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(54) Nazev pihladky vynalezu:
Fuzni protein pro vakcinaci proti lidskému
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(57) Anotace:

Fizni protein, ziskany spojenim sekvenci aminokyselin
proteinu E7 lidského papollomaviru s B-glukuronidizou z
Escherichia coli, je velmi stabilni v lidskych, rostlinnych i
bakterialnich burikéch a je vice imunogenni, neZ protein E7.
Jeho exprese ochrani my$i proti nadorové transformovanym
buiikam. MiZe byt pouZit jako G¢inna sloZka vakcin proti
premalignim nebo malignim onemocnénim vyvolanym
lidskymi papillomaviry. Sou&asti feSeni je také konstrukce

genti a expresnich vektort pro pipravu fiizniho proteinu a
zplsoby jeho produkce, zejména metoda produkce v
transgennich rostlinach.




Fuazni protein pro vakcinaci proti lidskému papillomaviru a zpusob jeho produkce. %{3

Oblast technik

Vynalez se tyka fuzniho proteinu, vzniklého spojenim sekvenci aminokyselin proteinu
E7 lidského papillomaviru s B-glukuroniddzou z Escherichia coli, konstrukce geni a
expresnich vektorii pro jeho pfipravu a metod pro jeho produkci a pouziti jako vakciny
k G¢inné imunizaci proti premalignim nebo malignim onemocnénim vyvolanym lidskymi

papillomaviry.

Dosavadni stav techniky

Anogenitdlni léze zplisobené lidskymi papillomaviry (HPV) jsou celosvétove
nejrozsitenéjsi pohlavné prenasenou chorobou. Ngkteré typy HPV se podileji na vzniku
karcinomu d€loZniho ¢&ipku, ktery predstavuje vyznamné zdravotni riziko ve vyspélych
statech a v rozvojovych zemich je dokonce nejéastdjsi piidinou smrti na rakovinu u Fen.
Vakeinace inaktivovanymi viry neni mond, protoZe neni znam zplsob uéinné kultivace viru.
Proto je velké vyzkumné usili zaméfeno na tzv. subjednotkové vakciny, pfipravené pomoci
technologie rekombinantni DNA.

Pfi¢inou maligni transformace bun&k infikovanych HPV jsou virové nestrukturalni
proteiny E6 a E7, které specificky inaktivuji proteiny dici bunéény cyklus, zejm. proteiny
p53 a pRb. Také rhst nadori je zavisly na stalé produkci t&chto proteind. VétSina strategii
terapeutické vakcinace je proto zaloZena na stimulaci cytotoxické imunitni odpovédi proti
buiikdm produkujicim proteiny E6 a E7. Bylo prokdzano, Ze expresi isolovanych a
upravenych gend HPV E6 a E7 ve vhodnych systémech je mozno vyvolat specifickou imunitu
(M. Da Silva et al., J.Cell Physiol. 186, 169-182, 2001).

Vakcinace proteiny E6 a E7, pfipravenymi riznym zpiisobem, ale neni piili§ G¢inna
pro jejich nizkou imunogenitu a malou stabilitu ve véing bungk. Proto bylo za uelem
vakcinace pfipraveno nékolik typlG fliznich proteind, obsahujicich sekvence E6 a E7 a
pipadné sekvence dalsich proteind, které by mély zvysit stabilitu a imunogenitu. Napf.
v patentové pfihlaSce US 6,342,224 je navrZena fize proteint E6 s E7 a s asti proteinu D
z Haemophilus influenza B. V pfihlasce EP 1 243 655 je navrhovana fize N-koncovych ¢asti
proteini E6 s E7 a s pld§tovym proteinem viru hepatitidy B, nebo s n&kolika Jjinymi proteiny.

Z4dna faze se ale neosvédeila natolik, aby na jejim zakladé vznikla $iroce pouZitelna vakcina.
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Podstata vynalezu
N4§ vynalez se tyka fuzniho proteinu, produkovaného z rekombinantni DNA, ktera

byla ziskana fizi genu HPV E7 s genem pro bakteridlni (-glukuroniddzu (GUS). Exprese
fazniho genu v riznych systémech je snadno a pfesné méfitelna a vede ke vzniku stabilniho,
silng imunogenniho proteinu. Pfedmétem patentu je i tato rekombinantni DNA, jejiZ priprava
se da provést obvyklymi technikami molekuldrni biologie, popsanymi napf. v knize
Sambrook, K. et al., Molecular Cloning — A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor, 1989, a
spoéiva v téchto krocich:

a) Cely gen E7, resp. jeho pfedni &ast obsahujici prvnich alespori 41 kodont, se
pted jeho stop kodonem, resp. za 41. nebo n€kterym dal$im kodonem, nebo se tyto fragmenty
ziskaji polymerazovou fetézovou reakci (PCR) pomoci vhodnych primerd. Faze jakéhokoli
fragmentu genu E7 del$tho nez 40 kodont od N- konce s GUS genem je pfedmétem tohoto
vynalezu. Jako zdroj E7 sekvenci je moZno s vyhodou pouZit plasmid pBSC/E7GGG, kde
jsou v genu E7 z HPV 16 i bodové mutace, které méni sekvenci vazebného mista pro pRb a
tim sniZuji onkogenni vlastnosti proteinu E7. Gen E7GGG se proto vyznatuje minimalnim
rizikem pfi manipulacich a pouZiti (Smahel, M. et al, Virology 281, 231-238, 2001). Je
oviem mozno pouzit i jakoukoli jinou vhodnou mutantu E7 nebo gen E7 z jiného typu HPV.

b) Isolovany fragment se pomoci vhodného linkeru spoji sgenem pro GUS
z Escherichia coli, ktery je obecné dostupny v mnoha klonovacich vektorech. Spojeni se
provede tak, aby &teci ramec genu E7 resp. jeho &asti navazoval pres nekolik kodoni linkeru
na &teci ramec genu GUS, vyhodnég, ale ne vyhradné na N-konci GUS.

¢) Fazni gen se integruje do vektoru s transkriptnimi signaly pro silnou expresi
v daném typu bungk. S vyhodou se daji pouZit v rostlinnych butikach vektory s promotorem a
terminatorem transkripce z viru mosaiky kvétaku, v sav¢ich bunkach vektory s promotorem
z lidského cytomegaloviru (hCMV) a terminatorem transkripce z krali¢iho genu pro f3-globin,
a v bakteriich E. coli expresni plasmid pQE30 (QIAGEN) s 6x His spojkou pro snazsi isolaci
fazniho proteinu. V3echny tyto struktury jsou komercn€ dostupné.

Fazni proteiny piipravené expresi fizniho genu E7/GUS v téchto systémech maji fadu
prednosti proti dosud zkousenym preparatim. Exprimované fizni proteiny se snadno a pfesné
stanovi na zakladé zachované enzymatické aktivity GUS. Jsou zna¢né stabilni v Zivo€iSnych,
rostlinnych i bakteridlnich busikach (na rozdil od nemodifikovaného proteinu E7) a jsou silné
imunogenni. Imunizaci my$i DNA vakcinou odvozenou z patentovaného fizniho genu bylo

dosaZeno podstané vys3i resistence proti aplikovanym nadorové transformovanym builkdm
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produkujicim antigen E7, nezli preparaty s jinymi E7 konstrukty. Positivni vysledky p¥ineslo i
stanoveni indukované bunétné imunity u mySi po subkutanni aplikaci extraktd z
transformovanych rostlin, produkujicich fuzni protein. }

Pfedmétem patentu jsou i vakciny, stimulujici imunitni odpovéd’ proti lidskému
papillomaviru, které obsahuji fuzni proteiny E7/GUS podle vynalezu. Pro pouZiti ve vakcing
mohou byt fizni proteiny isolovany a vy¢€istény zavedenymi metodami z produkénich bunék,
nebo mohou byt pouZity celé produkéni buiiky nebo organy k oralni vakcinaci.

Piipravek rekombinantni DNA, kédwjici fizni protein podle vynalezu, je také
ptedmétem patentu. Je vhodny na piimou vakcinaci jako DNA vakcina, pro transformaci
baktérii produkujicich néasledn€é velkd mnoZstvi imunogenniho proteinu pouZitelného
k vakcinaci nebo pro transformaci rostlin produkujich nésledné oraln¢ aplikovatelnou

rostlinnou vakeinu.

Seznam obrazki

Obr. 1: Sekvence genu E7GGG s odpovidajicimi aminokyselinami pod sekvenci a
s vyznacenymi Upravami: podtrZend jsou mista pro restrikéni endonukleazu Pvull, dvojité
base a aminokyseliny u mutanty E7GGG. V ramecku jsou sekvence PCR primeri E7-1 a E7-

2 (posledni je zapsan obracené, 3'-5"), pouZitych k amplifikaci celého genu.

Obr. 2: Schema nékterych konstruktl s vyznacenim dilezitych genti, promotord a terminétor
transkripce. Dal$i znacky: GUS: ORF B-glukuronidéazy, p35S a !: promotor 35S a terminator
transkripce z viru mosaiky kvétaku, ORF Ip.: ¢ast ORF I z viru mosaiky kvétdku, amp: gen
pro resistenci k ampicilinu, ori: poéatek replikace z plasmidu pUC19, B-E-K-Sm: mista pro
restrikéni endonukledzy BamHI, EcoRI, Kpnl, Smal.

Znazornény jsou také nejdulezitéjsi ¢asti sekvenci zobrazenych fiznich genit. V nich

vvvvvv

podtrzené v restrikénich mistech.

Obr. 3: Exprese rliznych fuznich proteind E7GGG/GUS pod p35S promotorem, po transfekci
do protoplastli bramboru, stanovend jako aktivita GUS. Hodnota 100% srovnavaciho vzorku

MonoGUS predstavuje asi 0,2% B-glukuronidazy ze vSech proteind.

Obr. 4: Detekce fuznich proteini E7GGG/GUS na western blotu proteind z protoplastii
bramboru po transfekci fuznimi geny. Detekce provedena pomoci polyklondlni protilatky

proti E7. Vzorky pfedstavuji fuzni proteiny Ip./E7TGGG/GUS (1150), E7GGG/GUS (1155)
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Ip./E7GGG/E7GGG/E7GGG/GUS (1153), a E7GGG/E7GGG/GUS (1160). Symboly MI,
M2, M3 jsou oznaceny riizné klony danych konstrukti.

Obr. 5 a 6: Detekce fiznich proteini E7/GUS na western blotu proteind extrahovanych

z transformovanych rostlin bramboru a rajéete.

Obr. 7: DNA vakcinace proti nadorovym butikim TC-1 produkujicim onkoprotein HPV16
E7. Mysi byly dvakrat imunizovany pomoci genové pistole plazmidy navazanymi na zlaté
tastice. Po druhé imuniza¢ni davee byly zvifatim podkozng inokulovany buitky TC-1 a byl

sledovan rast nadort.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Restrikéni endonukleazou Pvull byl z plasmidu pBSC/E7GGG (Smahel, M. et al,
Virology 281, 231-238, 2001) vystépen fragment dlouhy 132 bp zacinajici 7 b pied
fragment byl naklonovdn do Smal mista mezi EcoRI a BamHI rostlinné expresni kazety
MonoGUS (Bonneville, J.M. ef al., Cell 59, 1135-1143, 1989), ktera nese fuzi 15 kodonu
ORF I viru mosaiky kvétdku, linker EcoRI-Smal-BamHI-Smal a gen GUS, mezi promotorem
p35 a termindtorem transkripce z viru mosaiky kvétdku (Obr. 2A). Tim byla ziskana fuze 15
kodont ORF I, 5 kodond linkeru, 41 kodont z N-konce E7GGG, 9 kodont linkeru a 603
kodont genu GUS v expresni struktufe oznatované 1140 (= p358-Ip./E7GGGp./GUS-!, Obr.
2C), ktera se v rostlinnych protoplastech po transformaci pomoci polyetylenglykolu (PEG)
siln€ exprimuje na velmi stabilni produkt, jak potvrzuje stanoveni aktivity GUS (Obr. 3), Fuze
s kodony ORF I na N-konci zajist'uje vy33i translaci v rostlinach, ale na imunogenni vlastnosti

fazniho proteinu nema zietelny vliv.

Priklad 2

Postup podle piikladu 1 byl opakovén s pouZitim rostlinné expresni kazety pCB1123,
ktera se lisi od kazety MonoGUS deleci ORF I a linkerem Kpnl-Smal-BamHI-Smal pted
genem GUS (Obr. 2B). Klonovani do Smal mista mezi Kpnl a BamHI poskytlo fuzi 41
kodonti E7GGG, 9 kodonti linkeru a 603 kodonit GUS (Obr. 2D), resp. fuzi ti repetic 41
kodonit E7GGG oddélenych 3 kodony linkeru a GUS s 5 dal§imi kodony linkeru pfed GUS
ORF. Vzniklé expresni struktury, oznadované 1133 (= p35S8-E7GGGp./GUS!) resp. 1135 (=
p358-E7GGGp./E7GGGp./E7GGGp./GUS!) se v rostlinnych protoplastech po transformaci
PEG exprimovaly do mnoZstvi 0,08% resp. 0,06% vsech proteint (Obr. 3).




Priklad 3

Pomoci nasyntetizovanych primert E7-1 (CCA GGA TCC ATC ATG CAT GGA GAT ACA
CC) a E7-2 (CAG CCA TGG TGG ATC CTG GTT TCT GAG AAC AG) byl
polymerdzovou fetézovou reakci amplifikovan gen E7GGG (Obr. 1) zplasmidu
pBSC/E7GGG tak, Ze po Stépeni produktu restrikéni endonukledzou BamHI v zabudovanych
mistech BamHI (vyznaceno dvojitym podtrzenim) vznikl fragment zacinajici 3 kodony pied
kodonem ATG genu E7GGG (vyznaen tu¢né) a koncici bezprostfedné za poslednim, 98.
kodonem (vyznacen tu¢n¢). Fragment byl naklonovan jako v pfikladech 1 a 2 do expresnich
kazet MonoGUS a pCB1123 do jejich unikatniho mista BamHI v linkeru. Bylo ziskano
n€kolik fazi celého genu E7GGG s GUS, konkrétné rostlinné expresni struktury 1150 (=
p35S-VE7GGG/GUS!), 1153 (= p35S-VE7GGG/E7GGG/E7/GUS!), 1155 (= p35S-
E7GGG/GUS!) a 1160 (= E7GGG/E7GGG/GUS!). Vsechy struktury se po transformaci PEG
exprimovaly v rostlinnych protoplastech na velmi stabilni produkt, jak potvrzuje stanoveni

aktivity GUS (Obr. 3) i imunochemicka reakce protilatek proti E7 (Obr. 4).

Piiklad 4

Expresni struktury 1133, 1135, 1155 a 1160, obsahujici CaMV p35S promotor,
piisludny fazni gen a CaMV terminator transkripce, byly jako EcoRI fragment integrovany do
unikatniho mista EcoRI rostlinného binarniho vektoru pCB1399 (Vlasdk a Ondiej, Fol.
Microbiol. 37, 227, 1991). Po prevedeni vektoru do pomocného kmene Agrobacterium
tumefaciens 4404 a transformaci bramboru a rajéete byly ziskadny transformované rostliny,
v jejichZ tkanich tvoti fizni proteiny E7GGG/GUS 0,01-1% vsech proteind (Obr. 5, 6).
Subkutanni aplikace ¢asti rostlin my$im vedla k imunizaci proti HPV. Oralni imunizace mysi

jedlymi ¢astmi transformovanych rostlin se zkousi.

Priklad 5

Fazni gen ze struktur 1140, 1150 a 1153 byl jako EcoRI fragment pieklonovén do
savéiho expresniho vektoru pBSC (Smahel et. al., 2001) mezi promotor lidského
cytomegaloviru a terminétor transkripce genu krali¢iho P-globinu. Vzniklé rekombinantni
DNA byly pouzity jako DNA vakciny k vyvolani protinadorové imunitni odpovédi u my$i.
Po navézani 1 ug DNA na zlaté ¢astice o velikosti 1 pm byla provedena aplikace DNA vakcin
genovou pistoli do kize na bfiSe my$i. Byla zjisténa 100% ochrana mysi proti nadorove
transformovanym buiikdm TC-1 produkujicim onkoprotein E7. DosaZené u¢innost imunizace

byla vyssi neZ po pouziti vektoru pPBSC/E7GGG (Obr. 7).
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PATENTOVE NAROKY
Flzni protein pro vakcinaci proti lidskému papillomaviru obsahujici prvaich alespon 41
aminokyselin proteinu HPV E7, spojenych funkéng s B-glukuroniddzou (GUS) z
bakterie Escherichia coli.
Fuzni protein podle naroku 1, ktery déle obsahuje jednu nebo vice aminokyselinovych
spojek pfed nebo mezi zminénymi aminokyselinovymi sekvencemi.
Fazni protein podle naroku 2, kde zminéné spojky obsahuji 1-10 aminokyselin.
Fuzni protein podle narokd 1 a 2, ve kterém je protein E7 z HPV16 nebo HPV18.
Fazni protein podle jakéhokoliv z nérokii 1 aZ 4, kde protein E7 je mutovén pro snizeni
vazby pRb proteinu a tim tumorogenity.
DNA sekvence kédujici fuzni proteiny podle jakéhokoliv z narokd 1-5.
Expresni vektor s vhodnymi replikatnimi a markerovymi strukturami, obsahujici DNA
sekvenci podle ndroku 6 funkéné napojenou na expresni signaly, které zajisti produkeci
fuzniho proteinu po transformaci nebo transfekci bungk vhodného typu timto vektorem.
Expresni vektor podle naroku 7, ktery zajisti vysokou expresi fizniho proteinu
v Zivo¢iSnych builkach a je pouzZitelny jako tzv. DNA vakcina.
Expresni vektor podle ndroku 7, ktery zajisti vysokou expresi fuzniho proteinu
v baktériich.
Vakeina proti papillomaviru, vyznaCujici se tim, Ze obsahuje jako imunologicky uginnou
slozku fuzni protein podle naroku 1.
Expresni vektor podle néroku 7, ktery po nésledné transformaci rostlin umoziuje
vypéstovat transgenni rostliny produkujici fizni protein podle naroku 1.
Transgenni rostliny piipravené transformaci vektorem podle néroku 11. a jejich &asti,
které produkuji fuzni protein podle naroku 1.
Vakeina proti papillomaviru, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako imunologicky G&innou
slozku extrakt z transformovanych rostlin podle naroku 12.
Vakeina proti papillomaviru, vyznagujici se tim, Ze G&inné slozka je podavéna piimo ve

formé transformovanych rostlin podle naroku 12 nebo jejich &asti.




Obr. 1

£7-1:ccaggatecatd
cacgtagagaaacccagctgtaatc
btg cat gga gat aca cc—5ﬁ
ATG CAT GGA GAT ACA CCT ACA TTG CAT GAA TAT ATG TTA GAT TTG
M H G D T P T L H E Y M L D L
CAA CCA GAG ACA ACT GGT CTC TAC GGT TAT GGG CAA TTA AAT GAC
Q P E T T G L Y G Y G Q L N D
AGC TCA GAG GAG GAG GAT GAA ATA GAT GGT CCA GCT GGA CAA GCA
S S E E E D E I D G P A G Q A
GAA CCG GAC AGA GCC CAT TAC AAT ATT GTA ACC TTT TGT TGC AAG
E P D R A H Y N I v T F C C K
TGT GAC TCT ACG CTT CGG TTG TGC GTA CAA AGC ACA CAC GTA GAC
C D S T L R L C Y Q S T H \% D
ATT CGT ACT TTG GAA GAC CTG TTA ATGC GGC ACA CTA GGA ATT GTG
I R T L E D L L M G T L G I i

loH-g aca aga gtc.ttt.ggt.Cag9tggtaccgad : E7-2

TGC CCC ATC TGT TCT CAG AAA CCA taatctaccatggcetg
C P I C S o] K P *
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Obr. 2

LE-Sm-B"-Sm |M onoGUS l

| pCB1123 I

E B -Sm PCB 1140

CaMV ORFI, 15 kodonti

Sekvence fuzniho genu: gagATG GAT GAT TTG TAT CCA GAA GAA AAT ACC CAA
E7, 41 kodonii

AGC GAG CAA TCG CAG aat tec cct gta atc ATG CAT...CCA ggg gga fec ceg got
GUS, 603 kodont

ggt cag tcc ctt ATG TTA - ...-TGA.

D

K B -Sm PCB 1133

E7, 41 kodonii

Sekvence fuzniho genu: ceecrgtaatcATG CAT...CCA ggg gga tec ceg ggt
GUS, 603 kodont

ggt cag tce ctt ATG TTA - ...-TGA.

E-B B PCB 1150

CaMV ORFI, 15 kodonti
Sekvence fuzniho genu: gagATG GAT GAT TTG TAT CCA GAA GAA AAT ACC CAA
E7, 98 kodonii

AGC GAG CAA TCG CAG aat tce cgg gga tec atc ATG CAT...CCA gga tee ceg got

GUS, 603 kodoni
ggt cag tcc ctt ATG TTA - ... TGA




Obr. 3
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Obr. 5

E7GGG/GUS v transgennich rajéatech a bramborach
E729 132021252627 1 2 3 4

150kD —»
100kD —

E

75kD —» .

25kD —»

Vzorky: 29 —kontrola, 13 — E7/GUS rajée, 20 a 21 E7/E7/GUS
raje, 25 a2 27 — E7p./GUS rajée, 1 aZ 4 E7/GUS brambor

Obr. 6

E7GGG/GUS v transgennich bramborach
E7 28 5 6 7

14 1516 17 22 23 24

25kD —»

Vzorky: 28 —kontrola, 5 a2 7 - E7/GUS, 14 az 17 — E7/E7/GUS,
22 a7 24 - E7p./GUS
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