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Intracelularni doména HER-2/neu proteinu pro ochranu pred
malignitami a pro 1é&bu malignit

Oblast techniky

Predkladany vynadlez je obecné zaméren na polypeptidy a
.nukleové kyseliny, kodujici takové polypeptidy, pro zvyseni nebo
posileni imunitni odpovédi na HER-2/neu protein, véetné jejich

pouziti pro 1é¢&bu malignit, se kterymi je HER-2/neu onkogen

[ S

asociovan.

Dosavadni stav techniky
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Vzhledem k enormnim investicim finanénim a lidskym zastavaji
-nadory vedouci prid¢inou umrti. Napriklad, nadory jsou vedouci
pfiQ}nou umrti Zen ve véku od 35 do 74 let. Rakqvina prsu je
neJéqstéjsi malignitou u Z2en a incidence vzniku karcinomu prsu
vzrﬁs%é. U jedné z deseti Zen bude diagnostikovadno onemocnéni.
Standardni pristupy pro l1é&bu rakoviny prsu jsou zamé&feny na
kombinaci chirurgie, radioterapie a chemoterapie. Tyto pristupy
vedly k uréitym drématick?m tspéchim u jistych malignit.
Nicméné, tyto pristupy nebyly Gspé&3né pro v3echny malignity a
rakovina prsu je nejcastéji nevylécitelna, pokud je 1é&eno
jisté stadium onemocnéni. Alternativni pristupy pro prevenci a

terapii jsou nezbytné.

Spolec¢nou charakteristikou malignit je nekontrolovatelny
‘buné&ény rust. Zd4 se, Ze nadorové buiky podléhasl procesu
transformace z normalniho fenotypu na maligni fenotyp schopny

autonomniho rustu. Amp11f1kace a nadmérni exprese somatickych
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bundénych genti je povaZovana za spoleénou primdrni udalost,
ktera vede k transformaci normalnich bunék na maligni buiky.
Maligni fenotypové charakteristiky kodované onkogennimi geny
jsou preneseny béhem bunééného déleni na potomstvo

transformovanych bunék.

Probihajici vyzkum onkogenl identifikoval nejméné &tyricet

onkogeni operativnich v malignich bunkach a odpqvédnYch za,
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nebo asociovanych s, transformaci. Onkogeny byly klasifikovany
do ruznych skupin na zakladé jejich putativni funkce nebo
umisténi jejich genovych produkta (jako je protein exprivovany

onkogenem) .

O onkogenech se soudi, Ze jsou zasadni pro jisté aspekty
normalni bunééné fyziologie. V tomto ohledu je HER-2/neu
onkogen &lenem tyrosin proteinkinasové rodiny a vykazuje vysoky
stupen homologie s receptorem pro epidermélni rﬁstovy faktor.
HER-2/neu pravdépodobné hraje roli v bunééném rustu a/nebo
diferenc}aci. HER-2/neu pravdépodobné indukuje malignity
kvéntitativnim mechanismem, ktery je nasledkem zvy3ené nebo

deregulované exprese v podstaté normadlniho genového produktu.

HER-2/neu (p185) je proteinovy produkt HER-2/neu onkogenu.
HER-2/neu gen je amplifikovan a HER-2/neu protein je nadmérné
exprivovan u mnoha n&doru v&etné nadord prsu, vajeéniku,
tlustého streva, plic a prostaty. HER-2/neu je ve vztahu k
maligni transformaci. Je nachdzen v 50 - 60% duktalnich
karcinomech in situ a 20 - 40% v3ech nadord prsu, stejné jako v
pbdstatné frakci adenokarcinomi vychazejicich z vaje¢niku,
prostaty, tlustého streva a plic. HER-2/neu je tésné asociovéan




nejen s malignim fenotypem, ale také s agresivitou malignity,
kdy je nachizen v jedné &tvrtinéd viech invazivnich karcinomia
prsu. HER-2/neu nadmérna exprese koreluje se $patnou prognosou
jak karcinomu prsu, tak karcinomu vajeénikt. HER-2/neu je
transmembranovy protein s relativni molekulovou hmotnosti 185
kd, kde je asi 1255 aminokyselin (aa). M4 extracelularni
vazebnou doménu (ECD) o asi 645 aa, se 40% homologii s

receptorem pro epidermalni riastovy faktor (EGRF), vysoce

hydrofobni transmembrianovou kotvici doménu (TMD) a
karboxyterminalni cytoplasmatickou doménu (CD) o asi 580 aa s
80% homologii k EGRF.

Vzhledem k obtiZzim v nynéjsich pristupech k terapii nadort,
se kterymi je asociovan HER-2/neu onkogen zde v oboru existuje
potreba ‘zlep3enych sloudenin a kompozic. Piedkiadany vynalez
naplinuje tuto potrebu a dale poskytuje jiné pribuzné vyhody.

Podstata vynalezu

Struéné redeno, predkladany vyndlez poskytuje polypeptidy,
molekuly nukleonéh kyselin (fidici expresi takovych
polypeptida) a virové vektory (fidici expresi takovych
polypeptida) pro pou?iti pro imunizaci, nebo pro VYrobu 1é¢iv
pro imunizaci, teplokrevnych zvifat vaéi malignitam, se kterymi
je HER-2/neu onkogen asociovan. Polypeptid nebo molekula
nukleové kyseliny podle prfedkladaného vynalezu miZe byt
pritomna v kompozici, kterd obsahuje farmaceuticky
~akceptovatelny nosié nebo fedidlo. Takovy pplypgptid,umolekula
nukleové kyseliny, virovy vektor nebo farmaceuticka kompozice

mohou byt pouzity pro imunizaci jednorazovou (napr. pokud je




predpokl4adana malignita) nebo opakovanou (napf. u jednotlivcu
se zvysenym rizikem vzniku nebo nového vzniku malignity).
Lég¢iva pro imunizaci mohou byt uziteéna v 1é&bé existujicich
tumort nebo pro ochranu pred vyskytem tumorud nebo jejich

opétovnym vyskytem.

V jednom provedeni predkladany vynédlez poskytuje polypeptid
kodovany DNA sekvenci vybranou z: a) nukleotida 2026 aZ 3765

SEQ ID NO: 1, a b) DNA sekvenci, které hybridizuji s
nukleotidovou sekvenci komplementarni k nukleotidum 2026 az
3765 SEQ ID NO: 1 za stfedné prisnych podminek, kde DNA
sekvence koduje polypeptid, ktery produkuje imunitni reakci na
HER-2/neu protein. V. preferovaném provedeni m4 polypeptid
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 od lysinu, aminokyseliny
676, dd valinu, aminokyseliny 1255, nebo jeho varianta, kters
produkuje alespont stejnou imunitni odpovéd. Je poskytnuta
kompozice, kterd obsahuje polypeptid podle predkladaného
vynadlezu v kombinaci s farmaceuticky akceptovatelnym nosicem

nebo rfedidlem.

V jiném provedeni je polypeptid nebo kompozice podle
predkladaného vynéalezu poskytnuta:pro imunizaci teplokrevnych
zvirat proti malignitiam, se kterymi je HER-2/neu onkogen
asociovan. V jiném provedeni je takovy polypeptid nebo
kompozice pouZit pro vyrobu lééiva pro imunizaci teplokreynich
zvirat proti malignitam, se kterymi je HER-2/neu onkogen

asociovan.

V jiném provedeni je poskytnuta molekula nukleové kyseliny
fidici expresi polypeptidu podle predkladaného vynalezu pro




imunizaci transfekci bunék feplokrevnYch-zvifat molekulou
nukleové kyseliny. V jiném provedeni je takova molekula
nukleové kyseliny pouzita pro vyrobu 1lé¢&iva pro imuhizaci
teplokrevnych zvirat proti malignitédm, se kterymi je HER-2/neu

onkogen asociovan.

V jiném provedeni je poskytnut virovy vektor fidici'expresi

polypeptidu podle predkladaného vyndlezu pro imunizaci infekci
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bunék teplokrevnych zvirfat vektorem. V jiném provedeni je
takovy virovy vektor pouzit pro erobu l1ég¢iva pro imunizaci
teplokrevnych zvitat proti malignitam, se kterymi je HER-2/neu

onkogen asociovan.

Tyto a jiné aspekty predkladaného vyndlezu se stanou

~zfejmymi s ohledem na nasledujici podrobny popis a pripojené.

obrazky.

Popis obrazku na pripojenych vykresech

Obrazek 1 ukazuje vysledky zaméreni naivnich T 1lymfocytu na
‘HER—2/neu polypeptid prostrednictvim dendritickych bunék. Z
kostni drené& odvozené DC byly generovany GM-CSF a IL6 z CD34+
kmenovych bhnék. DC pulsované HER-2/neu polypeptidem indukovaly
protein specifickou proliferaci autolognich CD4+/CD4SRA+
T lymfocyta po 7 dnech kultivace T buné&k s DC. Z kostni drené
odvozené CD34+ kmenové'buﬁky kultivované po dobu jednoho tydne
v séru prostém mediu obsahujicim GM-CSF a IL-6 byly pouZity
jako APC. APC byly_umistény na 96 jamkovou plotnu s plochym
dnem (Corning, Corning, NY, USA) v raznym koncentracich a byly

inkubovany po 16 - 18 hodin s 20 - 25 pg/ml rekombinantniho




HER-2/neu polypeptidu. CD4+ T lymfocyty byly izolovany

z mononukleadrnich bunék autologni periferni krve pozitivni
selekci za pouziti imunoafinitnich kolon (CellPro Inc.,
Bothell, WA, USA). Antigenem pulsované APC buiky byly ozareny
(10 Gy) a byly pfidany CD4+ T lymfocyty v mnoZstvi 105 na
jamku. Proliferativni odpovéd T bunék byla mérena vychytavanim
(3H) thymidinu (1 pCi/jamku) pridaného v den 7 na 16 - 18
hodin. Proliferaéni testy byly provedeny v medium prostém séra

a cytokind opakovand v S5 jamkach. Symboly representuji:
-—®-- DC + HER-2/neu polypeptid + CD4+/CD45RA+ T bunky;
—-O-- DC + CD4+/CD45RA+ T bunky; a --{J- DC + HER-2/neu
polypeptid. ' ’

Obrazek 2 representuje odpovéd CD4+ bunék na HER-2/neu
‘polypeptid. Za pouziti priming testu popsaného pro obrazek 1 byly
CD4+ T bunky od normalnich darct testovany na odpovéd na
rekombinantni lidsky HER-2/neu polypeptid. Symbdly representuji:
-8~ SC + CD4;. a ... .. SC + CD4 + HER-2/neu polypeptid. "SC"
je kmenova burika.

Obrazek 3 ukazuje, Ze u krys imunizovanych krysim HER-2/neu
polypeptidem se vyviji krysi neu specifické protilatky. Krysy
byly imunizované rekombinantnim krysim HER-2/neu polypeptidem 25
ug v MPL nebo vakcinaénim adjuvams. Byly podany tfi imunizace,
kaZzd4d 20 dni od sebe. Dvacet dni po posledni imunizaci byly krysy
hodnoceny na protildtkovou odpovéd proti krysimu neu. Zvifata
imunizovana HER-2/neu polypeptidem a vakcinaénim adjuvans
vykazovala vysoky titr krysi _neu specifickych odpoveédi. Kontrola
byla zvirata imunizovana lidskym HER-2/neu polypeptidem

(cizorodym proteinem).‘V oddélenych pokusech se u krys




imunizovanych 100 pg a 300 pg purifikovaného kompletniho krysiho

neu nevyvinuly detegovatelné neu specifické protildtky (data

nejsou ukézana). Data representuji prumér a standardni odchylku
od tfi zvifat. Symboly representuji: —®-- krysi HER-2/neu

polypeptid/MPL; ..@... krysi HER-2/neu polypeptid/vakcinaéni;
-—-H ——- MPL sam;

~——Q-~-vakcinéni séam; a ——~3L-— kontrola. "MPL" a "vakcinaé&ni"

A L

jsou adjuvans (Ribi, Bozeman, MT, USA). "neu" je zde HER-2/neu

protein.

Obréazek 4 ukazuje, Ze pacienti s rakovinou prsu maji )
preexistujici imunitu k HER-2/neu polypeptidu. PBMC od pa01enta
byly hodnoceny inkorporaci triciovaného thymidinu ve 24 jamkovych

plotnéch Jako odpovidajici jamky jsbu po&itany ty, které maji o

- w2

"vice neZ tri standardni odchylky vyssi hodnoty neZ kontrolni

jamky. HER-2/neu pozitivni pacienti s rakovinou prsu stadia II
mély signifikantni odpovéd na rekombinantni lidéky HER-2/neu
polypeptid. Symboly "p" représentuji peptidy pro HER-2/neu
protein, "tt" representuji tetanicky toxoid a "hHNP" representuje

rekombinantni 1lidsky HER-2/neu polypeptid.

Pred popisem vynadlezu muZe byt uziteé&né pro jeho pochopeni

vymezeni jistych terminu, které jsou zde pouZity.

HER- 2/neu polypeptxd - jak je zde pouzito oznaguje cast
HER-2/neu proteinu (protein je také znamy jako pl8S ‘nebo c- erbB2)'
majici am1nokysel1novou sekvenci SEQ ID NO: 2 od lysinu,
aminokyseliny 676 do vallnu, am1nokysel1ny 1255; a mﬁZeébyt

prirozeny, synteticky produkovany, produkovany genetickym
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nabf. jedna nebo vice aminokyselin nahrazeno jinymi
aminokyselinami nebo neaminokyselinami, které v podstateé
neovliviuji vyvolani nebo posileni imunitni odpovédi na HER-2/neu
protein (napr., varianta stimuluje odpovéa,pomocnych_l bunék nebo

cytotoxickych T bunék).

Proliferace T bunék - jak je zde pouZito zahrnuje mnoZeni T

bunék stejné jako stimulaci T bunék, kterd vede ke zmnoZeni, t.j.

T

&

-’y -

[l

iniciaci udalosti vedoucich k mitose a mitosu samotnou. Metody

pro detekci proliferace T bunék jsou uvedeny déle.

Jak je uvedeno vyse, predkladdany vyndlez je zaméren na
sloudeniny a kompozice pro vyvolani nebo posileni imunity k
proteinovému produktu exprivovanému HER-2/neu onkogenu, vdéetné

malignit u teplokrevnych zvifat, u ktqrjch je amplifikovany

- HER-2/neu gen asociovéan s mélignitami. Asociace amplifikovaného

HER-2/neu genu s malignitami nevyZaduje, aby proteinovy produkt
exprese genu byl pfitomen v tumoru. Napfiklad, nadmérni exprese
proteinového expresniho produktu miZe byt zahrnuta v iniciaci
tumoru, ale proteinovid exprese miZe byt nasledné ztracena.
Pouzitim predkladaného vynélezu je vyvolani nebo posileni u&inné
autochtonni imunitni odpovédi pro konvertovani HER~2/neu
pozitivniho tumoru na HER-2/neu negativni.

Presnéji, objev predkladaného vyndlezu, v jednom aspektu,
ukazuje, Ze polypeptid zaloZeny na urcité &asti (HER-2/neu
polypeptid) proteinového expresniho produktu HER-2/neu genu muZe

byt rozpozném na thymu zavislymi lymfocyty (zde "T bunky") a

proto mize byt autochtonni imunitni- T bunéé&na odpovéd vyuzita
profylakticky nebo pro 1é&bu malignit, u kterych je takovy
protein nadmérné exprivovan. Objev predkladaného vynalezu také




ukazuje, v jiném aspektu, Ze molekuly nukleové kyseliny ridici
expresi takového peptidu mohou byt pouzity samostatné nebo ve

virovém vektoru pro imunizaci.

Obecné, o CD4+ T bunkach se soudi, Ze G&inkuji jako
helper/inducery prostrfednictvim uvolnéni lymfokind, pokud jsou
stimulovany specifickym antigenem; nicméné&, subpopulace CD4+
bunék'mﬁZe uc¢inkovat jako cytotoxické T lymfocyty (CTL). Obdobng,

-*¥

-

o CD8+ T burikAch se soudi, Ze uUéinkuji primo lysou antigennich
cilu; nicméné, za ruznych okolnosti mohou secernovat lymfokinj zZa
poskytnuti helper nebo DTH funkce. Navzdory potenciédlné se
prekryvajici funkci jsou fenotypové CD4 a CD8 markery vazany na
rozpoznani peptida vazanych na tridu II nebo na tridu I MHC
antigenti. Rozpoznani antigenu v kontextu tridy II nebo tridy I
MHC umoZnuje CD4+ a CD8+ bunkam odpovidat na razné antigeny nebo
na stejny antigen presentovany za raznych okolnqsti. Vazba
imunogennich peptida na tfidu II MHC antigenu se nejéastéji
vyskytuje u antigena travenych antigen presentujicimi burikami.
Proto CD4+ T bunky obyéejné rozpoznavaji antigeny, které byly
externd od nadorové buriky. Oproti tomu, za normé&lnich okolnosti,
se vazba peptidd na tridu I MHC vyskytuje pouze u proteint
ptitomnych v cytosolu a syntetizovanych samotnym cilem, proteiny
v zevnim prostredi jsou vyloudeny. Vyjimkoﬁ 7z tohoto je vazba
exogenich peptida s prfesnym trida I vazebnYmvmotivem, které jsou
pritomny mimo bunku .ve vysoké koncentraci. Tak CD4+ a CD8+ T
bunky maji vyznamné odlisné funkce a maji tendenci rozpoznévat
razné antigeny s ohledem na to, kde jsou antigeny norm&lné

umistény.

Jak je popsano v predkladaném vynalezu, polypeptidova c¢ast
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proteinového produktu exprivovaného HER-2/neu onkogenem je
rozpoznavana T bunkami. Cirkulujici HER-2/neu polypeptid je
degradovan na peptidové fragmenty. Peptidové fragmenty z
polypeptidu se vaZou na antigeny hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC). PredloZenim peptidu navdazaného na MHC antigen na
povrchu bunky a rozpoznanim kombinace peptidu plus vliastniho MHC
antigenu T buiikami hostitele se stane HER-2/neu polypeptid

(véetné toho, ktery je exprivovan malignimi bunkami) imunogenim

pro T bunky. Vynikajici specifita receptoru T bundk umoZnuje
jednotlivym T bunkam rozlisit peptidy, které se 1izi jednim
aminokyselinovym zbytkem.

V prabé&hu imunitni odpovédi na peptidovy fragment z
polypeptidu se budou T bunky exprivujici T bunéény receptor s
vysokou vazebnou afinitou ke komplexu MHC- peptid vazat na
komplex MHC — peptid a tak se stanou aktivovanymi a indukuje se u
nich proliferace. Prfi prvnim setkani s peptidem bude maly pocet
imunitnich T bunék secernovat lymfokiny, proliferovat a
diferencovat na efektorové a pamétové T bunky. Primadrni imunitni
odpovéd probéhne in vivo, ale bude obtiZné ji detegovat in vitro.
- Dalsi setkani pamé&tfovych bunék se stejnym antigenem povede k
rychlejsi a siln&j3i imunitni odpovédi. Sekundarni odpovéd se
vyskytne jak in vivo, tak in vitro. In vitor odpovéd je snadno
zmérena mérenim stupné proliferace, stupné& produkce cytokina nebo
generovani cytolytické aktivty populace T bunék re-exponovanych
antigenu. Vyznamna proliferace populace T bunék v odpovédi na
urdity antigen je povaZovana za ukazatel prede3lé expozice nebo
vystaveni antigenu. '

Slouéeniny podle predkladaného vynadlezu obecné obsahuji
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HER-2/neu polypeptidy nebo DNA molekuly, které ridi expresi
takovych peptida, kde DNA molekuly mohou byt pritomny ve virovém
vektoru. Jak bylo uvedeno vyse, polypeptidy podle pfedkl&daného
vyndlezu zahrnuji varianty polypeptidu SEQ ID NO: 2 od
aminokyseliny 676 do aminokyseliny 1255, které si uchovavaji
schopnost stimulovat imunitni odpovéd. Takové varianty obsahuji
razné strukturadlni formy nativniho polypeptidu. Diky pfitomnosti
ionizovatelnych amino a karboxylovych skupin, napriklad, mGZe byt
HER-2/neu polypeptid ve formé soli kyseliny nebo z&sady, nebo
miZze byt v neutrédlni formé. Jednotlivd aminokyselinovd residua
'mohou také byt modifikovana oxidaci nebo redukci.

Varianty v rozsahu predkladaného vynalezu také zahrnuji
polypeptidy, ve kterych je primarni aminokyselinovid struktura
nativniho HER-2/neu polypeptidu modifikovéana vytvorenim B
kovalentnich nebo agregativnich konjugata s jinymi peptidy nebo
polypeptidy, nebo chemickymi skupinami jako je glykosylova
skupina, lipidy; fosfaty, acetyl skupiny a podobné. Kovalentni
derivaty mohou byt pripraveny, napiiklad, navazanim uré&itych
funkénich skupin na postranni aminokyselinové rfetézce nebo na N-
nebo C- konec. '

Predkladany vynalez také obsahuje HER-2/neu polypeptidy s nebo
bez glykosylace. Polypeptidy exprivované v kvasinkovych nebo
savéich expresnich systemech mohou byt podobné nebo mirné odliiné
v molekulové hmotnosti a v glykosylaci od nativnich molekul, v
zavislosti na expresnim systemu. Napriklad, exprese DNA kodujici
polypeptidy v bakterii jako je E. coli typicky poskytuje
neglykosylované molekuly. -N-glykosylaéni mista eukaryotnich
proteint jsou charakterizovana tripletem aminokyselin Asn-A1-Z,
kde A1 je jakakoliv aminokyselina s vyjimkou Pro, a Z je Ser nebo
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Thr. Varianty HER;2/neu polypeptidi, které maji inaktivovana
N-glykosylaéni mista, mohou byt produkovany technikami, které
isou odbornikam znamé, jako je syntesa oligonukleotidd a ligace
nebo technika mistné specifické mutagenese, a jsou v rozsahu
predkladaného vynalezu. Alternativné, N-vaAzanid glykosylaédni
mista mohou byt pridana k HER-2/neu polypeptidu.

Polypeptidy podle predkladaného vynalezu také zahrnuji
varianty polypeptidu SEQ ID NO: 2 (t,j, varianty polypeptidu
majiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 od aminokyseliny
676 do aminokyseliny 1255), které maji aminokyselinovou sekvenci,
kterd se 1131 od této sekvence v jedné nebo vice delecich,
insercich substitucich nebo jinych modifikacich. V jednom
provedeni jsou takové varianty v podstaté homologni k nativnimu
HER-2/neu polypeptidu a uchovavaji si schopnost stimulovat
imunitni odpovéd. "V podstaté homologni" jak je zde pouzZito,
oznaduje sekvenci aminokyselih, kterid mize byt kodovana DNA
sekvencemi, které jsou schopné hybridizace za strfedn& prfisnych
podminek se sekvenci nukleotida, ktera je komplementarni k
prirozené se vyskytujici DNA sekvenci, kodujici specifickou ¢&ast
polypeptidu SEQ ID NO: 2 (t.j. nukleotidy 2026 az 3765 SEQ ID NO:
1). Vhodné stredné& prisné podminky zahrnuji predpromyti v roztoku
5 x SSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0); hybridizaci p#i S50 °C -
65 0C, S x SSC, pres noc; a potom nasleduje dvojnadsobné promyti
pfi 65 0C po 20 minut kazdym z 2 x, 0,5 x a 0,2 x SSC
(obsahujicim 0,1% SDS). Takové hybridizujici DNA sekvence jSou
také v rozsahu tohoto vynalezu. U&inek jakychkoliv takovych
mod1f1kac1 na schopnost HER 2/neu polypept1du produkovat 1mun1tn1
odpovgd mus i byt moZné snadno urc1t (napr. analyzovanim

schopnosti mutovaného HER-2/neu polypeptidu indukovat odpovéd T
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bunék za pouziti metod zde popsanych, napriklad).

Obecné, aminokyselinové substituce mohou byt provedeny
mnoZstvim zpusobi pro poskytnuti jinych provedeni predkladaného
vynadlezu. Za prvé, napriklad, aminokyselinové substituce mohou
byt provedeny konzervativné, t.j. substituovanid aminokyselina je

nahrazena aminokyselinou, kterd m&4 podobné vlastnosti, takZe

~ odbornik v oboru peptidové chemie bude ocekéavat, Ze sekundarni

struktura a hydropatické vlastnosti polypeptidu zustanou bez
podstatnych zmén. Obecné, nasledujici skupiny polypeptida
representuji konzervativni zmény: 1) ala, pro, gly, glu, asp,
gln, asn, ser, thr; 2) cys, ser, tyr, thr; 3) val, ile, leu, met,
ala, phe; 4) lys, arg, his; 4) lys, arg, his; a 5) phe, tyr, trp,
his. Prikladem nekonzervativni zmény je nahrazeni aminokyseliny z

jedné skupiny aminokyselinou z jiné skupiny.

Jinym zpisobem pro vytvoreni aminokyselinovych substituci pro
produkovani variant podle prfedkladaného vynalezu je identifikace
a nahrazeni aminokyselin v motivech T bunék s potencidlem vazby
tridy II MHC molekul {(pro CD4+ T bunéénou odpovéd) nebo tridy 1
MHC molekul (pro CD8+ T bunéénou odpovéd). Peptidové segmenty
(HER-2/neu polypeptidu) s motivem s teoretickym potencidlem pro
vazbu tridy II MHC molekul mohou byt identifikovany poc¢itacovou
analyzou. Napriklad, program pro analyzu proteinové Sekvence, T
Sites, ktery obsahuje nékolik poéitadovych algoritmi pro odliseni
potencidlnich mist pro rozpoznani T bunék, miZe byt pouzit
(Feller and de la Cruz, Nature, 349: 720 - 721, 1991). Jsou
pouzity dva vyhledavaci algoritmy: 1) AMPHI algoritmus popsany
Margalitem (Feller and de'la Cruz, Nature, 349: 720 - 721, 1991;
Margalit et al., J. Immunol., 138: 2213 - 2229, 1987)
identifikuje epitopové motivy podle alfa helikalni periodicity a
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amfipaticity; 2) Rothbarduv a TaylortGv algoritmus, ktery
identifikuje epitopové motivy podle nadboje a polarity (Rothbard
and Taylor, EMBO, 7: 93 - 100, 1988). Segmenty s obéma motivy
jsou nejvhodnéjsi pro vazbu na trfidu II MHC molekul. Falk et al.,
urcé¢il, Ze vazba peptidd na jednotlivé MHC molekuly vykazuje
rozpoznatelné sekvenéni motivy (Falk et al., Nature, 351: 290 -
296, 1991). Peptidovy motiv pro vazbu v z4arezu HLA-A2.1 byl
definovan Edmanem degradaci peptida ziskanych z HLA-A2.1 molekul
kultivované buné&né linie (Tabulka 2, od Falk et al., vyse).
Metoda identifikovala typické nebo prumérné na HLA-A2.1 se
vazajici peptidy v délce 9 aminokyselin s dominantnimi kotvicimi
zbytky v pozicich 2 (L) a 9 (V). Bé&zné se vyskytujici silné se
vazajici zbytky byly identifikovany v pozicich 2 (M), 4 (E,K),

6 (V), a 8 (K). Identifikovany motiv representuje prumér mnoha

vazebnych peptidu.
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HLA-A2.1 restrikéni motiv

I , |
| Aminokyselinova pozice bodové |
| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 oznad&eni |
L |
f 1

dominantni vazebny L \' +3

kotvici zbytek

L i
{ 1
|silné se vazajici M E \Y K +2 |
| zbytek K |
1 |
i |
|slabé se vazajici I A G I I A E L +1 |
| zbytek L Y P K L Y S |
| F F D Y T H l
K P T N |
M M G N
Y S \Y% |
H I
I

|
l
l
I

Odvozeny peptidovy motiv jak je nyni definovan neni prisny.
Nékteré HLA~-A2.1 neobsahuji oba dominantni kotevni zbytky a
aminokyseliny sousedici s dominantnimi kotevnimi zbytky hraji
hlavni roli v umoZnéni nebo neumozZnéni vazby. Ne'véechny peptidy
s nyni popsanym motivem se budou vazat a nékteré peptidy bez
motivu se budou vazat. Nicméné, tento motiv je dostateéneé
hodnotny pro umozZnéni identifikace nékterych peptidd schopnych
vazby. Tanto HLA-A2.! motiv umistuje 6 aminokyselin mezi ‘

dominantni kotevni aminokyseliny na zbytku 2 a 9.
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Po identifikaci peptidovych motiva v HER-2/neu polypeptidu
miZe byt aminokyselinova substituce provedena konzervativné nebo
nekonzervativné. Druhy typ substituce je zamyslen pro produkci
polypeptidu, ktery je silnéjsi a/nebo vice zkriZené reaktivni
(MHC polymorfismus). Prfikladem silnéjsiho polypeptidu je ten,
ktery se vaZe na stejnou MHC molekulu s vyssi afinitou, nez
nativni polypeptid, bez ovlivnéni rozpoznani T bunikami
specifickymi pro prirozeny polypeptid. Prikladem polypeptidu s
3irsi zkriZenou reaktivitou je ten, ktery indukuje $ifeji
zkriZené reaktivni imunitni odpovédi (t.j., vadZe se na vétsi
rozsah MHC molekul), neZ prfirozeny polypeptid. Podobné&, jedna
nebo vice aminokyselin umistéh?ch mezi peptidové motivy a
majicich prostorovou funkci (napr., neinteragujicich s MHC
molekulou nebo receptorem T bunék) miie byt substituovana

konzervativné nebo nekonzervativné. Odbornikim bude jasné,  Ze

polypeptidy obsahujic jednu nebo vice aminokyselinov?ch
substituci mohou byt testovany na vyhodné nebo nevyhodné
imunologické interakce mnoZstvim testu, vé&etné téch, které jsou

zde popsany pro schopnost stimulovat rozpoznavani T bunkami.

Varianty v rozsahu predkladaného vyndlezu mohou také, nebo
alternativné, obsahovat jiné modifikace, véetné& deleci nebo adici
aminokyselin, které maji minimalni vliv na pozadované
imunologické vlastosti polypeptidu. Odbornici oceni, %e zkracené
formy nebo népfirozené rozsdhlé formy HER-2/neu polypeptidu mohou
byt pouzity, s tim, Ze poskytnuté imunologické vlastnosti jsou
zhruba ekvivalentni jako u kompletniho, nativniho HER-2/neu
polypeptidu. Cysteinové zbytky mohou byt deletovany nebo

‘nahrazeny jinymi aminokyselinami pro zabranéni tvorby nespravnych

intramolekularnich disulfidovych mastkd pri renaturaci. Jiné
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pristupy mutagenese vyzaduji modifikaci sousednich dibasickych
aminokyselinovych zbytka pro zvyseni exprese v kvasinkovych

systemech, ve kterych je pritomna aktivita KEX2 proteasy.

HER-2/neu polypeptid miZe byt obecné& ziskdn za pouZiti
genomového nebo c¢DNA klonu kodujiciho protein. Genomova sekvence,
ktera koduje kompletni HER-2/neu je uk&zana v SEQ ID NO: 1 a
odvozena aminokyselinovad sekvence je presentovana v SEQ ID NO: 2.
Takové klony mohou byt izolovany vysetfenim vhodné expresni
knihovny na klony, které exprivuji HER-2/neu protein. Prfiprava
knihovny a vysetreni muZe byt obecné provedeno za pouZiti metod
odbornikdam v oboru znamych, jako jsou metody popsané v Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laborétories, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989, coZ je zde
uvedeno jako odkaz. Struéné, bakteriofdgova expresni knihovna
miZe byt umisténa a prenesena na filtry. Filtry mohou byt potom
inkubovany s detekénim reagens. V kontextu tohoto vynadlezu je
"detek&énim reagens" jakakoliv slouéenina schopni vazby na
HER-2/neu protein, kterd miZe byt potom detegovana mnoZstvim
prostredka, které jsou odbornikiam znamy. Typicka detekéni reagens

" obsahuji "vazebné agens", jako je Protein A, Protein G, IgG nebo

lektin, navazané na reporterovou skupinu. Preferované reporterové
skupiny obsahuji enzymy, substraty, kofaktory, inhibitory,
barviva, radionuklidy, luminiscentni skupiny, fluorescentni
skupiny a biotin. Vyhodnéji, reporterovou skupinou je kfenova
peroxidasa, ktera mize byt detegovana inkubaci se substriatem jako
je tetramethylbenzidin nebo 2,2'-azino—-di-3-ethylbenz—thiazolin
sulfonov4d kyselina. Plaky, které obsahuji genomové nebo cDNA
sekvence, které exprivuji HER-2/neu protein, jsou izolovany a
purifikovany technikami, které jsou odbornikim znadmé. Vhodné
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metody mohou byt nalezeny, napriklad, v Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989.

Varianty polypeptidu, které si uchovavaji schopnost stimulovat
imunitni odpovéd, mohou obecné byt identifikovany modifikovanim
sekvence v jednom nebo ve vice aspektech popsanych vyse a
testovanim vzniklého polypeptidu na schopnost stimulovat imunitni
odpovéd, napf. odpovéd T bunék. Napriklad, takové testy mohou byt
obecné provedeny kontaktovanim T bunék s modifikovanym
polypeptidem a testovanim odpovédi. Prirozené se vyskytujici
varianty polypeptidu mohou také byt izolovany, napriklad,
vysSetrenim vhodné cDNA nebo genomové knihovny s DNA sekvenci

kodujici polypeptid nebo jeho variantu.

Vyse popsané modifikace sekvence mohou-byt zavedeny za pouzZiti
standardnich rekombinaénich technik nabo automatizovanou syntézou
modifikovaného polypeptidu. Napriklad, mutace mohou byt zavedeny
do uréitého mista syntetizovanim oligonukleotidd obsahujicich
mutantni sekvenci, obklopenou restrikénimi misty umoZiujicimi
ligaci na fragmenty nativni sekvence. Po ligaci koduje vznikla

rekonstruovan4d sekvence analog majici poZadovanou

‘aminokyselinovou inserci, substituci nebo deleci.

Alternativné, postupy na oligonukleotidy zéméfené mistné
specifické mutagenese mohou byt pouzity pro poskytnuti genu, ve
které jsou urcité kodony alterovany poZadovanou substituci,
deleci nebo inserci. Priklady metod pro vyrobu alteraci uvedenych
vyse jsou popsAny ve Walder et al., Gene 42: 133, 1986; Bauer et
al., Gene 37: 73, 1985; Craik, BioTechniques, Leden 1985, 12 -

19; Smith et al., Genetics Engineering: Principles and Methods,
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Plenum Press, 1981; a U. S. patenty &. 4518584 a 4737462.

Mutace v nukleotidové sekvenci konstruované pro expresi
takovych HER-2/neu polypeptidu musi, samoziejmé, zachovavat &teci
rdmeéek kodujicich sekvenci a preferované nevytvaret
komplementarni regiony, které by mohly hybridizovat za produkce-
sekundarnich mRNA struktur, jako jsou smyéky a vlésenky, které
mohou neZadoucim zpisobem ovliviaovat translaci mRNA. Aékoliv
misto mutace miZe byt predem uréeno, neni nezbytné, aby charakter
mutace per se byl prfedem uréen. Naprfiklad, pro vybrani
optimalnich charakteristik mutantad v daném misté maze byt
provedena nahodna mutagenese v cilovém kodonu a exprivovany
HER-2/neu polypeptid muze byt vysetfovan na poZadovanou aktivitu.

"Ne viechny mutace v nukleotidové sekvenci, ktera koduje
HER-2/neu polypeptid, budou exprivovany v koneé&ném produktu.

Napriklad, substituce nukleotidd mohou byt provedeny pro posileni
- exprese, predeviim pro vyloudeni smyé&ek sekundarni struktury v
transkribované mRNA (viz, napr. Evropskou patentovou pfihlasku
75444A), nebo pro poskytnuti kodonu, které jsou snadnéji
translatovany selektovanym hostitelem, jako jsou dobre znamé E.

coli preferenédni kodony pro expresi v E. coli.

Polypeptidy podle predkladaného vynalezu, jak prirozené se
vyskytujici, tak modifikované, jsou preferované produkovény
rekombinantnimi DNA metodami. Takové metody zahrnuji inserci DNA
sekvence kodujici HER-2/neu polypeptid do rekombinantniho
expresniho vektoru a expresi DNA sekvence v rekombinantnim
mikrobialnim, savénim nebo hmyzim bun&éném expresnim systemu za

podminek navozujicich expresi. DNA sekvence kodujici polypeptidy
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poskytnuté timto vynadlezem mohou byt sestaveny z cDNA fragmentt a
kratkych oligonukleotidovych linkerd, nebo ze serie
oligonukleotidi, za poskytnuti syntetického genu, ktery je
schopen inserce v rekombinantnim expresnim vektoru a exprese v
rekombinantni transkripé&ni jednotce.

Rekombinéntni expresni vektory obsahuji DNA sekvenci kodujici
HER-2/neu polypeptid operativné vazanou na vhodné transkripéni
nebo translaéni regulaéni elementy odvozené od saveich, »
mikrobialnich, virovych nebo hmyzich gena. Takové regulaé&ni
elementy zahrnuji transkripéni promotor, volitelnou operatorovou
sekvenci pro kontfolu transkripce, sekvenci kodujici vhodna mRNA
ribosomalni vazebns mista a sekvence, které kontroluji ukonéeni
transkripce a translace. Zdroj replikace a selektovatelny marker
pro usnadnéni rozpoznaini transformantﬁ mohou byt déle
inkorporovany. ' ‘

DNA regiony jsou operativné vazany, pokud jsou jeden ke
druhému ve funké&nim vztahu. Napriklad, DNA pro signalni peptid
(sekredni leader) je operativné navazan na DNA pro polypeptid
pokud je exprivovan jako prekursor, ktery participuje na sekreci
polypeptidu; promotor je operativné navazan na kodujici sekvenci,
pokud kontroluje transkripci sekvénce; nebo ribosomové vazebhé
misto je operativné navazédno na kodujici sekvenci pokud je
umisténo tak, Ze umoZiuje translaci. Obecn&, operativné vazany
znamenéd sousedici a, v pripadé sekreé¢nich leaderu, ve &tecim
radmeéku. DNA sekvence kodujici HER-2/neu polypeptid, které maji
byt exprivovany v mikroorganismu, nebudou preferované obsahovat
z4dné introny, které. by mohly predéasné ukonéit transkripci DNA
na mRNA,
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Expresni vektory pro bakterialni pouziti mohou obsahovat
-.selektovatelny marker a bakterialni zdroj replikace odvozené od
komeré&né dostupnych plasmidd obsahujicich genetické elementy
dobre znadmého klonovaciho vektoru pBR322 (ATCC 37017). Takové
komeréni vektory zahrnuji, naprfiklad, pKK223-3 (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Sweden) a pGEM! (Promega Biotec, Madison, WI,
USA). Tyto pBR322 "zakladni" sekce jsou kombinovany s vhodnym
promotorem a sekvencemi, které maji byt exprivovany. E. coli je
typicky transformovédna za pouZiti derivatta pBR322, plasmidu
odvozeného od druhu E. coli (Bolivar et al., Gene, 2: 95, 1977).
pBR322 obsahuje geny pro resistenci na ampicilin a tetracyklin a
tak poskytuje jednoduchy prostredek pro identifikaci
transformovanych bunék.

Promotory béZné pouZivané v rekombinantnich mikrobidlnich
expresnich vektorech zahrnuji B-laktamasovy (penicilinasovy) a
laktosovy promotorovy system (Chang et al., Nature 275: 615,
1978; a Goeddel et al., Nature 281: 544, 1979), tryptofanovy
(trp) promotorovy system (Goeddel et al., Nucl. Acids Res. 8:
4057, 1980; a Evropska patemtovd prihlaska 36776) a tac promotor
(Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, str. 412, 1982). Zejména uZiteé&ny bakterialni
expresni system vyuZiva fadg lambda PL promotor a cI857ts
termolabilni represor. Plasmidové vektory dostupné od American
Type Culture Collection, které inkorporuji derivaty lambda PL
promotoru zahrnuji plasmid pHUB2, umistény v E. coli kmenu JMB9
(ATCC 37092) a pPLc28, umistény v E. coli RRI (ATCC 53082).

Vhodné promotorové-sekvence ve kvasinkovych vektorech obsahuji
promotory pro metallothionein, 3-fosfoglycerat kinasu (Hitzeman
et al., J. Biol. Chem. 255: 2073, 1980) nebo jiné glykolytické
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enzymy (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149, 1968; a Holland
et al., Biochem., 17: 4900, 1978), jako je enolasa,
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, hexokinasa, pyruvat
dekarboxylasa, fosfofruktokinasa, glukosa-6—-fosfat isomerasa,
3-fosfoglycerat mutasa, pyruvat kinasa, triosafosfat isomerasa,
fosfoglukosa isomerasa a glukokinasa. Vhodné vektory a promotory
pro pouziti v kVasinkoQé expresi jsou dale popsany v R. Hitzeman
et al., Evropska patentova prihlaska 73657.

Preferované kvasinkové vektory mohou byt sestaveny za pouziti
DNA sekvenci z pBR322 pro selekci a replikaci v E. coli (Ampr gen
a zdroj replikace) a kvasinkovych DNA sekvenci obsahujicich
glukosou represibilni ADH2 promotor a a—-faktor sekreéni leader.
ADH12 promotor popsal Russell et al., (J. Biol. Chem. 258: 2674,
1982) a Beier et al., (Nature 300: 724, 1982). Kvasinkovy »
a-faktor leader, ktery fidi sekreci heterolognich proteinua, miZe
byt insertovan mezi promotor a strukturalni gen; ktery ma4 byt
exprivovan (viz napr. Kurjan et al., Cell 30: 933, 1982; a Bitter
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 5330, 1984). Leader
sekvence maZe byt modifikovana tak, aby obsahovala, v blizkosti
svého 3'konce, jedno nebo vice pouzitelnych restrikénich mist pro
usnadnéni fuze leader sekvence na cizorodé geny. Transkripéni a
translaéni kontrdlni sekvence v expresnich vektorech pro pouziti
v transformaci bunék obratlovcia mohou byt poskytnuty z virovych
zdrojua. Napriklad, b&zéné pouZivané promotory a enhancery jsou
odvozeny od polyoma, adenoviru 2, opidiho viru 40 (SV40) a
lidského cytomegaloviru. DNA sekvence odvozené z SV40 virového
genomu, napriklad, SV40 zdrej, ¢asny a pozdni promotor, enhancer,
splice, a polyadenylaéni mista mohou byt pouZity pro poskytnuti

jinych genetickych elementu vyZadovanych pro expresi heterologni
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DNA sekvence. Casné a pozdni promotory jsou zejména uZiteéné,
protoZe jsou oba snadno ziskany z viru jako fragment, ktery také
obsahuje SV40 virovy zdroj replikace (Fiers et al., Nature, 273:
113, 1978). Mensi nebo vétsi SV40 fragmenty mohou také byt
pouZity, takZe priblizné 250 bp sekvence v rozsahu od Hind II
mista k Bgl II mistu umistén4d ve virovém zdroji replikace je také
obsazena. Dale, virovy genomovy promotor, kontrolni a/nebo
signalni sekvence mohou byt vyuZzity, kde takové kontrolni
sekvence jsou kompatibilni s vybranou hostitelskou buiikou.
Prikladné vektory mohou byt konstruovany jak popisuje Okayama a
Berg, Mol. Cell Biol. 3: 280, 1983. |

Uzitec¢ny system pro stabilni vysokou hladinu exprese cDNA
savéiho receptoru v C127 mysich savéich epitelidlnich bunkéch
miZe byt konstruovan v podstatée tak, jak to popisuje Cosman et
al.; (Mol. Immunol. 23:.935, 1986). Preferovanym eukaryotnim
vektorem pro expresi DNA LbelF4A proteinu je pDC406 (McMahan et
al., EMBO J., 10: 2821, 1991) a obsahuje regulaéni sekvence
odvozené od SV40, viru lidské imunodeficience (HIV) a viru
Epstein-Barrové (EBV). Jiné preferované vektory zahrnuji pDC409 a
pDC410, které jsou odvozeny od pDC406. pDC409 byl odvozen od
pDC406 substituci EBV zdroje replikace za sekvenci kodujici SV40
velky T antigen. pDC409 se 1i3i od pDC406 v tom, Ze Bgl 11
restrikéni misto mimo mnohotné klonovaci misto bylo deletovano,

co? ¢ini Bgl II misto v mnohotném klonovacim mists jedineénym.

Pouzitelnd buné&énéd linie, kterad umoZnuje episomalni replikaci
expresnich vektora, jako je pDC406 a pDC409, které obsahuji EBV
zdroj replikace, je CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478). CV-L/EBNA bun&éni
linie byla odvozena transfekci CV-1 bunééné linie genem kodujicim
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nukledrni antigen I viru Epstein — Barrové (EBNA-1) a
konstitutivné exprivuje EBNA-1 rizeny lidskym CMV

okamZitym—&asnym enhancerem/promotorem.

Transformované hostitelské bﬁﬁky jsou bﬁﬁky, které byly
transformovany nebo transfektovidny expresnimi vektory
konstruovanymi za pouziti rekombinantnich DNA technik a které
obsahuji sekvence kodujici HER-2/neu polypeptid podle
predkladaného vyndlezu. Transformované hostitelské bunky mohou
exprivovat péZadovany HER-2/neu polypeptid, ale hostitelské burnky
transformované za u&elem klonovani nebo amplifikace HER=2/neu DNA
nemusi exprivovat HER-2/neu polypeptid. Exprivované polypeptidy
budou preferované secernovany do kultivaéniho supernatantu, v
zédvislosti na vybrané DNA, ale mohou také byt deponovany v

bunééné membrané.

Vhodné hostitelské burniky pro expresi rekombinantnich proteint
zahrnuji prokaryontni bunky, kvasinky nebo vy33i eukaryotni bunky
pod kontrolou vhodnych promotora. Prokaryonty zahrnuji gram
negativni nebo gram pozitivni organismy, napriklad E. coli nebo
Bacilli. Vyssi eukaryotni burniky obsahuji ustanovené bunééné
linie sav&iho nebo hmyziho pavodu jak jsou popsany dale. Bunék
prosté translaéni systemy mohou bit také vyuzity pro produkci
HER~-2/neu polypeptidi za pouZiti RNA derivovanych z DNA
konstruktda. Vhodné klonovaci a expresni vektory pro pouziti v
bakterialnich, houbovych, kvasinkovych a savéich bunéénych
hostitelych jsou popsany napriklad v Pouwels et al., Cloning
Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York, 1985.

Pfokaryotni expresni hostitelé mohou byt pouZity pro expresi
HER-2/neu polypeptidi, které nevyZaduji extensivni proteolytické
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a disulfidové zpracovani. Prokaryotni expresni vektory obecné
obsahuji jeden nebo vice fenotypovych selektovatelnych markert,
napriklad, gen kodujici proteiny udilejici resistenci na
antibiotika nebo doplnujici autotrofni poZadavky a zdroj
replikace rozpoznavany hostitelem pro zajisténi amplifikace v
hostiteli. Vhodné prokaryotni hostitelé pro transformaci zahrnuji
E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium a razné druhy
rodu Pseudomonas, Streptomyces, a Staphylococcus, aékoliv jini .
hostitelé mohou byt také pouziti.

Rekombinantni HER—2/neuApolypeptidy mohou také byt exprivovany
ve kvasinkovém hostiteli, preferovanéd druhu Saccharomyces, jako
je S. cerevisiae. Kvasinky jinych rodu, jako je Pichia nebo
Kluyveromyces) mohou také byt pouZity. Kvasinkové vektory budou
obecné obsahovat zdroj replikace z 2p kvasinkového plasmidu nebo
autonomné se replikujici sekvenci (ARS), promotor, DNA kodujici
HER-2/neu polypeptid, sekvence pro polyadenylaci a terminaci
tfanskripce a selekéni gen. Preferovand budou kvasinkové vektory
obsahovat zdroj replikace a selektovatelny marker umoZiujici
transformaci jak kvasinky, tak E. coli, napr. gen resistence na
ampicilin E. coli a S. cerevisiae trpl gen, ktery poskytuje
selekéni marker pro mutantni kmen kvasinky postradajici schopnost
rastu v tryptofanu, a promotor odvozeny od vysoce exprivovaného
kvasinkového genu pro indukci transkripce strukturdlniho genu
downstream. Pritomnost trpl lése v buné&ném genomu hostitelské
kvasinky potom poskytuje G&inné prostredi pro detekci

transformace ristem za absence tryptofanu.

Vhodné transformaéni protokoly pro kvasinky jsou odbornikuam
znamé. Prikladnid technika popsanad Hindem et al., (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75: 1929, 1978) vyzaduje selekci Trp+
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transformanta v selektivnim mediu skladajicim se z 0,67% .
kvasinkové dﬁsikaté base, 0,5% casaminokyselin, 2% glukosy, 10
mg/ml adeninu'a 20 mg/ml uracilu. Hostitelské kmeny
transformované vektorem obsahujicim ADH2 promotor mohou byt
kultivovany pro expresi v bohatém mediu skladajicim se i 1%
kvasinkového extraktu, 2% peptonu, a 1% glukosy doplnéném 80
mg/ml adeninu-a 80 mg/ml uracilu. Dereprese ADH2 promotoru se
vyskytne po vyderpani glukosy v mediu. Surové kvasinkové
supernatanty jsou ziskany filtraci a uchovavany pri 4 0C pred

dal3si purifikaci.

RGzné savéi nebo hmyzi (napf. Spodoptera nebo Trichoplusia)
bunééné kultivaéni systemy mohou také byt pouZity pro expresi
rekombinantniho polypeptidu. Baculovirovy system pro produkci
heterolognich polypeptida ve hmyzich bunkéch jsou popsény,
napriklad, Luckowem a Summers, Bio/Technology 6: 47, 1988.
Priklady vhodnych sav&ich hostitelskych bunéénych linii zahrnuji
COS~7 linie bunék opidich ledvin, popsané Gluzmanem (Cell 23:
175, 1981) a jiné bunééné linie schopné exprese vhodnych vektoru,
véetné, napriklad, CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478), L bunék, Cl127,
3T3, ovaria &inskych kredka (CHO), COS, NS-1, Hela a BHK buné&é&né
linie. Savéi expresni vektory mohou obsahovat netranskribované
elementy jako je zdroj replikace, vhodny promotor a enhancer
navazany na gen, Ktery ma byt exprivovan a jiné 5' a 3' sousedici
netranskribované sekvence a S' a 3' netranslatované sekvence,
jako jsou nezbytni vazebna mista pro ribosomy, polyadenylaéni
misto, strihovy donor a akceptor mista a transkripéni terminaéni
sekvence.

Purifikované HER-2/neu pblypeptidy mohou byt prfipraveny

.kultivaci vhodnych systemu hostitel/vektor pro expresi
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rekombinantnich translaénich produkti DNA podle predkladaného
vynidlezu, které jsou potom purifikovany z kultivaéniho media nebo
z bunéénych extrakta. Napriklad, supernatanty ze systemu, které
secernuji rekombinantni polypeptidy do kultivaéniho media mohou
byt nejprve koncentrovany za pouZiti komeréné dostupného
proteinového koncentraéniho filtru, jako je Amicon nebo Millipore
Pellicon ultrafiltraéni jednotka. Po kroku koncentrovani miZe byt
koncentrat aplikovan na vhodnou purifikaéni matrix. Napriklad,
vhodn4 afinitni matrice miZe obsahovat pocitatelny strukturalni
protein (t. j. protein, na ktery se'HER—Z/neu polypeptid vazZe ve
specifické interakci zaloZené na strukture) nebo lektin nebo
molekulu protilatky navazanou na vhodny nosié¢. Alternativné maZe
byt vyuzit aniontovy vyménny resin, népfiklad matrix nebo
substrat, ktery mad zavésené diethylaminoethyl (DEAE) skupiny.
Matrice mohou byt akrylamidové, agarosové, dextranové, celulosové
nebo jinych typa béZné pouzivanych v proteinové purifikaci.
Alternativné muze byt vyuzit krok vymény kationtﬁ; Vhodné
kationtové mé&nide zahrnuji ruzné nerozpustné matrice obsahujici
sulfopropylovou nebo karboxymethylovou skupinu. Sulfopropylové
skupiny jsou preferovany. Gelova filtraéni'chromatografie také
poskytuje prostrfedek pro purifikaci HER-2/neu. '

Afinitni chromatografie je preferovanou metodou pro purifikaci
HER-2/neu polypeptida. Napriklad, monoklonalni protilatky proti
HER-2/neu polypeptidu mohou byt také uZiteéné pri purifikaci
afinitni chromatografii, za pouZiti metod, které jsou v oboru

dobre znamé.

-

Koneé&né, jeden nebo vice kroka reversni fazové vysoce u&inné

kapalinovd chromatografie (RP-HPLC) vyuzivajici
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hydrofobniho RP-HPLC media (napr. silikagel majici zavésenou
methylovou nebo jimou alifatickou skupinu) mohou byt vyuzity pro
dalsi ¢isténi HER-2/neu polypeptidové kompozice. Ngkteré nebo
viechny probéhlé kroky purifikace, v ruznych kombinacich, mohou
byt také vyuzity pro poskytnuti homogenniho rekombinantniho
polypeptidu.

Rekombinantni HER-2/neu polypeptid produkovany v bakteri&dlni
kulture je preferované izolovan inicidlni extrakci z bunéé&nych
pelet, po ¢emZ nasleduje jedna nebo vice koncetraci, vysoleni,
vodnid iontovad vyména neby vylouédeni podle velikosti kroky
chromatografie. Vysoce G&innad kapalinova chromatografie (HPLC)
miZe byt pouZita pro koneéné kroky purifikace. Mikrobidlni bunky
pouZzité v expresi rekombinantniho LbelF4A proteinu mohou byt
rozruseny jakoukolivvvhodnou metodou, véetné cyklovani mrazeni
taveni; sonikace, mechanického rozruseni nebo za pouZiti agens

zpasobujicich lysu bunky.

Fermentace kvasinek, které exprivuji HER-2/neu polypeptid jako
secernovany protein znaéné zjednodu3uje purifikaci. Secernovany
rekombinantni protein vznikly z fermentace velkého rozsahu mtZe
byt purifikovan metodami analogickymi k tém, které popsal Urdal
et al., (J. Chromatog. 296: 171, 1984). Tento odkaz‘popisujgidva
sekvenéni, reversni faze HPLC kroky pro pufifikaci )
rekombinantniho lidského GM-CSF na preparativni HPLC kolons.

Pripravky HER-2/neu polypeptidd syntetizovanych v

- rekombinantni kultufe mohou obsahovat non-HER-2/neu buné&éné. ,
s162Ky, véetns proteini v mnoZstvi a charakteru, ktery zavisi na
krocich purifikace vybranych pro ziskani HER-2/neu polypeptidu
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z kultury. Tyto sloZky budou obyéejné kvasinkového, prokaryotniho
nebo non-lidského eukaryotniho pivodu. Takové pripravky jsou
oby&ejné prosté od jinych proteint, které mohou byt normalné
asociovany s HER-2/neu proteinem jak je tomu v prirodé a v
druzich, ze kterych pochazi.

Automatizované syntézy poskytuji alternativni metodu pro
pripravu polypeptidt podle predkladaného vynalezu. Napriklad
mohou byt pouzity jakékoliv komeréné dostupné techniky pevné
faze, jako je Merrifield solid phase synteticka metoda, ve které
jsou aminokyseliny sekvenéné pridavany k rostoucimﬁ »
aminokyselinovému retézci. (Viz Merrifield, J. Am. Chem. Soc.

85: 2149 - 2146, 1963). Vybaveni pro automatizovanou syntézu
polypeptidd je komeréné dostupné od dodavateld jako je Applied
Biosystems, Inc., z Foster City, CA, a miZe obecné pracovat podle
navodu vyrobce.

V jednom aspektu podle predkladaného vynadlezu, pouziti
HER-2/neu polypeptidu (nebo DNA molekuly, ktersd ridi expresi
takového peptidu) pro generovani imunitni odpovédi na HER-2/neu
protein (véetné toho, ktery je exprivovan na malignitach, se
kterymi je HER-2/neu onkogen asociovan) muZe byt detegovan.
Representativni vzorky takovych malignit zahrnuji rakovinu prsu,
ovaria, tlustého strfeva, plic a prostaty. Imunitni odpovéd na
HER-2/neu protein, generovanad HER-2/neu polypeptidem, miZe byt
dlouhodobd a muZe byt detegovana dlouho po imunizaci, nezavisle
na tom, zda je protein pfifomen nebo nepritomen v té&le v dobé
testovani. Imunitni odpovéd na HER-2/neu protein generovana. .
HER-2/neu polypeptidem miZe byt detegovana vySetrenim pritomnosti

nebo nepritomnosti, nebo zvyseni, specifické aktivace CD4+ nebo
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CD8+ T bunsk. PfeSnéji, T buriky izolované od imunizbvaného
jedince rutinim zpiusobem (jako je Ficoll/Hypaque centrifugace
podle gradientu density lymfocytda periferni krve) jsou inkubovany
s HER-2/neu proteinem. Napriklad, T bunky mohou byt inkubovany in
vitro po 2 - 9 dni (typicky 4 dny) pri 37 0C s HER-2/neu
proteinem (typicky S pug/ml celého proteinu nebo stupnovaného
pocétu bunék syntetizujicich HER-2/neu protein). MaZe byt Zzadouci
inkubovat jiny podil vzorku T bunék za absence HER-2/neu
proteinu pro kontrolu.

Specificka aktivace CD4+ nebo CD8+ buhék mize byt detegovana
riznymi zpisoby. metody pro detegovani specifické aktivace T
bunék zahrnuji detekci proliferace T buné&k, produkce cytokinu
(nap. lymfokinua) nebo generovéani cytolytické aktivity (napt.
generovani cytotoxickych T bunék specifickych pro HER-2/neu
protein). Pro CD4+ T buﬁky je .preferovanou metodou pro detegovani
specifické aktivace T bunék detekce proliferace‘T Bunék. Pro
CD8+ T buriky je preferovanou metodou pro detegovani specifické

aktivace T bunék detekce generovani cytolytické aktivity.

Detekce proliferace T bunék muZe byt provedena ruznymi
zpusoby. Napriklad, proliferace T bunék mGZe byt detegovana
mérenim stupné DNA syntézy. T bunky, které byly stimulovany ke
proliferaci vykazuji zvyseny stupen s&ntézy DNA. Typickym
zptisobem pro mérfeni stupné syntézy DNA jsou napriklad pulsné
znac¢ené kultury T bunék tritiovanym thymidinem, prekursorem
nukleotidi, ktery je inkorporovan do nové syntetizované
DNA. Mnozstvi inkerporovaného tritiovaného thymidinu maZe byt
urdeno za pouZiti kapalinového scintilaéniho spektrofotometru.

Jiné zplsoby pro detegovani proliferace T bunék zahrnuji méfeni
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zvyseni produkce interleukinu 2 (IL-2), Ca* tok, nebo vychytavani
barviva, jako je
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl-tetrazolium.
Alternativné, syntéza lymfokinu (jako je interferon gamma) maze
byt méfena a nebo maZe byt kvantifikovan relativni poéet T bunék,

které mohou odpovidat na intaktni pl18S5SHER-2/neuw protein.

Za pouziti nebo expresi HER-2/neu polypeptidu mohou byt T
bunky, které rozpoznavaji HER-2/neu protein proliferovany in
vivo. Napriklad, 1é&ivo pro imunizaci‘s HER-2/neu peptidem (t.j.
jako je Vakcina) mGze indukovat kontinualni expansi po&tu T bunék
nezbytnych pro terapeuticky tutok na tumor, ‘se kterym je HER-2/neu
onkogen asociovan. Typicky, asi 0,01 pg/kg aZ 100 mg/kg télesné
hmotnosti bude podano intradermalné, subkutidné nebo intravenosnim
zpasobem. Preferovana -dadvka je okolo | ug/kg do asi 1| mg/kg, a
zejména preferovdno je asi od S pg/kg do asi 200 pg/kg.
Odbornikam bude jasné, Ze podet a frekvence podéni bude zaviset
na odpovédi pacienta. MaZe byt Z4douci podat HER-2/neu polypeptid
opakovan&. Odbornikum v oboru bude jasné, Ze miuZe byt podan vice
neZ jeden HER-2/neu polypeptid, bud simultdné nebo sekvencné.
Preferované peptidy pro pouziti v 1lé¢ivu pro imunizaci jsou ty,
které obsahuji aminokyselinovou sekveﬁci SEQ ID NO: za¢inajici
asi lysinovym zbytkem v aminokyselinové pozici 676 a sahajici asi
k valinovému zbytku v aminokyselinové pozici 1255. Odborniky v
oboru bude ocenéno, Ze predkladdany vynadlez predpokladia pouziti
intaktniho HER-2/neu polypeptidu stejné jako déleni takového
polypeptidu na mnoZ?stvi peptidt. Ani intaktni pl8S5HER-2/neu
protein, ani peptid majici aminokyselinovou sekvenci jeho celé
extracelularni domény.(t.j. peptid majici aminoyselinovou

sekvenci SEQ ID NO: 2 od aminokyseliny v pozici 1 do
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aminokyseliny v pozici 650, plus nebo minus jedna aZ? pét pozic, a
S nebo_bez prvnich 21 aminokyselinovych pozic) nesou pouZity

samostatné pro imunizaci.

HER-2/neu polypeptid (nebo nukleovid kyselina) je preferované
formulovan pro pouZiti ve vy3e uvedenych metodach jako
farmaceutickad kompozice (napr. vakcina). Farmaceuticka kompozice

obecné obsahuje jeden nebo vice polypeptidd v kombinaci s

farmaceuticky akceptovatelnym nosi&em, excipientem nebo redidlem.

Takové nosiée budou netoxické pro prijemce v pouZitych davkach a
koncentracich. Pouziti HER-2/neu polypeptidu v konjunkci s
chemoterapeutickym agéns je také predpokladano.

Kromé& HER-2/neu polypeptidu (ktery u&inkuje jako antigen) muzZe
byt také Zzadouci zahrnout jiné sloZky do vakciny, jako je
vehikulum pro podani antigenu a imunostimulaéni substance pro
zvyseni imunogenicity proteinu. Priklady vehikuii pro antigen
obsahuji soli hliniku, emulze voda v oleji, biodegradovatelna
olejova vehikula, emulze olej ve vodé, biodegradovatelné
mikrokapsle a liposomy. Pfiklady imunostimulaénich substanci
(adjuvans) zahrnuji N-acetylmuramyl-L-alanin-D-isoglutamin (MDP),
lipopolysacharidy (LPS), glukan, IL-12, GM-CSF, interferon gamma
a IL-15. Odbornikam v oboru bude jasné, Ze HER-2/neu polypeptid
pro vakcinu miZe byt prfipraven syntéticky nebo miZe byt prirozené

odvozen.

Zatimco jakykoliv vhodny odbornikim v oboru znamy nosié mtZe
byt vyuzit ve farmaceutickych kompozicich podle predklédaného
vynadlezu, typ noside bude velmi zAviset na zpusobu podani a na

tom, zda je poZadovano trvalé uvolnovani. Pro parenteralni
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podani, jako je subkutanni injekce, nosié preferované obsahuje
vodu, salinicky roztok, alkohol, tuk, vosk nebo pufr. Pro oralni
podani maZe byt pouzit jakykoliv z vyse uvedenych nosié&a nebo
pevny nosié¢ jako je manitol, laktosa, 3krob, steariat horecénaty,
sacharid sodny, talek, celulosa, glukosa, sukrosa, a uhliditan
horeé¢naty. Biodegradovatelné mikrosfery (napr. polymléény
galaktid) mohou byt také vyuzity jako nosicde pro farmaceutické
kompozice podle predkladaného vynalezu. Vhodné degradovatelné
mikrosféry jsou popsény naprfiklad v U.S. patentech &. 4897286 a
5S075109. HER-2/neu polypeptidmiZe byt enkapsulovan uvnitr
biodegradovatelné mikrosféry nebo miZe byt asociovadn s povrchem
mikrosféry. Napriklad, v preferovaném provedeni, polypeptid
majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 od aminokyseliny
676 do aminokyseliny 1255 je enkapsulovan v biodegradovatelné
mikrosfére. V tomto ohledu je preferovano, aby byla mikrosféra

vétsi neZ priblizné& 25 mikrometra.

Farmaceutické kompozice (véetné vakcin) mohou také obsahovat
redidla jako jsou pufry, antioxidanty jako je kyselina askorbovai,
polypeptidy o nizké molekulové hmotnosti (men$i ne? 10 zbytka),
proteiny, aminokyseliny, uhlovodany jako je glukosa, sacharosa
nebo dextriny, chelataéni agens jako je EDTA, glutathion nebo
jiné stabilizAtory nebo excipiens. Neutralni pufrovany salinicky
roztok nebo salinibky roztok>smiseny s nespecifickym sérovym
albuminem jsou priklady vhodnych redidel. Preferované, produkt je
formulovan jako lyofilizat za pouziti vhodnych excipientnich
roztoka (napr. sacharosy) jako redidel.

Jako alternativu pro presentaci HER-2/neu polypeptida obsahuje
predmét vynadlezu kompozice schopné dopraveni molekul nukleové
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kyseliny kodujicich HER-2/neu polypeptid. Takové kompozice
zahrnuji rekombinantni virové vektory (napf. retrovirové (viz WO
90/07936, WO 91702805, WO 93/25234, WO 93/25698 a WO 94/03622),
adenovirové (viz Berkner, Biotechniques 6: 616 — 627, 1988; Li et
al., Hum. Gen. Ther., 4: 403 - 409, 1993;Vincent et al., Nat.
Genet., 5: 130 - 134, 1993; a Kolls et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91: 215 - 219, 1994), pox virové (viz U.S. patent &.
4769330; U.S. patent &. 5017487; a WO 89/01973), naked DNA (viz
WO 90/11092), molekula nukleové kyseliny komplexovana na
polykationtovou molekulu (viz WO 93/03709) a nukleova kyselina
asociovana s liposomy (viz Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 7851, 1987). V jistych provedenich maZe byt DNA navazana
na usmrceny nebo inaktivovany adenovirus (viz Curiel et al., Hum.
Gen. Thef., 3: 147 - 154, 1992; Cotton et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: 6094, 1992). Jiné vhodné kompozice obsahuji DNA
ligand (viz Wu et al., J. Biol. Chem., 264: 16985 - 16987, 1989)
a lipid—DNA kombinace (viz Felgner et al., Proc; Natl. Acad. Sci.
USA 84: 7413 - 7417, 1989). Kromé& toho, Ucinnost vychytavani
"naked DNA" do bunék muZe byt zvysena potaZenim DNA na
biodegradovatelné koralky.

v Kromé prfimych in vivo procedur mohou byt pouzity ex vivo
procedury, ve kterych jsou bunky odstranény ze zvirete,
modifikovany a umistény do stejného nebo do jiného zvirete. Je
jasné, Ze miuzZze byt vyuZita jakakoliv kompozice uvedena vyse pro
zavedeni HER—Z/neu molekuly nukleové kyseliny do bunék tkané v ex

vivo kontextu. Protokoly pro virové, fyzikalni a chemické metody
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nebo vyvolani bunééné imunitni odpovédi (napf. generovani pro
antigen specifickych cytolytickych T bunék) u pacienta nebo v
bunééné kulture. Jak je zde pouzZito, termin "pacient" oznaéuje
jakékoliv tepiokrevné zvire, preferované ¢lovék. Pacient maZe byt
postiZen rakovinou, jako je rakovina prsu, nebo miZe byt normalni
(t.j. bezvdetegovatelné choroby nebo infekce). "Bunééna kultura"
je jakykoliv pripravek T bunék nebo izolovanych sloZek bunék
(véetné, ale nejenom, makrofagd, monocytt, B bunék a
dendritickych bunék). Takové buniky mohou byt izolovany jakoukoliv
z mnoZzstvi technik odbornikam dobre znamych (jako je
Ficoll-hypaque denzitni centrifugace. Bunky mohou (ale nemusi)
byt izolovany od pacienta postiZeného s HER-2/neu asociovanou

malignitou, a mohou byt znovu zavedeny do pacienta po 1écbe.

Predkladany vynalez také popisuje, Ze HER-2/neu polypeptid,
kromé toho, Ze je imunogeni pro T bunky, pravdépodobné stimuluje
B bunky k produkci protilatek schopnych rozpoznévat HER-2/neu
polypeptid. Protiléatky specifické (t.j. ty, které vykazuji
vazebnou afinitu okolo 107 litri/mol nebo vyssi) pro HER-2/neu
protein mohou byt nalezeny v mnoha té&lesnych tekutinach vé&etné
séra a ascitu. Sfruéné, vzorek télesné tekutiny je odebran od

teplokrevného zvirete, jako je &lovék, u kterého je poZadavek na

~uréeni pritomnosti protilatek specifickych prb_HER—Z/neu

polypeptid. Télesna tekutina je inkubovana s HER-2/neu
polypeptidem za podminek a po dobu dostate&nou pro umoZnéni
tvorby imunokomplexd mezi polypeptidem a protilatkami
specifickymi pro protein. Naprfiklad, télesn& tekutina a HER-2/neu
polypeptid mohou byt_inkubovany pri.4 0C po 24 - 48 hodin. Po
inkubaci je reakéni smés testovadna na pritomnost imunokomplexu.

Detekce jednoho nebo vice imunokomplextt vytvorenych mezi
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HER-2/neu polypeptidem a protilatkou specifickou pro HER-2/neu
polypeptid maZe byt provedena mnoZstvim raznych technik, jako je

radioimunotest (RIA) a enzymové vazany imunosorbentni test
(ELISA).

Vhodné imunotesty zahrnuji sendvidovou imunotestovaci techniku
s.pouzitim dvojich monoklonadlnich protilatek podle David et al.,
(U.S. patent 4376110); sendvidové testy s pouzitim monoklonalni -
N polyklonidlni protilatky (Wide et al., v Kirkham and Hunter, eds.,
Radioimunoassay Methods, E. and S. Livingstone, Edinburgh, 1970);
"western blot" metodu podle Gordon et al., (U.S. patent 4452901);
imunoprecipitaci znadeného ligandu (Brown et al., J. Biol. Chem.
§ 255: 4980 - 4983, 1980); enzymové vAzané imunosorbentni testy
- popsané napriklad, Raines and Ross (J. Biol. Chem. 257: S154 -
S 5160, 1982);imunocytochemické techniky, vé&etné pouziti
fluorochromd (Brooks et al., Clin. Exp. Immunol., 39: 477, 1980);
a neutralizace aktiVity (Bowen — Pope et al., Pfoc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 2396 — 2400 (1984)), viechny jsou zde uvedeny jako
odkaz. Kromé imunotesta popsanych vyse je dostupny velky pocdet
jinych imunotestd, véetné téch, které jsou popsany v U.S.
patentech ¢. 3817827; 3850752; 3901654; 3935074; 3984533;
4034074; a 4098876, kdy jsou zde viechny tyto uvedené jako odkaz.

Pro G¢ely detekce muZe byt HER-2/neu polypeptid ("antigen")
bud znadeny, nebo neznacdeny. Pokud je neznadeny, pak nachézii
antigen uplatné&ni v aglutinadnich testech. Kromé toho, neznaceny.

- antigen muZe byt pouzit v kombinaci se znacenymi molekulami,
_s které jsou .reaktivni. s imunokomplexy, nebo v kombinaci se
. znacenymi protilatkami (sekundarnimi protilatkami), které jsou

. reaktivni s protilatkou namifenou proti HER-2/neu polypeptidu,
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jako je protiladtka specifickid pro imunoglobulin. Alternativné
madZze byt antigen znaden primo. Pokud je znaden, pak muZe
znadkovaci skupina obsahovat radioizotopy, fluorofory, enzymy,
luminiscenéni agens, nebo ¢astice barviva. Tyto a jiné znacky
jsou dobre znamé v oboru a jsou popsiny, napriklad,

v nadsledujicich U.S. patentech: 3766162; 3791932; 3817837;
399634S; a 4233402. ' ‘

Typicky v ELISA testu je antigen adsorbovan na povrch
mikrotitraéni jamky. Residudlni vazebnd mista pro protein jsou
potom blokovana vhodnym agens, jako je hovézi sérovy albumin
(BSA), teplem inaktivované normalni kozi sérum (NGS), nebo BLOTTO
(pufrovany roztok netuéného suieného mléka, ktery také obsahuje
preservativi, sole, a protipénici agens). Jamka je potom
inkubovana se vzorkem, o kterém je predpokladdano, Ze obsahuje
specifickou protilatku. Vzorek muaZe potom byt aplikovén neredény,
nebo, ¢astéji, miZze byt redén, obvykle v pufrovacim roztpku ktery
obsahuje malé mnozstvi (0,1% - 5,0% hmotnosti) proteinu, jako je
BSA, NGS nebo BLOTTO. Po inkubaci po dostateénou dobu pro to, aby
mohla probéhnout specificka vazba; je jamka promyta pro
odstranéni nenavazaného proteinu a potom je inkubovana se
znac¢enou protilatkou specifickou pro druh imunoglobulinu, ktera
je znaéena znadkovaci skupinou. Znadkovaci skupina muZe byt
vybrédna z mnoZstvi enzymu, véetné& krenové peroxidasy, beta
galaktosidasy, alkalické fosfatasy a glukosa oxidasy. Je umoZnéna
dostateéné dlouha doba pro vyskyt specifické vazby, potom je
jamka znovu promyta pro odstranéni nenavidzaného konjugatu a je
pridan substrat pro..enzym. Je umoZnén vyvoj barvy a opticka

densita obsahu jamky je mé&fena vizuidlné nebo instrumentalns.
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V jednom preferované provedeni tohoto aspektu predkladaného
vyndlezu je znadkovaci skupina navdzana na HER-2/neu protein.
Krok detekce imunokomplext vyZaduje odstranéni v podstaté v3eho
nenavidzaného HER-2/neu proteinu a detegovani pritomnosti nebo
nepritomnosti znadkovaci skupiny. '

V jiném preferovaném provedeni je znackovaci skupina navézéna
na druhou protilatku schopnou vazby na protilatky spécifické pPro
HER-2/neu protein. Krok detegovani imunokomplext vyZaduje (a)
odstranéni v podstaté vsechny nenavazané protilatky, (b) pridani
druhé protilétky,>(c) odstranéni v podstaté& viechny nenavazané
druhé protilatky a potom (d) detegovani pritomnosti nebo absence
znadkovaci skupiny. Pokud je protilatka specifickad pro HER-2/neu
protein odvozena od lidské, pak je druhou protilatkou anti lidské&
protilatka.

Ve tretim preferovaném provedeni pro detegovéni imunokomplexua
je znadkovaci skupina navadzana na molekulu schopnou vazby na
imﬁnokomplexy. Krok detegovani vyzaduje (a) pridani molekuly, (b)
odstranéni v podstaté veskeré nenavéizané molekuly, (c) detegovani
pritomnosti nebo absence znaékovaci skupiny. Prikladem molekuly

schopné vazby na imunokomplexy je protein A.

Odbornikim v oboru je jasné, Ze mnoZstvi metod pro detegovani
imunokomplexd maZe byt pouzito v predkladaném vynalezu.
Znagkovaci skupiny vhodné pro pouziti v jakékoliv z téchto metod
zahrnuji radioizotopy, fluorofory, enzymy, luminiscenéni agens, a
¢astice barviva. . |

V pribuzném aspektu predkladaného vynalezu muZe byt detekce
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imunokomplext tvorfenych mezi HER-2/neu polypeptidem a
protildtkami v télesnych tekutinach specifickymi pro HER-2/neu
polypeptid pouZita pro monitorovani téinosti protinadorové
terapie nadora, které obsahuji HER-2/neu polypeptid, malignit, se
kterymi je HER-2/neu onkogen asociovadn. Vzorky télesné tekutiny

od jedince odebrané pred a po zaddtku terapie mohou byt

-analyzovany na imunokomplexy metodami popsanymi vyse. Struéné, je

- srovnavan pocet imunokomplexi detegovanych v obou vzorcich.

Vyznamnid zména v podtu imunokomplext ve druhém vzorku (po

zah4djeni terapie) vzhledem k prvnimu vzorku (pred terapii) odrazi

- ispésnou terapii.

Nasledujici priklady jsou nabidnuty jako ilustrace a nikoliv

jako omezeni.

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Exprese a purifikace rekombinantniho lidského HER-2/neu
polypeptidu i

Lidsky HER-2/neu polypeptid byl ziskadn PCR metodou (napr. U.S.
patent ¢. 4683195; 4683202; 4800159) z plasmidu pripraveného
podle Di Fiore et al., (King et al., Science 229: 974 - 976,
1985; Di Fiore et al., Science 237: 178 - 182, 1987) za pouziti
oligonukleotidovych primera, které maji navic zavedené BssHII
restrikéni misto a enterokinasové proteasové misto na 5' konci a
EcoRI misto na 3' konci. Primer pro S' konec byl
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S'-TCTGGCGCGCTGGATGACGATGACAAGAAACGACGGCAGCAGAAGATC-3"' (SEQ ID
NO: 3), zatimco primer pro 3' konec byl 5'- v
TGAATTCTCGAGTCATTACACTGGCACGTCCAGACCCAG-3"' (SEQ ID NO: 4).
Vznikly 1,8 kb PCR fragment byl subklonovan do T-vektoru od
Novagen (Madison, WI, USA) a sekvence vybranych klond byla uréena

na ABI 373 automatizovaném DNA sekvenatoru (Applied Biosystems

- Inc., Foster City, CA, USA) za pouziti prekryvajicich se

sekvenénich primerda. PCR fragmenty, které korespondovaly s
publikovanou DNA sekvenci pro lidsky HER-2/neu cDNA (SEQ ID NO:
1; Coussens et al., Science 230: 1132, 1985; Yamamoto et al.,
Nature 319: 230, 1986) byly potom pripojeny v radném &tecim ‘
ramedku pres BssHII misto do modifikované E. coli thioredoxin

. reduktasy. 6Xhistidin afinitni smyé&ka pouzita v Ni—-NTA afinitni

purifikaci exprivovaného fizniho proteinu byla inkorporovéana do
thioredoxin reduktasového fuzniho partnera. Tato cDNA pro
trxA-lidsky HER-2/neu polypeptid fuzni protein byla subklonovana
do modifikovaného PET expresniho vektoru pro expresi v E.

coli.

Agkoliv u thioredoxin reduktesy bylo popséno, Ze stabilizuje a
solubilizuje jiné heterologni proteiny exprivované v E.coli,
nezdd se, Ze by nabizela jakoukoliv vyhodu pro expresi lidského
HER-2/neu polypeptidu v E. coli. Ac¢koliv signifikantni ¢&ast
trxA-HER-2/neu polypeptid fusniho proteinu byla solubilni,
vétsina ho byla exprivovana v inklusnich té&liskach. fazni protein
byl proto podroben degradaci béhem exprese v E. coli. Pritomnost
thioredoxin reduktasového fuzniho partnera miZe, nicménég,
stabilizovatprotein v prubdhu purifikace. Dostupnost
monoklonalnich protiladtek k thioredoxin reduktase poskytuje

vhodny marker pro sledovani v prabéhu purifikace.
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Pro purifikaci lidského HER-2/neu polypeptidu s thiredoxin
reduktasa fusnim partnerem obsahujicim 6XHis afinitni smyéku byly
E. coli pelety resuspendovany s inhibitory proteas a lysozymem a
sonikovany. Inklusni téliska byla izolovadna centrifugaci a byla
trikrat promyta deoxycholadtem, kdy posledni promyti bylo pres noc
pro odstranéni LPS. Promyta inklusni téliska byla solubilizovéna
v GuHCl pro Ni purifikaci. Ni kolona byla eluovana imidazolem v
modoviné a dialyzovana proti 10 mM Tris pH 8. Ziskani HER-2/neu
polypeptidu za pouZi?ti tohoto protokolu bylo ckolo asi 80% — 95%
&istoty kompletniho proteinu, kdy hlavnim kontaminantem byl
degradovany protein. Z S00 ml fermentacebbylo ziskadno 20 mg. To
byl > 98% HER-2/neu polypeptid. Techniky zde pouZité jsou
odbornikam dobre znamé a byly popsany, napriklad, v J. Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989, Cold Spring Harbor, New York, USA.

Priklad 2
Dendritické bunky mohou navodit lidsky HER-2/neu polypeptid
A. Generovani DC kultur z kostni dfené

DC kultury byly generovany z CD34+ hematopoetickych
progenitorovych bunék (HPC). CD34+ bunky byly purifikovéany z
kostni dfené& normadlnich didrca za pouziti bunééného separadéniho
systemu Ceprate LC kit (CellPro, Bothell, WA, USA). Cistota
ziskanych CD34+ bunék byla uréena analyzou prutokovou cytometrii

v séru.prostém mediu.(X=VIVO.10, Biowhittaker, Inc.,

‘Walkersville, MD, USA) doplnéném L-glutaminem (584 pg/1),

penicilinem (10 IU/ml), streptomycinem (100 pg/ml), 100 ng/ml
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lidského rGM-CSF a 50 ng/ml lidského rIL-6 (Immunex, Seattle, WA,
USA). Po 0 aZ 17 dnové kultivaéni dobé byly bunky sklizeny a
pouZity pro fenotypizaéni testy a pro testy stimulace T bunék. O
= GM-CSF samotném nebo v kombinaci s IL-4 nebo TNFa bylo popséno,
2e indukuji in vitro rust DC. V pokusech za pouziti KLH a OVA
L jako antigent pro nastaveni naivnich T bunék davaly GM-CSF plus
IL-6 srovnatelnou celkovduAstimulaci, ale s nizsim pozadim, a '

5 proto vys§si stimulaéni index ve srovnani s GM-CSF plus IL-4 nebo
e TNfa. ”

B. Test nastaQeni T bunék

Z kostni drené odvozené CD34+ HPC kultivované v sérum prostém
mediu obsahujicim GM-CSF a IL-6 byly pouzity jako APC po
kultivaéni periodé 0 - 17 dni. Nastavovaci (priming) schopnost DC
byla urcena jejich kultivaci s autolognimi, naiynimi T lymfocyty
za pritomnosti nebo absence proteinového antigenu, kterym je
lidsky HER-2/neu polypeptid (hHNP) (10 pg/ml). CD4+ T lymfocyty
byly izolovany z mononukleadarnich bunék periferni krve pozitivni
selekci za pouZiti imunoafinitnich kolon (CellPro, Bothell, WA,
USA). CD4+ CD45RA+ (naivni) T lymfocyty byly selektovany z CD4+ T
lymfocytd za pouziti anti~CD4SRA mAb prfimo konjugované na FITC
(Immunotech, Westbrook, ME, USA) tfidé&nim pratokovou cytometrii.

Ziskané CD4+ CD45RA+ T bunky byly 99% ¢cistoty. DC kultury byly
umistény do 96 jamkovych ploten s plochym dnem (Corning, Corning,
NY, USA) v raznych koncentracich a byly inkubovany po 16 - 18
hodin s hHNP v koneé&né koncentraci 10 pg/ml. Antigenem pulsované
- DC byly .ozareny . (10 Gy) a autologni CD4+ CD4SRA+ T lymfocyty byly
pridany (5 x 104/jamku). Proliferativni odpovéd T bunék byla
mérena vychytavanim (3H) thymidinu (1 pCi/jamku), ktery byl
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priddn v den 6 na 16 - 18 hodin. Proliferaéni testy byly

provedeny v séru prostém a cytokinu prostém mediu. Vysledky jsou
ukadzany na obrazku 1. Obrazek 2 ukazuje vysledky testovani CD4+ T
bunék, od normidlniho darce, na odpovéd na hHNP. Podobna data byla

ziskdna s T bunkami od deviti z desiti norma&lnich jedincu.
Priklad 3
Test pro detekci nizké frekvence lymfocytadrnich prekursort

Tri testy byly pouzity pro detegci CD4+ odpovédi: standardni
proliferaéni test, vysetfovaci metoda pro udidlosti s nizkou
frekvenci a test limitniho red&ni (LDA). BéZné proliferacéni testy
jsou schopné snadno detegovat navozené odpovédi. Stimulaéni index
proliferativni odpovédi poskytuje hrubou korelaci s frekvenci
prekursord antigen reaktivnich T bunék. Jakakoliv specificka
proliferativni odpovéd detegovanad z PBL je povaiovéna za
navozenou odpovéd.

Pro poskytnuti vice kvantitativni interpretace odpovédi CD4+ T
bunék byl pouZit testovaci system vyvinuty pro detegci odpovédi
lymfocytarnich prekursord o nizké frekvenci (popsany dale). Tento
test je jednoduchy a finanéné& vyhodny. Za okolnosti, kdy je
potreba presnéjsi urcéeni, je frekvence prekursoru uréena testem
limitujiciho redéni (Bishop and Orosz, Transplantation 47: 671 -
677, 1989).

Odpovédi vétsi, nez jsou detegovany u normadlnich jedinct jsou
definovdny jako navozena odpovéd a naznaduji existujici imunitu.

Nizké odpovédi, detegovatelné pouze LDA podminkami, jsou -
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povaZovany za nenavozené odpovédi. Absence odpovédi v LDA nebo
odpovédi niz238i, neZ jsou definovany pro normalni populaci jsou

povazZzovany za toleranci/anergii.

Obecné, navozené odpovédi CD4+ T bunék mohou byt detegovéany v
béZnych testech proliferace, zatimco nenavozené odpovédi nejsou
témito testy detegovatelné. Detekce malého mnoZstvi nenavozenych
T bunék je omezena matoucim pozadim vychytavani thymidinu, které
obsahuje autologni smisenou lymfocytarni odpovéd (AMLR) na
vlastni MHC antigen plus odpovédi na zpracované proteiny

vlastniho séra a na exogeni pridané sérové proteiny.

Pro vyvolani a detegovani nenavozenych T bunék byl pouZit

testovaci system pro odpovédi o nizké frakvenci zaloZeny na

Poissonové statistice vzorku (v: Pinnacles, Chiron Corporation,
1: 1 - 2, 1991). Tento typ analyzy se specificky pouZziva na' evy
nizké frekvence v tom, Ze pokud je frekvence prekursoru nizsi ne?
podet bunék v replikované kulture, pak je poZzadovano mnoho
replikatd pro detegovani statisticky signifikantniho poétu
pozitivnich. Teoreticky, bude opravena pro autologni odpovédi za
zadani znamé pozitivni kontroly (jako je PHA nebo tetanicky
toxoid) a znadmé negativni kontroly (Zadny antige) a hodnoceni
vsech dat od nejniz3ich do nejvyssich bez ohledu na
experimentalni skupiny, ke kterym patfi. Hraniéni hodnota je
vypo¢itdna na zakladé rovnice = M + (F + SD), kde M =
aritmeticky pramér, F = 3,29, faktor z tabulek standardizované
normdlni distribuce vybrany tak, aby ne vice nez 0,1 % "spravné
negativnich” z normalné distribuovaného pozadi nebylo .nad
hranié¢ni hodnotou, a SD = standardni odchylka. V tomto

vysetrovacim testu jsou jamky nad hrani&ni hodnotou povazZovany za
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pravdivé pozitivni v tom, Ze potencialné obsahuji lymfocyty,
které jsou specificky proliferujici proti poZadovanému antigenu.
Aékoliv hodnoceni frekvence prekursord lymfocytd je moZné za

pouziti této metody, presné uréeni vyZaduje formalni LDA analyzy.

Priklad 4

Vakcina zaloZend na HER-2/neu polypeptidu zvySuje imunitu vuéi

HER-2/neu proteinu

A. Zvirata

Krysy pouzité v této studii byly Fischer kmen 344 (CDF

(F-344) /Cr1BR) (Charles River Laboratories, Portage MI). Zvirata

byla chovana v University of Washington Animal facilities za
specifickych podminek bez patogenu a rutinné byla pouZivana pro
studie ve véku 3 a 4 mésice.

B. Imunizace

Fischer krysy byly imunizovany rekombinantnim krysim HER-2/neu
polypeptidem (rHNP) v raznych adjuvans (MPL, Vaccel; Ribi,
Bozeman, MT, USA). Zvirata dostala 50 pg rHNP smiseného s
adjuvans subkutanné. O dvacet dni pozdéji byla zviratuam podaha
dosycovaci davka v druhé imunizaci za podani 50 pg rHNP podaného
stejnym zpusobem. Dvacet dni po dosycovaci imunizaci byla zvirata
testovdna na pritomnost protilatek namifenych proti krysimu

HER-2/neu. proteinu (neu) ... ..
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C. Bunééné linie

Dvé bunééné linie byly pouzity jako zdroj neu proteina. SKBR3,
lidsk4 bunécna linie rakoviny prsu, kterad se vyznacuje nadmérnou
expresi HER-2/neu (American Type Culture Collection, Rockville,
MD) byla uchovavana v kulture v 10% fetdlnim hovézim séru (FBS)
(Gemini Bioproducts, Inc., Calabasas, CA)_a RPMI. DHFR-GS8, |
NIH(3T3 buné&éna linie kotransfektovanid s cneu-p a pSV2-DHFR
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) byla pouzité
jako zdrojnetransformujiciho krysiho neu proteinu (Bernards et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 6854 - 6858, 1987). Tato
bunéénéd linie byla uchovavana v 10% FBS a Dulbecco modifikovaném
Eaglové mediu s 4,5 g/1 glukosy. DHFR-G8 bunky byly pasé&zovany
pres stejné medium doplnéné 0,3 pM methotrexatem v kazdé treti
pasa?i pro udrZeni neu transfektanta.

D. Priprava bunéénych lysata

Lysaty jak SKBR3, tak DHFR-G8 byly pripraveny a pouZity jako
zdroj neu proteinu. Struéné, byl ptipraven pufr pro lysu, ktery
se skladal z tris base, chloridu sodného a Triton-X (1%) pH 7,5.
Byly pridéany inhibitory proteas; aprotinin (1 pg/ml), benzamidin
(1 mM) a2 PMSF (1 mM). 1 ml pufru pro lysu byl pouZit pro
suspendovani 107 bunék. Bunky byly vortexovany po 15 sekund.
‘kazdych 10 minut po jednu hodinu, dokud nebyly naruseny. Piechny
postupy byly provedeny na ledu v mistnosti s teplotou 4 0C. Po
naruseni byly buﬁk& mikrofugovany pri 4 °C po 20 minut.

Ze supernatantu byla odstranéna bunééna drf a byl uskladnén v
malych aliquotach prfi -70 0C do pouziti. Pfitomnost lidského a

krysiho neu v lysadatech byla dokumentovidna Western blot analyzami.
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E. ELISA na krysi neu protilatkovou odpovéd

96 jamkové Immulon 4 plotny (Baxter SP, Redmond, WA: Dynatech
Laboratories) byly inkubovany pres noc pri 4 0C s krysi neu
specifickou monoklonalni protilatkou (Oncogene Science), 7.16.4,
v koncentraci 10 pg/ml redénou v karboniatovém pufru (ekvimolarni
koncentrace Na;CO3; a NaHCO3, pH 9,6). Po inkubaci byly vsechny
jamky blokovény PBS-1% BSA (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA),
100 pg/jamku po 3 hodiny pfi pokojové teploté. Plotna byla
promyta PBS-0,5% Tween a a lysaty DHFRG8, my3i bunééné linie
transfektované krysi neu DNA (American Type Culture Collection,
Rockville, MD); zdroj krysiho neu proteinu, byly pridany. Plotna
byla inkubovédna prfes noc pri 4 0C. Plotna byla potom promyta
PBS-0,5% Tween a pokusné sérum bylo pridano v nésledujicich
redénich: 1:25 az 1:200. Sérum bylo redéno v PBS-1% BSA-1% FBS-25
ng/ml mysi IgG-0,01% NaN3 a potom seriové do PBS-1% BSA. S0 pl
redéného séré bylo pfiddno na jamku a inkubovano po jednu hodinu
pri pokojové teploté. Kazdé pokusné sérum bylo pridano do jamky s
krysim neu a do jamky bez krysiho neu. Ové&i anti-krysi Ig F(ab'):
krenova peroxidasa (HRP) byly pridany do jamek v redéni 1:5000 v
PBS-1% BSA a byly inkubovany po 45 minut pri pokojové teploté
(Amersham Co., Arlington Heights, IL, USA). Po koneé&ném promyti
bylo pridano TMB (Kirkegaard and Perry Laboratories, _
Gaithersburg, MD) vyvojové reagens. Byla &tena opticka densita
barevné reakce pri 450 nm. OD pro kazdé rfedéné séra byla
kalkulovadna jako OD krysim neu potaZenych jamek>minus OD PBS-1%
BSA potaZenych jamek. Sérum od zvirat imunizovanych samotnym
adjuvans a_zyifat. imunizovanych hHNP (cizorodym proteinem) byla
také hodnocena obdobnym zpisobem. Vysledky jsou ukadzany na
obrazku 3. |
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F. Testy proliferace T bunék

Pro. analyzu specifickych odpovédi na HER-2/neu polypeptid:
gderstvé bunky sleziny nebo lymfatické uzliny jsou ziskény
mechanickym poikozenim a pas&?i pres draténé sito a promytim. 2 x
105 bunék sleziny na  jamku a 1 x 105 bunék lymfatické uzliny na
jamku bylo umisténo na 96 jamkovou mikrotitraéni plotnu.s ploéh&m
dnem (Corning, Corning,, NY) s 3esti replikaty na pokusnou
skupinu. Medium se skladalo z EHAA 120 (Biofluids) s L- '
glutaminem, penicilin/streptomycinem, 2-merkaptoethanolem a 5%
FBS. Bunky byly inkubovany s polypeptidy. Po 4 dnech byly jamky
pulsovany 1 pCi (3H) thymidinu na 6 - 8 hodin a pod¢itany. Data
jsou vyjadrena jako stimulaéni index (SI), ktery je definovan
jako pramér pokusnych jamek déleny pramérem kontrolnich jamek
(bez antigenu). Pro analyzu specifickych odpovédi na HER-2/neu
protein: cderstvé bunky sleziny nebo lymfatické uzliny jsou
kultivovany pro tfi in vitro stimulace. V dobé& analyz je 1 x 105
T bunék sleziny nebo lymfatické uzliny umisténo na 96 jamkovou
mikrotitradni plotnu jak je popséno vy3e. Bunky jsou inkubovany s
1 ug/ml imunoafinitni kolonou purifikovaného krysiho neu (z
DHFR-G8 bunék jako zdroje krysiho neu). Po 4 dnech byly jamky
pulsovany 1| pCi (3H) thymidinu na 6 — 8 hodin a po¢itany. Data
jsou vyjadrena jako stimulaéni index, ktery je definovan jako
pramér pokusnych jamek déleny prumérem kontrolnich jamek (bez

antigenu).

Priklad S
Navozenad odpovéd k lidskému HER-2/neu polypeptidu mazZze byt

detegovana u pacientad s rakovinou prsu
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Heparinizovani krev byla ziskdna od pacientd se stadiem II

rakoviny prsu s nadmérnou expresi HER-2/neu. Mononuklearni bunky
~periferni krve (PBMC) byly separovany Ficoll Hypaque centrifugaci
podle density. PBMC byly umistény v koncentraci 2 x 105/jamku na
96 jamkovou mikrotitraéni plotnu s plochym dnem (Corning,
Corning,, NY). Pro kaZdou pokusnou skupinu bylo provedeno 24
replikata jamek. Antigeny skladajici se z HER-2/neu odvozenich
peptida (15 - 20 aminokyselin délky s uvednym ¢islem prvni
aminokyseliny v sekvenci) 25 pg/ml, lidsky HER-2/neu polypeptid
(hHNP) 1 pg/ml, tetanicky toxoid 1| pg/ml, a p30 peptid odvozeny
od tetanu 25 Qg/ml, byly pridany do kaz?dé z replikovatelnych 24
jamek. Test byl proveden v mediu obsahujicim 10% lidské sérum.
proliferativni odpovéd T bunék byla mé&rena vychytavanim (3H)
thymidinu (1 pCi/jamku) pfidanym v den 4 na dobu 10 hodin.
Pozitivni jamky, antigen reaktivni jamky, byly skorovany jako
pozitivni, pokud bylo cpm vy3si nez pfﬁmér a 3 standardni
odchylky jamek bez antigenu. Vysledky jsou ukazany na obrazku 4.
Tito pacienti se II. stadiem rakoviny prsu maji signifikantni
odpovéd na rekombinantni hHNP.

7 Z prede3lého popisu je jasné, Z2e adkoliv specifickad provedeni
vynédlezu zde byla popséna za udelem ilustrace, mohou byt

provedeny ruzné modifikace bez naruseni smyslu a rozsahu vynalezu.
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Seznam sekvenci
(1) Obecné informace:
(i) P¥ihlaSovatel: University of Washington

(ii) N&zev vyndlezu: Slouleniny pro vyvolani nebo posileni
imunitni reaktivity k HER-2/neu proteinu pro prevenci nebo 1é&cbu
malignit, se kterymi je HER-2/neu onkogen asociovan

(iii) Polet sekvenci: 4

(iv) Adresa pro korespondenci v
(A) Adresa: Seed and Berry LLP
(B) Ulice: 6300 Columbia Center. 701 Fifth Avenue
(C) Mésto: Seattle
(D) Stat: Washington
(E) Zemé&: USA
(F) ZIP: 98104-7092

(v) Pocitacova Cteci forma:
(A) Typ media: Floppy disk
(B) PoCita¢: IBM PC kompatibilni
(C) Opera&ni system: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30

(vi) "Gdaje o sou&asné prihléasce:
(A) Cislo p¥ihlasky:
(B) Datum podé&ni: 28.3.1996
(C) Klasifikace: '
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(viii) Z&astupce/agent informace
(A) Jméno: Richard G.
(B) Registrad¢ni &islo: 32629
(C) Reference/&islo rejstriku:

Sharkey,

(ix) Telekomunikadni informace:
(A) Telefon: (206) 622-4900
(B) Telefax: (206) 682-6031

(2) Informace pro SEQ ID NO: 1:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 334 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retdzec: jednoduchy

(D) Topologie: linedrni
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...3765

920010.448PC
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(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 1:

ATG GAG CTG GCG GCC TTG TGC CGC TGG GGG CTC CTC CTC GCC CTC T1G 48
. Met Glu Leu Ala Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu Leu Ala Leu Leu -
1 5 10 15

CCC CCC GGA GCC GCG AGC ACC CAA GTG TGC ACC GGC ACA GAC ATG AAG 96

Pro Pro Gly Ala Ala Ser Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Lys
20 25 30

CTG CGG CTC CCT GCC AGT CCC GAG ACC CAC CTG GAC ATG CTC CGC CAC 144

Leu Arg Leu Pro Ala Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His
- 35 40 45

CTC TAC CAG GGC TGC CAG GTG GTG CAG GGA AAC CTG GAA CTC ACC TAC 192

Leu Tyr GIn Gly Cys GIn Val Val Gln Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr
50 55 . . 60

CTG CCC ACC AAT GCC AGC CTG TCC TTC CTG CAG GAT ATC CAG GAG GTG 240
Leu Pro Thr Asn Ala Ser Leu Ser Phe Leu GIn Asp Ile GIn Glu Val

65 - 70 .75 80

CAG GGC TAC GTG CTC ATC GCT CAC AAC CAA GTG AGG CAG GTC CCA CTG 288
GIn Gly Tyr Val Leu Ile Ala His Asn GIn Val Arg GIn Val Pro Leu

' 85 90 95
CAG AGG CTG CGG ATT GTG CGA GGC ACC CAG CTC TTT GAG GAC AAC TAT 336
GIn Arg Leu Arg Ile Val Arg Gly Thr GIn Leu Phe Glu Asp Asn Tyr
100 105 110

GCC CTG GCC GTG CTA GAC AAT GGA GAC CCG CTG AAC AAT ACC ACC CCT 384

Ala Leu Ala Val Leu Asp Asn Gly Asp Pro Leu Asn Asn Thr Thr Pro




- AAC CAG
- Asn Gln

CAC CCC

115

GTC ACA GGG GCC TCC
Val Thr Gly Ala Ser
130

CTC ACA GAG ATC TTG

Leu Thr Glu Ile Leu
145

CTC TGC TAC CAG GAC
Leu Cys Tyr GIn Asp
165

CTG GCT CTC
Leu Ala Leu
180

TGT TCT
Cys Ser
195

CCG

His Pro Pro

GAT TGT
Asp Cys

TCT GAG
Ser Glu
210

CAG

GGG
Gly

GCC CGC
Ala Arg
225

TGC
Cys

AAG
Lys

ACG
Thr
245

TGC
Cys

GCT GCC
Ala Ala

GGC
Gly

CAC TTC
His Phe

AAC
Asn

CAC
His
260

AGT
Ser

ACA GAC
Thr -Asp

ACC TAC
Thr Tyr

AAC
Asn
275

TAT ACA TTC
Tyr Thr Phe
290

GGC
Gly

GCC
Ala

Gin

120

53 S

125

CCA GGA GGC CTG CGG GAG CTG CAG CTT CGA AGC
Pro Gly Gly Leu Arg Glu Leu GIn Leu Arg Ser

AAA
Lys
150

ACG
Thr

ACA
Thr

ATG
Met

AGC
Ser

CCA
Pro
230

GGC
Gly

GGC

Gly

ACG.

Thr

AGC
Ser

TGT

135

GGA GGG GTC
Gly Gly Val

ATT TIG TGG
[le Leu Trp

CTG ATA GAC
Leu Ile Asp
185

TGT AAG GGC
Cys Lys Gly
200

CTG ACG CGC
Leu. Thr Arg
215

CTG
Leu

CCC ACT
Pro Thr

cce
Pro

AAG CAC
Lys His

ATC
Ile

TGT GAG
Cys Glu
265

GAG TCC
Glu Ser
280

Phe

GTG ACT
Cys Val Thr

295

140

TTG ATC CAG CGG AAC
Leu Ile GIn Arg Asn
155

AAG GAC ATC TTC CAC
Lys Asp Ile Phe His
170

ACC AAC CGC TCT CGG
Thr Asn Arg Ser Arg

190

TCC CGC TGC TGG GGA
Ser Arg Cys Trp Gly
205

ACT GTC TGT GCC GGT
Thr Val Cys Ala Gly
220

GAC TGC TGC
Asp Cys Cys
235

CAT GAG
His Glu

TCT GAC TGC
Ser Asp Cys

CTG GCC
Leu Ala

250

CTG CAC TGC
Leu His Cys

CCA GCC
Pro Ala
270

ATG CCC AAT
Met Pro Asn

CCC GAG
Pro Glu
285

GCC TGT CCC TAC AAC
Ala Cys Pro Tyr Asn
300

CCC CAG
Pro GIn
160

AAG AAC
Lys Asn
175

GCC
Ala

TGC
Cys

GAG
Glu

AGT
Ser

GGC
Gly

TGT
Cys

CAG
GIn

TGT
Cys
240

TGC
Cys

255

CTC
Leu

CTG
Leu

GTC
Va]

GGC
Gly

CGG
Arg

TAC
Tyr

CTT
Leu

432

480

528

576

624

672

720

768

864

912
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TCT ACG GAC GTG GGA TCC TGC ACC CTC GTC TGC CCC CTG CAC AAC caA
Ser Thr Asp Val Gly Ser Cys Thr Leu Val

305
GAG
Glu

CCcC
Pro

GTG
Val

AAG
Lys

CCA
Pro

385

GAG
Glu

GAC
Asp

GGA
Gly

GGC
Gly
CTG

Leu
465

310

GTG ACA GCA GAG GAT GGA ACA CAG CGG
Asp Gly Thr GIn Arg

Val

TGT
Cys

AGG
Arg

ATC
Ile
370

GCC
Ala

ACT
Thr

AGC
Ser

CGA
Arg
ATC
Ile

Thr Ala Glu
325

GCC CGA GTG

Ala Arg
340

GCA GTT
Ala Val
355

TTT GGG
Phe Gly

TCC AAC
Ser Asn

CTG GAA
Leu Glu

CTG CCT

Leu Pro
420

ATT CTG

I1e Leu
435

AGC TGG
Ser Trp

450

GCC
Ala

CTC ATC
Leu Ile

Val

ACC
Thr

AGC
Ser

ACT
Thr

GAG
Glu
405

GAC
Asp

CAC
His
TG
. Leu

CAC
His

330

TGC TAT GGT CTG GGC

Cys Tyr

AGT GCC

Ser Ala

CTG GCA
Leu Ala
- 375

GCC CCG
Ala Pro
390

ATC ACA
I1e Thr

CTC AGC
Leu Ser

AAT GGC
Asn Gly

GGG CTG
Gly Leu

455

CAT AAC
His Asn
470

Gly

AAT
Asn
360

TIT
Phe

CTC

Leu

GGT
Gly

GTC

Val

GCC
Ala
440

CGC
Arg

ACC
Thr

Leu Giy
345

ATC CAG
Ile Gin

CTG CCG
Leu Pro

CAG CCA
GIn Pro

TAC CTA
Tyr Leu
410

TTC CAG
Phe GIn
425

TAC TCG
Tyr Ser

TCA CTG
Ser Leu

CAC CTC
His Leu

Cys Pro Leu His Asn GIn

315

TGT GAG AAG
Cys Glu Lys

ATG GAG CAC
Met Glu His.

GAG TTT GCT
Glu Phe Ala
365

GAG AGC TTT
Glu Ser Phe
380

GAG CAG CTC
Glu GIn Leu
395

TAC ATC TCA
Tyr Ile Ser

AAC CTG CAA
Asn Leu GlIn

CTG ACC CTG

Leu Thr Leu

445

AGG GAA CTG

Arg Glu Leu
460

TGC TTC GTG
Cys Phe Val
475

TGC
Cys

TTG
Leu
350

GGC
Gly

GAT
Asp

CAA
Gin

GCA
Ala

GTA
Val
430

CAA
GIn

GGC
Gly

CAC
His

320

AGC AAG
Ser Lys
335

CGA GAG
Arg Glu

TGC AAG
Cys ‘Lys

GGG GAC
Gly Asp

QTG TTIT
Val -Phe
400

TGG CCG
Trp Pro
415

ATC CGG
Ile Arg

GGG CTG
Gly Leu

AGT GGA
Ser Gly

ACG GTG
Thr Val
480

1008
1056
1104
1152
1200
1208
1296
1344
1392

1440
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CCC TGG GAC CAG CTC TTT CGG AAC CCG CAC CAA GCT CTG CTC CAC ACT

Pro Trp Asp GIn

GCC AAC CGG CCA
Ala Asn Arg Pro
500

CAG
GIn

GCC
Ala

CTG TGC
Leu Cys
515

GTC
Val

AAC
Asn
530

AGC
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu

CGA
Arg
545

GTA
Val

CAG
Gln

TTG
Leu

CCG
Pro

TGC
Cys

CAC
His

77T
Phe

GGA
Gly

CCG
Pro

GAG
Glu
580

CCT
Pro

CCC
Pro

TTC
Phe
595

TGC
Cys

TCC TAC
Tyr

610

ATG
Met

CCC
Pro

CCT
Pro
625

TGC
Cys

CccC
Pro

ATC

GGC
Gly

TGC
Cys

CCC
Pro

GCC
Ala

GCG GTG GTT GGC

ATC

Ile

Leu Phe Arg Asn
485

GAG GAC GAG TGT
Glu Asp Glu Cys

CGA GGG CAC
Arg Gly His

TGC
Cys
520

CAG
GIn

TTC
Phe

CTT CGG
Leu Arg
535

GGG
Gly

CTC
Leu
550

CcC
Pro

AGG
Arg

CCT
Pro
565

GAG
Glu

TGT
Cys

CAG
Gin

GCT
Ala

GAC
Asp

CAG
GIn

TGT
Cys

GTG
Val

GCC
Ala

CGC
Arg

TGC
Cys
600

TGG
Trp

AAG
Lys
615

TIT

Ile Phe

AAC
Asn

TGC
Cys
630

ACC
Thr

CAC
His

GAG
Glu
645

CAG
Gln

AGA GCC
Arg Ala

Pro His GIn Ala
490

GTG GGC GAG GGC
Val Gly Glu Gly
505 3 .
TGG GGT CCA GGG
Trp .Gly Pro Gly

GGC CAG GAG TGC
Gly GIn Glu Cys
540

GAG TAT GTG AAT

Glu Tyr Val Asn
555

CCC CAG AAT GGC
Pro GIn Asn Gly
570

GTG GCC TGT GCC
585

CCC AGC GGT GTG
Pro Ser Gly Val

CCA GAT GAG GAG
Pro Asp Glu Glu
620

TCC TGT GTG GAC
Ser Cys Val Asp
635

AGC CCT CTG ACG
Ser Pro Leu Thr
650

Val Ala Cys Ala

Leu Leu His Thr
495

CTG GCC TGC CAC
Leu Ala Cys His
510

CCC ACC CAG TGT
Pro Thr Gin Cys
525

GTG GAG GAA TGC
Va1 Glu Glu Cys

GCC AGG CAC TGT
Ala Arg His Cys
560

TCA GTG ACC TGT
Ser Val Thr Cys
575

CAC TAT AAG GAC

His Tyr Lys Asp

590

AAA CCT GAC CTC

Lys Pro Asp Leu
605

GGC GCA TGC CAG
Gly Ala Cys Gln

CTG GAT GAC AAG
Leu Asp Asp Lys
640

Tgt ATC ATC TCT
Ser Ile Ile Ser
655

ATT CTG CTG GTC GTG GTC T1G GGG GTG GTC TTT GGG

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016




Ala

ATC
Ile

AGA
Arg

GCG
Ala
705

AGG
Arg

GGC
Gly

Lys

GAC
Asp

CTT
Leu

785

ATG
Met

CTG
Leu

ATG
Met

Val

CTC
Leu

CTG
Leu
690

ATG
Met

AAG
Lys

ATC
Ile

GTG
Val

GAA
Glu
770

CTG

Leu

CCC
Pro

GGC
Gly

AGC
Ser

Val Gly
660

ATC
Ile
675

AAG
Lys

CTG
Leu

CAG
GIn

ccC
Pro

AAC
Asn

GTG
Val

AAG
Lys

TGG
Trp

ATC
Ile
740

TTG
Leu
755

AGG
Arg

GCA
Ala

TAC
Tyr

GGC ATC
Gly Ile

TAT
Tyr

GGC
Gly

TCC
Ser

CAG
Gln
820
TAC
Tyr

CTG
Leu

ITe Leu Leu

CGA CGG CAG
Arg Arg Glin

GAA ACG GAG
Glu Thr Glu
635

CAG GCG CAG
GIn Ala GlIn
710

GTG CTT GGA
Val Leu Gly
725

CCT GAT GGG
Pro Asp Gly

GAA AAC ACA
Glu Asn Thr

GTG ATG GCT
Val Met Ala
775

TGC CTG ACA
Cys Leu Thr
790

TGC CTC TTA
Cys Leu Leu
805

GAC CTG CTG
Asp Leu Leu

GAG GAT GTG CGG CTC GTA

Glu Asp_Val

Val Val Val
665

CAG AAG ATC
Gln Lys Ile
680

CTG GTG GAG
Leu Val Glu

ATG CGG ATC
Met Arg Ile

TCT GGC GCT
Ser Gly Ala
730

GAG AAT GTG
Glu Asn Val
745

TCC CCC ApA
Ser Pro Lys
760

GGT GTG GGC
Gly val Gly

TCC ACG GTG
Ser Thr Val

GAC CAT GTC
Asp His Val
‘ 810

AAC TGG TGT

Asn Trp Cys
825

Arg Leu Val

56

Leu Gly Val

CGG
Arg

AAG TAC
Lys Tyr
685

CCG.CTG ACA
Pro Leu Thr
700

CTG
Leu
715

AAA GAG
Lys Glu

TTT GGC ACA
Phe Gly Thr

AAA
Lys

ATT CCA
Ile Pro

GCC
Ala

AAC AAA
Asn Lys
765

TCC
Ser

CCA TAT
Pro Tyr
780 '

CAG
Gln
795

CTG GTG
Leu Val

CGG
Arg

GAA AAC
Glu Asn

ATG
Met

Val
670

Phe Gly

ACG ATG CGG
Thr Met Arg

CCT AGC GGA
Pro Ser Gly

ACG
Thr

GAG CTG
Glu Leu
720

GTC
Val Tyr Lys

735

GTG
Val
750

GCC ATC
Ala Ile

GAA
Glu

ATC TTA
Ile Leu

GTC
Val

TCC CGC
Ser Arg

ACA
Thr

AG CTT
Glin Leu
800

CGC
Arg

GGA CGC
Gly Arg
815

CAG ATT GCC AAG GGG
GIn Ile Ala

Lys Gly
830

CAC AGG GAC TTG GCC GCT
His Arg Asp Leu Ala Ala

TEC AAG

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544



__TGG -GAG

.cec AT
“ Pro Ile
945

835

CGG AAC
Arg Asn
850

GGG CTG
Gly Leu
865

GCT CGG CTG CTG
Ala Arg Leu Leu
870

GGG GGC
Gly Gly

AAG GTG CCC ATC
Lys Val Pro Ile
885

CGG CGG
Arg Arg

TTC ACC CAC CAG
Phe Thr His Gln
900

; CTG ATG ACT TIT
Trp Glu Leu Met Thr Phe
- 915

ATC CCT GAC CTG
[1e Pro Asp Leu

CGG GAG
Arg Glu
© 930

TGC ACC ATT GAT
Cys Thr Ile Asp
950

ATT GAC
[le Asp

TCT GAA TGT CGG
Ser Glu Cys Arg
965

TCC CGC
Ser Arg

ATG GCC AGG GAC
Met Ala Arg Asp
980

GAC TTG
Asp Leu

GGC CCA GCC AGT
Gly Pro Ala Ser
995

CTG GAG GAC GAT GAC ATG
Leu Glu Asp Asp Asp Met
1010

57 .

840 845

855 860

GAC ATT GAC GAG ACA GAG TAC CAT

Asp I1e Asp Glu Thr.Glu Tyr His
875

AAG TGG
Lys Trp

ATG GCG CTG GAG TCC ATT
Met Ala Leu Glu Ser Ile
890

AGT GAT
Ser Asp

GTG
Val
905

TGG AGT TAT GGT GTG
Trp Ser Tyr Gly Val
910

GGG GCC
Gly Ala
920

AAA
Lys

CCT TAC GAT GGG ATC
Pro Tyr Asp Gly Ile
925

CTG GAA
Leu Glu
935

AAG GGG GAG CGG
Lys Gly Glu Arg
940

CTG CCC
Leu Pro

GTC TAC
Val Tyr

ATG
Met

ATC ATG GTC
[Te Met Val
955

AAA TGT
Lys Cys

CCA AGA
Pro Arg

TTC
Phe

CGG GAG TIG
Arg Glu Leu
970

GTG TCT
Val Ser

CCC CAG
Pro Gln

€6C
Arg
985

TFT GTG GTC
Phe Val Val Ile GIn

990

CCC TTG GAC
Pro Leu Asp
1000

AGC ACC TTC
Ser Thr Phe

TAC CGC
Tyr Arg
1005

GGG GAC CTG
Gly Asp Leu
1015

GTG GAT GCT GAG GAG
Val Asp Ala Glu Glu
1020

ATC CAG

GTG CTG GTC AAG AGT CCC AAC CAT GTC AAA ATT ACA GAC
Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val Lys Ile Thr Asp

GCA
Ala

CTC
Leu
895

ACT
Thr

CCA
Pro

CAG
GIn

TGG
rp

GAA
Qlu
975

AAT

Asn

TCA
Ser

TAT
Tyr

TTC

Phe

GAT-

Asp
880

CGe

Arg

GTG
Val

GCC
Ala

CCC
Pro

ATG
Met
960

TTC
Phe

GAG
Glu

CTG
Leu

CT7G
Leu

2592
2640
2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3072
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GTA CCC CAG CAG GGC TTC TTC TGT CCA GAC CCT GCC CCG GGC GCT GGG
Val Pro GIn GIn Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly Ala Gly
1025 1030 1035 1040

GGC ATG GTC CAC CAC AGG CAC CGC AGC TCA TCT ACC AGG AGT GGC GGT
Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser -Ser Thr Arg Ser Gly Gly
- 1045 1050 . 1055

GGG GAC CTG ACA CTA GGG CTG GAG CCC TCT GAA GAG GAG GCC CCC AGG
Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu Glu Glu Ala Pro Arg
1060 1065 1070

TCT CCA CTG GCA CCC TCC GAA GGG GCT GGC TCC GAT GTA TTT GAT GGT
Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser Asp Val Phe Asp Gly
1075 1080 1085

GAC CTG GGA ATG GGG GCA GCC AAG GGG CTG CAA AGC CTC CCC ACA CAT
Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu Gln Ser Leu Pro Thr His
1090 : 1095 1100

GAC CCC AGC CCT CTA CAG CGG TAC AGT GAG GAC CCC ACA GTA CCC CTG
Asp Pro Ser Pro Leu GIn Arg Tyr Ser Glu Asp Pro Thr Val Pro Leu
1105 1110 1115 1120

CCC TCT GAG ACT GAT GGC TAC GTT GCC CCC CTG ACC TGC AGC CCC CAG
Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala Pro Leu Thr Cys Ser Pro Gln
’ 1125 1130 1135

CCT GAA TAT GTG AAC CAG CCA GAT GTT CGG CCC CAG CCC CCT TCG CCC
Pro Glu Tyr Val Asn GIn Pro Asp Val Arg Pro Gin Pro Pro Ser Pro-
1140 1145 1150

CGA GAG GGC CCT CTG CCT GCT GCC CGA CCT GCT GGT GCC ACT CTG GAA
Arg Glu Gly Pro Leu Pro Ala Ala Arg Pro Ala Gly Ala Thr Leu Glu
1155 - 1160 . - 1165

AGG CCC AAG ACT CTC TCC CCA GGG AAG AAT GGG GTC GTC AAA GAC GTT
Arg Pro Lys Thr Leu Ser Pro Gly Lys Asn Gly Val Val Lys Asp Val
1170 1175 1180

TTT GCC TTT GGG GGT GCC GTG GAG AAC CCC GAG TAC TTG ACA CCC CAG
Phe Ala Phe Gly Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Thr Pro GlIn

1185 1190 1195 1200

3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
_3552

3600
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GGA GGA GCT GCC CCT CAG CCC CAC CCT CCT CCT GCC TTC AGC CCA GCC
Gly Gly Ala Ala Pro GIn Pro His Pro Pro Pro Ala Phe Ser Pro Ala

1205 1210 1215

TTC GAC AAC CTC TAT TAC TGG GAC CAG GAC CCA CCA GAG CGG GGG GCT
Phe‘Asp Asn Leu Tyr Tyr Trp Asp GIn Asp Pro Pro Glu Arg Gly Ala
1220 1225 T 1230

CCA CCC AGC ACC TTC AAA GGG ACA CCT ACG GCA GAG AAC CCA GAG TAC
Pro Pro Ser Thr Phe Lys Gly Thr Pro Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr
1235 1240 1245

CTG GGT CTG GAC GTG CCA GTG TGA
Leu Gly Leu Asp Val Pro Val

1250 - 1255

(2) Informace'pro SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 1255 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 2:

Met Glu Leu Ala Ala Leu C;s Arg Trp Gly Leu Leu Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15

/;' " Pro Pro Gly Ala Ala Ser Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Lys

20 25 30

Leu Arg Leu Pro Ala Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His
35 40 45

Leu Tyr GIn Gly Cys GIn Val Val Gin Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr
- 50 55 60

Leu Pro Thr Asn Ala Ser Leu Ser Pne Leu Gln Asp Ile GIn Glu Val
65 70 75 80

GIn Gly Tyr Val Leu Ile Ala His Asn Gin Val Arg GIn Val Pro Leu
' 85 o 30 o 95

3696

3744

3768




Gln

Ala
Val
Leu
145
Leu
Asn
His
Ser
Ala
225

Ala

His

" Tyr

Ser
305

Glu

Arg Leu
Leu Ala
115

Thr Gly
130

Thr Glu
Cys Tyr
GIn Leélu

Pro Cys
195

Glu Asp
210

Arg Cys
Ala Gly

Phe Asn

Tyr Asn
275

Thr Phe
290

Thr Asp

Val Thr

Arg

100

Val

Ala

I1e

GIn

Ala

180

Ser

Cys

Lys

Cys

His

260

Thr

Gly

Val

Ala

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

165

Leu

Pro

GIn

Gly

Thr

245

Ser

Asp

Ala

Gly

Glu
325

Val
Asp
Pro
Lys
150

Thr

Thr

Met

Ser

Pro
230

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser
310

Arg

Asn

Gly

135

Gly

Ile

Leu

Cys

Leu

215

Leu

Pro

Ile

Phe

Cys
295

.Cys

Gly Thr Gln

Gly
120

Gly

Gly

Leu

‘1le

Lys

200

Thr

Pro

Lys

Cys

Glu

280

Val

Thr

Asp Gly Thr

105

Asp

Leu

Val

Trp

Asp

185

Gly

His

Glu

265

Ser

Thr

Leu

GIn

Pro

Arg

Leu

Lys

170

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

250

Leu

Met

Ala

Val

Arg
330

60

Leu
Leu
C]u
Ile
155
Asp

Asn

Arg

Val:

Cys
235
Asp
His
Pro
Cys
Cys
315

Cys

Phe Glu Asp Asn

110

Asn Asn Thr Thr

125

Leu GIn

140

GIn Arg
Ile Phe
Arg Ser

Cys Trp
205

Cys Ala
220

Cys His
Cys Leu
Cys Pro
Asn Pro

285

Pro Tyr
300

Pro Leu

Glu Lys

Leu

Asn

His

Arg

190

Gly

Gly

Glu

Ala

Ala

270

Glu

Asn

His

Cys

Arg

Pro
Lys
175
Ala
Glu
Gly
Gln
Cys
255
Leu
Gly
Tyr

Asn

Ser
335

Tyr
Pro
Ser
Gln
160
Asn
Cys
Ser
Cys
Cys
240

Leu

Val

Arg

Leu

Glin
320

Lys
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Pro Cys Ala Arg Val Cys Tyr Gly Leu Gly Met Glu His Leu Arg Glu
340 345 350

Val Arg Ala Val Thr Ser Ala Asn Ile GIn Glu Phe Ala Gly Cys Lys
355 360 365

Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu.Ser Phe Asp Gly Asp
370 375 380

Pro Ala Ser Asn Thr Ala Pro Leu Gln Pro Giu GIn Leu Gln Val Phe
385 390 395 400

Glu Thr Leu Glu Glu Ile Thr Gly Tyr Leu Tyr Ile Ser Ala Trp Pro
405 410 415

Asp Ser Leu Pro Asp Leu Ser Val Phe Gin Asn Leu GIn Val Ile Arg
420 425 430

Gly Arg Ile Leu His Asn Gly Ala Tyr Ser Leu Thr Leu GIn Gly Leu
435 : : 440 : 445 '

Gly Ile Ser Trp Leu Gly Leu Arg Ser Leu Arg Glu Leu Gly Ser Gly
450 455 460

Leu Ala Leu Ile-His His Asn Thr His Leu Cys Phe Val His Thr Val
465 470 475 . 480

Pro Trp Asp Gln Leu Phe Arg Asn Pro His Gln Ala Leu Leu His Thr
485 490 - 495 .

Ala Asn Arg Pro Glu Asp Glu Cys Val Gly Glu Gly Leu Ala Cys His
- 500 505 510

GIn Leu Cys Ala Arg Gly»His Cys Trp Gly Pro Gly Pro Thr Gln Cys
515 520 525

. Val Asn Cys Ser Gln Phe Leu Arg Gly Gin Glu Cys Val Glu Glu Cys
530 535 ' 540

Aré Val Leu GIn Gly Leu Pro Arg Glu Tyr Val Asn Ala Arg His Cys
545 550 555 560

Leu Pro Cys His Pro Glu Cys GlIn Pro Gln Asn Gly Ser Val Thr Cys
565 570 575
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Phe Gly Pro Glu Ala Asp Gin Cys Val Ala Cys Ala His Tyr Lys Asp
580 585 590

Pro Pro Phe Cys Val Ala Arg Cys Pro Ser Gly Val Lys Pro Asp Leu
595 600 605

Ser Tyr Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp é]u\G1u Gly Ala Cys Gln
610 . 615 620

- Pro Cys Pro Ile Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys
T 625 €30 635 640

Gly Cys Pro Ala Glu Gin Arg Ala Ser Pro Leu Thr Ser Ile i]e Ser
645 650 635

Ala Val Val Gly Ile Leu Leu Val Val Val Leu Gly Val Val Phe Gly
660 665 670

Ile Leu Ile Lys Arg Arg GIn GIn Lys Ile Arg Lys Tyr Thr Met Arg
675 680 685

Arg Leu Leu GIn Glu Thr Glu Leu Val Glu Pro Leu Thr Pro Ser Gly
690 695 700

Ala Met Pro Asn Gln Ala Gln Met Arg Ile Leu Lys Glu Thr Glu Leu
705 710 715 720

Arg Lys Val Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Thr Val Tyr Lys
: 725 730 735

Gly Ile Trp Ile Pro Asp Gly Glu Asn Val Lys Ile Pro Val Ala Ile
740 745 750

——— Lys Val Leu.Arg-Glu Asn Thi Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu He Leu
. 755 760 765

Asp Glu Ala Tyr Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro Tyr Val Ser Arg
770 775 ‘ 780

Leu Leu Gly Ile Cys Leu Thr Ser Thr Val Gln Leu Val Thr Gln Leu
785 790 795 800

Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu Asp His Val Arg Glu Asn Arg Gly Arg
805 810 815
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Leu Gly Ser GIn Asp Leu Leu Asn Trp Cys Met Gin Ile Ala Lys Gly
820 825 830

Met Ser Tyr Leu Glu Asp Val Arg Leu Val His Arg Asp Leu Ala Ala
835 840 845 -

Arg Asn Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val-Lys Ile Thr Asp Phe
850 | 855 860

Glu Tyr His Ala Asp

Gly Leu Ala Arg Leu Leu Asp Ile Asp Glu Thr
' 875 - 880

865 870

Gly Gly Lys Val Pro Ile Lys Trp Met Ala Leu Glu Ser [le Leu Arg
885 890 895

Arg Arg Phe Thr His GIn Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Va)
900 905 910

Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly Ile Pro Ala
915 - : G20 825

Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Afg Leu Pro GIn Pro
930 935 940

Pro I1e Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val Lys Cys Trp Met
945 950 955 - 960

Ile Asp Ser Glu Cys Arg .Pro Arg Phe Arg Glu Leu Val Ser Glu Phe
965 970 975

Ser Arg Met Ala Arg>Asp Pro Gin Arg Phe Val Val Ile Gin Asn Glu
980 985 990

Asp Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu
995 1000 1005

Leu Glu AngAgp‘Aéngefﬂély Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu Tyr Leu
1010 1015 1020

Val Pro GIn Gin Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly Ala Gly
1025 1030 1035 1040

Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser Thr Arg Ser Gly Gly
1045 1050 1055
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Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu G]h Glu Ala Pro Arg
1060 1065 1070

Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser Asp Val Phe Asp Gly -
1075 _ 1080 ‘ 1085

teu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu G]n_Ser Leu Pro Thr His
1090 1095 1100

Asp Pro Ser Pro Leu Gin Arg Tyr Ser Glu Asp Pro Thr Val Pro Leu
1105 ' 1110 ' 1115 1120

Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala Pro Leu Thr Cys Ser Pro Gln
1125 1130 1135

Pro Glu Tyr Val Asn GIn Pro Asp Val Arg Pro Gin Pro Pro Ser Pro
1140 1145 1150 -

Arg Glu Gly Pro Leu Pro Ala Ala Arg Pro Ala Gly Ala Thr Leu Glu
1155 - 1160 1165

Arg Pro Lys Thr Leu Ser Pro Gly Lys Asn Gly Val Val Lys Asp Val
1170 1175 1180

Phe Ala Phe Gly Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Thr Pro GlIn
1185 1190 1195 1200

Gly Gly Ala Ala Pro Gln Pro.His Pro Pro Pro Ala Phe Ser Pro Ala -
1205 1210 1215

Phe Asp Asn Leu Tyr Tyr Trp Asp Gln Asp Pro Pro Glu Arg G]y Ala
: 1220 o 11225 1230

Pro Pro Ser Thr Phe Lys Gly Thr Pro Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr
1235 1240 1245

Leu Gly Leu Asp Val Pro Val
1250 ' 1255
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 48 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
() Retdzec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 3:

TCTGGCGCGC TGGATGACGA TGACAAGAAA CGACGGCAGC AGAAGATC 48

(2) Informace pro SEQ ID NO: 4:

(i) Charakteristiky- sekvence:
(A) Délka: 39 péara basi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy

(D) Topologie: lined&rni

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

TGAATTCTCG AGTCATTACA CTGGCACGTC CAGACCCAG

JUDr. Petr FALENSK.
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g DVOK KANCELAK
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Patentové naroky

1. Polybeptid kodovany DNA sekvenci vybranou z:
a) nukleotidu 2026 az 3765 SEQ ID NO: 1; a

b) DNA sekvenci, které hybridizuji na nukleotidovou
sekvenci komplementarni k nukleotidam 2026 az 3765 SEQ ID NO: 1
za stredné prisnych podminek, kde DNA sekvence koduje polypeptid,
ktery produkuje imunitni odpovéd na HER-2/neu protein.

2. Polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 od
lysinu, aminokyseliny 676, do valinu, aminokyseliny 1255, nebo

jeho varianta, kter4 produkuje alespon ekvivalentni imunitni

- odpoved.

3. Polypeptid podle naroku. 2, ktery mé aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 2 od aminokyseliny 676 do aminokyseliny 1255.

" 4. Kompozice obsahujic polypeptid podle jakéhokoliv z naroku 1,
2 nebo 3 v kombinaci s farmaceuticky akceptovatelnym nosié&em nebo
redidlem.

5. Polypeptid podle jakéhokoliv z naroka 1, 2 nebo 3 nebo
kompozice podle naroku 4 pro imunizaci teplokrevnych zvifat proti
malignitédm, se kterymi je HER-2/neu onkogen asociovén.

6. Pouziti polypeptidu podle jakéhokoliv z naroku 1, 2
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nebo 3 nebo kompozice podle nadroku 4 pro vyrobu lé&iva pro
imunizaci teplokrevnych zvirat proti malignitdm, se kterymi je

HER-2/neu onkogen asociovan.

7. Molekula nukleové kyseliny ridici expresi polypeptidu podle
jakéhokoliv z narokad 1, 2 nebo 3 pro imunizaci transfekci bunék
teplokrevného zvirfete molekulou nukleové kyseliny.

8. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 7, kde bunky jsou

transfektovany ex vivo a nasledné podany zvireti.

9. Pouziti molekuly nukleové kyseliny ridici expresi
polypeptidu podle jakéhokoliv z nédrokad |, 2 nebo 3 pro vyrobu
lé¢iva pro imunizaci teplokrevnych zvifat proti malignitém, se

~kterymi je HER-2/neu onkogen asociovan.

10. Virovy vektor rfidici expresi polypeptidu'podle jakéhokoliv
z narokd 1, 2 nebo 3 pro imunizaci infekci bunék teplokrevnych

zvirat vektorem.

11. Virovy vektor podle naroku 10, kde buriky jsou infikovany

eX vivo a nasledné podany zvirfeti.

12. Pouziti virového vektoru ridiciho expresi
polypeptidu podle jakéhokoliv z nérokﬁ 1, 2 nebo 3 pro vyrobu
l1é¢iva pro imunizaci teplokrevnych zvifat proti malignitam, se

kterymi je HER—2/ﬁeu onkogen asociovan.

Ay
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