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Popisuje se pouZiti i) EtxB, CtxB nebo VixB bez celé¢ho
toxinu, ii) &inidla, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a
kterévykazuje GM 1-vazebnou aktivitu, nebo ¢inidla, které je
jiné neZ VixB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu nebo
iii) &inidla, které vykazuje uginek na nitrobunénou signalizaci
zprostiedkovany navazanim na GM1 nebo Gb3, jako
imunomodulatoru vhodného pro vakcinu proti infekénimu
onemocnéni.
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Vakcina

Oblast techniky

Vyndlez se tykd imunomoduldtoru, ktery je moZné pouZit ve
vakcing, JjenZ Jje urlena pro pouziti proti Ffadeé infekénich
&inidel. D&ale se vyndlez vztahuje k vakcinaénimu prostfedku,
ktery obsahuje imunomodulétor, prednostné v kombinaci
s antigenem a zpUsobu vakcinace za pouZitil vakcinaéniho

prostfedku.

Dosavadni stav techniky

Toxin cholery (Ctx) a jeho blizce pfibuzny tepelné labilni
enterotoxin mikroorganizmu E. coli (Etx) jsou silné imunogeny
a slizni&ni adjuvans. Jejich inherentni toxicita je ¢ini
nevhodnym pro pouZiti u 1idi. Ackoli napfiklad Ctx Jje
nejb&?n&ji pouzivané slizniéni adjuvans u experimentédlnich
zvitat, neni vhodné pro pouZiti u 1lidi, protoze mé& vlastnosti
vyvolavajici prajem. Je snaha odd&lit toxicitu od aktivity
adjuvans, naptiklad pouzitim komponent Ctx a Etx jako nahrady
za samotné holotoxiny. Verotoxin mikroorganizmu E. coli (Vtx)

je daldi znamy bakteri&lni toxin.

Ctx a Etx jsou heterohexamerni proteiny, které vykazuji
enzymaticky aktivni podjednotku A a pentamerni podjednotku B.
Ctx a FEtx jsou znamy, Ze vazi GMl-gangliozid (GM1l), coZ Jje
glykosfingolipid, ktery se nachdzi na povrchu sav&ich bunék.

Vtx se vaZe na Gb3, ktery je podobny typ receptoru pro GM1.

V ptipad& vyvoje vakciny se musi rfesSit problém toxicity,
pficem? se uZ dfive zkoumala adjuvantni aktivita netoxickych
podjednotek B. Rada zprav popisuje experimenty, ve kterych se
pouzivaji komeréni pIfipravky CtxB nebo EtxB. Tyto prostfedky
jsou nevyhnutelné kontaminovany malym, ale biologicky

podstatnym mnozstvim aktivniho toxinu. Tak adjuvantni




aktivita, kterd pochdzi z podjednotky B neni odd&litelna od
adjuvantni aktivity celého toxinu (Wu and Russell (1993)
Infection and Immunity 61: 314-322, US-5182109). Né&sledna
studie pouZivajici rekombinantni CtxB (rCtxB) naznacuje, Ze
CtxB je slabé slizniéni adjuvans a pouze p¥idani pfirozeného
holotoxinu maZe vyvolat silnou odezvu (Tamura et al., (1994)
Vaccine 12: 419-426). Jiné studie naznaduji, Ze rCtxB postrada
ADP-ribosylujici a cAMP stimulujici aktivity holotoxinu a Ze
jak adjuvan&ni mechanizmus je spojen s témito vlastnostmi,
CtxB neni vhodny v pfipad@ pouziti jako adjuvans (Vajdy and
Lycke (1992) Immunology 75: 488-492, Lycke et al (1992) Eur.
J. Immunol. 22: 2277-2281, Douce et al., (1997) Infection and
Immunity 65: 2821-2828).

V jiné studii intranazdlni aplikace ovalbuminu za pouzZiti
rCtxB jako adjuvans vede k slabé protilatkové  odezve.
Netoxicky derivat Ctx s mutaci v podjednotce A také vede ke
slabé odezvé na antigeny, zatimco pritomnost aktivni
podjednotky A dramaticky zvySuje adjuvan&ni aktivitu, cozZ
naznacuje, Ze aktivni podjednotka A je podstatnd (Douce et

al., (1997) Infection and Immunity 65: 2821-2828).

Také se ukazalo, ¥e rCtxB a rEtxB se miZe pouZit k podpore
tolerance na heterogenni antigeny (Sun et al (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. 91: 4610-4614, Sun et al (1996) Proc. Natl.
Acad. Sci. 93: 7196-7201, Bergerot et al (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. 94: 4610-4614, Williams et al (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. 94: 5290-5295), coZ naznaluje, Ze tyto molekuly

jsou vhodné pro pouziti jako adjuvans.

Podstata vynélezu

Navzdory poznatkim v oboru, Ze CtxB a EtxB vykazuje slaby
zesilujici G&inek adjuvans a muZe ve skute&nosti plUsobit jako

tolerogen, se zkoumalo pouZiti rEtxB (ktery neobsahuje Zadné




zbytkovy holotoxin nebo podjednotku A) v intranazalni vakcine

vhodné pro HSV v my$im modelu a ptekvapivé se zjistilo, Ze

tento toxin je schopen stimulovat ochrannou imunitni odezvu na

virovou vakcinu. Specificky se zjistilo, Ze:

i)

ii)

iii)

iv)

vi)

vii)

viii)

ix)

ginidla, jako je EtxB a CtxB stimuluji vysoky stupen
mistni (sliznicni) produkce protilatek (ackoli
imunizace za pouZiti rEtxB stimulovala niZsi stupen
celkové produkce sérovych protilatek ve srovnani
s kombinaci Ctx/CtxB),

produkce protilédtek je nesymetricky rozdélena smérem
k protilatkém, které nefixuji komplement, zvlasté na
S-IgA a IgGl,

&inidla, jako je EtxB a CtxB také stimuluji mistni a
systémovou proliferativni odezvu T bunék,

&inidla takovd jako je CtxB a EtxB maji tendenci
posunout imunitni odezvu z odezvy spojené s Thl
k odezvé& spojené s Th2.

v pripad&, Ze <&inidla, Jjako Jje CtxB a EtxB se
pouZ?ivaji Jjako imunomodulatory, jeA moZné predejit
n&kterym z vaZnych u&inkid odezvy spojené s Thz, jako
je vytvoreni IgE,

rEtxB je vice U¢inny imunomodulator ve srovnani
s rCtxB,

&inidla, Jjako je EtxB a CtxB jsou schopny zménit
zplUsob, p¥i  kterém buiky prezentujici antigen
pohlcuji a zpracovavajil antigen, &imZ se zvy3uje
perzistence antigenu,

v ptipad&, Ze ¢&inidlo, jako Jje EtxB a CtxB Jje
spojeno s antigenem, je moZné zménit dridhu zpracovani
antigenu zménou vazby na imunomoduléator a
VtxB vykazuje podobné imunomodula&ni G&inky na
populaci leukocytl in vitro s témi, které wvykazujil

EtxB a CtxB.
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Tyto dileZité objevy Jjsou zékladem rhznych aspektd
vyndlezu a umoZfiuji vyndlezcim predpovédét, Ze ¢isty . EtxB,
CtxB a VtxB, stejné& jako jind ¢inidla jsou schopny vazat se na
GM1 nebo Gb3 nebo napodobovat uU¢inky navazdni. Tato &inidla je
mo¥né pouZit ve vakcin& jako imunomoduldtory p¥i profylakticke
a terapeutické vakcinaci proti infekci HSV-1, stejné jako
jinych infekci, jejichz prevence nebo 1éc¢ba vyplyva

z imunomodulace typu uvedenych shora v textu.

Stimulace imunitni odezvy

EtxB, CtxB, VtxB a jind <&inidla schopna vdzat se nebo
napodobit u&inky navézéni na GM1 nebo Gb3 jsou schopny plsobit
jako imunomoduldtory a stimulovat specifické imunitni odezvy

na imunizaci antigenem.

Vzhledem k prvnimu aspektu vyndlezu, vynadlez popisuje

pouzZiti:

(i) EtxB, CtxB bez celého toxinu,

(i) &inidla, které Je Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a
vykazuje GM1 vazebnou aktivitu, nebo ¢inidla,
které je jiné neZ VtxB a vykazuje Gb3 vazebnou
aktivitu nebo

(iii) ¢inidla vykazujiciho uc¢inek na nitrobunéény

signaliza&ni jevy zprostfedkované GM1 navazanim
nebo Gb3 navazanim,
jako imunomoduldtoru vhodného pro vakcinu proti infek&nimu
onemocnéni. '
Vzhledem k druhému aspektu vyndlezu, vynalez popisuje
vakcinadni ptipravek vhodny pro pouZiti proti infekénimu
onemocn&ni, kdy infek&ni onemocnéni je zpusobeno infekénim
¢inidlem, kde vakcinacéni prostfedek obsahuje antigenni
determinantu a imunomoduldtor vybrany ze skupiny zahrnujici:
(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,
(1i) &inidlo, kterym neni EtxB nebo CtxB a které

vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidlo,
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kterym neni VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(iii) ¢inidlo vykazujici uc¢inek na nitrobunécéné
signalizadni jevy zprostfedkované navazanim na GM1
nebo Gb3,

kde uvedené antigenni determinanta je antigenni

determinanta uvedeného infek&niho c¢inidla.

Antigen a imunomoduldtor se mohou vazat. Mohou byt
napr¥iklad spojeny kovalentné nebo geneticky za vzniku jediného
G&inného &inidla. Ve specifickém provedeni vyndlezu antigen a
imunomoduldtor se mlzZe chemicky kombinovat. Antigen a
imunomodulator se maze spojit chemicky za pouziti
heterobifunk&niho sitovadla. Ve v&t3iné& aplikaci uvedeného
aspektu podle vyndlezu se preferuje oddélend aplikace (pfi
které antigen a imunomoduldtor neni spojen), protoZe to

umozfiuje odd&lenou aplikaci ruznych casti.

Vynadlez dale popisuje sadu vhodnou pro Vakcinaci savce,
jako je &lovék nebo zvite, proti infek&nimu onemocnéni, ktera
zahrnuje:

a) jedno z nasledujicich &inidel:

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidlo jiné neZ EtxB nebo CtxB, které ma& GM1
vazebnou aktivitu nebo &inidlo jiné nez je VtxB,
které vykazuje Gb3 vazebnou aktivitu nebo

(iidi) ¢inidlo vykazujici uc¢inek na nitrobunécné
signalizac¢ni jevy zprostfedkované navadzénim na GMl
nebo Gb3 a

b) antigenni determinantu, ktera je antigenni

determinantou infek&niho onemocnéni, kterd je vhodna

pro spole&nou aplikaci s uvedenym vakcinacénim

imunomoduldtorem.
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Vakcina&ni prosttedek a sada podle vyndlezu se miZe pouzit
pfi profylaktické a terapeutické vakcina¢ni metodé, kde
,profylakticka vakcina“ se aplikuje zdravym Jjedincim, aby
do3lo k prevenci vyvoje onemocnéni a ,terapeutickd vakcina“™ se
aplikuje jednotlivcim s existujici infekci, aby se omezila
nebo minimalizovala infekce nebo se odstranily

imunopatologické jevy onemocnéni.

C¢inidla jako je EtxB vykazuji kapacitu zménit podstatu
imunitni odezvy po té, co se objevi infekce. Terapeuticka
vakcina (to Jje vakcina, kde neni nutné, aby obsahovala
antigen) obsahujici takové <¢inidlo mlZe najit uplatnéni

zv148té v okolnostech, kdy dimunitni odezva selhala pfi boji

D«

s infekci. Tato vakcina se mbZe =zvladté pouZit pri 1écb
chronického onemocné&ni, napfiklad onemocné&ni, kdy kauzativni
agens se vybralo =ze skupiny zahrnujici virus herpes, virus

hepatitidy, HIV, TB a parazity.

Ddle wvyndlez popisuje zplisob  prevence nebo 1écby
onemocnéni hostitele, pricemz uvedeny zplsob zahrnuje
inokulaci uvedeného hostitele vakcinou, kterd obsahuje alespon
jednu antigenni determinantu a imunomodulator, kde
imunomoduldtor je

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidlo jiné neZ EtxB nebo CtxB, ktere vykazuje

GM1 vazebnou kapacitu nebo &inidlo Jjiné neZ Je
VtxB a vykazuje Gb3 vazebnou kapacitu nebo

(iii) &inidlo, které vykazuje ucCinek na nitrobunééné

signaliza&ni jevy zprostredkované navazanim na GMI1

a Gb3.

Vakcina se muZe balit tak, aby byla vhodnad pro ko-aplikaci
a miZe se aplikovat Ffadou ruznych zplsobl, jako Je
intranazalni, oralni, intravaginalni, uretralni nebo o¢éni

aplikace. V soulasné dobé se preferuje intranazalni imunizace.
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V ptipadé, Ze vakcina se aplikuje intranazdlné, mlZe se

aplikovat jako aerosol nebo v kapalné formé.

Antigenni determinanta a imunomoduldtor se muZe aplikovat

subjektu jako jedind davka nebo vice davek.

Imunomoduldtor, vakcina, sada a zpasob podle vyndlezu se
mohou pouzZit proti onemocnéni, kde infekcni agens Jje <clenem
rodiny viru herpes. Infekéni <&inidlo se miZe vybrat ze skupiny
zahrnujici HSV-1, HSV-2, EBV, VZV, CMV, HHV-6, HHV-7 a HHV-8.
Timto infekdénim c¢inidlem je HSV-1, HSV-2, CMV nebo EBV.

V tomto provedeni vyndlezu antigenni determinanta produktu
stfedné Casného, ¢asného nebo pozdniho genu (naptiklad
povrchového glykoproteinu) viru herpes. JestliZe infekéni
&inidlo je HSV-1 nebo HSV-2, pak antigenni determinanta maZe
byt antigenni determinantou genového produktu vybraného
z nasledujici skupiny: gD, gB, gC nebo transkriptu spojeného

s latenci (LAT).

JestlizZe infekéni ¢inidlo je EBV, pak antigenni
determinanta miZe byt antigenni determinanta gp340 nebo gp350
nebo latentni protein (nap¥iklad EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C a -LP,
LMP-1, -2A a 2B nebo EBER).

V jiném provedeni vyndlezu se vakcina, sada -a zpusob
pouzivaji proti onemocné&ni, kde infekénim agens je virus

chtfipky.

V tomto provedeni vyndlezu antigenni determinantou je

virovy obalovy protein (napriklad hemaglutinin a
neuraminidéza) nebo vnitfni protein (nap¥iklad Jjaderny
protein).

V tomto provedeni vyndlezu imunomoduldtor, vakcina, sada a
zplisob se pouzivaji proti onemocnéni, kde infek&ni agens je

virus parainfluenza.
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V daldim provedeni vynédlezu imunomodulator, vakcina, sada
a zpusob se pouZily v pripadé onemocnéni, kde infekénim agens

je respiradni syncytiadlni virus.

V daldim provedeni vynalezu se imunomodulator, vakcina,
sada a zpusob pouzily p¥i onemocnéni, kde infek&ni agens Jje
virus hepatitidy. Infek&ni agens se vybralo napfiklad ze
skupiny zahrnujici hepatitidu A, B, C a D. Infek&ni agens muzZe

byt zvladté& hepatitida A nebo C.

V daldim provedeni vynédlezu se imunomoduléator, vakcina,
sada a zplsob pouZily v pEipadé meningitidy, kde infek&ni
¢inidlo se vybralo ze skupiny zahrnujici Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae type B and Streptococcus

pneumoniae.

V dalsim provedeni vynalezu se imunomodulétor, vakcina,
sada a zpusob pouZily proti onemocnéni pneumonia nebo infekce
dychacich cest, kde infek&ni agens se vybralo ze skupiny
zahrnujici mikroorganizmy Streptococcus pneumoniae, Legonella

pneumophila and Mycobacterium tuberculosis.

V dalsim provedeni vynalezu se imunomodulator, vakcina,
sada a zptsob pouzily proti pohlavnim nemocim, kde infekéni
agens se vybralo ze skupiny zahrnujici Neisseria gonnorheae,

HIV-1, HIV-2 and Chlamydia trachomatis.

V daldim provedeni vynalezu se imunomoduldtor, vakcina,

sada a zpusob pouZily pIi onemocn&ni traviciho traktu, kde

infekéni agens se vybralo ze skupiny zahrnujici
enteropatogenni, enterotoxické a enteroinvazivni E. coli,
rotavirus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,

Helicobacter pylori, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni and

Vibrio cholerae.
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Jestlise se infekéni agens vybralo ze skupiny zahrnujici
enteropatogenni, enterotoxické, enteroinvazivni,
enterohemoragické a enteroagregaéni E. coli, pak antigenni
determinantou miZe byt antigenni determinanta bakteridlniho

toxinu nebo adhezivniho faktoru.

V daldim provedeni vynalezu se imunomodulator, vakcina,
sada a zpUsob pouZily pfi superficidlni infekci, kde infekéni
agens se vybralo ze skupiny zahrnujici Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes a Streptococcus mutans.

V dalsim provedeni vynalezu se imunomoduldtor, vakcina,
sada a zplusob pouzily p¥i onemocnéni zplisobené parazity, kde
infek&ni agens se vybralo ze skupiny zahrnujici malédrii,
Trypanasoma spp., Toxoplasma gondii, Leishmania donovani a

Oncocerca Spp. .

Stimulace sliznié&ni imunitni odezvy

EtxB, CtxB, VtxB a Jjinad agens schopna vazat se nebo
napodobovat U¢inky navazani na GMl nebo Gb3 jsou schopny
specificky pozitivné regulovat produkci slizniénich

protilatek.

Vakcinadni imunomoduldtor, vakcina&ni prost¥edek a sada
podle vyndlezu jsou zv145td& ulinné p¥i onemocnéni, kde ochrana
proti onemocn&ni nebo lécbé Je ovlivnéna in vivo slizniéni
imunitni odezvou. Nap¥iklad p¥i onemocné&ni, p¥i kterém béhem
infekce se infek&ni agens véZe na sliznici nebo ji kolonizuje.
P¥iklady takového onemocnéni Je onemocnéni zpusobené viry
(HIV, HSV, EBV, CMV, virus ch¥ipky, spalniékovy virus, virus
priudnic, rotavirus atd.) nebo bakteriemi (jako Jje E. coli,
Salmonella, Shigella, Chlamydia, N. gonnorhoea, T. pallidium,
druh Streptococcus, které zahrnuji ty, jenz zpusobuji zubni

kazy) nebo jsou zplsobené parazity.
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V preferovaném provedeni vynalezu se pouZzije vakcina proti

infekci HSV-1 obsahujici alespoifi jednu HSV-1 antigenni

determinantu

(1)

(11)

(11d)

a imunomodulédtor, kde imunomoduldtorem je:

FEtxB, CtxB bez celého toxinu,

&inidlo, které Je Jjiné neZz EtxB nebo CtxB a
vykazuje GM1 vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidlo,
které je jiné neZ VtxB a vykazuje Gb-3 vazebnou
aktivitu nebo

¢inidlo vykazujiciho ucinek na nitrobunécné
signaliza&ni jevy zprostfedkované GM1 navazanim

nebo Gb3 navazanim.

Upfednostiiuje se, aby imunomoduldtor byl EtxB.

V preferovaném provedeni vynalezu se pouzivd sada vhodnéa

pro vakcinaci savcd proti HSV-1, kterd obsahuje:

a) vakcina&ni imunomodulétor, kterym je:

(1)

(11)

(iii)

EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

&inidl0, které Je Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a
vykazuje GM1 vazebnou aktivitu, nebo ¢inidlo,
které je jiné neZ VtxB a vykazuje Gb-3 vazebnou
aktivitu nebo

¢inidlo vykazujiciho ucinek na nitrobunédné
signaliza&ni Jjevy zprostfedkované GM1 navazénim

nebo Gb3 navazanim a

(b) alespofi jednu antigenni determinantu HSV-1 vhodnou pro

spolecnou aplikaci s uvedenym vakcinaénim

imunomodulatorem.

Vyndlez déle popisuje pouzitil

(1)

(11)

EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

&inidla, které dje Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a
vykazuje GM1 vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidla,
které je jiné neZ VtxB a vykazuje Gb-3 vazebnou

aktivitu nebo

1. som gt
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(1ii) ¢inidla vykazujiciho ucinek na nitrobunécny
signalizaé&ni Jjevy zprostfedkované VGMl navadzanim
nebo Gb3 navazénim

p¥i pozitivni regulaci produkce protilatek na povrchu sliznic.
Produkce sérovych protilatek, které nefixuji komplement se
mohou také regulovat negativnim zpusobem. Upfednostiuje se,

kdy? se S-IgA produkuje v souladu se zplsobem podle vynalezu.

Imunomodulator, vakcina, sada a zpisob podle vynalezu se
mohou pouZit ve spojeni s jednou nebo vice antigennich

determinant.

Negativni regulace patologickych komponentu imunitni odezvy.
Také se zjistilo, Ze, kdyZ se pouzil <&isty EtxB jako
imunomoduldtor popsanym zpUsobem, tak se zabréanilo nic¢ivym
a&inkam odezvy spojené s Th2, jako je tvorba velkého mnozstvi
potenciondlné patologickych IgE. Navzdory tomu imunitni odezva
vyvolana pouzitim EtxB (nebo CtxB nebo VtxB) jako
imunomoduldtoru se jevi vhodnd pro vyvolani cytokin@l spojenych
s Th2. Jinymi slovy EtxB (nebo CtxB) vyvolava posun z odezvy
typu Thl na typ ThZ2. To umoZhiuje predpovidat, Ze Cisté EtxB,
CtxB nebo VtxB stejné jako jina <&inidla schopnad vazat se nebo
napodobovat u¢inky navazadni na GM1 nebo Gb3 budou schopna
negativné& regulovat patologické komponenty imunitni odezvy

spojené s aktivaci Thl a ThZ.

Vyndlez dale popisuje pouZiti

(i) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(11) &inidla, které Je Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a
vykazuje GM1l vazebnou aktivitu, nebo ¢inidla,
které je jiné neZ VtxB a vykazuje Gb-3 vazebnou
aktivitu nebo

(iid) ¢inidla vykazujiciho ucinek na nitrobunécny
signalizaéni Jjevy zprostfedkované GM1 navazanim

nebo Gb3 navazanim a

BT NS St il
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p¥i negativni regulaci patologickych komponentd imunitni
odezvy spojené s Th2. Patologické komponenty imunitni odezvy

spojené s Thl se mohou také negativné regulovat.

Je znémo, Ze EtxB a CtxB se véZe na GMl a vyvoléava
diferencialni 0&inky na populaci lymfocytt, které =zahrnuji
specifickou depleci CD8+T bunék a spojenou aktivaci bunék B
(WO 97/0204). ProtoZe se wuvazuje, Ze EtxB a CtxB méni
rovnovadhu imunitni odezvy tak, Ze reakce spojené se zané&tlivym

Thl se negativn® reguluji =zatimco odezvy spojené s Th2 se

regquluji pozitivné. Odezva Thl =zahrnuje vyluc¢ovani  yIFN
aktivovanymi bufikami, coZ vede k aktivaci makrofidgt a oddaleni
reakci hypersenzitivniho typu. Takové odezvy mohou byt
diileZitym patologickym jevem béhem infekci fadou patogent.
Odezvy Th2 =zahrnuji aktivaci T bunék, aby dosSlo k produkci
cytokint, Jjako je IL-4, 1I1-5, I1-10 a jsou zndmy tim, Ze

podporuji vyludovéni velkého mnoZstvi protilatek, zvlasté IgA.

Pak se prekvapivé zjistilo, Ze kdyZ se jako imunomodulator
pouzivé EtxB popsanym zpusobem, predchazi se Skodlivym u¢inkim
odezvy spojené s Th2, jako Jje vytvofeni velkého mnozstvi
potenciondln& patologického IgE. Proto EtxB a CtxB jsou
schopny negativné& regulovat patologické komponenty spojené
s aktivaci Thl a Th2. Takové odezvy se méni, aby se dosahlo
vysoké produkce sérovych protilatek, které nefixuji

komplement, a produkce IgA na povrchu sliznic.

Pou¥iti &inidla v souladu s predm&ty vyndlezu Jje zvlasté
pouZitelné p¥i terapeutické vakcinaci onemocnéni, kde jsou
zahrnuty imunopatoligické mechanizmy. Priklady takovych

onemocné&ni jsou HSV-1, HSV-2, TB a HIV.

8inidla, jako je EtxB, se mohou pouZit soulasné Jjako
imunomodulator a terapeutické ¢inidlo. Napfiklad pri

onemocné&ni, kde djsou zahrnuty imunopatoligické mechanizmy,
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pouziti ¢&inidel, které jsou zahrnuty ve vakciné, jako je EtxB
nebo CtxB mohou zplsobovat ne pouze omezeni infekce, ale také
odstranuji patologické procesy onemocnéni. Imunomodulacni
¢inidlo tak plsobi jak profylakticky tak terapeuticky.
Ptiklady infekci, kde vakcinace timto zplsobem Je proto
pravdépodobné zvlasté vyznamnd, zahrnuje onemocnéni zplsobené

virem herpes simplex, patogeny tréavicich a dychacich cest.

Imunomodulace zplUsobu zpracovani antigenu
a) prodlouZend prezentace

Také se zjistilo, Ze kdyZ se EtxB (nebo CtxB nebo VtxB)
pouZije Jjako imunomodulator, =zméni se pohlceni antigenu a
zplsob Jjeho zpracovani. Pfitomnost podjednotky B zplUsobuje
prodlouZenou prezentaci, pravdépodobné zménou drdhy uvnitz
bunék, které prezentuji anfigen tak, Ze rozklad antigenu je
oddadlen a proto pretrvdvd po del3i ¢&asovy usek. Tento rys
prezentace podjednotky B spojené s antigenem znamena, Ze
vakciny obsahujici ¢&inidlo podle wvyndlezu zvy3i odolnost

antigenu a to vede k trvalé imunologické paméti.

Vyndlez dale popisuje pouZiti:

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(11) ¢inidla, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidla, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(1ii) ¢inidla vykazujici ucinek na nitrobunécné
signalizadni jevy zprostfedkované navazédnim na GMI1
nebo Gb3,

jako imunomoduldtoru ve vakciné, aby se prodlouZila

prezentace antigenu a u savce vznikla trvala imunologicka

pamét.
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Vynalez popisuje vakcina&ni prostfedek, ktery Jje vhodny
pro pouZiti proti infekénimu onemocnéni, které obsahuje
antigenni determinantu a imunomoduldtor vybrany z

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(1i) &inidlo, které Jje Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(1ii) ¢inidlo vykazujici u¢inek na nitrobunécéné

signalizadni jevy zprostfedkované navéazanim na GMI1

nebo Gb3,
kde uvedené antigenni determinanta je antigenni
determinantou uvedeného infekéniho onemocnéni a kde

imunomoduldtor prodluzZuje pritomnost antigenni determinanty a

dadva vzniku trvalé imunologické paméti.

b) nitrobunécné cileni antigenu do dré&hy spojené s MHC-I nebo
MHC-TI

Jak se uvadi shora v textu, imunomoduldtor a antigen miZe

byt v terapeutické nebo profylaktické vakciné& geneticky nebo

kovalentné& vazan za vzniku Jjediného u&inného ¢&inidla. Zjistilo

se, Ze je moZné Fidit antigen do riznych Casti bunék a proto

je moZné doséhnout ruznych drah prezentace antigenu zménou

vazby antigenu na imunomodulétor.

Spojenim antigenu nebo antigenni determinanty S
imunomoduldtorem v jisté dréze, Jje moZné dosdhnout translokaci
antigenu pfes endozomdlni membrdnu do cytozolu. Predpovédélo
se, e to bude zvySovat naneseni antigennich peptidd na
molekuly MHC t¥idy I. PouZiti konjugdtu antigen-imunomodulator
se mbZe proto pouZit, aby se specificky zvySila aktivace
cytotoxickych C bun&k (CTL). Indukce CTL Jje vyhodné pfi
prevenci a 1é&b& Frady onemocnéni zvlasté téch, které Jjsou

zpisobeny viry, nitrobuné&nymi bakteriemi a parazity.
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Spojeni konjugdtu antigen-imunomodulator je moZné také

vybrat tak, Ze antigen je zaveden do jadra.

Vyndlez déle popisuje konjugadt, ktery obsahuje antigen
nebo antigenni determinantu a imunomodulator vybrany z

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) ¢inidlo, které Jje jiné EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(1ii) &inidlo vykazujici ucinek na nitrobuné&éné
signalizaéni jevy zprostfedkované navazinim na GM1

nebo Gb3.

Vynadlez dale popisuje vakcinaé¢ni prostfedek, ktery Je
vhodny p#i pouZiti proti infekénimu onemocnéni, kde infekéni
onemocnéni je zplisobeno infekénim ¢inidlem. Vakcinaéni
prosttredek obsahuije konjugat antigenu nebo antigenni
determinanty a imunomodulatoru vybraného v4

(i) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(11) &inidlo, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo &inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(iii) ¢inidlo vykazuijici uc¢inek na nitrobunééné
signalizaé&ni jevy zprostfedkované navazanim na GMI
nebo Gb3,

kde uvedeny antigen nebo antigenni determinanta je antigen

nebo antigenni determinanta uvedeného infeké&niho &inidla.

Antigen nebo antigenni determinanta je spojena
s imunomodulatorem rtznymi zplsoby, které zahrnuji genetické
spojeni nebo chemickou konjugaci. V preferovaném provedeni
vyndlezu Jje konjugdt fluzni protein pfipraveny genetickou

vazbou antigenu nebo antigenni determinanty
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s imunomoduldtorem. UpFrednostiiuje se, aby se antigen nebo
antigenni determinanta geneticky spojila s C-koncem
imunomodulatoru. Ve druhém preferovaném provedeni vynalezu
antigen nebo antigenni determinanta Jje chemicky spojena
s imunomodulé&torem. Upfednostiiuje se, aby antigen nebo
antigenni determinta se spojila s imunomoduldtorem za pouZiti
zesitovaciho ¢inidla se dvémi funkcemi, Jjako 'je
heterobifunké&ni sitovadlo. Vice se preféruje, aby sitovadlo
byl ester N-y(-maleimido-butyroxyl)-sukcinimidu (GMBS) nebo N-
sukcinimidyl- (3-pyridyl-dithio)-propionéat (SPDP) . Vakcinacni
prostfedek se muZe aplikovat fadou ruznych cest, jako je
intranazalni, orédlni, intravaginalni, uretdlni nebo odéni.

Preferuje se intranazalni imunizace.

Vynalez dale popisuje pouZiti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(1i) &inidlo, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo &¢inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(1ii) ¢inidlo vykazujici G&inek na nitrobunédné
signaliza&ni jevy zprostfedkované navazanim na GM1
nebo Gb3,

v konjugdtu s antigenem nebo s antigenni determinantou za

G&elem zavedeni uvedeného antigenu nebo antigenni determinanty

do cytozolu nebo jadra buriky, kterd prezentuje antigen.

Vynadlez popisuje pouZiti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidlo, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou

aktivitu nebo
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(111) ¢inidlo vykazujici ucinek na nitrobunécné
signalizad&ni jevy zprostfedkované navazénim na GM1
nebo Gb3,

v konjugadtu s antigenem nebo antigenni determinantou za

G&elem zesileni prezentace uvedené antigenni determinanty nebo
antigenni determinanty ziskané z uvedeného antigenu molekulami

MHC t¥idy I.

Preferované pouZiti konjugdtu podle vyndlezu je pouZiti
v kombinaci s pouZitim <&inidla podle vyndlezu =za Ucelem
stimulace silné odezvy CTL a pozitivni regulace produkce
slizni&nich protildtek. Tato aktivita je =zvlasté pouZitelna
pfi prevenci a 1é&bé& virovych infekci, jako Je napfiklad

chripka.

EtxB je preferovany imunomodulétor

Uvazuje se, Ze EtxB a CtxB vykazuji podobné vlastnosti.
Ziistilo se v8ak, Ze rEtxB je silnéjSim a GCinnym modulatorem
ve srovnani s rCtxB. ProtoZe preferovanym imunomodulétorem je

EtxB nebo &inidlo, které napodobuje ucinky EtxB.

EBV

EBV je jeden =z osmi znamych lidskych herpesovych viru.
Infekce se obvykle objevuje v raném détstvi, ale klinické
symptomy jsou v tomto stédiu obvykle slabé nebo nejsou
detekovatelné. Primdrni infekce EBV Jje ©pozdéji v Zivote
spojena s infek&ni mononuklebézou (IM), kterd je druhym nejvice

astym onemocné&nim v USA v dobé& dospivéni. EBV vykazuje také

onkogenni potencial. Existuje silna vazba mezi EBV a
endemickym Burkitovym lymfomem  (BL) a nediferenciovanym
nazofaryngedlnim karcinomem (NPC). Také velkd <cast lymfomd,

které se objevuji u imunokompromitovanych pacientd Jsou
zpusobeny EBV a existuje vztah mezi Jjistymi Hodgkinovymi

lymfomy a EBV.
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Buiiky latentné infikované EBV exprimuji malé mnoZstvi tzv.
,latentnich® proteinfi. Uvedené latentni proteiny zahrnuji Sest
jadernych proteind (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3¢ a-1Lp), tri
integrované membranové proteiny (LMP-1, 2A a 2B) a RNA
ziskanou z nepolyadenylovaného viru (EBER) s ur&itou roli pri

sestfrihu RNA.

EBV latentni membranovy protein 1 (LMP-1) Jje p¥itomen
v plazmatické membrané infikovanych bunék. Také se exprimuje
v nazofaryngeédlnich karcinomech (NPC) a Hodgkinovych
lymfomech, které jsou EBV pozitivni (HD), coZz indikuje ulochu
LMP-1 p¥i vyvoji té&chto naddorl. Gen LMP-1 miZe zménit fenotyp
neinfikovanych  buné€k, coZ zpusobuje  pozitivni regulaci
aktivaénich markerl na povrchu bunky, coz podporuje
proliferaci bun&k. LPM-1 miZe také zménit signalizac¢ni dréhy a
ma antiapoptické uc¢inky. Buné&cna imunitni odezva fizend proti
tomuto virovému antigenu se nespojuje s Zadnym zdravym nosicem

nebo s pacienty s nadory.

Bada zvitecich virQ zahrnuje mechanizmy, které umoZnuji
zabranit jejich  odhaleni imunitnim systémem hostitele.
V b&fném pripad® tento mechanizmus zahrnuje interferenci
peptidovym translokadnim systémem spojenym s TAP. UvaZuje se,
e EBV vykazuje podobné mechanizmy, Jjak predejit detekci
imunitnim systémem, coZ umoZiiuje jeho pretrvavani v hostiteli.
To vysvétluje, pro¢ Jjisté bunélné imunitni odezvy nejsou
detekovatelné EBV latentnim proteinem EBNAl a zjevnou absenci

takové imunitni odezvy proti LMPL.

Vynalez déle popisuje vakcinaéni prostfedek, ktery dale
obsahuije

a) jedno z nasledujicich &inidel:

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidlo, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které

vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo ¢inidlo, které

= g p e
—
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je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo
(1ii) ¢inidlo vykazujici uc¢inek na nitrobunéé&né
| signalizaéni jevy zprostfedkované navédzanim na GM1
nebo Gb3,
b) antigen EBV vhodny pro pouziti pEi 1écbé a/nebo

prevenci onemocnéni spojené s EBV.

V urditém vakcinadnim prost¥edku podle vynalezu Jsou
zahrnuty EtxB, CtxB nebo ¢&inidlo, které je jiné nez EtxB nebo

CtxB, které vykazuje GM1 vazebnou aktivitu.-

Vyndlez déale popisuje terapeuticky prostfedek, Kktery

obsahuje:

(i) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidlo, které je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu nebo &inidlo, které
je jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou
aktivitu nebo

(iii) ¢inidlo vykazujici Gcinek na nitrobunécné

signaliza&ni jevy zprostfedkované navdzanim na GMI1
nebo Gb3,
pfidemz uvedeny terapeuticky prosttedek se pouZije pfi

1é3b& onemocnéni spojeného s EBV.

Vynadlez dale popisuje terapeutickou kompozici podle
vynadlezu, ktera obsahuje EtxB, CtxB nebo <inidlo, které se

1i%%1 od EtxB nebo CtxB a které vykazuje GMl-vazebnou aktivitu.

Na z&aklad® znalosti, Ze EtxB se spojuje s LMP1 a Ze EtxB
podporuje fragmentaci LMP-1 se vyslovila teorie, Ze EtxB (a
jin& &inidla podobna CtxB vykazujici vazebnou aktivitu GMI) je
pouzitelny pfi stimulaci anti-EBV imunitni odezvy. Tato
aktivita nachéazi uplatnéni ve vakcinéch, kde brani onemocnéni
spojené s EBV a zajistuje lécbu v pripadé, Ze dojde

k onemocnéni.
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V&¥i se, Ze v pripad&, Ze EtxB se spojuje s LMP-1, antigen
se zpracovavid odliZnym nitrobunéénym zplsobem, ktery umoznuje
antigenu projit normalnim zpUsobem zpracovani, ktery Je
blokovadn virem. Antigen se tak udinné& prezentuje na povrchu
bufiky. Pusobeni EtxB tak mohou zpGsobovat r0zné epitopy
antigenu, které jsou pfitomny na povrchu bunky. Tyto epitopy
se mohou 1lidit od epitopd, které jsou p¥itomny na povrchu

buiiky v pfipadé, Ze se zpracovavajl béZnou cestou.

Vakcina podle vynadlezu se miZe pouzit p¥i prevenci infekce
zptisobené EBV nebo vyvojem onemocnéni spojeném s EBV u jedinct
infikovanych EBV. Vakcina miZe také obsahovat oddélené
adjdvans nebo &inidlo (jako je EtxB nebo CtxB), které mize

pusobit jako adjuvans.

C¢inidla podle vyndlezu se mohou podle vynalezu pouzit
samotna (to znamend bez antigenu) pfi 1é&bé onemocnéni spojené

s EBV v pripadé&, Ze subjekt uZ onemocnel.

Preferovanym c&inidlem vhodnym pro pouziti podle vynalezu

je EtxB.

EBV antigen Jje antigen odvozeny od samotného EBV nebo
antigen, ktery exprimuji hostitelské bunky infikované EBV
pisobenim EBV. Upfednostiiuje se, aby antigen byl latentni
membrinovy protein EBV. Zvlasté se preferuji antigeny LMP-1,
LPM-2A, LPM-2B a EBNA-1, stejné& jako Jejich antigenni
fragmenty. Antigen se muZe izolovat pfimo z bun&k infikovanych
EBV nebo se mohou p¥ipravit syntetickym nebo rekombinantnim

zplsobem.

Dile vynalez popisuje 1lé&bu a/nebo prevenci nadsledujicich
onemocnéni: infekéni mononukledzu, Burkittlv lymfom,

nazofaryngedlni karcinomy a Hodgkinovy lymfomy. V&ri se, zZe

.
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vynalez je vhodny pro lécbu a/nebo prevenci nazofaryngedlnich

karcinomii a Hodgkinovych lymfoma.

Vakcina nebo terapeutickd kompozice podle vyndlezu se mlZe
pouZit p¥i prevenci vyvoje nebo 1lécby onemocnéni spojené s EBV

u savce, aplikaci imunologicky U¢inného mnoZstvi subjektu.

Savec miZe byt napfiklad zdravy Jjedinec infikovany nebo
neinfikovany EBV, imunodeficitni jedinec nebo jedinec

s onemocnénim spojenym s EBV.

Vakcina se mbZe aplikovat libovolnym vhodnym =zplUsobem.
¢inidlo .a antigen se mohou aplikovat savci spoledné nebo
oddélené. {Cinidlo a antigen se mohou vyskytovat oddélené nebo
mohou byt vazany napfiklad kovalentné nebo geneticky za vzniku

jediného u¢inného &inidla.

Signalizace spojend s GM-1 a Gb-3

V&ri se, Ze navazani GM1 nebo Gb3 miZe vést k nitrobuné&cné
signalizaci p¥imo nebo nepfimo. Také se na3el dbkaz, ktery
naznacuje, ze EtxB interaguje s alespon jednim  jinym
receptoremn, ktery se podili na nitrobun&éné signalizaci
spojené s GM1l. MuZe dojit k tomu, Ze navazani EtxB (nebo CtxB)
na GM1 umoZfiuje navazadni na protein, ktery  zpusobuje
nitrobun&dnou signalizaci. Je zndmo, které procesy mohou
zplisobit nitrobun&fnou signalizaci. MaZe to byt fosforylace
GM1 nebo proteinu. V pfipadé, Ze EtxB/CtxB se vazZe na GM1,
ktery se nachdzi na povrchu buneék, navazany GM1  se
internalizuje do vesiklld (Williams et al (1999) Immunology
Today 20, 95-101). GMl a jiné glykolipidy (jako je Gb3) jsou
znamy  tim, e se prednostné nachézeji v  ,membranovych
tépech", kde se také nachdzeji klicové proteinové receptory.
Je proto mo#né, Ze internalizace GM1, coZ je vysledek navazani
B-podjednotky, zplisobuje spojeni takovych proteint, coZ vede

ke zprosttredkovani nitrobunéénych signalizacénich jevl.
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Definice

Adjuvans Jje sloucenina, kterd  nespecificky zvySuje
imunitni odezvu na antigen, <&imZ se 1i31 od nosice vakciny,
divodem Jje cileni antigenu na poZadované misto. Termin
,imunomodulator® se pouZije pro indikaci &inidla, které pusobi
jako adjuvans, aby stimuloval jistou imunitni odezvu, ale

které také 7idi imunitni odezvu do urc¢itého sméru.

Termin ,spole&nad aplikace“™ se pouZiva v pfipadé@, Ze misto
a &as aplikace antigenu a imunomodulatoru jsou takové, Ze se
stimuluje nezbytnd imunitni odezva. Zatimco antigen a
imunomoduldtor se miZe aplikovat ve stejny okamZik a na
stejném mist&, miZe byt vyhodné aplikovat antigen Vv odlidném
Gase a/nebo na odli3né misto ve srovnadni s imunomodulatorem.
Antigen a imunomoduldtor se miZe aplikovat spolu s prvnim
krokem pak se miZe imunitni odezva podpofit v druhém kroku

aplikaci samotného antigenu.

Termin ,antigenni determinanta“ znamend misto na antigenu,
které rozeznavaji protildtky nebo receptor T-bunky. Pfrednostné
jde o kratky peptid ziskany z proteinového antigenu nebo jako
jeho &ast, termin se vS8ak také zahrnuje glykopeptidy a
sacharidové antigenni determinanty. Termin také =zahrnuje
upravené sekvence aminokyselin nebo sacharidd, které stimuluji

odezvy, které rozeznadvaji cely organizmus.

Existuje fada znédmych metod, kterymi je mozZné
identifikovat antigenni determinanty v pripadé daného

infek&niho agens.

Potencionadlni ochranné antigeny se mohou identifikovat
zesilenim imunitni odezvy v infikovanych pacientech nebo u
rekonvalescentti, u infikovanych zvifat nebo rekonvalescentt
nebo monitorovanim imunitni odezvy in vitro na pIipravky

obsahujici antigen. NapZfiklad
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vzorky sér od infikovanych nebo rekonvalescentnich
pacient® nebo infikovanych nebo rekonvalescentnich
zvitat se mohou testovat proti lyzAatdm celych bunék
infek&nim agens nebo 1lyzaty bunék infikovanych
uvedenym ¢inidlem standardnimi metodami westernova
p¥enosu, aby se detekoval antigen(y) rozeznavané
imunitnim sérem.

vzorky sér z infikovanych nebo rekonvalescentnich
pacientll nebo infikovanych nebo rekonvalescentnich
zvifat se mohou testovat proti casteéné nebo vysoce
¢isténym antigenum, které bochézeji z infek&niho
agens, nebo lyzaty bunék infikovanymi uvedenym agens,
standardni metodou testu ELISA, kde <&&steCné& nebo
vysoce ¢i3té&né antigeny se pouzZivaji k potaZeni
prohlubni na mikrotitradnich destic¢kdch nebo pomoci
imunoblotovani pro detekci téchto antigenu, které
jsou rozezndvany imunitnim sérem.

vzorky séra =z infikovanych nebo rekonvalescentnich
pacient®i nebo infikovanych nebo rekonvalescentnich
zvitat se mohou testovat proti lyzatim celych bunék
ziskanych =z rekombinantnich expresivnich systémg,
kterd koéduji jeden nebo vice antigenl rozeznavanych
imunitnim sérem,

vzorky séra z infikovanych nebo rekonvalescentnich
pacientd nebo z infikovanych nebo rekonvalescentnich
zvifat se mohou testovat proti expresivni knihovnég,
kterd obsahuje klonované geny z infek&nich agens =za
pouziti imunodetekce prenosem kolonii za Ucelem
zjistit ty klony, které exprimuji antigeny nebo
jejich fragmenty pomoci imunitniho systému nebo

PBL z krve infikovanych nebo rekonvalescentnich
pacient® nebo PBL, bun&k miznich uzlin, bunék sleziny
nebo bunék lamina propria z infikovanych nebo

rekonvalescentnich zvifat se mohou kultivovat in
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vitro v pritomnosti <&astecné nebo zcela. €idténych
antigent ziskanych bud =z infeké&niho ¢&inidla nebo
lyzatd bunék infikovanych uvedenym <cinidlem nebo
rekombinantnim expresivnim systémem, ktery kdéduje
jeden nebo vice antigend tak, Ze detekuje specifické
proliferativni odezvy T bunék.

V jiném pfipadé je mozZné detekovat genové produkty, které
jsou podstatné pro pfeziti patogenlt in vitro jak se ukazuje
pomoci metody zna&ené mutageneze vyvinuté Holdenem nebo
detekci genovych produktd specificky indukovanych in vivo,
jako je IVET (technologie exprese in vivo), kterou vyvinui
Mekalanos, nebo diferencidlni fluorescenc¢ni indukci, kterou
vyvinul Falkow, identifikace sady gend mezi které patfi
potenciondlni ochranné antigeny. 2Za pouZiti té&chto metod se
mohou genové produkty testovat, jak se uvadi shora v textu.
Geny se mohou klonovat do expresivnich vektord a antigeny se
ziskaly z inkluze do vakcinaénich slouéenin spolu s ¢inidly,

které moduluji aktivitu spojenou s glykosfingolipidem.

zde existuje Ffada znadmych metod, které umoZnuji izolaci

antigent v ptripadé daného infekcéniho agens.

Povrchové komponenty infekéniho ¢&inidla obsahujici jeden
nebo vice potenciondlnich ochrannych antigend se mohou
extrahovat z agens nebo z bunék infikovanych agens za pouZiti
postupti, které umoZni =ziskdni antigend. To miZe =zahrnovat
pouziti metody porudeni bunék, pric¢emZz se lyzuji bunky, jako
je sonikace a/nebo extrakce detergentem. Centrifugace,
ultrafiltrace nebo sré&Zeni se mohou pouZit pfi pripravé
shrom&Zdénych antigenti. Pfipravky antigeni, které obsahujil
glykoproteiny HSV-1 se popisuji v publikaci Richards et al.,
(1998) J. Infect. Dis. 177, 1451-7, kde se nachézeji ptfiklady

takovych metod.
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~ Antigeny infek&niho ¢inidla nebo z bun&k infikovanych
uvedenym agens se mohou extrahovat rGznymi postupy, které
zahfnuji extrakci z mocCe, zasaditou nebo kyselou extrakci nebo
extrakci detergentem a se podrobi chromatografické separaci.
Materidal ziskany v mezerovém prostoru nebo pfi maximu eluce
obsahujici jeden nebo vice potenciondlnich ochrannych antigent

se miZe pouzit u vakcinacnich sloucenin.

V jiném p¥ipad®d geny, které kéduji Jjeden nebo vice
potenciondlnich ochrannych antigeni se miaZe klonovat do
rznych expresivnich vektort vhodnych pro produkci antigenu.
To mafe zahrnovat bakteridlni nebo eukaryontni expresivni
systémy. Jsou to napfiklad Escherichia coli, Bacillus spp.,
Vibrio spp., Sacarromyces cerevisiae, buné&né linie savch a
hmyzu. Antigeny se mohou =ziskat bé&Znou extrakci, separaci

a/nebo chromatografickymi postupy.

Terminy ,CtxB“, ,EtxB“ a ,VtxB“ zahrnuji pfirozené a
rekombinantni formy molekul. Zv1lasté se preferuje
rekombinantni forma. Rekombinantni forma molekuly se muZe

produkovat zpusobem, pfi kterém gen nebo geny kédujici
specificky polypetidovy feté&zec (nebo fetézce), ze kterého se
tvofi peptid, se za&leni do vhodného vektoru a pak se pouzZije
pfi transfekci vhodného hostitele. Napfiklad gen kédujici
polypeptidovy feté&zec, =ze kterého vznika EtxB se pak mizZe
za&lenit nap¥iklad do plazmidu pMN68, ktery se pak pouzije
k transfekci hostitelskych bun&k, Jjako je Vibrio  sp.60.

Protein se pak ¢&isti a izoluje fadou zplhsobu. Mutantni geny

exprimujici aktivni mutantni protein CtxB, EtxB nebo VtxB se

mohou produkovat zndmymi metodami z genu divokého typu.

Terminy ,CtxB“, ,EtxBY a VtxB také zahrnuji mutantni
molekuly a 7jiné syntetické molekuly (obsahujici ¢asti CtxB,
EtxB nebo VtxB), které si uchovavaji kapacitu napodobovat

ué¢inky navézani GM1 nebo Gb3.

S
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Sinidla jind& neZ je EtxB a CtxB, kterd si uchovavaji
vazebnou kapacitu a ¢inidla jind neZ VtxB, kterad si uchovavaji
vazebnou aktivitu Gb3 zahrnuji protilétky; které vazi GM1 nebo

Gb3.

V ptripadé produkce protilatek se razni hostitelé
zahrnujici kozy, kraliky, krysy, mysi atd se mohou imunizovat
injekci GMl nebo Gb3 nebo jejich libovolnym derivatem nebo
homologem. V zavislostl na specie hostitele mohou se za ucelem
zvySeni imunologické odezvy pouZit rGzn& adjuvans. Takové
adjuvans zahrnuji, ale nejsou omezeny na mineralni gely podlé
Freunda, jako je hydroxid hlinity a povrchové aktivni 1latky,
jako je lyzolecitin, pluronové polyoly, polyanionty, peptidy,
olejové emulze, hemocyanin prilipkovitych plza a dinitrofenol.
BCG (Bacilli Calmette-Guerin) a Corynebacterium parvum se

mohou pouZit jako lidska adjuvans.

Podle vynalezu se preferuji humanizované monoklonédlni
protildtky. Monoklondlni protildtky se mohou ptipravit za
pouziti metody, kterd je vhodnd pro produkci molekul
protildtek kontinuélni kultivaci buné&dnych 1linii. Metody
zahrnuji, ale nejsou omezeny na techniku hybrodomu, ktera se
popisuje shora v textu (Koehler and Milstein, 1975, Nature
256: 495-~497), techniku hybridomu lidskych B-buné&k (Kosbor et
al., (1983) Immunol. Today 4: 72, Cote et al., (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. 80: 2026-2030) a technika EBV-hybridomu (Cple
et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R Liss Inc., pp 77-96). Navic se mbZe pouZit metoda vyvinuté
pro produkci ,chimerovych protilatek®, sestfih gend mySich
protildtek na geny lidskych protilatek za vzniku molekuly
s vhodnou antigenni specifitou a biologickou aktivitou
(popisuje se v publikaci Morrison et al., (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. 81: 6851-6855, Neuberger et al., (1984) Nature 312:
604-608, Takeda et al., (1985) Nature 314: 452-454). V jiném
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pfipadé metoda pdpsané pro produkci protildtek s jednim

fet&zcem (US patent &. 4,946,779) se miZe upravit pro produkci
cilové interakéni Casti specifickych jednofetézovych

protilatek.

Protildtky se mohou produkovat indukci produkce'.na vivo
v populaci lymfocytl nebo testovanim knihovny rekombinantnich
imunoglobulind nebo panelt vysoce specifickych vazebnych
ginidel, jak se popisuje v publikaci Orlandi et al., 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci 86: 3833-3837 a Winter G and Milstein
C., 1991, Nature 3837 a Winter G and Milstein C., (1991),
Nature 349: 293-299.

Mohou se vytvofrit fragmenty protildtek, které obsahuji
specifickd vazebnad mista pro GMl nebo Gb3. Takové fragmenty
napfiklad zahrnuji fragmenty F(ab’),, které mohou vznikat
travenim molekuly protiladtek pepsinem a fragmehty Fab, se
mohou vytvorit sniZenim  mnoZstvi disulfidovych mastkl
fragment® F(ab’),. V jiném pPipadé se mbZe zkonstruovat
expresivni knihovna Fab, coZ umoZni rychle a Jednoduse
stanovit monoklonalni fragmenty Fab s poZadovanou specifitou

(Huse WD et al., (1989) Science 256: 1275-1281).

Peptidové nebo organické knihovny se mohou pripravit
kombina&ni chemii a pak se u nich miZe testovat jejich
schopnost véazat GM1/Gb3. Syntetické slouceniny, pfirozené
produkty a Jjiné zdroje potenciondlné biologicky aktivnich
materidld se mohou testovat radou zplsobli, které jsou v oboru

dobfe znamy.

GM1 nebo Gb3 nebo jejich fragmenty se mohou pouZit pfi
testovani peptidd nebo molekul libovolnou z fady testovacich
technik. Molekula miZe byt volnd v roztoku, fixovand na pevnéem
povrchu, miZe vznikat na bunéfném povrchu nebo se mazZe
nachdzet uvnit?# bufiky. M&Fi se odstranéni aktivity nebo tvorby

vazebnych komplexl mezi GM1 nebo Gb3.
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Jiny =zplsob stanoveni navazdni na GM1/Gb3 je pouZitim
gigténého GM1/Gb3 pro potaZeni mikrotitraénich desticek. Po
blokovani destiek se zkoumané ¢inidlo aplikuje na desticku a
nech4d se reagovat pfed promytim a detekci se specifickymi
protildtkami s uvedenym <¢inidlem. Konjugace protilatek bu&
pfimo nebo nep¥imo s enzymem nebo s radioaktivni znackou
umoZfiuje naslednou kvantifikaci navazdni bud za pouZiti
kolorimetrickych nebo radioaktivnich metod (test ELISA nebo

RIA).

Jiny zptsob navazani GM1/Gb3 je navazanim sacharidove
¢asti GM1/Gb3 na vhodnou kolonovou matrici, aby mohla
prob&hnout standardni afinitni chromatografie. Odstranéni
zndmych sloudenin aplikovanych na kolonu z fedidla se pouiije
jako dbkaz pro vazebnou aktivitu, kde smés slouenin se
aplikuje na kolonu. Eluce a néslednd analyza stanovi
vlastnosti &inidla véazaného na gangliozid. V piipadé& proteint
analyza Dbude zahrnovat sekvenovani peptidd a mapovani
tryptickym 3Stépenim, pak nasleduje porovnavani s dostupnou
databazi. JestliZe eluované proteiny se nemohou identifikovat
zptisobem standardni biochemické analyzy, pak se pro dalsi
charakterizace slouceniny pouZije naptiklad stanoveni
hmotnosti laserovou desorp&ni hmotnostni spektrofotometrii.
Neproteinové 1latky, které se eluovaly z GMl-afinitnich kolon
se budou analyzovat pomoci HPLC a hmotnostni spektrofotometrii

jednotlivych homogennich piki.

Jinym zpGsobem stanoveni schopnosti vazat se na GM1/Gb3 a
presné afinity interakce bude pouZitim plasmonové povrchové
rezonance, jak se popisuje v publikaci Kuziemko et al., (199¢6)

Biochem. 35: 6375-6384).

V jiném pripad® vykdzani fagh Jje moiné pouzit pfi

identifikaci vhodného &inidla, které se vadZe na GM1 nebo Gb3.

.

LA E N X}




29 §

Vykazovani fagd je protokol molekuldrniho testovani, které
vyuZzivd rekombinantniho bakteriofdga. Technologie zahrnuje
transformaci bakteriofdga genem, ktery kéduje vhodny ligand (v
tomto pripadé vhodného kandiddta jako &inidlo), JjenZi Jje
schopny reagovat s GM1/Gb3 (nebo  jeho derivatem nebo
homologem) nebo nukleotidovou sekvenci (nebo jeho derivat nebo
homolog), kterd kdéduje to samé. Transformovany bakteriofag
(ktery se prednostné& vaZe na pevny povrch) exprimuje vhodny
ligand (takovy, Jjako Jje kandidadt ¢&inidla) a objevuje se
v obalu faga. Izolovaly se a amplifikovaly se entity (jako
jsou buniky) nesouci cilové molekuly, které rozeznéavaji
kandidata ¢&inidla. Usp&sny kandidadt ¢&inidla se pak déle
charakterizuje. Vykazdni fédga m& ve srovndni se standardni
technologie testovani afinity ligandd jisté vyhody. Na povrchu
fdga se objevuje kandidat &inidla ve t¥irozmérné konfiguraci,
kterd je velmi blizka jeho pfirozené konfiguraci. To umoZiiuje

specifické a vysoce afinitni navazdni za ucelem testovani.

Jinou metodou testovéani je testovéani s vysokou
propustnosti. testuji se <&inidla, ktera maji vhodnou vazebnou
afinitu v0a&i GM1 nebo Gb3 a testy se zakladaji na metodé
popsané v dokumentu WO 84/03564. Na pevném substratu se
syntetizovalo velké mnoZstvi rlznych malych peptidovych
testovanych sloudenin, jako jsou plastové kulilky nebo nékteré
jiné povrchy. Peptidovd testovaci c¢inidla reaguji s fragmenty
cilovych interakénich komponentd a promyji se. Vazany cilovy
interak&ni komponent se pak detekuje vhodnou adaptovanou
metodou znamou v oboru. Cidtény cilovy interak&ni komponent se
miZe také potahnout primo na plotny za uelem pouZiti ve shora
v textu popsané testovaci metodé vhodné pro 1léky. V jiném
pripadé se mohou pro zachyceni peptidu pouZit protilatky,
které nejsou neutralizujici, a mobilizuji ho na pevném
povrchu.

C¢inidlo, které vykazuje GM1 nebo Gb3 vazebnou aktivitu je

také schopné zesité&ni receptort GM1 nebo Gb3. EtxB je jedno
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takové &inidlo, které ije schopné =zesiténi receptord GM1 na

zdkladé& své pentamerni formy.

Existuje *fada metod pro identifikaci <¢inidel, ktere
vykazuji u&inek na nitrobunéénou signalizaci zprostfedkovanou
navazanim GM1/Gb3, ale které se sami nevdZi na GM1l nebo Gb3.
Jestli nap¥iklad ¢inidlo pozitivné reguluje CD25 nebo MHC
t¥idy II na B bunkach nebo pozitivné reguluje CD25 nebo
podporuje apoptdézu bunék CD8+T nebo pozitivné& reguluje
vyludovani I1-10 monocyty, neni schopno se vazat na GMI nebo
Gb3 (co? se prokaZe Jjednim z vazebnych testl, které se
popisuji shora v textu), pak Jje moZné vytvorit =zavér, Ze

¢inidlo je schopné napodobit u&inek navadzani na GM1/Gb3.

Prehled obrézkl na vykrese

Obrézek ¢&. 1 zndzornuje stimulaci celkového Ig a IgA

v séru (MS) a IgA v roztoku po promyti oc&i (EW) u mysi

imunizovanych HSV-1 glykoproteiny/rEtxB.

Obréazek ¢, 2 znazornuje proliferaci T bunék
(mezenterickych miznich uzlin) MLN nebo (cervikdlnich miznich

uzlin) CLN lymfocytd u my3i imunizovanych HSV-1/rEtxB.

Obrazek &. 3 znazorhuje T buné&cénou proliferaci bunék z MLN

a CLN my3i imunizovanych intranazalné HSV-1 Gp v ptitomnosti 1

az 20 pg EtxB.

Obrazek &. 4 znadzortuje mnoZstvi anti-HSV-1 serového Ig u
my3i po aplikaci glykoproteint HSV-1 tEfikrat v desetidennich

intervalech s rtznym mnoZstvim rEtxB nebo rCtxB jako adjuvans.

Obrazek &. 5 znazorhuje omezeni tvorby viru, klinického

onemocnéni a latence u my3i imunizovanych HSV-1/rEtxB.
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Obrdzek &. 6 znazornuje distribuci i1zotopu Ig v MS
nasledujici po infekci zplsobené HSV-1 nebo po imunizaci HSV-1

Gp v pfitomnosti EtxB nebo CtxB jako imunomoduléatoru.

Obrazek C¢C. 7  znézornuje distribuci podtfid Ig po
intranazalni aplikaci HSV~1 Gp bud rETxB nebo rCtxB jako

imunomodulédtoru.

Obrézek &. 8 znazortuje imunogenni uéinek rhzného mnoZstvi
rEtxB nebo rCtxB na mnoZstvi IgA specifickych pro HSV-1
v roztoku po promyti  oc&i, coz néasleduje po aplikaci

glykoproteind HSV-1.

Obrazek &. 9 znazorfiuje odezvu sérovych imunoglobulinl po
imunizaci my3i HSV-1 nebo samotnych napodobenin glykoproteint

(gp) nebo glykoprotein v pfitomnosti adjuvans.

Obrézek &. 10 znézorniuje sliznicové IgA v roztoku po
vymyti o&i po intranazdlni imunizaci my3i HSV-1 nebo samotnymi

napodobeninami glykoproteind nebo v pfitomnosti adjuvans.

Obrdzek ¢&. 11 znézorfiuje sliznicové IgA v roztoku po
promyti vaginy po intranazdlni imunizaci my$i HSV-1 nebo
samotnymi napodobeninami glykoproteinta (gp) nebo

napodobeninami glykoproteind v pritomnosti adjuvans.

Obréazek c. 12 zndzoriuje mnozstvi imunoglubulinu
specifického pro HSV-1 v séru my3i imunizovanych glykoproteiny

HSV-1 v pritomnosti rlznych davek rEtxB jako adjuvans.

Obrazek &. 13 znazorfiuje mnoZstvi IgA v roztoku po promyti
o&i u my3i imunizovanych glykoproteiny HSV-1 v pfitomnosti

riznych koncentraci rEtxB.

Obrazek &. 14 znazorhuje mnoZstvi IgA v roztoku po promyti
vaginy u my3i imunizovanych glykoproteiny HSV-1 v pfitomnosti

riznych koncentraci rEtxB.
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Obrdzek &. 15 znazornuje distribuci podtridy IgG odezvy
sérovych protilédtek na HSV-1 po intranazdlni imunizaci

Ctx/CtxB nebo rEtxB nebo po o¢ni infekci HSV-1.

Obrazek &. 16 zndzorfiuje produkci cytokin® z kultur bunék
miznich uzlin, které se odebraly z my3i infikovanych bud HSV-1
prostfednictvim skarifikace oc¢i nebo se imunizovaly
intranazalni aplikaci HSV-1 glykoproteint Ctx/CtxB nebo rEtxB

jako adjuvans.

Obrézek &. 17 zndzorhuje stupefi ochrany pfred o&ni infekci
HSV-1 u my3i imunizovanych intranazdlné& smési HSV-1 nebo

glykoproteiny v pfitomnosti rEtxB jako imunomodulatoru.

Priklady provedenivvynélezu

P¥iklad 1: rEtxB se mife pro Gcely imunizace pouZivat ve
spojeni s HSV-1 Gp.

My&i se imunizovaly intrandzalné t¥ikrat 10 Kg
glykoproteint HSV-1 (Gp) a bud s 10 nebo 20 pg rEtxB. Kontroly
se bud neupravo&aly nebo vznikly napodobeniny virového
glykoproteinu ziskaného z tkanovych kultur bunék, které nejsou
infikovany HIV. MnoZstvi protildtek se exprimuje Jjako procento
mnozstvi po infekci. Produkce celkového mnoZstvi Ig a IgA
v séru a IgA v roztoku po promytli ocCi se stimulovalo HSV-1
glykoproteiny/rEtxB (obrazek ¢&. 1). Ukazalo se, Ze davky
rEtxB, které jsou tak nizké jako je 0,1 upg, jsou stale ucinné

pfi stimulaci uvedené odezvy.

T-1lymfocyty, které pochazeji z imunizovanych my3i
7z cervikalnich miznich uzlin (které tvo¥i vakcinacni misto) a
2 mezenterickych miznich wuzlin (které Jsou vzdaleny od

vakcina&niho mista), proliferuji, kdyZz se kultivujil in vitro
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HSV-1, ale nikoliv, kdyZ se kultivuji in vitro s napodobeninou

HSV-1 Gp nebo bez antigenu (obrazek ¢&. 2).

Proliferace T lymfocytd MLN a CLN my$i imunizovanych HSV-1
Gp a kolisavé mnoZstvi EtxB pfi odezvé HSV-1 Gp Jje =zobrazeno

na obrazku &. 3.

Produkce sérovych Ig anti-HSV-1 u my3i po aplikaci
glykoproteintd HSV-1 ve tfidennich intervalech s rliznymi

mnoZstvi EtxB (nebo CtxB) Jje zobrazena na obrazku &. 4.

Nakonec se ukdzalo, Ze my3i imunizované HSV-1 a rEtxB
vykazuji zvySenou tvorbu viru po skarifikaci rohovky HSV-1
(obrdzek &. 5a) a omezeni lokdlniho 8ifeni (otok), roz3ifeni
trigemindlniho ganglionu (infekce zosteriformu), rozSifeni na
centrdlni nervovy systém (encefalitida) a latenci ve srovnani

s kontrolou (5b).

P¥iklad 2: rCtxB a rEtxB pusobi jako imunomoduldtory

V ptipad&, Ze EtxB se pouZije jako imunomoduléator,
rozloZeni izotopu Ig Jje asymetrické (obrazek ¢&. 6). RozloZeni
podt¥id Ig se 1i31 v zavislosti na skuteénosti, zda se pouzije

jako imunomoduldtor rCtxB nebo rEtxb (obrazek &. 7).

P¥iklad 3: rEtxB je U¢innéjsi moduldtor ve srovnani rCtxB
MnoZ?stvi IgA specifického pro HSV (obrazek ¢. 8) je po
stimulaci rEtxB/HSV-1 Gp vy38i ve srovnani s rCtxB/HSV-1 Gp.

Priklad 4: (obréazek ¢. 9)

My3i se imunizovaly tEikrdt intranazalné se samotnymi
glykoproteiny HSV-1, napodobenymi pripravky glykoproteina HSV-
1 (p¥ipravenych tak, Ze se vezmou neinfikované tkanové kultury
bunék a vystavime je stejnému reZimu 1lé&by jako ty buinky,
které slouzi pro izolaci a ¢idténi protein HSV-1) nebo

glykoproteiny HSV-1 v kombinaci s rlznymi zdanlivymi
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slizni&nimi adjuvans. V kaZdém pfripadé davka glykoproteinl
HSV-1 byla p¥i imunizaci 10 pg a ty se kombinovaly s 10 ug
rekombinantniho EtxB nebo CtxB, které slouZzi Jjako adjuvans
nebo smés 0,5 pug Ctx a 10 pg CtxB. Tri tydny po konecné
imunizaci se sebraly vzorky krve a testem ELISA se zméfilo
celkové mnoZstvi protilatek proti HSV-1l. MnoZstvi protilatek
se vykazuje jako procento mnozZstvi stimulovaanh po o¢&ni
infekeci vyvolané skarifikaci s 10° pfu HSV-1 kmen SCl6. Data
(zobrazend na obrazku ¢&. 9) ukazuji, Ze nejsilnéj3i sérova
protildtkovad odezva se stimuluje, kdyZ se antigen kombinuje se
smé&si celého Ctx a CtxB. Silnad odezva se vS8ak také stimuluje,
kdyz se rEtxB pouZije jako adjuvans. Naopak rCtxB je velmi

slabé adjuvans.

Priklad 5 (obrazek &. 10)

My3i se imunizovaly jak se popisuje v pf¥ikladu 4. Sekredni
produkce IgA v oCich se testovaly tak, Ze se ziskaly roztoky
vymytim slz z o¢i v po sobé& jdoucich dnech a tyto vzorky se
pak shromaZdily a =zkoumaly se testem ELISA za pouZitil
specifickych protilatek, které detekuji IgA. MnozZstvi
protilatek se exprimuje jako procento mnozZstvi stimulované po
o&ni infekci vyvolané 10° pfu HSV-1 kmen SCl6. Data Jjasné
demonstruji (zndzornéno na obrazku ¢. 10), Ze vysoké mnozstvi
vylucovanych protilédtek se produkuje po imunizaci
v pritomnosti bud Ctx/CtxB nebo EtxB. Na rozdil od vysledku
analyzy sérové protilatkoveé odezvy neexistuje rozdil
v mnoZstvi protildtek v olich mezi zvifaty imunizovanymi
Ctx/CtxB nebo EtxB, které slouZi jako adjuvans. Stejné jako se
sérovymi protildtkami existuje jasny dukaz, Ze rCtxB je velmi

slabé adjuvans.

Priklad 6: (Obrazek ¢. 11)
My3i se imunizovaly zpUsobem, ktery se popisuje v pfikladu

4. Sekredni produkce IgA ve vaginé se testovala odebranim
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roztoku po promyti pohlavnich orgdnd v po sobé& jdoucich dnech
a tyto vzorky se pak slily a testovaly se testem ELISA za
pouZiti specifickych anti~-IgA detekénich protilédtek. MnoZstvi
protiladtek se vyjadfuje Jjako koncové titry, které se
vypo&italy linedrni regresni analyzou. Data jasn& ukazuji, Ze
velké mnoZstvi vyludovanych anti-HSV-1 protildtek se produkuje
v jistych mistech sliznice po imunizaci v pritomnosti bud
Ctx/CtxB nebo EtxB. Ve vaginé se uvoliiuje nejvét3i mnoiZstvi
protilatek po imunizaci v pritomnosti rEtxB. Men$i mnoZstvi se
uvolnilo po imunizaci Ctx/CtxB a k velmi malému vylucovani

dochézi, kdyZ se jako adjuvans pouzije rCtxB.

P¥iklad 7: (obréazek ¢. 12)

My$i se imunizovaly t¥ikrdt intranazdlné glykoproteiny
HSV-1 (10 pg). a to bud samotnymi nebo v pritomnosti zvySujici
se davky rEtxB, které slouzi Jjako adjuvans. T¢i tydny po
kone&né imunizaci se odebrala krev a mnoZstvi anti-HSV-
protilatek se testovalo testem ELISA. MnoZstvi protilatek se
Vyjédfilo jako procento mnoZstvi vyvolané po oc¢ni infekci
indukované skarifikaci 10° pfu HSV-1 kmen SCl6. Data Jjasné
ukazuji, Ze kapacita rEtxB vyvolat protilatkovou odezvu na
heterologni ptridané antigeny je Jjev zavisly na davce, kdy
maximadlni odezva se objevi p¥i dévce v mnozZstvi 20 aZ 50 pg
rEtxB. Dale je jasné, Ze pti davce 20 pg rEtxB je mnoZstvi
anti-HSV-1 protilatek stimulovanych  intranazdlni  infekci
srovnatelnd nebo vy$3i s mnoZstvim vyvolané infekci Zivym

virulentnim virem.

Pr¥iklad 8: (obrazek &. 13)

My&i se imunizovaly, 3Jjak se popisuje v prikladu 7.
Sekre&ni produkce IgA v o¢ich se stanovila ziskanim roztokl po
vymyti slz v po sob& jdoucich dnech a tyto vzorky se pak slily
a testovaly se testem ELISA za pouZiti specifickych anti-IgA

detekujicich protildtek. MnoZstvi protilatek se exprimuje
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vyjadfuje jako procento mnoZstvi stimulované po ocni infekci
vyvolané skarifikaci 10° pfu HSV-1 kmen SCl6. Data demonstruji,
e maximalni IgA odezva v olich se stimuluje, kdyZ se aplikuji

HSV-1 glykoproteiny v kombinaci s 20 pg rEtxB. Pri této davce

Produkce IgA je niZ8i neZ produkce bé&hem virové infekce oci.

Priklad 9: (obrazek &. 14)

My3i se imunizovaly zpusobem, ktery se popisuje v pfikladu
7. Sekre&ni produkce IgA ve vaginé se stanovila tak, Ze se
ziskaly roztoky po promyti pohlavnich orgdnd bé&hem po sobé
jdoucich dni a tyto vzorky se pak slily a testovaly se testem
ELISA za pouziti specifickych anti-IgA detekujicich
protilatek. MnoZstvi protildtek se vykazuje Jjako konecné
titry, které se vypocCitaly 1linedrni regresni analyzou. Data

ukazuji, Ze optimdlni anti-HSV-1 odezva se stimuluje ve

vaging&, kdyZ se jako adjuvans pouZije 20 pug nebo vice rEtxB.

P¥iklad 10: (obrazek &. 15)

My3i se infikovaly bud 10° pfu HSV-1 kmen SC16 skarifikaci
rohovky nebo t¥indsobnou nazalni imunizaci 10 pg glykoproteint
HSV-1 v kombinaci Ctx/CtxB nebo rEtxB. T¥i tydny po konecné
inokulaci se odebralo sérum a analyzovala se Vv ném testem
ELISA pritomnost IgGl IgG2 proti HSV-1l. MnoZstvi protilatek se
exprimovalo jako kone&né titry, které se vypoéitaly linedrni
regresni analyzou (obrazek ¢&. 7a). Data 3jasné& ukazuji, Ze
podstata protildtkové odezvy na HSV—lrje ovlivnéna zplUsobemn,
jakym se antigeny prezentuji imunitnimu systému. Infekce HSV-1
pf¥ednostné& aktivuje produkci protilatek spojenou s Thl, jak se
charakterizuje vysokym mnoZstvim izotypu protilatek fixujici
komplement IgG2a. Infekce stimuluje relativné malé mnoZstvi
isotypu IgG spojeného s Th2 IgGl. Tento profil imunitni odezvy
je Jjasn& viditelny, kdyZ data se exprimuji Jako pomeér
IgGl:I1gG2, Jjak se ukazuje na obrazku ¢&. 7b. Pomér Jje po

infekci  podstatné - niZ3i nez 1. Intranazalni  imunizace
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v pfitomnosti Ctx/CtxB jako adjuvans umoZiuje wuvolnéni IgGl
spojeného s Th2. Také se produkuje podstatné mnoZstvi IgG2 ,
coZ naznaduje, Ze Ctx/CtxB zplsobuje aktivaci bunék Thl a ThZ2.
Aktivace obou odezev a relativni dominance Th2 se odrazi
v pom&ru IgGl:IgG2, ktery Jje ptribliZzné& 3. Je zajimavé, Ze
podstata odezvy na HSV-1 stimulovand rEtxB, které slouzi jako
adjuvans, skoro exkluzivné dominuje Th2. Vysoké mnoZstvi IgGl
vznikd pouze s malym mnoZstvim IgG2a. Tento silny sklon smérem
k Th2 odpové&di se odrdZi v hodnoté poméru IgGl: IgG2, ktera je

pribliZn& 9.

Priklad 11: (obrézek &. 16)

My3$i se infikovaly bud 10° pfu HSV-1 kmen SC16 skarifikaci
rohovky nebo se tfikrdt imunizovaly intranazdlné 10 pg HSV-1
glykoproteiny v kombinaci s Ctx/CtxB nebo rEtxB. T¥i tydny po
kone&né inokulaci se ze zvifat odstranily mizni wuzliny a
pouzily se k vytvofeni suspenzi =z jediné Dbunky, kterée se
kultivovaly bud v pfitomnosti mrtvych HSV-1 nebo napodobeniny
pfipravku viru =z tkdnovych kultur buné&k, které nejsou
infikovany. 4. a 7. den kultivace se odebraly vzorky a provedl
se test cELISA, pricemZ se projevilo vylulovani cytokinu. Data
jasn& ukazuji, Ze T-buiiky v kulturdch byly schopny odpovidat
na HSV-1, ale nikoli na napodobeninu virového pripravku. Bunky
miznich wuzlin =ziskané =z my$i, které se infikovaly HSV-1,
produkuji ptevdin& cytokin spojeny s Thl y-interferon (y-IFN).
‘Buriky miznich uzlin odebrané zvifatam , které se imunizovaly
intranazdlné produkovaly velké mnoZstvi cytokind spojenych
s Th2 IL-4 a IL-10. Navic, Jjak Ctx/CtxB a rEtxB vedly
k aktivaci T bun&k, které vyluduji y-IFN po in vitro stimulaci
pomoci HSV-1. To indikuje, Ze ackoli p¥i odezvé na adjuvans
dominuje produkce cytokinl Th2, objevuje se také aktivace Thl.
Toto zjisténi odpovida zjisténi vychézejici z analyzy

protildtkové odpovédi.

.
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PATENTOVE NAROKY Laoo—11i41-

1. Pouziti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) ¢&inidla, které Jje Jjiné ney EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo ¢inidla, které je
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3~vazebnou aktivitu nebo

(iii) ¢&inidla, které vykazuje uc¢inek na nitrobunécnou
signalizaci zprostfedkovany navazanim na GM1 nebo Gb3

jako imunomoduldtoru v pfipadé& vakciny proti infekénim

onemocnéni.

2. PouZiti podle naroku 1, kde imunomodulédtorem je EtxB, ktery

neobsahuje cely toxin.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde infek&ni onemocnéni je

to onemocné&ni, kde infekéni agens je <Clenem rodiny herpes

virQ.

4. Pouziti ©podle naroku 3, kde infek&ni onemocnéni je

zplisobené infekénim agens a to se vybralo ze skupiny

zahrnujici HSV-1, HSV-2, EBV, VZV, CMV, HHV-6, HHV-T7 a HHV-8.

5. Pouziti podle néaroku 4, kde infek&ni agens se vybralo ze

skupiny zahrnujici HSV-1, HSV-2, CMV nebo EBV.

6. PouZiti podle néroku 1 nebo 2, kde infek&ni onemocnéni je

zpisobeno infekénim agens a infek&ni agens je virus influenzy.

7. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde infek&ni onemocnéni je

zpisobeno infek&nim agens a to je virus parainfluenzy.

8. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde infek&ni onemocnéni Jje

zptisobené infekénim agens a infek&ni agens Jje respiracni

syncytiadlni virus.

9. Pouziti podle néroku 1 nebo 2, kde infekéni onemocnéni je

zpisobeno  infekénim agens a infek&ni agens je virus

hepatitidy.

10. Pou?iti podle naroku 9, kde infekéni agens se vybralo ze

skupiny zahrnujici virus hepatitidy A, B, C a D.
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11. pPouziti podle naroku 10, kde infek&ni agens Jje virus
hepatitidy A nebo C.

12. Poufiti podle naroku 1 nebo 2, kde infekéni onemocnéni Jje
meningitida.

13. PouZiti podle naroku 12, kde infek&ni onemocné&ni Jje
zpusobené infekénim agens a infek&ni agens se vybralo ze
skupiny obsahujici Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae typ B a Streptococcus pheumoniae.

14. Pouziti podle néroku 1 nebo 2, kde infeké&ni onemocnéni je
pneumonia nebo infekce dychacich cest.

15. Pouziti podle naroku 14, kde infekdni onemocnéni Je
zpusobené infekénim agens a infek&ni agens se vybralo ze
skupiny, ktera zahrnuje Streptococcus pneumoniae, Legonella
pneumophila a Mycobacterium tuberculosis.

16. Pou¥iti podle naroku 1 nebo 2, kde infekéni onemocnéni Jje
pohlavn& prenosné onemocnéni.

17. PouZiti podle naroku 16, kde infek&ni onemocnéni Jje
zpisobeno infekénim agens a infekdni agens se vybralo ze
skupiny zahrnujici Neisseria gonnorheae, HIV-1, HIV-2 a
Chlamydia trachomatis.

18. PouZiti podle néaroku 1 nebo 2, kde infekéni onemocnéni je
gastrointestinalni onemocnéni.

19. PouZiti podle naroku 18, kde infekéni onemocné&ni Jje
zplsobené infek&nim agens a infekéni agens se vybralo ze
skupiny, kterd =zahrnuje enteropatogenni, enterotoxigenni,
enteroinvazivni, enterohemoragicke a enterokumulativni E.
coli, rotavirus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Helicobacter pylori, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni a
Vibrio cholerae.

20. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde infek&ni onemocnéni je
superficidlni infekce.

21. PouZ¥iti podle néaroku 20, kde infek&ni onemocnéni Je

zplisobeno infek&nim agens a infek&ni agens se vybralo ze
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skupiny zahrnujici Staphylococcus aureus, Streptococcus

pyogenes a Streptococcus mutans.

22. PQuZiti podle naroku 1 nebo 2, kde infeké&ni onemocnéni je

parazitické onemocnéni.

23. Pouriti podle naroku 22, kde infek&ni onemocnéni je

zptusobené infekénim agens a infekéni agens se vybralo ze

skupiny zahrnujici malédrii, Trypanasoma spp., Toxoplasma

gondii, Leishmania donovani a Oncocerca spp. .

24. Vakcinaéni prostfedek, vyznadcuijicit

se tim % e Jje vhodny pro pouZiti proti infekénimu

onemocnéni, které Jje zplUsobené infek&nim agens, pricemz

vakcina&ni  prostfedek obsahuje antigenni determinantu a

imunomodulator vybrany z

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) ¢inidlo, které Je Jjiné neZz EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidlo, které je
jiné nez VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu nebo

(iii) ¢inidlo, které vykazuje ucinek na nitrobunédéné
signalizacéni jevy zprosttedkované navazéanim na GM1 nebo
Gb3,

kde uvedena antigenni determinanta je antigenni determinanta

uvedeného antigenniho agens.

25. Vakcina&ni prostredek podle naroku 24,

vyznac¢uijicil se t i m, % e infekéni onemocnéni je

HSV-1 infekce a antigenni determinantou je antigenni

determinanta HSV-1.

26. Vakcinacni prostfedek podle nédroku 24 nebo 25,

vyznaduijic i se timn % e imunomodulatorem je

EtxB bez celého toxinu.

27. Vakcinad&ni prostfedek podle néaroku 24, 25 nebo 26,

vyznadcujici s e tim % e imunomodulator a

antigenni determinanta jsou oddélené casti.

28. Vakcina&ni prostfedek podle naroku 24, 25 nebo 26,

vyznadcuijic i se tim 2Z e imunomodulator a

|
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antigenni determinanta Jjsou spojeny sitovadlem se dvémi

funkcemi.

29. Sada vhodna pro vakcinaci savce proti infeké&nimu

onemocnéni, vy znadcujici se tim Z e zahrnuje

a) jedno z nadsledujicich ¢inidel:

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(1i) ¢&inidlo, které ije Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a ktefé
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidlo, které de
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu nebo

(iii) ¢&inidlo, které vykazuje uc¢inek na nitrobunéénou
signalizaci zprost¥edkovanou navdzanim na GM1 nebo Gb3 a

b) antigenni determinantu, kterd je antigenni determinantou

infekéniho onemocnéni a je vhodnd pro spole&nou aplikaci
s uvedenym vakcinaénim imunomoduldtorem.

30. ZplUsob prevence a 1écby onemocnéni hostitele,

vyznacuijici se tim Z e zahrnuje inokulaci

uvedeného hostitele vakcinou, kterd obsahuje alespoili jednu
antigenni determinantu a imunomodulédtor, kterym je:

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) <¢&inidlo, které je Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidlo, které Jje
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu nebo

(iii) ¢&inidlo, které vykazuje ucinek na nitrobunédnou
signalizaci zprostredkovany navdzanim na GM1 nebo Gb3.

31. Pouziti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(11) ¢inidla, které Jje Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo <&inidla, které je
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu
nebo

(iii) ¢&inidla, které vykazuije uc¢inek na nitrobunééné
signalizac¢ni jevy zprostredkované navdzanim na GM1 nebo
Gb3

k pozitivni regulaci produkce protildtek na povrchu sliznice.
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32. PouZiti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(ii) &inidla, které Je jiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo &inidla, které Jje
jiné neiZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu
nebo

(iii) ¢&inidla, které vykazuje u¢inek na nitrobunécné

signalizaé¢ni jevy zprost¥edkované navazanim na GM1 nebo
Gb3 a

jako imunomodulatoru ve vakciné, aby se u savce prodlouzila

prezentace antigenu a vznikla trvald imunologickd pamét.

33. Vakcinacni kompozice, vyznadcujicit

se tim % e Jje vhodna pro pouziti proti infekénimu

onemocnéni, které Je zpusobeno infek&nim agens, pficemZ
vakcina obsahuje antigenni determinantu a imunomodulator

vybrany z

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu, ‘

(ii) &inidlo, které Jje Jiné nez EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo &inidlo, které Je
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu
nebo

(iii) <¢inidlo, které vykazuje u¢inek na nitrobunécné
signalizacni jevy zprostfedkované navazanim na GM1 nebo
Gb3, kde

uvedena antigenni determinanta je antigenni determinanta

uvedeného infek&niho agens a kde imunomoduldtor prodluZuje

prezentaci antigenni determinanty a vznika trvald imunologicka
pamét.

34. PouZiti

(1) EtxB, CtxB nebo VExB bez celého toxinu,

(idi) ¢inidla, které Je Jjiné ne¥ FtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo ¢&inidla, které je

jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu

nebo

e e e S A A e e
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(iii) ¢&inidla, které vykazuje u¢inek na nitrobunécné
signalizaéni Jjevy zprostfedkované navézanim na GM1 nebo
Gb3,

v konjugdtu s antigenem nebo s antigenni determinantou pro

cilové zavedeni uvedeného antigenu nebo antigenni determinanty

do cytozolu nebo do jadra butiky prezentujici antigen.

35. PouzZiti

(1) EtxB, CtxB nebo VtxB bez celého toxinu,

(1) ¢inidla, které dje Jjiné neZ EtxB nebo CtxB a které
vykazuje GMl-vazebnou aktivitu, nebo &inidla, které je
jiné neZ VtxB a které vykazuje Gb3-vazebnou aktivitu
nebo

(iii) ¢inidla, které vykazuje ucinek na nitrobunécné
signalizacni jevy zprost¥edkované navazanim na GM1 nebo
Gb3

v konjugidtu s antigenem nebo s antigenni determinantou pro

pozitivni regulaci prezentaée uvedené antigenni determinanty

nebo antigenni determinanty ziskané =z uvedeného antigenu
molekulami MHC tfidy I. |

36. Vakcinacni prosttedek, vyznadujici

s e t im, 2 e zahrnuje

a) EtxB, CtxB nebo &inidlo jiné neZ EtxB nebo Ctx, které

vykazuje GM1 vazebnou kapacitu a

b) antigen EBV,

které Jjsou vhodné pro pouziti p¥i 1écbeé a/nebo prevenci

onemocnéni spojené s EBV.

37. Terépeutické kompozice, vyznac¢uijiciti

s e t im, 2 e zahrnuje EtXB, CtxB nebo &inidlo jiné nei

EtxB nebo CtxB, které vykazuje GMl-vazebnou kapacitu, a Jje

vhodnid pro pouziti pfi 1écbé onemocnéni spojené s EBV.
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Obr. 5a. Mnozstvi viru v oku po skarifikaci rohovky u mysi s HSV-1 (SC16).

Dny po 10pg rEtxB + 20pg retxB + 20ug rEtxB +

infekci HSV-1 gp (%) HSV-1 gp (%) napodobenina gp*(%)
1 0 30 60

2 60 .80 95

3 60 80 95

6 10 0 70

7 10 0 70

8 0 0 10

9 0 0 0

' Procento zvifat, u nichz bylo moZno po promyti oka v sekretu prokazat pfitomnost
zivych &astic viru, tvoficich plaky.
2 gimulované infikovana zvitata obdrzela glykoproteiny, pfipravené z neinfikované

tkané bunék v kultufre.

Obr. 5b. Klinické onemocnéni po skarifikaci rohovky u mysi s HSV-1 (SC16).

Viedy Otok |Zmény |Zosteri- |Encefa- Latence' (%)
rohovky? | (%) |vigek |formni |litis
(%) (%) infekce | (%) TG1 TG2 TG3
(%)
10ng rEtxB |80 0 0 0 0 22 11 0
+HSV-1 gp
20ug rEtxB |70 0 0 0 0 80 10 0
+HSV-1 gp
20ug rEtxB |80 45 55 40 40 83 30 16
+napod. gp

Latence byla stanovena extrakci ganglia trigeminu TG z piezivajicich mysi 2
mésice po infekci s naslednym spole¢nym péstovanim s bufikami Vero. Uvedena
&isla jsou pro kazdy lalok TG (TG1, TG2, TG3).
2(sla znamenaji procento zvifat s popsanymi pfiznaky v prabé&hu akutni infekce.
Kazda mys$ byla denné sledovana v prabéhu prvnich 11 dnu infekce.

N = 15 ve skupiné
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Obr. 6. Distribuce isotypu Ig v MS mysi po infekci (pos) nebo po
imunizaci HSV-1 Gp v pfitomnoéti EtxB nebo CTB jako pomocné latky

207 o W pos

> S B Exs
-8 15 N CTB

B | .

5

9 i

& 5

Q

4 0O-

igM 1G IgA \oE
Isotyp

Obr. 7. Pomocny Ucinek raznych mnozstvi rEtxB nebo rCTB na
mnozstvi IgA, specifického pro HSV-1 v promyvaci vodé z oci po

podéni HSV-1 glykoproteinu.

351 »
30" :
o | & R
84 > ND = .;:i';
0 hes 1 2 510 20 posl 2 51020
rExB (ng,/dévlia) rCtB (}18/ dévljta)

Obr. 8. Distribuce podskupin po podani HSV-1 Gp intranasalné spolu s
rEtxB nebo rCTB jako pomocné latky.
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Obr. 12

Uroveti imunoglobulind, specifickych pro HSV-1 v séru mysi,

imunizovanych HSV-1 glykoproteiny v pfitomnosti riznych davek rEtxB

jako pomocné latky

16

o, standardu™
@ .3

o))
Q@

»
Q

20

100 50 20 10 5 1 01001 0

pavka TE{xB (ug/déwka)"-' :

* koncentrace protilatek byla stanovena pomoci ELISA vyjadreno v

procentech mnoZstvi, stimulovaného oéni infekci, vyvolanou skarifikaci
rohovky pfi pouziti 10° pfu HSV-1, kmen SC16
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Obr. 13

Koncentrace IgA v promyvaci kapaliné z oka mysi, imunizovanych

HSV-1 glykoproteiny v pfitomnosti rizné koncentrace rEtxB

15]

-
o

% standardy*

(4)]

100 50 20 10 5 1 014 001 O
Davka rEtxB (].l.g/d‘évka)

* koncentrace protilatek byla stanovena pomoci ELISA vyjadfeno v
procentech mnozstvi, stimulovaného ocni infekci, vyvolanou skarifikaci

rohovky pfi pouziti 10° pfu HSV-1, kmen SC16
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Obr. 14

Koncentrace IgA v promyvaci kapaling z pochvy mysi, imunizovanych

HSV-1 glykoproteiny v

200]

1501

1007

Koncové titry™

50 1

pritomnosti rizné koncentrace rEtxB

s0 s0 20 10 5 1 01 01 O

Koncentrace rEtxB pgml -

*mnozstvi protilatek

koncovém bodé titra

bylo méfeno pomoci ELISA a vyjadieno v

ce, vypoditaném linearni regresni analyzou
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Obr. 15
Distribuce podskupiny IgG sérovych protilatek proti HSV-1 po

intranasalni imunizaci s pouzitim Ctx/CtxB nebo rEtxB nebo po ocni
infekci HSV-1
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