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Syntetické molekuly DNA kddujici gag geny HIV a modifikace
gag gentl HIV. Kodény syntetickych molekul jsou kodony
upiednostiiované planovanou hostitelskou buiikou. Syntetické
molekuly mohou byt pouZity jako polynukleotidové vakciny, které
umoziiyji Ucinnou imunoprofylaxi proti infekei HIV
prostiednictvim stimulace tvorby neutralizatnich protilétek a
vyvolanim butikami zprostiedkované imunity.




Syntetické GAG geny HIV

Oblast techniky

p¥edkladany vyndlez se tykd vakcin proti viru HIV.

Dosavadni stav techniky

Virus lidské imunodeficience 1 (HIV-1) je etiologickym agens
1idského syndromu ziskané imunodeficience (AIDS) a p¥ibuznych
onemocn&ni. HIV-1 je RNA virus ndleZici do rodiny retrovird a ma
5'LTR-gag-pol-env-LTR3' organizaci, kterd je vlastni vSem
retroviram. Krom& toho obsahuje HIV-1 mnoho geni s regulaéni nebo
neznamou funkci, jako jsou naptiklad tat a rev geny. Env gen
koduje glykoprotein virového obalu, ktery je translatovan jako
160-kDa prekursor (gplé0) a potom je gt&pen bunéénou proteasou
za vzniku 120 kDa obalového glykoproteinu (gpl20) a
transmembranového 41 kDa obalového glykoproteinu (gp4l). Gpl20 a
gp4l zustédvaji v asociaci a jsou p¥itomny na virovych &asticich
a na povrchu bun&k infikovanych HIV. Gpl20 se vaze na CD4
receptor, ktery je pfitomen na povrchu pomocnych T-lymfocytq,
makrofdgl a jinych cilovych bun&k. Po navazani gdl20 na CD4
zpusobi gp4l fazi, ktera je odpov&dnd za vstup viru.

Infekce zadina tehdy, kdyZ se gpl20 na virové &astici navaze
na CD4 receptor na povrchu T4 lymfocytl nebo jingch cilovych
bun&k. Navazany v1rus splyva s cilovou buiikou a reversné
transkribuje svuj RNA genom do dvoufetézcové DNA butiky . Virova
DNA je 1nkorporovana do genetického materidlu v buné&ném jadru,
kde v;rova‘DNA ridi produk01 nové virové RNA, virovych proteinu
a novych virovych &astic. Nové Sastice jsou vylouleny z membrany
cilovych bundk a infikuji dalsi buiky.




Destrukce T4 lymfocytl, které jsou zdsadni pro imunitni
odpové&d’, je hlavni p¥i&inou progresivni imunitni dysfunkce,
kterad je hlavnim znakem infekce HIV. Ztrédta cilovych bunék

va¥nym zpusobem naruduje schopnost imunitniho systému vyhledavat
v&tginu invadujicich patogent, ale nejvyrazné&ji je narusena
obrana proti virtm, houbdm, parasitim a n&kterym bakteriim,

zejména mykobakteriim.

HIV-1 usmrcuje buiiky, které infikuje, replikaci, Gnikem z
pun&k a podkozenim buné&lné membriny. HIV-1 miZfe usmrtit cilové
butiky nepfimo prost¥ednictvim gpl20, ktery je pfitomen na
povrchu infikovangch buné&k. ProtoZe CD4 receptor na T bunkach ma
silnou afinitu pro gpl20, mohou se zdravé bunky exprivujici CD4
receptor vazat na gpl20 a mohou fuzovat s infikovanymi buiikami

za vzniku syncytia.

HIV-1 mafe také vyvolat normdlni buné&cnou imunitni odpovéd
proti infikovanym buiikdm. S nebo bez pomoci antibiotik mohou
cytotoxické builiky imunitniho systému destruovat infikované
butlky, které maji na svém povrchu pritomny virové proteiny.
Nakonec, volné gag a gpl20 proteiny mohou cirkulovat v krvi
jedinct infikovanych HIV-1. Volny gpl20 protein se mGZe vazat na
CD4 receptor neinfikovanych bun&k, &im budou tyto buiky
povaZovany za infikované a bude proti nim vyvoléana imunitni

odpovéd .

Infekce HIV-1 je tém&¥ vidy fatdlni a v soulasné dobé& nejsou
znamé %adna vyléleni infekce HIV-1. G&inné vakciny pro prevenci
infekce HIV-1 nejsou dosud dostupné. Vzhledem k nebezpedi
svrhnuti nebo infekce nebude pravd&podobné ve vakciné pouZit
¥ivy atenuovany virus. v&tgina podjednotkovych vakcin nebyla
Gspégnd v prevenci infekce HIV-1. Terapie infekce HIV-1, agkoliv
prodlufuje Zivot ndkterych infikovanych osob, m& zavazné




ne¥sdouci G&inky. Existuje proto potfeba G&innych terapeutickych

a vakcina&nich prostfedkl pro 1lé¢bu této letdlni infekce.

Vakcinace je t&innou formou prevence onemocnéni a byla
GUsp&¥né& ovérena pro n&kolik typl virovych infekci. Urdeni
zplisobl pro presentaci antigend HIV-1 lidskému imunitnimu
systému tak, aby se vyvolala protektivni humordlni a
protildtkovd odpovéd, je obtiZné. Doposud nebyly pokusy ©
vyrobeni &inné vakciny proti HIV GspéSné. U pacientl s AIDS je
volny virus p¥itomen pouze v nizkych koncentracich. P¥enos HIV-1
je zesilen interakcemi builka-builkka a tvorbou syncytii. Proto
jsou protilétky namitené proti volnému viru nebo virovym .
podjednotkdm obylejné neGlinné v eliminaci bun&k infikovanych

virem.

Vakciny vyuZivaji schopnost organismu "zapamatovat sin
antigen. Po prvnim kontaktu s danym antigenem tvori imunitni
systém bufiky, které si imunologicky zapamatuji antigen po dobu
svého ¥ivota. Dal&i expozice antigenu stimuluje imunitni odpoveé&d

a vede k eliminaci nebo inaktivaci patogenu.

Imunitni systém odstraifiuje patogeny dveéma zpasoby :
protildtkovou a buiikami zprostfedkovanou odpoveédi.
V protilatkové odpov&di tvo¥i lymfocyty specifické protilatky,
které se va%i na antigen a tak inaktivuji patogen. Builkami
zprost¥edkované odpovédi se Glastni cytotoxické a pomocné
T lymfocyty, které specificky Gto¢i a destruuji infikované
bunky .

V§voj vakcin proti HIV-1 viru md ty problémy, Ze HIV-1
infikuje stejné buiiky, které vakcina potfebuje pro aktivaci
imunitniho systému (t.j. T4 lymfocyty). Bylo by vyhodné vyvinout
vakcinu, kterd by inaktivovala HIV p¥ed naruSenim imunitniho




systému. Zejména vyhodny typ vakciny proti HIV by vyvolaval
anti-HIV imunitni odpové&d, kterd by rozpozndvala varianty HIV a

kterda by plsobila u HIV-pozitivnich jedinch v podatku infekce.

Hlavnim problémem vyvoje vakcin proti virlm, zejména proti
t&m virtdm, které maji vysokou rychlost mutaci, jako je virus
1lidské imunodeficience, a u kterych je Zadouci vyvolani
neutralizadni a protektivni imunitni odpovédi, je diversita
proteint virového obalu mezi rdznymi izoldty nebo kmeny viru.
Proto¥e cytotoxické T-lymfocyty (CTL) u myS8i i 1idi jsou schopné
rozpoznani epitopl odvozenych od konzervativnich vnit¥nich
virovych protein a proto se povaZuji za vyznamné v imunitni
odpovédi proti virtm, byly provedeny pokusy o vyvoj CTL vakcin
schopnych vyvolat heterologni ochranu proti rdznym virovym

kmentm.

Je znamo, Z%e CD8+ CTL usmrcuji virem infikované buiky tehdy,
kdyZ jejich T receptory rozpoznaji virové peptidy asociované s
MHC molekulami I t¥idy. Virové peptidy jsou odvozené od
endogenné syntetizovanych virovych proteinti, bez ohledu na
lokalizaci proteinu nebo na jeho funkce ve viru. Proto miZe
rozpoznéni epitopl konzervativnich virovych proteind CTL vyvolat
mezidruhovou ochranu. Peptidy schopné asociace s MHC tridou pro
rozpoznédni CTL pochédzeji z proteinli, které jsou pf¥itomny v nebo
které prochédzeji skrz cytoplasmu nebo endoplasmatické retikulum.
Obecn&, exogenni proteiny, které vstupuji do bunék procesem
endosomédlniho zpracovéni (jak je tomu v p¥ipadé& antigenl
presentovanych pomoci molekul MHC t¥ida II), nejsou G&inné pf¥i
vyvolani odpovédi CD8+ CTL.

v&t8ina pokusl o vyvolani CTL odpovédi vyuzivala
replikujicich se vektorl pro produkci proteinového antigenu v
bufice nebo byla zaméfena na vloZeni peptidd do cytosolu. Tyto




pristupy maji omezeni, kterd mohou limitovat jejich pouZiti jako
vakcin. Retrovirové vektory majil omezeni ve velikosti

a struktu¥e polypeptidl, které mohou byt exprivovéany jako fasni
proteiny a zarovei v udrZovani schopnosti replikace
rekombinantniho viru, a G&innost vektort jako je vakcinie pro
dalgi imunizace miZe byt ohro¥ena imunitni odpovédi proti
vektoru samotnému. Také maji virové vektory a modifikované
patogeny vlastni rizika, kterd mohou byt prekéZkou jejich
pouZziti u 1idi. Dale, vyb&r peptidovych epitopll pro presentaci
je zavisly na strukture MHC antigent jedince a proto miZe mit
peptidové vakcina omezenou 4&innost z divodd diversity MHC

haplotypt v populaci.

Benvenisty, N. a Reshef, L. (PNAS 83: 9551 - 9555 (1986))
popisuje, Ze DNA srd¥end CaCl_, ktera je podédna mySim
intraperitonedlné& (i.p.), intravenosné (i.v.) nebo
intramuskularnd (i.m.) mife byt exprivovana. I.m. injekce DNA
expresnlch vektort bez srédZeni CaCl, u my8i vede k vychytavani
DNA ve svalovych builkdch a k expresi proteinu kodovaného DNA.
plasmidy byly udrZovany episomdln& a nereplikovaly se. Potom
byla setrvala exprese pozorovédna po i.m. injekci v kosternim
svalu krys, ryb a primatd a v srde&nim svalu krys. Technika pro
pouzZiti nukleovych kyselin jako terapeutickych &inidel byla
popsdna v WO 90/11092 (4.10.1990), ve kterém jsou holé

nukleotidy pouZity pro vakcinaci u obratlovcil.

Pro Gsp&iné provedeni techniky neni nutné, aby byla imunizace
provedena intramuskuldrn&. VloZeni zlatych mikroprojektild
potaZenych DNA kodujici 1lidsky rastovy hormon (HGH) do kGZe my$
vede k produkci anti-HGH protildtek u mySi. Tryskovy injektor
byl pouzit pro transfekci kt¥e, svalu, tuku a prsni z1azy
u ¥ivych zvirat. Byly popsany ruzné techniky pro pfenos
nukleovych kyselin. Zhu et al. (Science 261: 209 - 211,




9.7.1993) popisuje, Ze intravenosni injekce DNA :kationtového
liposomového komplexu u my8i vede k systémové expresi
klonovaného transgenu. Ulmer et al. (Science 259: 1745 - 1749
(1993)) popisuje heterologni ochranu pfed infekci ch¥ipkovym
virem p¥i pouziti intramuskularni injekce DNA kodujici proteiny

ch¥ipkového viru.

Potteba specifickych terapeutickych a profylaktickych &inidel
schopnych vyvoléani poZadované imunitni odpové&di proti patogenim
a nadorovym antigenim je spln&na v predkladaném vynélezu.
Vyhodou tohoto terapeutického p¥istupu je schopnost indukovat
imunitni odpové&d T-bunek, kterd mi¥e branit infekcim nebo
onemocn&nim zplsobenym i takovymi kmeny vira, které jsou
heterologni ke kmenu, ze kterého byl ziskédn gen pro'antigen.
Toto je zejména vyhodné p¥i 1é&&bé infekci HIV, protoze o tomto
viru je znamo, Ze rychle mutuje a bylo identifikovéno mnoho
virulentnich izolatd (viz napfiklad LaRosa et al., Science 249:
932 - 935 (1990), ktery identifikuje 245 jednotlivych izolatl
HIV). Vzhledem k této znamé diversit® se vyzkumnici pokusili
generovat CTL peptidovou imunizaci. Takahashi et al (Science
255: 333 - 336 (1992)) popisuje indukci Siroce mezikmenové
reaktivnich cytotoxickych T bun&k rozpozndvajicich obalovou
(gp160) determinantu HIV. Nicméné, tito pracovnici poznali
obtisnost v dosaZeni skutelné mezikmenové reaktivni CTL odpovédi
a naznadili, Ze existuje dichotomie mezi primérni stimulaci
a restimulaci T bun&k, ktera je velmi striktni a vyvolanim
efektorovych funkeci, v&etné cytotoxicity, u jiZ stimulovanych

CTL.

Wang et al. popisuje vyvolani imunitni odpov&di proti HIV u
my&i za pouzitil intramuskuldrni inokulace klonovanym genomovym
(nesest¥i%enym) genem HIV. Nicmén&, hladina imunitnich odpovédi

dosa¥enych v této studii byla velmi nizkd. Krom& toho, v praci




od Wang et al. vyuZivd DNA konstrukt pouze genomovou Cast .
Tat/rev-gplé0-Tat/rev kodujici sekvence HIV. Jak je podrobnéji
popsdno dédle, toto je suboptimdlni systém pro ziskani vysoké
hladiny exprese gplé0. Tento systém je také potencidlné
nebezpedny, nebot exprese Tat prispiva k progresi Kaposhiho

sarkomu.

WO 93/17706 popisuje zpusob pro vakcinaci zvi¥at proti viram,
ve kterédm jsou noside potaZeny genovym konstruktem a potaZené
Gastice jsou akcelerovany do zvifecich bun&k. Pro HIV bylo
navrieno poufiti v podstat& celého genomu, bez dlouh¥ych
koncovych repetitivnich sekvenci. Tato metoda pFfedstavuje
vyznamnd rizika pro pfijemce. Obecné& se predpokléada, zZe
konstrukt HIV by m&l obsahovat mén& neZ 50% HIV genomu pro
zajisténi bezpelnosti vakciny; toto zajidtuje eliminaci
enzymatickych a regulacnich proteini viru, z nichz mnohé maji
neznamou nebo Fpatn& zndmou funkci. Tak Jje stdle p¥fitomno mnoho
problémi pfi vyvoji pouzitelnych lidskych HIV vakcin za pouZiti

technologie p¥enosu geni.

ptedkladany vynédlez predpoklada pou¥iti jakychkoliv znamych
technik pro vneseni polynukleotidl do Zivych tkdni za Gclelem
indukce proteinl. Nicméng, predkladany vyndlez poskytuje novy
imunogen pro vneseni HIV a jinych proteind do drahy pro
zpracovani antigenu pro &¢inné vyvoladni CTL a protilétek
specifickych pro HIV. Farmaceuticky prost¥edek je pouzitelny
jako vakcina pro vyvoldni jak bund&né, tak protildtkové anti-HIV
a HIV-neutralizujici odpovédi. V p¥edkliadaném vyndlezu jsou
problémy uvedené vyse vyteSeny tak, Ze jsou poskytnuty
polynukleotidové imunogeny, které po vneseni do Zivodicha
indukuji G&innou expresi HIV protein a epitopl bez rizik
asociovanych s takovymi technikami. Takto vyvolané imunitni
odpovédi jsou U&inné v rozpozndvani HIV, v inhibici replikace




HIV, v identifikaci a usmrceni bunék infikovanych HIV a jsou
sk¥i¥en& reaktivni pro mnoho kmend HIV.

Po¥adi kodont v organismech je vysoce specifické a 1i8i se
mezi organismy. Tato informace je pouZita pro komnstrukci a
expresi alterovanych nebo syntetickych gend, které maji
poZadovanou translalni G&innost, které se pou?iji pro urdeni
protein-kodujicich regioni genomu, pro vneseni mist pro
transladni pauzy do heterolognich gent a pro zajisté&ni vztahu
nebo evolu&niho pavodu nukleotidovych sekvenci.

Exprese cizorodych heterolognich genli v transformovanych
organismech je v soucasné dob& b&%na. Velké mnoZstvi savcich
gent, v&etn& napfiklad mySich a lidskych gentl, bylo lGsp&sn&
insertovéano do jednobunéénych organism. Standardni techniky
obsahuji vneseni cizorodého genu, ktery mad byt exprivovan, do
vektoru jako je plasmid nebo fag a vyuZiti tohoto vektoru pro
inserci genu do organismu. Prirozené promotory pro takové geny
jsou bé&Zné nahrazeny gsilnymi promotory kompatibilnimi s
hostitelem, do které je gen insertovan. Sekvencovani proteinl
umoZiiuje hodnoceni aminokyselinovych sekvenci i malych mnozstvi
p¥irozeného proteinu. Z téchto aminokyselinovych sekvenci miZe
byt odvozena DNA sekvence kodujici tyto proteiny. Synteza DNA je
také rychle se vyvijejicim oborem a syntetické geny odpovidajici
t&mto odvozenym DNA sekvencim mohou byt snadno vyrobeny .

I pres pribyvajici znalosti expresnich systémi
a rekombinantni DNA zUstdvaji pf¥i pokusech o expresi cizorodych
nebo syntetickych genlt v organismu vyznamné p¥ekdZky. Mnoho
nativnich, aktivnich proteind je nap¥iklad pfi expresi v cizim
hostiteli glykosylovédno jinym zplisobem, ne? je pt¥irozeny zpusob.
7 tohoto duvodu jsou pro expresi mmnoha sav&ich genl vyhodné&jsi
eukaryotidti hostitelé jako jsou nap¥iklad kvasinky, neZz




bakteridlni hostitelé. Problém glykosylace je predm&tem vyzkumu.

Jinym problém je mélo poznan. Casto je translace syntetického
genu, i kdyZz je navazan na silny promotor, mnohem méné& 0¢innd,
ne? je predpokléddano. Stejnd skutelnost plati &asto pro exogenni
geny cizorodé pro expresni organismus. I tehdy, je-1i gen
transkribovan dostatelné G&inn&, takZe je moZno ziskat
dostate&néd mnozstvi produktu translace, je protein casto
inaktivni nebo se jinym zplisobem ve svych vlastnostech 1i81 od

prirozeného proteinu.

Je znamo, ¥e posledni uvedeny problém je Casto zpisoben jinym
sklddénim proteinu Vv odlidnych organismech. Refeni tohoto
problému neni zndmo a mechanismy kontrolujici skladani proteint

jsou milo znamé.

predpoklada se, Ze problémy souvisejici s G&innosti translace
jsou ve vztahu S 4¢inky kontextu kodond. Protein kodujici
regiony genl ve vdech organismech jsou predmé&tem mnoha funk&nich
omezeni, z nichZ néktera z&visi na poZadavcich nutnych pro
spravnou funkci>proteinu, stejné jako na vhodnych start a stop
signédlech pro translaci. Nicméné&, né&kolik rysu
protein—kodujicich regiont bylo objeveno a neni snadné pochopit
jejich p¥esnou funkci. Dvé dlleZité t¥idy takovych vlastnosti
jsou ty, které souviseji s vyuZitim kodonti a ty, které souviseji

s kontextem kodoni.

Je znamo, e vyuZitil kodont je vysoce variabilni a Ze se
. vyznamné& 1isi mezi raznymi organismy. Bylo dokéazano, :ze
charakter vyuZiti kodenl souvisi s relativnim mnoZstvim
izoakceptorl tRNA. Geny kodujici proteiny pritomné ve velmi
malych versus velmi wvelkych mnoZstvich vykazuji rozdily

v preferencich kodontl. Mo¥nost, Ze variabilita ve vyuZiti kodonl
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m&ni rychlost elongace peptidu, byla brana v Gvahu. Adkoliv jsou
rozdily ve vyuziti kodonti spojeny s rozdily v rychlosti
translace, p¥imé G&inky volby kodonu na translaci je obtiZné
prokéazat. Jiné navrzené techniky charakterizované vyuZzitim
kodont zahrnuji maximalizaci spolehlivosti translace

a optimalizaci kinetické G&innosti syntézy proteind.

S v¢ijimkou néhodného vyuziti kodonl jsou shromazdovany
dtikazy, Ze parovéani kodon/antikodon je ovlivnéno gekvencemi mimo
kodon samotny, kdy tento jev se nazyva "kontext kodonti" .

Existuje silny vliv sousednich nukleotidd na i¢innost suprese
nesmyslnymi kodony, stejné& jako chybnymi kodony. Je jasné, Zze
nadbytek supresoroveé aktivity v p¥irozenych populacich bakterii,
stejné jako vyuZiti nterminadnich” kodond pro kodovani
selenocysteinu a fosfoserinu vyzaduji, aby byla terminace
zavislad na kontextu. Podobné G&inky kontextu byly prokazany pri
ovlivnédni spolehlivosti translace, stejn& jako G&innosti

iniciace translace.

Statistické analyzy protein - kodujicich regiond E. coli
dokéazaly jinou manifestaci "kontextu kodonu". P¥itomnost
uréitého kodonu v urdité pozici silné ovliviiuje frekvenci
vyskytu urditych nukleotidd v sousednich kodonech a tento
kontext se vyznamneé 1i8i pro geny exprivované siln& a slabé&.
A&koliv byl objeven i&inek kontextu, je prediktivni hodnota
statistickych pravidel tykajicich se preferovanych nukleotidl
sousedicich s kodony relativn® nizka. Toto limituje pouzitelnost
takovych dat pro preferenci nukleotidd ve vybéru kodontl pro
dosa¥eni poZadované G&innosti translace.

Pokrok ve vybaveni pro automatizované sekvencovéni nukleotidl
zajistil dostupnost velkého mnoZstvi dat pro sekvenci mnoha

organisml. Pochopeni takovych dat predstavuje znaény problém.
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Nap¥iklad, je vyznamné identifikovat kodujici regiony genomu
tak, aby odpovidala geneticka sekvence proteinové sekvenci. Déle
je zkoumdn puvod genomu ndkterych organismi. Je znadmo, ze genomy
n&kterych organismi maji smiSeny plvod. N&které sekvence, které
jsou virového pivodu, jsou nyni stabilné inkorporovany do genomu
eukaryotickych organismi. Virové sekvence samotné mohou pochézet
z jingch, neptibuznych druhti. Pochopeni pivodu genu miZe byt
vyznamné pro stanoveni spravnych analogii mezi p¥ibuznymi geny a

jejich transladnimi produkty.

Existuje potteba lep&iho pochopeni vlivu kontextu kodoni na
translaci a pot¥eba technik pro urdeni vhodnych kodonl pro
jakykoliv pozadovany transladni efekt. Jsou také pot¥eba metody
pro urdeni kodujicich regioni genomu ze sekvence nukleotidd.
Jsou také potfeba metody pro kontrolu sklddani proteinu a pro
zajist&ni spravného sloreni cizorodého genu po expresi v

~

nostiteli. Geny pozm&néné nebo konstruované tak, aby mély

w z o

poZzadovanou transladni G&innost, budou znadng vyznamné.

Jinym aspektem technik rekombinantni DNA pro expresi
pramyslové a farmaceuticky vyznamnych proteint v
mikroorganismech je fenomen "preference.kodonﬁ". Agkoliv bylo
vyge uvedeno, Ze existujici mechanismus pro genovou expresi v
geneticky transformované hostitelské buifice bude fungovat tak, Ze
bude tvoren pozadovany produkt, Grovelli exprese VvV mikroorganismu
pude ruznéd, podle specifickych pouzitych alternativnich forem
genetického kodu specifického pro amihokyseliny‘v insertovaném
exogennim genu. nTripletovy" kodon ze ¢tyt¥ moZnych
nukleotidovych bazi miZe existovat v 64 variantdch. ProtoZe tyto
varianty nesou informaci pouze pro 20 raznych aminokyselin
(stejné jako pro zahdjeni a ukonceni transkripce), mohou byt
n&které aminokyseliny kodovény vice neZ jednim kodonem. N&které
aminokyseliny maji a¥ Sest "nasobnych", alternativnich kodoni,
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zatimco jiné maji jediny kodon. Z ne zcela jasnych davodd nejsou
alternativni kodony uniformé pritomny v endogenni DNA rtznych
typd bunék a zdd se, Ze existuje variabilni p¥irozend hierarchie

nebo "preference" urditych kodonl v urlitych typech bunék.

Nap¥iklad,
kodont CTA, CTC, CTG, CTT, TTA a TTG (které odpovidaji, v
p¥islu$ném poradi, mRNA kodonum CUA, CUC, CUG, CUU, UUA a UUG).
Vy&erpdvajici analyza frekvence kodond v genomu pro

aminokyselina leucin je urdena jakymkoliv ze 6 DNA

mikroorganismy ukdzala, Z%e endogenni DNA E. coli nejdasté&ji

obsahuje CTG kodon pro leucin, zatimco DNA kvasinek a plisni
nejlastéji obsahuje TTA kodon pro leucin. Podle této hierarchie
se soudi, Ze pravdépodobnost ziskdni silné exprese polypeptidu
bohatého na leucin v E. coli bude v né&jakém rozsahu z&viset na
frekvenci pouZiti kodonu. Nap¥iklad, gen bohaty na TTA kodony
zatimco gen

bude pravdépodobné slabéji exprivovan v E. coli,

bohaty na CTG bude pravdépodobné v E. coli exprivovan silnd.
Podobné&, pokud jsou planovanym hostitelem pro expresi
polypeptidu bohatého na leucin kvasinky, bude vyhodnym kodonem

v insertované DNA kodon TTA.

Vyznamy fenomenu preference kodonu na techniky rekombinantni
DNA jsou jasné a fenomen miZe vysvétlit mnoho p¥ede&lych selhdni
pri dosaZeni silné exprese exogennich genlt v lGspé&sné
transformovanych hostitelskych organismech - v insertovaném genu

maZe byt p¥itomen méné "preferovany" kodon a expresni mechanismy

hostitelské builky mohou fungovat neGdinné.

naznacuje, Ze syntetické geny, které byly
obsahovaly preferované kodony planovaného
vyhodnou formou genetického materidlu pro

rekombinantni DNA.

Diversita funkce, kterd je typicka pro

Tento fenomen
navrzeny tak, aby
hostitele, jsou

provozovani technik

eukaryotické buiky,
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zavisi na strukturdlni diferenciaci jejich membranovych vazeb.
Pro vytvofeni a udrfeni takovych struktur musi byt proteiny
transportovdny z mista syntézy v endoplasmatickém retikulu na
predem ur&end mista v builce. Tento p¥enos vyZaduje pfepravni
proteiny obsahujici signaly pro t¥id&ni, které jsou rozpoznadvany
molekuldrnimi mechanismy odpov&dnymi za selekei proteint, které
jsou umist&ny v kli&ovych mistech prenosovych drah. T¥idéni
probihd pro vétsinu proteint pouze jednou, protoZe jejich

umist&ni, kde provad&ji svou funkci, je permanentni.

Udr¥ovani intraceluldrni integrity zavisi tastelné na
selektivnim t¥id&ni a p¥esném transportu proteind na jejich
spravnd umisténi. V prub&hu poslednich let byl dikladn& studovéan
molekuldrni mechanismus pro zam&¥eni a lokalizaci proteini. Na
proteinech byly stanoveny definované motivy sekvence, které
funguji jako "sekvence oznalujici umist&ni". Vedouci nebo
signdlni peptidy, jako jsou nap¥iklad ty, které jsou odvozeny od
aktiva&niho proteinu tkaioveé specifického plasminogenu, ECPA,
slou¥i pro transport proteinu do buné&né sekrelni drahy
prost¥ednictvim endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu.
Bylo objeveno mnoho signdlnich sekvenci, které jsou asociovany
s cytoplasmatickymi doménami membrénovych proteint jako jsou
di-leucinové aminokyselinové motivy nebo tyrosinové sekvence,
které mohou sm&rovat proteiny do lysozomélnich kompartmentl. Pro
HIV z&visi transport a vylufovani virovych gastic z bunék na

myristoylaci glycinu %islo 2 na amino-konci gag.

Podstata nialezu

Vyndlez cbsahuje syntetické molekuly DNA kodujici HIV gag a
modifikace HIV gag. Kodony syntetickych molekul obsahuji
preferované kodony pléanovanych hostitelskych bun&k. Syntetické
molekuly predstavuji vyhodné formy cizorodého genetického
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materidlu. Syntetické molekuly mohou byt pouZity jako

polynukleotidovad vakcina, kterd vyvolava G¢innou imunoprofylaxi

proti infekci HIV prostfednictvim neutralizadnich protilatek a
butikami zprostfedkované imunity. PYedklédany vynalez poskytuje
polynukleotidy, které p¥i p¥imém vloZeni do obratlovcl, vietné
savcl jako jsou priméti a 1idé, in vivo, indukuji expresi

kodovanych proteintd ve zvifeti.

Popis obrizkd na pripojengch vikresech

Obr.1 ukazuje relativni expresi gag a tPA gag v
transfektované bun&&éné linii 293 po transfekci DNA pro gag HIV.

Obr. 2 ukazuje sérovou anti-gag odpovéd u mySi po vakcinaci
optimalizovanou HIV gag a tPA-gag DNA.

Obr. 3 ukazuje anti-gag CTL odpov&di splenocytl od mySi po
vakcinaci optimalizovanou HIV gag a tPA-gag DNA.

Obr. 4 ukazuje sekreci cytokinl specifickou pro gag antigen
pro splenocyty od my$i po vakcinaci optimalizovanou HIV gag
a tPA-gag DNA.

Obr. 5 ukazuje anti-HIV gag CTL pro myéi vakcinované HIV p55
gag DNA.

Vyndlez poskytuje syntetické molekuly DNA kodujici HIV gag
a syntetické molekuly DNA kodujici modifikované formy HIV gag.
Kodony syntetickych molekul jsou navrieny tak, Ye obsahuji
preferované kodony pléanovanych hostitelskych bun&k. Syntetické

molekuly mohou byt pouZity jako polynukleotidova vakcina, které

vyvolava G&innou imunoprofylaxi proti infekci HIV
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prost¥ednictvim neutralizadnich protilatek a butikami
zprostredkovane imunity. Syntetické molekuly mohou byt pouzity
jako imunogenni prostredek. predklédany vyndlez poskytuje
polynukleotidy, ktere p¥i primém vlo¥eni do obratlovcd, v&etné
savcl jako jsou prlmatl a 1idé, in vivo indukuji expresi

kodovanych proteind ve zviteti.

Jak je zde pouZit, znamend termin "polynukleotid" nukleovou
kyselinu, ktera obsahuje zdkladni regulalni elementy, takzZe je
schopna po vlozeni do Zivych bun€k obratlovet Fizeni bunélnych
mechanismi, které produkuji produkty translace kodované geny
obsaZenymi v polynukleotidu. V jednom provedeni vynédlezu je
polynukleotid polydeoxyrlbonukleova kyselina obsahujici alespon
jeden HIV gen, ktery je operativné navazan na transkripéni
promotor. V jiném provedeni vyndlezu obsahuje polynukleotldova
vakcina (PNV) polyrlbonukleovou kyselinu kodujici alespoil jeden
HIV gen, ktery je schopen translace v aparatu eukaryotické bufiky
(v ribosomech, tRNA a jinych transkrip&nich faktorech) . Pokud se
protein kodovany polynukleotidem vyskytuje u zvitete pouze p¥i
patologickych stavech (t.j. jedna se o heterologni protein),
jako jsou nap¥iklad proteiny asociované s virem lidské
imunodeficience (HIV), etiologickym agens syndromu ziskané
imunodeficience (AIDS), tak je imunitni systém zvifete aktivovan
ke spusténi protektivni imunitni odpov&di. ProtoZe jsou tyto
exogenni proteiny produkovany tkédndmi zvitete, jsou zpracovany
hlavnim histokompatibilnim systémem (MHC) zpusobem, ktery je
analogicky s aktualni infekci ptibuznym organismem (HIV) .
Disledkem je - jak je uvedeno Vv predkladaném vynélezu - indukce

imunitni odpoveédi proti- pribuznému.

Vv souladu s timpfipravili vyndlezci nukleové kyseliny, které
po vloZeni do biologlckeho systému indukuji expresi HIV proteind
a epitopu. Indukdvana protildtkova odpovéd je jak specifickad pro




16 .:.. ... *

exprivovany HIV protein, tak neutralizuje HIV. Krom& toho jsou
indukovany cytotoxické T-lymfocyty, které specificky
rozpoznavaji a ni&i burky infikované HIV.

predkladany vyndlez obsahuje metodu pro pouziti
polynukleotidu, ktery po vloZeni do sav&i tkané indukuje expresi
urditého genového produktu v jednotlivé buiice in vivo.
predkladany vyndlez obsahuje razné provedeni, ktera nevyzaduji
mnohotné manipulace s rev dependentnimi HIV geny pro ziskéani
rev-independentnich genu. Rev-independentni expresni systém,
ktery je zde popséan, je pouZitelny jako takovy a je to systém
pro demonstraci exprese jednoho poZadovaného genu-produktu
v jedné builce in vivo.

Protofe mnoho aplikaci predkladaného vynalezu je v oblasti
vakcinace proti virovym infekcim, jsou polynukleotidy cCasto
oznadovany jako polynukleotidova vakcina, neboli PNV. To
neznamend, e dal$i moZnosti pouZitil takovych polynukleotidd, v
imunitni stimulaci a v protinddorové terapii, jsou mimo rozsah
p¥edkladaného vynalezu.

V jednom provedeni p¥edkladaného vyndlezu je gen kodujici HIV
genovy produkt vlozen do expresniho vektoru. Vektor obsahuje
transkripéni promotor rozpoznédvany eukaryotickou RNA polymerasou
a transkripéni terminator na konci kodujici sekvence HIV genu.
Ve vyhodném provedeni je promotorem cytomegalovirovy promotor se
sekvenci intronu A (CMV-intA), alkoliv odbornik v oboru je
snamo mnoho daldich protmotorl, jako je nap¥iklad silny
imunoglobulinovy promotor nebo promotory jinych eukaryotickych
genti, které mohou byt pouZity. Vyhodnou transkripéni terminalni
sekvenci je terminalni sekvence hovéziho rustového hormonu.
Zejména vyhodnd je kombinace CMVintA-BGH terminadni sekvence.
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Pro usnadn&ni pfipravy polynukleotidd v prokaryotickych
puiikdch obsahuje expresni vektor také vyhodn& marker resistence
na antibiotika pod transkrip¢ni kontrolou prokaryotického
promotoru, takZze exprese resistence na antibiotikum neprobihd v
eukaryotickych buiikdch. Mohou byt pouZity geny resistence na
ampicilin, geny resistence na neomycin a jiné farmaceuticky
prijatelné markery resistence na antibiotika. Pro usnadnéni
vysoké hladiny produkce polynukleotidu fermentaci v
prokaryotickém organismu je vyhodné, aby vektor obsahoval
prokaryoticky element rozpoznavajici potdtek replikace a aby mé&l
velky podet kopii. Tyto vyhody spliluje mnoho komer&n& dostupnych
prokaryotickych klonovacich vektort. Je %adouci, aby byly
odstran&ny neesencidlni DNA sekvence. Je také Z&douci, aby
vektor nebyl schopen replikace v eukaryotickych burikdch. Toto
minimalizuje riziko integrace sekvenci polynukleotidové vakciny
do genomu prijemce. Tkadové specifické promotory nebo zesilovade
transkripce mohou byt pouZity tehdy, je-l1i Z&adouci omezeni

exprese na urlity typ tkéané.

V jednom provedeni je pou¥it expresni vektor pnRSV, ve kterém
je jako promotor pouZita dlouha termindlni repetitivni sekvence
(LTR) viru Rousova sarkomu (RSV). V jiném provedeni je pouZit
V1, mutovany pBR322 vektor, do kterého byly klonovéany CMV
promotor a BGH transkripéni terminadni sekvence. V jiném
provedeni byly kombinovény V1 a pUCl9, za vzniku expresniho
vektoru ozna&eného V1J. Do V1J nebo jiného vhodného expresniho
vektoru je klonovan HIV gen, jako je nap¥iklad gpl20, gp4l,
gpl60, gag, pol, env, nebo jakykoliv jiny gen HIV, ktery mize
indukovat imunitni odpovéd proti HIV. V jiném provedeni byl gen
pro resistenci na ampicilin odstran&n z V1J a byl nahrazen genem
resistence na neomycin za vzniku V1J-neo, do kterého byly
klonovany ruzné geny HIV pro pou?iti v pfedkladaném vynédlezu. V
jiném provedeni je vektorem ViJdns, ktery je stejny jako V1iJneo s
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tou vyjimkou, Ze jedineéné Sfil restrik&ni misto bylo vloZeno do

jedine&ného Kpnl mista v pozici 2114 VlJneo. Incidence Sfil mist
v lidské genomové DNA je velmi nizka
100000 bazi).

integrace expresniho vektoru do DNA hostitele, tréavenim

(p¥ibliZné& 1 misto na
Proto tento vektor umoZiuje podrobné sledovani
extrahované genomové DNA Sfil. V dalgim provedeni je vektorem
V1R. V tomto vektoru bylo co moZna nejvice neesencidlni DNA
nyyst¥iZeno" z vektoru za vzniku vysoce kompaktniho vektoru.
Tento vektor je derivédtem V1Jns. Tento vektor umoZiiuje pouziti
%e budou kodovany

veét8ich inserttl, s menSim rizikem toho,

nefadouci sekvence a s optimalizaci vychytévani butikami.

V jednom provedeni pFedkladaného vynalezu jsou inkorporovany
geny kodujici HIV gag z laboratornd adaptovanych kmenl HIV jako
je IIIB nebo CAM-1. Odbornikim v oboru bude jasné, Ze p¥i
pouZiti gena z jinych kmenl, nez je HIV-1 nebo HIV-2, které maji
analogické funkce jako geny z HIV-1, se ptedpokléda, :Ze vyvolaji
imunitni odpovédi analogické odpovédim popsanym pro konstrukty
z HIV-1.

jsou odbornikim v oboru Znamé.

Klonovani a metody zpracovani pro ziskani takovych gend

Sekvence mnoha gent mnoha HIV kment jsou v souasnosti

verejnd dostupné v GENBANK a takové
jsou dostupné od National Institute
Diseases (NIAID), ktery md kontrakt
(7581 Lindberg Drive, Gaithersburg,
kmeny jsou také dostupné od Svétové

(WHO) (Network for HIV Isolation and Characterization,

Devolopment Unit,
CH-1211 Geneva 27, Switzerland). Z t

oboru jasné,

primdrni, polni izolaty HIV
of Allergy and Infectious

s Quality Biological, Inc.,
Maryland 20879) . Takové
zdravotnické organizace

Vaccine

Office of Research, Global Programme On AIDS,

éto préace bude odbornikim v

e jednim vyuZitim predkladaného vynalezu je systém

pro in vivo a in vitro testovédni a analyzy, které umoZni

korelaci diversity sekvence HIV se S

erologii HIV neutralizace,
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peptidovym presahem, ktery se n&kdy nazyva pro- sekvenci. Pro

proteiny urdené bud pro sekreci do extraceluldrniho media, nebo

pro membranu, cm&ruje tato signdlni sekvence, ktera je obycejné

hydrofobni, protein do endoplasmatického retikula, ze kterého je

p¥esunut do ur¢eného mista.

Termin "intron" oznaluje Cast DNA uvnit¥ genu, kterd nekoduj
aminokyseliny v produktu genu. Prekursorova RNA intronu je
excidovédna a neni proto transkribovédna do mRNA, ani neni

translatovadna na protein.

Termin "kazeta" oznaluje sekvenci podle predkladaného
vynadlezu, které ‘obsahuije sekvenci nukleové kyseliny, které mé
byt exprivovana. Kazeta se podobd pésce. Kazda kazeta obsahuje
vlastni sekvenci. P¥i z&méné kazety exprivuje vektor jinou
sekvenci. Diky restrik&nim mistim na 5' a 3' koncich miZe byt
kazeta snadno insertovana, odstranéna nebo nahrazena Jjinou

kazetou.

Termin "3' netranslatovany region" nebo n3'UTR" oznaluje
sekvenci na 3' konci strukturdlniho genu, kterd je obvykle
transkribovdna s genem. Tento 3'UTR obvykle obsahuje poly A
sekvenci. Adkoliv je 3'UTR transkribovédn z DNA, je excidovan
pfed translaci na protein.

Termin "nekodujici region" nebo "NCR" oznaduje region
sousedici s 3'UTR regionem strukturidlniho genu. NCR region

obsahuje transkripéni terminadni signal.

Termin "restrik&ni misto" oznaluje specifické misto sekverce

pro Stépeni restrikénimi endonukleasami.

Termin "vektor" oznaduje né&které prosttedky, pomoci kterych

e
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mohou byt fragmenty DNA vloZeny do hostitelské&ho organismu nebo
do tkan& hostitele. Existuji rGzné typy vektord vietn& plasmidi,

bakteriofagl a kosmidd.

Termin "G&inné mnoZstvi" oznaluje dostatelné mnoZstvi PNV,
které po injikovani produkuje odpovidajici hladiny polypeptidu.
odbornikém v oboru bude jasné, Ze toto mnofstvi se miZe velmi

1igit.

Pro popis predkléddaného vynalezu je uveden dosavadni stav
snalosti o HIV. Virus lidské imunodeficience (HIV) m& genom
sklddajici se z ribonukleové kyseliny. Tento RNA genom musi byt
reversné transkribovén zplsobem v oboru zndmym pro vznik cDNA
kopii pro klonovani a manipulaci'za pouziti zde uvedenych metod.
Na kaddém konci genomu je dlouha koncova repetitivni sekvence,
ktera pusobi jako promotor. Mezi té&mito konci koduje genom VvV
ruznych ttecich ramcich gag pol-env jako hlavni genové produkty:
gag je skupinoveé spec1f1cky antigen; pol je reversni
transkrlptasa nebo polymerasa, v tomto regionu, v jiném Etecim
ramci, je také kodovany Virova proteasa, kterda je odpovedna za
postransladni zpracovanl, naprlklad gpl60 na gpl20 a gp4l; env
je obalovy protein; vif je infek&ni faktor virionu; rev je
regulator exprese virionového proteinu; nef je negativni
reguladni faktor; vpu je faktor produktivity virionu "u"; tat je
trans-aktivator transkripce; vpr je virovy protein r. Funkce

v8ech t&chto prvkl je popsana.

V jednom provedeni p¥edkladaného vyndlezu je gen kodujici HIV
gag protein p¥imo navadzan na transkripéni promotor. Nicméné&,
exprese gag je potlafena za absence rev diky chybéni exportu
nesest¥ifenych gend z jadra. Pro pochopeni tohoto systému musi
byt podrobnéji popsan zivotni cyklus HIV.
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vV ¥ivotnim cyklu HIV je po infikovani hostitelské buiiky RNA
genom HIV reversné transkribovan do provirové DNA, ktera se
integruje do genomové DNA hostitele jako jedind transkriplni
jednotka. LTR obsahuje promotor, ktery transkribuje HIV geny Vv
5' - 3' smd&ru (gag, pol, env), za vzniku nesest¥iZeného
transkriptu celé&ho genomu. Nesest¥iZeny transkript pusobi jako
mRNA, ze které jsou translatovany gag a pol, zatimco pro
translaci env kodovanych gend musi prob&hnout omezeny sestf¥ih.
Pro expresi produktu regula&niho genu rev musi prob&hnout vice
ne¥ jeden sest¥ih, protoZe v genomu se, jak je uvedeno na obr.
1, rev a env prekryvaji. Pro transkripci env musi byt ukoncena
transkripce rev a naopak. Kromé& toho, p¥itomnost rev je nutna
pro export nesest¥iZené RNA z jadra. Aby rev plsobil timto
zpisobem, musi byt na transkriptu pritomen rev reaktivni element
(RRE) (Malim et al., Nature 338: 254 - 257 (1989)).

V polynukleotidové vakcin& podle predklddaného vyndlezu je
obligatorni sest¥ih ur&itych HIV gentt eliminovén tim, Ze jsou
poskytnuty plné sest¥i¥ené geny (t.j. je poskytnut kompletni
otev¥eny &teci ramec pro po¥adovany genovy produkt bez pot¥eby
presmyku v &tecich ramcich nebo eliminace nekodujicich regiont;
odbornikim v oboru je jasné, Ze pfi sestfihu urditého genu
existuje urditéd nejistota v presné vysledné sekvenci; nicméné
pokud se ziskd funkéni kodujici sekvence, je tato nejistota
prijatelnd). Tak je v jednom provedeni celd kodujici sekvence

pro gag sest¥iZena tak, %Ye neni nutnd ¥4adné intermitentni

exprese Zadného genu.

Duilni humordlni a bun&lnd imunitni odpovéd vyvoland zpusobem
podle pfedklédaného vyndlezu je zejména vyznamnd pro inhibici
HIV infekce, vzhledem ke schopnosti mutace HIV v populaci,
stejné jako u infikovanych jedinct. Pro vyrobu G&¢inné ochranné&

vakciny proti HIV je Zadoucl vyvolani jak multivalentni
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protildtkové odpov&di nap¥iklad proti gplé60 (env je p¥ibliZné z
80% konzervovan mezi rdznymi HIV-1, kmenech "clade B", které
jsou prevalentnimi kmeny v populaci v USA), zdkladnimu
neutralizadnimu cily na HIV, tak vyvolani tvorby cytotoxickych T
bundk reaktivnich s konzervovativni ¢asti gplé60 a vnit¥nimi
virovymi proteiny kodovanymi gag. Vyrobili jsme HIV vakcinu
obsahujici gpl60 geny vybrané z béinych laboratornich kmend; z
prevliaddajicich, primdrnich virovych izoldtd zjisténych v
infikované populaci; z mutovanych gplé0 navrZenych tak, aby
demaskovaly zk¥i%en& reaktivni epitopy pro neutralizaclni
protilatku; a z jingch representativnich HIV gentt jako jsou gag
a pol geny (asi 95% konzervace mezi HIV izolaty) .

Tém&Y viichni seropozitivni pacienti, jejichZ nemoc
nepostupuje smdrem k imunodeficitnimu stavu, maji anti-gag CTL a
p¥ibli¥n& 60% t&chto pacientl méd mezikmenové, gpl60 specifickeé
CTL. Mno¥stvi HIV specifickych CTL zji&tovanych u infikovanych
jedincti, kte¥i se dostali do stavu zndmého jako AIDS, je niéméné
mnohem ni%gi, cof ukazuje na vyznam nadich zjisténi, Ze je moZno
indukovat mezikmenové CTL odpovédi.

Imunitni odpov&di indukované env a gag polynukleotidovymi
vakcinadnimi prosttedky jsou prokdzany na mySich a na primatech.
Sledovani produkce protildtek proti env u my8i umoZiuje
potvrzeni toho, Ze dany konstrukt je vhodnym zplsobem
imunogenni, t.j. ¥e velkd &ast vakcinovanych zvifat vykazuje
protildtkovou odpov&d. My8i jsou také nejjednoduSsim zvirecim
modelem vhodnym pro testovani indukce CTL pomoci konstruktd a
jsou proto pouZity pro hodnoceni toho, zda je urdity konstrukt
schopen vyvolat takovou aktivitu. Opice (kockodani, makakové
rhesus, &impanzi) jsou dal$im druhem ndleZicim k primatim, ktery
je moZno pouZit pro hodnoceni protildtek na vétSich zvitatech
jingch ne% hlodavcich. Tyto druhy jsou také upfednostiiovany pred
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my&mi pro testy neutralizadnich schopnosti antiséra z divodi
vysok§ch hladin endogennich neutraliza&nich aktivit proti
retrovirim pozorovanym v séru my$§i. Tato data prokazuji, Ze nade
vakeciny maji dostateénou imunogenicitu pro dosazeni ochrany

v pokusech na modelu infekce $impanzl virem HIV___, na zdkladé
zndmych protektivnich koncentraci neutralizafnich protilatek pro
tento systém. Nicméné&, noveé stanovend a prijimand definice
ochrany se ve v&decké komunité posouvd od "sterilizalni
imunity", kterd oznaluje kompletni ochranu p¥ed infekci HIV, k
prevenci onemocnéni. Mezi korelédty tohoto cile pat¥i redukovany
titr viru v krvi, jak je m&Fen PCR, aktivitou HIV reversni

ELISA test na
koncentraci p24 nebo jinych antigend HIV v krvi, zvy$end

transkriptasy, infektivitou vzorkl séra,
koncentrace CD4+ T-bundk a prodlouZené p¥eZivéni (viz naptriklad
Cohen, J. Science 262: 1820 - 1821, 1993, pro diskusy o definici
G&innosti anti-HIV vakciny) . Imunogeny podle p¥edklédaného
vyndlezu také vyvolédvaji neutralizadni imunitni odpové&di proti
infek&nim (klinickym, primarnim polnim) izolatim HIV.

ELISA test se pou¥ije k urleni toho, zda jsou optimalizované
vektory gag vakciny exprivujici bud secernovany tPA-gag nebo
nativni gag G&inné v indukci gag-specifickych protilatek.
Podatedni in vitro charakterizace gag exprese vyvolané nasSimi
vakcinadnimi vektory je provedena imunoblotovou analyzou
bun&énych lyzatd transfektovanych optimalizovanym gag. Tato data
potvrdi a kvantifikuji gag expresi za pouZiti anti-HIV antiséra
pro vizualizaci gag exprese Vv transfektovanych burkéch.

Vyvolani CTL odpovédi. Virové proteiny, které jsou
syntetizovény v builkéch, vyvoldvaji MHC-1 restrihované CTL
odpov&di. Kazdy z téchto proteind vyvolava CTL u seropozitivnich
pacientd. Nafe vakciny jsou také schopné vyvolat CTL u mySi a
makakd rhesus. Imunogenetické charakteristiky mySich kmend jsou
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vhodné pro takovy vyzkum, jak je prokdzano pro virus ch¥ipky

NP (viz Ulmer et al., Science 259: 1745 - 1749, 1993). Néleik
epitopl bylo definovéano pro HIV proteiny env, Tev, nef a gag
(Frankel, F.R. et al., J. Immunol. 155: 4775 - 4782 (1995)) u
Balb/c my&i, coZ usnadiiuje kultury CTL in vitro a testy
cytotoxicity. Alternativnd miZe byt pouZit cely gen kodujici
gpl60, gpl20, pol nebo gag. pro dalgi p¥ehled Vv této oblasti viz
HIV Molecular Tmmunology Database 1995, Korber et al., vyd., Los
Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM, USA. Efektorova
funkce T-bunék, jako je napiiklad cytotoxicita, sekrece
cytokinld pro aktivaci B-bunék a/nebo mobilizace nebo stimulace

makrofdgu a neutrofill, je spojena se zralym fenotypem T-bunék.

M&¥eni T aktivity. Kultury bun&k sleziny od vakcinovanych
svitat se testuji na opakovanou reakci na specifické antigeny
za pridani rekombinantnich proteini nebo peptidovych epitopl.
Aktivace T bunék takovymi antigeny, presentovan?mi
antigen—presentujicimi bufikami sleziny, APC, je sledovana podle
proliferace t&chto kultur nebo podle produkce cytokini.
Charakter produkce cytokind také umoziuje klasifikaci odpovédi
T, bundk jako typ 1 nebo jako typ 2. proto¥e se zda, Zze
pfevlédajici T odpovéd koreluje s vyloudenim pun&dné imunity u
imunokompromitovan?ch seropozitivnich pacientl, je moZné
definovat typ odpovédi, ktery je zpusoben uréitou PNV u
pacienta, co? umoZiuje manipulovani s vyslednou imunitni

odpovédi.

Podle vyde uvedenych imunologickych studii se predpoklada, ze
nafe wvakciny jsou G&inné u obratlovch v prevenci infekce
virulentnim HIV. Tyto studie jsou provedeny na modelu
HIVIIIE/éimpanz po dostatecné vakcinaci t&chto zvifat PNV
konstruktem, nebo sm&si PNV konstruktl sklddajici se z
gpl60IIIB, gagIlIB, nefIIIB a revIIIB. Pro tento cel se pouzije

PR == ,vﬂ,_iﬁ
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kmen IIIB, protoZe byl stanoven titr letalni davky viru tohoto

kmenu pro Simpanze. Nicmén&, n&které studie navrhuji pouZiti

jakéhokoliv

k uvedenému kmenu. Druhym modelem vakcinace/infekce,

kmenu HIV a epitopl specifickych nebo heterolognich

kromeé

gimpanziho modelu, je scid-hu PBL my&i model. Tento model

umo¥fiuje testovani 1idského lymfocytérniho imunitniho systému a

nasi vakciny
systém je vyhodny,

jakymkoliv kmenem HIV a umo¥fiuje ziskani

proti vice kmentm primdrnich polnich izolatd HIV. Treti
infekce vyuzivd hybridnich HIV/SIV vira (SHIV),
infikuji opice makak rhesus a vedou k imunodeficienci

smrti (viz Li, J. et al., J. AIDS 5: 639

opic makak rhesus nagi polynukleotidovou vakcinou je

o naslednou infekci HIV na my&im hostiteli.

Tento

protoZe je snadno adaptovéan na pouziti s

dakaza pro ochranu
model

z nich? n&které
kon&ici
Vakcinace

- 646, 1992).

protektivni

proti nasledné infekci letdlni davkou SHIV.

Existuje

nevyuzivaji kodony,

mnoho bakteridlnich a virovych geni,

které

které jsou optimalizované pro expresi

savéich buiikdch. Jednim z davoda je skutelnost, Ye tyto

mikroorganismy

obsahuji své vlastni polymerasy nebo obsahuji

specifické proteiny a nebo faktory pro usnadnéni

transkripce/translace svych genovych produkti.

existovat ruzny

relativni nadbytek specifickych tRNA. Je

Pro bakterie miZe

jasné,

Ye in vivo exprese takovych gent v DNA vakcin& je vyznamné

odlidna.

Representativni slozky konstruktu zahrnuji (ale nejsou

omezeny na): HIV env, HIV gag, HIV pol, HIV rev,

nef; geny kodujici antigeny exprivované patogeny jinymi

HIV, jako je nap¥iklad, ale bez omezeni,
hemaglutinin, matrix,
ch¥ipkového viru;

lidskych papilomavirﬁ;

HIV vpr a HIV
nez je

nukleoprotein,

neuraminidasa a jiné antigenni proteiny
geny lidského herpes simplex viru; geny

antigeny mykobakterium tuberculosis;
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antigeny viru hepatitidy A, B a C.

Protektivni G¢innost polynukleotidovych HIV imunogen proti
nisledné infekci virem je prokézéna imunizaci za pouZziti
nereplikovatelné plasmidové DNA podle predklddaného vynalezu.
Tento postup je vyhodny, protoze neni obsaZeno infek&ni agens,
neni vyfadovéno sloZeni viru a je umoZnéna selekce determinanty.
Dale, protoZe je sekvence gag a proteasy a n&kolika dalsich
produktd virovych gent konzervovdna mezi riznymi kmeny HIV, Jje
mo%na ochrana pt¥ed néslednou infekci viruentnim kmenem HIV,
ktery je homologni ke kmenu, z€ které byl ziskan klonovany gen,

stejn& jako p¥ed infekci heterolognim kmenem.

Vyndlez nabizi prostfedek pro indukci mezikmenové protektivni
imunity bez pot¥eby samoreplikujicich se agens nebo pomocnych
%inidel. Krom& toho, imunizace polynukleotidy podle
predklédaného vynalezu méd mnoho vyhod. Tento postup pro
vakcinaci lze pouZit pro nadory, stejné jako pro infekéni agens,
protoZe CD8+ CTL odpov&d je vyznamnd pro oba patofyziologické
procesy (K. Tanaka et al., Annu. Rev. Immunol. 6: 359 (1988)) .
Tak mafe byt vyvoléani jmunitni odpové&di proti proteinu, ktery je
zasadni pro transforma&ni proces, G&innym prost¥edkem pro
ochranu pt¥ed nddory nebo pro imunoterapii. Vyvolani vysokého
titru protildtek proti exprivovanym proteind po injekci virového
proteinu a DNA pro 1idsky rustovy hormon naznaluje, Ze to je
snadny a vysoce G¢inny prostredek pro vyrobeni vakcin zaloZenych
na protilétkach, pud samostatnd nebo v kombinaci s vakcinami
zalo¥enymi na indukci cytotoxickych T-lymfocytd namifenych proti

konzervativnim antigendm.

Produkce a predisténi DNA konstruktld je snadn&j&i neZ
tradidéni zplsoby prefisténi proteint, coz usnadfiuje vyrobu
kombinovanych vakcin. Tak mohou byt pripraveny konstrukty




rev/gplé0 DNA. Tato
cytotoxickych {&inkl rev,
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skute&nost miZe byt disledkem znamych

stejné& jako vyS8Si obti¥nosti dosaZeni

rev funkce v myotubulech obsahujicich stovky jader (pro expresi

gag nebo env

jako rev-dependentni transkript) .

proteinu pot¥ebuje byt rev protein ve stejném jadru

Nicmén&, je moZné ziskat

rev-independentni expresi za pouZiti vybranych modifikaci env

genu.

Obecné& nafe vakciny vyuZivaji primdrni HIV (IIIB, MN nebo
CAM-1) env a gag geny pro optimalizaci exprese Vv nagem
v1Jdns, ktery obsahuje CMV
BGH polyadenyladni misto a pUK

generalizovaném vakcinaénim vektoru,
bezprostfedni—éasn? promotor (IE),
skelet. Pro env miZe byt dosa¥eno ruzné Gd¢innosti
rev-independentni exprese, podle velikosti pouZitého genového
segmentu (nap¥iklad gp120 vs. gpléo), nédhradou ptirozeného
sekre&niho vedouciho peptidu za sekredni vedouci peptid z genu
pro tkanoveé specificky plasminogenovy aktivator (tPA) a expresi
vzniklého chimerického genu pod kontrolou CMVIE promotoru S
intronem A CMV.

Jak bylo uvedeno vySe, povazZujeme realizaci nésledujicich
prvkd za zédsadni pro maximalizaci Gspé&chu tohoto programu: (1)

ptipravu vektoru zaloZenych na env, které jsou schopné vyvolat

siln&jgi tvorbu neutralizadnich protilatek u primdtd; (2)
ptipravu gag a env vektort, které vyvolaji silné odpovédi

T-lymfocytl jak jsou charakerizovany CTL a efektorovymi funkcemi
"helpert" u primdtld; (3) pouZiti env a gag gentd z klinicky
relevantnich kment HIV-1 ve vakcindch podle predkladaného
zejména

(4)

vyndlezu a charakterizace imunologickych odpovédi,

neutralizace primdrnich izolatl, kterou vyvolaji;

demonstraci ochrany na zvi¥ecim modelu jako
(IIIB) nebo makak rhesus/SHIV,

optimalizovanych vakcin; a (5)

je model gimpanz/HIV

za pouZiti vhodnych

urdeni trvani imunitnich
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odpov&di, které je vhodné pro klinické pouziti. Vyznamny pokrok

byl ulinén v realizaci prvni t¥i bodld a pokraluji pokusy, které
maji urdit, zda soudasné vakcinadni konstrukty pro gpl60 a gag
zlepdi polatelni vysledky.

Pfiklad 2: Vektory pro vyrobu vakciny

A. Expresni vektor V1Jneo

Je nutné dostranit amp™ gen pro antibiotickou selekci
pbakterii nesoucich ViJ, protoZe ampicilin nemiZe byt pouzZit ve
fermentadnich nadobach pro primyslovou vyrobu. Amp* gen z pUC
skeletu V1J se odstrani travenim restrik&énimi enzymy Sspl

a Eam1105I. Zbytek plasmidu se p¥elisti elektroforescu na

agarosovém gelu, tupé se zakondi T
zpracuje teleci st¥evni alkalickou
kan™ gen, odvozeny z transposonu 9
pUC4K,

elektroforesou na agarosovem gelu,

gse exciduje pomoci restrlkc

4 DNA polymerasou a potom sé
fosfatasou. Komercéné dostupn?
03 a obsaZeny VvV plasmldu_

niho enzymu PstI,

tup& se zakonti T4 DNA

prec1st1 se

polymerasou. Tento fra

gment se liguje s V1J skeletem a ziskaji se

plasmldy s kan®™ genem VvV jakékoliv orientaci, které se oznali

VlJneo &. 1 az 3.
analyzou a DNA sekvencovanim spojovacich regioni. Zjistilo se,
chto plasmldu produkuje stejné- mnoZstvi. plasmidu jako

KaZdy z téchto plasmidl se oveéri restrikéni

ze
kazdy z té
V1iJ. Expre
vektory také srovnatelnd s V1J. Jako expresni konstrukt jsme

ktery je zde dale oznafen jako Vldneo, ktery

se heterolognlch genovych produktld je pro tyto vidne

vybrali ViJneo#3,
obsahuje kan®™ gen ve stejné orientaci jako amp* gen ve V1J.

B. Expresni vektor Vl1Jns

gfiI misto se p¥idad k VliJneo pro usnadn&ni integradnich

studii. Komeréné dostupny Sfil linker o délce 13 paru bazi (New

s
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England Biolabs) se p¥idad v Kpnl mist®& uvnit¥ BGH sekvence
vektru. ViJneo se linearizuje KpnI, predisti se na gelu, tupé
se zakondi pomoci T4 DNA polymerasy a liguje se na tupé

zakondeny Sfil linker. Klonalni izoldty se vyberou podle
restrikéniho mapovani a ov&¥i se sekvencovanim za pouziti
linkeru. Novy vektor se oznali VliJns. Exprese heterolognich geni

ve ViJns (s SfiI) Je srovnatelnd s expresi stejngch genlt ve

Vidne (s Kpnl) .
C. Vidns-tPA
pro ziskéni heterologni vedouci peptidové sekvence pro

secernované a/nebo membranové proteiny je V1Jn modifikovan tak,
aby obsahoval vedouci sekvenci lidského tkatioveé specifického

plasminogenového aktivatoru (tPA).

Dva syntetické komplementdrni

oligomery jsou tepeln& zpracovany a jsou ligovény do V1dn, ktery

se travi BglII. Tyto oligomery maji p¥esahujici baze,

vhodné
nypstream" BglII misto zru$eno,

BglII je zachovano pro nasledné ligace. Oba spoje,

pro ligaci do sekvenci 3tépenych BglII.

které jsou
Po ligaci je
satimco "downstream" misto pro

stejné jako

celd tPA vedouci sekvence,

jsou ovéreny DNA sekvencovanim. Dale,

pro p¥izplsobeni nagemu konven&nimu optimalizovanému vektoru
vidns (=
v Kpnl misté uvnit# BGH termina&niho regionu vidn-tPA poomoci

viJneo s SfiI mistem) se Sfil restrik&ni misto umisti

tupého zakonCeni Kpnl mista T4 DNA polymerasou a potom ligaci
1138, New England Biolabs) . Tato

restrikénim travenim a elektroforesou na

SfiT linkeru (katalogové c.
modifikace se ov&Fi

agarosovém gelu.

D. P¥iprava vektoru VIR

vV dalgi snaze o optimalizaci nafeho zdkladniho vektoru Pro

vakcinaci se pfipravi derivat Vidns, ktery se oznadi jako VIR.
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Cilem konstrukce tohoto vektoru je ziskani vakcinadniho vektoru
minim&lni velikosti, t.j. bez zbytednych DNA sekvenci, ktery si
szachova celkové optimalizované expresni charakteristiky
heterologniho genu a vysoky plasmidovy vyt&Zek, ktery je dosazen
p¥i pouZiti V1J a viJns. Z literatury, stejné& jako z pokust,
jsme uréili, Ye (1) regiony v pUC skeletu obsahujici element
rozpoznavajici pocatek replikace E. coli, mohou byt odstranény
pez ovlivn&ni plasmidového vytézku z bakterie; (2) 3'-region
kan* genu po kanamycinovém otevieném gtecim ramci miZe byt
odstran&n, pokud je misto n&j insertovéan bakteridlni terminator;
a (3) -300 bp z 3!'-poloviny BGL terminatoru miZe byt odstranéno
bez ovlivnéni jeho regulaéni funkce (po puvodnim Kpnl
restrikénim mist& uvnit¥ BGH elementu) .

ViR se pripravi za pouziti PCR pro syntezu t¥i segmentl DNA z
ViNns, které predstavuji CMVintA promotor/BGH terminator,
element rozpozndvajici polatek replikace a elementy resistence
na kanamycin, Vv prisludném poradi. Restrikdni mista jedinelna
pro kaZdy segment se pridaji ke kaZdému segmentu za pouziti PCR
oligomert: Sspl a Xhol pro CMVintA/BGH; EcoRV a BamHI pro kan*®
gen; a BclI a Sall pro ori*. Tato restrik&ni mista byla vybrana
proto, Ze umo¥iiuji p¥imou ligaci ka¥dého segmentu ziskaného PCR
pez nasledné ztraty kazdého mista: EcORV a SspI ponechavaji tupé
zakon&ené DNA, které jsou kompatibilni pro ligaci, zatimco BamHI
a BclI ponechévaji komplementdrni presahujici konce, stejné jako
gall a XhoI. Po ziskéni téchto segmentd PCR se kaZdy segment
travi vhodnymi restrikénimi enzymy uvedenymi vySe a potom se
segmenty liguji v jedné reakdni smé&si obsahujici vsechny t¥i
segmenty DNA. 5'-konec ori* je navrZen tak, ?e obsahuje T2
rho-independentni terminadni sekvenci, kteréd je normalné
p¥itomnd v tomto regionu, takZe poskytuje ukon&ovaci informaci
pro gen resistence na kanamycin. Ligovany produkt se oveéri
restrikénim travenim (> 8 enzymi) a DNA sekvencovanim spoja. DNA
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plasmidovy vytézZek a heterologni exprese pfi pouziti virovych
gend ve VIR je stejnd jako p¥i pouZiti ViJnms. Cistd redukce
velikosti vektoru je 1346 bp (ViJns = 4,86 kb; VIR = 3,52 kb) .

p¥iklad 3: Navrh syntetickych genovych segmentl pro zvySeni

exprese gag genu

Genové segmenty se prem&ni na sekvence majici identickeé
translatované sekvence, ale vyuzivajici alternativni kodony, Jjak
je to definovéno v R.Lathe, J. Mol. Biol. svazek 183, str. 1 -
12 (1985), "Synthetic Oligonucleotide Probes Deduced from Amino
Acid Sequence Data: Theoretical and Practical Considerations”.
Metoda pro zvySeni exprese gag genovych segmentd HIV, ktera je
popsdna dale, je salo¥ena na naii hypotéze, Ze znama nemoznost
(&inné exprese tohoto genu Vv savdich builkdch je disledkem
celkového slo¥eni transkriptu. Tak je mo¥no za pouZiti
alternativnich kodont kodujicich stejnou proteinovou sekvenci
odstranit p¥ekéiZzky exprese Jgag. Nahrazeni specifickych kodonl
maZe byt provedeno nasledujicih zptsobem:

1. Identifikuje se umisténi kodonti pro sprévny &teci ramec.

2. Srovnaji se p¥irozené kodony S pozorovanou frekvenci v

lidskych genech.
3. Pokud kodony neodpovidaji nejdasté&jsim pouZivanym kodontm,
provede se nahrada za optimdlni kodon pro vysoce {&innou expresi

v lidskgch burikdch.

4. Tento postup se opakuje, dokud neni nahrazen cely genovy
segment .

5. Nova genova sekvence se prové¥i na pfitomnost neZadoucich




35 ‘:..

sekvenci vytvofenych touto ndhradou kodond (jako je naptriklad
sekvence "ATTTA", neGmyslné vytvorenych rozpoznavacich mist

pro sest¥ih intrond, neZédoucich sekvenci pro restrikéni enzymy,
atd.) a provede se z&mé&na takovymi kodony, které eliminuji tyto

sekvence.

6. Sestavi se segmenty syntetického genu a testuje se zlep&end

exprese.

Tato metoda se pouZije pro vyrobu novych syntetickych
genovych segmenti pro HIV gag, za vzniku genu, ktery obsahuje
pouze optimédlni kodony pro expresi. Agkoliv vySe uvedeny postup
je souhrnem naSi techniky pro ndvrh gent obsahujicich
optimalizované kodony pro DNA vakciny, je z¥ejmé, Ze podobné&
G¢inné vakciny nebo geny se zvySenou expresi mohou byt ziskany

p¥i pouziti drobnych zm&n postupu nebo drobnych zm&n sekvence.

P¥iklad 4

I. Konstrukt pro HIV gag vakcinu

Nisleduje Uplny otevfeny &teci ramec pro HIV-1 (CAM-1) gag
obsahujici optimélni kodony:

1 AGATCTACCA TGGCTGéTAG GGCTTCTGTG CTGTCTGGTG GTGAGCTGGA
51 CAACTGGGAG AAGATCAGGC TGAGGCCTGG TGGCAAGAAG AAGTACARAGC
101 'TAAAGCACAT TGTGTGGGCC TCCAGGGAGC TGGAGAGETT TGCTGTGAAC
151 CCTG3CCTGC TGGAGACCTC TGAGGGGTGC AGGCAGATCC TGGGCCAGCT
201 CCAGCCCTCC CTGCAAACAG GCTCTGAGGA GCTGAGGTCC CTGTACAACA
251 CAGTéGCTAC CCTGTACTGT GTGCACCAGA AGATTGATGT GAAGGACACC
301 AAGCGAGGCCC TGGAGAAGAT TGAGGAGGAG CAGAACAAGT CCAAGAAGAA ,
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401
451

501

601
651
701
751
801
851

901

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

1501
(SEQ

GGCCCAGCAG
ACTACCCCAT
TCCCCCCGGA
CTCCCCTGAG
CCCAGGACCT
ATGCAGATGC
GCTGCATCCT
CCAGGGGCTC
GGCTGGATGA
GTGGATCATC
CCATCCTGGA
GACAGGTTCT
GAACTGGATG
AGACCATCCT
ACAGCCTGCC
TGAGGCCATG
GCAACTTCAG
CTGGGCCACA

GAAGTGTGGC

CéAACTTCCT
TTCCTCCAGT
GTTTGGGGAG
AGGAGCTGTA

PCCTCCCAGT

ID NO:1)
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GCTGCTGCTG GCACAGGCAA

TGTGCAGAAC
CCCTGAATGC
GTGATCCCCA
GAACACCATG
TGAAGGAGAC
GTGCACGCTG
TGACATTGCT
CCAACAACCC
CTGGGCCTGA
éATCAGGCAG
ACAAGACCCT
ACAGAGACCC
GAAGGCCCTG
AGGGGGTGGG
TCCCAGGTGA
GAACCAGAGG
TTGCCAAGAA

AAGGAGGGCC

GGGCAAAATC
CCAGGCCTGA
GAGAAGACCA
CCCCCTGGCC

AAAATAAAGC

CTCCAGGGCC
CTGGGTGAAG
TGTTCTCTGC
CTGAACACAG
CATCAATGAG
GCCCCATTGC
GGCACCACCT
CCCCATCCCT
ACAAGATTGT
GGCCCCAAGG
GAGGGCTGAG
TGCTGGTGCA
GGCCCTGCTG
GGGCCCTGGT
CCAACTCCGC
AAGACAGTGA
CTGTAGGGCC

ACCAGATGAA

TGGCCCTCCC

GCCCACAGCC
CCCCCAGCCA
TCCCTGAGGT

CCGGGCAGAT

CTCCAGCCAG
AGATGGTGCA
GTGGTGGAGG
CCTGTCTGAG
TGGGGGSCCA
GAGGCTGCTG
CCCCGGCCAG
CCACCCTCCA
GTGGGGGAAA
GAGGATGTAC
AGCCCTTCAG
CAGGCCTCCC
GAATGCCAAC
CCACCCTGGA
CACAAGGCCA
CACCATCATG
AGTGCTTCAA
CCCAGGAAGA
GGACTGCAAT
AéAAéGGCAG
CCTCCCGAGG
GAAGCAGGAG
CCCTGTTTGG

CcT

o000
[ XXX}

.
oee o
.

éTGfééCAéA
CCAGGCCATC
AGAAGGCCTT
GGTGCCACCC
TCAGGCTGCC
AGTGGGACAG
ATGAGGGAGC
GGAGCAGATT
TCTACAAGAG
TCCCCCACCT

GGACTATGTG

AGGAGGTGAA

CCTGACTGCA

GGAGATGATG

GGGTGCTGGC

ATGCAGAGGG

CTGTGGCAAG

AGGGCTGCTG

GAGAGGCAGG

GCCTGGCAAC

AGTCCTTCAG

CCCATTGACA

CAACGACCCC

.o

[ XX ¥
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priklad 5: In vitro exprese gag vakciny

In vitro exprese t&chto konstruktl se testuje na
transfektovanych butikdch lidské&ho rhabdomyosarkomu (RD) nebo na
293 buiikach. Kvantitativni hodnoceni gag z transfektovanych 293
pun&k ukazuje, Ze vektory vidns-opt-gag a v1iJns-tPA-opt-gag

produkuji secernovany dgag.
priklad 6: Test na HIV-gag cytotoxické T-lymfocyty

7zde uvedeny zpusob ilustuje test, ktery se pouZije pr
vakcinované my8i. V podstaté stejny test miZe byt pouZit pro
primdty s tou vyjimkou, Ye musi byt vytvoiena 1inie autolognich
B bun&k, které se pouziji jako cilové butiky pro kazdé zvite.
To se provede pro 1idi za pouZiti viru Epstein-Barrové a pro

opice makak rhesus za pou¥iti herpes B viru.

Mononukledrni buiky periferni krve (PBMC) se ziskajil bud z
Serstvé odebrané krve, nebo ze sleziny, pomoci Ficoll-Hypaque
centrifugace pro separaci erytrocytl od bilych krvinek. U mySi
mohou byt pouZity také lymfatické uzliny. Efektorové CTL mohou
byt ptipraveny z PBMC bud in vitro kultivaci s IL-2 (20 U/ml) a
konkavalinem A (2 pg/ml) po dobu 6 - 12 dnt, nebo za pouZiti
specifického antigenu a stejného podtu ozédfenych
antigen-presentujicich bun&k. Specifickym antigenem mohou byt
bud syntetické peptidy (obvykle velikosti 9 - 15 aminokyselin),
které jsou znamé epitopy pro CTL rozpoznévéni MHC haplotypu
pouzitych zvitat, nebo konstrukty viru vakcinie zpracované tak,
aby exprivovaly vhodny antigen. Cilovymi butikami mohou byt bud
syngenni pun&&né linie, nebo pun&éné linie s upravenym MHC
haplotypemn, které se zpracuji tak, aby presentovaly vhodny
antigen, jak je popsano pro in vitro stimulaci CTL. Pro Balb/c

my&i se pro restimulaci CTL in vitro pouzije gag peptid, Jjak je]
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popisuje Paterson (J. Immunol., 1995), v koncentraci 10 upM, za
pouZiti ozarenych syngennich splenocytu a tento peptid miZe byt
pouZit pro senzibilizaci cilovych bunék b&hem testu cytotoxicity
v koncentraci 1 - 10 uM p¥i inkubaci p¥i 37 °C po dobu 2 hodin
pred testem. Pro tyto my$i s MHC haplotypem H-2< jsou vhodnymi
cilovymi buitkami butiky my3i mastocytdrni buné&fné linie P815.
Antigenem senzibilizované cilové buitky se naplni Na®*CrO_, ktery
se uvoliluje z vnit¥ku cilovych bunék po usmrceni CTL, inkubaci
cilovych bun&k po dobu 1 - 2 hodin p¥i 37 °C (0,2 mCi na 5 X 10°®
bun&k), po které nasleduje né&kolik promyti cilovych bunék. CTL
populace se smisi s cilovymi bufikami v raznych pom&rech cilovych
punék k efektorovym buiikdm,, napfiklad v pom&ru 100:1, 50:1,
25:1, atd., vytvori se spole&né pelety a provede se inkubace p¥i
37 °C po dobu 4 - 6 hodin p¥ed odbérem supernatantt, ve kterych
se potom stanovi radioaktivita gamma kamerou. Cytotoxicita se
potom ur&i jako procento z celkového mnoZstvi radioaktivity,
kteri se mi¥e uvolnit z cilovych bundk (které se urdi reakci s
0,2% Triton X-100), od kterého se odelte radioaktivita, kterd se
samovoln& uvolni z cilovych bunék.

P¥iklad 7: Test na protilatky specifické pro HIV gag

ELISA test se pou¥ije pro detekci protildtek vytvofenych
proti HIV, za pouziti specifického rekombinantniho p24 proteinu
jako antigenniho substratu. 96-jamkovd mikrotitradni plotna se
potéhne p¥i 4 °C p¥es noc rekombinantnim antigenem v koncentraci
2 pug/ml v roztoku PBS (fosfatem pufrovaného salinického roztoku)
za pouZiti 50 pug/jamku na plotnédch za mirného t¥epadni. Antigenem
jsou rekombinantni p24 gag (Intracell). Plotny se tytikrat
propléachnou promyvacim pufrem (PBS/0,05% Tween 20) a potom se&
prlda blokovaci pufr v mnoZstvi 200 pg/jamku (1% Carnation
mléény roztok Vv PBS/0,05% Tween 20) na dobu 1 hodiny p¥i teploté
okoli za mirného t¥epdni. Pre-sérum a imunitni sérum se Fedi
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v blokovacim pufru v poZadovanych Yed®nich a do kaZdé jamky se

p¥id4 100 pl. Plotny seé inkubuji po dobu 1 hodiny p¥i teploté

okoli s mirnym t¥epdnim a potom sé gtyrikrat promyji

promyvacim
protilétka

pufrem. Potom se do ka¥dého vzorku prida sekundarni

konjugovand s kfenovou peroxidasou (anti-rhesus Ig, Southern

Biotechnology Associates; anti-my&i a anti-krdlici Ig, Jackson

Immuno Research) ¥edd&nad 1:2000 v blokovac

im pufru v mnoZstvi

100 pl na jamku a provede se inkubace p

o dobu 1 hodiny p¥i

teplot& okoli za mirného t¥epéni.

plotny se &tyfikrat promyji

promyvacim pufrem a potom S€

vyvijeji za p¥idani 100 ul/jamku

roztoku o-fenylendiaminu (

o0-PD, Calbiochem) Vv koncentraci 1

mg/ml ve 100 mM citratového pufru pri pH 4,5.

odeditd p¥i 450 nm jak kineticky

Absorbance se
(prvnich deset minut reakce) ,

tak v 10 a ve 30 minut& (Thermo-max ttetka mikroploten,

Molecular Devices) .

p¥iklad 8: Test proliferace T bunék

Ziskaji se PBMC a testuji se na obnovené odpovédi na
specificky antigen podle proliferace PBMC populace. Proliferace
je sledovana za poufiti *H-thymidinu, ktery je p¥idan do
pun&&nych kultur na dobu poslednich 18 aZ 24 hodin p¥ed
odeditanim bun&k. P¥istroj pro sklizeni bun&k zachycuje DNA
obsahujici izotop na filtrech, pokud prob&hla proliferace,
zatimco bufiky v klidové fazi neinkorporuji izotop, ktery neni
zachycen na filtrech ve volné form&. Jak pro hlodavce, tak pro
primaty je 4 X 10° bun&k umist&no na 96-jamkovou mikrotitradni
plotnu v celkem 200 pl kompletniho media (RPMI/10% fetdlni
teleci sérum). Pozadi proliferaéni odpovédi se urci za pouziti
PBMC a media samotného a nespecifické odpov&di jsou vyvolany za
pouziti lektind jako je fytohemaglutinin (PHA) nebo konkavalin A
(ConA) v koncentracich 1 - 5 ug/ml a slouzi jako pozitivni

kontrola. Specifickymi antigeny jsou zndmé peptidové epitopy,
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prediitdny protein nebo inaktivovany virus. Koncentrace antigent
jsou v rozmezi od 1 do 10 uM pro peptidy a od 1 do 10 ug/ml pro
protein. Proliferace indukovana lektinem vrcholi 3. aZ 5. den
inkubace bun&&né kultury, zatimco proliferace indukovana
antigenem vrcholi 5. aZ 7.den. Specifickd proliferace probiha
tehdy, pokud je ziskand radioaktivita alespoti trojnasobné& vySEi,
ne? je radioaktivita pozadi a je Casto uvadé&na jako pomér k

pozadi neboli stimulaéni index (SI).
P¥iklad 9

Strategie, které jsme pouZili, jsou navrZené pro indukci jak
cytotoxickych T lymfocytd (CTL), tak pro indukci neutralizadnich
protildtek k HIV, primdrné& zam€¥enych na produkty HIV gag genu
(konzervovany z p¥ibliZn& 95%) a env genu (gpl60 nebo gpl20;
konzervovany z 70 - 80%). gplé0 obsahuje pouze zndmé epitopy pro
neutraliza&ni protildtky na HIV, zatimco vyznam anti-env a
anti-gag CTL odpov&di je zdlraznén znamou asociaci néastupu
t&chto mechanismi bun&&né imunity s odstrandnim primdrni viremie
po infekci, ke které dochdzi pfed nastupem neutralizadnich
protildtek (Koup et al., J. Virol. 68: 4650 (1994)), stejné& jako
snamou Glohou CTL v udrZfovdni stavu bez projevl onemocnéni.
Aékbliv je dob¥e zndma geneticka diversita HIV, douféame, Ze
ziskame v&t3i $i¥i neutralizadnich protildtek diky pouZiti
n&kolika representativnich env genl ziskanych z klinick§ch
izolatd a diky pouZiti gp4l (ktery je konzervovan z p¥iblizné
90% a ktery obsahuje konzervovan&jsi neutralizadni epitop 2F5),
a zaroveili by m&l vysoce konzervovany gag gen vyvoléavat
mezikmenovou CTL odpovéd. Proto¥e tato vakcinalni strategie
vyvolavéd jak silnou protildatkovou, tak bun&&nou imunitu proti
HIV (u primatd jingch neZ 1idi), ma tento postup jedine&né
v§hody ve srovnédni s jinymi vakcina&nimi strategiemi proti HIV.
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A. Vyvoj HIV-1 gag polynukleotidové vakciny

Na zaklad¥ naSich pokusl s expresi HIV env genu vyuZivajicich
geny sloZené z optimdlnich kodond pro expresi u 1idi je navrzen
a syntetizovén synteticky p55 gag gen (opt gag), ktery obsahuje
optimélni kodony diky p¥iblizZné& 350 silentnim mutacim (celkem
1500 nukleotidl) a ktery je klonovan do V1R. Také je
konstruovéna druha forma opt gag vektoru, ktery obsahuje
sekvenci kodujici tPA signdlni peptid na NHz—konci, ktery je
podobny peptidu popsanému vySe pro HIV env a ktery také
eliminuje jadernou lokalizaci motivu sekvence umist&ného v této
pozici v p¥irozeném genu. Tato modifikace byla navriena pro
testovani toho, zda alterace normialniho intraceluldrniho prenosu
pro gag ER/Golgiho sekredni drahou mé&ni imunogenicitu gag DNA
vakciny. P¥idéni tPA vedouciho peptidu ke gag vede k mnohem
vy§81i Grovni sekrece gag a secernovany protein migruje jako
forma s vy&&i molekulovou hmotnosti ve srovnéni s ptirozenym
gag. Tato skutecnost naznaduje, Ze existuje posttranslaéni
modifikace, pravdépodobné glykosylace, ktera je disledkem
nodifikace tPA vedoucim peptidem. .

My&i, které byly imunizovéany jednim ze dvou optimalizovanych
p55 gag konstruktd (ViR-opt gag + tPA vedouci sekvence) nebo
ViR-gag (p¥irozeny gen) se testuji na CTL odpové&di proti gag po
jedné injekci (vakcina&ni davky 10, 3,3 nebo 1 pg/mys) . Vysoké
hladiny anti-gag CTL byly vyvolany ob&ma V1R-opt gag DNA pri
véech davkach, s nejvysSim specifickym zabijenim pro V1R-tPA-0OpPtL
gag (p¥ibliZné 85% @ E/T = 3 p¥i dévce 1 pg). Srovnani k¥ivek
cytotoxicity pro viechny davky DNA prokazuje, Ze vakcinace
V1R-tPA-opt gag vyvolava 100-nasobn& vys3i CTL odpovédi nez
vakcinace V1R-gag (p¥irozenym typem) . Celkov® vykazovala
imunitni odpov&d pro t¥i vakcinadni skupiny stejné relativni
G&innosti pro CTL, T-helperovou a protildtkou odpovéd (od
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nejsiln&j¥i k nejslabsi odpovédi) : VIR-tPA-opt gag > VIR-opt gag
> ViR gag (p¥irozeny typ) . Celkové jsou CTL odpoveédi,
protildtkové odpovédi a odpové&di T_ bunék mnohem vy§$i pro opt
gag konstrukty, zejména pokud jsou opatfeny tPA vedouci

sekvenci.
priklad 10: Zpusob 1lélby

Jedinci, ktery pot¥ebuje terapeutickou nebo profylaktickou
imunizaci proti infekci virem 1idské imunodeficience, je
injek&n& podéna HIV DNA kodujici celé nebo Casti env, gag nebo
pol gent nebo jejich kombinaci. Injekéni poddni miZe byt
subkutani, intramuskuldrni nebo intradermdlni. HIV DNA miZe byt
pouZita jako primarni &inidlo pro imunitni odpové&d, nebo miZe
byt pouZita pro dosyceni imunitni odpovédi. Injekce DNA mize
p¥edchézet, doprovéazet nebo nasledovat injekci farmaceutlckeho
prostfedku obsahujiciho inaktivovany HIV, atenuovany HIV,
obsahujiciho proteiny odvozené od HIV nebo jejich kombinace.

p¥iklad 11: Zptsob lécby

Jedinec, ktery pot¥ebuje terapeutickou nebo profylaktickou
imunizaci proti infekci virem 1idské imunodeficience, je 1lélen
antivirovym &inidlem plhsobicim proti HIV nebo jejich kombinaci.
Lé¢enému jedinci je podéna injekce farmaceutického prostredku
obsahujiciho DNA HIV podle p¥edkléddaného vynalezu.
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PatentoveEé naroky

1. Synteticky polynukleotid obsahujici DNA sekvenci kodujici
protein jiného neZ savéiho pavodu nebo jeho fragment, ve kterém
DNA sekvence obsahuje kodony optimalizované pro expresi v savcim

hostiteli.

2.

Polynukleotid podle ndroku 1, kde protein je vybran ze

skupiny sklddajici se z proteind HIV, proteinl HSV, proteind

HAV, proteind HBV, proteind HCV, proteind HPV, proteind HSV,
proteinti Plasmodii, proteinl Mykobakterii, proteind Borreliil

proteinli rotavird.

3. Polynukleotid podle ndroku 1, kde proteinem je protein HIV.
4. Polynukleotid podle néroku 3, ktery md ndsledujici sekvenci
DNA:

1 AGATCTACCA TGGGTGCTAG GGCTTCTGTG CTGTCTGGTG GTGAGCTGGA

51 CAAGTGGGAG AAGATCAGGC TGAGGCCTGG TGGCAAGAAG AAGTACAAGC

101 TAAAGCACAT TGTGTGGGCC TCCAGGGAGC TGGAGAGGTT TGCTGTGAAC

151 CCTGGCCTGC TGGAGACCTC TGAGGGGTGC AGGCAGATCC TGGGCCAGCT

201 CCAGCCCTCC CTGCAAACAG GCTCTGAGGA GCTGAGGTCC CTGTACAACA

251 CAGTGGCTAC CCTGTACTGT GTGCACCAGA AGATTGATGT GAAGGACACC

301 AAGGAGGCCC TGGAGAAGAT TGAGGAGGAG CAGAACAAGT CCAAGAAGAA

351 GGCCCAGCAG GCTGCTGCTG GCACAGGCAA CTCCAGCCAG GTGTCCCAGA

401 ACTACCCCAT TGTGCAGAAC CTCCAGGGCC AGATGGTGCA CCAGGCCATC

451 TCCCCCCGGA CCCTGAATGC CTGGGTGAAG GTGGTGGAGG AGAAGGCCTT

501 CTCCCCTGAG GTGATCCCCA TGTTCTCTGC CCTGTCTGAG GGTGCCACCC

551 CCCAGGACCT GAACACCATG CTGAACACAG TGGGGGGCCA TCAGGCTGCC

601 ATGCAGATGC TGAAGGAGAC CATCAATGAG GAGGCTGCTG AGTGGGACAG

651 GCTGCATCCT GTGCACGCTG GCCCCATTGC CCCCGGCCAG ATGAGGGAGC

701 CCAGGGGCTC TGACATTGCT GGCACCACCT CCACCCTCCA GGAGCAGATT




751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

1501
(SEQ

GGCTGGATGA
G?GGATCATC
\ééATCCTGGA
GACAGGTTCT
GAACTGGATG
AGACCATCCT
ACAGCCTGCC
TGAGGCCATG
GCAACTTCAG
GTGGGCCACA
GAAGTGTGGC
CCAACTTCCT
TTCCTCCAGT
GTTTGGGGAG
AGGAGCTGTA

TCCTCCCAGT
ID NO:1).

CCAACAACCC. -

CTGGGCCTGA
CATCAGGCAG
ACAAGACCCT
ACAGAGACCC
GAAGGCCCTG
AGGGGGTGCGG
TCCCAGGTGA
GAACCAGAGG
TTGCCAAGAA
AAGGAGGGCC
GGGCAAAATC
CCAGGCCTGA
GAGAAGACCA
CCCCCTGGCC

AAAATAAAGC

44

CECCATCCCT
ACAAGATTGT
GGCCCCAAGG
GAGGGCTGAG
TGCTGGTGCA
GGCCCTGCTG
GGGCCCTGGT
CCAACTCCGC
AAGACAGTGA
CTGTAGéGCC
ACCAGATGAA
TGGCCCTCCC
GCCCACAGCC
CCCCCAGCCA
TCCCTGAGGT

CCGGGCAGAT

GTGGGGGAAA
GAGGATGTAC
AGCCCTTCAG
CAGGCCTCCC
GAATGCCAAC
CCACCCTGGA
CACAAGGCCA
CACCATCATG
AGTGCTTCAA
CCCAGGAAGA
GGACTGCAAT
ACAAGGGCAG
CCTCCCGAGG
GAAGCAGGAG
CCCTGTTTGG

CT

PCTACAAGAG
TCCCCCACCT
GGACTATGTG
AGGAGGTGAA
CCTGACTGCA
GGAGATGATG
GGGTGCTGGC
ATGCAGAGGG
CTGTGGCAAG
AGGGCTGCTG
GAGAGGCAGG
GCCTGGCAAC
AGTCCTTCAG
CCCATTGACA

CAACGACCCC

5. Polynukleotid podle naroku 3, ktery indukuje neutralizadéni
protildtky pro HIV, specifickou imunitni odpové&d T-buné&k proti
HIV nebo protektivni imunitni odpov&di po vneseni do tkani

obratlovcl, v&etnd lidskych tkéani, in wvivo, kde polynukleotid

obsahuje gen kodujici produkt HIV gen gag, gag-proteasy nebo

env.

6. Zptsob pro indukci imunitni odpové&di u obratlovce

vyznad¢ujici

100 mg polynukleotidu podle ndroku 1 do tké&né& obratlovce.

s e

t i m, Ze obsahuje vneseni 1 ng aZz
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7. ZpGsob podle naroku 6 vy z n.a gujici se tim Ze
dale obsahuje podédni atenuovaného patogenu, usmrceného patogenu,
podjednotkovych vakcin, proteinov§ch vakcin a jejich kombinaci.

8. Imunogenni prost¥edek pro indukci imunitni odpov&di proti
infekei HIV vy znadujici se ¢ i m, %e obsahuje
polynukleotid podle nédroku 3 a farmaceuticky p¥ijatelny nosié, a

voliteln& pomocné &inidlo.

9. Zptsob pro indukci imunitni odpové&di proti HIV u priméata
vyznat¢tuijic { s e t im %e obsahuje vneseni
polynukleotidu podle nidroku 3 do tkané& uvedeného primdta a

soudasné parenterdlni podani cytokinu.

10. Zpusob pro indukci bundk presentujicich antigen, které
stimuluji proliferaci a efektorové funkce, véetné sekrece
lymfokint, cytotoxickych a pomocnych T-bun&k, které jsou
specifické pro HIV antigeny vy zna ¢ujic i s e tim, Ze
obsahuje vystaveni bun&k obratlovce in vivo plisobeni

polynukleotidu podle naroku 3.

11. zZpuasob 1é&by pacienta, ktery pot¥ebuje takovou 1éc¢bu,
vyznadc¢ujic i se t im %e pacientovi je podan
polynukleotid podle nidroku 3 v kombinaci s antivirovym ¢inidlem
proti HIV.

12. Farmaceuticky prostfedek v y z n a Eujici se tim Ze
obsahuje polynukleotid podle naroku 1.
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Pram&rnéd inkorporace H3 (cpm)

pram&rnd inkorporace H3 (cpm)
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