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Farmaceuticka kompozice k indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti

Oblast techniky

Vynélez se tyka farmaceutickych kompozic pouZitelnych k indukci cytotoxické odpovédi T—
lymfocyti u lidi, jakoZ i u domestikovanych nebo zemé&d€lskych zvifat.

Dosavadni stayv techniky

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) jsou povaZovéany za hlavni obranny mechanismus hostitele jako
odpov&d’ na riizné virové infekce a neoplastické nebo nadorové bujeni. Tyto buiiky eliminuji
infikované nebo transformované butiky tim, Ze rozpozndvaji antigenni fragmenty asociované
s riznymi molekulami (nazyvanymi tfidou I MHC molekul) na infikovanych nebo transformo-
vanych buiikich. CTL mohou byt indukovény experimentilné cytoplazmatickym zatizenim
specifickych bunék jistymi rozpustnymi antigeny. Imunizace samotnym rozpustnym antigenem je
obecné nedostadujici pro specifickou cytotoxickou indukci T-lymfocyti.

Jedna metoda, pomoci kterd miize byt indukovana CTL odpovéd’, zahrnuje pouZiti rekombinantni
techniky k za&len&ni kritickych komponent doty&ného antigenu do genomu benigniho infek&niho
agens. Ulelem takovéto strategie je vytvoreni antigen—specifické cytotoxické T-lymfocytarni
odpovédi na Z4dany epitop vystavenim hostitele mimné, sebeomezujici infekci. Byly popsany
chimérické vektory pouZivajici vaccinia, polio, adeno— a retro—virll, jakoZ i bakterii, jako je
Listeria a BCG. Nap¥iklad Takahashi a sp. 85 Proc. Natl. Acad. Sci., USA 3105, 1988, popisuji
pouZiti rekombinantniho vaccinia viru exprimujiciho HIV gpl60 obalovy gen, jako uéinného
prostiedku k indukci cytotoxickych T-lymfocyti.

Druhda metoda, kterou lze indukovat bunin& zprostfedkovanou odpovéd’ se tyka pouZiti
adjuvans. Agkoli pouZiti adjuvans bylo Siroce diskutovano, neni dosud jasné jakym zpisobem je
bun&ng zprostfedkovana imunita indukovana, zda tato bun&¢né zprostfedkovand imunita
zahrnuje v sob& cytotoxicitu, za niz odpovidaji T-lymfocyty. V nésledujicim jsou uvedeny
reprezentativni publikace v této oblasti.

Stover a sp., 351 Nature 456, 1991 (nepfijatelny jakoZto prioritni zpisob k sou€asné aplikaci)
popisuji CTL odpovéd’ na beta—galaktosidézu pfi pouZiti rekombinantni BCG, ktera obsahuje gen
beta—galaktosidizy. Pouzitim nekompletniho Freudova adjuvans a beta—galaktosidazy nebyla
detekovana takovato odpovéd'.

Mitchell a sp., B. J. Clinical Oncology 856, 1990 (ktery neni pfijatelny jakoZto prioritni Zplsob
k soudasné aplikaci) popisuji 16¢bu pacientii s metastazujicim melanomem pomoci adjuvans
nazyvaného ,,DETOX a allogeneickym lyzatem melanomu podédvanym 5x b&hem Sesti tydnt.
Umalé &sti pacienti byl pozorovan vzriist podtu cytolytickych T-bun€k. Autofi popisuji
potiebu zvysit hladinu produkce cytotoxickych T-lymfocyti, a pfedpokladaji usp&Snost
kombinované terapie adjuvans s Interleukinem-2, jakoZ i pfedlé¢bu s cyklofosfamidem k sniZeni
hladiny tumor—specifickych T—supresorovych bungk, které mohou existovat. DETUX obsahuje
detoxikovany endotoxin (monofosforyl lipid A) ze Salmonella minnesota, bun&né stény
z Mycobacterium phlei, squalenovy olej a emulgator.

Allison a Gregoriadis, 11 Immunology Today 427, 1990 (nepfijatelny jakoZto prioritni zplisob
k tomuto vynilezu) zaznamenali, Ze jediné adjuvans ,autorizované pro pouZiti v lidskych
vakeinéch jsou soli hliniku (alum), ktery nevyvolava shodng buiikou zprostfedkovanou imunitu.
Allison a Gregoriadis tvrdi, Ze je nutné vyvinout adjuvans s i¢innosti Freudova adjuvans a to
kompletniho, bez jeho riznych vedlejdich iinkd, jako je tvorba granulomi. Autofi doli
k zavéru, Ze existuji tfi mozné strategie, napiiklad uZiti liposomi; uZiti adjuvans nazyvané
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imunostimulujici komplexy (ISCOM, které obsahuji saponin nebo Quil A — triterpenoid se
dvéma karbohydratovymi fetézci — cholesterol a fosfatidyl cholin). Pripravek je autorizovéan pro
pouZiti ve chfipkové vakcing pro kon& (Morein a sp., Immunological Adjuvants and Vaccines,
Plenum Press, 153); a pouZiti emulze (SAF) squalenu nebo Squalanu (za pfidani nebo bez pfidani
pluronic agens) a muramyl dipeptid (MDP). SAF vyvoléva bun&nou imunitu u mys$i, ac¢koliv se
dlouho myslelo, Ze subjednotky antigenii nemohou vyvolavat cytotoxickou odpovéd’ T-bunék.

Takahashi a sp., 344 Nature 873, 1990, popisuji indukci II tfidy restringovanych pomocnych
a cytotoxickych T-lymfocytd za pouziti ISCOMu jednordzovou subkutinni imunizaci mysi.
Konstatovali, Ze Freudovo adjuvans, nekompletni Freudovo adjuvans a fyziologicky roztok
pufrovany fosfétem, neindukuji cytotoxickou T-lymfocytarni aktivitu proti cilovym buikim, na
které byly zacileny. Dale tvrdi, e v kontrastu k vysledkim ziskanym pomoci jinych forem
exogennich rozpustnych bilkovinnych antigend ukazali, e je moné senzibilizovat antigen
specifickou MHC tfidu I restringovanych CD8" CD4*CTL imunizaci exogennim intaktnim
proteinem za pouZiti ISCOMu. Konstatuji téZ, 2 popisované experimenty naznacuji, Ze je moZné
vyvolat u ¢lovéka CTL indukci pouzitim ISCOMu obsahujiciho HIV bilkoviny a Ze na ISCOMu
zaloZené vakciny mohou vyvolat dlouhodobou indukei jak CTL, tak tvorby protilatek pomoci
&isténého proteinu.

Byars a Allison, 5 Vacciness 223, 1987 popsali pouziti SAF-1, ktery obsahuje TWEEN 80,
PLURONIC L121 a Squalen nebo Squalan, za pfidani nebo bez pfidani muramyl dipeptidu,
a predpoklédaji, Ze jejich vysledky prokazuji, Ze p¥ipravy obsahujici muramyl dipeptid budou
pouZitelné pro huménni a veterinarni vakciny. Posledni injekce adjuvans byly aplikoviny bez
piidavku muramyl dipeptidu. Muramyl dipeptid adajné vyznamné zvysuje produkci protilatek ve
srovnani s pouZitim adjuvans bez muramyl dipeptidu. Bun&né zprostfedkovana imunita byla
prokazovdna jako opoZdény typ precitlivélosti konim testem pro stanoveni indukce T—
pomocnych bun€k. Tato precitlivélost je prikazn&jii a protrahovand, je-li muramyl dipeptid
pfiddn do adjuvans. Podobné adjuvanty popsali Allison a sp., U.S. Patent 4 770 874 (kde je
konstatovano, Ze kombinace muramyl dipeptidu a pluronového polyolu Jje zakladnim pfedpo-
kladem k vyvolani intenzivni bun&&né a humoralni odpovédi proti vaje&nému albuminu); Allison
a sp., U.S. Patent 4 772 466; Murphy—Corb a sp., 246 Science 1293, 1989 (kde je konstatovano,
Ze uziti kombinovanych adjuvans s muramyl dipeptidem miZe zvysit indukei jak humorilniho,
tak bun&ného zpiisobu imunitni odpovédi); Allison a Bars, 87 Vacciness 56, 1987 (kde je
uvedeno, Ze imunita zprostfedkovana buiikou je vyvolavana pomoci SAF obsahujici muramyl
dipeptid, coz bylo prokézino pozdnim typem precitlivélosti, dale proliferativni odpovédi T-
bun€k k antigenu, produkci Interleukinu—2 a specifickou geneticky omezenou lyzi cilovych
bunék nesoucich imunizujici antigen); Allison a Byars, Immunopharmcology of Infectious
Diseases; Vaccine Adjuvans and Modulators of Non-Specific Resistance 191201, 1987,
Morgan a sp., 29 J. Med. Virology 74, 1989; Kenney a sp., 121 J. Immunological Methods 157,
1989; Allison a Byars, 95 J. Immunological Methods 157, 1986 (kde je konstatovéano, Ze hlinité
soli a emulze mineralnich oleji zvy3uji tvorbu protilatek, nikoli viak buiikami zprostfedkovanou
imunitu; a muramyl dipeptidové pfipravky vyvoldvaji imunitu zprostfedkovanou burikami);
Byars a sp., B Vaccine 49, 1990 (nepfijatelny jako prioritni zpiisob k sougasné aplikaci, kde je
tvrzeno, Ze jejich pfipravky adjuvans znateln& zvySuji humoralni odpovéd’, a v men¥i mite
zvySuji bun&né zprostfedkovanou reakci na chiipkovy hemaglutinaéni antigen); Allison a Byars,
28 Molecular Immunology 279, 1991 (nepfijatelny jako prioritni zpisob k této aplikaci; kde
soudi, Ze funkce muramyl dipeptidu je v expresi cytokini, kterou tento indukuje, a vzristu
exprese hlavnich histokompatibilitnich genti (MHC); a Ze lep3i protilatkové odpov&di i bun&né
odpoveédi je dosaZeno timto zplisobem neZ pomoci ostatnich adjuvans. A véti, Ze bude provéieno,
zda podobna strategie je prosp&$na u lidi); Allison a Byars, Technology Advances in Vaccine
Development 401, 1988, (kde je popsina bun&n& zprostfedkovana imunita za pouziti SAF);
Epstein a sp., 4 Advances Drug Delivery Reviews 223, 1990 (kteti ptedkladaji prehled o riznych
adjuvans pouZivanych v ptipravé vakein); Allison a Byars, 95 J. Immunological Methods 157,
1986 (ktefi soudi, Ze ptidani muramyl dipeptidu k adjuvans znatelng zvy$uje bun&&ng zprostied-
kovanou odpovéd’ na riizné antigeny, v&etné monoklonalnich imunoglobulinii a virovych
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antigenil); a Morgan a sp., 29 J. Medical Virology 74, 1989, kde je popsano pouziti SAF-1
k ptipravé vakciny pro Epstein—Barr virus.

Kwak a sp., Idiotype Networks in Biology and Medicine, Elsevier Science Publishers, str. 163,
1990 (nepijatelny jakoZto prioritni &lanek k této aplikaci), popisuje pouZiti SAF bez muramyl
dipeptidu jako adjuvans pro B-buiiky idiopatického lymfomu u lidi. Konkrétné, emulze
Pluronic L121, Squalene, a 0,4% TWEEN-80 ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem
byla podavéna s idiotypem. Konstatuji, e pfidavek adjuvans by mohl dale zvySovat humoralni
odpovéd a miZe usnadiiovat indukci bunééné odpovédi.

Ostatni imunologické preparity, v&etnd liposomit (Allison a sp., U.S. Patents 4053 585
a4 117 113); Freudovo Kompletni Adjuvans (Asherson a sp., 22 Immunology 465, 1972;
Berman a sp., International J. Cancer 539, 1967; Allison, 18 Immunopotentiat. 73, 1973;
a Allison, Non-Specific Factors Influencing Host Resistance 247, 1973); ISCOM (Letvin a sp.,
87 Vaccines 209, 1987); adjuvans obsahujici ne—iontovy blok polymernich agens spojenych
s mineralnimi oleji, povrchové aktivnimi agens a TWEENem 80 (Hunter a Bennet, 133 J.
Immunology 3167, 1984); a Hunter a sp., 127 J. Inmunology 1244, 1981; adjuvans sloZené
z minerélnich olejii a emulgaénich agens, spolu s nebo bez usmrcenych mykobakterii (Sanchez-
Pescador a sp., 141 J. Immunology 1720, 1988); a ostatni adjuvans jako je lipofilni derivat
muramy! tripeptidu a muramyldipeptid, kovalentn& konjugovany na rekombinovany protein (id.).

Podstata vynalezu

Nyni byla nalezena bezpetné a vyhodna farmaceutickd kompozice, pomoci které mohou byt
indukovany CTL odpovédi u lidi a domestikovanych nebo zemé&délskych zvifat. V této
kompozici se pouZiva antigenniho pripravku, ktery méa nizkou nebo Zadnou toxicitu vaci zviteti
a neobsahuje imunostimula¢ni peptid (napiiklad muramyldipeptid), jehoz pfitomnost by sniZo-
vala pozadovanou buné&nou odpovéd’. Navic metodologie je pii pouZiti jednoducha a nevyZzaduje
zdlouhavé prace in vivo, nutné pro zménu stavajicich bunék na buiiky imunogenni technikou
genového inzenyrstvi. Toto zjisténi je piekvapujici, jelikoZ se neoCekévalo, ze CTL odpovéd by
mohla byt indukovéna pouZitim antigenniho piipravku prostého imunostimula¢nich peptidii nebo
jejich ekvivalenti. Vynalez umoZiiuje pouziti téchto farmaceutickych kompozic u Sirokého
spektra nemoci nebo jako profylaktického agens. Tyto kompozice lze pouZit napfiklad k 1é€eni
virovych onemocnéni, u kterych je dileZita CTL odpovéd,, napiklad pfi 1é¢bé infekce HIV nebo
chfipky. Rovn&Z je lze $iroce vyuZit k 168b& bakteridlnich infekei, rakoviny, parazitickych infekei
apod. K profylatickym G¢elim lze tyto kompozice vyuZit pfi prevenci virovych onemocnéni,
zejména k profylaxi infekce HIV, a také k profylaxi u pacientii s rizikem rakoviny, napfiklad po
resekci primarniho tumoru.

Predmétem vynalezu je farmaceuticka kompozice k indukei cytotoxické odpoveédi T-lymfocytt,
ktera obsahuje antigen indukujici v kombinaci s nize definovanym mikrofluidizovanym antigen-
nim pripravkem cytotoxickou odpovéd’ T-lymfocytii specifickou pro tento antigen, ve smési
s mikrofluidizovanym antigennim pripravkem obsahujicim alespoti dvé slozky vybrané ze
skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent udrzujici slozky mikrofluidizovaného antigenniho ptipravku ve forme
stabilni emulze,

b) agens vytvarejici micely udrzujici v kombinaci s dal3imi slozkami obsaZenymi v mikro-
fluidizovaném antigennim pripravku stabilni emulzi a vytvéfejici strukturu podobnou
micelam a

c) biodegradabilni a biokompatibilni olej,
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kteryzto mikrofluidizovany antigenni ptipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dalsi soudasti zpusobujici
indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidové slozky,
a antigenem neni antigen B~bun&k lymfomu nebo albumin.

Jako antigen lze pouZit zejména antigen vybrany z antigennich &asti HIV antigent ze skupiny
gp120, gp160, gag, pol, Nef, Tat a Rev, antigent malarie ze skupiny zahrnujici CS protein
a Sporozoite povrchovy protein 2, povrchovych antigent hepatitidy B ze skupiny Pre-S1, Pre—
S2, HBc Ag a HBe Ag, chfipkovych antigenit ze skupiny HA, NP a NA, povrchovych antigenii
hepatitidy A, antigeni herpetického viru ze skupiny EBV gp340, EBV gp85, HSV gB, HSV gD,
HSV gH, HSV &asny bilkovinny produkt, cytomegalovirus gB, cytomegalovirus gH a IE protein
gP72, antigeni syncycidlniho viru respiraéniho traktu ze skupiny F protein, G protein
a N protein, antigenii viru Herpes papiloma E4, E6 a E7 a tumorovych antigenii ze skupiny
zahrnujici karcinom CEA, mucin asociovany s karcinomem, karcinom P21, karcinom P53,
melanom MPG, melanom p97, MAGE antigen, onkogenni produkt Neu karcinomu, genovy
produkt karcinomu p53, specificky antigen prostaty (PSA) a s prostatou asociovany antigen,
a pfem&nény (mutovany) p21 ras protein, ktery je p¥itomen u fady zhoubnych nadort.

Kompozici podle vynélezu lze pouZit k indukci CTL odpovédi u &lovéka & domestikovaného
zvifete (jako je napfiklad kotka a pes) nebo zem&d&lského zvitete (jako je napfiklad kiii, krava
nebo vepf) na antigen jiny neZ je antigen B-bungk, lymfomu nebo albumin. K tomuto G&elu se
kompozice podle vyndlezu podava &lovéku nebo zviteti v mnoZstvi dostadujicim k vyvolani
cytotoxické odpovédi T-lymfocytii u zminéného &lovéka nebo zvitete.

Pripravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve vodé, coz znamena, Ze kazd4 ze slozek
Je zvolena tak, Je emulze ziistane v emulgovaném stavu po dobu nejméné jednoho mésice
a vyhodné po vice neZ jeden rok, aniz by dolo k odd&leni fazi.

Podani kompozice podle vynalezu 1é&enému &lovéku nebo zviteti Jje nutné pouze jednou.

Jako piiklady stabilizujicich detergenti obsazenych v pkipravku lze uvést polysorbitan,
80 (TWEEN) (sorbitan-mono-9—oktadecenoat-poly—oxy—1,2~ethandiyl; vyrabi ICI Americas,
Wilmington, SRN), TWEEN 40, TWEEN 20, TWEEN 60, Zwittergent 3-12, TEEPOL HB7
a SPAN 85. Tyto detergenty jsou obvykle pouzivany v mnoZstvi piiblizn& 0,05 az 0,5 % hmotn.,
nejéast&ji okolo 0,2 % hmotn.

Agens vytvafejici micely obsaZené v pripravku vyhodné piisobi ur&ité Jisté drazdéni na mist&
injekeniho vpichu, ¢imz mobilizuje makrofigy ke zvySeni bun&¥né odpovédi. Jako priklady
téchto agens Ize uvést polymerni tenzidy popsané v publikacich BASF Wyandott, naptiklad
Schmolka, 54 J. Am. Oil. Chem. Soc. 110, 1977, a Hunter a sp., 129 J. Immunol. 1244, 1981,
PLURONIC L62LF, L101 a L64, L121, PEG1000, a TETRONIC 1501, 150R1, 701, 901, 1301
a 130R1. Chemické struktury t&chto latek jsou v oboru dobfe znamé. Vyhodné se pouZiva agens
s hydrofilné-lipofilni rovnovahou (HLB) mezi 0 a 2, jak definovali Hunter a Bennett, 133 Journal
of Immunology 3167, 1984. Agens vytvétejici micely je vyhodn& pfitomno v mnoZstvi mezi
0,001 a 10 % hmotn., nejvyhodn&ji v mnoZstvi mezi 0,001 a 5 % hmotn.

Biodegradabilni a biokompatibilni olej se voli tak, aby podporoval retenci antigenu v emulzi typu
olej ve vodé, tj. aby zajiftoval vehikulum pro pozadovany antigen, pfi¢emZ tento olej ma
vyhodn€ teplotu tini niZ3i nez 65 °C, take se emulze vytvafi bud’ pfi teploté mistnosti (kolem
20 °C az 25 °C), nebo jakmile je teplota emulze snizena na teplotu mistnosti. Mezi pfiklady
takovych olejii patfi squalen, EICOSAN, tetratetracontan, glycerol a podzemnicovy olej nebo jiné
rostlinné oleje. Vyhodné se olej pouziva v mnoZstvi mezi 1 a 10 % hmotn. nejvyhodnéji mezi 2,5
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a 5% hmotn. Olej je biodegradabilni a biokompatibilni, tak7e organismus miZe olej ¢asem
rozitépit a pi pouZivani oleje tak nejsou patrné neptiznivé i€inky, jako granulomy.

Mikrofluidizovany antigenni ptipravek obsaZeny v kompozici podle vynélezu je prosty imuno-
stimulujici peptidické slozky, zejména muramyldipeptidu (MDP). Takovy peptid by interferoval
s indukci CTL odpovédi, pokud by byl podan v mnoZstvi vy$3im neZ zhruba 20 pg na normalni
podani u &lovéka. Bylo zjiiténo, Ze a& takové peptidy mohou zvySovat humorélni odpoved’, jsou
nevyhodné, je-li pozadovana cytotoxicka odpovéd’ T-lymfocyti.

Kompozice podle vynalezu jsou vyrazng vyhodnéjsi nez zndmé kompozice (vEetn& ISCOMu,
DETOXu a SAFu) pro pouZiti u &lovéka. Na rozdil od téchto znamych kompozic antigenni
ptipravek v kompozicich podle vynilezu jednak obsahuje agens vytvafejici micely a jednak
neobsahuje peptidy, skelety bun&&nych stén nebo slozky bakteridlnich bun¢k. Kompozice podle
vynélezu rovnéz indukuje CTL odpov&d;, které se bud’ u zndmych kompozic nevyskytuje, nebo je
u vynilezu ve srovnani se znamymi kompozicemi podstatné zvySena.

Pripravek podle vynilezu je netoxicky pro &lovéka nebo zvitata, kterym mé byt podavéan. Termin
netoxicky* znamen4, Ze byl u oSetfovaného zvifete nebo &lovéka pozorovan pouze maly nebo
vilbec zadny vedlejsi i&inek. Odbornikovi v oblasti lékafské nebo veterinrni praxe je zfejmé, Ze
tento vyraz mé 3iroky vyznam. Napfiklad u zvifete nebo Elovéka v podstaté zdravého miZe byt
tolerovéna pouze slab4 toxicita, zatimco u &lovéka nachazejiciho se v termindlnim stadiu nemoci
(s predpokladem dal3ho trvani Zivota mén& neZ tfi roky) miiZe byt tolerovana podstatné vyssi
toxicita.

Antigenni piipravek miize obsahovat viechny tfi uvedené slozky a), b) a c) nebo pouze dvé
z t&chto slozek.

P¥i pouziti proti virové infekci spogiva aplikace kompozice v podstaté v jejim jediném podani
¢lovéku nebo zvifeti, infikovanému virem a trpicimu jednim nebo vice symptomy virové infekce,
jak uréi lékaf v daném oboru.

Kompozice podle vynalezu lze vyuzit napiiklad pti léZeni infekce HIV, maldrie, chfipky,
hepatitidy, rakoviny, infekce herpetickym virem nebo infekce syncycidlnim virem respiraniho
traktu.

Vynalez ilustruji nasledujici pfiklady provedeni vynélezu, jimiZ se viak rozsah vynalezu

v 24dném sméru neomezuje.

Priklady provedeni vynilezu

Nejprve budou popséany obrazky na pfipojenych vykresech.

3 o

Popis obrazkl

Obr. 1A — 1C jsou grafickym zobrazenim dat srovnavajicich CTL indukei u riznych
ovalbuminovych ptipravki;

E:T predstavuje na viech obrazcich pomér pisobku k cilovym buiikdm (osa x), na ose y jsou %
cytotoxicity.

Obr. 1A: imunizovano pomoci ova v HBSS.
Obr. 1B: cytoplazmatické zatiZeni s ova.
Obr. 1C: imunizovano pomoci ova v AF.
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Obr. 2A a 2B jsou grafickym zobrazenim dat srovnavajicich CTL indukei pomoci riiznych beta—
galaktosidazovych ptipravki;

E:T jako na obr. 1 (o0sa x), na ose y jsou % cytotoxicity.

Obr. 2A: imunizovano pomoci beta-gal v HBSS.
Obr. 2B: imunizovéano pomoci beta—gal v AF.

Obr. 3 je grafickym zobrazenim dat srovnavajicich CTL indukci ovalbuminem v liposomu
—.—
(—o— )avantigennim pripravku (""."‘);

E:T jako na obr. 1 (o0sa x), na ose y jsou % cytotoxicity.

Obr. 4 a 5 jsou grafickym zobrazenim dat ukazujicich vliv vyCerpani CD4 a CD8 na CTL
indukci. :

E:T. jako na obr. 1 (osa x), 0sa y jsou cytotoxicity v % (—a—) nevycerpané, (=0—) CD4
vy&erpané, (—8—) CD8 vycerpané.

Obr. 6 je grafickym zobrazenim dat ukazujicich CTL indukci smési latek pluronic a TWEEN
s antigenem.

E:T jako na obr. 1 (osa x), na ose y jsou % cytotoxicity; (—a—) buiiky EL4, (—o-) butiky
EG7.

Obr. 7 je grafickym zobrazenim dat ukazujicich CTL indukci smési latek Squalane a TWEEN |
s antigenem. ‘

E:T jako na obr. 1 (osa x), osa y jsou % cytotoxicity; (=) buitky EL4, (—o-) buriky
EG7.

Obr. 8 je grafickym zobrazenim dat ukazujicich CTL indukci smési latek Squalane a pluronic
s antigenem.

E:T jako na obr. 1 (osa x), osa y jsou % cytotoxicity; (=) buiiky EL4, (—o-) buiiky
EG7.

Obr. 9 je grafickym zobrazenim indukce tvorby antigp120IIIb protilatek u opice pomoci riznych
antigennich pfipravki;

osa X je l/zfedéni séra, osa y je namd&fenéd absorbance pi 405 nm; Jjednotlivé kfivky
("0 % % 5td.) znadi pouzité antigenni pripravky.

Obr. 10A — 10B jsou grafickym zobrazenim dat srovnévajicich gp120 specifickou CTL odpovéd
u opic imunizovanych s vakcinia—gp120 a gp120-AF.

E:T jako na obr. 1 (0sa x), osa y jsou % cytotoxicity.
Antigenni pfipravek

Antigenni pfipravky pouZité v tomto vynélezu jsou obecné popsany predtim. Ty bézng znamé se
projevi tim zpiisobem, Ze ekvivalentni ptipravky se daji pohodin& pripravit a lze predpokladat, Ze
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maji ekvivalentni vlastnosti, co se tyka indukce CTL odpovédi. Takové pripravky jsou testovany
na jejich vlastnosti pouZitim technik, které jsou ekvivalentni technikém niZe popsanym.

Nasleduji ptiklady vyndlezu s pouZitim antigennich pfipravki (AF) sloZzenych cca z 15%
Squalanu (0,6 % TWEEN 80) a (0,0045-3,75 % pluronic-u) ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosfatem-Imed STP. Specificky takovd emulze AF obsahuje: 150 mg Squalanu,
0,045-37,5 mg poloxamer 401 (PLURONIC L121), 6 mg TWEEN 80, 0,184 mg KCl, 7,36 mg
chloridu sodného, 0,552 mg monobazického fosfatu draselného, 3,3 mg dibézického fosfatu
sodného (bezvodého), na 1ml vody, pH 7,4. Tato emulze byla mikrofluidizovéna pouZitim
standardni techniky (Microfluidics Model M110F) s modulem zpétného tlaku 7,584.10° —
9,653.10* Pa s postupnym néavratem na atmosféricky tlak, ochlazenim a balenim do suchého ledu.

V jinych ptikladech byl antigen smichén s mikrofluidizovanou smési Squalanu (S), pluronic—u
(P) a TWEENu 80 (T), aby bylo dosaZeno kone&né koncentrace Squalanu 5 %, 0,2 % TWEENu
80 a 0,0015-1,25 % pluronic—u, vzhledem ke kazdé latce. Aby byly definovany vlastnosti sub—
komponent nutnych k indukei antigen—specifické imunitni odpov&di, byly piipraveny smési
Squalan-TWEEN 80, pluronic-TWEEN 80 nebo Squalan—pluronic v téZe koncentraci jako tomu
bylo pti ptipravé ti-slozkové smési. Pluronic, Squalan nebo TWEEN 80 byly rovnéz pfipraveny
individualné pro stanoveni G&inku jednotlivych slozek na CTL indukci. Byly provedeny téz
substituce TWEENem 20, TWEENem 40 nebo Zwittergent—em za TWEEN 80, aby byl zjistén
vliv riznych derivaith TWEENu na CTL indukci v ova systému. Nahrada Squalanu ve tfi—
slozkovém pFipravku byla uskute&n&na s Eicoson-em nebo Triacontonem a nahrada za kopo-
lymer pluronic vtémZe tii-slozkovém pfipravku byla provedena pouZitim PEG 1000,
Pluronic L62LF a Tetronic 1501 a 150R1. Riizné analogy v riznych kombinacich byly smichéany
jako dvouslozkové ptipravky a testovany na ova specifickou CTL indukci. Byly to smési
cholesterol-TWEEN 80, Squalan-TWEEN 20, Pristan~TWEEN 80 nebo olivovy olej-
TWEEN 80. Vramci stabilizaéni studie byla smichina mikrofluidizovand smés Squalan—
TWEEN 80 s dextrézou na kone&nou koncentraci 5 %. Ve viech pfipadech kombinace sloZek
byla mixovana v mikrofluidizadnim zafizeni za G€elem pfipravy stabilni emulze. V nékterych
pokusech byly dvouslozkové ptipravky mixovéany s riiznou koncentraci MDP k indukci CTL
a humoralni odpov&di. Tabulka 1 popisuje souhrnné seznam riznych pfipravkii pouZivanych
v této studii.

Tabulka 1

Vliv riznych substituci ve tfi— nebo dvouslozkovych systémech

Substituce ve tfikomponentnim Pokus # 1 Pokus # 2
pfipravku Procent zabitych pti E:T 100:1 | Procent zabitych pfi E:T 100:1
STP 88 10
Tween 40 (T) 66 -
Tween 20 (T) 48 -
T1501 (P) 39 -
T150R1 (P) 30 -
Pluronic L62LF (P) 47 -
Eicosane (S) - 47
PEG1000 (P) - 24
Triacontane (S) - 30
Zwittergent (T) — 0
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Substituce ve tftikomponentnim Pokus # 1 Pokus # 2
pripravku Procent zabitych pfi E:T 100:1 | Procent zabitych p¥i E:T 100:1

Substituce ve dvouslozkovém

pfipravku

ST 82 44

PT 77 -

SP 69 -

Cholesterol (S) + Tween 80 38 -

Squalane + Tween 20 (T) 65 -

Pristane (S) + Tween 80 60 -

Olivovy olej (S) + Tween 80 69 -

Jednoslozkovy ptipravek

Pluronic L121 0 -

Squalane 0 -

Tween 80 0 -

Squalane + Tween 80 + 5%

dextréza 86 -

—*  neupotfebitelny

Byl pouZit ptipravek Syntex coby adjuvans (mikrofluidizovany; SAFm) jako kontrola adjuvans
a sklada se ze dvou &asti. Cést I obsahuje fyziologicky roztok pufrovany fosfitem a obsahujici
v kone&né koncentraci 5 % Squalane, 1,25 % pluronic-u a 0,2 % TWEEN 80 (vehikulum nebo I~
SAF). Cast II se sklada z N-acetylmuramyl-L~thronyl-D—izoglutaminu (Thr—MDP), derivati-
zované komponenty bun&&nych stén mykobakterii. Pro t&ely imunizace je antigen mixovan
s mikrofluidizaénim vehikulem (84st I), kziskani homogenni emulze. P¥iddnim MDP je
pfipraven SAFm, kratce se zvifi. Koncentrace MPD ve smési je ménéna za G&elem stanoveni
optima koncentrace pro CTL indukci. Jako kontrola adjuvans byly imunizovany mysi
rozpustnym antigenem smisenym s kamencem (alum), podle ndvodu vyrobce (Pierce Chemical,
Rockford, IL) nebo Kompletnim Freudovym Adjuvans (CFA).

Pfipravek STP antigenu je pouzivan k indukci cytotoxické T-lymfocytérni odpovédi u mysi.
BeZné poznatky tohoto typu se projevi tak, Ze tento my3i model je ukazatelem, Ze rovnocenné
pokusy nebo 1é¢ebné aplikace budou podobné indukovat cytotoxickou T-lymfocytarni odpovéd’
u lidi, domestikovanych, nebo zem&d&lskych zvitat. MnoZstvi antigenniho piipravku a antigenu
uZite¢ného k produkci zidané bun&&né odpovédi miZe byt stanoveno empiricky standardnimi
postupy, dobfe zndmymi vzhledem k b&nym poznatkiim tohoto druhu, bez pFili$ného experi-
mentovani. Tak, je-li to Zidouci aby byly minimalizovany vedlej$i Gtinky p¥i aplikaci t&chto
smési, bézné poznatky tohoto druhu dévaji moznost stanoveni minimalni hladiny takové smési
pro podavéni ¢lovéku a domestikovanym nebo zemé&d&lskym zvifatiim, aby byla zjist¢na CTL
odpoved’, a tim byla indukovéna imunita k vhodnému antigenu. P#i b&?ném pouziti takova smés
bude injikovdna jakymkoliv z poletnych standardnich zpiisobi, ale zvlats je preferovina
intramuskularni injekce do mista, ktera dovoli emulzi zistat ve stabilnim stavu po dobu né&kolika
dni nebo tydnu.

Metody

Nasledujici materidly a metody byly pouzity v ptikladech uvadénych nize, Jestlize neni jinak
uvedeno:
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Mysi

Samitky mysi C57BL/6 (H-2") a BALB/c (H-2% byly ziskény od Harlen Sprague (San Diego,
California).

Antigeny

Ovalbumin (ova, Grade VII; Sigma Chemical o., St. Louis, MO) byl pouZit v nativni formé.
Beta—galaktosiddza (beta-gal, Grade VIII; BRL) byla pouZita v nativni form& a po pfevafeni
v 1 M NaOH po dobu dvou minut pouZita jako alkalicky vyluh. Rekombinantni gp120 byl ziskan
od American Biotechnology.

Tumorové buriky a transfektanty

Pouité tumorové buiiky byly Ia linie EL4/C57BL/6, H-2" thymoma/ a P815 /DBA/2, H-
2°mastocytoma/. Piivod ova—produkujiciho EL4 transfektantu, EG7-ova byl popsan dfive od
Moore a sp., 54 Cell 777, 1988. Beta—gal-produkujici transfektant, P13.1, byl odvozen
elektroporaci 10’ PB15 bungk v 1ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfitem (PBS)
s 10 mg Pstl linearizovanych pCH110 (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscatawy, NJ)
a 1 mg Pvul linearizovanych pSV2 neo (Southern a sp., 1 J. Mol. Appl. Genet. 327, 1982),
a naslednou selekci ve 400 pg/ml antibiotika G418. Transfektant C3—4 byl odvozen od BALB/c
hybridomu Igm 662 transfekci s plazmid—koédujicim beta—gal genem fazovaném do tretiho
a &tvrtého exonu IgM t&Zkého fetézce (Rammensee a sp., 30 Immunogenetics 296, 1989).
gp160IIIb exprimujici 3T3 fibroblast, 15-12, byl poskytnut Dr. Germain—em z NIH (Bethesda,
MD). K® transfektované L bunééné linie byly poskytnuty od Dr. Caroone, Monash University,
Australia. D a L® transfektované L bun&né linie poskytl Dr. Ted Hensen, Washington
University, St. Louis.

Imunizace

Mys3i byly imunizovany intraven6zn€é pomoci 200 ul suspenze 25 x 10%splenocytli, po cyto-
plazmatickém zatiZeni, jak popsal Moore a sp., supra, a Cerbone a sp., J. Exp. Med. 169:603,
1989. Pro imunizaci ova—antigenovym piipravkem nebo beta—gal-antigenovym pfipravkem bylo
injikovano 30 pg kazdého bilkovinného antigenu na mys do tlapky a kofene ocasu subkutanné.
Kazda injekce obsahuje 67 pg mikrofluidizovaného antigenniho pfipravku (pfipraveného
standardnim postupem) a 30 pg bilkovinného antigenu v kone¢ném objemu 200 pl. Konetny
objem byl upraven v HBSS, viz Whittaker Manual (Welkersville, MD). MDP byl pfipraven
v koncentracich mezi 0 a 300 ug. Tam kde bylo uvedeno, byly mysi imunizovény rozpustnymi
antigeny v CFA nebo v kamenci celkovym objemem 200 pl.

Stimulace efektorovych populaci in vitro

Slezinné buiiky (30 x 10°) znormalnich a imunizovanych mysi, které byly senzibilizovany
nejméné 14 dni pfedem, byly inkubovany s 1,5 x 10® EG7 - ova (ozéfené s 20,000 rad) pro ova
odpovéd’ nebo 1,6 x 105 C3—4 bungk (ozétenych s 20,000 rad) pro beta—gal odpovéd’ na 24—
jamkovych deskach pfi 37 °C v 7 % COy/vzduch. V3echny tkafiové kultury byly realizovany
v kompletnim médiu sloZeném zIMDM média, viz Whittaker Manual (Welkersville, MD),
dopln&ném 10 % fetlniho teleciho séra (FCS), 2mM glutaminu, gentamycinem a 2 x 10°M 2-
merkaptoetanolu. Pro deplegni experimenty in vitro, slezinné buiiky, senzibilizované in vivo nebo
stimulované in vitro, byly podrobeny u¢inku monoklonélnich protilatek (mAbs) RL.172 (anti-
CD4) nebo mAbs 3.168 (anti-CD8) pro odstran&ni CD4" nebo CD8" T-bungk (Sarmiento
asp., 125 J. Immunol. 2665, 1980, a Ceredig a sp., 314 Nature 98, 1985). Monoklonélni
protilatky mAb RL.172 a mAb 3.168 byly ziskany od Dr. Jonathana, Sprent at Scripps Clinic and
Research Foundation, La Jolla, CA.
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Slezinné buitky (30 x 10%) z normalnich a imunizovanych mysi, které byly senzibilizovany
nejmén€ 21 dni diive, byly inkubovany s 1,5 x 10° 15-12 buiikami (podrobeny po 45 minut
G¢inku 200 ug mitomycinu C na 10® bun&k), nebo s 500 pg 18IIb peptidu obsahujiciho
dominantni CTL epitop Balb/c my3i v kompletnim IMDM médiu (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) obsahujici 10 % FCS (ICN Flow; ICN Biochemicals, Inc., Costa Mesa, Ca), 2mM glutamin,
gentamycin a 2 x 10° M 2-merkaptoetanolu. Pro stimulaci in vitro stimulované slezinné buiiky
byly kultivovany v kompletnim IMDM obsahujicim 5 % ConA supernatant. Pro deple&ni pokusy
in vivo senzibilizované nebo in vitro stimulované slezinné buiiky byly oletfeny s mAb RL.172
(anti-CD4) nebo mAb 3.168 (anti-CD8) v pfitomnosti krali¢iho komplementu nizké toxicity
(Cederlane Laboratories, Ltd., Hornby Ontario, Canada) pro odstran&ni CD4" nebo CD8" T—
bungk (22, 23). Monoklonalni protilitky mAb RL.172 a mAb 3.168 byly darovény Dr.
Jonathanem Sprent at Scripps Clinic and Research Foundation, La Jolla, CA.

Zkouska cytotoxicity

Cilové buiky (1 x 10°) byly znageny se 100 uCi >'Cr chromanem sodnym po dobu 60 minut.
U cilovych bunék citlivych k peptidu bylo pFidano 50 pl roztoku peptidu o koncentraci 1 mg/ml
HBSS béhem znaleni cilovych bunék s *'Cr. Po promyti bylo inkubovino 10°* znacenych
cilovych bunék spolu s efektorovymi buiikami sériové fedénymi ve 200 ul RP10 po dobu 4 h pfi
37°C. 100 pl supernatantu bylo odd&leno a byla stanovena specificka lyze jako: Procenta
specifické lyze = 100 x uvoln&ni pomoci CTL minus spontinni uvoln&ni déleno maximélni
uvolnéni minus spontinni uvoln&ni. Spontinni uvolnéni v nepfitomnosti cytotoxickych T—
lymfocytii (CTL) bylo men3i 25 % maximélniho uvolnéni detergentem a to u viech pokust.

Stanoveni protilatkové odpovédi na mysich a opicich

KaZda jamka v 96-jamkové destitce se dnem ve tvaru U (Costar, Cambridge, MA) byla pokryta
150 ng ova nebo gp120 v 50 pl HBSS a inkubovéna pres noc pfi 4 °C. Pro stanoveni anti-gp120
a anti~ova protildtkové odpovédi u my3i byly plotny blokovany 1% BSA po 1 h. Sériové fedéna
séra byla pfidavéna v objemu 25 pl na jamku a inkubovana po 2 h. Plotny byly promyty a 50 pl
koziho anti-my3iho IgG konjugitu s HRPO (SBT, Alabama) v 1% BSA, pfi fed&ni antiséra
1:1000, bylo pfidano na jednu jamku. Po 1 h inkubaci plotny byly promyty a bylo p¥idano 100 pl
substratu na jamku. OD,s bylo stanoveno v intervalu mezi 10. a 15. minutou. Pro stanoveni anti—
gp120 protilatkové odpovédi u opic viechny stupné byly obdobné s vyjimkou blokidy desek
a fedeni séra, coZ bylo provad&no v 5% normélnim kozim séru v Hankové rovnovazném solném
roztoku.

Syntéza peptidi

Syntetické peptidy korespondujici aminokyselinové sekvenci 253-276 (Sekvenéni zapis &. 1:
EQLESIINFEKLTEWTSSNVMEER; kde je uit standardni jednopismenovy kéd predstavujici
urgitou aminokyselinu) ovalbuminu (ova 253-276), aminokyselinovou sekvenci 84-102 myelin
basic proteinu (MBP 84-102) (Sekvenni zapis &. 2: DENPVVHFFKNIVTPRTPP), a syntetické
peptidy korespondujici aminokyselinové sekvenci 308-322 (18IIIb sekvence) od gp12011Ib, byly
syntetizovany metodou syntézy peptidii na pevné fazi za uZiti pistroje Applied Biosystem 430A
synthesizer. Aminokyseliny byly kopulovény pomoci preformovanych symetrickych anhydridi
s vyjimkou asparaginu, glutaminu a argininu, které byly kopulovény ptes hydroxybenzo-
triazolové estery. Kopulagni Gginnost byla monitorovéna ninhydrinovou reakei podle metody
Kaiser a sp., 34 Anal. Biochem. 595, 1970. Peptidy byly uvoliiovany znosite kapalnym
fluorovodikem a ,,Jlow-high“ procedurou popsanou Tamem a sp., 21 J. Am. Chem. Soc. 6442,
1983, a peptidy byly extrahovény z pryskyfice 10% kyselinou octovou. Po lyofilizaci byly
peptidy odsoleny na sloupci Sephadexu G-25 a vzorky peptidi pak byly purifikovany HPLC
chromatografii sreverzni fizi na preparativnim sloupci C-18 pfistroje Vydac. Purifikované
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peptidy (98 %) byly rozpuitény v HBSS na kone¢nou koncentraci 10 mg/ml a fedény na
pozadovanou koncentraci v kompletnim médiu.

CNBr §tépeni

Na vzorky bilkovin (napfiklad beta—galaktosiddzu) bylo pisobeno 100 nasobnym molarnim
prebytkem bromkyanu v roztoku 100 mM kyseliny trifluoroctové. Reakce probihala po dobu 18 h
pfi pokojové teplots (asi 20 °C) za rotace. Po pfedepsaném reak&nim &ase fragmenty peptidii byly
separovany od reak&nich sloZek za poutziti pfistroje SEP-PAK C-18 (Waters), eluovany s 95%
acetonitrilem a lyofilizovany.

Alkalické St€peni

Bilkovinné vzorky (napfiklad beta—galaktosidaza) byly vystaveny u€inku 1 N NaOH a povafeny
po 2 min a vysledné peptidické fragmenty byly separovany od reak&nich sloZek za pouZiti
pristroje C—18 SEP-PAK (Waters), a eluovany s 95% acetonitrilem a lyofilizovény.

Ptiklad 1: I. tfida restringované CTL senzibilizace

Moore a sp., 113 UCLA Symp. Mol. Cell. Biol 1989 a Carbone a Bevan, 171 J. Exp. Medicine
377, 1990, ukazali, 7¢ myS$i imunizované slezinnymi buiikami, které byly zaté€Zovany cyto-
plazmaticky rozpustnym ova, byly senzibilizovany pro ova specifitu, I tfida restringované CTL
odpovédi. Ova—exprimujici EL4 transfektanty EG7—ova byly pouZity pro in vitro stimulaci in
vivo senzibilizovanych slezinnych lymfocytd a také pouzity jako cilové buikky pro ova
specifickou CTL zprostiedkovanou schopnost zabijeni bunék. Tato studie téZ demonstruje, Ze
CD8" efektory indukované EG7-ova transfektantem nebo slezinnymi butikami cytoplazmaticky
zatizenymi s ova, prokazuji determinant mapovany peptidem ova 258-276 v kontextu s H-2K",
lyzuji EG7-ova, a také zabijeji EL4 buiiky povletené s ova 258-276 peptidem. Tak, aby se dalo
odhadnout, zda endogenni cesta I tfidy restringované CD8" T bungk je indukovatelna rozpustnym
antigenem, uvedeny systém byl pouZit ke zjiit&ni, zda jisté antigenni pfipravky lze pouZit k fizeni
cesty I t¥idy restringovanych bunék pomoci rozpustnych antigent.

a) ova

Mysi C57BL/6 byly imunizovany jedenkrat s promé&nlivym mnoZstvim ova (30 ug az 1 mg na
mys$) za pfidani a bez pfidani antigenniho pfipravku. MyS$im byly davky injikovany subkutanné
a do kofene ocasu. Slezinné buriky byly odebrany z imunizovanych mys3i nejméné 2 tydny po
imunizaci a stimulovany in vitro s EG7-ova transfektanty. Koncentrace pouhych 30 pg EG7-ova
byl stejné G&innd jako 1mg davka. Proto v daldim byly CTL studie rutinn€ providény se
slezinnymi burikami mysi senzibilizovanych davkou 30 pg ova. Po 5 dnech kultivace in_vitro
s EG7-ova senzibilizace byla hodnocena v pFitomnosti ova specifickych efektorti schopnych
lyzovat EG7-ova.

Mys3i injikované rozpustnym ova v HBSS davkou dosahujici mnoZstvi 1 mg, nevykazovaly znaky
CTL senzibilizace (obr. 1A). Aviak my3i imunizované s 30 pg ova v antigennim pfipravku
popsaném vy3e (ukazano jako AF v obrazcich) vykazaly signifikantni transfektantni specifickou
CTL odpovéd (obr. 1C). Kromé toho, mira EG7—ova zabijeni pomoci ova—~AF imunizovanych
slezinnych bun&k byla porovnatelna s takovouto vlastnosti slezinnych bunék imunizovanych
mys$i zatizenych ova (obr. 1B).

Okolnost, %e specifita CTL senzibilizace in_vivo byla antigen—specificka bylo prokazino
zneschopnosti slezinnych bun&k mysi imunizovanych beta—galaktosiddzou manifestovat
druhotnou CTL odpovéd’ in vitro, jsou-li stimulovany s EG7—ova. V takovém pfipadé nebyla
pozorovéna ova specifickd CTL indukce.
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b) beta—galaktosidiza

Podobné vysledky byly ziskany s pouZitim jiného rozpustného bilkovinného antigenu, beta—gal.
Pro stanoveni beta-gal-specifické CTL odpovédi pouZité cilové buiiky byly od BALB/c kmene
odvozené beta—gal expresivni C3—4 transfektanty. Imunizace BALB/c my3i rozpustnym beta—gal
dala podklad CTL odpov&di. Proto, pro stanoveni specifické CTL odpovédi, byl odbér posunut
nejmén€ o 8 tydni pred odebranim slezinnych lymfocyti, které pak byly kultivovany 5 dnd
v pfitomnosti ozafenych transfektanti C3—4.

Obr. 2B demonstruje, Ze 30 ug beta—galaktosiddzy v AF indukovalo silng specifickou CTL
odpovéd’ proti transfektantu. My3i imunizované pomoci beta-gal-AF vykézaly kolem 80 %
specificky zabitych bungk, pfi poméru efektoru k cilovym buiikim rovnym 3:1 (E:T). Nicméng&
pouze 20% umrtnosti stejnych cilovych bungk bylo dosaZeno s efektory izolovanymi zmy$i
imunizovanych beta-gal v HBSS pfi stejném poméru E:T (obr. 2A). A&koli ani EL4, ani PB15
nepotlatuji II tfidu MHC genovych produkti a lyze ukazuje syngenni restrikci, tyto ova a beta—
gal specifické efektory jsou I tfida MHC restringované buiiky.

Aby byla demonstrovana prosp&snost antigenniho ptipravku, byly my3i imunizovany rozpustnym
ova inkapsulovanym do dvou typii liposomi, jeden z nichZ byl pH citlivy liposom. Jeden tyden
nato byly slezinné buiiky stimulovany in vitro, jak je shora pops4no, a buiiky byly testovany proti
*ICr-znatenym EG7-ova nebo EL4 buitkim. Obr. 3 ukazuje reprezentativni vysledek, ktery
ukazuje, Ze ova v liposomu nemiiZe senzibilizovat mysi pro podstatnou CTL indukci. Podobné
vysledky byly pozorovany, kdyZ pomoci ova bylo imunizovano v kamenci.

Piiklad 2: Rozpoznéni epitopu pomoci CTL

Carbone a Bevan, supra, prokazali, ¢ CTL indukovani u my$i C57BL/6 pomoci EG7-ova
transfektantu a cestou cytoplazmaticky ova-zatizenych splenocyti, je schopna rozpoznat EL4
butiky pokryté ova peptidem 253-276. Aby bylo prokizino, %e rozpustny ovalbumin v AF
indukuje podobnou CTL odpov&d’, slezinné butiky byly pFipraveny z imunizovanych mysi
a stimulovany s EG7-ova. Efektory byly testovany proti EL4 buiikim pokrytym peptidem ova
253-276, nebo s kontrolnim peptidem odvozenym od myelin basic proteinu (MBP 84-102).
Vysledky ukizaly, Ze ova~AF senzibilizuji CTL s podobnou specifitou jako pomoci trans-
fektanti, nebo cytoplazmatickym zatizenim ova (obr. 1A, 1B a 1C). Efektorové buitky senzibili-
zované pomoci ova—AF Ginn& lyzuji EG7-ova a netransfektované EL4 buiiky pokryté ova
pegtidem 253-276, (50 pg/10® bun&k), ale nestdpi EL4 buiiky pokryté 50 ug MBP peptidu na
10° bunék.

V beta—galaktosiddzovém systému, Carbone a Bevan, supra, ukazali, %e beta—gal exprimujici
transfektant a cytoplazmaticky zatizené splenocyty rozpustnou beta—galaktosidézou indukovaly
CTL, kdyZ pak tyto buiiky lyzovaly beta—gal expresivni transfektant— a nontransfektantni buiiky
P815 pokryté alkalicky natrdvenou beta—galaktosiddzou. Rozpustna beta—galaktosidaza indukuje
CTL, které pak maji podobnou specifitu jako po imunizaci v AF (obr. 2).

Priklad 3: CTL efektory jsou CDB* T buiiky

Ze rozpustné bilkovinné antigeny v AF indukuji CD8" efektor T bun&k bylo prokézano
nisledovng. Splenocyty zimunizovanych my3i byly kultivovany po p&t dnii s transfektanty
ozifenymi in vitro. Nato byly builky odebriny a zbaveny CD4" nebo CD8" bunk pouzitim
monoklonélnich anti-CD4 nebo anti-CD8 protilétek plus komplement. Vy&erpané populace byly
nato testovény proti *’Cr—-EG7-ova v ova systému nebo *'Cr-P13.1 v beta—gal systému. Udaje
prezentované na obr. 4 ukazuji, Ze vova systému zbaveni CD8" bungk zruilo cytolytickou
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aktivitu proptjéenou kompletnimu efektoru bun&¢né populace. Nicmén& vylerpani CD4™ T
buné&éné populace nemélo jakykoli vliv na lyzy EG7—-ova.

Podobné v beta—gal systému vy&erpani CD8" T bungk rusilo cytolyticky iginek slezinnych bungk
vyvolany imunizaci beta—gal-antigenovym ptipravkem (data nejsou uvedena).

Ptiklad 4: Rozpustny ova v AF senzibilizuje CD8" T buiiky

Aby bylo demonstrovano, ze ova-AF senzibilizuje CD8" bun&&nou populaci in vivo a je
kritickym faktorem pro druhotnou odpovéd’ in vitro, CD4" nebo CD8" populace byly vy&erpany
ze slezin my$i imunizovanych ova-AF a pfirozenych mys$i. OSetfené populace pak byly
stimulovény in_vitro se samotnym EG7-ova, nebo v kombinaci CD4" a CD8" T bungk z mysi
imunizovanych pomoci ova-AF, nebo vriznych kombinacich CD4* nebo CD8" T bungk
z pirozenych mysi. Obr. 5 ukazuje, Ze senzibilizované CD8" buiiky jsou dominantni pro
manifestaci sekundarni CTL odpovédi in vitro. Tato data také ukazuji, Ze pro u¢innou sekundérni
CTL odpovéd’ jsou vyZadovany CD4" T buiiky. CD4" buiiky nejsou nutné k senzibilizaci.

Uvedené priklady demonstruji &inek antigenniho pfipravku na indukci I tfidy restringované
CTL odpovédi proti rozpustnym bilkovinnym antigenim. Antigenni pfipravek zprostfedkoval
CTL senzibilizaci rozpustnym antigenem, ktera je podobné povahy jako je aktivita indukovana
transfektanty a splenocyty cytoplazmaticky zatizenymi rozpustnym ova nebo beta-gal.
V ovalbuminovém systému, EG7-ova, cytoplazmaticky zatizené splenocyty a ova-AF
vyvolavaji: (a) I t¥idu restringovanych CD8" CTL; (b) CTL, které rozpoznéavaji cilové buiiky
senzibilizované pomoci ova 253-276 syntetického peptidu; a (c) dlouho pfezivajici CTL po
pouhé jediné imunizaci. V beta—gal systému, beta—gal-AF indukovanad CTL rozpozna beta—gal
expresivni transfektant C3—4, a téZ netransfektované senzibilizované P815 buiiky s alkalicky
Stépenou beta—galaktosidizou. To je analogické k piipadu pozorovaného pfi CTL indukci cestou
imunizace pomoci slezinnych bun&k cytoplazmaticky zatiZzenych beta—galaktosidazou. Indukce
ova specifické CTL antigennim pFipravkem je unikatni, protoZe ani ova inkapsulovana do pH
citlivych liposomit ani do kamence (data nejsou ukazina), nemize indukovat senzibilizaci in
vivo.

Tyto priklady ukazuji, Ze antigenni pfipravek shora pouZity a jeho ekvivalenty jsou pouZitelné
v huménni terapii a vyvoji vakcin k indukci CTL u riznych karcinomi a virovych onemocnéni.

Priklad 5

Toto je specificky priklad prokazujici pouzZiti vy$e uvedeného AF na produkéni tidu I restringo-

. vanych CTL senzibilizaci rozpustnym gp120 z HIV.

Linie expresnich bungk gp160 IIIB (15-12) byla produkovéna v Balb/c fibroblastech, v odvozené
linii 3T3. Ta byla ziskdna od Dr. Ron Germain—a a Dr. Jay Berzovsky—ho, National Institute of
Helath, Bethesda, M. D. Linie expresivnich bun&k gpl160 byla pouzita pro in vitro stimulaci
slezinnych lymfocytl senzibilizovanych in vivo, a téZ pouzita jako cilové buiiky. V mnoha
pokusech byl pouzit peptid 1811Ib, ktery obsahuje dominantni CTL epitop, pro stimulaci in vitro.
Pro peptidickou restimulaci v kultufe byl do média ptidavan IL—2. Balb/c mysi byly imunizovany
jedenkrat s 1 pg gp120 na my$ za pfidani AF, nebo bez jeho pfidéni. My3i byly injikovany
subkutinné nebo do ocasu. Slezinné buiiky byly odebrané z imunizovanych mysi tfi tydny po
imunizaci a stimulovéany in vitro pomoci ozafenych gp160 transfektanti nebo peptidem 18IIIb.
Po péti dnech kultivace in vitro bylo dosaZeno senzibilizace pfitomnosti specifickych efektor
schopnych lyzovat gpl60 transfektanty, a nikoli netransfektované bunééné linie. V nékterych
experimentech byly pouZity vac:gp160 infikované P815 buiiky jako buiiky cilové. Vysledky jsou
ukazany v tabulce 4A, kde CTL odpovéd’ je potencovand pomoci AF a gpl20. Je hodno
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zaznamendni, Ze v gpl20 systému je jediny pfipad, kde optimum AF pisobeni na gpl120
specifickou CTL indukci (jedinou imunizaci s 1 pug gp120 v AF) neobsahovalo vitbec, nebo
obsahovalo pouze minimum pluronic-u. Aviak, kdyZ byly mysi imunizovany opakované s 5 pug
gp120 v AF obsahujicim vy33i koncentraci pluronic-u (3,75 %), byla pozorovana vyrazna
indukce CTL (data neuvedena).

Nasledujici priklad demonstruje pouZiti antigenniho ptipravku tohoto vynalezu za pouZiti pouze
jedné nebo dvou komponent. Tyto piiklady prokazuji, ¢ CTL-odpovédi mohou byt indukovany
s pouhymi dvéma komponentami ze i komponent, které byly pouZivany dtive.

Piiklad 6: Stanoveni kritickych komponent nutnych pro CTL indukci

Aby mohlo byt stanoveno, zda viechny shora zmin&né komponenty jsou nutné pro specifickou
indukci antigenem, byly mysi imunizoviny ovalbuminem v mikrofluidizovaném pfipravku
riznych kombinaci dvou ze tfi sloZek pfitomnych v AF. Tteti komponenta je substituovana PBS.
Dvouslozkové kombinace byla pouZita nasledovng: Squalane/TWEEN v PBS, Squlane/Pluronic
v PBS nebo Pluronic/TWEEN v PBS. Jiné sestaveni skupin bylo tam, kde my3i byly imunizo-
vany pomoci ova v jednoslozkovém systému, to je Squalane v PBS, Pluronic v PBS nebo jen
TWEEN v PBS.

Shora zmin€né tfislozkové antigenni pkipravky maji toto sloZeni: 0,300 g TWEEN 80
(Aldrich, WI), 1,875 g Pluronic L121 (BASF, NJ), a 7,5 g Squalene (Aldrich, WI), doplnéno do
50 ml ptidanim PBS.

Dvouslozkové pripravky byly tohoto sloZeni:

Squalane/TWEEN: 0,300 g TWEEN 80 a 7,5 g Squalane, dopln&no na 50 ml s PBS.
Pluronic/TWEEN: 1,875 g Pluronic L121 a 0,300 g TWEEN 80, dopIn&no na 50 ml s PBS.
Pluronic/Squalane: 1,875 g Pluronic L121 a 7,5 g Squalane, dopinéno do 50 ml s PBS.

Trislozkové ptipravky s proménlivou koncentraci pluronic—u byly tyto:

Squalane a TWEEN koncentrace byly zachovany jako pfedtim, ale koncentrace pluronic—u byly
ménény:

Pro 50 ml objemy:
S (gramy) T (gramy) P (gramy) P
7,5 0,300 0,75 1,5%

0,075 0,15%
0,0075 0,015%
0,00075 0,0015%
0,00091 0,0018%
0,00045 0,0009%
0,00017 0,0003%

Vzorky pak byly zpracovany pomoci mikrofluidizagniho pfistroje, model 110T, Microfluid.
Corp, dany do lahvi¢ek a skladovany pti 4 °C do pouziti.

Ovalbumin (ova, Sima, MO) byl naviZen a dan do roztoku 0,3 mg/ml v HBSS (Whittaker),
supra. Zasobni roztok 0,3 mg/ml byl kombinovan s dvou-slozkovymi ptipravky v nasledujicich
pomérech: 5 dili ovalbuminového roztoku (0,3 mg/ml), 3,3 &asti dvouslozkového piipravku
a 1,7 Casti HBSS. Podobné i beta-gal a HIV gp120 byly smichany s AF.
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Ptipravek byl protfepan a uloZen v ledu do doby injekovéni. Vechny roztoky byly kombinovany
tésné pred aplikaci.

Kazda my$ obdrzela 200 pl jednoho pfipravku obsahujiciho 30 pl ova subkutanni injekei a do
kotene ocasu. Mysi pak byly ponechény v klidu nejméné dva aZ &tyfi tydny pied odbérem
sleziny.

Dva tydny po imunizaci byly slezinné buiiky vypreparovény a stimulovény in_vitro ozifenymi
EG7-ova. Po péti dnech kultivace byla stanovena pfitomnost ova specifickych CTL testovanim
proti *'Cr-EG7-ova nebo S1Cr-EL4 ve é&tythodinové analyze sledovanim SICr. Ziskané vysledky
jsou prezentovany na obr. 6-8 a ukazuji, e ovalbumin pfipraveny v mikrofluidizovaném
dvouslozkovém systému miiZe senzibilizovat ova specifické CTL in vivo.

Pozdéji byl hodnocen relativni pfinos jednotlivych komponent na jejich schopnost indukovat
CTL, kdyz jsou kombinovany s bilkovinnym antigenem. Pro tcely imunizace byl rozpustny
antigen mixovan s mikrofluidizovanymi vehikuly tak, aby byla ziskana stabilni homogenni
emulze s &asticemi o rozmérech od 250 do 300 nm. Pro dal3i definovani komponent Squalane—
TWEEN 80—pluronic (STP) ptipravku zodpovédného za CTL indukci, byly my3i imunizovany
ova ve Squalane-TWEEN 80 smési, pluronic-TWEEN 80 (PT) smési nebo Squalane-pluronic
(SP) smési a jako kontrola ve Squalanu (S), TWEENu 80 (T) nebo pluronic-u (P). My3i byly téZ
imunizovany s ova-SAFm (obsahujici 70 ng MDP) nebo ova—kamenec jako kontroly adjuvans.
Za tkelem pozitivni kontroly byly my3i imunizoviny slezinnymi buiikami cytoplazmaticky
zatizenymi rozpustnym ova. Byly téZ pouzity dalsi kombinace a nihrady a vysledky jsou
prezentovany v tabulce 1. Vysledky ukazuji, Ze 30 ug ova v kombinaci s STP nebo ST senzibili-
zuje I tiidu restringované CTL odpové&di u mysi. Senzibilizace ova specifickych CTL pomoci ova
v STP nebo ova vST se zda byt lepsi neZ ta, kterd je indukovana slezinnymi buiikami
cytoplazmaticky zatizenymi rozpustnym ova. Pfipravky ova v PT nebo v SP mohly indukovat
ova specifickou CTL odpovéd’ u mysi pouze nediisledng a spofe. Na rozdil od SAFm, pfidani
MDP k ST ptipravku nemiiZze vyrovnat ova specifickou CTL indukci u my3i (tabulka 2).
Specifickd CTL indukce se nevyskytovala, kdyZ byly my3i imunizovany s ova—SAFm nebo ova—
kamencem, ani kdyZ byly my3i imunizovany s jednotlivymi slozkami S, P nebo T smichany
s ova. My3i imunizované s ova v mnoZstvi do 1 mg v (a) HBSS, v (b) SAFm nebo (c) po absorpci
na kamenec nesenzibilizuji ova specifickou CTL odpoveéd'.

Tabulka 2

Indukce ova specifické CTL odpovédi neni blokovéna ST + MDP

% cytotoxicity u my§i imunizovanych s*
ova-ST ova-ST
MDP MDP

Stimulator | Cilové buriky E-T ova—ST ova—ST | my3300 pg | my$ 72 ug
EG7-ova |EG7-ova 100:1 0 100 82 76
33:1 0 86 67 62
11:1 0 33 39 25
3:1 0 6 13 3
1:1 0 0 0 0
3:1 0 0 0 0

X

XX

mysi byly imunizovény s ova v riznych ptipravcich (30 pg),

% cytotoxicity byla vypo&itana odetenim procent zabitych bunék od antigen—neexprimo-
vanych buné&nych linii.
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Pfiklad 7: Komponenty nutné pro ova specifickou produkci protilatek

Mysi byly imunizovény tfikrat ve dvoutydennich intervalech s 30 pg ova v HBSS, STP, PT nebo
SP. Jako pozitivni kontroly byly mysi imunizovany s ova~SAFm, protoZe je znamo, ¢ SAFm
indukuje silnou protildtkovou odpovéd'.

Sedm dni po druhé a tfeti imunizaci byly mysi vykrvaceny a ziskan4 séra byla testovéna na ova
specifickou protilitkovou odpovéd’. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Tyto ukazuji, e mysi

imunizované sova vSTP, ST nebo SAFm projevi podobné anti-ova odpovédi po tiech
imunizacich.

Tabulka 3

Indukce anti—ova protilatkové odpovédi

Imunizovano s* | Po&et my3i s odpov&di/celkovy Anti—ova protilatkovy titr’
ovav pocet injikovanych mysi 1/sérové ziedéni

Pokus ¢&. 1
HBSS 0/3 <1/20; < 1/20; > 15,360
STP 3/3 > 1/15,360; > 1/15,360; > 1/15,360
ST 3/3 1/3840; 1/15,360; 1/3840
PT 3/3 > 1/15,360; > 1/15,360; > 1/15,360
SP 33 > 1/15,360; > 1/15,360; > 1/15,360
SAFm 33 > 1/15,360; > 1/15,360; 1/3840
Pokus &. 2
STP.0015 % 33 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860
STP.015 % 33 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860
STP.15% 3/3 > 1/4860; > 1/4860; 1/1620
STP1.5% 33 > 1/4860; > 1/4860; 1/1620
HBSS 1/3 <1/20; 1/180; < 1/20
ST 3/3 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860
STP 3/3 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860

Mysi byly imunizovény tfikrat s 30 pug ova v riiznych ptipravcich.
Titr protilatek byl vypogitan jako Fed&ni séra, které davalo ODyos V&tsi nez ODyos + 2SD
ziskané s pre-imunnimi séry.

Priklad 8: Specifické CTL indukce s HIV gp120

HIV gp120 IIIB byl pouzit jako tfeti antigenni systém k prokazini CTL indukce v STP nebo
jinych dvou- a tfislozkovych obdobéch pripravku. Mysi byly imunizovéiny s 1 pg gpl20 IIb
v HBSS, STP, PT nebo ST. Jako kontrolni skupina byly my3i imunizovany s 1 pg gp120 B
v SAFm nebo CFA (kompletni Freudovo adjuvans) (tabulka 4B). Tii tydny po imunizaci byly
slezinné buiiky vypreparoviny a stimulovany in vitro transfektantnimi buiikami po jejich
ovlivnéni mitomycinem nebo po ovlivnéni t¥chto transfektanti 15-12 peptidem 18IIIB. Po
pétidenni kultivaci byly rezultujici efektorové buitky testovany proti vaccinia gp160 IIIB, nebo
parenterdlng vaccinia-infikovanym P815 jako cilovym buiikim. Vysledky demonstruji, Ze
gp120-Squalane-TWEEN 80 shodné indukovaly gpl120 specifickou CTL odpov&d u mysi
(tabulky 4A a 4B). CFA nebo SAFm byly jakkoli neschopné indukovat gp120 specifickou CTL
odpoved (tabulka 4B). V separitni studii byly testovany gp120 v ST s prom&nlivymi d4vkami od
0,0015 % do 1,5 % na indukci CTL.
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Tabulka 4A

Indukce gp120 specifické CTL odpovédi u mysi

% cytotoxicity u mySi
imunizovanych pomoci*
Stimulator | cilové buitky** E-T gpl120-HBSS | gpi120-ST gp120-STP
18I1Ib/11.2 vac:gp120 100:1 23 42 NA***
33:1 23 38 NA
11:1 0 0 NA
3:1 0 35 NA
18I1Ib/11.2 15-12 100:1 0 50 0
33:1 0 35 0
11:1 0 27 0
3:1 0 18 0
1811Ib/11.2 ST3 + 18IIIb 100:1 0 59 13
33:1 0 59 2
11:1 0 57 0
3:1 0 29 0
15-12 vac:gp120 100:1 35 84 NA
33:1 19 65 NA
11:1 12 37 NA
3:1 0 22 NA
1:1 0 0 NA

*  mysi byly imunizovany pomoci 1 pg gp120III v riznych ptipravceich,

** 9% cytotoxicity byla vypo&itina dé&lenim % zabitych bun€k antigenem neexprimovanymi
bunéénymi liniemi,

*** NA; neni k dispozici — neupotiebitelné.

Tabulka 4B

Indukce gp120 specifické CTL odpovédi u mysi®

% cytotoxicity u mysi infikovanych pomoci’

epl20-HBSS egpl20-ST gpl20-CFA gp120-Saf-M
‘E:T % E:T % ET % E:T %
100:1 16 67:1 94 17:1 0 100:1 3
33:1 14 22:1 91 6:1 0 33:1 - 2
11:1 2 7:1 58 2:1 0 11: 0
3:1 0 2.5:1 57 71 0 3:1 0
1:1 0 8:1 12 2:1 0 1:1 0
3:1 0 3:1 7 .07:1 0 3:1 0

Mysi byly imunizovany s 1 pg gp120IIIb v riiznych pfipravcich.

Slezinné buiiky od riiznych skupin mys$i byly stimulovany in vitro s 18IIIB peptidem a IL~2.
¢ Cytotoxicita byla testovéna proti *'Cr znatenym 3T3 nebo 15-12 buitkdm; % cytotoxicity
byla vypotitana délenim % zabitych bun&k antigenem neexprimovanymi buné&nymi liniemi.
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Pfiklad 9: Indukce gp120 specifické humoralni odpovédi u my3i

Pro indukci gp120 specifickych humoralnich odpovédi byly mysi imunizovany s 1 pug gp120Iilb
tfikrat ve dvoutydennich intervalech. Zvifata byla vykrvacena a testovana na pfitomnost IgG
protilatek detekci gp120IIb za uZiti ELISA analyzy na pevné fazi. Vysledky experimentu 1
demonstruji, Ze gp120-ST nebo —PT jsou lep$i imunogeny nez gp120-HBSS, gp120SAFm
(tabulka 5) nebo gp120-STP. Nicméng, vysledky v experimentu 2 demonstruji, Ze gp120 v ST
nebo STP (obsahujici koncentrace pluronic-u 1,5 % nebo 3,75 %) mohou indukovat proti-
litkovou odpovéd’ vysokého titru.

Tabulka §

Indukce anti-gp120 protilatkové odpovédi

Imunizovéno s® gp120 v potet mysi s odpovédi/celkovy | anti~gp120 protilatkovy titr®
pocet injikovanych mysi (1/fedéni séra)

Pokus €. 1
HBSS 2/3 1/60; < 1/20; 1/60
STP 173 < 1/20; > 1/4860; < 1/20
ST 3/3 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860
PT 3/3 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860
SP 2/3 < 1/20; 1/540; 1/540
SAFm 3/3 1/180; > 1/4860; 1/540
Pokus €. 2
STP 0.0015 % 2/3 1/180; 1/1620; < 1/20
STP 0.015 % 0/3 <1/20; < 1/20; < 1/20
STP 0.15 % 2/3 > 1/4860; 1/1620; < 1/20
STP15% 3/3 > 1/4860; > 1/4860; < 1/4860
HBSS 173 <1/20; < 1/20; > 1/4860
ST 3/3 > 1/4860; > 1/4860; > 1/4860

STP 2/3 > 1/4860; > 1/4860; 1/20

Mys3i byly imunizovéany s 1 pg gp120IIIb ttikrat v riiznych p¥ipravcich.
Anti~gp120 protilatkovy titr byl vypogitan stejn& jako je uvedeno v tabulce 3.

Pfiklad 10: gp120 specificka protilatkova odpovéd’ u opic

Opice (2 na skupinu) byly imunizovany s gp120-SAFm, gp120-SPT, gp120-ST nebo gpl20—
HBSS. Jako kontrolni skupina byly imunizovany opice s rekombinantni vakcinii obsahujici
gp160 Illb. Opice byly imunizovany ve dvoutydennich intervalech a vykrviceny 2 tydny
a3 tydny po druhé imunizaci. Pre-imunni a imunni séra zka?dé opice byla sériové fedéna
aanalyzovdna na anti-gp120 aktivitu metodou ELISA, jak bylo popsano v materidlech
a metodach. Udaje (obr. 9) ukazuji, Ze opice imunizované s gp120-STP nebo gpl20-SAFm
vykazuji podobnou odpov&d. Jedna opice imunizovani s gpl120-ST, vykazuje anti-gp120
odpovéd’, podobnou jako u gp120-SAFm nebo gp120-SPT imunizované skupiny. Jedna opice
imunizovana s gp120-ST nebyla schopna indukovat silnou anti-gp120 odpovéd’ ani po dvou
imunizacich.
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Priklad 11: gp120 specifické CTL odpovédi u opic

Opice byly n&kolikrat imunizovany s 30-50 pg HIV gp120 v AF nebo v HBSS. Jako kontrolni
skupina byly imunizovany opice srekombinantni vakcinii gp160. NaSe predbézné vysledky
ukazuji, Ze 1/2 opic imunizovanych s gp120—AF a 1/2 opic imunizovanych s gpl160:vakeinii
preferenéné zabijela autologni cilové buiiky infikované s vac:gp160 (obr. 10A a 10B).

Charakteristika sekvenci:
(2) INFORMACE PRO SEQID¢.: 1:

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 24
(B)TYP: aminokyselina
(C) SRETEZENI:  jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) SEKVENCNI POPIS:SEQID&. 1:

Glu GIn Leu Glu Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu Thr Glu
Trp Thr 16

Ser Ser Asn Val Met Glu Glu Arg 24
(2) INFORMACE PRO SEQID &.: 2:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 19
(B) TYP: ) aminokyselina
(C) SRETEZENI:  jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) SEKVENCNI POPIS: SEQ ID &. 2:

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr
Pro Arg 16

Thr Pro Pro 19

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutickd kompozice k indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocytd, vyznacujici
se tim, Ze obsahuje antigen indukujici v kombinaci s nize definovanym mikrofluidizovanym
antigennim pfipravkem cytotoxickou odpov&d’ T-lymfocyti specifickou pro tento antigen, ve
smé&si s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem obsahujicim alespoti dvé sloZky vybrané ze
skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent udrzujici slozky mikrofluidizovaného antigenniho pfipravku ve formé
stabilni emulze,
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b) agens vytvafejici micely udrfujici v kombinaci s daldimi slozkami obsaZenymi v mikro-
fluidizovaném antigennim pfipravku stabilni emulzi a vytvafejici strukturu podobnou
miceldm a

c) biodegradabilni a biokompatibilni ole;j,

kteryZto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje daldi soudasti zpisobujici
indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocytii a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

2. Kompozice podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze antigen je vybrén zanti-
gennich &asti HIV antigenii ze skupiny gp120, gp160, gag, pol, Nef, Tat a Rev, antigenti malérie
ze skupiny zahrnujici CS protein a Sporozoite povrchovy protein 2, povrchovych antigend
hepatitidy B ze skupiny Pre-S1, Pre-S2, HBc Ag a HBe Ag, chfipkovych antigend ze skupiny
HA, NP a NA, povrchovych antigenii hepatitidy A, antigend herpetického viru ze skupiny
EBV gp340, EBV gp85, HSV gB, HSV gD, HSV gH, HSV &asny bilkovinny produkt,
cytomegalovirus gB, cytomegalovirus gH a IE protein gP72, antigenii syncycidlniho viru
respiraéniho traktu ze skupiny F protein, G protein a N protein, antigenti viru Herpes papiloma
E4, E6 a E7 a tumorovych antigenl ze skupiny zahrnujici karcinom CEA, mucin asociovany
s karcinomem, karcinom P21, karcinom P53, melanom MPG, melanom p97, MAGE antigen,
onkogenni produkt Neu karcinomu, genovy produkt karcinomu p53, specificky antigen prostaty,
tedy PSA, a s prostatou asociovany antigen, a pfem&n&ny p21 ras protein.

3. Kompozice podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje antigen ve smési
s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,
b) agens vytvéfejici micely, definované v naroku 1, a
c) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryZto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodeé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal$i souddsti zplisobujici
indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocytd a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

4. Kompozice podle niroku 3, vyznaéujici se tim, Ze antigen je vybrin zHIV
antigenii ze skupiny gpl120, gpl160, gag, pol, Nef, Tat a Rev, antigentt malarie ze skupiny
zahrnujici CS protein a Sporozoite povrchovy protein 2, povrchovych antigenii hepatitidy B ze
skupiny Pre-S1, Pre-S2, HBc Ag a HBe Ag, chfipkovych antigenti ze skupiny HA, NP a NA,
povrchovych antigen hepatitidy A, antigendi herpetického viru ze skupiny EBV gp340, EBV
gp85, HSV gB, HSV gD, HSV gH, HSV ¢&asny bilkovinny produkt, cytomegalovirus gB,
cytomegalovirus gH a IE protein gP72, antigeni viru Herpes papiloma E4, E6 a E7, antigent
syncycidlniho viru respira¢niho traktu ze skupiny F protein, G protein a N protein a tumorovych
antigenii ze skupiny zahrujici karcinom CEA, mucin asociovany s karcinomem, karcinom P21,
karcinom P53, melanom MPG, melanom p97, MAGE antigen, onkogenni produkt Neu
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karcinomu, genovy produkt karcinomu p53, specificky antigen prostaty, tedy PSA, a s prostatou
asociovany antigen, a pfeménény p21 ras protein.

5. Kompozice podle naroku 1 pro pouZiti k lé¢eni infekce HIV, vyznac¢ujici se tim,
Ze obsahuje HIV antigen ve smési s mikrofluidizovanym antigennim ptipravkem obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,
b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a
c) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryZzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal3i soucasti zpisobujici

indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocytli a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B~bun&k lymfomu nebo albumin.

6. Kompozice podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze HIV antigen je vybran ze
skupiny zahrnujici gp120, gp160, gag, pol, Nef, Tat a Rev.

7. Kompozice podle naroku 1 pro pouziti k 1é¢eni malarie, vyznacéujici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s malarii ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem
obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvéarejici micely, definované v naroku 1, a

c) Dbiodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé, :

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dalsi soucasti zpisobujici

indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

8. Kompozice podle naroku 7, vyznaéujici se tim, Ze antigen asociovany s malérii
je vybran ze skupiny zahrnujici CS protein a Sporozoite povrchovy protein 2.

9. Kompozice podle naroku 1 pro pouziti k lé¢eni chiipky, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s chfipkou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem
obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvatejici micely, definované v naroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,
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kteryzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni ptipravek neobsahuje daldi sou&asti zptisobujici
indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B~bunék lymfomu nebo albumin.

10. Kompozice podle niroku 9, vyznadujici se tim, e antigen asociovany
s chfipkou je vybran ze skupiny zahrnujici HA, NP a NA. '

11. Kompozice podle niroku 1 pro pouziti k 1éZeni hepatitidy, vyzna&u jici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s hepatitidou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfiprav-
kem obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvatejici micely, definované v naroku 1, a

c¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni ptipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni p¥ipravek neobsahuje dalsi soudasti zpisobujici
indukei cytotoxické odpov&di T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

12. Kompozice podle naroku 11, vyzna&ujici se tim, e antigen asociovany s hepati-
tidou je vybran ze skupiny zahrnujici povrchovy antigen hepatitidy A nebo Pre-S1, Pre-S2, HBc
AgaHBE Ag.

13. Kompozice podle naroku 1 pro pouZiti k 16Zeni rakoviny, vyzna&ujici se tim, e
obsahuje antigen asociovany s rakovinou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem
obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a

c¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal$i soudasti zpusobujici
indukei cytotoxické odpov&di T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B~bunék lymfomu nebo albumin.

14. Kompozice podle ndroku 13, vyzna&ujici se tim, e antigen asociovany s rakovi-
nou je vybrén ze skupiny zahrnujici karcinom CEA, mucin asociovany s karcinomem, karcinom
P21, karcinom P53, melanom MPG, melanom p97, onkogenni produkt Neu karcinomu, genovy
produkt karcinomu p53, a pfemé&né&ny p21 ras protein.
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15. Kompozice podle naroku 1 pro pouziti k Ié&eni infekce herpetickym virem, vyznaéu-
jici se tim, Ze obsahuje herpeticky antigen ve smési s mikrofluidizovanym antigennim
pfipravkem obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvaiejici micely, definované v naroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryZto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovéan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal$i soucasti zpusobujici
indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

16. Kompozice podle niroku 15, vyznaéujici se tim, Ze herpeticky antigen je vybran
ze skupiny zahrnujici EBV gp340, EBV gp85, HSV gB, HSV gD, HSV gH, HSV casny
bilkovinny produkt, cytomegalovirus gB, cytomegalovirus gH a IE protein gP72.

17. Kompozice podle naroku 1 pro pouZiti k Ié¢eni infekce syncycidlnim virem respiraéniho
traktu, vyznadujici se tim, Ze obsahuje antigen syncycialniho viru respira¢niho traktu
ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem obsahujicim

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovén jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni piipravek neobsahuje dalSi soudasti zpisobujici

indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B—buné&k lymfomu nebo albumin.

18. Kompozice podle naroku 17, vyznaéujici se tim, Ze antigen syncycidlniho viru
respiraéniho traktu je vybran ze skupiny zahrnujici F protein, G protein a N protein.

19. Kompozice podle naroku 1 pro pouziti k indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti
u ¢lovéka nebo domaciho &i zem&délského zvifete, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
smés antigenu s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem obsahujicim dvé slozky vybrané ze
skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a

c) biodegradabilni a biokompatibilni olej,
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kteryZto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni ptipravek neobsahuje dal$i soudasti zpusobujici
indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocytdi a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

20. Kompozice podle naroku 19, vyzna&ujici se tim, Ze je urdena k indukci cytoto-
xické odpovédi T-lymfocytii u &lovéka nebo u doméciho &i zem&délského zvitete infikovaného
virem a trpictho jednim nebo n&kolika symptomy infekce timto virem.

21. Kompozice podle niroku 19, vyzna&ujici se tim, Ze antigen je vybrén z anti-
gennich &asti HIV antigent ze skupiny gp160, gag, pol, Nef, Tat a Rev, antigenii maléarie ze
skupiny zahmujici CS protein a Sporozoite povrchovy protein 2, povrchovych antigenti
hepatitidy B ze skupiny Pre-S1, Pre-S2, HBc Ag a HBe Ag, chfipkovych antigent ze skupiny
HA, NP a NA, povrchovych antigenii hepatitidy A, antigenii herpetického viru ze skupiny EBV
gp340, EBV gp85, HSVgB, HSV gD, HSV gH, HSV &asny bilkovinny produkt,
cytomegalovirus gB, cytomegalovirus gH a IE protein gP72, antigend viru Herpes papiloma E4,
E6 a E7, antigeni syncycialniho viru respiraéniho traktu ze skupiny F protein, G protein a N
protein a tumorovych antigeni ze skupiny zahrujici karcinom CEA, mucin asociovany
s karcinomem, karcinom P21, karcinom P53, melanom MPG, melanom p97, MAGE antigen,
onkogenni produkt Neu karcinomu, genovy produkt karcinomu p53, specificky antigen prostaty,
tedy PSA, a s prostatou asociovany antigen, a preménény p21 ras protein.

22. Kompozice podle néroku 1 pro pouziti k lé&eni infekce HIV, vyznaéujici se tim,
Ze obsahuje HIV antigen ve smé&si s mikrofluidizovanym antigennim p¥ipravkem obsahujicim
dvé slozky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a

¢) Dbiodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryZto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovén jako stabilni emulze typu olej ve
vodg,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni ptipravek neobsahuje dal3i soudasti zplisobujici

indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocytd a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

23. Kompozice podle niroku 22, vyzna&ujici se tim, Ze HIV antigen je vybrin ze
skupiny zahrnujici gp160, gag, pol, Nef, Tat a Rev.

24. Kompozice podle niroku 1 pro pouZiti k 16€eni maldrie, vyzna&ujici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s malarii ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem
obsahujicim dvé slozky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvéfejici micely, definované v néroku 1, a

c) biodegradabilni a biokompatibilni olej,
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kteryzto mikrofluidizovany antigenni p¥ipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje daldi soudasti zpuisobujici

indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

25. Kompozice podle ndroku 24, vyznaéujici se tim, Ze antigen asociovany s maldrii
je vybran ze skupiny zahrnujici CS protein a Sporozoite povrchovy protein 2.

26. Kompozice podle naroku 1 pro pouZiti k 1é¢eni chiipky, vyzna€ujici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s chfipkou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfipravkem
obsahujicim dvé& slozky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvéafejici micely, definované v naroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovén jako stabilni emulze typu olej ve
vodg,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dalsi soucasti zpilisobujici

indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

27. Kompozice podle naroku 26, vyznaéujici se tim, Ze antigen asociovany s chfip-
kou je vybran ze skupiny zahrnujici HA, NP a NA.

28. Kompozice podle naroku 1 pro pouZiti k 16Zeni hepatitidy, vyznaéujici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s hepatitidou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pfiprav-
kem obsahujicim dveé sloZky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v naroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

ktery#to mikrofluidizovany antigenni pfipravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dalsi soudasti zptsobujici
indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

29. Kompozice podle ndroku 28, vyzna&ujici se tim, Ze antigen asociovany s hepati-
tidou je vybran ze skupiny zahrnujici povrchové antigeny hepatitidy A a povrchové antigeny
hepatitidy B ze skupiny Pre~S1, Pre-S2, HBc Ag a HBE Ag.
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30. Kompozice podle néroku 1 pro pouziti k Ié¢eni rakoviny, vyzna&u jici se tim, Ze
obsahuje antigen asociovany s rakovinou ve smési s mikrofluidizovanym antigennim p¥ipravkem
obsahujicim dvé slozky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v niroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryzto mikrofluidizovany antigenni ptipravek je formulovan jako stabilnf emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal§i soudasti zpusobujici
indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocyti a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

31. Kompozice podle niroku30, vyznadujici se tim, Ze antigen asociovany s rakovi-
nou je vybran ze skupiny zahrujici karcinom CEA, mucin asociovany s karcinomem, karcinom
P21, karcinom P53, MAGE, melanom MPG, melanom p97, onkogenni produkt Neu karcinomu,
genovy produkt karcinomu p53, a pfeméné&ny p21 ras protein.

32. Kompozice podle niroku 1 pro pouiti k lé¢eni infekce herpetickym virem, v Yyzna-
¢ujici se tim, Ze obsahuje herpeticky antigen ve smési s mikrofluidizovanym antigennim
pfipravkem obsahujicim dv& slozky vybrané ze skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v niroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v néroku 1, a

¢) biodegradabilni a biokompatibilni olej,

kteryZto mikrofluidizovany antigenni pripravek je formulovan jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, Ze tento mikrofluidizovany antigenni pfipravek neobsahuje dal$i soudasti zpusobujici

indukei cytotoxické odpovédi T-lymfocytii a je prosty imunostimulujici peptidické slozky,
a antigenem neni antigen B-bun&k lymfomu nebo albumin.

33. Kompozice podle niroku 32, vyzna&ujici se tim, Ze herpeticky antigen je vybran
ze skupiny zahrnujici EBV gp340, EBV gp85, HSV gB, HSV gD, HSV gH, HSV G&asny
bilkovinny produkt, cytomegalovirus gB, cytomegalovirus gH a IE protein gP72.

34. Kompozice podle ndroku 1 pro pouZiti k 1éZeni infekce syncycidlnim virem respiraéniho
traktu, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje antigen syncycialniho viru respira¢niho traktu
ve smési s mikrofluidizovanym antigennim pipravkem obsahujicim dvé slozky vybrané ze
skupiny zahrnujici

a) stabilizujici detergent, definovany v naroku 1,

b) agens vytvafejici micely, definované v néroku 1, a

c) Dbiodegradabilni a biokompatibilni olej,
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kteryzto mikrofluidizovany antigenni piipravek je formulovén jako stabilni emulze typu olej ve
vodé,

stim, %e tento mikrofluidizovany antigenni p¥ipravek neobsahuje dalsi sou€asti zplsobujici
indukci cytotoxické odpovédi T-lymfocytti a je prosty imunostimulujici peptidické sloZky,
a antigenem neni antigen B-bunék lymfomu nebo albumin.

35. Kompozice podle naroku 34, vyznaéujici se tim, Ze antigen syncycilniho viru
respiraéniho traktu je vybran ze skupiny zahrujici F protein, G protein a N protein.

7 vykrest
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