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Regeni souvisi se zplisoby a sm&smi uZitenymi pfi 16¢b& a
prevenci infekei lidského papilomaviru a symptomi a
onemocnéni s nimi spojenymi. Konkrétn&ji, souvisi

s polynukleotidovymi sekvencemi, které koduji
aminokyselinové sekvence lidského papilomaviru (HPV), kde
se profil vyuZiti kodonti polynukleotidové sekvence podobd
profilu siln& exprimovanych savich gend.
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Ptedkladany vyndlez souvisi se zpUsoby a smésmi uZiteénymi pri
1é&bé a prevenci infekci lidskym papilomavirem a s nimi

spojenych symptomi a onemocnéni.

Papilomavirové infekce byly pozorovadny u fady druhl, vletné
ovci, psu, kraliku, opic, dobytka a 1lidi. Lidské papilomaviry
(HPV) byly klasifikovany do vice neZ 80 typd (Epidemiology a
" Biology of Cervical Cancer. Seminars in Surgical Oncology 1999
16:203-211). Jako nové (puvodni) typy Jsou definovany ty, u
nichZ L1 gen vykazuje men3i neZ 90% sekvenini identitu k 11
sekvencim d¥ive identifikovanych typu, zatimco subtyp vykazuje
sekvendni identitu L1 mezi 90% a 98%, a varianta vykazuje vice
nez 98% sekvendéni identity (k prototypickému (rodicovskému)
typu) . Papilomaviry obecné& infikuji epitel, ale ruzné typy HPV
zptisobuji rGzna onemocnéni. Napriklad, typy 1-4, 7, 10 a 26-29
zpisobuji benigni koZni bradavice, typy 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, a 68 jsou spojeny s rakovinami
délozZniho hrdla a typy 6 a 11 jsou spojeny s bradavicemi na

pohlavnich orgénech (nezhoubny kondylom rodidel).

V&t&ina bradavic na pohlavnich orgénech (>90%) obsahuje HPV
genotypu 6 a 11. Zatimco HPV-6 je nejrozSirenéjsi genotyp
identifikovany v jednotlivych infekcich, mohou se oba, jak
HPV-6, tak HPV-11 pfileZitostné vyskytovat ve stejném
poskozeni. Bradavice se obecné& vyskytuji na nékolika mistech
infikovanych Jjedincd a u vice neZz 60% pacientu s partnery,
kﬁefi maji kondylom (bradavicemi na pohlavnich organech), se
vyvine poranéni, s pruam&rnou inkubaéni dobou 3 mé&sice.
V soudasné dob& je dostupnd Fada lécebnych moZnosti. Ty vSak

spoléhaji na odstranéni nebo ablaci anebo na lokalnim pouziti




gelt a krémia. Tyto moZnosti nejsou bezbolestné, mohou
vyZadovat Casté navstévy kliniky a G&innost je vysoce
proménliva. Zna¢ny problém pro Gc¢inné zvladnuti  tohoto

onemocnéni je recidiva.

Bradavice na pohlavnich organech mohou spontdnné ustoupit a

~

zdd se, Ze za regresi Dbradavic Jsou zodpovédné bunky
zprostredkovavajici imunitu. Vysoké spontanni rychlosti
regrese naznaduji, Ze hostitelskd bun&fnid imunita miZe vyredit
klinické onemocnéni, a ¢ini z imunoterapeutického zédsahu
moZnost pro 1lécbu nebo prevenci bradavic na pohlavnich
orgédnech. Cile pro léc¢bu nemoci Jsou pro virové specifickou
terapii, kterd Jje Dbezbolestna, vyZaduje minimum navstév

kliniky, ma vysokou miru vyfteSeni nemoci a

sniZuje/minimalizuje recidivu onemocnéni.

Je prokazan obtiZny rist HPV v tkanové kultufe, takZe
neexistuje Zadnd Ziva nebo oslabena virova vakcina. Vyvoj HPV
vakciny Jje také zpomalen nedostatkem vhodného zvireciho
modelu, ve kterém miZe byt lidsky virus studovdn. Je to
z davodl, Ze viry Jjsou vysoce specifické druhy, takZe neni
mozné infikovat lidskym papilomavirem imunokompetentni =zvirte,
coZ by bylo vyZadovédno pro bezpelné testovani pred tim, nei by

byla vakcina poprvé vyzkouSena na lidech,

Papilomaviry maji DNA genom, ktery kdédduje "cCasné" a "pozdni”
geny, oznalené El1 aZ E7, L1 a L2. Bylo ukéazéno, Ze sekvence
Zasného genu maji funkéni spojitost s replikacl a transkripci
virové DNA, Unikem hostitelské imunité, pozménénim normélniho
bun&&ného cyklu hostitele a dal3imi procesy. Napriklad protein
E1 je ATP-dependentni DNA helikasa a uCastni se procesu
iniciace replikace virové DNA, =zatimco E2 Je regulacni
protein, kontrolujici jak virovou expresi genu, tak replikaci

DNA. Diky této schopnosti vazat se jak k EIl, tak k virovému



pocatku replikace, zplsobuje E2 lokdlni koncentraci EIl
v polatku, a tak stimuluje iniciaci replikace virové DNA. Zda
se, Ze protein E4 m& Yadu madlo prozkoumanych funkci, ale mézi
nimi miZe byt vazba k cytoskeletu hostitelské bunky, zatimco
E5 z¥ejm& zpozduje acidifikaci endosomi, vedouci ke zvySeni
exprese receptoru EGF na buné&&ném povrchu, a oba, jak E6 tak
E7 jsou zndmy, Ze vVvAaZi bunécné proteiny, E6 protein pbd3 a E7
protein pRB. Proteiny E6 a E7 z HPV typu, které jsou spojeny
s rakovinou dé&loZniho hrdla, jsou zndmé onkogeny. L1 a L2

kéduji dva virové strukturdlni (kapsidové) proteiny.

Historicky, bylo na vakciny pohliZeno, jako na zplsob prevence
infekce patogenem, pfipravujici imunitni systém na rozpoznani
patogenu a jeho neutralizaci tam, kde by me&lo dojit k infekci.
Vakcina obsahuje jeden nebo vice patogennich antigent, Casto
cely organismus, bud mrtvy nebo v oslabené (atenuované) formé
nebo obsahuje vybrané antigenni peptidy organismu. Kdyz je
imunitni systém vystaven antigenu(im), vytvori se bunky, které
si ponechaji imunologickou ,pamét“ pro tento antigen po cely
Zivot jednotlivce. N&dsledné vystaveni stejnému antigenu (nap¥f.
pfi infekci patogenem) , stimuluje specifickou imunitni
odpovéd, kterd vede k odstranéni nebo inaktivaci infekéniho

¢inidla.

Existuji dva mechanismy imunitni odpov&di: humordlni odpoveéd
(zaloZend na protilatkdch) a bunécné& zprostfedkovana odpovéd.
Proteinové antigeny  odvozené od patogenlt, - které jsou
replikovény intraceluldrné (viry a nékteré bakterie), jsou
procesovany uvnit¥ infikované hostitelské buiiky za uvolnéni
kratkych peptidd, které Jsou nésledné vystaveny na povrchu
infikované buniky ve spojeni s MHC molekulami (major
histocompatability complex) I tfidy. Spoji-li se tento spojeny
komplex MHC 1 a peptidu s antigen-specifickymi CD8+ T-buikami,
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jsou aktivovany T-bunky, vyZadujici cytotoxickou aktivitu.
Tyto cytotoxické T-bunky (CTL) mohou 1lyzovat infikované
hostitelské bunky, a tak omezit replikaci a rozsifeni
infek&éniho patogenu. Dalsim dbaleZitym mechanismem imunitni
odpovédi Jje kontrola pomoci CD4+ T-bunék. Je-li antigen
odvozeny od patogent uvolnén do vnéjSiho bunééného prostredi,
mtZe byt prijat pomoci specializovanych antigen-prezentujicich
bunék (APC) a vystaven na povrchu téchto bunék ve spojeni
s molekulami MHC II. Rozpozndni antigenu v tomto komplexu
stimuluje CD4+ T-buiiky, aby sekretovaly rozpustné faktory
(cytokiny), které reguluji efektorové mechanismy Jinych T-
bunék. Protildtka Jje produkovéna B-bunkami. Vazba antigenu
k sekretované protiléatce mizZe neutralizovat infektivitu
patogenu a vazba antigenu k membranové-vézané protilatce na
povrchu B-bunék stimuluje deéleni B-bunék, <imz se zesiluje
odezva B-bunkami. Obecné, jak protilatkové, tak bunécneé
zprostfedkované imunitni odpov&di (CD8+ a CD4+) jsou nutné pro

potlaceni infekci patogeny.

M& se za to, Ze by mohlo byt moZné ovladnout imunitni systém,
dokonce po infekci patogenem, pro potlateni nebo vyZeSeni
infekce, inaktivaci nebo odstranénim patogenu. Takové imunitni
terapie (také znamy jako .terapeutické™  vakciny nebo
imunoterapeutika) by ide&lné vyZadovaly, aby bunédéné
zprost¥edkovand odezva byla uéinn&, ackoliv mohou byt vyvolany
ob&, Jjak humoradlni, tak bun&&né zprostfedkovand imunitni

odpovéd.

Bylo ukazano (Benvenisty, N a Reshaf, L. PNAS 83 9551-9555),
e naodkovanim precipitdtu fosforecnanu vépenatého a DNA vede
k expresi peptidli kdédovanych DNA. Néasledn&, bylo ukézadno, Ze
byla-1i do my3i vpravena nitrosvalovd injekce obsahujici

plasmidovou DNA, kterd nebyla precipitovéna, vedlo to k pfijmu




DNA svalovymi bufikami a expresi kédovaného proteinu. Protoze
exprese DNA vede k tvorb& patogenem kédovanych proteint
v hostitelskych bufikdch, podobné& jako b&hem prirozené infekce,
mife tento mechanismus stimulovat bunécné zprostfedkovanou
imunitni odpoveéd nutnou pro imunitni terapie nebo
terapeutickou vakcinaci, takZe miZe byt aplikovan 1lék na bazi
DNA jako ochrannd vakcina nebo jako imunitni terapie. DNA

vakciny jsou popsény v WO90/11092 (Vical, Inc.).

DNA vakcina ma¥e byt pfenesena jinym mechanismem nezZ
nitrosvalovou injekci. Napriklad, pfenos do kGZe m& tu
vyhodu, Ze imunitni mechanismy Jsou vysoce aktivni v tkénich
jako ktZe a mukdzni membrény, které jsou bariéry pro infekci.
Prenos do k@Ze mlZe byt pomoci injektovédni tryskovym
injektorem, (ktery pod tlakem tla¢i kapalinu do kuZe nebo do
spodni tkén& vietné& svalu), nebo pomoci bombardovani ¢astici,
ve které miZe DNA obalovat Céstice o dostatecné hustoté, aby
prodly epitelem (US Patent No. 5371015) . Naptriklad,
nukleotidové sekvence mohou byt vloZeny do plasmidu, ktery je
obaluje =zlaté kulicky, které jsou poté pod tlakem védeny do
pokozky tak, jak Jje napfiklad popséno v Haynes a kol. J.
Biotechnology 44: 37-42 (1996). Vyb&Zky téchto <&éastic do kuZe
vedou k pfimé transfekci Jak epidermé&lnich bunék, tak i
epidermdlnich Langerhansovych bunék. Langerhansovy bunky Jjsou
antigen prezentujici Dbuniky (APC), které prijimaji DNA,
exprimuji kédované peptidy a = procesuji Je pro vystaveni
s bunéénymi povrchovymi proteiny MHC. Transfekované
Langerhansovy bufiky migruji do lymfatickych wuzlin, kde
prezentuji vystavené fragmenty antigenu lymfocytim,
vyvolavajicich imunitni odpovéd. Pro indukovani imunitni
odpovédi pomoci Castice zprostredkovévajici pfenos do kize Jje
potfeba velmi malého mnoZstvi DNA (méné neZi 1 ug, ¢asto méneé

nez 0,5 pg), coZ je v kontrastu s miligramovymi mnoZstvimi DNA,




které, Jjak Jje znadmo, Jsou potfebné k navozenl imunitnich

odpovédi nésledné po primé nitrosvalové injekci.

Bylo <&asto prokazéno, Ze exprese a detekce proteind HPV
v transfekovan?ch Zivo¢isnych bunkéch, takovych jako Hela, 293
nebo CHO bunky, Jje nesnadnd a proto jsou pro biochemické a
imunologické studie, vyZaduijici detekovatelnou expresi
proteinfi, nebo mnozZstvi <&istych proteind, <casto pouzZivany
proteinové expresni systémy E.coli, bakuloviru nebo kvasinek.
V té&chto systémech Jjsou vytéziky proteinu postacujicli pro
funk&ni analyzy a purifikaci a nésledné moZné biochemické a
imunologické studie. Primé zptsoby detekce proteinu (napf.
Western Dblot), vétdinou neuspéji pii detekcl exprese EIl
proteinu v transfekovanych Zivo&isnych bunikach, dokonce 1 kdyZ
jsou pouZity vektory se silnymi promotory jako CMV nebo SV40.
Zplisoby navrZené pro zvySeni exprese proteinu El v Zivocisnych
bufikdch zahrnuji klonovani 5 pfesahujici sekvence podél genu
El (Remm a kol. J.Virol 1999 73, 3062-3070) a amplifikaci
transfekovaného El1 plasmidového vektoru po transfekci (Zou a
kol. J.Virol 1998 72, 3436-3441). BAmplifikace vlozeného
vektorového plasmidu replikaci po transfekci zplsobuje zvySeni
po&tu kopii genu El v bufice, ¢imZ se zvySuji hladiny proteint,
a tak wusnadiiuji detekci proteinu (pomoci Western blotu).
ProtoZe exprese a detekce proteinu El je v ZivociSnych bunkach
problematickd, nékolik autortd se uchylilo k detekovani exprese
proteinu pomoci in vitro transkripce-translace s 3¥5-znadenym
methioninem, pouzivajici kralici retikulocytovy systém
(Promega), (Gopalakrishnan a kol. Virology 1999 256, 330-339.,
Safari a kol. Virology 1995 211, 385-396). Toto Jje v3ak
bezbun&dny systém a vyZaduje pouziti modifikovaneho promotoru,

ktery obsahuje vazebnou sekvenci pro RNA polymerasu z faga T7.

Exprese El proteinu byla navic detekovana nepfimo, pomoci

detekce in vitro DNA replikace plasmidu obsahujiciho HPV




polétek replikace DNA. Detekce tohoto replikovaného plastidu,
obsahujiciho pocCatek replikace, plsobi jako nédhrada za expresi
proteinu E1 (a E2) (Gopalakrishnan a kol, Virology 1999 256,
330-339., Lu a kol J.Virol 1993 67, 7131-7139 a Del Vecchio a
kol J. Virol 1992 66, 5949-5958). Jak E1l, tak i E2 jsou
vyZzadovany pro replikaci  HPV  pocCatku replikace, takZe
transfekce Zivolisnych bunék plasmidy kédujicimi oba geny El a
E2 a tfretim plasmidem mnesoucim HPV pocatek replikace DNA
povede pouze k replikaci plasmidu nesouci pocatek replikace,
jestliZe exprese El proteinu (a E2 proteinu) byla uspésna, 1
kdyz nebyla detekovatelnd standardnim zplsobem detekce

proteinﬁ (Western blotem).

DNA kéd je 4 pismenkovy (A, T, C a G) a pouzivd Jje pro
vytvoreni t¥i pismenkovych ,kodona™, které reprezentuji
aminokyseliny proteinl, kédovanych geny organismu. Linedrni
sekvence kodon v molekule DNA je translatovdna do linedrni
sekvence aminokyselin proteinu, koédovanych témito geny. Kéd je
vysoce degenerovany, s 61 kodony koédujicimi 20 p¥irozenych
aminokyselin a 3 kodony reprezentujicimi ,stop™ signaly.
VétSina aminokyselin je tedy kdédovéna vice neZ jednim kodonem
- ve skute&nosti nékolik aminokyselin je kédovéno cty¥mi nebo

vice rGznymi kodony.

Bylo pozorovéno, Ze tam, kde Jje k dispozici vice neZ Jjeden
kodon pro kédovani dané aminokyseliny, Jsou zpusoby vyuZivani
kodon? daného organismu vysoce nendhodné. Ruzné druhy vykazuji
rtizné tendence p¥i Jjejich vybéru kodond a navic, vyuziti
kodont miZe byt znaéné& odlisné v jednom druhu mezi geny, ktere
jsou exprimovany ve vysoké nebo nizké mife. Tato tendence je
riznd u virh, rostlinnych, bakteridlnich a Zivoc¢isnych bunék,
a nékteré druhy ukazuji silné&j8i tendenci vzddlenéj8i od

ndhodné selekce kodonu neZ jiné. Napriklad, lidé a jini savci



jsou ovlivnény méné nez urcCité bakterie nebo viry. Z téchto
davodu, existuje zna&nd pravdépodobnost, Ze  savdli gen
exprimovany v E.coli nebo virovy gen exprimovany v savCich
bunikdch, bude mit nevhodné rozdéleni profilu wvyuZiti kodont
pro ufinnou expresi. AvSak, gen s profilem vyuziti kodonu
vhodnym pro expresi v E.coli, miZe byt také uc¢inné exprimovan
v lidech. M& se za to, zZe pokud Jjsou v heterologni DNA
sekvence  klastrad  kodonuy, které Jjsou zridka pozorovany
v hostiteli, ve kterém Xk expresi dochézi, d& se =z toho

usuzovat na nizkou hladinu Theterologni exprese v tomto

hostiteli.

Existuje n&kolik p#ikladd, kde zména kodond z téch, které se
v hostiteli z¥idka vyskytuji na ty, které hostitel preferuje
(,optimalizace kodonu“) =zvy3uje hladiny heterologni exprese.
Napfiklad, pokud byl u pozdnich gent L1 a L2 BPV (bovine
papilloma virus) optimalizovén profil vyuZiti kodonl pro
vyuziti v savcich, bylo ukéazéno, Ze to vede k zvySenym
hladindm exprese ve srovnani s HPV sekvencemi divokého typu
v kulture sav&ich (Cos-1) bunék (Zhou et. al. J. Virol 1999.
73, 4972-4982). V této préaci byly v3echny kodony BPV, které se
vyskytuji vice neZ dvakrat c¢&astéji v BPV neZ u savcli (pomér
pouziti >2), a vétd3ina kodonl s pouZitym pomérem >1,5,
konzervativné nahrazeny prednostné vyuZivanym saviim kodonem.
V W097/31115, W097/48370 a W098/34640 (Merck &
Co., 1Inc.) bylo ukadzéno, ze optimalizacé kodonu HIV gen( nebo
jeho segmentd vedla ke zvySeni exprese proteinu a zlepsSeni
imunogenity, byly-1i kodonové optimalizované sekvence pouzZity
jako DNA vakciny v sav¢ich hostitelich, pro které byla
optimalizace navrZend. V této préci sekvence sestavaji zcela
z optimalizovanych kodond (s vyjimkou téch, kde bylo zavedeno
nezadouci restrik&ni misto, misto sestfihu intronu, atd.),
protoze kazdy  virovy kodon je konzervativné nahrazen

optimélnim kodonem pro zamy$leného hostitele.




Podle prvniho aspektu, poskytuje predkladany vynalez
polynukleotidovou sekvenci, ktera kdébduje aminokyselinovou
sekvenci HPV, kde Jje profil vyuZiti kodond polynukleotidové
sekvence podobny tomu, ktery je obsaZen v silné exprimovanych
savCich genech. Je vhodnéjsi, aby polynukleotidova sekvence
byla sekvence DNA. Je vhodné, aby se profil vyuZiti kodonl
podobal tomu, ktery je v silné exprimovanych lidskych genech.
V idedlnim pripadé se profil vyuZiti kodond také podobd tomu,
ktery je v silné exprimovanych genech E.coli. Polynukleotidova
sekvence miZe byt DNA sekvence, napfiklad dvojfetézcova DNA
sekvence. Je vhodnéjs$i, kdyZ polynukleotidovd sekvence kdduje
polypeptid HPV typu nebo subtypu HPV spojeného s rakovinou
déloZniho hrdla, benignimi koZnimi bradavicemi
nebo bradavicemi na pohlavnich orgénech, napriklad typa 1-4,
6, 7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, a 68, vhodnéji typa 6, 11, 16, 18, 33 nebo 45, které
jsou spojeny zejména s rakovinou dé€loiZniho hrdla a s

bradavicemi na pohlavnich orgénech, nejvhodnéji HPV 11, ¢6a

nebo 6b.

Podle toho, Jje poskytnut umé&ly gen, =zahrnujici rozmanitost
kodonli kédujicich aminokyselinovou sekvenci HPV, kde vybeér
moznych kodont pouzitych pro kédovani aminékyselinové sekvence
byl zmé&nén, aby se podobal optimdlnimu savéimu vyuzZivani
kodonu tak, aby se frekvence vyuzivani kodonu v umé&lém genu
vice podobala frekvenci v silné exprimovanych savCich genech
ne? frekvenci v genech papilomaviru. Je vhodnéjs$i, kdyZ profil
vyuziti kodonu je v podstaté stejny jako pro vysoce

exprimované lidské geny.

V uritych forméch, Je kdédovana aminokyselinovd sekvence
aminokyselinovou sekvenci divokého typu HPV. V alternativnich

formach, je  kébdovand  aminokyselinovd  sekvence mutovana
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aminokyselinovd "sekvence HPV, zahrnujici sekvenci divokého
typu se zmé&nami v aminokyselindch, nap¥iklad aminokyselinové
bodové mutace, dostatedné ke sniZeni nebo inaktivaci jedné
nebo vice prirozenych Dbiologickych funkci polypeptidu. Je
vhodné, aby si mutovand aminokyselinova sekvence ponechala

imunogenitu polypeptidu divokého typu.

Kédovany polypeptid HPV mlZe zahrnovat produkt c&asného genu,
takového jako El, E2 nebo E7, nebo jeho fragment, analog nebo
fuzi, nebo mbZe byt produkt pozdniho genu, takového jako Ll
nebo L2, nebo jeho fragment, analog nebo fuze. Polynukleotid
vyndlezu mbZe napfiklad kdédovat f£fhzi mezi dvéma nebo vice
produkty ¢asnych gent HPV, mezi produktem cCasného genu HPV a
produktem pozdniho genu HPV, nebo mezi dvéma nebo vice
produkty pozdnich gent HPV, mezi Jjednim nebo vice fragmenty
produktl genu HPV nebo mezi produktem genu HPV (nebo jeho
fragmentem) a polypeptidem, odvozenym z jiného zdroje neZ HPV,
napfiklad adjuvans nebo cilovym peptidem nebo polypeptidem,
jako je peptid core HBV. FGze mohou byt mezi produktem genu
HPV odvozenym od stejnych nebo rozdilnych virovych typd nebo
subtypi. Je vhodné, aby si takové fuze ponechaly imunogenitu
fuznich polypeptidovych sloZek. Je vhodné&jsi, kdyz kdédovany
polypeptid HPV zahrnuje cely nebo ¢ast produktu Casného genu,
nejvhodn&ji E1 nebo E2. V jedné konkrétni formé& koéduje
polynukleotidova sekvence HPV 6b polypeptid E1 divokého typu,
jak dje ukézdno na Obr.l, nebo jeho fragment nebo analog.
V jinych formadch miZe polynukleotidové sekvence kdédovat Jednu
nebo vice z: mutovanych aminokyselinovych sekvenci EI1 HPVéb,
ukdzanych na Obr. 2; aminokyselinové sekvence divokého typu
E2 (Obr. 3) HPV 11 nebo 6a nebo 6b; mutované aminokyselinové
sekvence E2 HPV6b z Obr. 4b; a mutované sekvence EZ HPV11l z
Obr. 4a, nebo jejich fragmenty, analoga nebo fuze, ve kterych

si kédované polypeptidy ponechédvaji svou imunogenitu.
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Podle predklédaného vynalezu, bude profil vyuZiti kodont
polynukleotidu vhodnéji vylucovat kodony s hodnotou RSCU menS$i
nez 0,2 v silné exprimovanych genech cilového organismu.
Hodnota relativné synonymniho vyuzZiti kodontd (RSCU) je pocet
sledovanych kodonu déleny poctem ocekavanych kodonl, kdyZ
viechny kodony pro takovou aminokyselinu byly vyuzZity stejné
Casto. Polynukleotid predkladaného vyndlezu bude mit obecné
koeficient vyuZivani kodonu (jak je definovéno niie)vpro silné
exprimované lidské geny vys$5i neZz 0,3, vhodnéji vy35i neZ 0,4,
nejvhodné&ji vys$si nez 0,5 ale men3i neZ 1. Je vhodné, aby
polynukleotid mél +také koeficient vyuZivani kodonu pro silné
exprimované geny E.coli vy38i neZz 0,5, vhodnéji vyS$si nei 0,6,

nejvhodnéji vy3si neZ 0,7.

V jedné formé& poskytuje predkladany vynédlez polynukleotidovou
sekvenci, Jjak je ukdzdno na Obr. 5 nebo na Obr. 6, nebo jeji
fragment nebo analog, kterd zachovavd svhj profil vyuziti
kodonti. Vv daldi formé poskytuje predklédany vynédlez
polynukleotidovou sekvenci komplementarni k sekvenci ukézané

na Obr. 5 nebo na Obr. 6.

Podle druhého aspektu vyndlezu, Je poskytnut expresni vektor,
ktery zahrnuje a Jje schopen ¥fidit expresi polynukleotidové
sekvence podle prvniho aspektu vynalezu, kédujici
aminokyselinovou sekvenci HPV, kde se profil vyuZiti kodonu
polynukleotidové sekvence podobd profilu v silné& exprimovanych
savCich genech, vhodnéji v silné exprimovanych lidskych
genech. Vektor miZze byt vhodny pro fizeni  exprese
heterolognich DNA v bakteridlnich, hmyzich nebo savcich
buiikdch, zejména lidskych bunkach. V jedné formé je expresni

vektor p7313PLc (Obxr.7).

Podle t¥etiho aspektu vyndlezu, Jsou poskytnuty hostitelske

bunky, obsahujici polynukleotidovou sekvenci podle prvniho
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aspektu vyndlezu, nebo expresni vektor podle druhého aspektu.
Hostitelské buniky mohou byt bakteridlni, napf¥. E.coli, savéi,
nap¥. lidské, nebo mohou byt hmyzi Dbunky. SaVéi bunky
obsahujici vektor podle predkladaného vynalezu mohou byt
kultivované bunky transfekované in vitro nebo mohou byt

transfekovédny in vivo podénim vektoru savci.

Ve ctvrtém aspektu poskytuje pfedkladany vynélez
farmaceutickou smés obsahujici polynukleotidovou sekvenci
podle prvniho aspektu vyndlezu. Je vhodnéjsi, aby smés
obsahovala DNA vektor podle druhého aspektu predkladaného
vyndlezu. V ptednostnich formach smés zahinuje rozmanitost
Sadstic, vhodnéji zlatych ¢&astic, potaZenych DNA obsahujici
vektor, kdédujici polynukleotidovou sekvenci, kterda kdéduje
aminokyselinovou sekvenci HPV, kde profil wvyuZiti kodonu
polynukleotidové sekvence se podoba profilu u silné
exprimovanych savCich genu, zejména lidskych genﬁi
V alternativnich forméach obsahuje smes farmaceuticky
prijatelnou excipientni 1latku a DNA vektor podle druhého

aspektu pfredklddaného vyndlezu. Smé&s mbZe také obsahovat

adjuvans.

V dal3im aspektu poskytuje predkléadany vynalez zplsob
vytvoteni farmaceutické smési, vcetné& kroku zmé&ny profilu
vyuzitli kodonu nukleotidové sekvence HPV divokého typu nebo
vytvofeni syntetické polynukleotidové sekvence, pro tvorbu
sekvence, kterd mé& profil wvyuZiti kodond podobny profilu
vysoce exprimovanych sav&ich gent a kdédujici aminokyselinovou
sekvenci HPV divokého typu nebo mutovanou aminokyselinovou
sekvenci HPV, obsahuijici sekvenci divokého typu
s aminokyselinovymi zm&nami, dostateénymi pro inaktivaci jedné

nebo vice pfirozenych funkci polypeptidu.
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Je také poskytnuto pouziti polynukleotidu podle prvniho
aspektu nebo vektoru podle druhého aspektu vynédlezu, pri 1écbé
nebo prevenci infekce HPV, vhodnéji infekce typem nebo sub-
typem HPV spojenym s rakovinou deélozniho hrdla, benignimi
koZznimi bradavicemi nebo bradavicemi na pohlavnich orgénech
napriklad typy, 1-4, 6,7, 10, 11, 16, 18,26-29,31,33,35,39,45,
51, 52, 56, 58, 59 a 68. V urcitych formach poskytuje vynalez
pouziti polynukleotidu podle prvniho aspektu nebo vektoru
podle druhého aspektu vynadlezu pfi -‘lécbé nebo prevenci
infekce HPV typu 6, 11, 16, 18, 33 nebo 45, které jsou spojeny
zejména s rakovinou deéloZniho hrdla a s Dbradavicemi na
pohlavnich orgénech, nejvhodné&ji HPV 11, 6a nebo 6b. Vynalez
také poskytuje pouziti polynukleotidu podle prvniho aspektu,
vektoru podle druhého aspektu vynalezu nebo farmaceutické
sm&si podle &tvrtého aspektu vynédlezu, pii 1léCbé nebo prevenci
benignich kozZnich bradavic, bradavic na pohlavnich organech,
atypické ploché bunky nezjisté&ného vyznamu (ASCUS), dysplazie
d&loZniho hrdla, intraepitelidlni neoplazie d&loiZniho hrdla
(CIN) nebo rakoviny déloZniho hrdla. Podle toho, predkladany
vynadlez také poskytuje pouziti polynukleotidu podle prvniho
aspektu nebo vektoru podle druhého aspektu vyndlezu pro
pfipravu léku pro 1lécébu nebo prevenci infekce HPV, jakéhokoliv
jednoho nebo vice typd 1-4, 6, 7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31,
33, 35, 39} 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68, nebo s ni spojenych

jakychkoliv symptomd nebo onemocnéni.

Predklddany vyndlez také poskytuje zpusoby pro 1lécbu nebo
prevenci infekci HPV, zejména infekci jakéhokoliv jednoho nebo
vice typu HPV 1-4, 6, 7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68, nebo s nimi spojenych
jakychkoliv symptom@ nebo onemocnéni, v&etné podavani Gc¢inného
mnoZstvi polynukleotidu podle prvniho aspektu, vektoru podle
druhého aspektu nebo farmaceutické smési podle ¢tvrtého

aspektu vynadlezu. Podavani farmaceutické sme€si mhZe Dbyt ve




14 .:.. oo e

formé jedné nebo vice Jjednotlivych dévek, napfiklad v prvni
spoustéci davce ,prime-boost™ terapeutického wvakcinaéniho
rezimu. V nékterych pripadech miZe byt ,prvni“ vakcinace
provedena pomoci Castice zprostfedkujici DNA pfenos
polynukleotidu podle predkladaného vynélezu, vhodnéji
inkorporovaného do plasmidového vektoru a spoustéci davka
,boost™ poddnim rekombinantniho virového vektoru obsahujiciho

stejnou polynukleotidovou sekvenci.

V ptredkléddané specifikaci a v doprovodnych narocich jsou slova
,zahrnovatY a ,obsahovat“ a takové obmény jako ,zahrnuje"“,
nzahrnujici“, ,obsahuje™ a ,obsahujici™ vykladana Jjako plné
zahrnujici. To =znamend, Ze tato slova majl vyjadfovat moZné
zahrnuti dalsich prvkld nebo ¢&isel, které nejsou specificky

uvedeny tam, kde to kontext umoZnuje.

Vyraz ,analog" oznac¢uje polynukleotid, ktery kdéduje stejnou
aminokyselinovou sekvenci jako jiny polynukleotid
predklddaného vyndlezu, ale ktery ma diky nadbytecnosti
genetického kédu odliSnou nukleotidovou sekvenci ale zachovavéa
si stejny profil wvyuZiti  kodont, naptriklad mé& steijny
koeficient vyuziti kodonl nebo m& koeficient vyuZiti kodonu do

0,1, vhodné&ji do 0,05 koeficientu jiného polynukleotidu.

Vyraz ,profil wvyuZiti kodond™ oznaduje prumérné frekvence
vdech kodont v nukleotidové sekvenci, genu nebo t¥idé genl, o
nichZ se diskutuje (nap?. silné exprimované savCi geny).
Profil vyuZiti kodonu pro savce, vCetné lidi, Jje mozZné nalézt
v literatufte (viz napr. Nakamura a kol., Nucleic Acids

Research 1996, 24:214-215).

V polynukleotidech ptedklddaného vynalezu se profil vyuzZiti
kodonti méni z toho, ktery je typicky pro lidské papilomaviry

na takovy, ktery je bliZe kodonlim cilového organismu, napt.
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E.coli nebo savci, =zejména <clovéku. ,Koeficient wvyuzZiti
kodona™ Jje mira toho, jak moc se profil vyuziti kodonl dané
polynukleotidové  sekvence podoba profilu - vyuzZiti kodonu
cilového druhu. Frekvence kodonlt mohou byt odvozeny =z
literdrnich zdroja pro mnoho druhtd silné exprimovanych gent
(viz nap¥. Nakamura a kol. Nucleic Acids Research 1996,
24:214-215). Frekvence kodonl pro kaZdy z 61 kodonu (vyjadrené
jako ¢&islo vyskytovaného vyskytu na 1000 kodond z 10 vybranych
t¥id gen) jsou normalizovany pro kaidou z dvaceti pfirozenych
aminokyselin, takZe hodnota pro nejfrekventovanéji vyuZivany
kodon pro kaZdou aminokysélinu se rovnd 1 a frekvence méne
b&Znych kodonu le#i mezi nulou a 1. Kazdy z 61 kodoni je tedy
oznalen hodnotou 1 nebo niz3i pro silné exprimované geny
cilovych druhli. Za uUcCelem spoc¢itat koeficient vyuZiti kodont
pro specificky nukleotid, vzhledem k silné exprimovanym genum
tohoto  druhu, jsou velikosti  hodnoty pro kaZdy kodon
specifického polynukleotidu zaznamenany a je vypoclten
geometricky prtmér vSech téchto zaznamenanych hodnot (pomoci
dé&leni sumy p¥irozenych logaritmd téchto hodnot celkovym
poétem kodonl a pfevedenim na Jjejich z4porny logaritmus).
Koeficient bude mit hodnotu mezi nulou a 1 a ¢&im vy38i

koeficient tim vice je kodond, které jsou v polynukleotidu

Zasto  wvyuZivané. JestliZe m& polynukleotidova sekvence
koeficient vyuzivani kodont 1, v3echny kodony jsou
"nejfrekventovanéjsi" kodony pro silné exprimované geny

cilovych druha.

Krat$i polynukleotidové sekvence jsou v ramci tohoto vynalezu.
Polynukleotid vyndlezu mbZe napfiklad kddovat fragment
proteinu HPV. Polynukleotid, ktery kdéduje fragment dlouhy
élespoﬁ 8, naptiklad 8-10 aminokyselin nebo do 20, 50, 60, 70,
80, 100, 150 nebo 200 aminokyselin je povazovéan, Ze nalezl do
rémce vynalezu, pokud mé& polynukleotid profil vyuZiti kodont,

ktery se podobd profilu silné exprimovaného savciho genu a
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kédovany oligo nebo polypeptid vykazuje antigenni vlastnosti
HPV. Zejména, ale ne vyhradné, =zahrnuje tento aspekt vyndlezu
situaci, kde polynukleotid kéduje fragment kompletni
proteinové sekvence HPV a miZe predstavovat jeden nebo vice

samostatnych epitopl tohoto proteinu.

Polynukleotidy pfedklddaného vynalezu vykazujl vyS8i expresi v
E.coli a savdich bunkadch neZ odpovidajici sekvence divokého
typu, kédujici stejné aminokyselinové sekvence. I kdyZ neni
zaddouci véazat se na jakoukoliv teorii, m&d se za to, Ze Je to
zplsobeno alespoi dvéma divody. Za prvé tim, Ze mé& profil
vyuziti kodonlt bliZz3i profilu hostitelské bunky, jsou sekvence
snadné&ji procesovany bunélnou translaCni masinérii. Za druhé,
protoZe aZ 30% nukleotidové sekvence (nebo vice) je odlisnych
od sekvence divokého typu, jsou odstranéna nebo zménéna mista,

kterd interferuji s transkripci nebo translaci (takova jako

vazebnad mista pro proteiny).

V nékterych forméch vykazuiji polynukleotidy podle
pfedklédaného vyndlezu profily vyuZiti kodont, které se
podobaji profilum E.coli a savc&im (napf. lidskym) genim. To je
zejména vyhodné tam, kde je sekvence pouzita pri vakcinaci
savcu é p¥i pripravé znacnych mnozstvi antigenového proteinu
in vitro pouZitim bunék E.coli (napf. pro pouziti v testech,
takovych jako jsou imunotesty pro odhadnuti hladin exprese

v sav&ich nebo lidskych tkénich).

Jak je diskutovdno vy8e, zahrnuje predkladany vynadlez expresni
vektory, které obsahuji nukleotidové sekvence vynalezu. Takove
expresni vektory jsou rutinné konstruovany v oblasti
molekularni biologie a mohou napfiklad =zahrnovat pouzitil
plasmidové DNA a vhodnych inicidtord, promotorl, enhanceru

a dalsich prvky, takovych jsou napfiklad polyadenylacni

signaly, které mohou byt nezbytné a které Jjsou umistény ve
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spravné orientaci, aby umoZnily expresi proteinu. Osobém,
které jsou orientovdny v oboru budou =zfejmé dalsi vhodné
vektory. S ohledem na dal3i priklad odkazujeme na Sambrook a

kol. Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 2 vydani. CSH
Laboratory Press. (1989).

Vyhodnéji, jé polynukleotid vynalezu nebo pro pouziti ve
vynadlezu ve vektoru, funkén& spojen s kontrolni sekvenci,
ktera umoZnuje poskytnuti exprese kdédujici sekvence
hostitelskou bunkou, tj. vektor Jje expresni vektor. Vyraz
"funk&né spojen" oznaluje vzajemnou polohu, kde popsané sloiky
jsou v takovém vztahu, ktery Jjim dovoluje spréavné fungovat
Y4doucim zpusobem. Regulacni sekvence, takova jako promotor,
"funk&né& spojend" s kdédujici sekvenci Jje umisténa tak, Ze
exprese kédujici sekvence je dosaZeno za podminek, které jsou

sluc¢itelné s regulac¢ni sekvenci.

Vektory mohou byt napfiklad plasmidy, umélé chromosomy (napft.
BAC, PAC, YAC), virové nebo fagové vektory, poskytnuté
s polétkem replikace, volitelné promotor pro expresi
polynukleotidu a volitelné& regulédtor promotoru. Vektory mohou
obsahovat Jeden nebo vice selekénich markerovych gent,
napr¥iklad gen pro ampicilinovou nebo kanamycinovou rezistenci
v pfipadé bakteridlniho plasmidu nebo rezisten¢ni gen pro
fungalni vektor. Vektory mohou byt pouZity in vitro, napfiklad
pro tvorbu DNA nebo RNA nebo pouZity pro transfekci nebo
transformaci hostitelskych bunék, napfiklad savci hostitelské
buiky napf. pro tvorbu proteinu, kdédovaného vektorem. Vektory
mohou byt také upraveny pro pouziti in vivo, napfiklad pri

zpusobech DNA vakcinace nebo genové terapie.

Promotory a daldi expresni regulalni signaly mohou byt vybrany
tak, aby byly sluditelné s hostitelskou bunkou, pro kterou je

exprese navrzena. Napriklad, saveéi promotory zahrnuji
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metalothioneinovy promotor, ktery miZe byt indukovidn jako
odezva na t&zké kovy, takové Jjako kadmium a P-aktinovy
promotor. Mohou byt také pouZity virové promotory, takové jako
promotor velkého T antigenu SV40, ranné <casny (IE) promotor
lidského cytomegaloviru, LTR promotor Rous sarcoma viru,
adenovirovy promotor nebo HPV promotor, =zejména protismérna
regulacni oblast (URR) HPV. V8echny tyto promotory jsou velmi

dobfe popsdny a jsou v oboru dostupneé,

P¥iklady vhodnych virovych vektord =zahrnuji virové vektory
herpes simplex, vektory vakcinia nebo alfa-viru a vektory
retrovirt, vetné& lentivird, adenovir a vird spojenymi
s adenoviry. Techniky pfenosu gend pouZitim téchto vird jsou
zndmy t&m, jenZ Jjsou orientovdni v oboru. Retrovirové vektory
mohou byt napfiklad pouzity pro stabilni integraci
polynukleotidu vyndlezu do hostitelského genomu, i kdyZ takovéa
rekombinace neni prednostni. Na druhé strané replikacné-
defektni adenovirové vektory =zustédvaji epizomdlni a proto
dovoluji tranzientni  expresi. Za UCelem tvorby velkého
mnoZstvi proteinu HPV, kédovaného polynukleotidy predkladaného
vyndlezu, napriklad pro pouZiti jako podjednotkové vakciny
nebo pro imunotesty, mohou byt pouZity vektory schopné ridit
expresi v hmyzich buftkdch (napfiklad bakulovirove vektory),

v lidskych bufikdch nebo v bakteriich.

Polynukleotidy podle tohoto vyndlezu maji vyuziti pfi tvorbeé
kédovanych proteind pomoci exprese, kde exprese muZe byt in
vitro, in vivo nebo ex vivo. Nukleotidy mohou tedy byt
obsaZeny v syntéze rekombinantniho proteinu, napfiklad pro
zvySeni vyté&Zkd nebo mohou najit wuplatnéni jako uznavana
terapeutickd <&inidla, pouZivand v technikach DNA vakcinace.
Tam, kde jsou polynukleotidy pfredklddaného vynélezu pouZity
pfi tvorb& kdédovanych proteinl in vitro nebo ex wvivo, budou

bunky, napriklad v bunécné kulture modifikovany, aby
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obsahovaly polynukleotid, jenZ mé& byt exprimovan. Takové bunky
zahrnuji tranzientni nebo vhodnéji stabilni savci Dbunécné
linie. Konkrétni priklady bunék, které mohou byt modifikovéany
vloZenim vektort, kédujicich polypeptid podle vynélezu,
zahrnuji sav¢i HEK293T, CHO, HelLa, 293 a COS bunky. Vyhodné&ji
bude vybrand bunéfnd linie ta, kterd je nejen stabilni, ale
také umoZiuje kompletni glykosylaci a expresi polypeptidu na
bun&fném povrchu. Exprese miZe byt dosazieno v transformovanych
oocytech. Polypeptid miZe byt exprimovéan =z polynukleotidu
predkladaného  vyndlezu v bunkdch transgenniho nelidského
Zivo¢icha, vhodné& mySi. V ré&mci predkladaného vynalezu Jje
zahrnut transgenni nelidsky Zivocich exprimujici polypeptid

z polynukleotidu vynalezu.

‘Najdou-1i polynukleotidy predkléddaného vynélezu pouziti jako
terapeuticka ¢&inidla, napf. v DNA vakcinaci, bude nukleova
kyselina podavéna Zivo&ichu, napf. clovéku, ktery ma byt
vakcinovan. Nukleovd kyselina, takova Jjako RNA nebo DNA,
vyhodn&ji DNA, Jje poskytnuta ve ' formé& vektoru, takového jéko
ty popsané vySe, ktery miZe byt exprimovadn v bunkach
zivoc¢icha. Polynukleotidy mohou byt podavany Jakoukoliv
vhodnou technikou. Nukleovd kyselina mbZe byt napriklad
vnesena injek&ni jehlou, vyhodné&ji intradermélné, subkutanne
nebo iﬁtramuskulérné. Nukleovad kyselina miZe byt alternativné
vnesena primo do ktZe pouZitim pfenosového zafizeni pro
nukleové kyseliny, takového jako prenos DNA zprostredkovany
Gasticemi (PMDD). V tomto zplsobu, 3Jjsou inertni céastice
(takové, Jjako zlaté kulicky) potaZeny nukleovou kyselinou a
jsou urychleny na dostateCnou rychlost, aby jim umoZnila
penetrovat povrchem recipienta (napt. ktzi), napriklad
vypusdténim za vysokého tlaku z projektilového zarizeni.
(Castice potaZené molekulou nukleové kyseliny predkladaného
vyndlezu Jjsou v réamci pfedkladaného vynalezu, stejné jako

pr¥enosova zarizeni naplnénd takovymi cCasticemi). Smé€s vhodné
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zahrnuje =zlaté Castice, které maji primérny primér 0,5-5 pum,
vyhodné&ji pf¥ibliZné 2 um. V prednostnich forméach, jsou potaZené
zlaté kulicky naplnény do néadobek, slouZicich jako naplné tak,
Ze kazdad napln obsahuje 0,1-1 mg, vyhodné&ji 0,5 mg =zlata

potaZeného 0,1-5 pg, vyhodnéji pfibliZné 0,5 pg DNA/néplin.

Techniky vhodné pro vneseni holého polynukleotidu nebo vektoru
do pacienta zahrnuje topikdlni aplikaci vhodnym prostredkem.
Nukleovd kyselina miZe byt podana topikadlné na kuZi, nebo na
mukdézni povrchy napfiklad pomoci intranasalniho, oréalniho,
intravagindlniho nebo intrarektalniho podévani. Holy
polynukleotid nebo vektor mohou byt pfitomny spolecné s
farmaceuticky p¥ijatelnou excipientni 1latkou, takovou jako
fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS). Prijem DNA mlzZe
byt dédle usnadnén pomoci usnadhovacich ¢inidel, takovych jako
bupivacain, bud oddélené nebo zahrnutych ve smé&si DNA. Dalsi
zplisoby podavani nukleové kyseliny prfimo pfijemci zahrnuji
ultrazvuk, elektrické stimulace a mikrovysev, které Jsou

uvedeny v US-5,697,901.

P¥ijem konstruktd nukleovych kyselin miZe byt zvy3en nékolika
znamymi transfekénimi technikami, napriklad takovymi, které
zahrnuji pouZiti  transfek¢nich c¢inidel. Priklady téchto
¢inidel zahrnuji kationtova <&inidla, napfiklad fosfat vapenaty
a DEAE-Dextran a lipofektanty, napfiklad lipofektam nebo
transfektam. Davka nukleové kyseliny, kterd mé& byt podéana,
mize byt zmé&néna. VétSinou Je nukleovd kyselina podavana
v mno?stvi v rozmezi od 1lpg do 1lmg, vyhodnéji 1lpg az 10ug
nukleové kyseliny na Castici zprostfedkovévajicl pfenos a 10ug

az lmg pro jiné cesty.

Sekvence nukleové kyseliny predkladaného vyndlezu miZe byt
také poddna prostfednictvim specializovanych  pfenosovych

vektor®, pouZivanych pf¥i genové terapii. Pristupy genove
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terapie jsou diskutovany napriklad v Verme a kol, Nature 1997,
389:239-242. Mohou byt pouzZity Jjak virové, tak nevirové
vektorové systémy. Viroveé =zaloZené systémy zahrnuji systémy
zaloZzené na retrovirech, lentivirech, adenovirech, virech
spojenych s adenoviry, herpes virech, canarypox a vakcinia
virech. Nevirové zaloZené systémy zahrnuji pfimé podavani
nukleovych kyselin, mikrosférickou enkapsulacni technologii
(poly(léktid—ko—glykolid) a systémy =zaloZené na liposomech.
Virové a nevirové prenosové systémy mohou byt kombinovany, je-
1i Z&douci poskytnou opakované injektovadni po prvni vakcinaci,
napfriklad prvni ,prime™ DNA vakcinace pomoci nevirovych
vektorl, takovych jako plasmid, nésledované jednou nebo vice
,opakovacimi davkami™ vakcinace pouzitim virového vektoru nebo

nevirové zaloZeného systému.

Sekvence nukleové kyseliny predkladaného vyndlezu miZe byt
také poddvéna prostfednictvim transformovanych buné&k. Takové
bunky zahrnuji buﬁky odebrané ze subjektu. Cisty polynukleotid
nebo vektor predklddaného vynadlezu mohou byt vloZeny do
takovych bunék in vitro a transformované bunky mohou byt
pozd&ji vraceny subjektu. Polynukleotid vyndlezu miZe byt
integrovéan do nukleové kyseliny, ktera Jje JjiZz pfitomna
v bufikdch pomoci homologni rekombinace. Je-1i 2Z&douci, mohou
byt transformované buiiky pfripraveny nartstem in vitro a jedna
nebo vice vyslednych bunék mohou byt pouZity v pfedkléddaném
vyndlezu. Bunky mohou byt poskytnuty na vhodném misté& pacienta
pomoci zndmych chirurgickych nebo mikrochirurgickych technik

(napt. Stépy, mikroinjektovani, atd.)

Vhodné buniky zahrnuji antigen-prezentujici bunky (APC), takové
jako dendritické bunky, makrofagy, B bunky, monocyty a dalsi
buniky, které mohou byt zkonstruovany tak, aby byly uc¢inné APC.
Takové bunky mohou byt, ale nemusi, geneticky modifikovany pro

zvy8eni kapacity pro prezentovani antigenu,. aby se vylepSila
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aktivace a udrZeni odezvy T bunék, a aby mély protinadorové
u¢inky, nap¥. proti rakoviné déloZniho hrdla per se anebo, aby
byly imunologicky kompatibilni s prijemcem (tj. odpovidajici
HLA haplotypu). APC mohou byt obecné izolovadny =z 3Jjakékoliv
celé rady biologickych tekutin a orgdnt, vCetné nédoru a
peritumordlnich tk&dni a mohou byt autologni, alogenni,

syngenni nebo xenogenni bunky.

Uré¢ité prednostni formy predkladaného vynalezu pouZivajil
dendritické buniky nebo jejich predky jako antigen-prezentujici
bunky, bud pro transformaci in vitro a navraceni pacientu nebo
jako in vivo cil nukleotidd prenesenych ve vakciné, napf¥fiklad
pomoci cCéastice zprostfedkovavajicil prenos DNA. Dendritické
butiky jsou velmi uc¢inné APC (Banchereau a Steinman, Nature
392:245-251, 1998) a byly ukdzany, Ze Jsou ucinné Jako
fyziologické adjuvans pro vyvolani profylaktické nebo
terapeutické protinddorové imunity (viz Timmerman a Levy, Ann.
Rev. Med. 50:507-529,1999). Obecné, mohou byt dendritické
bufiky identifikovany na zdkladé& Jjejich typického tvaru
(hvézdicovy in situ, se =zfetelnymi cytoplasmatickymi procesy
(dendrity) viditelnymi in vitro), Jjejich schopnosti pfijmout,
procesovat a prezentovat antigeny a Jejich schopnosti
aktivovat odezvy naivnich T  bunek. Dendritické bunky
samozfejmé& mohou byt zkonstruovany tak, aby exprimovaly
specifické buné¢né povrchové receptory nebo ligandy, které
nejsou bé&iné nalezeny na dendritickych bunkach in vivo nebo ex
vivo, naptriklad antigen(y), kdédované v konstruktech vynalezu a
takové modifikované dendritické bunky jsou zamySleny v
predkladdaném vyndlezu. Jako alternativni k dendritickym bunkém
mohou byt ve vakciné pouzity sekretované vezikuly
dendritickych bunék, naplnéné antigeny (nazyvané exosomy) (viz

zitvogel a kol., Nature Med. 4:584-600, 1998).
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Dendritické bunky a jejich preci mohou byt ziskdny z periferni
krve, kostni dfené, néadorem infiltrovanych bunék, bunék
infiltrujicich do peritumordlnich tké&ni, lymfatickych uzlin,
sleziny, kuZe, ©pupeénikové krve nebo jakychkoliv jinych
vhodnych tk&ni nebo tekutin. Dendritické bunky mohou byt
napfiklad diferencovdny ex vivo pridédnim kombinace cytokint,
takovych jako GM-CSF, 1IL-4, 1IL-13 anebo TNF ke kulturédm
monocytl ziskanych z periferni krve. Alternativné, mohou byt
CD34 pozitivni Dbunky =ziskané <z periferni krve, pupecénikové
krve nebo krevni dfené diferencovany na dendritické buiky
pridavkem smési GM-CSF, IL-3, TNF, CD40 liganduy,
lipopolysacharidu LPS, fit3 ligandu (cytokinu dGleZitého pro
vytvoreni profesionélniéh antigen prezentujicich bunék,
zejména dentritickych | bunék) anebo jinych sloucenin
indukuijicich diferenciaci, maturaci a proliferace

dendritickych bun&k, ke kultivaénimu médiu.

APC mohou byt obecné transfekovany polynukleotidem kd&dujicim
antigenni aminokyselinovou sekvenci HPV, takovym jako
kodonové&-optimalizovany polynukleotid, Jjak Jje pfedpokladéano
v predkléddaném vynadlezu. Takovd transfekce miZe byt provedena
ex vivo a sm&s nebo vakcina zahrnujici takové transfekované
bunky miZe byt poté pouiita pro terapeutické ucely, jak je zde
popsano. Alternativné, prostfedek pro prenos genu, ktery cili
do dendritickych nebo 3jinych antigen prezentujicich bunék,
mife byt podédn pacientu, coZz vede k transfekci, kterd se
odehrava in vf@o. In vivo a ex vivo transfekce dendritickych
bun&k, mohou byt obecné provedeny napfiklad pouzitim jakykoliv
zplsobl zndmych v oboru, jako téch, popsanych v WO 97/24447,
nebo pristupem zprostfedkovanym <céastici, popsanym v Mahvi a

kol., Immunology and Cell Biology 75:456-460, 1997.

Vakciny a farmaceutické smési mohou byt predkladany

v jednodévkovych nebo v mnohodavkovych nadobkach, jako
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uzaviené ampule nebo lahvicky. Takové nadobky jsou vyhodnéji

hermeticky uzavieny pro =zachovani sterility sloZeni, aZ do

doby pouZziti. Obecné, mohou byt smési skladovany Jjako
suspenze, roztoky nebo emulze v olejovych nebo vodnych
prostfedcich. Alternativné, maze byt vakcina nebo

farmaceutickd smés skladovédna za lyofilizovanych podminek,
které vyzZaduji pouze pridavek sterilniho tekutého nosice tésné
p¥ed pouZitim. Vakciny =zahrnujici nukleotidové sekvence, jez
jsou zamySleny pro podavani pomoci Castic
zprostfedkovavajicich pfenos, mohou byt pfedklddédny jako
nédplné, vhodné pro pouZiti s pristrojem pro pfenos se
stlacenym plynem, kde nédplné€ mohou byt sloZeny =z dutych
trubicek, jejichz wvnit¥ni povrch je ©potaZen Céasticemi
nesoucimi nukleotidovou sekvenci vakciny, dle volby za

pritomnosti dals$ich farmaceuticky prijatelnych prisad.

Farmaceﬁtické smési predkladaného vynalezu mohou obsahovat
adjuvans, nebo jiné latky, které mohou slouZit pro modulovani
nebo zvySeni imunitni odezvy, indukované proteinem, ktery je
kédovédn DNA. Tyto mohou byt kdédovany DNA, bud oddélené od nebo
ve fuzi s antigenem, nebo mohou zahrnovat prvky, 7jeZ nejsou
tvoreny DNA. Priklady substanci typu adjuvans, které mohou byt
zahrnuty ve smésich predkladaného vynadlezu, zahrnuji
ubikvitin, membranovy protein asociovédn s lysosomem (LAMP),
antigen core viru hepatitidy B, fit3-ligand a dalsi cytokiny,

takové jako IFN-ya GMCSF.

Dal3i vhodnd adjuvans Jjsou komeréné dostupnd, napfiklad
Freundovo nekompletni adjuvans a kompletni adjuvans (Difco
Laboratories, Detroit, MI); Imiquimod (3M, St. Paul, MN);
Resimiquimod (3M, St. Paul, MN); Merck Adjuvans 65 (Merck énd
Company, Inc., Rahway, NJ); AS-2 (SmithKline Beecham,
Philadelphia, PA); soli hliniku takové, jako gel hydroxidu

hlinitého (alum) nebo fosforeénan hlinity; soli vapniku,
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Yeleza nebo zinku, nerozpustné suspenze acylovaného tyrosinu;
acylované cukry; kationtové a aniontové derivatizované
polysacharidy; polyfosfazeny; biodegradovatelné mikrosféry;
monofosforylovany lipid A a quil A. Jako adjuvans mohou byt
také pouZity cytokiny, Jako GM-CSF nebo interleukin-2, -7,
‘nebo -12.

Ve smésich vyndlezu Je pfednostni, aby sloZeni adjuvans
indukovalo imunitni odezvu pfevdiné Thl typu. Adjuvans mnmbzZe
tedy slouzit pro modulaci imunitni odpovédi vytvofené v odezvé
na antigen kdéddovany DNA z prevaziné Th2 na prevdiné Thl typ
odezvy. Vysoké hladiny cytokint Thl typu (napf¥., IFN-, TNF,
IL-2 a IL-12) maji tendenci upfednostiovat indukci bunék,
zprosttedkovavajicich imunitni odezvy na podavany antigen.
V pfednostni formé&, ve které je odezva pfevaziné Thl typu, se
bude hladina cytokint Thl typu zvySovat na vy$3i hodnotu nez
hladina cytokind Th2 typu. Hladiny téchto cytokintd mohou byt
snadno stanoveny pouZitim standardnich stanoveni. Pro pfehled

o rodinach cytokinl, viz Mosmann a Coffman, Ann. Rev. Immunol.

7:145-173, 1989.

Podle toho, vhodnd adjuvans pro pouziti pro vyvolani odezvy
prevainé Thl typu zahrnuji napriklad kombinaci
monofosforyllipidu A, vyhodnéiji 3-de-0O~acylovaného
monofosforylovaného lipidu A (3D-MPL), spolu se soli hliniku,
Dalsi inémé adjuvans, kterd prednostné indukujli imunitni
odezvu typu Thl, zahrnuji oligonukleotidy obsahujici CpG. Tyto
oligonukleotidy jsou charakteristické tim, Ze CpG dinukleotid
je nemethylovany. Takové oligonukleotidy Jjsou dobfe =znamy a
jsou popsany napriklad v WO096/02555. Také Jjsou popsény
imunostimuladni sekvence DNA, napfiklad v Sateo a kol., Science
273:352, 1996. Oligonukleotidy obsahujici CpG mohou byt
kédovany oddélené od antigen(l) papilomaviru ve stejném nebo
jiném vpolynukleotidovém konstruktu, nebo k nému mohou byt

p¥ipojeny, napf. pomoci fuze. Alternativné, oligonukleotidy
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obsahujici CpG mohou byt podavany oddé&len&, tj. ne jako
soucast smési, ktera zahrnuje kédovany antigen. CpG
oligonukleotidy mohou byt pouZity samotné nebo v kombinaci
s jinvymi adjuvans. Zesileny systém napriklad zahrnuje
kombinaci oligonukleotidu obsahujiciho CpG a saponinového
derivatu, zejména kombinaci CpG a QS21, jak je ukédzédno v WO
00/09159 a WO 00/62800. Vyhodné&ji, tato smé&s da&le zahrnuje

emulzi oleje ve vodé anebo tokoferol.

Dalsi pfednostni adjuvans je saponin, vyhodnéji QS21 (Aquila
Biopharmaceuticals 1Inc., Framingham, MA), ktery mbZe byt
pouiit' samotny nebo v kombinaci s jinymi adjuvans. Zesileny
systém zahrnuje napriklad kombinaci monofosforyllipidu A a
saponinového derivatu, takovou jako je kombinace QS21 a 3D-
MPL, jak je popséno v WO 94/00153, nebo smé&s méné vyvolavajici
reakci, kde QS21 je zastaven cholesterolem, jak je popsdno v
WO 96/33739. Dalsi prednostni formy =zahrnuji emulzi olej ve
vodé a tokoferol. Zv143té uc¢inné sloZeni adjuvans, obsahujici
QS21, 3D-MPL a tokoferol v emulzi olej ve vodé je popsano v WO
95/17210.

Dald3i prfednostni adjuvans zahrnuji Montanide ISA 720 (Seppic,
France), SAF (Chiron, California( United States), ISCOMS
(CSL), MF-59 (Chiron), Detox (Ribi, Hamilton, MT), RC-529
(Corixa, Hamilton, MT) a jiné aminoalkylglukosaminid 4-fosféty

(AGP) .

Dal3i prednostni adjuvans zahrnuji molekuly adjuvans obecného

vzorce (1)
Vzorec (I): HO (CH2CH20)n-A-R

kde n je 1-50, A je vazba nebo —C(d)-, R je C1-50 alkyl nebo
fenyl C1-50 alkyl.
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Jedna forma  predkladdaného  vyndlezu  sestavé ze sloZeni
obsahujiciho polyoxyethylenether obecného vzorce (I), kde n je
mezi 1 a 50, vyhodnéji 4-24, nejvyhodné&ji 9; R sloZka je Cl-
50, vyhodné&ji C4-C20 alkyl a nejvyhodnéji C12 alkyl, a A je
vazba. Koncentrace.polyoxyethylenetherﬁ by méla byt v rozmezi

0,1-20%, wvyhodnéji od 0,1-10%, a nejvyhodnéji v rozmezi od

0,1-1%. Pfrednostni polyoxyethylenethery Jjsou vybrany
z nasledujici skupiny: polyoxyethylen-9-laurylether,

polyoxyethylen-9-steorylether, polyoxyethylen-8-steorylether,
polyoxyethylen~4-laurylether, polyoxyethylen-35-laurylether a
polyoxyethylene-23-laurylether. Polyoxyethylenethery, takové
jako polyoxyethylenlaurylether, Jjsou popsdny v Merck indexu
(12 vydéni: entry 7717). Tyto molekuly adjuvans jsou popsany v
WO 99/52549. Polyoxyethylenether podle obecného vzorce (I)
uvedeného vySe muZe, je-li to Z&douci, byt kombinovén s dalsim
adjuvans. Prednostni smé&s adjuvans Je napriklad vyhodnéji
s CpG, Jjak Jje popsédno v podané UK patentové Zadosti GB
9820956.2.

Tam, kde vakcina zahrnuje adjuvans, miZe byt vakcina podévana
ve dvou cCé&stech. Naptriklad, ¢&&st sloZeni wvakciny, obsahujici
nukleotidovy konstrukt, ktery kdédduje antigen, miZe byt podan
jako napf. subkutédnni nebo intramuskularni injekci nebo pomoci
intradermdlniho ¢astici zprostredkovaného  pfrenosu, poté
pozdéji miZe byt podéna Cast sloZenl obsahujici adjuvans, a to
bud ihned nebo po vhodné dobé, kteréd bude zfejmd 1lékari, jenz
je obezndmen s vakcinaci. Za téchto podminek, miZe byt
adjuvans podévéno stejnou cestou Jjako antigenni smés nebo
pozménénou cestou. V dalsi formé& bude <&ast adjuvans smési
poddvédna pred antigenni casti. V jedné formé& je adjuvans
podavan jako lok&lni smés, aplikovand na ktzZi v misté&, kde

Castice zprostredkovdva prenos nukleotidové sekvence, ktera




kéduje

antigen(y),

28

zprostfedkovaného cCastici.

Nésledujici

s odkazy k doprovodnym obrazkum,

Obréazek 1

Obrazek 2

Obréazek 3

Obréazek 4a

Obrazek 4b

Obréazek 5

Obrazek 6

bud pred nebo po jeho pfenosu
Priklady slouZi pro dalsi objasnéni vynalezu,
na kterych:

ukazuje prototyp aminokyselinovych sekvenci

divokého typu E1 HPV typa 11, 6a a 6b,
odvozenych z GenBank;

ukazuije prototyp aminokyselinové sekvence

divokého typu E1 HPV6b z Obr.l1 (6b-el),

porovnanou s aminokyselinovou sekvenci E1 HPVéb,
mutaci

(6b-el mut) ;

véetné bodovych odstranujicich

biologickou aktivitu

ukazuje aminokyselinové sekvence divokého typu
E2 HPV typt 11, 6a a 6b, odvozenych =z genové
banky;

ukazuje prototyp aminokyselinové sekvence
divokého typu E2 HPV11l =z Obr.3 (Hpv-lle2-wt)

porovnanou s aminokyselinovou sekvenci E2 HPV11,

véetné bodové mutace odstranujici biologickou

aktivitu (Hpv-1leZ2-mut) a s aminokyselinovou

sekvenci kédovanou nukleotidovou sekvenci z Obr.
6 (Hpv-lleZ-comut);

ukazuije prototyp aminokyselinové sekvence

divokého typu EZ HPVéb z Obr.3 (Hpv-6be2-wt),

porovnanou s aminokyselinovou sekvenci E2 HPVG6b,

vCetné bodové mutace odstranujici biologickou

aktivitu (Hpv-6be2-mut);

ukazuje nukleotidovou sekvence, kterd ma profil

vyuZzivadni kodonl podobajici se profilu silné

exprimujiciho lidského genu, kédujici mutovanou

aminokyselinovou sekvenci E1 HPV6b z Obr. 2;

ukazuje nukleotidovou sekvence, kterd méd profil

vyuzivani kodonu, podobajici se profilu silné
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exprimujiciho lidského genu, kédujici mutovanou
aminokyselinovou sekvenci E2 HPV11l z Obr. 4;

Obrazek 7 ukazuje DNA vektor p7313-PLc;

Obréazek 8 ukazuje vzorky Dbuné&ného 1lyzdtu z Prikladu 4,
rozdélené na akrylamidovém gelu a barvené tak,
aby se ukazala vazba protilatky k exprimovanému
El proteinu;

Obrazek 9 ukazuje bunécné odezvy na antigen po imunizaci
my$i polynukleotidem podle vyndlezu (Pfiklad 6);
a

Obrézek 10 ukazuje vzorky bunécného 1lyzatu z Prikladu 7,
rozdélené na akrylamidovém gelu a barvené tak,
aby se ukédzala vazba protilatky k exprimovanému

proteinu EZ2.

Pfiklad 1 - Optimalizace kodonl E1 HPV6Eb

Aminokyselinovd sekvence prototypu divokého typu EI1 HPV6b
ziskand =z GenBank IJe pfedloiené na Obr.l (spodni sekvence).
Tento obrazek ukazuje vysoky stupen homologie pro tento
protein mezi sekvencemi virovych prototypld HPV typu 11, 6a a
6b. Podobné& 7jsou na Obr. 3 ukdzany prototypové aminokyselinové
sekvence divokého kmene proteinu E2 HPV 11, 6a a 6b. OcCekavd
se, e imunitni terapie (terapeutickd wvakcina) pouZitim
sekvenci HPV6b bude k¥izZové reagovat za poskytnuti

profylaktické nebo terapeutické imunitni odezvy proti vSem

t¥em typlm viru.

Vyuziti kodonl sekvence E1 HVP6b bylo porovnano s vyuzitim
vysoce exprimovanych lidskych a E.coli genu a bylo zjisténo,
e m& nizky koeficient wvyuziti kodonld pro oba druhy.
Jednoduché pouziti nejcastéjsiho kodonu pro kazdy
aminokyselinovy zbytek by také vedlo ke zkreslenému profilu
vyuZiti kodonl, protoZe Zadny organismus nevyuzivad pouze svu]

nejpfednostn&jsi kodon pro danou aminockyselinu. Néasledné byly
g
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kodony pritazeny pouzitim statistického zplsobu za vytvoreni
syntetického genu, ktery mé& frekvenci kodond bliZe té, kterad

byla nalezena v silné exprimovanych E.coli a lidskych genech.

Kodony v syntetickém genu byly prifazeny pouZitim Vizualniho
zédkladniho programu (Visual Basic program) nazvaného Calcgen,
ktery napsal R. S. Hale a G. Thompson (Protein Expression and
Purification  Sv. 12 str. 185-188 (1998)). Pro  kazdy
aminokyselinovy zbytek v pavodni sekvenci byl prifazen kodon
na zakladé pravdé&podobnosti jeho vyskytu v silné& exprimovanych
E.coli genech. Podrobnosti o tomto programu, ktery pracuje pod
Microsoft Windows 3.1, mohou byt =ziskdny od autorl. ProtoZe
program pro prifazeni kodont v syntetickém genu aplikuje
statisticky zplsob, ne vSechny  vysledné kodony jsou
nejfrekventovan&ji vyuZivané v cilovém organismu. Spise je
podil &Sasto a méné Casto vyuZivanych kodond cilového organismu
zobrazen v syntetické sekvenci pfifazenim kodonld ve spravném
poméru., JelikoZ zde v3ak neexistuje Zadné prisné pravidlo pro
pfitazeni konkrétniho kodonu na konkrétni misto v sekvenci, je
pokazdé, kdyZ je spudtén tento program, vytvofen jiny
synteticky gen - ackoliv kaZdy bude mit stejny profil vyuZiti
kodont a kazdy bude kédovat stejnou aminokyselinovou sekvenci.
Je-11 tento program spustén nékolikrat pro danou
aminokyselinovou sekvenci a dany cilovy organismus bude
vytvo¥eno nékolik odlignych nukleotidovych sekvenci, které se
mohou 1idit v podtu, typu a poloze restrikénich mist, signalt
pro sestfih intronu atd., z nichz nékteré mohou byt nezadouci.
Ten, kdo Jje orientovany v oboru bude na =zédklade téchto
vlastnosti, schopen vybrat vhodnou sekvenci pro pouZiti pro

expresi polypeptidu.

Krom& toho, JjelikoZ jsou kodony prifazeny nédhodné na zékladé
statistiky, Je moZné (ackoli nepravdépodobné), Ze dva nebo

vice kodonli, které jsou relativné& zridka vyuZivény v cilovém




31

organismu, mohou byt seskupeny v tésné blizkosti. M& se za to,
Ze takova seskupeni mohou naruSit translac¢ni aparat a mit =za
nadsledek zejména nizké rychlosti exprese, takZe algoritmus pro
vybér kodond v optimalizovaném genu vylucuje jakékoliv kodony
s RSCU hodnotou, niZs3i nez 0,2 pro silné exprimované geny, éby
se zabradnilo ndhodnému vybrdni jakémukoliv seskupeni z?idka
vyuZzivanych  kodonG. Rozdéleni  zbylych kodond bylo poté
pridéleno podle frekvencli u silné& exprimovanych gent E.coli,
za vytvoreni celkového rozdé&leni v syntetickém genu, které se
podobd rozdéleni gend v E.coli (koeficient = 0,85) a také
rozdéleni silné exprimovanych 1lidskych gend (koeficient '=
0,50). Podobny postup byl pouZit pro ziskdni nukleotidové
sekvence s optimalizovanymi kodony pro E2Z2 HPV11, kromé toho,
Ze byl pouZit Syngen (Peter Ertl, nepublikovano), novéjsi
verze programu Calcgen, dovolujici volitelné vylouceni zridka
vyuzZzivanych  kodonli, pro pfifézeni kodonii podle profilu
frekvence kodonu silné exprimovanych lidskych genl. Na rozdil
od pfifazeni kodonu pro E1, =zfidka vyuZivané kodony nebyly
vylouceny. SoucCasné Dbyla také provedena zména Vv jednom
z oligonukleotidli, takova, aby kdébdoval aminokyselinovou zménu

K111A, jak je popsano niZe.

Mutace byly vloZeny do El a E2 gend s optimalizovanymi kodony,
za vzniku bodovych mutaci v aminokyselinovych sekvencich E1
(K83G, RB4G a G483Dj a E2 (K111A). Aminokyselinové sekvence
mutovanych genl jsou ukazédny (porovndny s prototypem sekvence
divokého typu) na Obr. 2 (HPV6bEl) a 4 (HPV6bEZ a HPVIIE2).
Nukleotidova sekvence s optimalizovanymi kodony a mutovana
nukleotidova sekvence pro E1 HPV6b Jje ukdzadna na Obr. 5.
Nukleotidova sekvence s optimalizovanymi kodony a mutovana
nukleotidovd sekvence pro E2 HPV11l je ukdzana na Obr. 6. Obr.
4 také ukazuje aminokyselinovou sekvenci polypeptidu,

ziskaného expresi genu s optimalizovanymi kodony a mutovaného

genu E2 HPV1l, v porovnédni s prototypem sekvence divokého typu
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a mutovanych sekvenci divokého typu, aby bylo zfejmé, :Ze
nukleotidova sekvence s optimalizovanymi kodony neméni
kédovanou aminokyselinovou sekvenci (které je . identickéa

s mutovanou sekvencil divokého typu).

P¥iklad 2 - Pfiprava polynukleotidové sekvence E1 HPVé6b

s optimalizovanymi kodony

Navrh genu:

PouZitim softwaru pro optimalizaci, diskutovaného vy3e, byly
z optimalizovanych sekvenci vypocCteny 40merni pfekryvajici se
oligonukleotidy. Termindlni oligonukleotidy, obsahujici
restrikéni mista, byly 60méry. Oligonukleotidy byly objednany
od Life Technologies Ltd v 50 nmol koncentraci, nechrénéné a

nefosforylované.

Priprava oligonukleotidu:

KaZdy oligonukleotid byl rozpudtén v dvakrdt destilované vodeé
na findlni koncentraci 100 mikromolérni(uM) a byla pripravena
ekvimolarni smés v3ech 96 oligonukleotidd o 100 pM koncentraci.
Syntéza byla pripravena ndsledovné pouzZitim Pwo polymerasy od

Roche Boehringer (Kat ¢. 1 644 955).

Dvakrat destilovanéd voda goul
Pwo 10X pufr 10pl
Smés dNTP 1pl (ekvimolarni smés 100mM dNTP)

sm&s oligonukleotidd 1pl (ekvimolarni smés 100uM oligo)

Pwo polymerasa 2ul

Polymerasovd Yeté&zova reakce (PCR) byla provedena s vySe
uvedenou reakdéni smési v Trio Thermoblock (Biometra), pouZitim
nadsledujicich podminek:

1. 40°C 2 minuty
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72°C 10 sekund
94°C 15 sekund
40°C 30 sekund
72°C 20 sekund + 2 sekundy na cyklus

o U W N

4°C o0

Cyklus se opakoval 25 krat mezi kroky 3 a 5.

Po dokonceni 25 cykld byl z kazZdé néddobky odebran 10ul alikvot
a byl analyzovan na 0,8% Tris acetédtovém (TAE) agarosovém gelu
a vyhodnocen pod UV svétlem pfi dlouhé vlnové délce. Oc¢ekavana

velikost syntetizované E1 DNA by mé&la byt pribliZne Zkb.

Ziskani genu:

Synteticky gen byl ziskdn PCR pouZitim polymerasy pouZitim
dvou termindlnich oligonukleotidi, které obsahovaly restrik<ni
misto pro Not 1 na N-konci syntetického oligonukleotidu a Bam

HI misto na C-konci syntetického oligonukleotidu.

Dvakrat destilovana voda 65pul

Pwo 10X pufr 10pl

Smés dNTP 1pl (ekvimolarni smeés 100mM dNTP)
Sestavena smés 20ul (z predchoziho PCR)
N-koncovy oligonukleotid 1pl (100uM)

C-koncovy oligonukleotid 1pl (100uM)

Pwo polymerasa 2pl.

1. 94°C 45 sekund

2. | 72°C 2 minuty + 1 minuta na 500bp

3. 72°C 10 minut

4, 4°C co

Cyklus se opakuje 25krat mezi kroky 2 a 1.
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PCR produkt byl poté purifikovédn pouzZitim QIAquick PCR
purifikaéniho kitu (Qiagen kat. c. 28104), a DNA Dbyla

resuspendovéana v celkovém objemu 50 pl elu&niho pufru pouzZitého

kitu. 10 pl alikvot byl Stépen restrikénimi enzymy Not 1 a
BamH1 (od Life Technologies Ltd, 3 Fcuntain Drive, Inchinnan
Business Park, Paisley, Scotland) 2 hodiny pfi 37°C. Toto
gtépeni bylo purifikovéno na 0.8% TAE agarosovém gelu a  2kb
DNA produkt byl vyfezdn a extrahovén pouZitim QIAquick Gel
extraction Kit (Qiagen kat.&.28704). Finadlni naStépeny <isty
DNA fragment byl eluovén celkovym objemem 50upl eluéhiho pufru

pouzitého kitu.

Tento PCR fragment byl klonovadn do vektoru p7313PLc (Obr. 7),
(Powderject Vaccines Inc., viz dalsi podrobnosti niZe) a
transformovan do kompetentnich bunék JM109 (Promega kat.cC.:
P9751) . DNA plasmid =z vybranych klond byl zkontrolovan
$tépenim restrikénimi enzymy Ncol-BamHl a Ncol-EcoR1l. Bylo
vybrano pé&t spravnych klonl s 2kb fragmentem inzertu a inzert
DNA byl sekvenovan. Pro daldi pouZiti byl vybran jeden klon
s inzertem obsahujicim t#i bodové mutace. T¥i bodové mutace
byly opraveny vymé&nnou ligacl s homolognimi malymi fragmenty

z jinych klonu.

Opravené klony byly znovu zkontrolovany Stépenim restrikénim
enzymem a DNA inzert byl cely sekvenovan. Tento klon byl
ozna&en p6bElc/o. Soucasné&, pro porovnanil exprese a pro
imunizacéni studie byly PCR amplifikovdny E1 gen HPV-6b
divokého typu a E1 gen HPV-11 divokého typu, pouZitim
genomovych klonl HPV-6b, (EMBO J. 2 (12) 2314-2318 1983) a
HPV-11 (Virology 151, 124-130 1986), a prisludné fragmenty
byly klonovany do vektoru p7313PLc Stépeného Not 1 ~-BamH1.

Prvni 2z té&chto klond byl oznaden Jjako p6bElw/t a druhy
pllElw/t.
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El geny v klonech p6bElc/o a pé6bElw/t byly dale mutovany tak,
aby vytvorily aminokyselinové zamény K83G, R84G a G438D. V PCR
reakcich Dbyly spolu s dald3imi reagenciemi popsanymi Vv

QuickChange Site-Directed Mutagensis Kitu (Stratagene kat.c.

200518) pouZity 37 a 57oligonukleotidové primery
odpovidajicich sekvenci s nukleotidovymi substitucemni
navrienymi pro zavedeni Zadanych mutaci. Mutovany klon

p6bElc/o byl oznacen p6bElc/o mut a mutovany klon pébElw/t byl

ozna&en p6bElw/t mut.

p¥iklad 3 - P#iprava polynukleotidové sekvence E2 HPVI1

s optimalizovanymi kodony

Navrh, priprava a =ziskdni genu E2Z s optimalizovanymi kodony
byly popsany vyd3e pro El, ale prekryvajici se oligonukleotidy
byly 60 nukleotidd dlouhé misto 40, s 18 nt prekryvem. Na
rozdil od postupu E1l byl vytvoren klon obsahujici
aminokyselinovou mutaci KI111A souCasné s klonem genu E2
s optimalizovanymi kodony, nahrazenim dvou vhodnych
oligonukleotidd o sekvenci divokého typu dvéma 60 mernimi
oligonukleotidy, ktere spolecné obsahuji nukleotidovou

substituci nutnou pro vytvofreni zmé&ny KII11A.

SloZeni plasmidu p7313-PLC

Plasmid byl vytvoren nahrazenim genu beta-laktamasy,
obsahujiciho Eaml1051 - Pstl fragment pUC19 (dostupny od
Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Amersham Place, Little
Chalfont, Bucks, HP7 O9NA) EcoRI fragmentem pUC4K (Amersham-
Pharmacia), obsahujicim gen pro rezistenci ke kanamycinu,
nasledovaném pouZitim T4 DNA polymerasy pro vytvoreni tupych
konct na obou fragmentech. ’Lidsky cytomegalovirovy IE1L
promotor/enhancer, Intron A, byl odvozen z plasmidu JW4303,
ziskaného od Dr. Harriet Robinsona, University of
Massachusetts, a vloZzen do Sall mista v pUCl9 jako Xhol -Sall

fragment, inkorporujiciho  polyadenylalni signal  hovéziho
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ristového hormonu. Delece 5' SalI-Banl fragmentu 2z promotoru

vytvo¥ila minimdlni promotor pouZity ve vektoru (WO00/23592 -
Powderject Vaccines Inc.). 3'UTR povrchového antigenu HBV byl
odvozen 2z Hepatitis B viru, serotyp adw, ve vektoru PAM6

(Moriarty a kol., Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 78, 2606-2610,
1981). pAM6 (vektor zaloZeny na pBR322) byl ziskan od American
Type Culture Collection, katalogové <cislo ATCC 45020. 3'UTR
byl vloZen na 5' konec polyadenylalniho signalu jako 1,4kb
BamHI fragment, pro vloZeni byl =zatupen, aby se odstranila
BamHI mista. V radé& krokd (vietné 3Stépeni Bgl II, uUpravy
Klenowovou polymerasou, 35té&peni BstX I, Stépeni Nco I, upravy
Mung bean nukleasou pro odstranéni precnivajiciho konce a
dalsiho 3&tépeni BstX I) byly vytvofeny modifikace v oblasti
mezi 3'netranslatované enhancerové oblasti HBV S genu a bGHpA
signdlu pro odstranéni vsSech otevienych &tecich ramcl, vétsSich
ne? 5 kodonl mezi promotorem X genu a bGHpA signélem..Toto ma
za vysledek deleci sekvence kédujici translatovatelnou cast
proteinu X (9 aminokyselin) a iniciaéniho kodonu genu X. Byla
vSak ponechana oblast slabého enhanceru/promotoru, protoZe
bylo zjist&no, Ze tato oblast =zvySuje expresi HBsAg z CMV
promotoru. Polyadenyladni signal hovéziho rustového hormonu
byl nahrazen polyadenylac¢nim signdlem kralic¢iho beta globinu.
5'nekédujici a koédujici sekvence S antigenu byly odstranény a
nahrazeny oligonukleotidovym linkerem za poskytnuti
vicenasobnych klonovacich mist, jak je uké&zdno, za vytvofeni

plasmidu p7313-PL.

Hind --Notl-- -EcoRV -Ndel- -BamHI-
AGCTTGCGGCCGCTAGCGATATCGGTACCATATGTCGACGGATCC
... .ACGCCGGCGATCGCTATAGCCATGGTCTACAGCTGCCTAGGCCGG

~-NheI- —Kpni— ~-Sall- ANotI
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Sekvence ColEl cer byla ziskdna ze subklonu z plasmidu pDAH212
od David Hodgeson (Warwick University) a amplifikovand pomoci
PCR pouZitim primerd pro vytvofeni restrikénich mist EcoRI na
koncich sekvence. Sekvence cer byla poté vloZena do EcoRI
mista p7313-PL za vytvofeni plasmidu p7313-PLc (Obr.7).
Sekvence amplifikovaného ceru byla ovérena s genovdu bankou

entry M11411.

pPriklad 4 - Exprese E1l v savéich 293T bunkach

Savéi 293T Dbunky roétly do logaritmické féze do findlni
koncentrace 2X10° bunék na 6 Jjamkové misce Corning Costar™
(Corning Science Products, 10 The ValleyCentre, Gordon Road,
High Wycombe, Bucks, UK) pro tké&nové kultury pfes noc pri 37°C
v 5%C0,. Byla ptipravena nésledujici transfekéni smeés a pro

vytvofeni byla ponechana 25 minut:

2ug plasmidové DNA (vektor, pébElc/o, p6bElw/t) v 16pl sterilni

dvakrat destilované vodé

plus:
OPTI-mem™ (Gibco BRL, Paisley, Scotland) 8ul
Lipofectamine™ (GibcoBRL) oul.

Kazdd buné&cna monovrstva byla peclivé promyta dvakrdt OPTI-
mem™. Ke kaZdé jamce bylo pfriddno 800ul OPTI-mem™. Ke kazdé

transfekéni smé&si bylo pfridéno 200 pl OPTI-mem™, smeés byla
promichdna a opatrné& pfidédna k bun&fné monovrstvé. Miska byla
inkubovana 5 hodin pri 37°C v 5% CO; a po této inkubaci byly
transfek&ni sm&s a OPTI-mem™ odstranény. Bun&cné monovrstvy
byly dvakrat opatrné promyty buné&cnym rastovym médiem a
nakonec byly transfekované bufky inkubovény 24 hodin v
Dulbecco Modified Eagle Mediu, obsahujicim 10% fetdlni teleci
sérum a 29,2mg/ml L-glutaminu, p#i 37°C v 5% CO,. Bunky byly
sedkrabnuty do mikrozkumavek, dvakradt promyty PBS, odstfedény

a buné&dnad peleta byla resuspendovédna v Laemmliho barvicce pro
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SDS Page. Buné&&né pelety byly povafeny a naneseny na 10% SDS
Page gel a elektroforéza probihala v 1X Tris Glycinovém SDS
pufru. Pb elektroforéze byl gel pfenesen na nitrocelulosovou
membranu (Amersham) a byl proveden Western blot.
Nitrocelulosovd membrana byla blokovédna 5% Marvel™ (Premier
Beverages, Knighton, Adbaston, Stafford, UK) v PBS po 30 min
p¥i laboratorni teploté a dvakrat promyta PBS a 0,1% Tweenem
20. K-nitrocelulosové membrané byla pfridana polyklonalni
protildtka, pripravend proti C terminalni sekvence proteinu

El HPVeb (proteinova sekvence: CSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFR)

v kréalicich, kterd byla natedéna v 5% Marvel™ v PBS. Membrana

byla inkubovéna ptri laboratorni teploté 1 hodinu za mirného
tfepani. ZFed&n& protilatka byla odstranéna a membrana byla
t¥ikrat promyta PBS a 0,1% Tweenem 20. Sekundarni konjugat,
praseli proti kralici s kfenovou peroxidasou (HRP) (DAKO), byl
natedén 1:20000 v PBS a 0,1% Tweenu 20. Toto bylo pZidano
k promyté membrédn& a inkubace byla provadéna 1 hodinu pfi
laboratorni teploté =za mirného trepani. Poté byla membrana
petlivé promyta PBS a 0,1% Tweenem 20. Pro detekci prenesenych
proteinti na membrané byl pouzit chemiluminiscencéni HRP kit

(Amersham) .

Vysledky:

P¥edpovidand velikost pro translatovany El protein je 68kDa -
72kDa. Vysledky (Obr. 8) ukazuji spravnou velikost proteinu,
exprimovaného pomoci p7313-PLc, obsahujiciho HPV6bE1L
s optimalizovanymi kodony (drdha 4). Vektor obsahujici EI
divokého typu je v dréaze 3, kterd ukazuje, Ze zde nebyla Zadna
detekovatelna exprese El1 v lidskych bufikach z nukleotidové
sekvence divokého typu. Podobné nebyl El detekovén v draze 2
(prézdny vektor ) a draze 1 (netransfekované bunky). PribliZneé
60kDa zéna v drahach 1-4 je neindentifikovany bunéény protein,

ktery kriZové reaguje s protilatkou proti El. Tato zbéna je ve
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vdech drahdch v témé&fr konstantni intenzité, coZ ukazuje, Ze

nandska vzorkl byla stejna.

Priklad 5 - P¥iprava rekombinantniho vakcinia viru,

exprimujiciho HPV E1l a HPV EZ proteiny.

Vakcinia virus exprimujici HPV-6b El protein byl vytvoren v
Glaxo Wellcome, Stevenage, UK. Vakcinia viry exprimujici HPV-
11 E1 a HPV-11 E2 byly darovadny Jeffem Englerem, University of

Alabama at Birmingham, US.

Kridtce, El1 gen =z po6bElw/t byl klonovédn do vektoru pPTM3
vakcinia viru, ktery byl poté zkontrolovan restrikénim enzymem
a po sekvenovdni DNA byl rekombinantni vektor pouzit pro
transfekci HTk™ bunék. Rekombinantni vakcinia wvirus byl
izolovdn a purifikovdn pomoci piakﬁ. Exprese E1 byla
kontrolovana pomoci Western Dblotu pouZitim peptidového
antiséra po infekci permisivnich buné&k pomoci obou, Jjak
rekombinantniho viru exprimujiciho HPV-6b El1, tak i vakcinia
viru (vIF7-3) exprimujiciho RNA polymerasu bakterioféga T7.
Pro ptimou expresi El a E2 proteinu z HPV-11 El1 a E2
rekombinantnich vakcinia vird je také nezbytnd koinfekce bunék
s vakcinia  virem  VvET7-3. Jako negativni  kontrola byl
v pokusech pouZit vakcinia virus kmene WR. Vektor pTM3 a

virus vTF7-3 byly z National Institute of Health, Maryland,
Us.

P¥iklad 6 - Imunologie - detekce buné&&nych odezev na HPV

antigeny
Vsechna ¢&inidla byla ziskana od Gibco BRL, Paisley, Scotland

nebo Sigma, Poole, Dorset, pokud neni uvedeno jinak.

A. Imunizaéni protokol.

Sami¢ky my3i C57BL/6 'byly imunizovéany 1,0-2,0 npg DNA (bud
p6bElc/o, pP6bElw/t, p6bElc/o mut, pébElw/t mut nebo prazdnym
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plasmidem p7313PLc) pomoci PMDD a boosted stejnou davkou o 14
dni pozd&ji. Zvirata byla usmrcena naruSenim déloZniho hrdla a
odstranénim sleziny pro zjisténi Dbuné&fnych odezev na HPV

antigeny.

B. Priprava bun&éné suspenze splenocytu.

Sleziny byly "rozmackadny" mezi podloZnimi sklic¢ky (BDH),
Gervené krvinky byly lyzovéany (155 mM NH,C1, 10 mM KHCO3, 0,1
nM  EDTA) a butky byly resuspendovédny v kompletnim RPMT.
(RPMI-1640 medium doplnéno o 10% fetalni teleci sérum (FCS),
2mM glutamin, 100 jednotek/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin
a5 x 107° M 2-merkaptoethanol).

C. Infekce MC57 cilovych bunék.

Imunodominantni epitopy odvozené z HPV antigenu nebyly

definovdny a proto detekce antigen specifickych odezev in
vitro zavisela na prirozeném Stépeni celého antigenu,
dosazeneho v cilovych bunfikach, které byly transfekovany cDNA
kédujici cely protein(y). MC57 bunky (K° pozitivni) byly
infikovany rekombinantnim vakcinia virem exprimujicim HPV-6b
E1, HPV-11 E2 nebo HPV-11 El pouzitim Cetnosti infekce 5 po 1
hodinu p#i 37°C. Pfebytek viru byl odmyt a buiiky byly
resuspendovany v kompletnim RPMI obsahujicim 50ng/ml

rekombinantniho lidského IL-2 (Glaxo Wellcome, Geneva).

D. ELISPOT.

ELISPOT misky (96 jamkové, Millipore MAIP S 45 1 0) byly
potafeny krysi proti my$i IFN gama (Pharmingen 18181D) 15 pg/ml
v PBS pres noc (4°C) pfed piidanim 4 x 107 splenocytd,
ziskanych od experimentélnich skupin. Antigen byl prezentovan
pridavkem 1 x 107* MC57 bun&k infikovanych rekombinantnim

vakcinia virem. Jako negativni kontrola byl pouZit vakcinia
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virus divokého typu kmen WR. Stanoveni bylo inkubovéno pres

noc p¥i 37°C(5% COy).

Druhy den stanoveni byly detekovany buiky tvofici skvrny
pouZitim biotinylované krysi proti my3i IFN gama (Pharmingen
18112D) 1lpg/ml nasledovanym pridavkem konjugatu streptavidinu
s alkalickou fosfatasou (TCS Biologicals SA 1008) v redéni
1/1000 v PBS. Tato reakce byla vizualizovana pomocl soupravy
substratu pro alkalickou fosfatasu (Biorad 170-6432) a
kvantifikovéna pomoci analyzy obrazu. Vysledky Jsou ukazany na

Obr. 9.

Jak je zfejmé z Obr. 9, byla silnd bun&&néd odezva pozorovana u
véech t¥i my3i, vakcinovanych plasmidem kédujicim sekvenci El
HPV-6b s optimalizovanymi kodony, kdyZz byly vystaveny EI,
obsasenému ve vakcinia vektoru (vacc.E1(11) nebo vacc.El(6b)).
z4dna odezva nebyla pozorovana, kdyZ byly tyto mysi vystaveny
vakcinia viru divokého typu (vacc.WT), nebo s vakcinia virem
exprimujicim E2 HPV-11 (vacc.E2(11l)). Naproti tomu, vakcinace
my3i plasmidem, kédujicim sekvenci E1 divokého typu nevedla
k odezvé T-bundk. Splenocyty =z téchto my5i nereaguji na
vystaveni vakcinia virem, nesoucim gen El, ani na jakékoliv
dal3i jiné vystaveni (data nejsou ukazana). Mutace genu EI1
buné&énou odezvu v mySich nezmeéni. JelikozZ se u mysi
imunizovanych p6bEl c/o a p6bElc/o mut také =zvySily silné
bunééné imunitni odezvy proti cilovym bunkédm infikovanym
vakcinia virem exprimujicim protein EI z HPV-1l, muZeme
predpokladat, Ze =zde existuje vysoky stupenn imunologické
k¥isové reaktivity mezi HPV-6b El a HPV-11 El. MySsi
vakcinované prazdnym vektorem p7313-PLc nevykdzaly Zadnou

odezvu na jakékoliv vystaveni.

P¥iklad 7 - Exprese E2 HPV 6b v sav&ich 293T bunkach
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293T bunky v jedné vrstvé (80% konfluentni) ve 24 jamkovych
miskdch byly transfekovany 1pg kazdého =z plasmidu (p6bw/t,

p6bc/o, pébw/t mut, pébc/o mut) pouzitim 2,5pl Lipofectaminu
2000 (Life Technologies) na transfekci, provadénou podle
standardniho protokolu (viz Priklad 4, vySe). 24hodin po
transfekci byly bufiky sklizeny, promyty fyziologickym roztokem
pufro&anYm fosfadtem a analyzovadny SDS-PAGE a Western Dblotem
pouZitim antiséra proti peptidu E2 (#1100), pfipraveného proti
N termindlni aminokyselinové sekvenci MEAIAKRLDACQEQLLELYEEC

HPV-6b (Obr. 10).

Vysledky
Vysledky ukazuji hlavni proteinovou z6nu s ocekéavanou

velikosti (40kDa - 45 kDa) v draze 3 (E2 s optimalizovanymi
kodony) a dréze 5 (E2 mutovand a s optimalizovanymi kodony).
Slab& zéna stejné velikosti je také v dréze 4, coZ naznacCuje
velmi slabou hladinu exprese z plasmidu kédujiciho mutovany EZ2
divokého typu, ale neni v draze 1 (negativni kontrola) nebo
v draze 2 (protein E2 divokého typu). Ve vSech drahach je
patrny k¥iZové reagujici protein o ~25kDa, coz ukazuje
rovnomé&rné naneseni vzorkll proteinovych lyzatd. Mutace E2
zjevné neovlivnila expresi proteinu E2, kterd byla znacné

zlepSena optimalizaci kodont.
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Patentové naroky
1. Polynukleotidova sekvence kédujici aminokyselinovou
sekvenci &asného antigenu HPV nebo Jeho fragmentu

lidského papilomaviru, majici koeficient vyuzZiti kodont
vy&3i neZ 0,3 ale niZ3i neZ 1,0 pro lidsky gen a schopné
vyvolat imunitni odezvu k FfecCenému casnému antigenu in

vivo.

Polynukleotidové sekvence podle jakehokoliv z naroku 1,

kde sekvence je DNA.

Polynukleotidova sekvence podle naroku 1 nebo 2, ktera

kéduje polypeptid HPV typu nebo subtypu HPV, spojeného

s rakovinou dé&loZniho hrdla, benignimi kozZnimi

bradavicemi nebo bradavicemi na pohlavnich organech.
Polynukleotidovd sekvence podle nadroku 3, kterad koduje
polypeptid HPV jednoho z typu 1-4, 6, 7, 10, 11, 16, 18,
26-29, 31, 33, 35, 39, 49, 51, 52, 56, 58, 59, a 68.

Polynukleotidova sekvence podle né&roku 4, kterad kbéduje

nebo  subtypu HPV, spojeného

hrdla

HPV typu

délozniho

polypeptid

nebo bradavicemi na

s rakovinou

pohlavnich orgénech.

Polynukleotidovd sekvence podle naroku 5, ktera koduje
polypeptid HPV jednoho z typt 6, 11, 16, 18, 33 nebo 45,
nebo fuzi dvou nebo vice typd vira HPV 6, 11, 16, 18, 33
nebo 45.
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Polynukleotidovd sekvence podle naroku 5, kterd koduje

polypeptid HPV typu nebo subtypu HPV vybraného z HPV 11,

6a nebo 6b.
Polynukleotidové sekvence podle jakéhokoliv
z predchazejiciho naroku, ktera kbéduje mutovany

polypeptid HPV majici sniZenou biologickou fﬁnkci.

Polynukleotidovd sekvence podle naroku 7, kterd kdéduje
mutovany polypeptid HPV, obsahujici jednu nebo nékolik

bodovych mutaci, pomoci nichZ Jje Jedna nebo vice

prirozenych biologickych funkci polypeptidu
inaktivovana.
Polynukleotidova sekvence podle jakéhokoliv

z ptedchéazejiciho naroku, ve kterych kédovany polypeptid
HPV obsahuje cely produkt nebo &ast produktu c¢asného

genu HPV.

Polynukleotidovd sekvence podle naroku 9, ve které
kédovany polypeptid HPV obsahuje cely nebo Cast E1 nebo
E2, nebo fazi celého nebo ¢asti El nebo E2 s jinym
polypeptidem HPV.

Polynukleotidové sekvence podle jakéhokoliv
z pfedchézejiciho naroku, majici koeficient pouziti

kodoni pro lidské geny vy38i nez 0,4, ale mensi nez 1.

Polynukleotidova sekvence podle naroku . 15, majici
koeficient pouZiti kodonl pro lidské geny vy$3i nez 0,5

ale men3i nez 1.
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Polynukleotidova sekvence podle jakéhokoliv
z pfedchazejiciho néaroku, majici koeficient pouziti

kodon pro geny E.coli vy33i nez 0,6.

Polynukleotidovd sekvence ukdzand na Obr. 5 nebo jeji
fragment nebo jeji analog, ktery zachovavd jejili profil

vyuziti kodonu.

Polynukleotidovd sekvence ukdzand na Obr. 6 nebo jeji
fragment nebo Jjeji analog, ktery zachovavad jejil profil

vyuZziti kodonu.

Expresni vektor obsahujicl polynukleotidovou sekvenci
podle jakéhokoliv z pfedchazejiciho naroku, funkc¢né
spojeného s kontrolni  sekvenci, ktera Jje  schopna
poskytﬁou expresi polynukleotidové sekvence

hostitelskymi bunkami.

Expresni vektor podle naroku 17, ktery je schopen ridit
expresi polynukleotidové  sekvence vV bakteridlnich,

hmyzich nebo sav&ich bunikach.

Expresni vektor podle naroku 17 nebo naroku 18, ktery je

p7313PLc.

Hostitelské buiiky obsahujici polynukleotidovou sekvenci

podle jakéhokoliv z narokd 1-16.

Hostitelské butiky obsahujici expresni vektor podle

jakéhokoliv z narokd 17-19.

Hostitelské buiky, podle ndroku 20 nebo naroku 21, které

jsou bakterialni, sav&i nebo hmyzi bunky.
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Farmaceutickad smé&s obsahujici polynukleotidovou sekvenci

podle jakéhokoliv z narokl 1-16.

Farmaceutickd sm&s obsahujici vektor podle jakéhokoliv

z narokl 17-19.

Farmaceutickd smé&s podle naroku 23 nebo naroku 24,

obsahujici rozmanitost ¢&astic, vyhodnéji zlaté céstice,

potaZené DNA.

Farmaceutické smés podle naroku 24, obsahujici
farmaceuticky prijatelnou excipientni latku a DNA
vektor.

Farmaceutickad smé&s podle Jjakéhokoliv =z narokd 23-26,

déle obsahuijici adjuvans.
Farmaceutickd smé&s podle néroku 27, ve které je adjuvans

kédovéano ve fuzi s polypeptidem HPV, kédovanym

polynukleotidem.

Pouziti polynukleotidu podle jakéhokoliv =z naroka 1-16

p¥i 1é&bé& nebo prevenci infekce HPV.

Pousiti vektoru podle jakéhokoliv =z nérokd 17-19 pri

1é&bé& nebo prevenci infekce HPV.

Pouziti sloZeni vakciny podle jakéhokoliv z néroku 23-28
p¥i 1éZbé nebo prevenci infekce HPV. |
Pou?iti podle jakéhokoliv z ndroki 29-31, ve kterych je

infekce HPV infekci HPV typl 6, 11, 16 nebo 18.
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z nadroku 1-16,

17-19

Pou?iti polynukleotidu podle jakéhokoliv

vektoru podle jakéhokoliv z naroku nebo

farmaceutické smési podle jakéhokoliv z ndrokd 24-28 pri
bradavic

bunék

1é¢b& nebo prevenci kozZnich Dbradavic, na

pohlavnich orgéanech, atypickych plochych

(ASCUS), dysplasii déloinihc hrdla,
hrdla (CIN)

nedefinovaného vyznamu

intraepitelidlni neoplasie d&lozZniho nebo

rakoviny délozniho hrdla.

Zpisob 1é&by nebo prevence infekci HPV nebo jakychkoliv

symptom nebo onemocnéni s nimi spojenych, zahrnujici
podavani t¢inného mnozstvi polynukleotidu podle
jakéhokoliv z nérokt 1-16, vektoru podle Jjakéhokoliv

2 narok 17-19 nebo farmaceutické smé&si podle jakéhokoliv

7z naroku 23-28.

Zpusob 1é&by nebo prevence infekci HPV nebo symptomt nebo

onemocnéni s nimi spojenych, zahrnujici podavani

farmaceutické smési podle jakéhokoliv =z néroka 23-27 v

davkovacim reZimu s prvni spoudtéci davkou rekombinantnim

virovym vektorem nebo s nevirové-zaloZenym systémem,

obsahujicim polynukleotid podle jakéhokoliv z naroka 1-16.
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Obr. 1
1 60
MADDSGTENEGSGCTGWEMVEAIVERTTGTQI SEDEEEEVEDSGYDMVDFIDDRHITONS,

MADDSGTENEGSGCTGWFMVEAIVQHPTGTQISDDEDEEVEDSGYDMVDFIDDSNT THNS
MADDSGTENEGSGCTGWEMVEAIVQHPTGTQISDDEDEEVEDSGYDMVDFIDDSNITHNS

61 120
VEAQALFNRQEADAHYATVQODLKRKYLGSPYVSPISNVANAVESEISPRLDAIKLTTOPK
LEAQALFNRQEADTHYATVODLKRKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDAIKLTROPK
LEAQALFNRQEADTHYATVODLKRKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDATIKLTRQPK

‘121 180

KVKRRLFETRELTDSGYGYSEVEA. . ATQVEKHGDPENGGDGQERDTGRDIEGEGVEHRE
KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTQVEKHGVPENGGDGQEKDTGRDIEG. . EEHTE
KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTQVEKHGVPENGGDGQEKDTGRDIEG. . EEHTE

181 240
AEAVDDSTREHADTSGILELLKCKDIRSTLHGKFKDCFGLSFVDLIRPFKSDRTTCADWY
AEAPTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCADWV
AEAPTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCLDWV

241 : 300
VAGFGIHHSIADAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLIRFKVNKSRCTVARTLGTL
VAGFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLVRFKVNKSRSTVARTLATL
VAGFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYARIQWLTNAWGMVLLVLLRFKVNKSRSTVARTLATL

301 ’ 360
LNIPENHMLIEPPKIQSGVRALYWFRTGISNASTVIGEAPEWITRQTVIERSLADSQFKL
LNIPDNQMLIEPPKIQSGVAALYWFRTGISNASTVIGEAPEWITRQTVIEHGLADSQFKL
LNIPENQMLIEPPKIQSGVAALYWFRTGISNASTVIGEAPEWITRQTVIEHGLADSQFKL

361 420
TEMVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLNSNMOAKYVKDCAIMCRHYKHAEM
TEMVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLNSNMOAKYVKDCATMCRHYKHAEM
TEMVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLNSNMOAKYVKDCATMCRHYKHAEM

421 480
KKMSIKQWIKYRGTKVDSVGNWKPIVQFLRHONIEFIPFLSKLKLWLHGTPKKNCIAIVG
RKMSIKQWIKHRGSKIEGTGNWKPIVQFLREQNIEFIPFLSKFKLWLHGTPKKNCIAIVG
REKMSIKQWIKHRGSKIEGTGNWKPIVQFLRHONIEFIPFLTKFKLWLHGTPKKNCIAIVG

481 540
PPDTGKSCFCMSLIKFLGGTVISYVNSCSHFWLQPLTDAKVALLDDATQPCWT YMDTYMR
PPDTGKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHFWLQPLVDAKVALLDDATQPCWIYMDTYMR
PPDTGKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHFWLQPLVDAKVALLDDATQPCWIYMDTYMR

541 ' 600
NLLDGNPMSIDRKHRALTLIKCPPLLVTSNIDISKEEKYKYLHSRVTTFTFPNPFPFDRN
NLLDGNPMSIDRKHKALTLIKCPPLLVTSNIDITKEEKYKYLHTRVTITFTFPNPFPFDRN
NLLDGNPMSIDRKHKALTLIKCPPLLVTSNIDITKEDKYKYLHTRVITEFTFPNPFPFDRN

601 651
GNAVYELSDANWKCFFERLSSSLDIEDSEDEEDGSNSQAFRCVPGSVVRTL
GNAVYELSNANWKCFEFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTL

.GNAVYELSNTNWKCFFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTL




WO 02/08433

6b-el
tb-el

th-~el
tb-el

tb-el
Gb-el

6b-el
6b-el

tb-el
6b~el

ob-el
6b-el

6b-el
bb-el

6b-el
th~el

6b-el
6b-el

mut

mut

mut”

mut

mut

mut

mut

nmut

mut

mut

mut

se s L X ]
. . . .

. L] .

. * o @

L] . L] .
cooe LR ] .

2/12

Obr. 2

1 ' 60
MADDSGTENEGSGCTGWFMVEAIVQHPTGTQISDDEDEEVED$GYDMVDFIDDSNITHNS
MADDSGTENEGSGCTGWFMVEAIVQHPTGTQISDDEDBEVEDSGYDMVDFIDDSNITHNS

"6l 120

LEAQALFNRQEADTHYATVQDLKRKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDAIKLTRQPK
LEAQALFNRQEADTHYATVQDLGGKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDAIKLTRQPK

121 ' ' 180
KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTOVEKHGY PENGGDGOEKDTGRDIEGEEHTEAR

KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTQVEKHGVPENGGDGQEKDTGRDIEGEEHTEAE

181 240
APTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCLDWVVA
APTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCLDWVVA

241 ’ 300
GFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLLRFKVNKSRSTVARTLATLLN

GFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLLRFKVNKSRSTVARTLATLLN

301 360
IPENQMLIEPPKIQSGVAALYWFRTGISNASTVIGEAPEWITRQTVIEHGLADSQFKLTE

IPENQMLIEPPKIQSGVAALYWFRTGISNASTVIGEAPEWITRQTVIEHGLADSQFKLTE

361 420
MVOWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLNSNMOAKYVKDCATMCRHYKHAEMRK
MVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDEDSNARAFLNSNMOAKYVKDCATMCRHEYKHAEMRK

421 480
MSIKQWIKHRGSKIEGTGNWKPIVQFLRHQNIEFIPFLTKFKLWLHGTPKKNCIAIVGPP
MSIKQWIKHRGSKIEGTGNWKPIVQFLRHQNIEFIPFLTKFKLWLHGTPKKNCIAIVGPP

481 540
DTGKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHFWLQPLVDAKVALLDDATQPCWIYMDTYMRNL
DTDKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHFWLQPLVDAKVALLDDATQRPCWIYMDT YMRNL,

541 600
LDGNPMSIDRKHKALTLIKCPPLLVTSNIDITKEDKYKYLHTRVTITFTFPNPFEFDRNGN
LDGNPMSIDRKHKALTLIKCPPLLVTSNIDITKEDKYKYLHTRVTTETFPNPFPFDRNGN

601 649
AVYELSNTNWKCFFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTL
AVYELSNTNWKCFFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVEGTVVRTL

PCT/GB01/03290
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Obr. 3

1 60
MEAIAKRLDACQDQLLELYEENSIDIHKHIMHWKCIRLESVLLHKAKQMGLSHIGLQVVP
MEAIAKRLDACQEQLLELYEENSTDLNKHVLHWKCMRHESVLLYKBKQMGLSHIGMQVVP
MEAIAKRLDACQEQLLELYEENSTDLHKHVLHWKCMRHESVLLYKAKQMGLSHIGMQVVP

61 120
PLTVSETKGHNAIEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLODTSYEMWLTPPKRC FKKQGNTVEVK
PLKVSEAKGHNATEMOMHLESLLKTEYSMEPWTLQETSYEMWQT PPKRCFKKRGKTVEVK
PLKVSEAKGHNAIEMOMHLESLLRTEYSMEPWTLQETSYEMWOT PPKRCFKKRGKTVEVK

121 180
FDGCEDNVMEYVVWTHIYLODNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGQFKTYYVNENKEAQKYGS
FDGCANNTMDYVVWTDVYVQDTDSWVKVHSMVDAKGI YYTCGQFKTYYVNFVKEAEKYGS

FDGCANNTMDYVVWTDVYVQODNDTWVKVHSMVDAKGI YYTCGQFKTYYVNFVKEAEKYGS

181 240
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRKR

TKQWEVCYGSTVICSPASVSSTTQEVSIPESTTYTPAQTSTP. VSSSTQEDAVOTPPRKR
TKHWEVCYGSTVICSPASVSSTTQEVSIPESTTYTPAQTSTL . VSSSTKEDAVOTPPRKR

241 » 300
ARGPSTN.,NTLCVANIRSVDSTINNIVTDNYNKHQRRNNCHSAATPIVQLQGDSNCLKC
ARGVQQSPCNALCVAHIGPVDSGNHNLITNNHDQHQRRNNSNSSATPIVQFQGBSNCLKC
ARGVQQSPCNALCVAHIGPVDSGNHNLITNNHDQHQRRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC

301 360
FRYRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQQFLNSVKI PPTIRHK

FRYRLNDKHRHLFDLISSTWHWASPKAPHKHAIVTVTYHSEEQRQQOFLNVVKIPPTIRHK
FRYRLNDRHRHLFDLISSTWHWASSKAPHKHAIVTVTYDSEEQRQQFLDVVKIPPTISHK

361 369
VGFMSLHLL
LGFMSLHLL
LGFMSLHLL
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Hpv-1lle2~comut
Hpv-1lleZ2-mut
Hpv-lleZ2-wt

Hpv-lleZ2~-comut
Hpv-lleZ2-mut
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Hpv-1le2-comut
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Hpv-lle2-comut
Apv-1le2-mut
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Rpv-1le2-comut
Hpv-1le2-mut
Hpv-1lle2-wt

Hpv-1le2-comut
Hpv~1lle2-mut
Hpv-1lle2-wt

Hpv~6be2~-wt
Hpv-6be2-mut

Hpv-6beZ-wt
Hpv-6be2-mut

Hpv-6be2-wt
Hpv-6be2-mut
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Hpv-gbeZ-mut
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Obr. 4a

1 60
MEAIAKRLDACQDQLLELYEENSIDIHKHIMHWKCIRLESVLLHKAKQMGLSHIGLQVVP
MEATAKRLDACODQLLELYEENSIDIHKHIMRWKCIRLESVLLHKAKQMGLSHIGLOVVP
MEATAKRLDACODQLLELYEENSIDIHKHIMAWKCIRLESVLLHKAKQMGLSHIGLOVVE

61 120
PLTVSETKGHNATEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLODTS YEMWLT PPKRCFAKQGNTVEVK
PLTVSETKGHENATEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLQDTS YEMWLT PPKRCFAKQGNTVEVK
PLTVSETKGANAIEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLQDTS YEMWLT PPKRCFKKOGNTVEVK

121 180
FDGCEDNVMEYVVWTHIYLQDNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGQFKTYYVNFNKERAQKYGS
FDGCEDNVMEYVVWTHIYLODNDSWVKVTSSVDAKGI YYTCGQFKTYYVNENKERAQKYGS
FDGCEDNVMEYVVWTHIYLQDNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGQFKTYYVNFNKEAQKYGS

181 240
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRKR
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRKR

TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRKR

241 300
ARGPSTNNTLCVANIRSVDSTINNIVTDNYNKHQRRNNCHSAATPIVQLOGDSNCLKCFR

ARGPSTNNTLCVANIRSVDSTINNIVTDNYNKHQRRNNCHSAATPIVOLQOGDSNCLKCFR
ARGPSTNNTLCVANIRSVDSTINNIVTDNYNKHQRRNNCHSAATPIVQLOGDSNCLKCFR

301 360
YRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQQFLNSVKIPPTIRBKVG
YRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQOFLNSVKIPPTIRHKVG
YRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQQFLNSVKIPPTIRHEKVG

361

FMSLHLL
FMSLHLL
FMSLHLL

367

Obr. 4b

1 60
MEATAKRLDACQEQLLELYEENSTDLHKHVLHWKCMRHESVLLYKAKQMGLSHIGMQVVP
MEATAKRLDACQEQLLELYEENSTDLHKHVLHWKCMRHESVLLYKAKOMGLSHIGMQVVP

61 - 120
PLKVSEAKGHNAIEMOMHLESLLRTEYSMEPWTLOETSYEMWQT PPKRCFKKRGKTVEVK
PLKVSEAKGHNAIEMOMHLESLLRTEYSMEPWTLOETSYEMWQTPPKRCFAKRGKTVEVK

121 180
FDGCANNTMDYVVWTDVYVQDNDTWVKVHSMVDAKGIYYTCGQFKTYYVNEFVKEAEKYGS
FDGCANNTMDYVVWTDVYVQDNDTWVKVHSMVDAKGIYYTCGQFKTYYVNFVKEAEKYGS

181 240
TKEWEVCYGSTVICSPASVSSTTQEVSIPESTTYTPAQTSTL . VSSSTKEDAVQTEPRKR
TKHWEVCYGSTVICSPASVSSTTQEVSIPESTTYTPAQTSTL . VSSSTKEDAVQTPPRKR

241 300
ARGVQQSPCNALCVAHIGPVDSGNHNLITNNHDQHQRRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC
ARGVQQSPCNALCVAHIGPVDSGNHNLITNNHDQHQRRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC
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301 360

Hpv-6be2-wt FRYRLNDRHRHLFDLISSTWHWASSKAPHKHAIVTVTYDSEEQRQOFLDVVKIPPTISHK
Hpv-6be2-mut FRYRLNDRHRHLFDLISSTWHWASSKAPHKHAIVTVTYDSEEQRQQFLDVVKIPPTISHK

361 369
Hpv-6beZ-wt LGFMSLHLL
Hpv~-€beZ-mut LGFMSLHLL
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Obr. 5

1 60
GCGGCCGCCATGGCAGACGATTCCGGTACTGAGAACGAAGGTTCTGGTTGTACCGGTTGG

&l 120
TTCATGGTTGAAGCAATCGTTCAGCATCCGACTGGTACCCAGATCTCCGATGACGAAGAC

121 180
GRAGAAGTTGRAGATTCTGGTTACGACATGGTTGACTTCATCGATGACTCCAACATCACT

181 ' 240
CATAACTCTCTGGAAGCACAGGCTCTGTTTAACCGCCAGGRAGCTGATACCCATTACGCT

241 300
ACTGTTCAGGACCTGGGAGGCAAATATCTGGGCTCTCCGTACGTTTCCCCGATCAACACT

301 : 360
ATCGCAGAAGCAGTTGAGTCTGAAATCTCCCCGCGCCTGGACGCTATCARACTGACTCGT

361 420
CAGCCGAAGAAGGTTAAACGTCGTCTGITCCAGACTCGTGAACTGACCGACTCCGGTTAC

421 480
GGTTATAGCGAAGTTGAGGCTGGCACCGGCACCCAGGTTGARAARCACGGTGTACCGGAA

481 . 540

AACGGCGGCGACGGTCAGGRAARARGGACECCGGCCGCGACATCGAGGGTGAGGAACACACC

541 600
GRAAGCTGRAAGCTCCGACTAACTCTGTTCGTGAACACGCAGGTACTGCGGGTATCCTGGAA

601 660
CTGCTGABATGCAAAGACCTGCGCGCGGCTCTGCTGGGCARATTCAAAGAATGCTTCGGC

661 720
CTGTCTTTCATTGACCTGATCCGTCCGTTTARGTCTGACARAACTACCTGTCTGGACTGG

721 780
GTTGTAGCAGGCTTCGGCATCCACCACTCTATCTCTGAAGCATTCCAGARACTGATCGAG

781 840
CCGCTGTCTCTGTRCGCGCACATCCAGTGGCTGACTAACGCTTGGGGTATGGTTCTGCTG

841 900
GTACTGCTGCGCTTTRAAGTARACARATCTCGTTCCACTGTTGCTCGTACTCTGGCTACC

901 . 960
CTGCTGRACATCCCGGAGAACCAGATGCTGATCGAARCCGCCGAARATCCAGTCTGGTGTA

961 1020
GCTGCACTGTACTGGTTTCGTACTGGCATCTCTAACGCTAGCACTGTTATCGGTGAAGCA

1021 10840
CCGGAATGGATCACTCGTCAGACCGTTATCGRACACGGTCTGGCAGATTCTCAGTTCAAR

1081 .- 1140
CTGACTGRAATGGTTCAGTGGGCATACGACRACGACATCTGCGAGGAATCTGRRATTGCG
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1141 1200

HPV6bel-comut

HPVébel-comut

HPVéEbel-comut

HPVébel-comit

HPVébel-comut

HPVébel-~comut

HPV6bel-comut

HPVbbel~comut

HPV6bel-comut

HPV6bel~comut

HPVébel-comut

HPVébel-comut

HPV6bel-comut

HEPV6bel-comut

TTCGAATACGCTCAGCGTGGCGACTTCGACTCCRACGCTCGTGCTTTCCTGRACAGCAAL

1201 1260
ATGCAGGCTAAATACGTAARARAGACTGCGCTACCATGTGCCGTCACTACARACACGCGGAR

1261 1320
ATGCGTAARATGTCTATCAARACAGTGGATCAAGCACCGCGGTTCTAAAATCGARGGTACC

1321 1380
GGTAACTGGAAACCGATCGTTCAGTTCCTGCGCCATCAGAARCATCGAATTCATCCCGTTC

1331 1440
CTGACCAAATTCAAGCTGTGGCTGCACGGTACCCCGARAAAAAACTGCATCGCTATCGTA

1441 1500
GGTCCACCGGARCACTGACAAGTCTTACTTCTGTATGTCCCTGATCTCTTTCCTGGGCGGC

1501 1560
‘ACTGTAATCTCTCACGTTRACTCTTCCTCCCATTTCTGGCTGCAGCCACTGGTAGACGCG

1561 1620
AARGTAGCTCTGCTGGACGACGCGACCCAGCCGTGCTGGATCTACATGGATACTTACATG

1621 ) 1680
CGCARCCTGCTGGACGGTAACCCGATGTCTATCGACCGTARACACARRGCGCTGACTCTG

1681 1740
ATCAAGTGCCCGCCGCTGCTGGTARACTTCTAACATCGACATCACCAAGGAAGATAAATAC

1741 1800
ARGTACCTGCATACCCGTGTTACTACCTTTACTTTCCCGRACCCGTTCCCGTTTGATCGT

1801 : ' ) 1860
AACGGTAACGCTGTTTACGAACTGTCCAACACTAACTGGARATGCTTCTTCGAGCGTCTG

1861 1920
TCTTCCTCCCTGGACATCCAGGACTCTGAAGATGAAGAAGATGGTTCTAACTCTCAGGCT

1821 1968
TTCCGTTGTGTTCCGGGTACTGTTGTTCGTACTCTGTGAGGATCC * .
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Obr. 6

1 60
' ' GCGGCCGCCATGGARGCCATCGCGRAGAGGCTCGACGCCTGCCAGGACCAGCTGCTCG

61 , 120
AGCTGTACGAGGAGAACAGCATTGACATCCATARGCACATCATGCACTGGAAGTGCATTC

121 180
GCCTGGAGAGCGTGCTGTTGCACRAGGCCAAGCAGATGGGCCTGTCCCACATAGGCCTTC

181 240
AGGTGGTCCCCCCTCTGACCGTGTCAGAGRCAARGGGCCATRACGCARTCGAGATGCAGA

241 300
TGCACCTCGAGTCGCTGGCGRARACACAGTACGGCGTGGAGCCATGGACCCTGCAGGACA

301 360
CCTCGTACGAAATGTGGCTGACCCCACCTAAGCGATGCTTCGCCAAACAGGGCARCACAG

361 420

~TGGAGGTGAAGTTCGACGGCTGTGAGGATAACGTTATGGAGTATGTCGTGTGGACGCACA

421 480
TCTATCTGCAGGACAACGACAGTTGGGTGAAGGTGACCAGCTCCGTGGACGCGARGGGCA

481 540
TCTACTATACCTGTGGGCAGTTTARAACCTACTATGTGAACTTCARCAARGAGGCCCARA

541 600
AGTATGGCTCCACCARCCACTGGGAGGTCTGCTATGGGAGCACGGTGATTTGCTCTCCCG

601 660
CCAGCGTGTCTAGCACTGTGCGCGRGGETGAGCATTGCCGAGCCGACCACGTACRCCCCTG

661 720
CCCAGACGACCGCTCCGACCGTGTCTGCTTGTACTACCGAGGACGGCGTGAGCGCTCCAC

721 780
CCAGGRAGCGTGCGAGGGGCCCARGCACCAACAACACCCTCTGTGTGGCGAACATTCGCA

781 840
GCGTCGACAGTACCATCAATARCATCGTGACGGATAACTATAACAARGCACCAGAGGCGTA

841 900
ACAACTGTCACTCTGCCGCARCCCCCATCGTGCAGCTCCAGGGAGACAGCARTTGCCTTA

901 960
AGTGCTTCCGCTATCGCCTCAACGACAAGTACAAGCACCTCTTTGAGCTCGCCTCGTCGA

961 1020
CGTGGCACTGGGCCTCACCCGAGGCACCTCACAAGAACGCCATCGTCACTCTCACTTACT

1021 1080
CCAGTGAGGARGCAGAGACAGCAGTTTCTGAACAGCGTGAAGATCCCACCGACGRTCCGTC

1081 1123
ATAAGGTCGGCTTCATGTCACTGCATCTCCTGTGAGGATCC' |

PCT/GB01/03290
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Obr. 8

187 KDa
118 KDa

85 KDa
81 KDa
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Klig:
1- kontrola 293T buné&cny lyzat
2- kontrola p7313PLc vektor

3- p6bEl w/t-
4- p6bEl c/o
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