungk je moZno uskuteCnit
také tak, aby byl peptid k dispozici v blizkosti bun&éné membrany, jakmile pomocny prostfedek
ovlivni jeji propustnost. Utinek pomocného prostiedku miZe spodivat také f tom, Ze dojde ke
zvyseni kritické koncentrace peptiddi na povrchu bun€k nebo dojde k fagocytdze nebo pinocytoze
peptidi do bungk.

Je piekvapujici, e pomocny prostiedek nejen zesiluje pronikani peptidu do bunék, nybrZ zesiluje
také imunomodulaéni Géinnost peptidti, pravdépodobng spravnou presentaci peptidii molekulami
MHC.

V jednom z moznych provedeni je moZzno pouZit jako pomocné prosttedky obecné vSechny latky,
zvySujici propustnost membran, tak jak jsou uZivany pro transport nukleovych kyselin do bun¢k.

Postup je popsan napiiklad v WO 93/19768.

Podle jednoho z vyhodnych provedeni vynalezu se jako pomocny prostfedek uZije bazicka poly-
aminokyselina nebo smé&s bazickych polyaminokyselin.

Stupeii polymerace polyaminokyselin se miZe ménit v Sirokém rozmezi 5 aZ 1000, s vyhodou
15 az 500.

Dal$im vyhodnym pomocnym prostiedkem pro pouziti v prostfedku podle vynalezu je poly-
arginin.
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Vyhodnym pomocnym prostfedkem, uZitym vprostfedku podle vynalezu je také polylysin.

Jako ptiklady dal$ich vhodnych, zvIasté polykationtovych organickych slouCenin ze skupiny
bazickych aminokyselin je mozno uvést polyornizhin, histon, protamin, polyethylenimin nebo
smési téchto latek.

Pomocny prostfedek je poptipadé konjugovén s nékterym z bunéénych ligandd, naptiklad s trans-
ferinem, gp 120, LDL (lipoprotein s nizkou hustotou), alfa—fetuinem, EGF (epidermalni ristovy
faktor) nebo s jinym bun&&nym ligandem, tak, jak jsou tyto latky popsany pro transport DNA pfi
pouwsiti endocytézy, zprostiedkované receptory, v mezinarodni patentové  prihlaSce
WO 93/07283. PouZit je moZno také zbytky sacharidi, jako manézy nebo fukézy, které jsou
ligandy pro makrofigy nebo také protilatky a jejich fragmenty proti bilkovindm na povrchu
bunék.

Polykationtové pomocné prostiedky, napiiklad polyarginin nebo polylysin, popfipadé konjugo-
vané s bun&nymi ligandy mohou také mit formu &4sti komplexu s DNA, naptiklad plazmidové
DNA.

Koédova DNA miiZe obsahovat kédové sekvence pro imunomodulaéni bilkoviny, zejména cyto-
kiny, napfiklad IL-2, interferon nebo GM-CSF.

DNA viak miZe byt také prosta kédovych sekvenci pro funkéni bilkoviny, v tomto piipad€ jde
o prazdny plazmid.

Aby bylo moZno sledovat mechanismus transportu peptidu, zprostfedkovany bazickymi poly-
aminokyselinami, bylo m&eno uvoliiovani laktitdehydrogendzy LDH. Ve vzorcich, zpracova-
nych polyargininem témé&f nebylo moZno uvolnénou LDG prokézat, zatimco pfi inkubaci
s polylysinem bylo moZno v supernatantech bungk prokazat vysoké koncentrace uvedeného
enzymu. Z téchto vysledkd je moZno uzaviit, Ze polylysin patrné€ zvySuje permeabilitu bunéénych
membran.

AniZ by bylo nutno se vazat na jakékoliv teoretické Gvahy, mohla by u¢innost farmaceutického
prostfedku podle vynélezu spogivat v tom, Ze peptid pronikne s pomoci pomocného prostiedku
do cilovych bun&k nebo dochézi k jeho vazb& na tyto buiiky, uloZené v endodermalni oblasti
pokozky. Cilovymi buiikami jsou mimo jiné buiiky, presentujici antigen, jimiZ je presentovan
také privadény peptid, po piipadném zpracovani buiikami B a/nebo T. Jako piiklad cilovych
bundk je mono uvést makrofagy, fibroblasty, keratinocyty, Langerhansovy buiiky, dendritické
butiky nebo B-buriky.

V ramei vynalezu bylo sledovano, zda mohou byt malé peptidy v pfitomnosti bazickych poly-
aminokyselin nebo v ptitomnosti glykosylovanych forem polykationtu ve veétsi mife piijimany
buiikami, presentujicimi antigen, APC typu makrofagi. Je zndmo, Ze zbytky cukri jsou makro-
fagy ptijimany endocytézou, zprostiedkovanou pies receptory. O APC je soudasné znamo, Ze in
vivo predstavuji typ bun&k, které piijimaji peptidy a presentuji je daldim builkdm imunitniho
systému. Vysledky pokusu in vitro prokazuji, ze APC v pfitomnosti sledovanych pomocnych
prostfedki pfijimaji endocytézou vyssi mnoZstvi antigennich peptidd. Disledkem je patrné sku-
tenost, Ze pomocné prostiedky také in vivo zvySuji presentaci peptidi cytotoxickym efektoro-
vym butikim a aktivaci téchto bun&k, coz vede k celkové zesilené imunitni odpovédi proti anti-
genu, pfivadénému vakcinou.

Jako pomocné prostiedky je mozno pouZit n€které slozky i v ¢aste¢né formé, popiipad€ kromé
svrchu uvedenych pomocnych prostredkii. Pro tyto Eastice jsou zasadné vhodné takové materidly,
které se uzivaji také p¥i syntéze peptidd, napiiklad jde o silikagel nebo umélé pryskyfice, pokud
jdou tyto materialy pfijatelné z fyziologického hlediska a pokud z nich je mozno vytvofit astice,
které jsou dostateéné malé k tomu, aby mohly proniknout do bunék. Pti pouZiti pomocnych pro-
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stiedk’ v &asticové formé je mozno dosdhnout vysokych mistnich koncentraci peptidu, coz opét
muiZe usnadnit ptijem peptidu do bunék.

Povahu pouZitého pomocného prostiedku, ucelnost jeho modifikace bunénymi ligandy nebo
vazbou na DNA a potfebné mnozstvi pomocného prostfedku vzhledem k peptidu je moZno urcit
predb&znymi pokusy, naptiklad titraci. Obvykle se miize mnoZstvi pouzitého pomocného pro-
sttedku pohybovat ve velmi Sirokém rozmezi.

Zkougky s pomocnymi prostfedky mohou byt zisadné provadény stejnymi postupy jako zkousky
s peptidy, popfipad€ v n€kolika stupnich.

Schopnost pomocného prostiedku zvysit pifjem peptidu nebo jeho vazbu na APC je mozno
v prvnim stupni méfit napfiklad tak, Ze se APC inkubuji s fluorescenn€ znalenymi peptidy
a pomocnym prostiedkem. Vyssi piijem peptidu nebo vazbu plsobenim pomocného prostiedku
je moZno prokézat srovnanim s buiikami, které byly inkubovany pouze s peptidem, obvykle se
uZije prutokova cytometrie.

Ve druhém stupni mohou byt pomocné prostiedky sledovany in vitro na presentaci peptidu ele-
menty APC v pfitomnosti pomocného prostiedku, pfiemz je mozno pouzit postupd, které byly
uvedeny svrchu pro peptidy.

Dal$i moznosti sledovani u&innosti pomocného prostiedku je pouziti modelového systému
in vitro. V tomto piipadé se elementy APC inkubuji spolu s pomocnym prostfedkem a peptidem
a mé&ii se relativni aktivace klonu T-bun&k, specificky rozpoznévajiciho pouzity peptid, postup
byl popsan v publikaci Cooligan J. E. a dalsi, 1991, Nature, 351, 290 aZ 296 a Lopez J. A. a dal3i,
1993, Eur. J. Immunol., 23, 217 az 223.

Utinnost prostiedku podle vynélezu je mozno prokazat také pies bunéénou imunitni reakei sle-
dovanim tak zvané opozdéné precitlivélosti DTH u imunizovanych zvifat.

Konedn& je mozno imunomodulaéni G&inek méfit také v pokusech na zvifatech. uziva se napti-
klad standardnich modeli pro nadory, pfi nichZ se pouziva zndamych peptidovych sekvenci, roz-
poznavanych buitkami imunitniho systému. Vakcina, kterd obsahuje peptid a pomocny prostfe-
dek se podava v riznych pomérech peptidu a pomocného prostiedku a v rizném celkovém mnoz-
stvi. Ochrana pied ristem nadoru je pak mirou G¢innosti vakciny.

Farmaceuticky prostiedek podle vynélezu je mozno podévat parenteraln€, peroraln€ nebo mistné.
S vyhodou se podava parenteralng, naptiklad podkoZné, intradermalné nebo nitrosvalové,
vyhodné je zejména podkoZni nebo intradermalni podéni, jimZ je moZno zasdhnout jako cilové
buitky ptedevsim buiiky pokoZky, jako keratinocyty a fibroblasty, dendritické butiky, Langerhan-
sovy butiky nebo makrofagy. V ramci lé¢eni nddortt miZe byt vakcina proti nadorim podavana
také pfimo do mista, v némz se nador nachazi.

Pro parenteralni podani pad4 v uvahu pfedev§im roztok nebo suspenze peptidu a pomocného
prostfedku ve farmaceutickém nosiéi, s vyhodou s nosi¢i vodné povahy. MiZe jit napiiklad
o vodu, vodu s pfisadou pufru, 0,4% roztok chloridu sodného, 0,3% roztok glycinu, roztok kyse-
liny hyaluronové a podobné znamé nosice. Kromé vodnych nosi¢i je mozno pouzit také roz-
poustédla, jako jsou dimethylsulfoxid, propylenglykol, dimethylformamid a smési téchto latek.
Farmaceuticky prostiedek miize mimoto obsahovat b&zn¢ uzivané pomocné latky, napiiklad
pufry nebo anorganické soli pro vyrovnani osmotického tlaku a/nebo k dosazeni Gi¢inné lyofili-
zace. Jako piiklad je mozno uvést sodné a draselné soli, jako chloridy a fosfaty, sachar6zu,
glukézu, hydrolyzaty bilkovin, dextran, polyvinylpyrrolidon nebo polyethylenglykol. Farmaceu-
ticky prostfedek je mozZno sterilizovat béznymi postupy, naptiklad filtraci. Pak je prostfedek
mozno plnit do ampuli nebo také lyofilizovat a dodavat ve formé prasku, ur¢eného ke smiseni se
sterilnim roztokem tésné pied pouZitim.
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Podle jednoho z moZnych provedeni je farmaceuticky prostfedek podle vynalezu prostfedek pro
mistni podéani, napiiklad pro dermalni nebo transdermaélni aplikaci. MiZe jit napfiklad o hydrogel
na bézi polyakrylové kyseliny nebo polyakrylamidu, napiiklad Dolobene® (Merckle), dile miize
jit o mast, napiiklad s obsahem polyethylenglykolu PEG jako nosného prostiedi, miiZe jit
o standardni mast DAB 8, obsahujici 50 % PEG 300 a 50 % PEG 1500, nebo miiZze mit prostie-
dek formu emulze, predev§im mikroemulze typu voda v oleji nebo olej ve vodé, popfipade
s pridanim liposomii. Jako pomocné latky, zvySujici priinik, miZe prostiedek obsahovat sulfoxi-
dové derivaty, jako jsou dimethylsulfoxid DMSO nebo decylmethylsulfoxid decyl-MSO nebo
také diethylenglykolmonoethylether, Transcutol nebo také cyklodextriny, dalsi pyrrolidony, jako
2-pyrrolidon, N-methyl-2-pyrrolidon, kyselinu 2-pyrrolidon—5-karboxylovou nebo biologicky
odbouratelny N—(2-hydroxyethyl)-2-pyrrolidon a estery téchto latek s mastnymi kyselinami,
derivaty mo&ovin, jako jsou dodecylmogovina, 1,3—didodecylmocovina a 1,3~difenylmocovina,
terpeny, jako D-limonen, menthon, alfa-terpinol, carvol, limonenoxid nebo 1,8—cineol.

Daliim moZnym zpiisobem podéavéni je podavani ve form& aerosolu, napiiklad na nosni sliznici
nebo inhalaci.

Prostiedek podle vynilezu mize byt podavan také ve formé liposomi, které mohou mit formu
emulze, pény, micel, nerozpustnych souvislych vrstev, disperzi fosfolipidi, lameléarnich vrstev
a podobn&. Tyto struktury jsou nosnym prostfedim pro cileny piivod peptidu k urcité tkéni,
napiiklad lymfoidni tkin& nebo nadorové tkan& nebo mohou slouZit k prodlouZeni polotasu
peptidu v organismu.

V ptipads, Ze je prostfedek uréen pro mistni podani, miiZe obsahovat také latky, absorbujici
UV zéfeni napiiklad pfi preventivnim pouZiti proti melanomu.

Vhodné pomocné prostfedky jsou podrobné popsiny vsouhrnné publikaci Remingston’s
Pharmaceutical Sciences, 18. vydéni, 1990, Mack Publishing Company, Easton, Penn.

Piehled obrazki na vykresech

Na obr. 1 je znézornén prib&h vakcinace mysi DBA/2 proti mastocytomu P815 pfi pouZiti pep-
tidu KYQAVTTTL.

Na obr. 2 je znézornén pribéh vakcinace mys$i DBA/2 proti mastocytomu P815 pfi pouZiti pep-
tidu SYFPEITHI.

Na obr. 3 je zndzornén priibsh vakcinace my3i DBA/2 proti mastocytomu P815 pfi pouZiti pep-
tidu SYFPEITHI.

Na obr. 4 je znazornén pribsh vakcinace mysi DBA/2 proti melanomu M-3 pfi pouZiti smési
peptidi.

Na obr. 5 je znazormnén pribéh vakcinace mysi DBA/2 proti melanomu M-3 pfi mistnim podani
vakeiny.

Na obr. 6 je zndzornén priibéh vakcinace mysi DBA/2 proti metastazdm melanomu M-3.

Na obr. 7 je znazornéna vakcinace mysi s mikrometastdzami melanomu M-3 pfi pouZiti smé&si
peptida.

Na obr. 8 je zndzornén piijem tyrosinazy buitkami, zprostiedkovany polylysinem.
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Na obr. 9 je znédzornéna aktivace T-bunék po vakcinaci na modelu (uvolfiovani IFN-gamma ze
slezinnych bunék okovanych zvifat jako reakce na pfitomnost bunék M-3).

Na obr. 10 je znazoréna indukce protivirové imunity pfi pouZziti kapsidového peptidu jadra
chiipkového viru ASNENMETM a fukézylovaného polylysinu jako pomocného prostiedku
(aktivace CPL).

Na obr. 11 je znazornéno zesileni vazby peptidii na APC bazickymi polyaminokyselinami.

Na obr. 12 je znazornéno zvy3eni permeability bunééné membrany bazickymi polyaminokyseli-
nami (uvolnéni LDH po zpracovani bun&k polylysinem nebo polyargininem).

Na obr. 13 je znazorn&na internalizace peptidu plisobenim polyargininu.
Na obr. 14 je znazornén transport peptidii do bungk, presentujicich antigen, z kostni dfeng.

Na obr. 15 je znazornéno zvyseni transportu peptidi do bunk, presentujicich antigen plsobenim
polykationtovych polyaminokyselin a histont.

Na obr. 16 je zndzornéna Giinnost transportu v zavislosti na stupni polymerace bazickych amino-

kyselin.

Na obr. 17 je znazornén transport peptidii prostiednictvim polyargininu s nizkou molekulovou
hmotnosti.

Na obr. 18 je znazorn&no ovlivnéni G¢innosti transportu v zavislosti na naboji peptidu.

Vynélez bude osvétlen nésledujicimi ptiklady, které vSak nemaji slouZit k omezeni rozsahu
vynalezu. Nejprve budou popsény materialy a postupy, pouZité v pribehu piikladové Casti pfi-
hlagky.

A) Bunky
a) Buné&éné linie

Bun&éna linie my$iho melanomu Cloudman S91 (klon M-3, ATCC ¢&. CCL 53.1), buné¢na linie
mastoxcytomu P815 (ATCC &. TIB 64) a bun&¢na linie monocyti-makrofagi P388D1 (ATCC
&. TIB 63) byly odebrany ze sbirky ATCC. Buiiky byly péstovany v prostfedi DMEM s vysokym
obsahem glykosy (Life Technologies), doplnéném 10 % FCS, 2 mM L-glutaminu a 20 mikro-
grami/ml gentamycinu. Bunéény material byl b&znym zptlisobem sledovéan na nepfitomnost kon-
taminace mycoplazmaty (PCR-Mycoplazma Detection Kit, Stratagene).

Bun&&na linie mysiho lymfomu RMA/S byla popsana ve svrchu uvedené publikaci Kérre K.
a dal¥i, 1986 a v publikaci Ljunggren H. G. a dalsi, 1990, Nature, 346, 476 az 480.

b) Buiiky kostni dfens, presentujici antigen

Nejprve byly vyplachnuty stehenni kosti mysi DBA/2 k ziskani kostni dfené. Buiiky kostni dfené
pak byly péstovany v prostiedi DMEM s vysokym obsahem glukézy, obsahujicim 10 % FCS,
5 % kofiského séra, 2 mM L—glutaminu a 20 mikrogrami/ml gentamycinu v pfitomnosti
200 jednotek/ml GM—-CSF my%i, podle Li H. a dalsi, 1989, J. Exp. Med., 169, 973 az 986.
V priibéhu prvnich péti dnd byly kazdych 24 hodin vymé&nény dvé tfetiny Zivného prostiedi za
Gielem odstranéni neadherujicich granulocyti a B-bunék podle Inaba K. a dalsi, 1992, J. Exp.
Med., 176, 1693 az 1702. Jak adherujici, tak volng Inouci butiky byly mezi 8 aZz 10 dbnem izolo-
véany inkubaci s PBS/5 mM EDTA a naneseny pfi hustoté 3 x 10* bun&k na jedno vyhloubeni na
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nosi¢ objektu pro mikroskop s 8 vyhloubenimi (Nunc, Roskilde, Dansko). U vice nez 90 % bunék
bylo moZno pozorovat pozitivni reakci s protilatkou F4/80 (Endogen, Cambridge, MA, USA).

B) Syntéza peptidu

Peptidy byly syntetizovany pii pouZiti syntetizatoru peptidii, model 433 A s monitorem se zpét-
nou vazbou (Applied Biosystems, Foster City, Kanada) pfi pouZiti prostiedku TentaGel S PHB
(Rapp, Tiibingen) jako pevné fize metodou Fmoc s aktivaci HBTU, Fastmoc™, 0 : 25 mmol).
Peptidy byly rozpustény v 1 M TEAA pti pH 7,3 a byly ¢iStény chromatografii v reverzni fazi pii
pouziti sloupce Vydac C 18. Sekvence byly ovéfeny hmotovou spektrometrii pfi pouZiti zafizeni
MAT Lasermat (Finnigan, San Jose, Kanada).

C) Seznam pouzitych peptidi

Peptid oznageni sekvence ptisludny antigen dislovani aminokys. MHC-Haplotyp
v bilkoving

kpepl17 SYFPEITHI Tyrosin-kinza JAK1 355-363 H2-K?
kpepl18 KYQAVTTTL Tum-P198 14-22 H2-K?
Kpep162 GPPHSNNFGY Tum-P35B 4-13 H2-D*
Kpep163 ISTQNHRAL P91A 12-20 H2-1¢
Kpepl64 LPYLGWLVF P815 35-43 H2-1¢
kpep143 RYAEDYEEL trp-1 H2-K?
kpep145 PYLEQASRI tyrosiniza H2-K¢
kpep146 YYVSRDTLL tyrosiniza H2K*
kpep150 YYSVKKTFL trp—1 H2-K¢

ASNENMETM Influenzanukleokapsid—Peptid H2K

Smési peptidu:

Smés peptidd pro vakcinu proti melanomu M-3; kpep143, kpep145, kpep146 a kpep150 (smés ).

Smés peptidd pro vakcinu proti mastocytomu P815: kpepl17, kpepl18, Kpepl62, Kpepl63
a Kpep164 (smés III).

D) Vyroba vakcin
D1) vakciny, obsahujici jediny peptid:

a) vakciny s obsahem jediného peptidu bez pomocného prostiedku je moZno ptipravit tak,
Ze se peptid v koncentraci 1 mg/ml smisi s PBS. Doba inkubace do podani injekce je
4 hodiny pfi teploté mistnosti.

b) Vakeina s obsahem peptidu a polylysinu se ptipravi tak, Ze se smisi peptid a polylysin
jako pomocny prostiedek v uvedeném mnoZstvi v HBS. Pokud neni uvedeno jinak,
uZije se polylysin s délkou fetézce 200. Doba inkubace do podani injekce je 4 hodiny
pii teploté mistnosti.

i) Pfi pripravé vakciny sobsahem 16 mikrogrami uc¢inného peptidu se smisi
11,8 mikrogrami polylysinu a 160 mikrogramii peptidu kpep117 v celkovém obje-
mu 1 ml HBS.

ii) Pfi ptipravé vakciny sobsahem 100 mikrogramii GCinného peptidu se smisi
74 mikrogrami polylysinu s 1 mg peptidu kpep117 v celkovém objemu 1 ml HBS.

c) Vakcina s obsahem peptidu a netiplného Freundova pomocného prostiedku, IFA se

pfipravi tak, Ze se peptid a [FA emulguji v uvedeném mnoZstvi nosného prostiedi. Doba
inkubace do podani injekce je 30 minut pii teploté mistnosti.
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i) P¥i ptipravé vakeiny sobsahem 16 mikrogrami 0¢inného peptidu se emulguje
192 mikrogramd peptidu kpep117 a 600 mikrolitria IFA v 600 mikrolitrech HBS.

ii) P¥i ptipravé vakciny s obsahem 100 mikrogrami ¢inného peptidu se emulguje
1,2 mg peptidu kpep117 a 600 mikrolitrd IFA v 600 mikrolitrech HBS.

D2) Vakcina s obsahem smési peptidd

Smés peptidi I jako vakciny bez pomocného prostfedku obsahuje 250 mikrogramii
kazdého z peptida kpep143, kpep145, kpep146 a kpepl50 v celkovém objemu 1 ml
PBS.

Smés peptidi III jako vakciny bez pomocného prostiedku obsahuje 250 mikrogrami
kazdého z peptidi kpepl17, kpepl18, Kpepl62, Kpepl63 a Kpepl64 v celkovém
objemu 1 ml PBS.

Smés peptidi I jako vakciny s polylysinem jako pomocnym prostfedkem se pfipravi
tak, 7e se 1 mg smési peptidd s obsahem 250 mikrogrami kazdého peptidu smisi se
74 mikrogrami polylysinu v HBS. Doba inkubace do podani injekce je 4 hodiny pfi
teploté mistnosti.

Smés peptidi III jako vakciny s polylysinem jako pomocnym prostiedkem se pfipravi
tak, e se 1,25 mg smési peptidd III s obsahem 250 mikrogrami kazdého peptidu smisi
s 93 mikrogramy polylysinu v HBS. Doba inkubace do podani injekce je 4 hodiny pfi
teploté mistnosti.

Smés peptidi I jako vakeiny s nedplnym Freundovym pomocnym prostiedkem se ziska
tak, Ze se 1,2 mg smési peptidii I v 600 mikrolitrech HBS s obsahem 300 mikrogrami
kazdého peptidu emulguje se 600 mikrolitry IFA. Doba inkubace do podani injekce je
30 minut pfi teploté mistnosti.

Smés peptidi [II jako vakciny sne(iplnym Freundovym pomocnym prostiedkem se
pfipravi tak, Ze se emulguje 1,5 mg smési peptidii IIl v 600 mikrolitrech HBS s obsa-
hem 300 mikrogrami kazdého peptidu se 600 mikrolitry IFA. Doba inkubace do podani
injekce je 30 minut pfi teploté mistnosti.

Pro mistni podani pii pouZiti polylysinu jako pomocného prostfedku se inkubuje 1 mg
smési peptidii I s obsahem 250 mikrogramil kazdého peptidu se 74 mikrogramy poly-
lysinu 4 hodiny v celkovém objemu 400 mikrolitrd HBS. Takto ziskana smés se vmicha
do 1,6 g hydrogelu Dolobene (Merckle).

Pro mistni podéni vakciny bez pomocného prostiedku se vmicha 1 mg smési peptidi 1
s obsahem 250 mikrogrami kazdého peptidu do celkového objemu 200 mikrolitrd HBS
v 1,8 g hydrogelu Dolobene (Merckle).

Ptipravu polylysinu, konjugovaného s fukézou pfi délce fetézce polylysinu 240 nebo
200 je mozno uskuteénit zpiisobem podle publikace MacBroom C. R., a dalsi, 1992,
Meth. Enzymol., 28, 212 az 219. Bylo dosaZeno substituce piiblizn€ 40 %, vychozimi
latkami byly beta-L-fukopyranosylfenylisothiokyanét a polylysin (Sigma).

Pii pouziti konjugéatu transferrinu a polylysinu, pfipraveného podle WO 93/07283 se
mnozstvi upravuje tak, aby absolutni mnoZstvi polylysinu bylo 75 mikrogramii na mg
peptidu. V p¥ipadg, Ze se do komplexu integruje plazmidova DNA, napiiklad ve formé
prazdného plazmidu pSP65 bez LPS (Boehringer Mannheim) je pfisluSny pomer
37,5 mikrogrami DNA/75 mikrogramii polylysinu/l mg peptidu. V pfipadé pouZiti
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160 mikrogramii misto 1 ml peptidu se mnozstvi ostatnich slozek snizi p¥i pouziti stej-
ného faktoru (6,25).

E) Injekce vakciny

Pied podkozni injekci byly mysi anestetizovany po skupindch az 8 zvifat v izolované komofte. Po
3,5 minutach pisobeni Halothanu (4 % v kysliku, rychlost priitoku 4) jsou mys3i pfiblizn€ na
1 minutu omémeny. V tomto okamZiku se podkozné poda vakcina.

Intraperitonedlni injekce byly provadény bez pfedchozi anestezie. injekéni objem byl pro kazdou
vakcinu 100 mikrolitrd pro jedno zvife, coZ odpovida 100 mikrogrami jednotlivych peptidii nebo
peptidové smési I pro zvife. V piipadé pouZiti smési peptidii III bylo podano celkové mnoZstvi
peptidii 125 mikrogrami na jednu mys.

F) Mistni podavani vakciny

Na jednu my$ bylo uZito 200 mg masti s obsahem 100 mikrogramii peptidu nebo smési peptidd I
nebo 125 mikrogram@ smési peptidi III, mast se vetfe do oholeného mista na pokoZce mysi,
obvykle na zidech a v oblasti usi. Spravné mnoZstvi se ovéfi zvaZenim.

G) Pouziti vakciny proti nadorim na my3$im modelu

Sledovani uginnosti vakciny proti nidorim k prevenci nebo lé¢eni nador na mySim modelu bylo

provadéno, v piipad§, Ze neni uvedeno jinak, podle mezindrodni patentové pfihlasky
WO 94/21808, pri¢emZ jako mysi model byly pouzity mysi DBA/2.

Piiklady provedeni vynilezu

Priklad 1
Vakcinace my$i DBA/2 proti mastocytomu P815

160 mikrogram@ peptidu se sekvenci KYQAVTTTL (kpep118), odvozeného od nédorového
antigenu P815, popsaného v publikaci Lethe B. a dalsi, 1992, Eur. J. Immunol., 22, 2283 az 2288
a znamého jako ligand pro H2-K® se smisi s 11,8 mikrogramy polylysinu 300 v 500 mikrolit-
rech HBS a smés se inkubuje 4 hodiny pfi teplot& mistnosti. Pak se pfida 500 mikrolitrd Earlova
roztoku soli s obsahem pufru, EBSS. Vzdy 100 mikrolitrii vzniklé smési se podava osmi myS$im
podkoZn& v tydennich intervalech. Po této pfedb&zné imunizaci se po daldim tydnu naoCkuji
nadory, kazdé mysi se naockuje kontralateralné 5 x 10* bunék bun&né linie mastocytomu P815
ve 100 mikrolitrech EBSS. Bun&&na linie je také oznaovana ATCC &. TIB 64, u téchto bunék
dochazi k expresi nadorového antigenu, od néjz je odvozen peptid P815. Vysledek téchto pokusi
je znazornén na obr. 1 (plné Ctverce).

V paralelnim pokusu bylo smiseno 200 mikrogramu peptidu s 500 mikrolitry HBS a po pfidani
500 mikrolitri Freundova pomocného &inidla byla vytvofena emulze. Vzdy 100 ml ziskané emul-
ze bylo predbézné imunizovano osm mysi a nakonec byly naockovéany nadory z bunék P815 stej-
nym zpiisobem jako svrchu. Vysledky jsou rovnéz znazornény na obr. 1 (pIné kruhy).

Pro dalsi soub&zny pokus byla vyrobena bunééna vakcina proti nddoru nasledujicim zptisobem:
160 mikrogramii peptidu kpepl18 bylo smiseno se 3 mikrogramy konjugatu transferrin—poly-

lysin, TfpL, 10 mikrogramii polylysinu a 6 mikrogramii plazmidu psp65, prostého LPS v
500 mikrolitrech HBS, obsahujiciho pufr. Po 30 minutich pii teplot€ mistnosti byl svrchu zis-
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kany roztok p¥idan do lahve pro péstovani bunécné kultury T75 s obsahem 1,5 x 10° bundk
allogenni buné¢né linie fibroblasti NIH3T3, ATCC ¢&. CRL 1658, ve 20 ml prostfedi DMEM
s obsahem 10 % FCS a 20 mM glukézy a pak se lahev inkubuje pti 37 °C. Po 30 hodinach bylo
prostiedi zaménéno za 15 ml &erstvého prostiedi a bunéény material byl inkubovan ptes noc pfi
teploté 37 °C v piitomnosti 5 % oxidu uhli¢itého. 4 hodiny pfed aplikaci byl bunéény material
ozéfen 20 Gy. Vakcina byla zpracovana zpiisobem, popsanym ve WO 94/21808. Vakeina byla
uZita k predb&zné imunizaci v tydennim odstupu pii pouZiti 10° bundk. Po dalsim tydnu byly
nao&kovany nadorové butiky stejnym zpisobem jako svrchu. Vysledky jsou zndzornény na obr. 1
(plné trojihelniky). Je zfejmé, Ze vakcina, obsahujici peptid s polylysinem nejlépe chranila mysi
pied tvorbou nadoru.

Piiklad 2
Vakcinace my$i DBA/2 proti mastocytomu P815 podavanim vakciny s obsahem jediného peptidu

a) Na svoji ochrannou uginnosti proti tvorb& nadoru P815 byly sledovany tfi vakciny
s obsahem jediného peptidu, které obsahovaly pouze peptid kpep117 v PBS (obr. 2a), peptid
kpep117, emulgovany v IFA (obr. 2b), nebo peptid kpep117 s polylysinem s délkou fetdzce 240
jako pomocnym &inidlem (obr.2c). vakciny byly pfipraveny zplisobem, uvedenym svrchu
v odstavei D. Objem injekce byl vzdy 100 mikrolitri. Injekce byly podavany podkozné (sc) nebo
intraperitonealné (ip). Neosetfené mysi slouzily jako negativni kontroly, jako pozitivni kontroly
byly pouzity mysi, jimz byla vstfiknuta vakcina z celych bungk P815, vyluCujicich GM-CSF,
bylo pouzito 10° bun&k podkozn& ve 100 mikrolitrech injekéniho objemu na jedno zvife. Kazda
pokusna skupina byla tvofena osmi zvifaty, byly provedeny tfi podkozni vakcinace vidy
v odstupu 7 dnii. Tyden po posledni vakcinaci byla zvifatim naofkovana nadorova bunétna
linie P815 kontralateralng v mnoZstvi 5 x 10° bungk. Zvitata byla denn& kontrolovana a vznik
nadori byl hodnocen v &asovém odstupu vZdy jeden tyden.

Nejlepsi protinadorové Giginnosti bylo dosaZeno pii pouZiti peptidu kpep117 s polylysinem jako
pomocnym prosttedkem v pipad® podkozniho podani 100 mikrogrami kazdému zvifeti, v tomto
ptipadé byla chranéna tfi zvifata z osmi. Tento G¢inek je srovnatelny s i€inkem vakeiny z celych
bung&k, ktera chrani &tyfi zvifata z osmi. Podéni 16 mikrogrami peptidu s polylysinem na jedno
zvife jiz bylo mén& G&inné a chranilo pouze dv& zvifata, piesto viak byl vysledek podstatng lepsi
ne pii pouZiti 100 mikrogramii peptidu v PBS, po podani tohoto materidlu nebylo chranéno
74dné zvite, jak je ziejmé z obr. 2a. Po emulgaci v IFA nebylo dosaZzeno €inku, srovnatelného
s podanim peptidu s polylysinem, jak je zfejmé z obr. 2c.

b) Vdaldim pokusu na modelu pro mastocytom P815 byly srovndvany 0&innosti dvou
nemodifikovanych polylysini s riznou délkou fetézce. Slo o kratky fetézec, obsahujici pouze
16 zbytka lysinu, pL16 a o dlouhy fetdzec, obsahujici 240 zbytkd, pL.240. Zvifatim kontrolni
skupiny bylo injekéné podéno 100 mikrogrami peptidu kpepl17, rozpuSténého v PBS nebo
emulgovaného v IFA. Jako pozitivni kontroly byly pouZity dvé bunécné vakciny bunék, vylucuji-
cich GM-CSF, pti¢emZ jedna z téchto vakcin byla pfipravena ze stabilnich bun€k P815 po trans-
fekci a druha vakcina byla pripravena pti pouZiti bundk po pfechodné transfekci zpisobem podle
publikace Wagner E. a dalsi, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89,6099 az 6103 (metoda
AVET). Obé bun&éné vakciny chranily celkem 4 nebo 5 zvifat z osmi. Vakciny na bazi samot-
ného peptidu nebo peptidu, emulgovaného v IFA nemély Zadnou ochrannou G¢innost a u viech
zvifat se brzy po naodkovéani vytvotily nadory. Avsak v piipadé, Ze byl peptid podan spolecné
s polylysinem, méla vakcina ochranny Gginek proti tvorb& nadort. Dvé zvifata z osmi byla chra-
néna p¥i pouziti polylysinu s dlouhym fetézcem, pL240 a &tyfi z osmi zvifat byla chranéna pfi
pouziti polylysinu s kratkym Fetézcem. Tyto vysledky, které jsou také zndzornény na obr. 3 pro-
kazuji, Ze jediny peptid, podany s polylysinem jako pomocnym prostfedkem miiZze mit ochrannou
fitinnost proti nadoru, srovnatelnou s G&innosti vakeiny z celych bunék, vylucujicich cytokiny,
ktera je povaZovana v literatufe za standard pro vakcinaci proti nidorim, naptiklad podle publi-
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kace Dranoff G. a dal&i, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 3539 az 3543, a také Schmidt W.
a dalsi, 1995, kvéten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92,4711 az 4714.

Priklad 3

Vakcinace mysi DBA/2 proti mastocytomu P815 vakcinou, obsahujici jediny peptid P815 nebo
smés téchto peptidi

Pro vyrobu vakciny byly pouZity nasledujici peptidy:
—  kpepl18, 100 mikrogrami na injekei,”

—  smés peptidt III (kpep117, kpep118, Kpep162, Kpep163, Kpep164), ktera obsahuje viechny
dosud znédmé peptidy P815. Na jednu injekci bylo pouZito 25 mikrogrami kazdého peptidu.

Jako pozitivni kontrola byly pouZity butiky P815, vylucujici GM—-CSF.

V predb&znych pokusech se jevil kpep 117 jako peptid s nejlepi ochrannou t&innosti proti
nadoru P815 v ptipadg, Ze bylo podéno 100 mikrogrami peptidu spolu se 7,5 mikrogrami poly-
lysinu na 100 mikrogrami peptidu pfi délce fetézce polylysinu 200. Mensi mnoZstvi 16 mikro-
grami kpep117 bylo méné €inné. V tomto piikladu bylo také injek&né podéno 100 mikrogram
kpep118 na jedno pokusné zvife, a to pouze s polylysinem ve skuping B, s transferinem a poly-
lysinem ve skuping C a s transferinem a konjugatem polylysinu DNA ve skupiné D. Konstrolnim
zvitatim byl podan kpep118 spolu s IFA. Bylo prokazano, Ze samotny peptid kpepl18 nema
?4dnou ochrannou G¢innost proti tvorbé nadoru.

V pokusech, provedenych v piikladu 4 bylo prokdzano, Ze vakcina s obsahem smési peptidi
z melanomu m4 ochrannou G&innost proti vzniku melanomu. Bylo proto sledovéano, zda by smés
peptidd mohla byt G&inn4 také v ptipadé P815.

Smés peptidi I byla podéna pouze s polylysinem ve skupin€ E, se smési transferinu a poly-
lysinu ve skupiné F a spolu s transferinem a konjugatem polylysinu a DNA ve skupiné G.
Kontrolni skuping byla podina smés peptid III v IFA. Negativni kontrolou byly my3i, jimZz
nebyl podén Zadny peptid, jako pozitivni kontrola byly uzity mysi, jimz byly podény buiiky P815
po transfekci GM—CSF (10° bunék/mys).

Pokusy, provadéné v tomto ptikladu se vyvijely ve srovnani s jinymi pokusy ponékud netypicky.
U pozitivni kontrolni skupiny, jiz byly podény buiiky, vylucujici GM-CSF se u viech zvitat brzy
vyvinuly nadory, pfiemZ vétsina téchto nadorii vymizela tak rychle, jak se vytvofily. Mozne
vysvétleni by mohlo spogivat v tom, Ze nador rostl uréitou dobu pfed svym znicenim. Dal{
mozné vysvétleni spoéiva vtom, Ze otok, diagnostikovany jako nador, nebyl ve skuteCnosti
nador, nybrz infiltrat imunitnich bungk, to znamena granulom. Vzhledem k tomu, Ze zvifata
nebyla usmrcena, nebylo moZno p¥iginu definitivng urcit. Dal3i zajimavy vysledek byl ziskan ve
skupiné G. U vSech zvifat se vyvinuly nadory, aviak u dvou z téchto zvifat byla velikost nadoru
nebo otoku pom&rmé malé, nador rostl velmi pomalu a mysi se nechovaly jako nemocna zvitata.
Tato dvé& zvifata nebyla usmrcena, nybrz byla dale pozorovana. Nadory se poCaly zmenSovat
a zcela neodekavang po 9 tydnech jiz nebylo mozno nadory pozorovat, coz az dosud nebylo
nikdy mozno dokézat. RozruSeni nadord mohlo byt vyvolino ptitomnosti kpep117 v podané
smési peptidii, analogicky jako v piikladu 2, v ndmZ dvé& zvifata z osmi pfi podani 16 mikro-
gramii kpep117 a tfi zvifata z osmi pii podani 100 mikrogramii kpep117 byla chranéna. Ochranna
{i¢innost viak mohla byt vyvoléna také vice neZ jednim peptidem ve smési.
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Piiklad 4

Ochrana my$i DBA/2 proti melanomu M-3 pfedbéznou imunizaci vakcinou s obsahem smési
peptidi

Byla uita profylaktickd vakcina, ktera obsahovala smés peptidi z melanomu (smés peptidi I,
odstavec D2).

Postup predbézné imunizace vakcinou a naotkovani nadoru odpovidalo postupu z piikladu 2
s tim rozdilem, Ze k nao&kovani nadoru byly uzity buitky MS v mnoZstvi 10° bun&k na jedno
zvite. Jako kontrolni vakcina byla uZita vakcina z celych bunék M3, vyluCujici optimalni mnoz-
stvi IL—2, to znamena 1000 aZ 2000 jednotek na 10° bun&k a vyrobena zpisobem podle svrchu
uvedené publikace Schmidt a dalii, 1995. Podle prokézanych vysledkii je za uvedenych pokus-
nych podminek mozno doséhnout 100% ochrany, jak je zfejmé z obr. 4. Ctyfem skupinim
pokusnych zvifat byly podany vakciny, obsahujici smés peptidi. Dvéma skupinam byly tyto
peptidy podany podkozn& nebo intraperitonedlné ve formé emulze v IFA. Druhé dvé skupiny
obdrzely podkozné nebo intraperitonealné peptidy spolu s polylysinem pL.240.

Na obr. 4 je znazornén ochranny udinek vakeiny s obsahem peptidii a polylysineu pL.240 jako
pomocného prostiedku. 50 % o3etienych mys3i bylo ochrénéno proti vzniku nadoru M3, zatimco
u neofetfenych zvifat se rychle vyvinuly pevné nadory. Tohoto u€inku mohlo byt dosaZeno
v pFipads, e vakcina byla vstiiknuta podkoZn& nebo nanesena ve form& gelu na pokozku, jak je
zfejmé z obr. 5. V dalsich tfech kontrolnich skupinach, jimZ byla podana vakcina s obsahem pep-
tidu a polylysinu intraperitonealng nebo vakcina s obsahem peptidd a IFA, bylo ofkovani
v podstaté netdinné. Vyvinuly se nadory, které pouze ve srovnani s neoSetfenymi kontrolami
rostly pongkud pomaleji. Tyto vysledky ukazuji, Ze pii pouZiti vakciny s obsahem smési peptidi
je mozno dosahnout pii doplnéni vakciny polylysinem ochranného tinku proti nadortim. Pfi
zvolenych pokusnych podminkdch méla uvedend vakcina sobsahem peptidd pfiblizné
50 % ucinnost bunséné IL—-2—vakeiny, ktera chrani az 100 % zvifat proti vzniku nadoru pfi naoc-
kovéni 10° zivych bun&k M3, jak je uvedeno v publikaci Zatloukal K. a dalgi, 1995, J. Immun.,
154, 3406 az 3419.

Ptiklad 5
Ochrana my3i DBA/2 proti metastazam M-3

a) Byla pouzita lé¢ebna vakcina, obsahujici smés peptidi melanomu, Slo o smés peptidii I,
odstavec D2. Byla provedena troji vakcinace vidy podkozné v tydennich odstupech. Prvni
vakcinace byla provedena 5 dndi po vzniku metastaz. K vyvolani metastiz bylo injekén€ podano
1,2 x 10* bun&k M-3 podle mezinrodni pfihlasky WO 94/31808 a podle publikace Schmidt W.
a dal$i, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 9759-63.

Jako vakcina byla uZita smés peptid I bez pomocného prostiedku (pepmix 1 PBS), s IFA jako
pomocnym prostiedkem (IFA pepmix1) nebo s polylysinem, modifikovanym fukézou (fpL
pepmix1). Kontrolnim skupinim nebyla podina Zidnd vakcina nebo byla podana vakcina
z celych bundk M-3, produkujicich IL-2 podle pfikladu4. Z obr. 6 je ziejmé, Ze nejlepsiho
ochranného G&inku bylo dosaZeno ve skuping, jiz byla podana smés peptidd I s polylysinem,
modifikovanym fukézou jako pomocnym prostiedkem (obr. 6a). U 50 % mySi, to znamena u &tyf
mysi z osmi, byly potlateny metastazy. Toto osetfeni bylo dokonce G¢innéjsi nez pouZiti vakciny
z celych bungk, ktera chrénila pouze tfetinu my$i, to znamena tfi mysi z deviti. Pfi podani vak-
ciny se smési peptidii spolu s IFA nebo bez pomocného prostfedku doslo je zhorSeni stavu
a szvéteni metastaz na pevné nadory, jak je ziejmé zobr. 6b.
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b) V daldim pokusu byla zkouména ochrannd i¢innost vakciny, obsahujici smés peptidu I, vak-
cina byla podéna podkozné. Kontrolni skuping byla podana smés peptidd v PBS bez pomocného
prostiedku nebo smés peptidii s IFA. Jako pomocny prostfedek byl pouzit nemodifikovany poly-
lysin 240 nebo polylysin 200, modifikovany fukézou, fpL.200. Kontrolni skupinou byla skupina
zvitat, o8kované vakcinou z bun&k, u nichZ dochézi k expresi IL-2. Jak je zfejmé z obr. 7a, byla
vakcina s obsahem peptidu a polylysinu pFi oSetfeni metastizM-3 0¢innd. Vyznamného
vysledku bylo dosaZeno zejména pfi pouZiti polylysinu, modifikovaného fukézou. Pfi tomto oSet
feni doslo 50 % zvifat k potladeni viech metastaz, coZ je ve srovnani s vakeinou IL-2, kterd
v tomto piipadé potladila metastazy u 70 % zvifat, dobry vysledek.

¢) V daldim pokusu byl sledovéan vliv zmén a modifikaci polykationti na protinddorovou u¢in-
nost. Za timto u&elem byl sledovan u¢inek nemodifikovaného polylysinu 200, dale poly-
lysinu 200, modifikovaného fukézou a mimoto G¢inek krétkého, nemodifikovaného polylysinu
pL16, polylysinu s dlouhym fetézcem pL450 a dalSiho polykationtu, polyargininu pArg720. Jako
pozitivni kontrola byla pouZzita buné¢nd vakcina s optimalnim poétem bun¢k M3, vyluujicich
GM-CSF (nejméné 10 ng na 10° bundk), jak je popsano ve svrchu uvedené publikaci Schmidt,
1995. Také vtomto pokusu byla kontrolnim skupindm podana smés peptidd v IFA nebo bez
pomocného prostfedku. Stejné jako v ptikladu 5b) bylo dosazeno nejlepsiho G¢inku v piipadé, Ze
byl jako pomocny prostiedek uZit polylysin, modifikovany fukézou. Vysledky jsou ziejmé
2 obr. 7b. U 40 % zvitat doslo k vymizeni metastaz ve srovnani s 30 % v pfipad€ skupiny, v niz
byl uZit polylysin pL16 s kratkym Fetézcem. Kromé skupiny, jiz byly podéany peptidy spolu
s argininem, do$lo u zvifat v ostatnich skupinich pouze ke kratkodobému zpomaleni vzniku
nadorti. Nemodifikovany polyarginin byl v tomto pokusu stejné Gginny jako polylysin, modifiko-
vany fukézou, po jeho podani doslo k vymizeni metastaz z Etyf z deseti zvifat.

Na obr. 7c je znizornéno opakovani pokusu s polyarginionem v nezavislosti pokusu. Také
v tomto ptipadé doslo po vakcinaci smési peptidu s polyargininem k protinadorovému ucinku
u &ty z osmi zvifat.

Piiklad 6
Zavedeni tyrosinazy do bun&k pti pouZiti polylysinu jako pomocného prostiedku

V tomto p¥ikladu byl proveden pokus s cilem prokézat, zda je polylysin vhodny jako pomocny
prostiedek pro zavedeni velkych fragmentii bilkovin nebo uplnych bilkovin do bungk, k tomuto
telu byly uzity buitkky M-3.

K zavedeni do bungk bylo nejprve smiseno 160 mikrogrami tyrosinzy, znagené FITC
(EC 1.14.18.1, Sigma) s 3 mikrogramy polylysinu pL240 a smés byla inkubovana 3 hodiny pfi
teploté mistnosti. Pak byl roztok piidan do lahve T75 pro péstovani tkafové kultury s obsahem
2 x 10° bunék M—3 a lahev byla inkubovana pfi teploté 37 °C. Pak byl buné&ny material dvakrat
promyt PBS, rozruen pfidanim PBS/2 mM EDTA a rozpustén v 1 ml PBS/5 % FCS pro analyzu
FACS. Na obr. 8 je znazornéno zavedeni tyrosinazy do bungk M-3, leva kiivka je znazornéno
zavedeni tyrosinazy do bun&k M-3, leva kfivka je kontrolni, prava znamena zavedeni tyrosinazy
do bunék.

Piiklad 7
Stanoveni aktivace T-buné&k po imunizaci na my§im modelu
Vzhledem k tomu, %e podle piikladu 5 m4 vakcina s obsahem peptidu a polykationu na mySim

modelu zcela ziejmé ochrannou ginnost, bylo sledovéano, zda po podani vakciny dochazi take
k aktivaci T-bun&k. K tomuto t&elu byla sledovéana sekrece cytokind po inkubaci slezinovych
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bungk o&kovanych zvitat s butikami M-3 zpiisobem podle publikace Kawakami Y. a dalsi, 1994,

" Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91, 6458-62.

Byla piipravena suspenze jednotlivych slezinnych bun¢k z otkovanych a neockovanych zvifat
a &ervené krvinky byly rozruseny pomoci hypotonického pufru s obsahem 0,15 mM NH.CI,
1 mM KHCO; a 0,1 mM EDTA pH 7.,4. Adherujici buiiky byly odstranény a 3 x 10° slezinnych
bunsk/ml prostiedi DMEM s 10 % FCS bylo inkubovéano v Petriho miskach 90 minut pii 37 °C.
Neadherujici buiiky byly po opatrném pfeneseni pipetou péstovany spolecné s 1 x 10’ parenteral-
nich bun&k v riiznych pomérech. Buiiky byly p&stovany ve 200 mikrolitrech prostiedi DMEM s
10 % FCS, 2 mM L—glutaminu a 20 mikrogrami/ml gentamycinu na plotnéch pro péstovani tka-
#ovych kultur s 96 vyhloubenimi. Devatého dne bylo odebrano 100 mikrolitrii supernatantu a byl
mé&fen obsah IFN-gamma p¥i pouZiti b&zné dodévaného kitu ELISA (Endogen, Cambridge, MA,
USA) podle navodu vyrobee. Bylo prokézéno, Ze po 9 dnech inkubace vylucovaly do prostiedi
IFN-gamma ve vét§im mnoZstvi pouze slezinné buiiky ockovanych zvifat, zatimco ve spole¢-
nych kulturach slezinnych bungk z neotkovanych zvitat a v kulturach bunék M-3 nebylo mozno
prokazat téméf zadny IFN-gamma. Vysledky té€chto pokusti jsou graficky znazornény na obr. 9.

Priklad 8

Indukce imunity proti virim pfi pouZiti peptidu ASNENMETM z nukleokapsidu chiipkového
viru p¥i pouziti fukézylovaného polylysinu jako pomocného prostfedku

Byla pouzita vakcina, obsahujici na 1 mg peptidu ASNENMETM 75 mikrogrami fpLys. Vak-
cina byla podéna jednorazovou injekef svrchu uvedenym zplsobem, pfiemz pro jedno zvife bylo
uZito 100 mikrogrami peptidu a 7,5 mikrogramd fpLys. Kontrolni skupin€ bylo podano pouze
100 mikrogramii samotného peptidu v PBS nebo nebyl zvifatlim podan Zadny peptid.

Buiiky mysiho lymfomu RMA-S byly inkubovany pfes noc v prostiedi, prostem séra pfi teploté
26 °C spolu s 10 mikrogramy/ml peptidu ASNENMETM.

Deset dnii po vakcinaci byly z o&kovanych zvitat izolovény slezinné buiiky, tyto buriky byly smi-
seny v poméru 5 : 1 s buikami RMA-Sm do nichZ byl zaveden peptid a smés byla pét dnt déle
péstovana podle publikace Stuber G. a dalsi, 1994 svrchu. Byl stanoven podet prezivajicich
efektorovych slezinngch bun&k v riznych kulturach, nalez byly buiiky pro stanoveni
CTL-aktivity pomoci standardu pro uvolnéni Europia podle svrchu uvedené publikace Blomberg
a dal¥i, 1993 smiseny v riznych pomérech s buiikami RMA-S, pfedem smisenymi s peptidem
ASNENMETM a s chelatem Europia. Jak je zfejmé z obr. 10, bylo v tomto pokusu dosaZeno
specifické imunity pouze pfi vakcinaci peptidem spolu s fpLys, aviak nikoliv v pfipadg, Ze byl
podan pouze peptid.

Piiklad 9

Zkousky s riznymi bazickymi polyaminokyselinami na jejich schopnost zesilit internalizaci
a/nebo vazbu peptidi na APC

P¥i tomto pokusu byla pouZita fluorescenéni zkouska. Modelovy peptidovy antigen se sekvenci
LFEAIEGFI (MNH po restrikci Kd) se oznadi fluorescenénim barvivem, fluoresceinisothio-
kyanétem FITC podle navodu vyrobce (Molecular Probes). Pifjem nebo vazba samotného
peptidu, znageného FITC nebo peptidu spolu s riznymi koncentracemi bazickych aminokyselin,
a to polylysinu s délkou fetézce 16 az 490, polyargininu s délkou fetézce 15 aZ 720 byl méfen
pritokovou cytometrii pfi pouZiti bun&né linie P388D1 monocyti a makrofagi po restrikcei
MHC Kd. K tomuto u&elu bylo inkubovano 1 x 10°bungk P388D1 v konetném objemu 1 ml
prostiedi DMEM s 10 % FCS ve zkumavkach pro odstiedivku spolu s 5 mikrogramy peptidu,
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znadeného FITC nebo se smé&si peptidu a polyaminokyseliny 30 minut pfi teploté 37 °C, pak byl
bunéény material dikladng promyt k odstranéni volného peptidu. Polyaminokyseliny byly
pfidavany v mnozstvi 50,25,12,6 a 3 mikrogramy/ml prostfedi, obsahujicitho 5 mikrogrami
peptidu, znageného FITC. Relativni intenzita fluorescence riiznych vzorki byla srovnavana ke
stanoveni G&innosti prijmu a/nebo vazby peptidu. Vysledky tohoto pokusu jsou shrnuty na
obr. 11. Viechny pokusy byly provedeny s 25 mikrogramy pL450 nebo pArg450. Za uvedenych
podminek byl polyarginin p¥iblizné 5x G¢inn&j3i neZ polylysin.

Priklad 10
Sledovéani mechanismu jimZ jsou peptidy pfijimany APC

Peptidy mohou byt ptijimény APC specifickymi mechanismy, jako jsou makropinocytéza nebo
endocyt6za, zprostfedkovana pres receptory podle publikace Lanzavecchia A., 1996, Curr. Opin.
Immunol., 8, 348 aZ 354. Alternativni mechanismus miize spo¢ivat v tom, Ze polyaminokyseliny
udini bun&&nou membranu propustnou a tim umozni difuzi peptidii zprostiedi do cytoplazmy.

a) Sledovéani, zda doglo ke zvySeni permeability bunééné membréany, bylo provedeno tak, Ze
bylo méfeno uvolnéni cytoplazmatického enzymu laktatdehydrogenazy LDH po inkubaci
bungk P388D1 s polyaminokyselinami polylysinem nebo polyargininem v isotonickém prostfedi
pfi pouziti b&Zn& dodédvaného zkuSebniho balicku Cytotox 96, (Promega, Madison, Wisconsin,
USA) podle navodu vyrobce. Z vysledkd, znizornénych na obr. 12a je zfejmé, Ze UCinek pLys
spo&iva v tom, Ze se buné¢na membréna stiva propustnou, coZ se projevuje vysokymi koncentra-
cemi cytoplazmatického enzymu, uvoln&ného v isotonickém prostfedi. Naproti tomu nebylo po
pouZiti pArg mo¥no prokazat prakticky Zadnou LDH, jak je ziejmé z obr. 12b. Pii srovnavani
vzorkil, zpracovanych pouze piisobenim aminokyselin nebylo mozno pozorovat ve srovnani
s pisobenim polylysinu nebo polyargininu spolu s peptidem Zadny rozdil v uvolnéni LDH. Po
inkubaci se samotnym peptidem nebylo moZno prokazat Z4dnou méfitelnou a¢innost LDH.

b) Zpisobem podle publikace Midoux P. a dalsi, 1993, NATO ASI Series H67, 49 aZ 64, bylo
sledovédno, zda v pfitomnosti nebo nepfitomnosti bazickych polyaminokyselin dochazi
k internalizaci peptidii, znadenych FITC. Castice, internalizované butikami byly transportovany
do endosomii. Na rozdil od cytoplazmy nebo bun&&ného prostfedi s neutrdlnim pH maji tyto
organelly kyselé pH 5. Fluorescence, vysilana FITC je velmi zavisla na pH. Pfi podminkach pH
v endosomech je fluorescence potladena. Z tohoto diivodu vykazuji peptidy, znacené FITC po
transportu do endosomii snizenou fluorescenci. Pfidinim monensinu je nizkd hodnota pH
v endosomech neutralizovéna, coZ vede k méfitelnému zesileni fluorescence internalizovaného
peptidu znaceného FITC.

Buiiky byly inkubovany se smési polyargininu s primérnou molekulovou hmotnosti 100 000
a délkou fetdzce 490 a peptidu, znaeného fluorescenci pfi teploté 4 °C nebo 37 °C. Podil vzorku,
inkubovaného pii 37 °C byl uchovén a pred analyzou pritokovou cytometrif byl pfi teploté 4 °C
smisen s 50 mikroM monensinu.

Bylo moZno prokazat, Ze inkubace APC s nékterymi bazickymi polyaminokyselinami, jako poly-
lysinem pLys a polyargininem pArg zesiluje pfijem nebo vazbu peptidi na APC.

Jak je ziejmé z obr. 13, bylo mozno pozorovat v buiikich, zpracovanych pouze pomoci peptidi
nebo monensinu jen maly vzestup fluorescence. Naproti tomu doslo k zesileni fluorescencnich
signali ve vzorcich, které byly zpracovany piisobenim monensinu a smési polyargininu
a peptidu. Zadny piijem peptidu nebylo moZno pozorovat pii inkubaci vzorki pfi teploté 4 °C.
Podstatny vzestup fluorescence po plisobeni monensinu ukazuje na to, Ze se po pisobeni pArg
peptidy hromadi ve vesikulach uvnitf bungk, jak je ziejmé z obr. 13 a jak bylo popsano ve svrchu
uvedené publikaci Midoux a dalsi, 1993. Jak bylo moZno o&ekavat, doslo po zpracovani vzorki
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s polylysinem pisobenim monensinu jen k malému vzestupu fluorescence. Pfi zavedeni poly-
lysinu pfi teplotd 4 °C doslo k méfitelnému vzestupu fluorescence, coZ je dalsim dikazem toho,
¥e polylysin plisobi zvySenim propustnosti bun€éné membrany, jak je ziejmé také z obr. 12b.

Piiklad 11
Pokusy se zavedenim kratkych peptidii do bunék APC

Buiiky APC z kostni dfeng, ziskané tak, Ze u nich dochazi k sekreci GM—CSF byly sledovany pfi
pouziti kombinace fluorescenéné znaCeného peptidu s polylysinem pL200 (Sigma) nebo pii pou-
¥iti samotného peptidu pomoci fluorescenéni mikroskopie. Pro mikroskopické sledovani piijmu
peptidu byly buiiky APC naneseny na podloZni misku a inkubovany se 40 mikrogramy peptidu
LFESIEGFI, znageného fluoresceinem nebo s 50 mikrogramy/ml polylysinu pL200 a 40mikro-
gramy/ml peptidu LFEAIEGFI 30 minut pii teploté 37 °C. Po dikladném promyti byl buné&ny
materidl fixovan 4% p—formaldehydem, piekryt prostfedkem anti-Fadent (Dako, Glostrup,
Dansko) a pak byl bun&&ny material sledovan pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Zeiss). Jadra
byla kontrastng zbarvena 4,4—diaminodino-2—fenylindolem, DAPI (Sigma). Jak je ziejmé
z fluorescen&nich mikrofotografii na obr. 14, dochazi u bungk, které byly inkubovany s peptidem
a polylysinem, to znamen4 u bun€k A, ve srovnéni s buttkami B, které byly inkubovany pouze
s peptidem, k podstatn& vy3§imu pi{jmu peptidu. Fluorescence je pozorovatelna u bunék, inkubo-
vanych pouze s peptidem jen &astedné a jen u nékterych bunék, zatimco v pfipadé bungk, inkubo-
vanych s peptidem v pitomnosti polylysinu je moZno pozorovat intenzivn{ fluorescenci, ktera se
rovnom&mé projevuje u viech bunék.

Piiklad 12
Kvantitativni stanoveni piijmu peptidu do bungk pomoci priitokové cytometrie

a) Na zékladg pokusi z piikladu 11 bylo prokazano, Ze buiiky APC jsou vhodnymi cilovymi
buiikami pro piijem malych peptidd. Pak byly in vitro provedeny pokusy FACS k identifikaci
vhodnych pomocnych prostiedkd pro vakciny s obsahem peptidu. Tyto zkousky dovoluji rychlé
kvantitativni stanoveni fluorescenéné znagenych peptidi. Jako modelovy peptid byl pouZit peptid
se sekvenci LFEAIEGFI. V t&chto pokusech byla jako buiiky ATC pouzita mysi bunéina linie
P388D1. 1 x 10° bung&k bylo inkubovéno ve vysledném objemu 1 ml prostiedi DMEM s vysokym
obsahem glukézy a 10 % FCS 30 minut p¥i 37 °C s 5 mikrogramy peptidu pii konetné koncen-
traci fluoresceinu 5 nmol/ml. Bun&&ny material byl zpracovan samotnym peptidem nebo kombi-
naci peptidu a polykationtit nebo kombinaci peptidu a histonti pfi stoupajici koncentraci 3 aZ
50 mikrogrami/ml, jak je uvedeno na obr. 15. Byly pouZity nasledujici slouceniny: A: poly-
ornithin se stiedni molekulovou hmotnosti 110 000 a délkou fetézce 580, B: histon, bohaty na
arginin, C: histon, bohaty na lysin, D: polyarginin se stfedni molekulovou hmotnosti 100 000
a délkou fetdzce 490 a E: polylysin se stfedni molekulovou hmotnosti 94 000 a délkou
fetdzce 450. V predbdznych pokusech bylo zjisténo, Ze k maximalnimu piijmu peptidu dochazi
pfi dobé inkubace 30 minut. Pfi del§im piisobeni 4 aZ 8 hodin jiz nedochézi k Zadnému podstat-
nému zvyseni fluorescenéniho signalu. Pfed analyzou byl bunéény material 5x promyt velkym
objem PBS s obsahem 0,2 % BSA. Pak byl bun&ény material pfenesen do 1 ml PBS s 0,2 % BSA
po zchlazeni ledem, méfeni bylo provadéno pritokovou cytometrii pfi pouZiti pfistroje FACScan
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Bylo prokézano, Ze nejudinn&j$imi pomocnymi prostfedky jsou polyarginin a polylysin. Poly-
ornitin mél za zvolenych podminek cytotoxicky uginek. Zesileni pfijmu peptidu ptisobenim poly-
argininu a polylysinu je v korelaci s koncentraci, jak je ziejmé z obr. 15d a 15e, pifjem také
stoupd s délkou fetézce, jak je ziejmé z obr. 16.
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Bylo pozorovano, Ze polyarginin ma $ir§i vhodnou oblast koncentrace pro zvySeni az o 3 deseti-
nasobky oproti polylysinu, u ngjz bylo moZno dosihnout maximalniho zvySeni o méné neZ
dvacetinasobek. Mimoto bylo pozorovano, Ze polyarginin je pfi vSech pouzitych délkach fetézce
pro transport bilkovin G&inn&jsi nez polylysin, jak je ziejmé z obr. 16. Polyarginin umozni G€inny
transport i pfi velmi nizkych koncentracich, jako 3 mikrogramy/ml, zatimco v pfipadé polylysinu
je nutno pouZit koncentraci vy$si nez 25 mikrogramii/ml k dosaZeni podstatného zvySeni fluores-
cence, jak je mozno pozorovat na obr. 15d a 15e.

b) Aby bylo moZno stanovit, zda existuje pro transport peptidl spodni hranice délky fetézce,
byly syntetizovany polyargininy s riznou délkou fetézce 10 az 30 zbytkd a tyto latky pak byly
podrobeny zkouskdm na schopnost zvysit transport peptidii pfi vysokych koncentracich poly-
kationtd, jak je znizornéno na obr.17. Pro tyto pokusy byl pouZit peptid se sekvenci
LFEAIEGFI, zkoumané polymery polyargininu byly pouZity vkoncentraci 100 mikrogrami/ml.

Zesileni transportu peptidd bylo moZno pozorovat jiz pfi pouZiti nejkratSiho sledovaného poly-
argininu, i kdyZ toto zvy$eni bylo pomérné malé.

¢) Bazické aminokyseliny jsou molekuly s kladnym nébojem. Je tedy moZno pfedpokladat, Ze
se negativné nabité peptidy mohou na tyto polykationty vézat elektrostaticky, coz miize vést ke
zvy$enému pifjmu peptidd. Aby bylo moZno tento pfedpoklad potvrdit, byla srovnavana schop-
nost kationtovych polyaminokyselin, zesilit pffjem kratkych peptidd buikami P388D1
v zévislosti na jejich niboji. V nasledujici tabulce jsou shrnuty pouZité peptidy s negativnim
nabojem, které jinak splituji viechny podminky pro vazbu MHC-I podle svrchu uvedené publi-
kace Rammensee a daldi, 1995. Peptid 1 je odvozen od mysi bilkoviny, pfibuzné tyrosinaze,
TRP. Peptid 2 je odvozen od hemaglutininu chiipkového viru podie svrchu uvedené publikace
Schmidt a dalgi, 1996. Peptid 3 je odvozen od mysi tyrosinazy, peptid 4 od nidorového antigenu
P198 a peptid 5 od beta—galaktosidazy (Gavin a dalsi, 1993). ,Mr* znamena rozsah molekulové
hmotnosti, ,,fluor* znamena fluorescein.

Tabulka
sekvence Mr Mr fluor naboj naboj + fluor
YAEDYEEL 1031 1389 4x negativni 6x negativni
LFEAIEGFI 1038 1396 2x negativni 4x negativni
IFMNGTMSQV 1127 1485 neutralni 2x negativni
KYQAVTTTL 1024 1382 1x pozitivni 1x negativni
TPHPARIGL 961 1319 2x pozitivni neutralni

Pii znadeni peptidu fluoresceinem dochazi k zavedeni dvou negativnich naboji. Ukazalo se, ze
po inkubaci s polyargininem byly peptidy v mnoZstvi 5 nmol na vzorek transportovany v nejvyssi
mife do bungk P388D1, coZ ukazuje na iontovou vyménu mezi peptidem a poykationtem a na
jejich dal$i zvySeni v prib&hu transportu peptidu do bungk, jak je zfejmé z obr. 18. Ve srovnani
s buiikami, které byly uvedeny do styku pouze s peptidem, doslo vSak v piipadé neutralnich pep-
tida v pfitomnosti polykationtii rovnéZ k pi{jmu vys§iho mnoZzstvi. Piisobeni samotného peptidu
poskytuje u vSech zkoumanych peptidii pfiblizné identické fluorescentni signély. Z tohoto
diivodu je na obr. 18 pod nazvem ,samotny peptid“ uveden vysledek, to znamena fluorescen¢ni
signal, ktery byl ziskan pfi pouZiti peptidu se sekvenci LFEAIEGFI.
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostfedek, obsahujici nejméné jeden peptid, bilkovinu nebo fragment bilko-
viny s imunomodula¢nim Gginkem spolu s pomocnym prostfedkem, vyznaéujici se
tim, e jako pomocny prostfedek obsahuje prostfedek se schopnosti zvySit vazbu peptidu, pro-
teinu nebo jeho fragmentu na bufiky organismu pifjemce nebo vstup téchto materidli do uvede-
nych bunék a se schopnosti zvysit imunomodulaéni Gi€innost peptidu, proteinu nebo jeho frag-
mentu.

2. Farmaceuticky prostiedek podle niroku 1, vyznacujici se tim, Ze jako peptid
obsahuje produkt bun&&ného odbouravani bilkoviny nebo bilkovinového fragmentu jako ligand
pro nejméné 1 molekulu MHC, k jejiZ expresi dochazi v organismu piijemce.

3. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 2, vyznadujici se tim, Ze peptid nebo
produkt bun&ného odbouravéani bilkovin nebo jejich fragmentl je ligandem pro molekulu
MHC-L

4. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze peptid nebo
produkt bun&ného odbouravéni bilkovin nebo jejich fragmentii je ligandem pro molekulu
MHC-IL

5. Farmaceuticky prostiedek podle n&kterého z ndrokii 1 az4,vyznacujici se tim,Ze
obsahuje peptid odvozeny od bilkoviny patogenniho organismu.

6. Farmaceuticky prostfedek podle niroku 5,vyznaéujici se tim, Ze obsahuje peptid,
odvozeny od bilkoviny bakterii.

7. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 5,vyznacujici se tim, Ze obsahuje peptid,
odvozeny od virové bilkoviny.

8. Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokid 1 az 4, pro pouZiti jako vakcina proti
nadorim, vyznadujici se tim, Ze jako bilkovinu obsahuje nddorovy antigen nebo bil-
kovinny fragment, peptid nebo peptidy, odvozené od nadorovych antigenu.

9. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 8, uréeny pro 1é¢ebné pouZiti, vyznacujici
se tim, Ze nadorovy antigen nebo antigeny jsou odvozeny od nadorovych antigeni, k jejichz
expresi dochazi v organismu piifjemce.

10. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 8, pro preventivni pouZiti, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje nadorové antigeny, které jsou odvozeny od ¢asto se vyskytujicich nddorovych
antigenil.

11. Farmaceuticky prostfedek podle n&kterého z narokd 8 az 10, vyznacujici se tim,
7e jako nadorovy antigen nebo nadorové antigeny obsahuje antigeny melanomu.

12. Farmaceuticky prostfedek podle n&kterého znéroki 8 az 11, vyzmacujici se tim,
Ze navic obsahuje cytokin.

13. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze se obsaZeny

cytokin voli ze skupiny IL-2,1L—4,IL-12, [FN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, IFN-omega,
TFN-alfa, GM—CSF nebo ze smési téchto latek.
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14. Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z naroki 2 az 11, vyznadujici se tim,
7e obsahuje v&tsi mnoZstvi peptidd, které se od sebe lisi tim, Ze jsou schopné se vazat na ruzné
podtypy MHC pifjemce.

15. Farmaceuticky prostiedek podle n&kterého z narokii 2 aZ 14, vyznaéujici se tim,
%e obsahuje jeden nebo v&tsi mnoZstvi peptidi1, odvozenych od piirodn€ se vyskytujicich imuno-
gennich bilkovin nebo nadorovych antigenii nebo od produktu bunééného odbourdvani téchto
latek.

16. Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokti 2 aZ 14, vyznadujici se tim,
e obsahuje jeden nebo vétsi pocet peptidd, které jsou odliné od peptidd, odvozenych od pfi-
rodné se vyskytujicich imunogennich bilkovin nebo nadorovych antigent nebo od produktu
bun&&ného odbouravani téchto latek.

17. Farmaceuticky prostfedek podle naroku I,vyznacéujici se tim,Ze obsahuje peptid,
antagonizujici peptid, odvozeny od bilkoviny, vyvolavajici autoimunitni onemocnéni.

18. Farmaceuticky prostfedek podle n&kterého z narokd 1 az 17, vyznadujici se tim,
%e jako pomocny prostfedek obsahuje organicky polykation nebo smés organickych polykationti.

19. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 18, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje pep-
tid, nesouci negativni naboj.

20. Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 18 nebo 19, vyznadujici se tim, Ze jako
pomocny prostiedek obsahuje bazickou polyaminokyselinu nebo smés bazickych polyamino-
kyselin.

21. Farmaceuticky prosttedek podle naroku 20, vyznaéujici se tim, Zejako pomocny
prostiedek obsahuje polyarginin.

22. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 20, vyznaéujici se tim, Ze jako pomocny
prostiedek obsahuje polylysin.

23. Farmaceuticky prostfedek podle n&kterého z narokii 18 az21,vyznacujici se tim,
7e pomocny prostiedek je konjugovén s bunéénym ligandem.

24. Farmaceuticky prostiedek podle néroku 23, vyznacujici se tim, Ze uvedenym
ligandem je zbytek sacharidu.

25. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 24, vyznacujici se tim, Ze uvedenym
ligandem je zbytek fukozy.

26. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 23, vyzmacujici se tim, Ze uvedenym
ligandem je transferrin.

27. Farmaceuticky prosttedek podle nékterého z naroku 18 2226, vyznacujici se tim,
e navic obsahuje DNA, prostou kédovych sekvenci pro funkéni bilkoviny.

28. Farmaceuticky prostiedek podle n&kterého z narokt 18 az26,vyznadujici se tim,
Ze navic obsahuje DNA s kédovou sekvenci pro imunomodula¢ni bilkovinu.

29. Farmaceuticky prostiedek podle ndroku 28, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje DNA

s kédovou sekvenci pro cytokin ze skupiny IL-2, IL—4, IL-12, IFN-alfa, IFN-beta, [FN-gamma,
IFN-omega, TNF-alfa, GM—CSF.
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30. Farmaceuticky prostiedek podle nékterého z nérokii 1 az29, vyznadujici se tim,
Ze je upraven pro parenteralni podéani.

31. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 30, vyznadujici se tim, Ze obsahuje roz-
tok nebo suspenzi peptidu a pomocného prostiedku ve farmaceuticky prijatelném nosici.

32. Farmaceuticky prostiedek podle nékterého z narokii 1 az 29, vyznadujici se tim,
Ze je upraven pro mistni podéani.

33. Farmaceuticky prostiedek podle nroku 32, vyznaéujici se tim, Ze ma formu
hydrogelu.

25 vykresi
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Fig. 12
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Fig. 17
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