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(57)Anotace:

Regen se tyka prostfedkd pro indukei imunitni odpovédi,
vyhodn& bunééné, presnéji bun&éné cytolytické imunitni
odpovédi, proti proteinovym antigeniim lidského
papilomaviru (HPV) pfitomnym na HPV nebo na
infikovanych butikach, v&etn& bun&k karcinomu &ipku
délozniho a jinych nddord. V jednom provedeni prostiedek
obsahuje proteinovy antigen HPV navdzany na stresovy
protein (nebo protein teplotniho $oku (Hsp)). Proteinovy
antigen HPV mGZe byt navazéna na stresovy protein
chemickou konjugaci nebo nekovalentni vazbou
prostfednictvim spojovacich skupin, nebo mohou byt
proteinovy antigen HPV a stresovy protein vazany ve fiisnim
proteinu obsahujicim jak proteinovy antigen HPV, tak
stresovy protein. V jiném provedeni prostfedek obsahuje
expresni vektor obsahujici, v exprimovatelné formg, sekvence
kédujici proteinovy antigen HPV a sekvence kodujici stresovy
protein. Expresni vektor miiZze byt vioZen do bun&k jedince,
nebo miiZe byt pouZit pro transformaci bungk jedince in vivo,
kdy tento postup vede k expresi fusniho proteinu sloZeného z
proteinového antigenu HPV a stresového proteinu, ktery
stimuluje imunitni odpovéd’ jedince proti proteinovému
antigenu HPV. Re3eni se také tyka prostiedki obsahujicich

farmakologicky pfijatelnou sloZku, fasnich proteint sloZenych
z proteinového antigenu HPV a stresového proteinu a
konjugatl a expresnich vektort kédujicich a ¥idicich expresi
fasnich proteind sloZenych z proteinového antigenu HPV a
stresového proteinu v butikédch jedince.
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Imunitni odpové&d proti HPV antigenim vyvoland prost¥edky
obsahujicimi HPV antigen a stresovy protein nebo expresni vektor
schopny exprese téchto proteind '

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tykd obecn& zplsobl a prosttedkd
obsahujicich stresové proteiny ve vazbé& na antigeny lidského
papilomaviru, které jsou vhodné pro indukci imunitni odpovE&di
proti proteinovym antigentm lidského papilomaviru.

v v_t ik

Infekce lidskymi papilomaviry (HPV) je Castd a viry mohou byt
p¥endBeny sexudln&. Soudi se, Ze 20-80% sexudlné& aktivnich
dosp&lych je infikovédno. Alkoliv je v&tSina infekei
asymptbmatigk?ch, mi¥e infekce vést ke vzniku bradavic v oblasti
genitélqja;nédorﬁm Fiti a genitdlu. Bradavice v oblasti genitdlu
maji meéi dospélymi prevalenci 1-5%. P¥ibliZn& 1% Zen ve svaté&
jé.pcéﬁiéeﬁo.karcinomem Cipku d€loZniho, ktery je nejlast&jsi
p¥ifinou smrti %en mlad¥ich ne¥ 50 let. Karcinom &ipku d&lo¥niho
je silné& asociovdn s HPV (Frazer, Genitourin. Med. 72: 398¥403
(1996)) .

V soufasné dob& nejsou dostupné Zadné terapeutické prost¥edky '
nebo profylaktické prostfedky, t.j. vakciny, proti HPV a proto .
existuje potfeba vyvoje novych Géinnych prostfedki. Budoucnost
b&Znych usmrcenych nebo Zivych oslabenych vakcin se zdd byt
Spatnou. Podle Frazera nebyl HPV dosud propagovdn v bun&&né
kultufe a vliv infekce HPV na tvorbu nddorti, stejn& jako
kompletni druhova specificita HPV pF¥edstavuje daldi prekazku,
kterd nemiZe byt snadno pfekonina (Frazer, Genitourin. Med. 72:
398-403 (1996)). Bylo navrZeno, Ze hlavni kapsidovy protein,
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ktery tvo¥i p¥i expresi v eukaryotickych bulikdch viru-podobné
G&stice, které jsou imunogenni bez adjuvans, miZe byt zdkladem
pro vyvoj vakciny (Christensen et al., J. Gen. Virol. 75:
2271-2276 (1994); viz téZ PCT/EP95/03974 a PCT/US95/12914.

HPV ndleZi ke t¥idé A rodiny papovaviridae, kam také patfi
SV40 a polyomavirus. Bylo charakterizovéno vice neZ 68 raznych
typlt HPV, které jsou strukturidlné vysoce p¥ibuzné, ale které maji
mendi neZ 50% identitu sekvence na Grovni DNA. VSechny znémé typy
jsou epiteliotropni viry, které infikuji specifické typy epitelu
a %asto zptsobuji proliferaci epitelu. N&kolik typt bylo
identifikovidno v b&Znych bradavicich. Je zndmo 23 typl, které
infikuji muZskou a Zenskou anogenitdlni oblast. Onemocnéni
anogenitalni oblasti zpusobend témito typy HPV jsou v rozsahu od
condylomata accuminata do invazivniho spinoceluldrniho karcinomu.
HOPV DNA miZe byt identifikovéna ve vice neZ 80% Zen s biopticky
potvrzenymi spinocelulérnimi intraepitelovymi lézemi nebo
intraepitelovou neoplasii &ipku déloZniho. N&kolik typl, véetné
HPV 16, 18 a 31, je silné asociovano s vysoce agresivnimi
spinoceluldrnimi intraepitelovymi lézemi a invasivnim karcinomem
¢ipku dé&loZniho, vulvy, penisu a anu (Lorincz et al., Obstet.
Gynecol. 79: 328-327 (1992)). Podle Frazera je karcinom &ipku
d&lo¥niho v 90-95% asociovdn s HPV (Frazer, Genitourin. Med. 72:
398-403 (1996)). HPV neni asociovan pouze s karcinomy
anogenitdlni oblasti, ale také s karcinomy hltanu, hrtanu a
molového mé&chy¥e (Brachman et al., Cancer Res. 52: 4832-4836
(1992); Rotola et al., Int. J. Cancer. 52: 359-65 (1992)).
Nov&j8i studie popsala, Ze HPV DNA je také pfitomna u 30%
testovanych karcinomi plic. Identifikované typy zahrnuji HPV 6,
11, 16, 18, 31 a 33 (Soini et al., Thorax 51: 887-893 (1996)).
Nejtast&jdimi typy HPV asociovanymi s karcinomy jsou tedy 6, 11,
16, 18, 31 a 33, kdy HPV 16 a 18 jsou detekovany u vice neZ 90%
karcinom &ipku d&€loZniho (van Driel et al., Ann. Med. 28:
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471-477 (1996)) a byly nejintenzivnéji studovany.

Papilomaviry jsou DNA viry majici dvoufet&zcovy, cirkulérni
DNA genom o 7800-7900 pérech bazi, neobaleny virion a
ikosahedrélni kapsidu tvofenou 72 kapsomerami. Genom obsahuje t#i
hlavni regiony, jeden kodujici pozdni geny, jeden kodujici &Gasné
geny a nekodujici region (Park et al., Cancer 76: 1902-1913
(1995)) . Nekodujici region je také oznalovan jako reguladni
element vdzajici se proti sméru transkripce. Tento region m&
délku pfibliZn& 400 part bazi a obsahuje sestavu vazebnych mist
pro rGzné transkripéni faktory kontrolujici expresi &asnych a
pozdnich genli. Region pozdnich gent mid dva samostatné otev¥ené
Cteci ramce kodujici virové kapsidové proteiny Ll a L2. Protein
Ll je hlavni kapsidovy protein, kter§y je vysoce konzervovéan mezi
riznymi druhy HPV. Region &asnych gent obsahuje Sest otev¥enych
Ctecich ramcd, oznalenych E1l, E2, E4, E5, E6 a E7. Proteiny E6 a
E7 jsou onkoproteiny z&sadni pro replikaci viru, stejn& jako pro
imortalizaci a transformaci hostitelskych bun&k. Proteiny E1, E2
a E4 maji také vyznamnou Glohu p¥i replikaci viru. Krom& toho, E4
plisobi také p¥i zrdni viru. Role E5 je mén& dob¥e znimi.

Butlky malignich nadord maji dv& vyznamné ristové
charakteristiky. Jsou imortalizované, t.j. nestdrnou, a jsou
schopné rustu bez ukotveni. VloZeni HPV16 nebo HPV18 DNA do
imortalizovanych bun&k hlodavell vede ke transformaci t&chto
bun&k, t.j. ziskédni schopnosti rlst za absence vazby na substrat
a schopnosti tvofit nddory p¥i injekci my8im (Crook et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 8820-24 (1988)). Jiny vysledek je ziskén
pfi vloZeni HPV DNA do neimortalizovangch bun&k s nizkym podtem
pasdzi: bullky se stanou imortalizovanymi, ale ne transformovanymi
(Woodworth et al., Cancer Res. 48: 4620-28 (1988)). Proto jedna
dradha vzniku nddord obsahuje zm&nu, kterd vede k imortalizaci

bunék, po které ndsleduje exprese HPV genl, kterd vede k



trangformaci t&chto bunék. HPV geny obsa¥ené v transformaci bun&k
in vitro jsou geny kodujici E6 a/nebo E7 (Bedell et al., J.
Virol. 61: 3635-40 (1987)). Byl navrZen mechanismus, kterym mohou
E6 a E7 proteiny zplisobovat transformaci bun&k (Park et al.,
Cancer 76: 1902-1913 (1995), a odkazy zde citované).

E6 je maly (molekulové hmotnost p¥ibliZ¥n& 15000) polypeptid
obsahujici Zn-vazebné domény. Klilem k jeho transformadni funkci
je pozorovani, %e se vaZfe na protein p53. p53 protein je dobie
znémy tumor-supresorovy protein, ktery negativné reguluje _
progresi bunééného cyklu a v disledku toho d&leni bun&k a jejich
rist. Vazba E6 na p53 vede k ubikvinaci a p¥ipadné degradaci
p53, kde uvedeny proces obsahuje zapojeni jiné&ho bund&ného
proteinu, kterY je oznafen jako "E6-asociovany protein". V
disledku toho maji buliky exprimujici E6 sni%ené bazalni hladiny
p53. Koncentrace p53 jsou zvySeny v reakci na poSkozeni DNA.
Takové zvySené hladiny vedou k vyZ5i expresi p21, inhibitoru
cyklin-dependentnich kinas, které zplsobuji zastavu bun&&ného
cyklu. Tento mechanismus poskytuje builkdm &as pro opravu
pogkozené DNA p¥ed replikaci, b&hem kterého mohou byt opravena
poskozeni/mutace. E6-zprost¥edkované vy¥azeni p53 mife branit
funkci tohoto mechanismu. Nov& bylo také zjisté&no, Ze E6
neovliviluje regulaci bun&&ného cyklu pouze zrychlenim degradace
p53, ale také p¥imo blokovanim interakce p53 s DNA (Thomas et
al., Oncogene 10: 261-8 (1995)).

E7 protein je maly (molekulovd hmotnost p¥ibli%n& 10000)
fosfoprotein obsahujici Zn-vazebné domény, ktery je schopen vazby
na produkt retinoblastomového genu Rb. Rb je tumor-supresorovy
protein, ktery se vdZe na a inaktivuje transkripéni faktor E2F.
Tento faktor kontroluje transkripci mnoha rdstovych gend v&etn&
gentt kodujicich thymidin-kinasu, c-myc, dihydrofolat reduktasu a
DNA-polymerasu «. Tvorba komplexu Rb-E2F bréni expresi t&chto
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genll v G0 a Gl fazi, omezuje jejich expresi v S-fazi, b&hem které
komplexy Rb-E2F disociuji a uvoliiuji aktivni transkripéni faktor
E2F. Tvorba Rb-E7 komplext bréni tvorbé& Rb-E2F komplexl, coZ vede
ke zkriceni pre-S-féze, t.j. k akceleraci progrese bun&iného
cyklu. Dlkazem potvrzujicim v§znam t&chto mechanismi je
pozorovani, Ze E6 proteiny z vysoce onkogennich typd HPV
(nap¥iklad HPV16 a 18) maji vyS8i afinity pro p53 neZ stejné
proteiny z neonkogennich typG, a Ze E7 proteiny z vysoce

onkogennich typl HPV maji vy88i afinity pro Rb neZ stejné
proteiny z neonkogennich typu.

U v&tdiny karcinomd &ipku d&loZniho a prekursorovych lézi je
HPV DNA integrovéna do genomu hostitelské bufiky (Cullen et al.,
J. Virol. 65: 606-612 (1991)). Zd& se, Ze ve v&t¥in& pifipadl
vyfaduje integrace zlom HPV genomové DNA v E1/E2 regionu.
Dasledkem zlomu v E1/E2 regionu je pferufeni otev¥eného &teciho
rémce kodujiciho dva rGzné E2 proteiny, z nichZ men3i pisobi jak
represor transkripce v expresi fasnych genld. Toto vede ke zvySeni
exprese E6 a E7.

Po alezu

Predklidany vynadlez se tykéd prost¥edkld pro indukci imunitni
odpov&di proti proteinovému antigenu HPV u jedince, kterému jsou
poddny. Imunitni odpov&di miZe byt protilédtkové nebo bunéfna
odpovdd, konkrétn& buitkami zprost¥edkovand cytolytickd odpové&d na
proteinovy antigen HPV. Prost¥edky mohou byt pouZity
profylakticky nebo terapeuticky. V profylaktickém pouZiti
oznaduje termin indukce imunitni odpovédi vyvolédni imunitni
reakce v&tEi, neZ je velmi nizkd zé&kladni imunita.

V terapeutickém pouZiti oznaduje termin indukce imunitni odpovédi
u jedince vyvolini odpov&di, kterd pfevySuje - bud kvalitativng,
nebo kvantitativn& - odpov&di vyvolané konkaktem s proteinovymi
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antigeny HPV p¥itomnymi bud na viru, nebo na infikovanych nebo
transformovanych bullkdch jedince. V konkrétnich provedenich jsou
prostfedky pouZity pro vyvolédni imunitni odpov&di proti néddorovym
burlkdm exprimujicim a nesoucim proteinovy antigen HPV. V t&chto
provedenich jsou proteinové antigeny HPV, které jsou zam&¥eny
prostredky, E6 a E7 dasné virové proteiny, o ktery je znamo, Ze
jsou pravidelné exprimovany nddory spojenymi s HPV. V jednom
provedeni obsahuje prostiredek pProteinovy antigen HPV navédzany na
stresovy protein (nebo protein teplotniho &oku (Hsp)) . Proteinovy
antigen HPV miZe byt navazan na stresovy protein chemickou
konjugaci, nebo mohou byt antigen a stresovy protein navazany na
nukleotidové drovni umoZfiujici expresi a izolaci fdsniho proteinu
obsahujiciho sekvence jak antigenu, tak stresového proteinu.
Prostfedek miZe byt podén jedinci, nebo mife byt pouZit ex vivo
pro stimulaci a/nebo expansi bun&k imunitniho systému jedince
namirenych proti nebo zprostedkujicich namiFeni proti HPV nebo
butikém, véetn& nddorovych bun&k, nesoucim proteinovy antigen HPV.
Prost¥edky jsou Gdinné ve stimulaci imunitni reakce, kdyZ jsou
podany jako proteinové roztoky neobsahujici &astice (t.j.
neobsahujici virus nebo viru-podobné &&stice) za absence
adjuvans.

V jiném provedeni prost¥edky obsahuji expresni vektor
obsahujici sekvenci nukleové kyseliny kodujici proteinovy antigen
HPV a stresovy protein. Expresni vektor dile obsahuje elementy
¥idici trangkripci a translaci kodujicich sekvenci a mife také
obsahovat elementy usnadiiujici podéni a persistenci nebo
amplifikaci nukleov§ch kyselin v buiikdch jedince. Expresni vektor
miZe byt vloZen do bunék jedince, nebo mife byt pouZit pro
transformaci bun&k jedince ex vivo, a v dasledku jeho pritomnosti
dochdzi k expresi fasniho proteinu slofeného z proteinové
antigenu HPV - stresového proteinu, ktery indukuje imunitni
reakci proti proteinovému antigenu HPV.




Predkladany vyndlez se také tykd prostiedkd obsahujicich
proteinovy antigen HPV navédzany na stresovy protein v kombinaci s
jinou farmakologicky p¥ijatelnou sloZkou. V jednom provedeni
obsahuje prostfedek konjugat tvo¥eny stresovym proteinem
navazanym na proteinovy antigen HPV. V jiném provedeni obsahuje
prostfedek flsni protein (nap¥iklad protein exprimovany z
PET65HE6 a pPET65HE7), ve kterém je stresovy protein fisovany na
proteinovy antigen HPV. Konjugaty a fGsni proteiny t&chto
prost¥edkt jsou takd pY¥edm&tem p¥edkladaného vyndlezu, stejné
jako expresni vektory kodujici a ¥idici expresi fdsniho proteinu
obsahujiciho sekvence pro stresovy protein a proteinovy antigen
HPV v butik&ch jedince.

Pfedkladany vyndlez se také tykd poufiti prost¥edkd pro
posileni imunitni odpovédi proti proteinovym antigentim HPV a, v
konkrétnich provedenich, proti nddorim nesoucim proteinovy
antigen HPV. Citované &lanky z odborné literatury, zejména ty,
které se tykaji p¥ipravy a pouZiti prost¥edkfi podle p¥edklidaného
vyndlezu, jsou zde uvedeny jako odkazy.

Popi brazka n Yipojenych viykresech

Obr. 1 je schematické zndzorn&ni konstruktu pET65H.

Obr. 2 je schematické zndzorn&ni konstruktu pET65HEG.

Obr. 3 je schematické zndzorn&ni konstruktu pET65HE7.

Obr. 4 je graf znézorfiujici procento incidence nadord v
zavislosti na &ase po inokulaci TC-1 n&dorem, ktery demonstruje

Gspésnou imunizaci my%i proti nddoru pomoci Hsp65-E6 a -E7
fisnimi proteiny.




Obr. 5 je graf znfzoriujici procento specifické bun&¥né l¢zy
TC-1 né&dorovych bun&k v z&vislosti na poméru efektorovych ku
cilovym buitkém, ktery ukazuje buiikami zprost¥edkovanou
cytolytickou odpov&d proti HPV antigen (E7) - exprimujicim
cilovym nadorovym buikam u imunizovanych mysi.

Obr. 6 je graf zndzorfujici procento bun&dné 1¥zy rlznych
cilovych bung&k v zdvislosti na pom&ru efektorovych ku cilovym
butikém, ktery ukazuje bufikami zprost¥edkovanou cytolytickou
odpovéd proti HPV E7 - exprimujicim cilovym nddorovym buiiksm
u imunizovanych my3i.

Obr. 7 je graf znézorfiujici procento incidence nddord u mysi,
kterym bylo podédno 1,3 x 10 TC-1 nadorovych bun&k a kterym byl
potom podén salinicky roztok, Hspé5-E7 fisni protein v salinickém
roztoku nebo E7 peptid v salinickém roztoku/IFA v z&vislosti na
dnech po podédni nddorovych bundk.

Obr. 8 je graf zndzoriujici procento incidence nddord u mysi,
kterym bylo poddno 2 x 10° TC-1 nadorovych bun&k a kterym byl
potom podén salinicky roztok, Hsp65-E7 flsni protein v salinickém
roztoku nebo E7 peptid v salinickém roztoku/IFA v z&vislosti na
dnech po podédni n&dorovych bunék.

Obr. 9 je schematické znizorn&ni konstruktu pET/E7 (H) .

Obr. 10 je soubor grafu ukazujicich inkorporaci thymidinu
kultivovanymi butikami lymfatickych uzlin ziskanymi od mySi
imunizovangch Hsp65-E7 fdsnim proteinem nebo E7 proteinem.

Obr. 11 je graf znézorflujici efekt 1é&Cby Hsp-E7 fisnim
proteinem nebo E7 na velikost nadoru u mySi nesoucich TC-1
néddorové buiiky.




Obr. 12 je schematické znédzorné&ni konstruktu pET65C.

Obr. 13 je schematické znézornéni konstruktu pET65C/E7-1N.

Pfedkladany vynadlez se tykd prostfedkl, které indukuji
imunitni reakci u jedince nami¥enou proti lidskému papilomaviru
nebo buitkém jedince, které exprimuji proteinovy antigen HPV. V
jednom provedeni prost¥edky obsahuji proteinovy antigen HPV a
stresovy protein. V jiném provedeni prost¥edky obsahuji expresni
vektor schopny ¥idit expresi fisniho proteinu obsahujiciho
proteinovy antigen HPV a stresovy protein.

Prost¥edky podle p¥edklddaného vyndlezu mohou byt poufity
profylakticky pro zvySeni imunity proti proteinovému antigenu
HPV, pro prevenci vzniku a proliferace HPV nebo bun&k jedince
exprimujicich a nesoucich proteinovy antigen HPV nebo
presentujicich jeho Césti. Prost¥edky mohou byt také poufity
terapeuticky u jedince d¥ive infikovaného HPV pro zabran&ni dalsi
proliferace viru nebo pro eliminaci bun&k jedince, které
proliferuji v disledku HPV infekce, v&etn& nddord exprimujicich
a nesoucich proteinovy antigen HPV nebo presentujicich jeho
gasti. Pokud je v textu uveden proteinovy antigen HPV jako cil
pro imunitni odpovéd indukovanou prost¥edky podle predkladaného
vyndlezu, tak termin proteinovy antigen HPV zahrnuje cely HPV
protein nebo polypeptid (molekulova hmotnost vy&3i neZ 10 kDa),
¢ast HPV proteinu p¥itomnou na povrchu HPV nebo infikovanych
bunék jedince, stejné jako peptid p¥itomny na povrchu
infikovanych bun&k v disledku zpracovani a presentace HPV
proteinu, napfiklad v typické dréze zahrnujici MHC antigeny I.
nebo II. t¥idy.
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Genomové sekvence mnoha rliznych typd HPV byly klonovéany a byly
charakterizovany anal§zou DNA sekvence. Bakteri&lni vektory
obsahujici kompletni nebo &&ste&né HPV genomy jsou dostupné z
mnoha zdrojh, nap¥iklad z American Tissue Culture Collection
(ATCC) . Dal&i typy HPV u¥ite&né pro provadéni p¥edkl&adaného
vyndlezu mohou byt izolovény a typizovany zndmymi metodami.

HPV exprimuje Sest nebo sedm nestrukturdlnich a dva
strukturalni proteiny a ka¥dy z t&chto proteint mife principialn&
slouZit jako cil pro imunoprofylaktické nebo imunoterapeutické
pfistupy, které maji za cil eliminaci HPV a/nebo infikovanych
bunék. Virové kapsidové proteiny L1 a L2 jsou strukturalni
proteiny HPV, které jsou kodované pozdnimi geny. L1 je hlavni
kapsidovy protein a je vysoce konzervovany mezi rlznymi druhy
HPV. Sedm nestrukturdlnich proteint jsou produkty &asnych
virovych gent. Proteiny El1, E2 a E4 maji vyznamnou {ilohu p#i
replikaci viru. Protein E4 mi dale vyznam pro zréani viru. Uloha
E5 je dosud nezndmd. Proteiny E6 a E7 jsou onkoproteiny z&sadni
pro replikaci viru, stejn& jako pro imortalizaci a transformaci
hostitelskych bun&k. Tyto proteiny, které mohou byt obsaieny v
prostfedcich podle p¥edkl&daného vynilezu, jsou ozna&ovany jako
proteinové antigeny HPV.

Znadny vyznam p¥i poufiti zplsobd podle predklidaného vynidlezu
pro profylaktickou a terapeutickou 1&&bu nadord asociovanych s
HPV mé& pozorovani, %e HPV E6 a E7 proteiny jsou stabiln&
exprimovany v karcinomech &ipku d&lo¥niho (Zur Hausen, Appl.
Pathol. 5: 19-24 (1987); Pater and Pater, Virology 145: 313-8
(1985)) . Kinoshita et al., Br. J. Cancer 71: 344-9 (1995))
prokédzali, Ze E6 a E7 geny jsou také exprimovany v karcinomech
plic. Krom& toho, urditéd p¥irozend imunitni (humordlni) odpov&d
na E7 byla zaznamendna u pacient s karcinomem ¢ipku d&lo¥niho
(Jochmus-Kudielka et al., J. Natl. Cancer Inst. 81: 16898-704
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(1989)) . Nakonec, modelové studie prokédzaly, Ze imunizace
modifikovanymi E7 proteiny chréni my3i p¥ed inokulaci butikami
plic transformovanymi aktivovanym c-Ha-ras genem a HPV E6/E7 geny
(Lin et al., Cancer Res. 56: 21-26 (1996)). Vzhledem k tomu, Ze
tyto proteiny jsou obvykle exprimovany u karcinomd vznikajicich v
disledku infekce HPV, Ze stejné proteiny jsou také onkogeny,
které maji pravd&podobné hlavni Glohu p¥i vzniku a riistu nadord a
vzhledem k tomu, Ze proti té&mto proteinim miZe byt namifena
imunitni odpové&d jsou E6 a E7 vyhodnymi cily pro imunointervenci
nebo profylaxi a proto jsou vyhodnymi proteinovymi antigeny HPV v
prost¥edcich podle predkladaného vynélezu, které jsou pouZity pro
prevenci nebo 1lé&bu nddort asociovanych s HPV.

Na n&kolika zvirecich modelech bylo prokédzéno, Ze cytotoxické
T butiky (CTL) mohou indukovat protektivni imunitu proti nékterym
virtm (Kast and Melief, Immunol. Lett. 30: 229 (1991)). Bylo
pozorovano, Ze u jedinct s imunosupresi se Cast&ji vyvine
karcinom &ipku d&loZniho neZ u imunokompetentnich jedinch
(Schneider et al., Acta Cytologica 27: 220-4 (1983)). Tyto
skutelnosti jasné& ukazuji na to, Ze bun&fnéd &ast imunitniho
systému, zejména systém T bunék, md hlavni roli v imunoclogické
odpov&di proti malignitdm asociovanym s HPV. Dal3i dikazy
svéddici pro vyznamn CTL odpovédi v protektivni imunit& proti E6-
a E7-transformovanym bulitkdm pochézi z pokusu, ve kterém byly mySi
vakcinované relevantnim CTL epitopem HPV 16 E7 chrénény pied
transplantovatelnymi HPV 16-indukovanymi néddory (Feltkamp et al.,
Eur. J. Immunol. 23: 2242 (1993)). P¥edkladany vyndlez je zaloZen
na naSem pozorovani, Ze vazba stresového proteinu na proteinovy
antigen HPV vede ke vzniku prost¥edku, ktery siln& stimuluje
bun&&nou, zejména buitkami zprost¥edkovanou cytolytickou, odpovéd
proti navizanému proteinovému antigenu HPV, kde tato odpovéd
zabiji butiky nesouci HPV antigen.
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Proteinovym antigenem HPV podle pfedkl&daného vyndlezu mi¥e
byt jakfkoliv polypeptid kodovany HPV. Dile to miZe byt &ast HPV
proteinu, s podminkou, Ze tato &&st si p¥i navdzéni na stresovy
protein uchovadvd schopnost indukovat imunitni odpov&d proti
proteinovému antigenu HPV na infikovangch butikdch nebo na HPV.
Prostfedky podle pfedkl&daného vyndlezu obsahujici misto
proteinového antigenu HPV rizné &&sti HPV antigenu mohou byt
pfipraveny b&Znymi technikami, jako jsou techniky popsané
v ulebnicich molekuléarni biologie a biochemie (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydéani, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1989); Deutscher, M., Guide to Protein
Purification Methods Enzymology, svazek 182, Academic Press,
Inc., San Diego, CA (1990). KaZdy prost¥edek obsahujici ur&itou
¢ast proteinového antigen HPV mli¥e byt testovin na stupeil
a kvalitu imunitni odpov&di proti proteinovému antigenu HPV
v pokusech, jako jsou napf¥iklad pokusy popsané v p¥ikladech
provedeni vyndlezu. Minimiln& bude proteinovy antigen HPV
v prostfedcich podle p¥edklddaného vyndlezu obsahovat alespori
jeden epitop B nebo T bun&k (nap¥iklad epitop CTL nebo
T-helperovych bun&k) HPV proteinu. V souvislosti s prost¥edky
podle p¥edkladaného vyndlezu zahrnuje termin "proteinovy antigen
HPV" &asti proteinového antigenu HPV, s podminkou, ¥e tyto &asti
si uchovévaji schopnost indukovat imunitni odpov&d proti

proteinovému antigenu HPV na infikovanych bufikdch nebo na HPV.

E6 a zejména E7 jsou transformujici proteiny. V prost¥edcich
obsahujicich jako proteinovy antigen HPV kompletni HPV E6 nebo E7
protein nebo jeho &&st, kterd je dostatedné pro transformujici
schopnost, miZfe a nemusi byt transformaéni charakter antigenu
vyznamnym rizikem, v zavislosti na zptsobu, kterym je HPV antigen
zpracovan. Napfiklad, v p¥ipad&, Ze je proteinovy antigen HPV
nebo prostfedek obsahujici takovy antigen p¥ipraven rekombinantni
technikou, p¥i které existuje riziko kontaminace DNA, tak je
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vhodné provést kroky pro eliminaci transformadni schopnosti
antigenu. P¥i pouZiti prostf¥edkl obsahujicich expresni vektor
¥idici v jedinci expresi filsniho proteinu obsahujiciho kompletni
HPV E6 nebo E7 proteinovou sekvenci nebo jeji &&ast, kterd je
dostatetnéd pro transformujici schopnost, tak je nutné eliminovat
sekvence, které zpisobuji transformalni schopnost proteinu.
Netransformujici varianty E6 a E7 byly ziskany flisovanim E6 a E7
sekvenci (PCT/AU95/00868). Je proto moZné, aby byly n&které fisni
proteiny obsahujici E6 nebo E7 sekvence a sekvence stresového
proteinu jiZ netransformujici. Alternativné& mohou byt sekvence
selektivn& deletovény z E6 nebo E7 za pouZiti technik, které jsou
dobfe zna&mé v oboru a které byly také popséany v PCT/AU95/00868.
Delece mohou byt provedeny v expresnim vektoru exprimujicim E6
nebo E7 sekvence samostatn&, nebo ve vektorech exprimujicich
fsni proteiny sloZené z E6 nebo E7 a stresového proteinu.
V¥sledky takovych Gprav mohou byt hodnoceny testovanim
transformalni schopnosti delelnich proteind v transfek&nich
pokusech. Napfiklad, NIH3T3 buillky mohou byt transfektovény
expresnim vektorem obsahujicim gen pro deletovany protein a
transformadni schopnost miZe byt hodnocena testem tvorby kolonii
na m&kkém agaru. Tento test je také popsén v PCT/AU95/00868.

V jednom provedeni predkl&daného vyndlezu jsou prost¥edky
sloZeny ze dvou skupin: stresového proteinu a proteinového
antigenu HPV, proti kterému mé& byt vyvoldna imunitni odpovéd'.
Tyto dvé skupiny jsou navazény tak, Ze tvo¥i jednu jednotku. Tyto
dvé skupiny mohou byt spojeny konjugaci, t.j. prost¥ednictvim
kovalentni vazby mezi stresovym proteinem a proteinovym antigenem
HPV (Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques, Academic Press,
Inc., San Diego, CA (1996); Lussow, A.R. et al., Eur. J. Immunol.
21: 2297-2302 (1991); Barrios, C. et al., Eur. J. Immunol. 22:
1365-1372 (1992)) . Alternativné mohou b?t pro spojeni a expresi
dvou skupin pouZity rekombinantni techniky, které vedou ke vzniku
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fisniho proteinu, ktery obsahuje stresovy protein a proteinovy
antigen HPV v jedné molekule. Toto umoZiiuje produkci a prediiténi
jedné rekombinantni molekuly p¥i v§rob&. Tyto dv& skupiny mohou
byt také vazany nekovalentni vazbou. Jakdkoliv z n&kolika znémych
vysoce afinitnich interakci mi%e byt upravena pro nekovalentni
vazbu dvou skupin. Nap¥iklad, biotinova skupina miZe byt ptidéna
k proteinovému antigenu HPV a stresovy protein, ktery mi byt
navazén, miZe byt exprimovén jako fdsni protein tvofeny avidinem
a stresovym proteinem. Flsni protein tvofeny avidinem a stresovym
proteinem se bude silné& vézat na biotynylovany proteinovy antigen
HPV. Analogicky mohou byt &asti proteinového antigenu HPV
navazény na kompletni stresovy protein nebo na &&sti stresového
proteinu a ¢asti stresového proteinu mohou byt navidzény na
kompletni proteinovy antigen HPV nebo na &&sti proteinového
antigenu HPV, s podminkou, Ze p¥islusné &&sti jsou dostatedné pro
indukci imunitni odpové&di proti proteinovému antigenu HPV u
jedince, kterému jsou podény. V jiném provedeni prost¥edky
obsahuji expresni vektor schopny ¥izeni exprese flsniho proteinu
tvo¥eného proteinovym antigenem HPV a stresovym proteinem.

V prost¥edcich podle predkléddaného vyndlezu miZe byt pouZit
jakykoliv vhodny stresovy protein (protein teplotniho Soku
(hsp)) . Nap¥iklad, jak je popsédno v p¥ikladech, miZe byt pouZit
Hsp60 a/nebo Hsp70. Obecné&, buillky reaguji na stres (obvykle
tepelny stres) tak, Ze zvysSi expresi skupiny genl, které jsou
spolefn& oznalovany jako stresové geny neboli geny tepelného
oku. Tepelny 8ok je expozice bunék nebo organismu teplotém,
které jsou o jeden aZ n&€kolik stupiil Celsia vyS$8i nef teploty, na
které jsou buriky adaptovany. V disledku indukce takovych gend se
zvy$uji hladiny p¥isluSnych stresovych proteind v builkdch, které
jsou vystaveny stresu. Jak je zde pouZit, znameni termin
"stresovy protein", nebo také "protein teplotniho Soku" nebo
"Hsp" protein, ktery je kodovany stresovym genem a ktery je proto
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typicky produkovén ve vyZ8im mno¥stvi p¥i kontaktu nebo vystaveni
organismu stresovému faktoru. Termin "stresovy gen", nebo také
"gen teplotniho Soku" oznafuje gen, kter§y je aktivovan nebo jinak
detekovateln& pozitivn& regulovén p¥i kontaktu nebo vystaveni
organismu (obsahujiciho gen) stresovému faktoru, jako je teplotni
gok, hypoxie, glukosovi deprivace, soli té&zkych kovl, inhibitory
energetického metabolismu a transportu elektront a &inidla
denaturujici proteiny, nebo n&které benzochinonové ansamyciny.
Nover, L., Heat Shock Response, CRC Press, Inc., Boca Raton, FL,
(1991) . Termin "stresovy gen" také zahrnuje geny homologické se
znamymi geny stresové rodiny, jako jsou n&které geny v Hsp70 a
Hsp90 rodin& stresovych gend, i kdyZ nejsou takové homologické
geny sami indukovany stresovym faktorem. Terminy stresovy gen a
stresovy protein, jak jsou poufity v predklddaném vyndlezu, mohou
byt zaménitelné, pokud z kontextu nevyplyvad n&co jiného.

V jednotlivych provedenich, nap¥iklad v p¥ipadech zahrnujicich
chemické konjugaty mezi stresovym proteinem a proteinovim
antigenem HPV, jsou stresovymi proteiny pouZitymi v p¥edkl&daném
vyndlezu izolované stresové proteiny, cof znameni stresové
proteiny, které byly selektovdny a izolovény z hostitelskych
buné&k, ve kterych byly produkovdny. Takovd izolace miZe byt
provedena bé&Znymi technikami, které jsou zde popsény a které jsou
v oboru znémé (Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1982); Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydédni, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989); Deutscher, M., Guide to
Protein Purification Methods Enzymology, svazek 182,
AcademicPress, Inc., San Diego, CA (1990)).

V bakteriich jsou p¥evlddajicimi stresovymi proteiny proteiny
s molekulovou hmotnosti p¥ibliZn& 70 a 60 kDa, které jsou
oznateny jako Hsp70 a Hsp 60, v pfislufném poradi. Tyto a jiné




. . [ X NN J LA e
-

16

[ XX X1
XXX J
L]

[ XX X2
XXX

(X X ]

°
XXX
XYY
(XX X )
toens

.o .0

stresové proteiny a geny kodujici tyto proteiny jsou uvedeny
déle. V bakteriich obvykle pfedstavuji Hsp70 a Hsp60 p¥ibli¥n&
1-3% bun&lnych proteini, podle charakteru barveni p¥i pouZiti
elektroforesy na dodecylsiran sodny-polyakrylamidovém gelu a
barveni Coomasie mod¥i, ale za stresu se akumuluji aZ na 25%. zZda
se, Ze stresové proteiny se Gdastni vyznamnych bun&&nych d&ja,
jako je syntéza proteinfl, intraceluldrni pfenos a sestavovani a
rozkl&déni proteinovych komplext. Zda se, Ze zvySend syntéza
stresovych proteint b&hem stresu slou¥i prim&rn& k minimalizaci
nasledkd indukovaného rozkl&idsani proteinli. Krom& toho, p¥edchozi
expozice bunék st¥edn& silnym stresovym podn&tém, kters indukuje
syntézu stresovych proteinfi, poskytuje ochranu bun&k pfed
S8kodlivymi G&inky n&sledného vyrazn&jsiho stresu.

zda se, Ze hlavni stresové proteiny jsou exprimované ve vdech
dosud vyS8etfovanych organismech a typech tkéni. Také se zda, Ze
stresové proteiny p¥edstavuji nejvice konzervovanou skupinu dosud
identifikovanych proteint. Nap¥iklad, p¥i srovnéni stresovych
proteindi od znafn& odlisngch organismi maji Hsp90 a Hsp70 50%
nebo vy&8i identitu na aminokyselinové Grovni a sdileji mnoho
podobnosti v neidentickych pozicich. Je zjisténo, Ze podobné nebo
vys881 Grovn& homologie existuji mezi rdzngmi Cleny urdité rodiny
stresovych proteind v jednom druhu.

Geny kodujici stresové proteiny mohou byt p¥itomné v jedné
kopii nebo v mnoha neidentickych kopiich v genomu buiiky nebo
organismu. Nap¥iklad, bylo prokdzano, %e lidsky genom obsahuje
alespoill jednu kopii hspl00 genu, alespoii dva rizné hsp90 geny, aZ
10 hsp70 genli, z nichZ alespoil n&které jsou neidentické kopie,
nékolik genli T komplexu (Tcp genl) a alespoi jeden gen kodujici
p¥ibuzny mitochondridlni protein Hspéo0, stejné jako alespoii t¥i
kopie malych hsp genli kodujicich Hsp o molekulové hmotnosti 20-30
kDa. Ve vét8in€ rodin stresovych genli existuje alesporl jeden gen,
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jehoZ Groveil exprese je relativn& vysokd a ktery je bud zcela
konstitutivni, nebo pouze mirn& indukovatelny tepelnym Zokem.
Dale, n&kolik rodin stresovych genl obsahuje &leny, které nejsou
pozitivn& regulovény teplem, ale jsou regulovény jinymi podnéty,
nap¥iklad zvySenou koncentraci vépniku atd.

Stresové proteiny, zejména Hsp70, Hsp60, Hsp20-30 a Hspl0,
patfi mezi hlavni determinanty rozpozndvané imunitnim systémem
hostitele v imunitni odpov&di na infekci Mycobacterium
tuberculosis a Mycobacterium leprae. Young, R.A. and Elliot,
T.J., Stress Proteins, Infection And Immune Surveilence, Cell 50:
5-8 (1989). Dale, n&které krysi arthritogenni T buiiky
rozpoznavaji Hspé0 epitopy. Van Eden, W. et al., Nature 331:
171-173 (1988). Nicméné&, jedinci, v&etnd& zdravych jedincl, bez
anamnesy mykobakteridlni infekce nebo autoimunitniho onemocn&ni
maji také T bullky, které rozpoznidvaji jak bakteridlni, tak lidské
Hsp60 epitopy; vyznamnd frakce T bun&k u zdravych jedinct,
charakterizovand expresi gamma-delta T bun&&ného receptoru,
rozpoznavéd vlastni a cizi stresové proteiny. O'Brien, R. et al.,
Cell 57: 664-674 (1989). Proto maji jedinci - i zdravi jedinci -
populaci T bun&€k, které rozpoznédvaji epitopy jak vlastnich, tak
cizich stresovych proteini.

Tento systém rozpozndvajici epitopy stresovych proteint
pravd€podobn& pfedstavuje "&asny obranny systém" proti
infikujicim organismim. Murray, P.J. and Young, R.A. J.
Bacteriol. 174: 4193-6 (1992) . Tento systém miZe byt udrZovan
gastou stimulaci bakteriemi a viry. Jak bylo uvedeno vySe, zdravy
jedinci maji populate T bun&k rogpoznivajicich vlastni stresové
proteiny. Proto jé& p¥itomnost autoreaktivnié¢h T bun&k sluditelns
se zdravim a nezplsobuje autoimunitni onemoén&ni; toto
demonstruje bezpeénost stresovych proteint v jedinci. Bezpednost
stresovych proteini je ddle demonstrovéna tspdsnosti a relativni
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bezpenosti vakcinace BCG (Bacille Calmette Guerin, kmen
Mycobacterium tuberculosis), ktera indukuje imunitni odpov&d’
proti stresovym proteintm, ktera je také protektivni proti
Mycobacterium tuberculosis.

Rodiny stresovych geni a proteint pro poufiti v predkladaném
vynélezu jsou dob¥e znamé v oboru a zahrnuji, nap¥iklad,
Hspl00-200, Hspl00, Hsp9o, Lon, Hsp70, Hsp60, TF55, Hsp40, FKBP,
cyklofiliny, Hsp20-30, Clpp, GrpE, Hspl0, ubikvitin, kalnexin a
protein-disulfid izomerdzy. Macario, A.J.L., Cold Spring Harbor
Laboratory Res. 25: 59-70, 1995; Parsell, D.A. and Lindquist, S.
Ann. Rev. Genet. 27: 437-496 (1993); U.S. patent &. 5232833
(Sanders et al.). V{¥znamnou skupinou stresovych proteint jsou
Hsp90, Hsp70, Hspé6O, Hsp20-30, jedt& vyhodn&idi jsou Hsp70 a
Hsp6O0.

Hspl00-200 zahrnuje Grpl70 (glukosou regulovany protein) .
Grpl70 je lokalizovén v lumen ER, v pre-Golgiho kompartmentu, a
miZe mit v§znam pro sklddsni a sestaveni imunoglobuling.

HsplOO0 zahrnuje sav&i Hspl1o, kvasinkovy Hspl04, Clpa, ClpB,
ClpC, ClpX a ClpY. Kvasinkovy Hspl04 a E. coli ClpA tvo¥i
hexamerni a E. coli ClpB tvo¥i tetramerni Castice, jejich
sestaveni pravd&podobn& vyfaduje vazbu na nukleotid adenin. Clp
proteasa tvo¥i 750 kDa heterooligomer sloZeny z Clpp
(proteolytické podjednotky) a ClpA. ClpB-Y jsou strukturaln&
pfibuzné ClpA, alkoli oproti CklA pravdépodobn& netvo?i komplex s
ClpP.

Hsp90 zahrnuje HtpG v E. coli, Hsp83 a Hsc83 ve kvasinkich a
Hsp90a, Hsp90f a Grp94 u &lovidka. Hsp90 vaZe skupinu proteindg,
které jsou typicky bun&&nymi regulacnimi molekulami, jako jsou
receptory pro steroidni hormony (nap¥iklad receptory pro
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glukokortikoidy, estrogen, progesteron, a testosteron),
transkripéni faktory a protein kinasy, které maji roli v
signdlnim p¥enosu. Hsp90 proteiny se také Gdastni tvorby velkych,
hojnych proteinovych komplext, které indukuji jiné stresové
proteiny.

Lon je tetramerni protein plsobici jako ATP-dependentni
proteasa degradujici nep¥irozené proteiny v E. coli.

Hsp70 zahrnuje Hsp72 a Hsc73 ze sav&ich bun¥k, DnakK v
bakteriich, zejména mykobakteriich jako je Mycobacterium leprae,
Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium bovis (jako je
Bacille-Calmette Guerin; zde ozna&eno jako Hsp71), DnakK z E.
coli, kvasinek a jingch prokaryotnich organismi, a BiP a Grp78.
Hsp70 je schopen specifické vazby na ATP, stejné& jako na
nesloZené polypeptidy a peptidy, &im¥ se G&astni sklidani a
rozklédéni proteinl, stejn& jako sestavovani a rozkl&dani
proteinovych komplext.

Hsp60 zahrnuje Hspé5 od mykobakterii. Bakteri&lni Hsp60 je
také obecn& zndm§ jako GroEL, jako je GroEL od E. coli. Hspé60
tvori velké homooligomerické komplexy a zd4 se, Ze m& klidovou
Glohu p¥i sklddéni proteind. Homology Hsp60 jsou pfitomné v
eukaryotickych mitochondriich a chloroplastech.

TF55 zahrnuje Tcpl, TRiC a thermosom. Proteiny se typicky
vyskytuji v cytoplasm& eukaryotick§ch organismi a tvo¥i
mnohollenné kruhy navozujici skladani proteint. Maji také slabou
homologii s Hspé60.

Hsp40 zahrnuje DnaJ od prokaryot jako jsou E. coli a
mykobakterie a HSJ1, HDJ1 a Hsp40. Hsp40 pusobi jako molekuldrni
chaperon p¥i skl&ddni proteindl, termotoleranci a replikaci DNA,
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krom& dalSich bun&é&nych aktivit.

FKBP zahrnuje FKBP12, FKBP13, FKBP25 a FKBP59, Fprl a Nepl.
Proteiny maji typicky peptidyl-prolyl-izomerazovou aktivitu a
interaguji s imunosupresivy jako je FK506 a rapamycin. Proteiny
se obvykle vyskytuji v cytoplasmé& a endoplasmatickém retikulu.

Cyklofilin zahrnuje cyklofiliny A, B a C. Proteiny maji
typicky peptidyl-prolyl-izomerazovou aktivitu a interaguji
§ imunosupresivem cyklosporinem A. Protein cyklosporin A se véaZe
na kalcineurin (protein-fosfatasu).

Hsp20-30 je také oznafovdn jako maly Hsp. Hgp20-30 se typicky
nachézi ve form& velkych homooligomernich komplexd, nebo také ve
formé heterooligomernich komplex®, pokud organismus nebo buiiky
exprimuji n&kolik rdznych typd maljch Hsp. Hsp20-30 interaguje se
strukturami cytoskeletu a miZe mit Glohu v polymerizaci/
depolymerizaci aktinu. Hsp20-30 je rychle fosforylovédn p¥i stresu
nebo p¥i vystaveni klidovych bun&k psobeni ristovych faktord.
Mezi homology Hsp20-30 pat¥i a-krystalin.

ClpP je proteasa E. coli, kterd se Gdastni degradace
abnormédlnich proteinti. Homology ClpP se nachézeji v
chloroplastech. ClpP tvo¥i heterooligomerni komplex s ClpA.

GrpE je protein E. coli o hmotnosti p¥ibliZn& 20 kDa, ktery se
Gastni jak obnovy stresem pofkozenych proteint, tak degradace
poskozenych proteinti. GrpE md Glohu v regulaci exprese stresového
genu v E. coli.

Hspl0 zahrnuje GroES a CpnlO. Hspl0 se typicky nachédzi v E.
coli a vmitochondriich a chloroplastech eukaryotickych bundk.
HsplO tvo¥i sedmi-&lenny kruh, ktery se asociuje s Hsp60
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oligomery. Hspl0 se také G&astni skladani proteint.

Bylo zjiSté&no, Ze ubikvitin vd¥e proteiny ve koordinaci s

proteolytickym od¥t&penim proteind ATP-dependentnimi cytosolovymi
proteasami.

V konkrétnich provedenich jsou stresové proteiny podle
pfedkladaného vyndlezu ziskény z enterobakterii, mykobakterii
(konkrétn& M. leprae, M. tuberculosis, M. vaccae, M. smegmatis a
M. bovig), E. coli, kvasinek, Drosophilla, obratlovch, ptéakd,
ku¥at, savcl, krys, my3i, primdtd nebo 1idi.

Stresové proteiny mohou byt ve form& acidickych nebo bazickych
goli, nebo mohou bft v neutridlni form&. Krom& tohe, jednotlivé
aminokyselinové zbytky mohou byt modifikovany oxidaci nebo
redukci. Ddle, v aminokyselinové nebo nukleotidové sekvenci mohou
byt provedeny rGzné substituce, delece nebo adice, jejichZ cilem
je zachovat nebo dédle zvy¥it biologickou aktivitu stresového
proteinu. Vzhledem k degeneraci kodu mohou existovat vyznamné
variace v nukleotidové sekvenci kodujici stejnou aminokyselinovou
sekvenci. P¥edkladany vyndlez je také vhodny pro pouZiti s &astmi
stresovych proteind nebo peptidld ziskanymi ze stresovych
proteinti, s podminkou, %e takové &&asti nebo peptidy obsahuji
epitopy G¢astnici se ve zvy¥eni imunitni odpov&di na vybrany
proteinovy antigen HPV. C&sti stresovych proteind mohou byt
ziskdny fragmentaci za pouZiti proteas, nebo rekombinantnimi
metodami, jako je exprese &&sti nukleotidové sekvence kodujici
stresovy protein (bud samostatn&, nebo flisované na jinou sekvenci
nukleové kyseliny kodujici protein). Peptidy mohou byt také
vyrobeny takovymi metodami, nebo chemickou syntézou. Stresové
proteiny mohou cbsahovat mutace vlo¥ené do urditého lokusu pomoci
riznych zndmych technik. Viz nap¥iklad Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press (1989); Drinkwater and Klinedinst, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83: 3402-3406 (1986); Liao and Wise, Gene 88:
107-111 (1990); Horwitz et al., Genome 3: 112-117 (1989). Termin

stresovy protein, jak je zde poufit, zahrnuje takové &&sti a
peptidy stresového proteinu.

Zpusoby pro identifikaci genu nebo proteinu povaZované&ho za
stresovy gen nebo protein jsou v oboru dob¥e znimé. Nap¥iklad,
konzervace gend a proteint urdité rodiny stresovych proteint
umoZfiuje srovnéni nukleotidové nebo aminckyselinové sekvence
genu/proteinu s dob¥e znamymi stresovymi geny, jako je Dnak,
GroEL nebo DnaJ, napfiklad hybridizaci nukleov§ch kyselin nebo
sekvenovanim nukleovych kyselin nebo aminokyselin, po kterém
nédsleduje po&itadovd srovnivaci analyza. Voelmy, R. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 4949-4953 (1985). Alternativn® mise byt
test pouZit pro identifikaci a/nebo odlifieni mezi zakladnimi
strukturdlnimi charakteristikami a/nebo funk®nimi vlastnostmi
vybraného stresového proteinu. Nap¥iklad, expresni knihovna mtZe
byt vySet¥ovana za pou¥iti anti-Hsp protildtek. O Hsp90 je dobfe
znédmo, Ze se vafe s vysokou afinitou na benzochinon
ansamycingeldanamycin. Expresni knihovna mf¥e byt proto
vy&et¥ovéna geldanamycinem pro identifikaci domn&lych analogh
Hsp90 jako proteinli, které se vaZi na benzochinon ansamycin.
Charakter proteinukodovaného izolovanou nukleovou kyselinou mife
byt déle testovdn jinymi testy, véetnd testd zaloZenych na
protildtkéch. Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane
(vyd.), Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988). Dale miZe byt
testovana biologickd aktivita dané skupiny stresovych proteini.
Guidon, P.T. and Hightower, L.E., Biochem. 25: 3231-3239 (1986) .
Napfriklad, Hsp70 je schopen specifické vazby na ATP, stejn& jako
vazby na nesloZené polypeptidy a peptidy v proteinovych
komplexech. Proto, smiseni proteinu se vzorkem obsahujicim vhodné
polypeptidy, peptidy nebo ATP, po kterém nésleduje stanoveni
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pEitomnosti nebo nepfitomnosti komplext protein-protein nebo
protein-nukleotid nazna&uje p¥itomnost nebo nepritomnost Hsp70
proteinu nebo genu, kde tato p¥itomnost nebo nep#itomnost miZe
byt potvrzena jinymi testy, jako jsou testy zalo¥end na
protilatkach.

Stresovy protein, &&st stresového proteinu, homolog stresového
proteinu a proteinovy antigen HPV, na ktery je stresovy protein
konjugovén nebo nekovalentn& navizén, které jsou pfitomné v
prostfedcich podle pfedkladaného vyndlezu, mohou byt produkovany
nebo ziskdny za pouZiti zndmgych technik. Nap¥iklad, stresovy
protein a/nebo antigen mohou byt ziskdny (izolovény) ze zdroje,
ve kterém se vyskytuji, mohou byt produkovény a zigkény z
buné&Znych kultur nebo mohou bft, v pripadd antigenu, ziskany z
infikovanych bun&k, mohou byt produkovany klonovanim, pokud je
nutné, a expresi genu kodujiciho poZadovang stresovy protein nebo
antigen, nebo mohou byt syntetizovany chemicky. Dile, sekvence
nukleové kyseliny kodujici vybrany stresovy protein nebo antigen
miZe byt syntetizovéna chemicky. Féisni protein obsahujici
stresovy protein a proteinovy antigen HPV mi¥e byt produkovan
rekombinantné. Napfiklad, nukleovd kyselina kodujici stresovy
protein miZe byt navadzéna na jeden z koncl sekvence nukleové
kyseliny kodujici proteinovy antigen HPV tak, Ze tyto dvd
protein-kodujici sekvence maji spoledny transladni &teci ramec a
mohou byt exprimovény jako fsni protein obsahujici proteinovy
antigen HPV a stresovy protein. Kombinovanid sekvence je
ingertovana do vhodného vektoru vybraného na z&klad& pozadovanych
expresnich vlastnosti a charakteru hostitelské bufiky. V
pfikladech uvedenych dédle jsou sekvence nukleovych kyselin
obsaZeny ve vektoru vhodném pro expresi proteind v bakterii
E.coli. Po expresi ve vybrané hostitelské buiice mohou byt fdsni
proteiny p¥elifté&ny b&Znymi biochemickymi separadnimi technikami
nebo imunocafinitnimi technikami za pouZiti protildtky k jedné




¢asti fisniho proteinu. Alternativné miZe vybrany vektor p¥idavat
sekvenci k sekvenci fdsniho proteinu, nap¥iklad oligohistidinovou
smy¢ku, jak je popséna v prikladech dale, kterd umoZiiuje expresi
fisniho proteinu obsahujiciho smy&ku, ktery miZe byt potom
p¥elistén afinitnimi technikami vyuZivajicimi protilatky nebo
jiného materidlu s vysokou afinitou pro smyfku (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1989); Deutscher, M., Guide to Protein
Purification Methods Enzymology, svazek 182, Academic Press,
Inc., San Diego, CA (1990). Pokud je pouZit vektor vhodny pro
expresi v sav€ich butikdch, nap¥iklad jeden z vektorl uvedenych
dale, tak miZe byt £flsni protein p¥eliité&n ze savdich bun&k.
Alternativné mife byt savli expresni vektor (obsahujici kodujici
sekvenci pro fGsni protein) podén jedinci pro ¥izeni exprese
fsniho proteinu v bullkdch jedince. Nukleova kyselina kodujici
fisni protein obsahujici stresovy protein a proteinovy antigen
HPV miZe byt také vyrobena chemicky a potom mife byt insertovana
do vhodného vektoru pro produkci fasniho proteinu a jeho
p¥etisténi nebo poddni jedinci. Konefné&, fisni protein miZe byt
také pripraven chemicky.

Prost¥edky obsahujici stresovy protein a antigen HPV popsané
vySe mohou byt pouZity pro zesileni imunitni odpové&di, konkrétné
burikami zprost¥edkované cytolytické odpov&di, na HPV nebo
HPV-infikované nebo transformované bullky exprimujici HPV antigen.
Vyhodné& 6bsahuji prostredky sekvence proteinového antigenu od
ur&itého typu HPV, proti jehoZ proteinim mé& byt vyvolédna imunitni
odpovad'. ‘

Prostfedky obsahujici stresovy protein a antigen HPV popsané
vySe mohou byt podany jedinci riznymi zplsoby. Zplasoby podani
zahrnuji intradermdlni, transdermdlni (nap¥iklad v polymerech se
zpomalenym uvolifiovanim), intramuskuldrni, intraperitonedlni,
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intravenosni, subkut&ni, ordlni epidurdlni a intranasilni zplsoby
podéni. Mife byt pouZit jakgkoliv vhodng zpisob podéni, nap¥iklad
infuse nebo bolusovd injekce, nebo absorpce pfes epitelovou nebo
mukokutédnni barieru. Krom& toho, prost¥edky podle predkléadaného
vyndlezu mohou obsahovat a mohou byt podany spolu s farmaceuticky
pr¥ijatelnymi sloZkami, jako jsou biologicky aktivni &inidla
(nap¥iklad adjuvans jako je hlinik), surfaktanty (nap¥iklad
glyceridy), pfisady (nap¥iklad laktosa), nosie, ¥edidla a
vehikula. Déle, prost¥edky mohou byt pouzity ex vivo jako
prostfedky pro stimulaci bilych krvinek ziskanych od jedince pro
vyvoléani, posileni a propagaci imunitnich buné&k specifickych pro
proteinovy antigen HPV in vitro, kde tyto butlky jsou potom podany
zpét jedinci.

Dale, fdsni protein obsahujici stresovy protein a proteinovy
antigen HPV miZe byt poddn in vivo expresi nukleové kysleiny
kodujici takové proteinové sekvence lidskému jedinci. Exprese
takovych nukleovych kyselin mi¥e byt také dosa¥ena ex vivo pomoci
stimulace bilych krvinek ziskanych od jedince pro vyvolani,
posileni a propagaci imunitnich bun&k specifickych pro proteinovy
antigen HPV in vitro, kde tyto buiiky jsou potom podény zpét
jedinci. Expresni vektory vhodné pro #izeni exprese fasniho
proteinu obsahujiciho stresovy protein a proteinovy antigen HPV
mohou byt vybrédny z mnoha vektord v soudasnosti pouZivanych v
oboru. Vyhodné jsou vektory, které umo¥iiuji vysoky stuperni
exprese a zdroveil jsou G¢inné v p¥enosu poZadovaného genu.
Napfiklad miZe byt poufit rekombinantni adenovirovy vektor pJM17
(All et al., Gene Therapy 1: 367-84 (1994) ; Berkner K.L.,
Biotechnigues 6: 616-624 (1988), druhd generace adenovirovych
vektorti DE1/DE4 (Wang and Finer, Nature Medicine 2: 714-6
(1996)), nebo adeno-asociovany virov§ vektor AAV/Neo (Muro-Cacho
et al., J. Immunotherapy 11: 231-7 (1992)). D&le mohou byt
pouZity rekombinantni retrovirové vektory MFG (Jaffee et al.,
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Cancer Res. 53: 2221-6 (1993)) nebo LN, LNSX, LNCX, LXSN (Miller
and Rosman, Biotechniques 7: 980-9 (1989)). Alternativn& mohou
byt pouZity vektory odvozené od viru herpes simplex, jako je
PHSV1 (Geller et al., Proc. Natl. Acad. Sci 87: 8950-4 (1990))
nebo vakciniové vektory, jako je MVA (Sutter and Moss, Proc.
Natl. Acad. Sci. 89: 10847-51 (1992)).

Casto pouZivanymi specifickymi expresnimi jednotkami
obsahujicimi promotor a 3' sekvence jsou jednotky v plasmidu
CDNA3 (Invitrogen), plasmidu AH5, pRC/CMV (Invitrogen), pCMU II
(Paabo et al., EMBO J. 5: 1921-1927 (1986)), pZip-Neo SV (Cepko
et al., Cell 37: 1053-1062 (1984)) a pSRa (DNAX, Palo Alto, CA).
VloZeni genii do expresnich jednotek a/nebo vektorl mife byt
provedeno za pouziti technik genetického inZenyrstvi, jak jsou
popsany v manudlech jako je Molecular Cloning a Current Protocols
in Molecular Biology (Sambrook, J. et al., Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor Press (1989); Ausubel, F.M. et al., Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and
Willey Interscience (1989)). Vyslednd exprimovatelnd nukleova
kyselina miZe byt vloZena do bun&k lidského jedince za poufiti
jakékoliv metody, kterd je schopna umistit nukleovou kyselinu do
bunék v exprimovatelné form&, naptiklad jako C&st virového
vektoru, jak jsou uvedeny vySe, nebo ve form& holého plasmidu
nebo jiné DNA, nebo ve form& obalené ve specifickych liposomech
nebo ve falesnych erytrocytech (Friedman, T. Science 244:
1275-1281 (1989); Rabinovich, N.R. et al., Science, 265:
1401-1404 (1994)). Zplsoby pfenosu zahrnuji p¥imou injekci do
tkédni a nédorh, liposomdlni transfekci (Fraley et al., Nature
370: 111-117 (1980)), receptory zprostfedkovanou endocytosu
(Zatloukal et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 136-153 (1992)), a
genovy pfenos provedeny bombardovidnim &isticemi (Eisenbraun et
al., DNA and Cell Biol. 12: 791-797 (1993)).
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MnoZstvi stresového proteinu a proteinového antigenu HPV
(fasovanych, konjugovanych nebo nekovalentn& vézanych, jak bylo
popséano vyS8e) v prost¥edcich podle p¥edklddaného vyndlezu je
takové mnoZstvi, které produkuje ﬁéinnou imunostimuladéni reakci u
jedince. U&inné mno¥stvi je takové mno¥stvi, které po podéni vede
k indukci imunitni odpovédi. Krom& toho, mnoZstvi stresového
proteinu a proteinového antigenu HPV podané subjektu zivisi na
mnoha faktorech, jako je typ pouZitého proteinového antigenu HPV
a stresového proteinu, velikost, v&k, té&lesnd hmotnost, celkovy
zdravotni stav, pohlavi, dietni zvyklosti jedince, stejné& jako na
obecné imunologické reaktivit& jedince. Uprava uvedenych davek je
provedena odbornikem v oboru. Nap¥iklad, mnoZstvi stresového
proteinu a proteinového antigenu HPV mfe byt od 1 ug do 1 g,
lépe od 100 ug do 1 g a nejlépe od 1 mg do 1 g. U&inné mnoZstvi
prostfedku obsahujiciho expresni vektor je takové mnoZstvi, které
po poddni indukuje imunitni odpové&d proti proteinovému antigenu
HPV, ktery koduje. Dale, mnoZstvi expresniho vektoru podané
jedinci z&visi na mnoha faktorech, jako je typ pouZitého
proteinového antigenu HPV a stresového proteinu, velikost, vék,
t&lesnd hmotnost, celkovy zdravotni stav, pohlavi, dietni
zvyklosti jedince, stejné& jako na obecné imunologické reaktivité
jedince. Dal$i faktory, které je t¥eba brat v Gvahu, jsou zphsob
podani a typ pouZitého vektoru. Nap¥iklad, kdyZz je profylakticka
nebo terapeutickd lé¢ba provedena virovym vektorem obsahujicim
nukleovou kyselinu kodujici fGsni protein slofeny z proteinového
antigenu HPV a stresového proteinu, tak je G&inné mnoZstvi v
rozmezi 10* aZ 10**® bez-helperového, replikace-defektniho viru na
kg t&lesné hmotnosti, lépe 10° aZ 10** viru na kg t&lesné
hmotnosti a nejlépe 10° aZ 10*° viru na kg t&lesné hmotnosti.

Pfedklédan? vyndlez je dale dokreslen nasledujicimi p#iklady,
které nijak neomezuji rozsah pF¥edkladaného vynalezu.
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Priklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1: Izolace rekombinantnich stresovych proteint
Rekombinantni mykobakteridlni Hsp71

Plasmid Y311l obsahuje gen hsp 71 M. tuberculosis funk&n&
insertovany mezi expresnimi kontrolnimi sekvencemi (Mehlert, A.
and Young, D.B., Mol. Microbiol. 3: 125-130 (1989)). E. coli kmen
CG2027 (ziskany od C. Georgopoulos, University of Geneva,
Switzerland) obsahujici zkrédceny dnak gen, byl transformovén
plasmidem Y3111 pomoci standardnich technik (Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1982)).

Bakterie obsahujici plasmid Y3111 byly kultivovany p¥es noc v
2xYT mediu (20 g Trypton, 10 g kvasinkovy extrakt, 10 g NaCl na
litr) obsahujicim 100 ug/ml ampicilinu pri 37 °C, za michani (250
rpm) . 10% glycerolovy zdsobni roztok byl pfipraven z této kultury
a byl uskladné&n p¥i -70 °C. N&kolik sedkrabli ze zmrazend
glycerolové zdsoby bylo pouZito pro inokulaci v&tEi kultury,
kterd byla inkubovéna zpisobem uvedenym vySe po dobu pfibli¥n& 48
hodin. Po dosaZeni optické hustoty 2,5 a¥ 3,5 pfi 590 nm byly
butiky odebrany centrifugaci.

Nésledujici kroky byly provedeny p¥i 4 °C. Bun&&ni peleta byla
resuspendovana ve 3 ml lyza¥niho pufru na gram peletovanych
bun&k. SloZeni lyza¥niho pufru bylo 10 mM Tris-HCl, 2 mM
ethylendiamintetraacetatu (EDTA), 5 mM B-merkaptoethanolu, 10
pg/ml aprotininu, 10 pug/ml leupeptinu a ug/ml pepstatinu. K
bun&fné suspenzy byl p¥idan lysozym v kone&né koncentraci 0,14
mg/ml. Supenze byla potom zmrazena p¥i -70 °C.
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Bun&&nd suspenze byla potom rozmrazena a buiiky byly rozruSeny
sonikaci. Sonikovand suspenze byla centrifugovéna pfi 17000 rpm
po dobu 30 minut (JA-17 centrifuga, Beckmann). Do supernatantu se
pfidaval pevny (NH_)_SO_ do té doby, ne¥ byl roztok z 65%
nasyceny (NH_)_SO_. Po 30 minutové inkubaci se sm&s
centrifugovala zpisobem uvedenym vySe. Peleta byla rozpuit&na v Q
SEPHAROSE pufru A. Do tohoto roztoku se p¥idalo 10 ug/ml
aprotininu, 10 ug/ml leupeptinu a 1 ug/ml pepstatinu a roztok se
dialyzoval pfes noc proti 65 objemim Q SEPHAROSE pufru A
obsahujicim 30 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA, 5 mM
B-merkaptoethanolu. Dialyzovany roztok se prodistil centrifugaci,
jak byla uvedena vyde.

Dialyzovany roztok se aplikuje na Q SEPHAROSE kolonu
(Pharmacia) uvedenou do rovnovéhy Q SEPHAROSE pufrem A. Kolona se
promyje 2 objemy kolony stejného pufru. Eluce se provede
gradientem 0 aZ 600 mM NaCl. Frakce se testuji SDS-PAGE a barvi
se Coomasie Blue na p¥itomnost hlavniho 71 kDa polypeptidu (t.j.
rekombinantniho Hsp 71 proteinu M. tuberculosis). Frakce
obsahujici polypeptid se shromdfdi a nasyti se na 65% p¥idanim
pevného (NH_)_SO_ . Sm&€s se centrifuguje zpisobem popsanym vyde,
peleta se rozpusti v ATP Start pufru (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 20
mM. NaCl, 5 mM MgClz, 15 mM Rf-merkaptoethanolu, 0,1 mM EDTA) a
vysledny proteinovy roztok se dialyzuje pfes noc proti 65 objemdm
stejného pufru a prolisti se centrifugaci.

Dialyzovany proteinovy roztok se potom aplikuje na
ATP-agarosovou kolonu (Fluka) uvedenou do rovnovdhy ATP Start
pufrem. Kolona se promyje 1 objemem kolony ATP Start pufru s 1 M
NaCl. Eluce se provede ATP Start pufrem dopln&nym 10 mM ATP.
Eluat se nasyti na 65% (NH )_SO_ a vysraZfeny protein se odebere
zpisobem uvedenym vySe. Centrifugovani peleta se rozpusti a
dialyzuje se proti 200 objemim Blue SEPHAROSE pufru (30 mM
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Tris-HC1, (pH 7,5), 5 mM MgCl_, 5 mM 8-merkaptoethanol) .

Dialyzovany proteinovy roztok se aplikuje na Blue SEPHAROSE
kolonu (Pharmacia) uvedenou do rovnovéhy Blue SEPHAROSE pufrem.
Kolona se promyje 1,5 objemy kolony stejného pufru. Pritokové a
vyplachové frakce (obsahujici Hsp 71) se odeberou jako jeden
soubor. Cistota kone&ného pripravku se hodnoti SAD-PAGE
a barvenim Coomassie mod¥i, westernovou analyzou (Maniatis et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1982); viz Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989)) za pouZiti monoklon&lnich protilétek specifickych
pro mykobakteridlni Hsp7l a E. coli DnaK, v p¥islufném poradi,

a pomoci testld na ATPasovou aktivitu. P¥ipravky maji obvykle
vy881i neZ 90% &istotu podle charakteru barveni p¥ipravka v gelech
barvengch Coomasie mod¥i, a vyhodn&ji maji vySEi ne? 95% &istotu
a obsahuji méné neZ 1% E. coli GroEL a %&dny detekovatelny E.
coli DnakK.

Rekombinantni mykobakteridlni Hspé5

Plasmid RIB 1300 obsahuje gen hsp65 M. bovis funk&n&
insertovany mezi expreSnimi kontrolnimi sekvencemi (Thole, J.E.R.
et al., J. Exp. Med. 178: 343-8 (1993)). E. coli kmen M1546
byl transformovan plasmidem RIB 1300 (Thole, J.E.R., vySe) pomoci
standardnich technik (Maniatis et al., Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1982)).

Inokulum bakterii obsahujicich plasmid RIB 1300 bylo
kultivovano do saturace na NCZYM mediu (10 g N-Z aminu A, 5
g Bacto kvasinkového extraktu, 1 g kasaminokyselin, 5 g NaCl,
2 g (NH)_SO_ .7H O na litr) obsahujicim 200 pg/ml ampicilinu p¥i
28 °C, za miché&ni (250 rpm). Tato kultura byla pouZita pro
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inokulaci v&t8i kultury, kterd byla inkubovéna zplisobem uvedenym
vySe do dosafeni optické hustoty 0,3 a¥ 0,6 p¥i 590 nm. Produkce
rekombinantniho proteinu byla iniciovéna rychlym zvySenim teploty
kultivace na 42 °C inkubaci ve vodni l&zni. Kultura byla
udrZovéna p¥i této teplotd po dobu 3 hodin za miseni. Bakterie
byly odebrany centrifugaci a byly resuspendoviny v 6 objemech
lyza¢ni pufru na bakteridlni peletu. SloZeni lyza&niho pufru bylo
10 mM Tris-HCl1 (pH 8,0), 10 mM ethylendiamintetraacetatu (EDTA) ,
0,1 mM PMSF a 0,1% RIVM BA (0,104 g 4-amino-benzamidin-2HC1,
0,066 g kyseliny epsilon-aminokaproové na 50 ml). Lysozym byl
pfidan v konefné koncentraci 0,1 mg/ml a supenze byla potom
zmrazena p¥i -70 °C.

Bakteridlni suspenze byla rozmrazena a byla umist&na p¥i 4 °C.
Nésledujici kroky byly provedeny p¥i této teplot&. Kompletni 1¢za
bakterii byla provedena sonikaci. Sonikovany roztok byl
centrifugovén p¥i 17000 rpm po dobu 30 minut na JA-17 centrifuze
(Becman) . Do supernatantu se p¥idéval nasyceny roztok (NH_) _SO_
do té doby, neZ byl roztok z 20% nasyceny (NH_)_SO_. SraZenina se
odstranila centrifugaci (viz vySe) a odebrala se. Supernatant se
z 55% nasytil (NH_)_SO_. Peleta vznikld po dal3i centrifugaci
byla rozpuSté&na v TE pufru (10 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 15 mM
B-merkaptoethanol, 1 mM EDTA). Proteinovy roztok v TE se potom
dialyzoval proti 50 objemim kolony TE pufru.

Po centrifugovani (zpisobem uvedenym vySe) pro odstrandni
vysrdZeného materidlu se dialyzovany proteinovy roztok aplikoval
na DEAE SEPHAROSE (pharmacia) kolonu. Po promyti TE pufrem se
proteiny eluovaly gradientem 0-300 mM NaCl v TE pufru. Frakce
obsahujici Hsp65 M. bovis BCG byly identifikovany SDS-PAGE a
barvenim Coomassie mod¥i a byly shromidZd&ny. K tomuto materiilu
bylo pfidano 10 ug/ml aprotininu, 10 pg/ml leupeptinu a 1 pg/ml
pepstatinu a tento materidl byl koncentrovdn v Amicon kyvet& za
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pouziti YM30 membrény.

Koncentrovany materidl byl aplikovdn na S-200 SEPHACRYL
(Pharmacia) kolonu uvedenou do rovnovahy 8200 pufrem (10 mM
Na_HPO_ (pH 6,8), 150 mM NaCl a 15 mM #-merkaptoethanol). Eluce
byla provedena stejnym pufrem. Frakce byly testovdny na
p¥itomnost mykobakteridlniho Hspé65 zplsobem uvedenym vySe a
pozitivni frakce obsahujici vysoce &isty protein byly shromiZdény
a byly dialyzovany pfes noc proti HAP pufru (10 mM Na_HPO_ (pH
6,8), 15 mM R-merkaptoethanol) .

Dialyzovany materidl byl aplikovan na hydroxyapatitovou
(Bio-Rad; Bio-Gel HTP gel) kolonu uvedenou do rovnovdhy v HAP
pufru. Kolona byly promyta 3 objemy kolony 1 mM MgCl,6 a 15 mM
B-merkaptoethanolu a potom 1 mM Na_HPO_ (pH 6,8), 15 mM
R-merkaptoethanolu. Protein byl eluovan 10-60 mM fosfatovim
gradientem. Frakce byly testovény zpusobem uvedenym viyfe a
pozitivni frakce byly shroméZdény, koncentrovany a p¥eneseny do
0,85% NaCl pomoci gelové filtrace p¥es PD10 (Pharmacia). Cistota
konetného pripravku se hodnoti SAD-PAGE a barvenim Coomassie
mod¥i, westernovou analyzou za pouZiti protiléatek specifickych
pro E. coli DnaK a GroEL. P¥ipravky maji obvykle vy88i neZ 90%
¢istotu a neobsahuji vice neZz 0,5% E. coli GroEL a 0,1-0,1% E.
coli DnakK.

P¥ipravky Hsp mohou byt depyrogenovény bud afinitni
chromatografii na DetoxiGel pryskyfici (Pierce),adici polymyxinu
B nebo extrakci s detergenty jako je Triton X-114 nebo X-100.
Redukce obsahu lipopolysacharidd miZe byt sledovdna "limulus
amoebocytovim testem" (LAL; Biowhittaker, QCL 1000). Hsp
p¥ipravky mohou byt uskladnény v pufru p¥i -70 °C, nebo mohou byt
skladovany jako suché pelety po lyofilizaci, vyhodné& p¥i -70 °C.

so ey
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P¥iklad 2: P¥iprava konjugitl tvo¥enych proteinovym antigenem a
stresovym proteinem

Tento pfiklad je ilustraci technik, které mohou byt pouZity
pro pfipravi konjugatd mezi stresovym proteinem a proteinovym
antigenem, v tomto p¥ikladu peptidem odvozenym od nukleoproteinu
viru ch¥ipky (NP).

Syntéza stresového proteinu (Hsp7l1) a antigenu (NP.B)

Hsp71 M. tuberculosis byl p¥ipraven zplGsobem popsanym v
pfikladu 1. NP peptid (zde oznaovany jako NP.B; Motal, U.M.A. et
al., Bur. J. Immunol. 25: 11214 (1995) a odkazy zde citovand) s
aminokyselinovou sekvenci (C)VQLASNENMETM (SEQ ID NO: 1; peptid
obsahuje extra-amino termindlni cysteinovy zbytek) odpovidajici
zbytkim 363-374 v kompletnim NP a obsahujici zndmy CTL epitop
(H-2b-restrihovany) byl p¥ipraven synteticky (0,25 mM) na Applied
Biosystems model 431A syntezétoru peptidd za poufiti Fmoc
(9~fluorenylmethyloxy-karbonyl) jako a-amino chréanici skupiny a
HMP (Wang) pryskyfice jako pevného nosile. VSechny aminokyseliny
a chemickd €inidla byla zakoupena od Applied Biosystems. NP.B byl
od8t&pen od pryskyfice a chranici skupiny pro vedlej%i Fet&zec
byly odstran&ny inkubaci NP.B-prysky¥ice za stdlého miseni po
dobu 3 hodin ve 2 ml sm&si pfipravené smisenim 10 ml kyseliny
trifluoroctové, 0,5 ml vody, 0,75 g krystalického fenolu, 0,25 ml
ethandithiolu a 0,5 ml thiocanisolu. St&pici sm&s byla filtrovana
do 40 ml ledov& chladného diethyletheru. Nerozpustny materi&l byl
odebréan centrifugaci pfi 5000 x g po dobu 8 minut. Ether byl
dekantovén a peleta byla t¥ikrat promyta resuspendovénim v
chladném diethyletheru, po kterém ndsledovala centrifugace. Po
poslednim promyti byla peleta suSena na vzduchu, p¥enesena do
destilované vody a lyofilizovéna.
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Chemickd konjugace NP.B peptidu na Hsp71 a diftericky toxoid

Konjugace byla provedena s Hsp 71 a - pro ziskdni standardu
pro srovndni Gdinnosti specifické stimulace CTL aktivity - také
na b&Zn& pouZivany nosi& proteint, kterym je diftericky toxoid
(zkratka DT; DT byl ziskén od Wako Chemicals).

Roztoky obsahujici aktivovany nosi¢ a protein: 9 mg Hsp71 bylo
rozpuSt&no v 4,5 ml 0,1 M pufru tvo¥eného boritanem sodnym, pH
8,0. K proteinu byl p¥idén Sulfo-MBS (m-maleiimidobenzoyl-N-
-hydroxy-sulfosukcinimid ester) (2,3 mg ve 100 ul
dimethylsulfoxaminu) a reakéni sm&s byla inkubovédna po dobu 1
hodiny p¥i teplot& okoli. Potom bylo pH sm&si upraveno na pH 6,0
a reak®ni sm&s byla dialyzovéna p¥es noc p¥i 4 °C proti 1 litru
20 mM fosfore&nanu sodného a 150 mM NaCl, pH 5,6. DT byl
p¥ipraven podobné.

Redukované peptidové roztoky: Pro kafdou konjugadni reakci
byly 3 mg peptidu rozpuStény ve 100 gl 0,1 M 8-merkaptoethanolu.
Po 1 hodiné& inkubace, kterd umoZnila redukci peptidu, se reduk&ni
¢inidlo odstranilo sufenim reak®ni sm&si ve SpeedVac centrifuze.
Peptid se znovu rozpustil ve 0,5 ml destilované vody, do které se
pfidavaly 5 ul alikvoty 1 N NaOH, dokud nebyl peptid zcela
rozpu$té&n. Pro konjugalni reakce s DT bylo 6 mg peptidu
redukovéno a potom rozpufténo v 1 ml vody.

pPH aktivovanych roztokl nosié-protein byle upraveno pomoci 0,1
N NaOH na 6,8. Roztok obsahujici 3 mg aktivované&ho noside-
proteinu reagoval s 0,5 ml roztoku redukovaného peptidu (nebo 1
ml roztoku redukovaného peptidu pro konjugaci s DT) po dobu 3
hodin p¥i teploté& okoli za st&lého miseni. Pro odstran&ni
nezreagovaného peptidu byl vysledny roztok obsahujici konjugat
dialyzovén p¥es noc p¥i 4 °C proti 1 litru 20 mM fosfore&nanu
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sodného a 150 mM NaCl, pH 7. Koncentrace proteinu byla stanovena
BCA testem. U¥innost konjugace p¥i pou¥iti tohoto postupu byla
stanovena v p¥edchozich pilotnich pokusech za pouéiti
radioaktivn& znafeného NP.B peptidu. Bylo zji¥t&no, ¥e pom&r

peptid:protein je 17:5 pro konjugat NP.B-Hsp71 (71.NP) a 10:1 pro

NP.B-DT (DT-NP).

Pfiklad 3: P¥iprava HSP-E6 a HSP-E7 fdsnich gent

P¥iprava bakteridlniho expresniho vektoru pET65H

Plasmid RIB 1300 obsahuje gen hsp65 M. bovis (Thole, J.E.R. et
al., J. Exp. Med. 178: 343-8 (1993)). Par primert pro amplifikaci
hspé5 genu byl syntetizovén na automatizovaném oligonukleotidovém

syntezdtoru a byl p¥elistén za pouZiti b&¥nych technik. Primer

vbe sméru kodujici sekvence obsahoval NdeI restriké&éni misto a m&l

nukleotidovou sekvenci 5'- AAT CAC TTC CAT ATG GCC AAG ACA ATT.
Reversni primer obsahoval EcoRI a Nhel mista sousedici se stop

kodonem a m&l nukleotidovou sekvenci 5' CGC TCG GAC GAA TTC TCA
GCT AGC GAA ATC CAT GCC.

Polymerasovd Yet&zovéd reakce (PCR) byla provedena za pouZiti
vy8e uvedeného péru primerd a pRIB 1300 jako DNA templ&tu. PCR
fragmenty byly dvojité& traveny restrik®nimi endonukleasami NdelI
a EcoRI a byly ligovany do NdeI/EcoRI-dvojit& trédveného pET28a
(Invitrogen) za pouZiti b&Znych subklonovacich postupd (Maniatis
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1982)). Transformace-kompetentni bufiky
E. coli kmene DH5¢ byly transformovény ligaéni sm&si a byly
umistény na agar obsahujici 100 ug/ml ampicilinu. Kolonie
trangformovanych bun&k byly izolovény a byla p¥ipravena
plasmidova DNA a byla analyzovéna na p¥itomnost hspé5 genu a
vektorovych sekvenci pomoci restrik&niho mapovani a sekvenovani
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nukleotidd@. Byly identifikovény sprivné konstrukty (oznadené
PET65H) obsahujici mykobakteridlni hspé5 gen a byly
transformovany do E. coli kmene BL21 (DE3; Novagen) pro analyzu
exprese hsp65 genu. Schematickd mapa konstruktu pET65H je uvedena
na obr. 1. Pro testovéni exprese Hspé5 byly transformované
bakterie kmene BL21 kultivovény, indukovény a sklizeny podle
nédvodu vyrobce (Novagen). Bakterie byly lyzovany a rozpustny
materidl, stejn& jako materidl solubilizovany z inklusnich
t&lisek guanidiniumhydrochloridem (Maniatis et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989) byl zpracovan elektroforesou na SDS-PAGE a anti-Hspé5
imunoblotem za pouZiti monoklondlni protilatky specifické pro
mykobakteridlni stresovy protein.

P¥iprava konstruktu pro expresi Hspé5-HPV16E6 flsniho proteinu
v bakteriich

Kompletni HPV16-E6 kodujici region byl insertovan na
karboxy-konci hspé65 genu v pET65H.

Plasmid pHPV16 obsahuje kompletni genom HPV16 v Bluescript
vektoru SK (ATCC 45113). Pro nukleotidovou sekvenci genomu HPV1é6
viz Seedorf et al., Virology 145: 181-5 (1985). Par primerl pro
amplifikaci E6 genu byl syntetizovin na automatizovaném
oligonukleotidovém syntezétoru a byl p¥elistén za pouZiti b&Znych
technik. Primer vbe sméru kodujici gsekvence obsahoval Nhel
restrikéni misto a mé&€l nukleotidovou sekvenci 5'- AAA AGC AGA GCT
AGC ATG CAC CAA AAG. Reversni primer obsahoval EcoRI a stop kodon
a mé&l nukleotidovou sekvenci 5' CTC CAT GAA TTC TTA CAG CGT GGT.

Polymerasova feté&zova reakce (PCR) byla provedena za pouZiti
vySe uvedeného péru primerl a pHPV16é jako DNA templ&atu. PCR
fragmenty byly dvojité trdveny restrik&nimi endonukleasami Nhel
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a EcoRI a byly ligovany do NheI/EcoRI-dvojit& triveného pET65H za
pouZiti b&Znych subklonovacich postupt (Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1982)). Transformace-kompetentni bufiky E. coli
kmene DH5¢ byly transformovény ligadni sm&si a byly umist&ny na
agar obsahujici 100 ug/ml ampicilinu. Kolonie transformovangch
bun&k byly izolovény a byla p¥ipravena plasmidovd DNA a byla
analyzovédna na pfitomnost hspé5-E6 fisniho genu a vektorovych
sekvenci pomoci restrik&niho mapovani a sekvenovani nukleotidd.
Byly identifikovény sprdvné konstrukty (oznalené pET65HE6)
obsahujici hspé65-E6 flsni gen a byly transformovény do E. coli
kmene BL21 (DE3; Novagen) pro analyzu exprese fisniho genu.
Schematicka mapa konstruktu pET65HE6 je uvedena na obr. 2. Pro
testovédni exprese Hsp65-E6 byly transformované bakterie kmene
BL21 kultivovany, indukovény a sklizeny podle nédvodu vyrobce
(Novagen) . Bakterie byly lyzovadny a rozpustny materidl, stejné
jako materidl solubilizovany z inklusnich t&lisek
guanidiniumhydrochloridem (Maniatis et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)
byl zpracovén elektroforesou na SDS-PAGE. Jako standard byl

v paralelni drize pouZit Hspé5. Exprese Hspé5-E6 se projevila
jako prouZek siln& se barvici Coomassie mod¥i migrujici o n&co
pomaleji (zfetelnd molekulovd hmotnost (MOO) p¥ibliZn& 73 kbDa),
neZ skutelny Hspé65 (z¥etelnd molekulovad hmotnost p¥ibliZn& 56
kDa) ve vzorcich z pET65HE6-transformovanych bakterii, ktery
nebyl p¥itomen v p¥isluSnych netransformovanych bakteriich.

Pr¥iprava konstruktu pro expresi Hsp65-HPV16E7 fhsniho proteinu
v bakteriich

Kompletni HPV16-E7 kodujici region byl insertovan na
karboxy-konci hspé65 genu v pET65H.
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Par primerll pro amplifikaci E7 genu byl syntetizovén na
automatizovaném oligonukleotidovém syntezdtoru a byl p¥elistén za
pouZiti bé&Znych technik. Primer ve sméru kodujici sekvence
obsahoval NheI restrikéni misto a mé&l nukleotidovou sekvenci 5'-
AAC CCA CCT GCT AGC ATG CAT GGA GAT. Reversni primer obsahoval

EcoRI a stop kodon a m&l nukleotidovou sekvenci 5' AGC CAT GAA
TTC TTA TGG TTT CTG.

Polymerasova F¥eté&zovad reakce (PCR) byla provedena za pouziti
vySe uvedeného pdru primert a pHPV 16 jako DNA templédtu. PCR
fragmenty byly dvojité€ tréveny restrikénimi endonukleasami Nhel
a EcoRI a byly ligovédny do NheI/EcoRI-dvojité& traveného pETH65
(Invitrogen) za pouZiti bé&Znych subklonovacich postupt.
Transformace-kompetentni builky E. coli kmene DH5«a byly
transformovany ligafni smé&si a byly umistény na agar obsahujici
100 pg/ml ampicilinu. Kolonie transformovanych bunék byly
izolovany a byla p¥ipravena plasmidovd DNA a byla analyzovéna na
p¥itomnost hspé65-E7 flisniho genu a vektorovych sekvenci pomoci
restrik&niho mapovani a sekvenovani nukleotidd. Byly
identifikovény spravné konstrukty (oznafené pET65HE7) obsahujici
hep65-E7 flsni gen a byly transformovény do E. coli kmene BL21
(DE3; Novagen) pro analyzu exprese flsniho genu. Schematickd mapa
konstruktu pET65HE7 je uvedena na obr. 3. Pro testovani exprese
Hsp65-E7 byly bakterie kmene BL21 transformované pET65HE7
kultivovany, indukovany a sklizeny podle névodu vyrobce
(Novagen) . Bakterie byly lyzovany a rozpustny materidl, stejné
jako materidl solubilizovany z inklusnich té&lisek
guanidiniumhydrochloridem byl zpracovan elektroforesou na
SDS-PAGE a anti-E7 imunoblotem za pouZiti monoklonélni protilatky
specifické pro HPV16 E7 (Zymed Laboratory Inc., katalogové &.
28-0006) .
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Pfiklad 4: Exprese a p¥eli¥t&ni flsnich proteint
Exprese a pf¥eliSt&ni Hsp65-E6 flisniho proteinu: postup 1

Konstrukt pET65HE6 byl transformovédn do E.coli kmene BL21
(DE3; Novagen) a transformované buliky byly kultivovény v 6
litrovych kulturdch na 2 x YT mediu (20 g Trypton, 10 g
kvasinkovy extrakt, 10 g NaCl na litr) obsahujicim 30 ug/ml
kanamycinu p¥i 30 °C. Pro kaZdou kulturu byla p¥i dosa¥eni
density 0,5 (OD
0,5 mM isopropyl-thio-galaktopyranosidu, a kultura byla potom
inkubovéna po dobu dalfich 3 hodin p¥i 37 °C. Butiky byly zisk&ny
centrifugaci, byly suspendovany v 90 ml lyza&niho pufru (10 mM
Trig-HCl, 0,5 mM B-merkaptoethanol, pH 7,5) obsahujicim 200 ug/ml
lysozymu a byly zmrazeny p¥i -70 °C. O jeden den pozd&ji byla
zmrazend bun&®nd suspenze rozmrazena ve vodni l&zni p¥i 37 °C a
byla doplnéna 2 ug/ml aprotininu, 2 ug/ml leupeptinu, 2 pg/ml
pepstatinu a 2 mM PMSF. VSechny dal3i kroky byly provedeny p¥i
0-4 °C. Lg¥za bundk byla provedena sonikaci a nerozpustny materiél
byl odstran&n centrifugaci p¥i 17000 rpm po dobu 15 minut
(JA-centrifuga, Beckmann). Peletovany materidl byl promyt dvakrat
lyzalnim pufrem a potom byl za pouZiti sonikace solubilizovén v
90 ml pufru A (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 6 M guanidinium-
hydrochlorid) . Nerozpustny materidl byl odstrandn centrifugaci,
jak byla popséna v§Se. Solubilizovany materi&l byl potom
aplikovan na kolonu obsahujici 50 ml niklové pryskyfice s
chela®ni schopnosti pro kovy (Chelating Sepharose Fast Flow;
Pharmacia), které byla uvedena do rovnovadhy pufrem A. Navézany

soo) indukovéna exprese fasniho proteinu pomoci

fGsni protein byl pomalu skl&dan na prysky¥ici za pouZiti 0-1

M gradientu NaCl. Potom byla prysky¥ice promyta 5 objemy pufru
B (1 M NaCl) pro odstran&ni zbytkového guanidiniumhydrochloridu,
a 5 objemy pufru C (50 mM imidazol, pH 7,5, 0,5 mM
B-merkaptoethanol, 150 mM NaCl) pro odstran&ni kontaminujicich

oo
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proteint. Flisni protein byl eluovén 6 objemy 50-500 mM linedrniho

imidazolového gradientu v pufru C. Shromdfd&ny, eluovany protein
byl dialyzovédn p¥es noc proti p¥ibli¥n& 40 objemiim Dulbecco
fosfatem pufrovaného salinického roztoku (2,7 mM KH_PO_, 4,3 mM
Na_HPO_, 2,7 mM KCl, 0,137 mM NaCl), byl koncentrovéan
ultrafiltraci (Amicon, limit molekulové hmotnosti 30 kDa) a byl
zpracovan na Detoxin prysky¥ici uvedené do rovnovihy v Dulbecco

fosfatem pufrovaném salinickém roztoku pro odstran&ni endotoxinti.

Exprese a predidté&ni Hspé65-E6 flsniho proteinu: postup 2

Konstrukt pET65HE6 byl transformovéan do E.coli kmene BL21
(DE3; Novagen) a transformované buiky byly kultivovany ve 12
litrovych kulturdch na 2 x YT mediu (20 g Trypton, 10
g kvasinkovy extrakt, 10 g NaCl na litr) obsahujicim 30 pg/ml
kanamycinu p¥i 30 °C. Pro kaZdou kulturu byla p¥i dosaZeni
density 0,5 (OD___) indukovéna exprese flsniho proteinu pomoci
0,5 mM isopropyl-thio-galaktopyranosidu, a kultura byla potom
inkubovéna po dobu dalSich 3 hodin p¥i 37 °C. Bufiky byly ziskany
centrifugaci, byly suspendovany ve 180 ml lyzadniho pufru (10 mM
Tris-HCl, 0,5 mM R-merkaptoethanol, PH 7,5) obsahujicim 200
pg/ml lysozymu a byly zmrazeny p¥i -70 °C. 0 jeden den pozd&ji
byla zmrazend bun&fnéd suspenze rozmrazena ve vodni lazni p¥i 37
°C a byla doplné&na 2 pug/ml aprotininu, 2 ug/ml leupeptinu, 2
pg/ml pepstatinu a 2 mM PMSF. VSechny dalZi kroky byly provedeny
pfi 0-4 °C. Lyza bun&k byla provedena sonikaci a nerozpustny
materidl byl odstranén centrifugaci p¥i 17000 rpm po dobu 15
minut (JA-centrifuga, Beckmann). Peletovany materidl byl promyt
dvakrat lyzaénim pufrem a potom byl za pouZiti sonikace
solubilizovén ve 180 ml pufru A (50 wM Tris-HCl, pH 7,5, 6
M guanidinium-hydrochlorid). Nerozpustny materidl byl odstranén
centrifugaci, jak byla popséna vyfe. Solubilizovany materidl byl
potom aplikové&n na kolonu obsahujici 50 ml niklové pryskyFice
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s chela&ni schopnosti pro kovy (Chelating Sepharose Fast Flow;
Pharmacia), které byla uvedena do rovnovahy pufrem A. Navédzany
fdsni protein byl promyt pufrem D (pufr A s 5% Triton X-100)

a potom byl pomalu skléddn na prysky¥ici za pouziti 0-1

M gradientu NaCl. Potom byla prysky¥ice promyta 5 objemy pufru

E (1 M NaCl, 1% Triton X-100) a 5 objemy pufru B (1 M NaCl) pro
odstran&ni zbytkového guanidiniumhydrochloridu, a potom 5 objemy
pufru F (50 mM imidazol, pH 7,5, 0,5 mM B-merkaptoethanol, 0,5

M mM NaCl, 15% glycerol) pro odstran&ni kontaminujicich proteind.
Fasni protein byl eluovén 6 objemy 50-500 mM linedrniho
imidazolového gradientu v pufru F. Shrom&zd&ny, eluovany protein
byl dialyzovén p¥es noc proti p¥ibli¥n& 40 pufru G (30 mM
Tris-HCl, pH 6,2, 2 mM EDTA, 5 mM B-merkaptoethanol, 15%
glycerol) a byl aplikovdn na 50 ml SP-Sepharosovou kolonu
uvedenou do rovnovédhy ve stejném pufru. Fasni protein (p¥ibliZné&
42 mg, predstavujici p¥ibli¥n& 50% celkového fhisniho proteinu
pfitomného v nefrakcionovaném extraktu) byl ziskén z vytokové
frakce, byl dialyzovédn pfes noc proti p¥ibli¥n& 40 objemim
Dulbecco fosfatem pufrovaného salinického roztoku (2,7 mM
KH?_PO4, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KC1, 0,137 mM NaCl), byl
koncentrovan ultrafiltraci (Amicon, limit molekulové hmotnosti
30 kDa) .

Hsp65-E7 flisni protein byl exprimovén a p¥e&ifté&n stejnym
zplisobem. Cistota flsnich proteint byla hodnocena SDS-PAGE a
barvenim geld Coomassie mod¥i. Proteiny m&ly obvykle 70-90%
Cistotu po postupu 1 a pF¥ibliZn& 95% &istotu po vyhodn&jSim
postupu 2. Koncentrace endotoxint po prediiténi postupem 2 byly
niZz&i neZ 20 EU/mg proteinu.

Pfiklad 5: Imunizace pomoci HSp65-E6 a Hsp65-E7

Samice C57/BL/6 my8i st&¥i do osmi t¢ydnt byly zigkdny od
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Charles River Laboratory (St. Constant, Quebec, Canada). Skupiny
Sesti aZ osmi my3% byly imunizovany podkoZn& v oblasti gije
stejnymi mnoZstvimi Hsp65-E6 a Hsp65-E7 flsnich proteint v
Dulbecco fosfotem pufrovaném salinickém roztoku, kde tyto
proteiny byly p¥edi¥t&ny zpisobem popsanym v p¥ikladu 4. Celkové
podané davky flisnich proteint byly 20 ug nebo 200 ug, v
prislusném po¥adi. Negativni kontrolni imunizace byla provedena
Freundovym nekompletnim adjuvans v salinickém roztoku (IFA) a
pozitivni kontrolni imunizace byla provedena 100 ug syntetického
HPV 16 peptidu tvo¥eného zbytky 44 - 62 v IFA a salinickém
roztoku. Vzhledem k podanym davkam fdsnich proteini pfedstavuje
toto mnoZstvi E7 peptidu 20 nebo 200-néasobek, v prisluiném
poradi. Imunizace byla opakovana o 14 dni pozd&ji. 20 dni po
druhé imunizaci byly my3i infikovany podko¥ni injekci v oholené
oblasti krku 1,3 x 10°% E7-exprimujicimi nddorovymi bufikami TC-1.
Incidence néddoru byla skorovéana jako pritomnost &i nep¥itomnost
nadoru p¥i vizudlnim pozorovani a palpaci ka%dé dva dny po dobu
50 dnli. TC-1 n&dorovd bun&&na linie exprimujici HPV1é E7 protein
byla zisk&na z primérnich plicnich bun&k C57/B1/6 mysi
imortalizaci a transformaci HPV16 E6 a E7 geny a byla aktivovana
lidskym c-Ha-ras genem, jak popsali Lin et al., (Cancer Res. 56:
21-26 (1996)). Pro inokulaci nidoru byly TC-1 buiiky, ziskané od
Dr. T.C. Wu (The Johns Hopkins Medical Institution, Baltimore,
MD) kultivovény do 60-70% konfluence v RPMI 1640 mediu doplné&ném
10% fetdlnim telecim sérem (Hyclon, Logan, UT), neesenci&lnimi
aminokyselinami, glutaminem, pyruvatem, gentamycinem,
f-merkaptoethanolem, 0,4 mg/ml Geneticinu® (Life Technologies,
Grand Island, NY) a 0,2 mg/ml hygromycinu B p¥i 37 °cC. Buniky byly
sklizeny trypsinizaci a resuspendovanim v Hankovu pufrovacim
roztoku v koncentraci 6,5 x 105 bunék/ml.

Vy¥sledky jednoho takového pokusu jsou uvedeny na obr. 4.
Kratce po inokulaci nartistala incidence nadorti ve vB3ech skupindch
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(mezi 5 a 15 dny po inokulaci). Zatimco pro IFA skupinu ztstévala
incidence vysokéd, dramaticky klesla na 0% pro skupinu lé&enou 200
pg fGsniho proteinu nebo E7 peptidem v IFA. St¥edni v¥sledky byly
ziskény pro skupinu lé&enou 20 ug flisnich proteind. Proto lze
Fici, Ze imunizace za pouZiti Hspé65-E6 a Hsp65-E7 fdsnich
proteind za nepfitomnosti jakéhokoliv adjuvans G&inn& chréni my#i
pfed letdlni expozici nddorovym. bufikdm exprimujicim E7. Souhrnné
vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Reakce na druhou expozici TC-1 nddorovym buiikam

Skupina Procentudlni incidence nadort™
po 1. expozici po 2. expozici
(den 54) (den 79)

IFA nebo nic™~ 83 (5/6) 100 (4/4)

ug fasnich proteint 25 (2/8) 25 (1/4)

pg fasnich proteint 0 (0/8) 0 (0/4)

E7 peptid v IFA 0 (0/8) 0 (0/4)

T V zdvorkédch je uveden polet zvi¥at s nddorem/celkovy polet
zvifat na skupinu. V pravém sloupci byla zvi¥ata sledovéna na
pfitomnost nebo absenci nddoru po dobu dalfich 25 dnd (po 2.
expozici) .

Jako kontrola pro 2. expozici nddoru byla pro srovnédni pouZita
skupina neimunizovanych zvifat.

Pfiklad 6: Expozice imunizovanych zvi¥at 2. davce nadorovych
bun&k

Pro hodnoceni trvéni imunitni odpov&di na HPV antigeny byly
skupiny o &tyfech preZivajicich zvi¥atech z p¥edeSlého pokusu (v
den 54), jak ze skupiny, které byl poddn fisni protein, tak ze
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skupiny, které byl podén E7 peptid/IFA, vystaveny druhé divce 1,3
x 10® Zivych TC-1 nadorovych bundk na zvi¥e. Jako kontrola byla
pouZita skupina naivnich my#i, kter§m byla podéna stejnd davka
nadorovych bun&k. Incidence n&dort byla hodnocena o 25 dnt
pozd&ji.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Zvi¥ata imunizovand fdsnimi
proteiny nebo E7 peptidem/IFA byla zcela nebo tém&¥ zcela
chranéna p¥ed druhou davkou, zatimco neimunizovanid zvi¥ata m&la
100% incidenci n&doru.

Pfiklad 7: Cytolytick&d aktivita splenocytd od imunizovanych
neimunizovanych zvitat

My8i ve skupindch, kterym byl poddn fisni protein, peptid
nebo které nebyly imunizovény, byly utraceny zlomenim vazu a byly
odebrany jejich sleziny. Byla pFripravena jedna bun&ind suspenze
ze slezin a byla promyta jednou v Hankov& pufrovaném roztoku
dopln&ném 5% fetdlnim telecim sérem. Lymfoidni budiky byly
restimulovény kultivaci 20 x 10° %ivych bund&k s 2 x 10°€
mitomycinem C zpracovanych TC-1 bun&k po dobu 5 dnd v RPMI 1640
mediu dopln&ném 10% fetdlnim hov&zim sérem, 2 mM L-glutaminu, 1
mM pyruvdtu sodného, 50 uM 2-merkaptoethanoplu a 50 ug/ml
gentamycinsulfatu p¥i 37 °C a 5% CO_. Potom byly ziskény
splenocyty (efektorové butiky) a byly poufity v testech CTL
aktivity, jak jsou popsany déle.

TC-1 a HLA typové odpovidajici bun&&né linie EL4 a MC57G
neexprimujici E7 epitop byly pouZity jako cilové bufiky. Buiiky
byly inkubovény po dobu 90 minut se 150 uCi Na_®*CrO_

a - v pripadé EL4 bun&k - také s 10 ug nukleoproteinpeptidu, __
-3, Ch¥ipkového viru na 10° bun&k. Po ddkladném promyti pro
odstranéni nadbytku radioaktivniho &inidla bylo 5 x 10® znadenych
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cilovych buné&k sou&asn& kultivovano s restimulovanymi
efektorovymi buflkami v riznych pom&rech efektorovych ku cilovim
butikdm. Po 4-5 hodinové inkubaci byly kultiva&ni plotny
centrifugovany po dobu 5 minut p¥i 200 x g a 100 pl alikvoty
supernatantu obsahujiciho radiocaktivni &inidlo uvoln&né z bundk
byly odebiradny do Beckman Ready Caps. Radioaktivita byla m&Fena
scintila&né&. Pro stanoveni spontdn& uvoln&né a celkovd
uvolnitelné radioaktivity byly supernatanty z kultur obsahujicich
pouze cilové buiiky nebo cilové buiiky lyzované adici Triton X100
odebrény a jejich radioaktivita byla stanovena zptsobem uvedenym
vySe. V¥sledky jsou vyjad¥eny jako % korigované 1¥zy, které je
vypodité&no podle vzorce:

% korigované 1lyzy = 100 x (cpm

test—cpmspont)/(Cpmcelk._cpmspont)

kde cpm__ je radioaktivita uvoln&néd z konkrétni soudasné

kultivace, cpm

st
je sponté&né uvolnénd radioaktivita v kulture
cilovych bun&k a cpm__

spPOon
cas J€ radiocaktivita uvolné&nd po lyzy
cilovych buné€k Triton X100. CTL testy byly provedeny t¥ikrat a
jsou uvedeny prum&rné hodnoty.

Vysledky pokusu za pouZiti TC-1 bun&k jako cilovych bun&k
jsou uvedeny na obr. 5. 40% a 25% l¥za TC-1 bun&k byla zplsobena
efektorovymi bufikami (pouZitymi v mnoZstvi 100-krat vy%&im ne¥
cilové builky)ziskanymi od zvifat imunizovangych 200 ug a 20 Ug
fasnich proteinti, v p¥isluiném potadi.

Ve druhém pokusu byla specificita CTL aktivity testovéna za
pouZiti splenocytli od zvifat imunizovanych 20 ug fasniho
proteinu. Vysledky uvedené na obr. 6 demonstruji G&innou lyzu
HPV16 E6/E7-transformovanych TC-1 bundk. L¢za dvou dal¥ich typt
bunék (EL4 a MC57G) neexprimujicich HPV antigen se vyskytovala s
mnohem niZ8i G&innosti, co# ukazuje na specificitu CTL odpov&di

seem
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vyvolané imunizaci s Hsp-E6 a -E7 fisnimi proteiny.

Pf¥iklad 8: Regrese TC-1 néddoru u mySi po 1é%b& Hsp65-E7 fisnim
proteinem

V tomto pokusu byly pouZity t¥i skupiny osmi C57/BIJ6 mySi.
KazZdému zvifeti bylo podéno podkoZn& 1,3 x 10° TC-1 bundk do
vyholené oblasti krku. O dva dny pozdé€ji byl prvni skupin& podén
salinicky roztok (negativni kontrola), druhé skupin& bylo podéno
100 pg/zvite Hsp65-E7 flisniho proteinu v salinickém roztoku a
t¥eti skupiné& bylo poddno 100 ug/zvife E7 peptidu a IFA
(pozitivni kontrola). VS8echny injekce (0,2 ml) byly podéany
podkoZn& v oblasti $ije. O 14 dni pozd&ji (16 dni po inokulaci
tumoru) byly injekce opakovany. Ode dne 1 po inokulaci tumoru
byly kaZdy druhy den myS8i vizudlné a palpalné& vySet¥oviny na
pritomnost nebo nep¥itomnost nédoru.

Obr. 7 ukazuje, %Ze 9 dnl po inokulaci nddoru m&ly viechny
skupiny maximd&lni incidenci néddoru (vyjad¥enou v procentech
zvitat s nédory), v rozmezi od 85 - 100%. Nicmén&, v den 17 bylo
u skupiny lé&ené Hsp65-E7 flisnim proteinem, stejné jako u skupiny
1é&ené E7 peptidem v IFA, pozorovano vyznamné snifeni incidence
nédorli, na hodnotu p¥ibliZné& 15%. Naopak, skupina lé&ena
salinickym roztokem m&la po zbytek pozorovani tém&¥ 100%
incidenci nadort. Tyto vysledky ukazuji, Ze Hsp65-E7 flisni
protein, podany za absence adjuvans, indukuje drastickou regresi
HPV-indukovanych nédora.

V¥sledky z podobného pokusu jsou uvedeny na obr. 8. V tomto
pokusu byla zvifata inokulovéna vy88i davkou nédorovych bun&k (2
x 10%/zvi¥e) neZ v predeSlém pokusu. Ziskané vysledky byly velmi
podobné, jako v pfede&lém pokusu.
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P¥iklad 9: Srovndni schopnosti E7 proteinu a Hsp65-E7 fdsniho

proteinu indukovat bun&fné imunitni odpovédi

Hsp65-E7 fasni protein byl p¥ipraven a p¥eliZt&n zplsobem
podle pf¥ikladu 4. Kompletni HPV E7 protein byl ziskén
nésledujicim postupem.

E7 gen byl amplifikovan z HPV 16 genomové DNA (pSK/HPV1é6
zigkany z American Type Culture Collection) za pouZiti AmpliTaq
DNA polymerasy (Perkin Elmer). Primer ve smé&ru kodujici sekvence
(5'- AAC CCA GCT GCT AGC ATG CAT GGA GAT - 3') obsahoval Nhel
misto bezprost¥edn& p¥ed ATG start kodonem, zatimco reversni
primer (5' - AGC CAT GAA TTC TTA TGG TTT CTG - 3') obsahoval
EcoRI misto ihned za TAA stop kodonem sekvence kodujici E7.
Produkt PCR byl triven NheI a EcoRI, byl p¥elist&n z agarosového
gelu a byl ligovén do pET28a, ktery byl tréven stejnymi
restrikénimi enzymy. Transformace bakterii, izolace kolonii
obsahujicich rekombinanty a p¥iprava plasmidové DNA z
expandovanych kolonii byly provedeny standardnimi zpuasoby. Viz,
nap¥iklad, Ausubel et al., (vyd.), Short protocols in Molecular
Biology, 3. vydéni, (John Wiley and Sons, Inc., 1995). Identita
vysledného plasmidového konstruktu, pET/E7 (H) byla potvrzena
diagnostickym restrik&nim tridvenim a anal¢zou DNA sekvence.
Schematick& mapa pET/E7 (H) je uvedena na obr. 9.

12 litrd 2xYT media obsahujiciho 30 pug/ml kanamycinu bylo
inokulovéno kulturou E: coli BL21 (DE3) obsahujici pET/E7 (H) a
byla provedena inkubace p¥es noc za provzdusiiovdni. Po dosafeni
optické density 0,5 byla kultura indukovéna 0,5 mM IPTG po dobu 3
hodin. Buiiky byly potom sklizeny centrifugaci, byly
resuspendovany ve 180 ml lyzaéniho pufru (10 mM Tris-HCl, pH 7,5,
0,5 mM 2-merkaptoethanol) doplnéného 200 ug/ml lysozymu a byly
uskladnény p¥i -70 °C pfes noc. Bun&lnd suspenze se rozpustila ve
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37 °C vodni lazni za p¥itomnosti 2 ug/ml aprotininu, 2 ug/ml
leupeptinu a 2 pug/ml pepstatinu. Po p¥idédni 2 mM PMSF se provedla
dikladnd sonikace bun&fné suspenze a nerozpustné proteiny se
ziskaly centrifugaci. Proteinové pelety se dvakrat resuspendovaly
v lyzalnim pufru, znovu se sonikovaly a ziskaly centrifugaci.
Potom se proteinové pelety solubilizovaly sonikaci v pufru A (50
mM Tris-HCl, pH 7,5, 6 M guanidiniumhydrochlorid, 1 mM
2-merkaptoethanol) a nerozpustny materidl se odstranil
centrifugaci. Solubilizované proteiny se aplikovaly do 50 ml
Ni-cheladni kolony (2,6 cm x 12 cm; Pharmacia), kterd byla
uvedena do rovnovéhy pufrem A. Navazany protein se promyl 5
objemy loZe pufru E (pufr A s 2% Tritin X-100) a skladal se
plsobenim gradientu guanidiniumhydrochlorid-chlorid sodny (0, 1M
NaCl/6,0 guanidiniumhydrochlorid; 5 objemi loZe) za p¥itomnosti
1% Triton X-100. SloZeny protein se promyl 5 objemy loZe pufru

F (30 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 M NaCl, 15% glycerol, 2% Triton
X-100, 1 mM 2-merkaptoethanol) a potom 5 objemy loZe pufru G
(pufr F bez Triton X-100) pro odstrané&ni Tritonu X-100. Kolona
byla potom promyta 5 objemy loZe pufru H (50 mM imidazol, pH 7,5,
0,5 M NaCl, 15% glycerol, 1 mM 2-merkaptoethanol) pro odstranéni
slab& navézanych proteini. E7 protein byl eluovdn linedrnim
imidazolovym gradientem 50 mM aZ 1 M imidazolu v pufru H). E7
protein byl koncentrovan a dialyzovan proti Dulbecco fosfatem
pufrovanému salinickému roztoku dopln&nému 25% glycerolem.
Solubilni protein byl uskladnén p¥i -70 °C. SDS-PAGE a barvenim

proteinu bylo zjisté&no, Ze E7 p¥ipravek je v podstaté& homogenni.

Koncentrace endotoxinl® v proteinovych p¥ipravcich byly
hodnoceny "limulus amoebocytovym" testem a bylo zjiSténo, Ze
nejsou vy88i neZ 50 jednotek endotoxinu na mg proteinu.

Skupiny 5 C57BL/6 my8i byly imunizovény injekci p¥i bazi ocasu,
kterid obsahovala bud salinicky roztok, nebo 0,055, 0,55 nebo 1,8
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nmol E7 protein nebo Hsp65-E7 fisniho proteinu v salinickém
roztoku. Objemy injekci byly 0,2 ml. O den pozd&ji byly od
kaZzdého zvifete asepticky odebrany inguindlni lymfatické uzliny
(LN) a LN od pé&ti zvi¥at ve skupin& byly shrom&Zd&ny. Bun&&né
suspenze byly pfipraveny za pou¥iti standardnich technik. Pro
kaZdy soubor bun&k LN (2 x 10° bun&k/ml) byly 96-jamkové ploty s
oblym dnem osidleny 4 x 10° buiikami na jamku. Butiky byly
testovany trojmo na proliferativni odpov&d’ na pfidani bud media,
10 nebo 50 ug/ml E7 proteinu, 10 nebo 100 pg/ml Hsp65-E7 fasniho
proteinu nebo 1 nebo 10 ug/ml E7 peptidu ("pep": zbytky 44-57).
Po p¥idéni byly butiky inkubovény po dobu 4 dnt p¥i 37 °C a 5%
CO,. Do kaZdé kultury byl p¥idan tritiovany thymidin (1 ucCi). Po
15 hodinové inkubaci byly buiiky sklizeny a p¥ipraveny pro
scintiladni vySet¥eni. Data na obr. 10 jsou uvedena jako prim&rné
cpm inkorporované radioaktivity + standardni odchylka.

Jiné panely ukazuji testy s LN butikami od zvifat imunizovangch
riznfm mnoZstvim Hsp65-E7 flisniho proteinu nebo E7 proteinu, jak
bylo uvedeno vySe. Vysledky ukazuji, ¥e imunizace Hsp65-E7 flsnim
proteinem indukuje bun&¥nou imunitu k fasnimu proteinu samotnému
(horni a st¥edni levy), stejnd jako k E7 proteinu (st¥edni levy) .
Rozpozndvani E7 proteinu je ddle demonstrovano pozorovanou
indukci proliferace E7 peptidem, o kterém je znamo, Ze
p¥edstavuje epitop T-helper bun&k (st¥edni levy) . Naopak, %&adné
prolifera&ni odpov&di nebyly pozorovany u LN bun&k od zviftat
imunizovanych riznymi mnofstvimi E7 proteinu (stfedni pravy a
dolni) nebo od zvitat fale&nd& imunizovanych salinick§m roztokem.
Butlky pF¥ipravené ze zvi¥at imunizovanych E7 proteinem byly
Zivotaschopné, jak je dok&dzéno jejich schopnosti proliferovat v
odpovédi na mitogen T bun&k - ConA. Zivérem, p¥i srovnani s
imunizaci E7 vyvolava imunizace Hspé5-E7 fisnim proteinem lep8i
bunéfnou imunitni odpov&d na E7, jak je testovéno proliferaci LN
bun&k od imunzovanych zvi¥at.
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PE¥iklad 10: Lé&ba Hsp65-E7 fhisnim proteinem zplsobuje regresi
mé&fitelnych, pokro&ilych nidorh

Pro testovani G¢innosti Hsp65-E7 flsniho proteinu v
protinadorové terapii byly C57/Bl/6 my&i inokulovéany 1,3 x 10°%
TC-1 nadorovych bun&k podkoZni injekci do vyholené oblasti krku.
Po sedmi dnech, kdyZ se u zvifat vyvinuly palpovatelné, m&¥itelné
nédory, se zvi¥ata ndhodn& rozd&lila do t¥ech skupin. KaZda
skupina byla tvofena 12-14 zvi¥aty. VSechny terapie byly podavény
podkoZni injekci objemu 0,2 ml v oblasti §ije. Prvni skupin& bylo
poddno 100 pug Hsp65-E7 flsniho proteinu, druhé skupiné bylo
podano 20 ug E7 proteinu (co% odpovida 100 pg fasniho proteinu) a
t¥eti skupin& byl podén salinicky roztok. Od prvniho dne po
inokulaci byly my8$i sledovény vizu&ln& a palpaci na p¥fitomnost
nadoru. Objemy nddort byly ur&ovény za pouziti kaliperli ve dvou
ortogondlnich rovindch. Z t&chto m&¥eni byly vypoditany objemy
naddort pomoci konversni rovnice, kterou popsali Naito et al.,
Cancer Res. 46: 4109 (1986). Vysledky jsou uvedeny na obr. 11
jako prim&rny objem n&dort v ka¥dé skupind + standardni odchylka.

Vysledky demonstruji, %e 1é&ba Hsp65-E7 fdsnim proteinem vede
ke kompletni regresi m&Fitelnych, pokrodilych nidord. Gd¥inek se
projevil u kaZdého testovaného zvifete. Naopak, ani falesna
1éCba, ani 1é&ba E7 nezplisobily vice ne¥ p¥echodnou regresi
nadorli. Statistické hodnoceni m&¥eni nédort, provedené ve t¥ech
dal&ich dobdch pokusu, je uvedeno v tabulce 2. Jak je z¥ejmé z
vypoZitanych hodnot p, jsou G&inky 1&Cby Hsp65-E7 fdsnim
proteinem na velikost nddord statisticky odliné od G&inka jinych
zpUsobu 1é&by.
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Tabulka 2: Statistické srovndni lé&ebnych skupin

Srovnéani Den m&¥eni hodnota p
Salinicky roztok vs. 30 0,048
Hsp65-E7 33 0,079
35 0,046
Salinicky roztok vs. 30 0,853
E7 33 1,0
35 0,86

Je t¥eba si uv&domit, Ze v pfedchozich prikladech byl Hspé5-E7
protein produkovdn jako protein opat¥eny histidinovou koncovkou.
Pro jednozna®né prokéz&ni toho, Ze pozorované terapeutické Ulinky
nesouvisi %&dnym zplsobem s p¥itomnosti oligohistidinové sekvence
ve flsnim proteinu byl p¥ipraven Hspé65-E7 flsni protein bez
histidinové koncovky a byl pouZit v tomto prikladu. Fasni protein
byl ziskén nédsledujicim zplusobem.

Pro konstrukci plasmidu ET65C (obr. 12) byl hspé5 gen Bacillus
Calmette Guerin (BCG) amplifikovén z plasmidu RIB 1300 (Van Eden
et al., Nature 331: 171, 1988) za pouZiti AmpliTag DNA polymerasy
(Perkin Elmer). Primer ve sm&ru kodujici sekvence (5'- TTC GCC
ATG GCC AAG ACA ATT GCG - 3') obsahoval NheI misto, které
obsahovalo ATG start kodon hsp65 genu a reversni primer (5' - CGC
TCG GAC GCT AGC TCA CAT ATG GAA ATC CAT GCC - 3') obsahoval Ndel
misto ihned za TGA stop kodonem sekvence kodujici Hspé65 a Nhel
misto ihned potom. Produkt PCR byl tré&ven NcoI a NheI, byl
predisté&n z agarosového gelu a byl ligovédn do pET28a, ktery byl
trdven stejnymi restrik®nimi enzymy. Ligadni smé&s byla
transformovdna do E.coli DH5a a kolonie resistentni na

L X 2 B
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antibiotika byly izolovany a amplifikovény pro pfipravu
plasmidové DNA. Plasmid ET65C byl identifikovin diagnostickym
restrik&nim trdvenim a analyzou DNA sekvence.

Pro pfipravu plasmidu ET65C/E7-1N obsahujiciho gen pro fiisni
protein Hspé5-E7 bez koncové smy&ky byl E7 gen amplifikovén
z z HPV 16 genomové DNA (pSK/HPV1é6 ziskany z American Type
Culture Collection) za poufiti AmpliTaq DNA polymerasy (Perkin
Elmer). Primer ve sméru kodujici sekvence (5'- CCA GCT GTA CAT
ATG CAT GGA GAT - 3') obsahoval Ndel misto, které zahrnovalo ATG
start kodon, zatimco reversni primer (5' - AGC CAT GAA TTC TTA
TGG TTT CTG - 3') obsahoval EcoRI misto ihned za TAA‘stop kodonem
sekvence kodujici E7. Produkt PCR byl triven NdeI a EcoRI, byl
preliftén z agarosového gelu a byl ligovédn do pET65c, ktery byl
traven stejnymi restrik&nimi enzymy. Transformace bakterii,
izolace kolonii obsahujicich rekombinanty a p¥iprava plasmidové
DNA z expandovanych kolonii byly provedeny standardnimi zplsoby .
Viz, nap¥iklad, Ausubel et al., (vyd.), Short protocols in
Molecular Biology, 3. vydéni, (John Wiley and Sons, Inc., 1995).
Identita vysledného plasmidového konstruktu, PET65C/E7-1N byla
potvrzena diagnostickym restrikénim trivenim a analyzou DNA
sekvence. Schematickd mapa pET65C/E7-1N je uvedena na obr. 13.

12 litrd 2xYT media obsahujiciho 30 ug/ml kanamycinu bylo
inokulovino kulturou E: coli BL21 (DE3) obsahujici pET65C/E7-1N
a byla provedena inkubace p¥es noc za provzdu$iovadni. Po dosadeni
optické density 0,5 byla kultura indukovéna 0,5 mM IPTG po dobu
3 hodin. Builky byly potom sklizeny centrifugaci, byly
resuspendovany ve 180 ml lyza&niho pufru (10 mM Tris-HC1l, pH
7,5, 0,5 mM 2-merkaptoethanol) dopln&ného 200 ug/ml lysozymu
a byly uskladné&ny p¥i -70 °C p¥es noc. Bun&&na suspenze se
rozpustila ve 37 °C vodni 1l&zni za pritomnosti 2 ug/ml
aprotininu, 2 pg/ml leupeptinu a 2 ug/ml pepstatinu. Po pridéani
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2 mM PMSF se provedla diikladnd sonikace bun&®né suspenze

a nerozpustné proteiny se ziskaly centrifugaci. v&t¥ina Hsp65-E7
proteinu bez smyCky byla nalezena v solubilni proteinové frakci.
Pro odstranéni endotoxinu se k frakci solubilniho proteinu p#idal
1% Triton X-114 a sm&s se ochladila na ledu (b&hem 5 nebo vice
minut) a dikladn€ se promisila. Sm&s se potom zah¥ivala po dobu
10 minut ve vodni 1&zni o teplot& 30 °C a potom se provedla
centrifugace p¥i 24 °C. Ciry supernatant (horni vrstva) se
pfenesl do nové zkumavky. Centrifugace se opakovala 3-6-krat pro
odstranéni residudlniho Tritonu X-114. Supernatant se potom
frakcionoval siranem amonnym. Flsni protein se ziskal ve frakci
0-15% siranu amonného (hmot./obj.). Vysrd¥eny protein se potom
rozpustil v pufru B (30 mM Tris-HCl, pH 7,5, 3 M mo&ovina, 1 mM
EDTA, 1 mM 2-merkaptoethancl) a aplikoval se do 170 ml Source

Q kolony (3,5 x 20 cm; Pharmacia) pFedem uvedené do rovnovahy
pufrem B. Kolona byla promyta 3 objemy lofe pufru C (pufr B minus
moovina) a potom 3 objemy loZe pufru D (pufr C doplnény 250 mM
NaCl) . Fisni protein se eluoval linedrnim solnym gradientem (250
mM - 1 M NaCl v pufru C) (pldl A) a potom 6

M guanidiniumhydrochloridem (pufr A (pGl B)). Pdl B se aplikoval
do Ni-chela&ni kolony (2,6 cm x 12 cm; Pharmacia), kterd byla
uvedena do rovnovadhy pufrem A. Navdzany protein se promyl 5
objemy loZe pufru E (pufr A s 2% Triton X-100) a skladal se
pisobenim gradientu guanidiniumhydrochlorid-chlorid sodng (0, 1M
NaCl/6,0 guanidiniumhydrochlorid; 5 objem lo¥e) za p¥itomnosti
1% Triton X-100. SloZeny protein se promyl 5 objemy lo¥e pufru

F (30 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 M NaCl, 15% glycerol, 2% Triton
X-100, 1 mM 2-merkaptoethanol) a potom 5 objemy loZe pufru

G (pufr F bez Triton X-100) pro odstran&ni Tritonu X-100. Kolona
byla potom promyta 5 objemy loZe pufru H (50 mM imidazol, pH
7,5, 0,5 M NaCl, 15% glycérol, 1 mM 2-merkaptoethanol) pro
odstranéni slab& navédzanych proteinli. Fisni protein byl eluovan
linedrnim imidazolovym gradientem 50 mM aZ 1 M imidazolu v pufru
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H. Hspé5-E7 protein bez koncové smylky byl koncentrovan

a dialyzovan proti Dulbecco fosfatem pufrovanému salinickému
roztoku doplnénému 25% glycerolem. Solubilni protein byl
uskladné&n p¥i -70 °C. SDS-PAGE a barvenim proteinu bylo zjisté&no,
Ze p¥ipravek mé pfibliZn& 90% &istotu.

Jako dal8i dikaz nevyznamnosti histidinové koncové smy&ky byly
p¥imo srovnévény G&innosti Hsp65-E7 obsahujiciho smy&ku
a neobsahujiciho smy&ku v pokusu v podstatd& stejném, jako je vySe
popsany pokus. Bylo zji%t&no, ¥e tyto dva proteiny maji stejnou
G¢innost na regresi néadora.

Odbornikim v oboru budou bez zbytedného experimentovani jasné
mnohé ekvivalenty vyndlezu, jak je zde popsédn. Tyto a dalsi
ekvivalenty spadaji do rozsahu nasledujicich patentovych nédroki.
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Patentové narok-sy

1. Prostfedek pro indukci imunitni odpov&di proti proteinovému.
antigenu HPV u jedince vy znadujici se ¢t 1 m, Ze
obsahuje proteinovy antigen HPV navézany na stresovy protein.

2. Prostfedek podle ndroku 1 vy zna & u jici se t
Ze imunitni odpov&d je bun&®néd imunitni odpovid'.

[

m,
Prostfedek podle ndroku 1 vy znadujici se t 1 m,
Ze stresovy protein je mykobakteridlni stresovy protein.

4. Prost¥edek podle ndroku 1 vy znadujici se t
Ze proteinovy antigen HPV je E6 nebo E7 protein.

F
=

Prost¥edek podle ndroku 1 vy znaduijici se t1i m,
Ze stresovy protein pochédzi z Hspé60 nebo Hsp70 rodiny.

6. Prostfedek pro indukeci imunitni odpov&di proti proteinovému
antigenu HPV u jedince vy znad&dujici se t i m, Ze

obsahuje proteinovy antigen HPV konjugovany na stresovy protein.

7. Prostfedek podle niroku 6 vy zn a & u j

[
wn
D
T
[

C

i m,
Ze imunitni odpov&d je bun¥®nd imunitni odpov&d.

Prostfedek podle nfroku 6 vy znad&ujici se t i m,
Ze stresovy protein je mykobakteridlni stresovy protein.

Prostfedek podle nlroku 6 vy znadujici se t
Ze proteinovy antigen HPV je E6 nebo E7 protein.

I
=1

10. Prost¥edek podle nfrocku 6 vy znadujici se ti m,
Ze stresovy protein pochdzi z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.
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11. Prost¥edek pro indukci imunitni odpov&di proti proteinovému
antigenu HPV u jedince vy znaéujici se tim %e
obsahuje fisni protein sloZeny z proteinového antigenu HPV
flisovaného na stresovy protein.

12. Prostfedek podle nfroku 11 vy znadujici se t

im,
Ze imunitni odpovéd je bun&®nd imunitni odpov&d.
13. Prostfedek podle nfroku 11 vy znadujici se t in,
Ze stresovy protein je mykobakteridlni stresovy protein.
14. Prostfedek podle ndroku 11 vy znadujici se t im,
Ze proteinovy antigen HPV je E6 nebo E7 protein.
15. Prostfedek podle ndroku 11 vy znadujici se t im,

Ze stresovy protein pochdzi z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.

16. Prostfedek obsahujici proteinovy antigen HPV navézany na

stresovy protein v kombinaci s jinou farmakologicky p¥ijatelnou
sloZkou.

17. Prostfedek podle ndroku 16 vy zna & ujici se timn,
Ze stresovy protein je mykobakteridlni stresovy protein.

18. Prost¥edek podle nfroku 16 vy zna & ujici se t imn,
Ze proteinovy antigen HPV je E6 nebo E7 protein.
19. Prostfedek podle ndroku 16 vy zna dujici se tim,

Ze stresovy protein pochdzi z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.

20. Konjugat vy zna€ujici se tim Ze obsahuje
proteinovy antigen HPV konjugovany na stresovy protein.
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21. Konjugat podle niroku 20 vy znadujici se ¢t 1 m,
Ze stresovy protein je mykobakteri&lni stresovy protein.

22. Konjugat podle ndroku 20 vy zn a & u jici se t
Ze proteinovy antigen HPV je E6 nebo E7 protein.

(=
Hn
B

23. Konjugat podle ndroku 20 vy zn a & u jici se tim,
Ze stresovy protein pochdzi z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.

24. Fasni protein slo¥eny z proteinového antigenu HPV fisovaného
na stresovy protein.

25. Fisni protein podle nédroku 24, ve kterém je stresovym
proteinem mykobakteridlni stresovy protein,.

26. FGsni protein podle ndroku 24, ve kterém je proteinovym
antigenem HPV E6 nebo E7 protein.

27. Fisni protein podle niroku 24, ve kterém pochédzi stresovy
protein z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.

28. Fisni protein podle néroku 24, ve kterém je proteinovym
antigenem HPV E6 nebo E7 protein a stresovy protein pochéizi
z Hsp60 nebo Hsp70 rodiny.

29. Prostfedek pro indukci imunitni odpov&di proti proteinovému
antigenu HPV u jedince vy zna d&ujfici se ¢t 1 m, Ze
obsahuje expresni vektor kodujici a ¥idi expresi flsniho proteinu
podle ndroku 24 v bufikdch jedince.

30. Prost¥edek podle ndroku 29 vy zn a & u jici se timn,
fe imunitni odpov&d je bun&¥ni imunitni odpovéd'.
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31. Prostfedek pro indukci imunitni odpov&di proti proteinovému
antigenu HPV u jedince vy zna dujici se tim %Ze
obsahuje expresni vektor kodujici a ¥idici expresi flisniho
proteinu podle ndroku 28 v butikédch jedince.

32. Prostfedek podle ndroku 31 vy znadujici se t im,
Ze imunitni odpovéd je bun&fnd imunitni odpovad.

33. Expresni vektor kodujici a ¥idici expresi flsniho proteinu
podle néroku 24 v butlkdch jedince.

34. Expresni vektor kodujici a ¥idici expresi flsniho proteinu
podle néroku 28 v buiikdch jedince.

35. Zplsob indukce imunitni odpové&di proti proteinovému antigenu
HPVvy znadc¢ujici se t im Ze obsahuje podani
(&inného mnoZstvi expresniho vektoru podle ndroku 33 jedinci.

36. ZpGsob indukce imunitni odpov&di proti proteinovému antigenu
HPV vy znaujici se tim Ze obsahuje podéani
G¢inného mnoZstvi expresniho vektoru podle ndroku 34 jedinci.

37. Zplsob indukce imunitni odpov&di proti proteinovému antigenu
HFVvyznad€ujici se tim Ze obsahuje podéni
G¢inného mnoZzstvi prost¥edku podle néroku 16 jedinci.

38. Zplsob indukce imunitni odpové&di proti proteinovému antigenu
HPV vy zna dujici se t im Ze obsahuje podani
G¢inného mnoZstvi konjugatu podle ndroku 20 jedinci.

39. ZplGsob indukce imunitni odpov&di proti proteinovému antigenu
HPVvyznad¢ujici se tim Ze obsahuje podani
G&¢inného mno%stvi fisniho proteinu podle ndroku 24 jedinci.
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40. Zpisob 1é&&by nadorh exprimujicich proteinovy antigen HPV
vyznadujici se tim ¥e cbsahuje podéni
G&¢inného mnoZstvi expresniho vektoru podle néroku 33 jedinci.

41. Zplsob 1é&&by nadord exprimujicich proteinovy antigen HPV
vyznattujici se tim Ze oObsahuje podéni
G¢inného mnoZstvi expresniho vektoru podle naroku 34 jedinci.

42. Zpusob 1é&C&by néddort exprimujicich proteinovy antigen HPV
vyznalujici se tim Ze obsahuje podéni

-

G¢inného mnofstvi prost¥edku podle naroku 16 jedinci.

43. Zplisob 1é&&by nédord exprimujicich proteinovy antigen HPV
vyznacdujici se tim Ze obsahuje podani
G&inného mnoZstvi konjugatu podle naroku 20 jedinci.

44. Zplsob 1&&by nadorll exprimujicich proteinovy antigen HPV
vyznadujici se tim %e obsahuje podani
G¢inného mnoZstvi fsniho proteinu podle nédroku 24 jedinci.
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