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Vakcina

Oblast techniky

Vyndlez se tyka fuznich proteint, které obsahuji protein
nebo &&st proteinu, jenZ poskytuji epitopy pomocnych T bunék a
antigen vhodny pro lidsky papilomavirus, coZ nachazi vyuziti
pri 1écbe nebo profylaxi nadorl vyvolanych lidskymi
papilomaviry. Vynalez se zvlasté tykd fuznich proteina, které
obsahuji protein E6 nebo E7 =z HPV 16 nebo 18 spojeny
S proteinem D pochézejici z mikroorganizmu Heamophilius

influenzae B.

Dosavadni stav techniky

Papilomaviry jsou malé viry zplsobujici nadory. Obsahuji
samotnou DNA (o velikosti 7,9 kilobazi, dvoufetézcova), které
jsou vysoce druhové specificka. Je popsano vice Jak 70
jednotlivych genotypd lidskych papilomavird. Papilomaviry se
klasifikuji na zaklad& plvodu (lidské, bovinni atd.) a stupné
genetické pribuznosti s jinymi papilomaviry ze stejnych druht.
HPV jsou v obecném pfipadé& specifické pro kdzZi nebo pro povrch
sliznice a d&li se na malo nebezpedné a vysoce nebezpelné na
zdkladé &asté nebo Fidké detekce v abnormalni nebo nadorové
tkani. Malo nebezpedné HPV vé&t3inou zpusobuji benigni léze
(bradavice nebo papilomy), které pretrvavaji neékolik mé&sich
nebo let. Vysoce nebezpe&né HPV jsou spojovany s vyskytem
zhoubného bujeni. Nejsilnéjsi pozitivni spojeni mezi
papilomavirem a zhoubnym bujenim u 1lidi existuje mezi HPV 16 a
18 a karcinomem d&loiniho &ipku. S karcinomem déloZniho Cipku
se spojuje vice nez deset jinych typd HPV. Tyto typy zahrnuji
HPV 31 a HPV 33, ackoli frekvence jejich vyskytu je niZsi.

Genitalni infekce HPV u mladych sexudlné aktivnich Zen je
b&Zna. U vétdiny uvedenych Zen bud infekce zmizl nebo jestliZe

vzniknou léze, dojde k regresi. Pouze u nékterych infikovanych



jednotlivcl dojde k vytvofeni 1ézi, které se pfeméni na
intraepitelidlni neoplézie vysokého stupné a déle pouze CcCast
z nich se preméni na invazivni karcinom.

Molekuldrni pficiny vedouci k infekci HPV nejsou zcela
jasné. Zatim neexistuje systém in vitro pro pomnoZeni lidskych
papilomaviri, coZ zpomaluje postup k ziskdni informaci o
virovém cyklu.

V soudasné dob& se informace ziskdvaji izolaci a
charakterizaci pomoci klonovaciho systému vhodného pro
bakterie a PCR amplifikaci. Molekulovad organizace genomid HPV
se identifikovala na zakladé porovnani s dobrte
chrakaterizovanymi bovinnimi papilomaviry typu 1 (BPV1).

Ackoli se objevuji minoritni variace, v3echny popsané
genomy HPV maji alespoil sedm <&asnych gent El aZ2 E7 a dva
pozdni geny L1 a L2. Navic regulaéni sekvence proti sméru
exprese genu kotvi regula&ni sekvence, které ¥idi vétsinu
krokll transkripce v genomu HPV.

Geny El1 a E2 se podileji na fizeni virové replikace a
transkripce a existuji tendence Jejich poSkozeni virovou
integraci. Geny E6 a E7 se podileji na virové transformaci. Na
tomto procesu se také podili gen ES.

V pfipadé HPV, které se podileji na zhoubném bujeni
d&loZniho &ipku, jako je HPV 16 a 18, onkogenni proces zacina
po integraci virové DNA. Vysledkem integrace Je deaktivace
genlt  kédujicich  kapsidové proteiny L1 a L2 a ztrata
represorové funkce EZ, kterd vede k deregulaci otevieného
Eteciho réamce E6/E7 podilejiciho se na nadmérné expresi dvou
asnych proteini E6 a E7, coZ povede k postupné ztraté
normalni diferenciaci bun&k a k vyvoji zhoubného bujeni. E6 a
E7 obchazeji normdlni bun&ny cyklus deaktivaci hlavnich
nadorovych supresorovych proteinli p53 a pRB, coZz je produkt
genu retinoblastomu.

Karcinom d&loZniho &ipku je bé&iny u Zen a vznikéd tak, Ze

ze stadia prekarcinomu se vyvine invazivni karcinom, ktery
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¢asto znamenda uUmrti. Stadium prekarcinomu je znamé Jjako
cervikalni intraepitelidlni neopldzie a hodnoti se tremi
stupni I az III podle nartstajici vazZnosti onemocnéni (CIN I
az III).

Klinicky se 1infekce HPV Zenského genitélniho traktu
projevuje jako cervikalni rovné kondylomy, jejichz
charakteristickymi znaky jsou koilocytdza ovliviujici
superficidlni a intermedidlni bufiky cervikalniho dlazZdicového
epitelu.

Koilocyty, které vznikaji dusledkem cytopatického ucinku
viru, se jevi jako vicejaderné buiiky s perinukledrnim jasnym
ohrani&enim. Epitel se zeslabuje abnormdlni keratinozaci,
kterd odpovidd za objeveni 1lézi.

Takové ploché kondylomy, v pfipadé&, Ze jsou pozitivni na
sérotypy HPV 16 a 18 Jjsou vysoce nebezpeénymi faktory pro
vyvoj] cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN) a karcinomu
in situ (CIS), ktery Jje sam o sobé& prekurzor lézi invazivniho
karcinomu délozZniho cipku.

Vyvoj onkogenni infekce HPV znamend 3 fdze, jmenovité:

(1) latentni infekéni faze
(2) féze nitrojaderné virové replikace s produktem
kompletnich virionu, které odpovidd vyskytu koilocytu.

V tomto stadiu HPV produkuje plné rozmezi proteinl, které

zahrnuji E2, E5, Ee6, E7, L1 a LZ2.

(3) faze virové integrace do bunécéného genomu, ktery

zpusobuje polatek maligni transformace a odpovida CIN II

a CIN TIII/CIS s progresivnim vymizenim koilocytu.

V tomto stédiu exprese E2 Je regulovana negativne a

exprese E6 a E7 se zvy&i. Mezi fazemi CIN II/III a CIN

III/cervikalni karcinom virova DNA ptestéava

byt epizomalni v bazdlnich Dbunikdch, ale zacdlefujl se

pouze geny E6 a E7 (naddorové bunky). 85 % cervikalnich
karcinomli jsou karcinomy dlaZdicovitych bunék, které jsou

Q

ve v&tiin& pripadd spojeny se sérotypem HPV 16. 10 % a 5
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% jsou adenokarcinomy respektive adenockarcinomy
dlaZdicovitych bunék a oba typy jsou prevainé& spojeny se
sérotypem HPV 18. Existuji v3ak i1 dal3i onkogenni HPV.

V dokumentu patentové prihlasky ¢&. WO 96/19496 se popisuji
varianty lidského papilomavirového proteinu E6 a E7, zvlasteé
fuzni proteiny E6/E7 s deleci v obou proteinech E6 a E7. Uvadi
se, Ze tyto deleéni fazni proteiny jsou imunogenni.

Vynalez poskytuje kompozice obsahujici bud E6 nebo E7 nebo
E6/E7 fuzni protein spojeny s imunologickym fuznim partnerem,
ktery m& epitopy T bunék.

V preferované formé vyndlezu imunologicky fuzni partner se
ziskal z proteinu D mikroorganizmu Heamophilius influenzae B.
Upfednostiiuje se, aby derivat proteinu D obsahoval pfibliZné

prvni t¥etinu proteinu, zvl&asté pfiblizZné prvnich 100 az 110

aminokyselin N-konce. Protein D maze byt lipidovan
(lipoprotein D). Mezi jiné imunologické fuzni partnery patfi
nestrukturdlni protein =z viru ch¥ipky ©NS1 (hemaglutinin).

V typickém pripadé se vyuZzivd 81 N-termindlnich aminokyselin,
ackoli se mohou pouZit ruzné fragmenty, které poskytujil
epitopy pomocnych bunék T.

V jiném provedeni vyndlezu imunologickym fuznim partnerem
je protein znamy jako LYTA. Prednostné& se pouzivad C-terminalni
¢ast molekuly. Protein lyta se ziskal z mikroorganizmu
Streptococcus pneumonia, ktery syntetizuje N-acetyl-L-
alaninamidazu, (amidaza LYTA, kdédovany genem lytA (popisuje se
v publikaci Gene, 43 (1986) page 265-272)). Jde o autolyzin,
ktery specificky degraduje jisté vazby v peptidoglykanovém
fetézci. C-termindlni doména proteinu LYTA Je odpovédna za
afinitu vacéi cholinu nebo k nékterym analogim cholinu, jako Jje
DEAE. Tato vlastnost se vyuziva k vyvoji plazmidd vhodnych pro
expresi C-LYTA v E. coli, které jsou také pouZitelné pro
expresi fuznich protein. Popisuje se ¢&isténi hybridnich
proteint obsahujicich na svém N-konci fragment C-LYTA

(Biotechnology: 10, (1992) page 795-798). V preferovaném



provedeni vynalezu se vyuZzivad Ccé&st repetice molekuly Lyta
nalezené na C-konci zaCinajici zbytkem 178. Zvlaste
preferované formy zahrnuji zbytky 188-305.

V preferovaném provedeni vyndlezu se popisuji fuazni
proteiny obsahujici protein D-E6 pochazejici z HPV 16, protein
D-E7 pochdzejici z HPV 16, protein D-E7 pochdzejici z HPV 18,
protein D-E6 pochédzejici z HPV 16 a protein D-E6E7 pochdzejici
z HPV 16 a 18. Cast proteinu D prednostné obsahuje prvni
t¥etinu proteinu D. Je vyhodné, Ze se mohou vyuZivat proteiny
E6 a E7 pochazejici z jinych subtypd HPV.

Proteiny podle vynédlezu se pfednostné exprimuji
v mikroorganizmu E. coli. V preferovaném provedeni vynalezu se
proteiny exprimuji s histidinovym ocasem, ktery obsahuje 5 az
9 a s vyhodou $est histidinovych zbytka. To Jje vyhodné pfi
¢isténi.

Protein E7 miZe v preferovaném provedeni vyndlezu nést
mutaci, aby se redukovalo navdzani na rb misto (produkt genu
retinoblastomu) a tak se eliminuje 1libovolnd potencialni
transforma&ni kapacita. Preferované mutace HPV 16 E7 zahrnuji
nahrazeni Cys,s glycinem nebo kyselinu glutamovouzs glutaminem.
V preferovaném provedeni vynalezu protein E7 obsahuje obé tyto
mutace.

Preferované mutace HPV 18 E; zahrnuji nahrazeni Cysy;
glycinem a/nebo kyselinu glutamovoups glutaminem. Opét je
vyhodné, aby byly pritomné obé& mutace. Jedna nebo obé mutace
se mohou také zavést do oblasti p53 E6, aby se eliminovala
potencialni schopnost transformace.

V dal3im provedeni vynadlezu se popisuje fuzni protein
E6/E7 pochazejici z HPV spojeny s imunologickym faznim
partnerem. Preferovany imunologicky fuzni partner je protein
D, vice se upfednostfiuje prvni tfetina proteinu D.

Vynadlez také poskytuje DNA kédujici proteiny podle

vynadlezu. Takové sekvence se mohou zac¢lenit do vhodného



expresivniho vektoru a mohou se exprimovat ve vhodném
hostiteli.

Sekvence DNA kédujici proteiny podle vynalezu se mohou
syntetizovat za pouZiti standardnich postupl syntézy DNA, jako
je enzymaticka ligace, Jjak se popisuje v publikaci D. M.
Roberts et al. Biochemistry 1985, 24, 5090-5098, chemickou
syntézou, enzymatickou polymerizaci in vitro nebo technologil
PCR vyuZivajici napfiklad tepelné stabilni polymerazu nebo
pouZitim kombinaci v3ech uvedenych technik.

Enzymatické polymerizace DNA se muZe provést in vitro za
pouziti DNA polymerdzy, Jjako Jje DNA polymeraza I (Klenow
fragment) ve vhodném pufru, ktery obsahuje nukleozid-

trifosfadty dATP, dCTP, dGTP a dTTP, pfi teploté 10 az 37 °C.

Reakce porbihéd v objemu 50 pl nebo mend3im. Enzymatickd ligace
fragment® DNA midZe probé&hnout za pouziti DNA ligézy, jako Jje
T4 DNA ligaza ve vhodném pufru, jako je 0,05 M Tris (pH 7,4),
0,01 M MgCl,, 0,01 M dithiotritol, 1 mM spermidin, 1 mM ATP a
0,1 mg/ml bovinniho sérového albuminu pfi teploté 4 °C az
teplota mistnosti. V obecném piipadé reakce probihda v objemu
59 ml nebo méné. Chemickd syntéza polyméru nebo fragmentd DNA
se miZe provést béZnymi chemii fosfotriesteru, fosfitu nebo
fosforamiditu za pouZiti metody na pevné fazi, jak se popisuje
v publikaci Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene
Fragments- A Laboratory Manual (ed. H. G. Gassen an d A.
Lang), Verlag Chemie, Weinheim (1982) nebo v jiné védecké
literatu¥e na pfriklad v publikacich M. J. Gait, H. W. D.
Matthes, M. Singh, B. S. Sproat and R. C. Titmas, Nucleic
Acids Research, 1982, 10, 6243, B. S. Sproat, and W,
Bannwarth, Tetrahedron Letters, 1983, 24, 5771, M. D.
Matteucci and M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 1980, 21,
719, M. D. Matteucci and M. H. Caruthers, Journal of the
American Chemical Society, 1981, 103, 3 185, S. P. Adams, et
al., Journal of the American Chemical Society, 1983, 105, 661,

N. D. Sinha, J. Biernat, J. McMannus, and H. Koester, Nucleic



Acids Research, 1984, 12, 4539, a H. W. D. Matthes et al.,
EMBO Journal, 1984, 3, 801.

Zptusob podle vynalezu se mQZe provést bé&Znou rekombinantni
metodou, jak se popisuje v publikaci Maniatis et al.,
Molecular Cloning- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
1982-1989.

Tento zplsob miZe zahrnovat kroky:

i) pfiprava replikovatelného nebo zaClenitelného
expresivniho vektoru schopného v hostitelské bunce
exprimovat polymer DNA obsahujici nukleotidovou
sekvenci, kterd kdéduje protein nebo jeho imunogenni
derivat.

ii) transformaci hostelské buniky uvedenym vektorem.

iii) kultivaci uvedené transformované hostitelské bunky
za podminek, které umozAuji expresi uvedeného
polyméru DNA za vzniku uvedeného proteinu a

iv) ziskani uvedeného proteinu.

Termin ,transformace" znamend =zavedeni cizorodé DNA do
bunky hostitele. Toho je mozné dosahnout napriklad
transformaci, transfekci nebo infekci s vhodnym plazmidovym
nebo virovym vektorem za pouZiti béiZnych metod, Jak se
popisuje v publikaci Genetic Engineering, Eds. S. M. Kingsman
and AJ. Kingsman, Blackwell Scientific Publications, Oxford,
England, 1988. Termin ,transformovany" nebo ,transformant®
znamena vyslednou hostitelskou bunku obsahujici nebo
exprimujici cizorody gen.

Rekombinantni antigen  podle vynalezu se s vyhodou
exprimuje v- mikroorganizmu E. coli. Strategie exprese zahrnuje
fuzi E6, E7 nebo fuzi E6/E7 s 1/3-N-termindlni c&asti proteinu
D pochazejici z mikroorganizmu Haemophilius influenzae B, cozZ
je 1imunologicky fuzni partner, ktery poskytuje epitopy
pomocnych buné&k T. Afinitni polyhistidinovy ocas se navrhl na

karboxylovém konci fuzniho proteinu, coZ umozZiuje zjednodusit



&i&téni. Takovy rekombinantni antigen se nadm&rné& exprimuje
v mikroorganizmu E. coli jako nerozpustny protein.

Protein podle vynalezu se s vyhodou exprimuji spolu
s thiredoxinem v usporddéni trans (TIT). Spolelna exprese
thioredoxinu Vv usporadani trans versus cis Je vyhodna, aby
antigen =zGstal bez thioredoxinu, aniZ Jje nutnd proteaza.
Spole&nad exprese thioredoxinu zjednodu$i rozpustnost proteintl
podle vynalezu. Spolecna exprese thioredoxinu ma také
podstatny vliv na vytéZek <&isténi proteinu, na rozpustnost
&isté&ného proteinu a na jeho kvalitu.

Expresivni vektory Jsou nové a také tvofi soucast
vynédlezu. Replikovatelné expresivni vektory se mohou pripravit
v souladu s vynalezem tak, zZe se vektor kompatibilni
s hostitelskou bufikou 3té&pi za vzniku linedrniho segmentu DNA,
ktery nese neporudeny replikon a kombinovanim uvedeného
linedrniho segmentu s jednou nebo vice molekul DNA, ktere
spolu s uvedenym linedrnim  segmentem  kéduje poZadovany
produkt, jako je polymér DNA kédujicl protein podle vynalezu
nebo jeho derivat za ligacnich podminek.

Je-1i to nutné, bé&hem konstrukce vektoru je moZné upravit
nebo vytvorit polymér DNA.

Volba vektoru Jje z&Asti dana hostitelskou bufkou, ktera
miZe byt prokaryontni nebo eukaryontni, upfednostniuje se vsak
mikroorganizmus E. coli. Vhodné vektory zahrnuji plazmidy,
bakteriofagy, kozmidy a rekombinantni viry.

Pfiprava replikovatelného expresivniho vektoru se mazZe
provést bézZnym zplsobem vhodnymi restrikénimi enzymy,
polymerizaci a ligaci DNA. Tyto postupy se popisuji napriklad
v publikaci Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, 1982-1989.

Rekombinantni hostitelsk& bufika se pfipravila v souladu
s vyndlezem transformaci hostitelské burky replikovatelnym
expresivnim vektorem podle vynalezu za podminek transformace.

Vhodné transformaéni podminky se popisuji napfiklad



v publikaci Maniatis et al., Molecular Cloning- A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, 1982-1989 nebo ,DNA Cloning™ Vol.
II, D. M. Glover ed., IRL Press Ltd, 1985.

Volba transformadnich podminek zavisi na hostitelské
bufice. Tak bakterialni hostitel, Jako je E. coli, se mizZe
o3et#it roztokem CaCl, (Cohen et al., Proc. Nat. Acad. Sci.,

1973, 69, 2110) nebo roztokem obsahujicim smé&s RDbCL, MnCl,,

acetat draselny a glycerol a pak kyselinou 3—[N—morfolino]—
propansulfonovou , RbC1l a glycerolem. Savéi bunky v kultufe se
mohou transformovat vektorem DNA, ktery se spole¢né srazel
s vapnikem. Vynéalez také popisuje hostitelskou buniku
transformovanou replikovatelnym vektorem podle vynalezu.

Kultivace transformované hostitelské bunky za podminek,
které umozfiuji expresi polyméru DNA, jak se popisuje naptiklad
v publikaci Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, 1982-1989 nebo ,DNA Cloning“ Vol.
II, D. M. Glover ed., IRL Press Ltd, 1985. Upfednostnuje se,
aby se bufiky doplnily nutrientem a kultivovaly se pEi teploté
nizsi nez 50 °C.

produkt se ziskal bé&inymi metodami, které zavisi na volbé
hostitele. V pfipadé&, Ze hostitelskou bunikou je bakterie, Jako
je napfiklad E. coli, mohou se lyzovat fyzikdlnim zpusobem,
chemicky nebo enzymaticky a proteinovy produkt se izoluje
z vysledného lyzatu.

V ptripadé, Ze hostitelskou bunkou je sav&i bunka, produkt
se mi%e v obecném ptipadé izolovat z nutridniho média nebo
extraktl, které neobsahujili bunky. B&r¥nad metoda izolace
proteinu zahrnuje selektivni precipitaci, adsorpéni
chromatografii a afinitni chromatografii zahrnujici afinitni

kolonu s monoklondlnimi protilatkami.

V ptripadé, 5e¢ se proteiny podle vynalezu exprimuji
s histidinovym ocasem (His tag). Proteiny se mohou jednoduse
¢istit afinitni chromatografiil za pouziti afinitni

chromatografické kolony za pouZiti kovovych iontd (IMAC).
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Sekundarni chromatografické &idténi, jako Je napfriklad za
pouziti Q-sefardzy, se miZe vyuzit bud pfed nebo po pouziti
kolony IMAC s vytézkem vysoce &i3t&ného proteinu. Jestlize
imunologicky fuzni partner Jje C-LYTA, pak Jje mozné vyuZit
afinitu C-LYTA k cholinu a/nebo k DEAE za ucCelem gisténi
uvedeného produktu. Produkty obsahujici C-LYTA a his tag se
mohou jednoduse a ucinn& <istit v procesu se dvéma kroky,
které zahrnuji diferencidlni afinitni chromatografii. Jeden
krok zahrnuje afinitu His tag vuci koloné& IMAC. Druhy krok
zahrnuje afinitu C-termindlni oblasti LYTA k cholinu nebo
DEAE.

Proteiny obsahujici C-LYTA a his tag jsou nové a jsou
zahrnuty ve vynadlezu. PFi cisteéni uvedenych proteinl Je moZné
dosahnout vysokého stupné Cistoty (vy$3i neZz 80 %, s vyhodou
vyssi nez 90 %) pomoci jednoduchého dvoustupnového

diferencidlniho afinitniho postupu.

o\°

Proteiny podle vynalezu se pripravuji alesponn z 80
Gisté. Vice se upfednostiiuje 90 % Cistota. Cistota se posuzuje
na SDS PAGE. P#i testu SDS PAGE za redukZnich podminek protein
pfedstavuje hlavni jediny pruh a analyza westernovym prenosem
vykazuje méné nez 5 % kontaminace proteinem hostitelskeé bunky.

Vyndlez popisuje farmaceutickou kompozici  obsahujici
protein podle vynadlezu ve farmaceuticky prijatelném
ekcipientu. Kompozice preferované vakciny obsahuje alespon
protein D-E6 pochézejici =z HPV 16 nebo jeho derivat spolu
s proteinem D-E7 pochazejici z HPV 16. V jiném pfipadé& E6 a E7
se mohou vyskytovat v jedné molekule, ptic¢em? se upfednostiuje
faze proteinu D E6/E7. Takova vakcina miZe obsahovat bud
protein E6 nebo E7 nebo oba tyto proteiny pochéazejicl =z HPV
18. Uprednostiiuje se forma fuzniho proteinu protein D-E6 nebo
protein D-E7 nebo fuzni protein protein D E6/E7. Vakciny podle
vynalezu mohou obsahovat bud HPV antigeny pochéazejici z HFV 16

nebo 18. Vakcina miZe zvlasté obsahovat antigenni monoméry L1

nebo L2. V jiném p¥ipadé takové antigeny L1 nebo L2 se mohou
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vyskytovat spoleiné jako <castice podobné viru nebo samotny
protein L1 se miZe vyskytovat Jako partikule podobné viru nebo
jako kapsomérovou strukturu. Takové antigeny, &astice podobné
viru a kapsoméry Jsou dobfe znamy Vv oboru (popisujl se
napfiklad v dokumentech WO094/00152, WO094/20137, WO94/05792 a
WO 93/02184.

Tako se mohou zahrnout &asné proteiny, jako je EZ nebo
s vyhodou E5. Vakcina podle vyndlezu miZe navic obsahovat
antigeny z jinych kmenQ HPV. Upfednostiiuji se antigeny z kment
HPV 6, HPV 11, HPV 31 nebo HPV 33.

Pfiprava vakciny se v obecném pfipadé popisuje v publikaci
Vaccine Design-The subunit and adjuvant approach (Ed. Powell
and Newman) Pharmaceutical Biotechnology Vol. 6 Plenum Press
1995. Kapsulizace s lipozdmy se popisuje v dokumentu
Fullerton, US patent &. 4,235,877.

Proteiny podle vynalezu se prednostné vyskytuji ve
vakcinaénich formulacich podle vynédlezu. Vhodné adjuvans
zahrnuje sole hliniku, Jjako Jje gel hydroxidy hlinitého (alum)
nebo fosforednan hlinity. Mohou to také byt sole véapniku,
>eleza nebo =zinku nebo mbZe Jjit o nerozpustnou suspenzi
acetylovaného tyrozinu nebo acetylovaného cukru, kationicky
nebo anionicky derivatizovanych polysacharidu nebo
polyfosfazenu.

Ve formulaci podle vynalezu se preferuje, aby adjuvans
v kompozici indukovalo odezvu THI. Vhodné systémy adjuvans
zahrnuji napfiklad kombinaci monofosforyl-lipidu A.
Uptednostnuje se 3-de-O-acetylovany monofosforyl-lipid A (3D-
MPL) spolu se solemi hliniku.

Zesileny systém zahrnuje kombinaci monofosforyl-lipidu A a
derivat saponinu zv1a3té v kombinaci QS21 a 3D-MPL, jak se
popisuje v dokumentu WO  94/00153 nebo méné& reaktogenni
kompozici, kde QS21 je doplnén cholesterolom, jak se popisuje

v dokumentu WO 96/33739.
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7v145t& silné adjuvans zahrnuje QS21, 3D-MPL a tokoferol
v emulzi olej ve vod&, jak se popisuje v dokumentu WO 95/17210
a je preferovanou formulacl.

V jednom provedeni vynalezu vakcina obsahuje protein D
(nebo jeho derivéat)-E6 nebo protein D(nebo Jjeho derivat)-E7 a
adjuvans je monofosforyl-lipid A nebo jeho derivat.

Uptednostniuje se, aby vakcina obsahovala saponin, vice se
upfednostiiuje QS21.

Uptednostiiuje se formulace, kterd obsahuje emulzi olej ve
vodé a tokoferol. Vynadlez popisuje zplsob produkce vakcinaéni
formulace obsahujici smés proteinu podle vynadlezu spuolu

s farmaceuticky pfijatelnym ekcipientem, jako je 3D-MPL.

pPriklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Konstrukce fuze protein D1/3-E7-His (HPVI6)

kmene mikroorganizmu exprimujici se v E. coli

1. Konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) Je derivat pMGS81
(popisuje se v dokumentu prihlaska UK patentu &. 951
3261.9, ktery se zverejnil Jako WO097/01640), ve ktereéem
kodony 4-81 NS1 kédujici oblasti z Influenzae se nahradily

kodony korespondujicimi se zbytky Ser 20 — Thr 127 zralého
proteinu D Haemophilius influenzae, kmen 772, biotyp 2
(popisuje se v publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3
nidsleduje vicenasobné klonovaci misto (11 zbytkl)a kédujici
oblast C-termindlniho histidinového ocasu (6 His). Tento
plazmid se pouzil pfo expresi fuzniho proteinu D1/3-E7-His.
b) HPV genomové sekvence E6 a E7 typ HPV 16 (popisuje se
v publikaci Dorf et al., Virology 1985, 145, p.181-185) se
amplifikovaly genomu HPV 16 plné délky klonovaného do
PBR322 (ziskal se z instituce Deutsches

Krebsforschungszentrum (DKFZ), Referenzzentrum fur human
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pathogen Papillomaviruses-D 69120-Heidelberg) a subklonoval
se do pUC19 za vzniku TCA 301 (=pRIT14462) .

Konstrukce plazmidu TCA 308 (=pRIT14501), Jde © plazmid
exprimujici fuzni protein-D1/3-E7-His

Nukleotidové sekvence odpovidajici aminokyselindm 1 —> 98
proteinu E7 se amplifikovaly z pRIT14462. Béhem polymeréazové
Fet&zcové reakce vznikly na 5’a 37koncich sekvenci E7
restrik&ni mista NcoI a Spel, ktera umoziuji inzerci do
stejnych mist plazmidu pMGMCS Prot D1/3 za vzniku plazmidu
TCA308 (=pRIT14501). Inzert se sekvenoval, aby se ovérilo, zda
béhem polymerazove fetézcové reakce nedoslo k Zadnym
modifikacim. Sekvence uvedené fuze protein-D1/3-E7-His (HPV
16) se popisuje na obréazku ¢. 1.
1) transformace kmene AR58

Plazmid pRIT14501 se zavedl do E. coli AR58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL.
2) Rast a indukce bakterialniho kmene - exprese Prot-D1/3-E7-
His
Bunky ARDS8 transformovane plazmidem pRIT14501 se
kultivovaly ve 100 ml kultivaéniho média LB dopln&ném 50 pg/ml

kanamycinu p#i teploté 30 °C. B&hem logaritmické faze rustu se

teplota zvy3ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a
zacala syntéza proteinu D1/3-E7-His. Inkubace pri teploté 39
°C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii a

uchovavaly se pfi teploté -20 °C.

p¥iklad 2: Charakterizace fuze protein D1/3-E7-His (HPV 16)

zmrazené bunky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Buiky se otevrely plisobenim tlaku podle Frenche
zafizenim SLM Amicon p¥i tlaku 140 MPa (tEi pasazZe). Extrakt
se centrifugoval pf¥i 16 000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4
°C.
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Po centrifugaci extraktd, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem. Hlavni pruh
o molekulové hmotnosti 33 000 lokalizovany v peletové frakci
se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie a identifikoval
se na westernovych blotech krali¢im polyklonalnim anti-protein
D a Ni-NTA konjugatem spojenym s telecil intestindlni
alkalickou fosfatazou (Qiagen kat. <&. 34510), které detekuji
pristupny histidinovy konec. Sila  exprese reprezentuje
pribliZn& 5 % celkového proteinu, jak se =zobrazilo na SDS-

polyakrylamidovém gelu barveného podle Coomassie.

P¥iklad 3: Ci3téni protein-D1/3-E7-His (HPV 16)

Jeden litr kultury bakterii exprimujicich protein-D1/3-E7-
His se centrifugoval p¥i 11 300 g po dobu 30 minut pri teploteé
4 °C a bun&&ny pelet se uchovaval p?i teploté -80 °C az do
doby o&etfeni. Po resuspenzaci v pufru PBS © objemu 75 ml se
bufiky mikroorganizmu E. coli porusi na zafizeni Prench
pressure cell press (SLM Aminco®) pri tlaku 140 MPa. Lyzované
pbuiky se peletovaly centrifugaci pri 17 000 g po dobu 30
minut. Pelet obsahujici protein -D1/3-E7-His su pH 7,5, pak
dvakrat ve 30 ml 50 mM se promyl jednou ve 30 ml 2M NaCl, 50
mM fosfore&nanu pH 7,5. Proteiny se rozpusti po dvou hodinach
inkubace peletu ve 30 ml 8 M mocoviny, 50 mM fosforec¢nanu pH
7,5 pfi teplot& mistnosti. Bunéény debris se odstranil
centrifugaci po dobu 15 minut pfi 17 000 g a pfil teplotée 4 °C.
¢isténi proteinu se provedlo pEil teploté mistnosti. 15 ml
rozpustného proteinu se aplikovalo na 5 ml Ni2+NTA (Qiagenu)
prysky¥ice (kolona Pharmacia XK 16/20), kterd se uvedla do
rovnovdhy 8 M mocovinou, 50 mM fosforednanem pH 7,5 pfi
pritokové rychlosti 0,2 ml/min. Kolona se prommyvala stejnym
pufrem a? absorbance pfi vlinové délce 280 nm dosdhla zakladni
hodnoty. Protein se vymyl gradientem O az 600 mM imidazolu v 8

M mo&ovin&, 50 mM fosforeCnanu pH 7,5. Pritokova rychlost
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té&chto dvou poslednich kroki Jje 1 ml/min. Vymyté frakce se
analyzovaly elektroforézou na SDS polyakrylovém gelu a
westernovym blotem. ProtDl/3-E7-His se zviditelnil barvenim
Coomassieovou modfi, polyklondlnim anti-proteinem D nebo
monoklondlnimi protilatkami proti E7. Tento pruh se jevi jako
hlavni jediny pruh o molekulové hmotnosti 32 000 a odhadl a
jeho &istota se odhadla na 95 %. Polyklondlni protilétky proti
proteinlm E. coli neobsahovaly 34dné kontaminanty z bakteriil
E. coli.

7a Ucelem odstranit modovinu se 9 ml <&isténého antigenu
v koncentraci 1,33 g/ml (Bradford) se dialyzovalo proti 3

litrtm pufru PBS pfes noc pii teplote mistnosti. Pak nasleduje

Q.

o\

dialyza po dobu 4 hodin proti gerstvému pufru PBS. 80
protein, ktery neni kontaminovan mod&ovinou, se ziskal Jjako
rozpustny protein. Aby se odstranily kontaminujici endotoxiny
6 ml dialyzovaného proteinu se inkubovalo s 1 ml gelu Affiprep
(Biorad) po dobu 3 hodin pfi teploté 4 °C za jemného michani.
Druhd inkubace s pryskytici Affiprep o objemu 500 pl se
uskutednila za ucelem minimalizace mnoZstvi endotoxinu na
hodnotu 8,8 EU/ug proteinu. Po sterilni filtraci na filtradénim
zarizeni s poéry o velikosti 0,22 pm (Millex 0,22 GV, Millipore)
se u prot-D1/3-E7-His pfi koncentraci 0,665 mg/ml testovala
jeho stabilita. Analyza na SDS PAGE naprokdzala Zzadny vyvo]
proteinu po 7 dnech inkubace pfi teploté -20 °c, 4 °C, teploté

mistnosti nebo 37 °C.

P¥iklad 4: Konstrukce fuze protein-D1/3-E6-his/HPV 16, ktery

se exprimuje v kmeni mikroorganizmu E. coli

1. Konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) je derivat pMG8l
(popisuje se v dokumentu W097/01640, kde kodony 4-81
kédujici oblasti NS1 pochazejici z Influenza S€ nahradily
kodony, které odpovidaji zbytkim Ser 20 - Thr 127 zralého

proteinu D mikroorganizmu Haemophilius influenzae kmen 722,
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biotyp 2 (H. Janson et al., 1991, Infection and Immunity,
Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3 néasleduje
vicenasobné klonovaci misto (11 zbytkd) a kédujici oblast
C-terminalného histidinového konce (6 His). Tento plazmid
se pouziva pfi expresi fazniho proteinu D1/3-E6-his.

b) HPV genomové sekvence E6 a E7 typu HPV 16 (popisuje se
v publikaci Dorf et al., Virology 1985, 145, p. 181-185) se
amplifikovaly z genomu HPV 16 v celé délce klonovaného do
pBR322 (ktery se ziskal v instituci Deutches
Krebsforschungszentrum (DKFZ), Refenzzentrum fur human
pathogen Papillomaviruses - D 69120 - Heidelbergq)

c) subklonovaly se do pUC1l9 za vzniku TCA 301 (=pRIT14462) .

Konstrukce plazmidu TCA 307 (=pRIT14497): plazmid exprimujici
fuzi protein-D1/3-E6-His/HPV16

Nukleotidové sekvence odpovidajici aminokyseline.

Oblast 1 —> 151 proteinu E6 se amplifikovala z pRIT14462.
B&hem polymerdzové Ffeté&zcové reakce se na 5°a 37 koncich
sekvenci E6 vytvorily restrik&ni mista Ncol a Spel, ktere
umozfiuji za&len&ni stejnych mist plazmidu pMGMCS protDl/3 za
vzniku plazmidu TCA307 (=pRIT14497) (zobrazeno na obrézku C¢.
2). Inzert se sekvenoval za UCelem ovéreni, 7e Dbéhem
polymerazové  Teté&zcové reakce nedoslo 74dné modifikaci.
Koéodujici sekvence fuze protein-D1/3-E6-His se popisuje na

obrazku ¢&. 3.

2. Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14497 se zavedl do E. coli AR58 (popisuje se
v publikaci Mott et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 88)
defektniho lysogenu A, ktery obsahuje represor promotoru A pL

citlivého na teplo.

3. RGst a indukce bakterialniho kmene - exprese Prot-D1/3-E6-

His
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Bunky AR58 transformované plazmidem pRIT14497 se
kultivovaly ve 100 ml kultivacniho média LB doplné&ném 50 pg/ml
kanamycinu pfri teploté& 30 °Cc. B&hem logaritmické faze rustu se
teplota zvy3ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a
zadala syntéza proteinu D1/3-E6-His. Inkubace pri teploté 39
°C pokraovala po dobu 4 hodin. Vytvofril se pelet bakteril a

uchovaval se pri teploté& -20 °C.

4. Charakterizace fuze protein D1/3-E6-His (HPV 16)
Priprava extraktl

Zmrazené buiiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Buiiky se oteviely pisobenim tlaku podle Frenche
satizenim SLM Amicon pfi tlaku 140 MPa (t¥i pasaze). Extrakt
se centrifugoval pri 16 000 g po dobu 30 minut pfi teplotée 4
°C.
Analyza SDS-polyakrylamidovych gell barvenych podle Coomassie
a westernovy bloty

Po centrifugaci extraktl, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym pfenosem.

Hlavni pruh o molekulovée hmotnosti 32 000 lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych blotech kralicim
polyklondlnim anti-proteinem D a Ni-NTA konjugdtem spojenym
teleci intestinalni alkalickou fosfatazou (Qiagen kat. <¢C.
34510), které detekuji pristupny histidinovy konec. Sila

exprese reprezentuje pfiblizné 5 % celkového proteinu.

5. Spolec¢nd exprese s thioredoxinem

Analogickym zpusobem jako Vv ptipadé exprese prot D1/3 E7
His z HPV 18 (pfriklad 13) se mikroorganizmus E. coli kmen ARS38
transformoval plazmidem kédujicim thioredoxin a protein D 1/3

E7 His (HPV 16).
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PFiklad 5: Cisténi prot D 1/3 E6 His (HPV 16)

Rekombinantni antigen

v mikroorganizmu E. coli
fuizi E6 s 1/3-N-termindlni
influenzae, coZz Jje
epitopy pomocnych T bunék.

proteinu se vytvoril

Rekombinantni antigen se nadmérné exprimoval v E.

nerozpustné proteiny.

HPV-16
(ARS8) .
E4sti proteinu D
imunologicky
Na carboxylovém konci

afinitni

ProtDl1/3E6 se exprimoval

Strategie exprese zahrnuje
z Haemophilius
fuzni partner poskytujicil
fuzniho
polyhistidinovy konec.

coli jako

P¥i rozpoudténi antigenl Jsou nutnad denaturaé¢ni ¢inidla.

P¥i nepfritomnosti denaturadniho &inidla ProtDl/3-E6-His se
srazi pfi neutralnim pH. za ucelem obejit problémy
rozpustnosti se provedla spolecnéd exprese t&chto proteint

s thioredoxinem v poloze trans

Rakteridlni exprese

v pritomnosti 0,05 mg/ml

kanamycinu pfi

(TIT).

se provedla v kultivaénim médiu LB

teplot& 30 °C.

V pripad&, Ze se spolecné exprimuje thiredoxin pfida se 0,2

mg/ml ampicilinu. Exprese rekombinantniho proteinu se termdlné

indukuje pPi teploté 42 °C,

pricemZ opticka hustota

(OD 600

nm) dosahuje hodnoty 0,4. Exprese proteinu se udrZuje po dobu

4 hodin. Ci3téni se provadi podle nésledujiciho protokolu.

Pelet bunécné kultury

60 OD 600 nm

1 mM pefabloc, 2 M NaCl, PBS pH
7,4 (pufr A)
7atrizeni na otevieni bunék Tri pasaze, 140 MPa

,French press"

Centrifugace 17 000 g, 30 minut, 4 °C

Promyti peletu 2 M NaCl, PBS pH7,4 (pufr B) xl1
PBS pH 7,4 (pufr C) x2

Centrifugace 17 000 g, 30 minut, 4 °C

Rozpoudténi peletu

6 M guanidinchlorid, 20 mM PO4,
pH7,0 (pufr D)
pfes noc pfi teploté 4 °C

Centrifugace

17 000 g, 30 minut, 4 °C

Aplikace supernatantu na IMAC

Ekvilibrace: 6 M
guanidinchlorid, 20 mM PO4, pH
7,0 (pufr D)

Eluce: imidazolové kroky
(0,025M, 0,1M, 0,5 M) v 8 M
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mocoving, 20 mM PO4, pH 7,0

Affiprep polymixin 8 M mocovina, 20 mM PO4, pH 7,0
(pufr E), 2 hod. pfi teploté
mistnosti

Dialyza 4 M mo&ovina, 0,5 M arginin,
150 mM NaCl, 10 mM PO4, pH 6,8
(pufr I)

2 M mo&ovina, 0,5 M arginin,
150 mM NaCl, 10 mM PO4, pH 6,8
(pufr J)

0 M mo&ovina, 0,5 M arginin,
150 mM NaCl, 10 mM PO4, pH 6,8
(pufr K)

Bufiky se u&¢inné porusily homogenizaci za vysokého tlaku za
pouziti zarizeni ,French pressure device". Antigen se
extrahoval s vysokou koncentraci denaturadnihe ¢inidla. Tento
prvni krok otevird bunécnou sténu bakterie a antigen se
extrahuje z bakterialni nerozpustné frakce. Nasledujici

&is3t&ni probiha z kultury o objemu 4 litry.

Pufry:

A. PBS/ 2M NaCl / 1 mM Pefabloc

B. PBS / 2 M NaCl

C. PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM NaH2PO4, 1,47 mM
KH2PO4 pH 7,4.

D. 6 M guanidinchlorid, 20 mM PO4 (NaH2PO4 (2H20) /K2HPO4 (3H20)
pH 7,0

PofAtedni materidl je 10 lahvi, kdy kaZdd obsahuje 400 ml
kultury.

Bunédna pasta se suspenduje v pufru A, aby hodnota optické
hustoty pfi vlnové délce 600 nm byla 60 (v tomto pripadé 240
ml pufru A ). Pak néasleduje lyze tfemi prichody zafizenim
,French press disruptor" (pfi tlaku 140 MPa). Lyzované bunky
se peletovaly po dobu 30 minut pfi 15 000 g pfi teploté 4 °C.

Bakterialni bun&&ny pelet obsahujici rekombinantni protein se
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promyje jednou pufrem B pfi objemu 240 ml, pak dvakrat 240 ml
pufru C.

Prot D E6-His (TIT) se rozpoudti ve 240 ml pufru D pfes noc
pri teplot& 4 °C na rotujicim kole. Bun&&ny debris se
odstranil centrifugaci pfi 15 000 g po dobu 30 minut a pfi
teplot& 4 °C. Supernatant (230 ml) se uchovaval pfi teploté -

20 °C. Materiadl se pak aplikoval na chromatografii AMAC.

Chelatad&ni 1ligand NTA (kyselina nitrilo-tri-octovéa) se
pfichytil na agardzovy podklad (Qiagen). Ligand NTA se nabil
iontem niklu, se kterym interaguje pfes 4 ze 6 koordinacnich
mist niklu. Dv& zbyvajici koordinaéni mista niklu silné
interaguji s histidinovymi zbytky proteinu, ktery obsahuje 6x
His-tag. Eluce se dosahlo kompetici s imidazolem, ktery se
vad¥e na Ni-NTA a nahrazuje antigen s tag.

Pousil se Ni-NTA agarédza firmy Qiagen (kat. ¢&. 30 250) .

Roztoky:

D: 6 M guanidinchlorid, 20 mM PO4 (NaH2PO4
(2H20) /K2HPO4 (3H20)) pH 7,0

F: 8 M modovina, 20 mM P04 ((NaH2PO4 (2H20) /K2HPO4 (3H20)) pH
7,0

F: E + 0,025 M imidazol

G: E + 0,1M imidazol

H: E + 0,5 M imidazol

0,5 M NaOH

deionizovand voda

0,02 % NaN3

Cidténi:

a) Kolona se naplnila pryskyfici (15 ml pryskyfice/230 ml
vzorku) a uvedla se do rovnovidhy 10 objemy kolony (C.V.)
pufru D p¥i rychlosti pritoku 15 cm/hod.

b) Supernatant s rozpou3téné frakce se vnesl injekci do kolony

pFi rychlosti 15 cm/hod.
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c) Kolona se promyla pEi rychlosti 15 cm/hod. pufrem D azZ
hodnota OD p¥i vlnové délce 280 nm dosdhla hodnoty pozadi.

d) Kolona se promyva 2 objemy kolony pufru E p¥i rychlosti
pratoku 15 cm/hod. Shromazduji se promyvaci frakce.

e) Kolona se nejprve vymyvd 5 objemy kolony pufru F. Odstrani
se hlavni kontaminant s molekulovou hmotnosti 25 000.

f) Kolona se vymyva 2 objemy pufru G.

g) Kolona se nakonec vymyje 3 objemy pufru H. Dojde k eluci
antigenu.

Frakce obsahujici antigenn se spoji (30 ml).

Endotoxin se odstrani chromatografii na Affiprep.

Podklad Affi-Prep® Polymixin obsahuje polymixin B
odpovidajici stupni cistoté USP spojeny s Affi-Prep® Matrix.
To zpusobuje jeho vysokd afinita k casti lipidu A endotoxinu.
Polymixin B vaZe molekuly endotoxinu s vysokou kapacitou a

selektivitou.

Roztoky:

E: 8M modovina, 30 mM PO4 ((NaH2PO4 (2H20) /K2HPO4 (3H20)) PpH
7,0 (apyrogenni).

0,5 M NaOH

deionizovana apyrogenni voda

Postup:

1) pryskyfice Affi-Prep® Polymixin se promyje 10 objemy 0,1 M
roztokem NaOH, pak nasleduje promyti 10 objemy vody bez
pyrogenu.

2) Pryskytice se pfivede do rovnovahy 10 objemy pufru E.

3) 15 ml (polovina shrom&idéného eluatu) vzorku eluovaného
z kolony IMAC se inkubuje s 3 ml pryskyfice Affi-Prep®
Polymixin ve vsadkovém modu.

4) Inkubace probihd pfi teploté mistnosti po dobu 4 hodin nebo

pfes noc pri teplot& 4 °C na otécejicim se kole.
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5) Vzorek se centrifuguje po dobu 10 minut pEi 2 000 g
(Beckman GS-6R) .

6) ShromaZduje se supernatant obsahujicil antigen a provedou se
testy analyzujici endotoxiny a protein.

7) Pryskyfice je vyrazena.

Malé molekuly prochazeji semi-permeabilni membranu,
zatimco velké molekuly =zflstévaji. Proces dialyzy Je ¥izen
rozdilem koncentrace rozpudténé latky na dvou stranach
membrany. Zavadi se novy roztok pufru az sloZeni pufru se na

kazdé strané vyrovna.

Pufry:

I: 4 M mocCovina, 0,5 M arginin, 10 mM PO4 (NaH2PO4

(2H20) /K2HPO4 (3H20)) pH 6,8

J: 2 M mo&ovina, 0,5 M arginin, 0,15 M NaCl, 10 mM PO4

(NaH2P0O4 (2H20) /K2HPO4 (3H20)) pH 6,8

K: 0 M mo&ovina, 0,5 M arginin, 0,15 M NaCl, 10 M PO4 (NaH2PO4

(2H20) /K2HPO4 (3H20) ) pH 6,8

1) Vzorek (o objemu 15 ml) se zavedl do dialyzac&ni trubice
(primér 20,4 mm a vy3ka 6 cm).

2) Dialyzadni trubice se umistila do 2 litrového cylindru,
ktery obsahuje pufr I za staleho michani pfi teploté 4 °C a
po dobu 2 hodin.

3) Dialyza&ni trubice se umistila do 2 litrového cylindru,
ktery obsahuje pufr J za stalého michadni pfi teploté 4 °C
po dobu 2 hodin.

4) Dialyzaéni trubice se umistila do 2 litrového cylindru,
ktery obsahuje pufr K za stalého michani pfi teplot& 4 °C a
ﬁfes noc. Pufr se vyménil a dialyza probiha daldi 2 hodiny
pfi teploté& 4 °C.

(Pou?ilo se Mollipore Sterile Millex-GV 0,22 u, 13 mm.

Kat. ¢. SLGV0130S.

Viechny kroky se uskutednily pfi teploté mistnosti (=22

°C). Antigen se jevi byt stabilni.



Roztok antigenu se filtruje skrz filtr s péry 0,2 pm, aby
se predeslo libovolnému pakterialnimu ruastu. Antigen se

uchovava pfi teplot& -20 °C ve zkumavkach Nunc.

Charakterizace:

ProteinDl/3E6His je charakterizovéan nasledujicim zpUsobem:

ProteinDl/3E6His je peptid obsahujici 273 aminokyselin,
pricemz 112 aminokyselin pochéazi z Casti proteinu D.
Teoreticka molekulova hmotnost fuze proteinDl/3E6His Jje 32 000
a migruje na gelu SDS-PAGE jeko protein s molekulovou
hmotnosti 33 000. Teoreticky bod fuze proteinDl/3E6His Je
8,17.

Virovy protein E6 Je zdkladni protein obsahujici 14
cysteinovych zbytkd, pricemZ 8 z nich (Cys 30, 33, 63, 66 a
cys 103, 106, 136, 139) se podili na dvou C-termindlnich
vazebnych motivech zinku.

ProteinD1/3E6His se exprimuje v nerozpustné formé
v mikroorgaznimu E. coli  kmen ARS8  spolu thioredoxinem
v poloze trans. Bunélna kultura se produkuje Vv kultivacnich
lahvich o objemu 400 ml. 2 jednono litru kultury Jje moZné

Q

ziskat 5,4 mg proteinu o Cistoté 95 5.

Priklad 6: : Konstrukce fuze protein D1/3-E6E7-His (HPV16)

kmene mikroorganizmu exprimujici se v E. coli

1) Konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) Jje derivat pMG81
(popisuje se v dokumentu prfihlaska UK patentu ¢. 951
3261.9, ktery se zvefejnil Jaxo WO097/01640), ve kterém
kodony 4-81 NS1 kédujici oblasti z Influenzae se nahradily
kodony korespondujicimi se zbytky Ser 20 — Thr 127 zralého
proteinu D Haemophilius influenzae, kmen 772, Dbiotyp 2
(popisuje se v publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3

nédsleduje vicenésobné klonovaci misto ( 11 zbytkad) a



e

24 Doteee L reee uond

kédujici oblast C-terminalniho histidinového ocasu (6 His).
Tento plazmid se pouZil pEi expresi fuzniho proteinu D1/3-
E6E7-his.

b) HPV genomové sekvence E6 a E7 typ HPV 16 (popisuje se
v publikaci Dorf et al., Virology 1985, 145, p.181-185) se
amplifikovaly 2z genomu HPV 16 plné délky klonovaného do

pBR322 (ziskal se z instituce Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ), Referenzzentrum fur human
pathogen Papillomaviruses-D 69120-Heidelbergqg) a

subklonovaly se do pUCl9 za vzniku TCA 301 (=pRIT14462).

c) Koédujici sekvence E6 a E7 v TCA301 (=pRIT14462) se upravily
syntetickym oligonukleotidovym adaptorem (za&lenénym mezi
restrikéni mista Afl1III a Nsil), ktery vytvafi deleci 5
nukleotidd mezi geny E6 a E7 za uCelem odstranéni stop
kodonu E6 a vzniku kédujicich sekvenci E6 a EJ v plazmidu

TCA309 (=pRIT14556) (zobrazuje obrazek C. 4).

Konstrukce plazmidu TCA311(=pRIT14512): plazmid exprimujici
fzi protein-D1/3-E6E7-His/HPV16

Nukleotidové sekvence odpovidajicil aminokyselinam 1 — 249
proteinu E6E7 se amplifikovaly z pRIT14556. B&hem polymerézové
fet&zcové reakc vznikly na 5°a 37 koncich sekvenci EG6E7
restrikéni mista Ncol a SpelI, ktera umozfiuji inzerci do
stejnych mist plazmidu pMGMCS Prot D1/3 za vzniku plazmidu
TCA311 (=pRIT14512). Inzert se sekvenoval, aby se ovérilo, zda
béhem polymerazové fetézcové reakce nedoslo k zadnym
modifikacim. Kodujici sekvence uvedené fuze protein-D1/3-His

se popisuje na obrazku C. 6.

2. Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14501 se zavedl do E. coli ARS58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujici represor promotoru A pL citlivého na teplo.



25

3) Raist a indukce bakteridlniho kmene - exprese Prot-D1/3-
E6E7-His

Bunky AR58 transformované plazmidem pRIT14512 se

kultivovaly ve 100 ml kultivac¢niho média LB doplné&ném 50 pg/ml

kanamycinu pfi teploté 30 °C. Bé&hem logaritmické faze rustu se

teplota zvy3ila na 39 °c, aby se deaktivoval represor A oa
zadala syntéza proteinu D1/3-E6E7-His. Inkubace p¥i teploté 39
°C pokra&ovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii a
uchovavaly se pfi teploté& -20 °C.

4) Charakterizace fuze protein D1/3-E6E7-his

zmrazené bunky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bunky se oteviely pisobenim tlaku podle Frenche
zatizenim SLM Amicon pri tlaku 140 MPa (t¥i paséaie). Extrakt
se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktl, ktere se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzovaly elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem.

Hlavni pruh o molekulové hmotnosti 48 000 1lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych blotech kralic¢im
polyklondlnim anti-proteinem D a Ni-NTA konjugatem spojenym s
teleci intestindlni alkalickou fosfatazou (Qiagen kat. C.
34510), které detekuji pfistupny histidinovy konec. Sila

exprese reprezentuje priblizné& 1 % celkového proteinu.

Priklad 6b:

Fazni protein Lipo D1/3 a E6-E7 pochézejici =z HPV16 se
exprimoval E. coli v pritomnosti thioredoxinu.

N-konec pre-proteinu obsahuje (388 aminokyselin) obsahuje
MDP zbytky, po kterych nasleduje 16 aminokyselin signalniho
peptidu lipoproteinu D (z Haemophilius influenzae), ktery se
$tépi in vivo za vzniku zralého proteinu (370 aminokyselin) .

Lipoproteinovou ¢&&st (aminokyselina 1 az 127) nasleduji
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proteiny E6 a E7 spojené ve fuzi. C-konec proteinu je
prodlouzZzen motivem TSGHHHHHH.

Protein se ¢istil podle nédsledujiciho protokolu:

P¥iklad 7: Cisté&ni fuze lipoprotein D1/3-E6-E7-His (TIT)
A) Rozpoudténi:

Bun&&nd pasta se suspendovala v pufru 2 M NaCl, 20 mM
fosforecnanu (NaH2PO4 (2H20) /K2HPO4 (3H20) ) pH 7,5
v pfitomnosti 1 mM Pefabloc, ktery slouzi Jjako inhibitor
protedz pred lyzi bunék, tak, aby se dosahla hodnota OD pri
600 nm 60. Lyze bun&k se provedla tfemi pruchody zafizenim
,French press disruptor" (140 MPa). Lyzované Dbunky se
peletovaly po dobu 30 minut p¥i 15 000 g pki teploté& 4 °C. Za
Gc¢elem redukovat mnoZstvi endotoxinu, se bakteridlni bunény
pelet obsahujici rekombinantni protein dvakrat promyl 4M
mo&ovinou, 2 M NaCl, 20 mM fosforec¢nanem pH 7,5, jednou 2 %
Empigen BB, 20 mM fosforeénan pH 7,5 a nakonec dvakrat 20 mM
fosfore&nanovym pufrem pH 7,0, aby se odstranily stopy
detergentu (kazdé promyti se uskuteCnilo v objemu, jako byl
objem  bunécné suspenze) . LipoProt.D1/3-E6-E7-His (TIT) se
rozpustil (ve stejném objemu, jako byl objem bunécné suspenze)
v 8 M moCovinéd s 0,2 M PB-merkaptoetanolem (PMeOH), 20 mM PO4 pH
12 pfes noc pfri teplot& 4 °C. Pak néasleduji dvé hodiny
inkubace pfi teploté& mistnosti. Bun&ény debris se odstranil
centrifugaci po dobu 30 minut p#i 15 000 g pfi teploté 4 °C.

Supernatant se uchovaval pfi teploté -20 °C.

B) Cisténi:
1) Chromatografie s vyménou aniontd na Q-sefardze s rychlym
pritokem
Zmrazeny vzorek o objemu 225 ml se rozmrazil pEi teploté
mistnosti v lazni se studenou vodou a aplikoval se na kolonu

s Q-sefarézou s rychlym prttokem (Pharmacia, XK 26/20), které

se uvedla do rovnovahy 8 M molovinou, 0,2 M PMECH, 20 mM PO4
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pH12 (30 ml pryskyfice/225 ml supernatantu) pfri rychlosti
pritoku 45 cm/hod.. Kolona se promyvala 8 M mocovinou, 0,2 M
BMEOH, 20 mM PO4 pH 12, aZ do doby, kdy hodnota optické hustoty
p¥i vlnové délce 280 nm dosdhla zakladni hodnoty. Pak
nadsleduje druhé promyti 8 M mocCovinou, 20 mM fosforeCnanem pH
12 (objemem, ktery odpovidéd dvéma objemim kolony). Eluce se
provedla NaCl (0,1 M, 0,25 M, 0,5 M NaCl, kdy v kazdém kroku
se pou?il objem odpovidajici 2 objemim kolony) v 8 M moCoving,
20 mM fosforelnanem pH 12 pfi rychlosti prutoku 45 cm/hod..

ShromaZdily se frakce eluované 0,5 M NaCl.

2) Afinitni chromatografie s ionty kovu (IMAC)

Shroméazdily se frakce eluované z Q sefardézy 0,5 M NaCl a
dialyzovaly se proti 0,2 M NaCl, 8 M mocoviné, 20 mM
fosforednanu pH10 dfive neZ se nanesly na kolonu s Ni2+NTA
(Qiagen) (XK 26/20, Pharmacia), kterd se uvedla do rovnovahy 8
M modovinou, 20 mM PO4 pH 12 (30 ml pryskyfice/ 61 ml vzorku)
pfi rychlosti pritoku 5,6 cm/hod. Kolona se promyla 8 M
mo&ovinou, 20 mM P04 pH 12 aZ se dosdhlo zakladni hodnoty
optické hustoty. Pak se kolona promyla 8 M mo&ovinou, 20 mM
PO4 pH 10. Antigen se eluoval imidazolovymi kroky (0,025 M,
0,05 M, 0,1 M, 0,15 M, 0,2 M, 0,5 M imidazolem Vv kazdém kroku
se pouzil objem odpovidajici dvou objemum kolony) Vv 8 M
mo&oving&, 20 mM PO4 pH 10 p¥i rychlosti pruatoku 45 cm/hod.

Shromazdily se frakce eluované 0,05 M imidazolem.

C) Koncentrace

Na mempbrané Filtron Omega (Amicon), kterd oddéluje
molekuly o molekulové hmotnosti 5 000, za stéalého michani pri
teplot& mistnosti se zvy$ila koncentrace vzorku pfibliZné 5

krat (0,407 mg/ml)

D) Dialyza
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Koncentrovany vzorek se dialyzoval p¥i teploté mistnosti
v krocich proti sniZujici se koncentraci mocoviny (4M, 2 M
mo&ovina) v 0,5 M argininu, 150 mM NaCl, 10 mM PO4 pH 6,8.
Posledni dialyza proti 0,5 M argininu, 150 mM NaCl, 10 mM PO4
pH 6,8 prob&hla pfi teploté& 4 °C.

Vysledky:

Krok IMAC je schopen odstranit kontaminanty s molekulovou
hmotnosti 32 000 v 0,0025 M imidazolu, ktery eluuje také
stejny antigen. Cistota antigenu eluovaného 0,05 M imidazolem
se odhaduje na gelu SDS-PAGE obarvenym Coomassieovou modfi na
90 &. Po tomto kroku <&isté&ni vzorek neobsahuje Zadne
kontaminanty mikroorganizmu E. coli. Analyza westernovym
pfenosem uzZivajici protilatky specifické k N- a/nebo C-konci
antigenu vykazuje heterogenni patern pruhti s vy$3i a nizsi
molekulovou hmotnosti proteinu v plné délce. Tento patern
naznaduje pritomnost agregdtl a neuplné zpracovaného proteinu
a/nebo degradovaného proteinu, ktery se spolec¢né <Cistily

s proteinem v plné délce.

priklad 8: Konstrukce fuze ProtDl/3-E7, ktera se exprimuje

v E. coli kmen B1002

Mutovany (cys24 — gly, glu26 — gln) typ HPV16

1) konstrukce expresivniho plazmidu

Pocatedni materidl:

a) plazmid pRIT14501 (=TCA 308), ktery kdéduje fuzi ProtD1/3-
E7-His

b) plazmid LITMUS 28 (New England Biolabs kat. ¢&. 306-28)
klénovaci vekotr odvozeny od pUC

c) plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) je derivat pMG81
(popisuje se v dokumentu prihléd3ka UK patentu <&. 951
3261.9, ktery se zvefejnil Jjako W097/01640), ve kterém
kodony 4-81 NS1 kédujici oblasti z Influenzae S€ nahradily

kodony korespondujicimi se zbytky Ser 20 — Thr 127 zralého
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proteinu D Haemophilius influenzae, kmen 772, biotyp 2
(popisuje se Vv publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3
nasleduje vicendsobné klonovaci misto (11 zbytkd)a kédujici

oblast C-termindlniho histidinového ocasu (6 His).

Konstrukce plazmidu pRIT 14733 (=TCA347): plazmid exprimujici
fizi protein-D1/3-E7 mutovany (cys24 - gly, glu26 — gln)
s koncem His

Fragment NcoI-Xbal z pRIT14501 (=TCA 308) nesouci kdédujici
sekvenci genu E7 pochazejici z HPV 16 prodlouzeny koncem Hisse
subklonoval do vektoru Litmus 28 pouzitelného pro mutagenezi
za vzniku pRIT 14909 (=TCA337). Dvojitd mutace cysZ24 - gly
(popisuje se v publikaci Edmonds and Vousden, J. Virology 63:
2650 (1989) a glu26 — gln (popisuje se Vv publikaci Phelps et
al., J. Virology ©66: 2418-27 (1992) se vybrala za ucelem
omezeni navazani antionkogenniho produktu genu retinoblastomu
(pRB) . Zavedeni mutaci genu E7 se realizovalo kitem ,Quick
Change Site directed Mutagenesis (Stratagene kat. &. 200518)
za vzniku plazmidu pRIT 14681 (=TCA343). Po ovérfenl pritomnosti
mutaci a integrity celého genu E7 sekvenovanim se mutovany gen
savedl do vektoru pRIT 14589 (=pMG MCS ProtDl/3) za vzniku
plazmidu pRIT 14733 (=TCA347) (obrazek ¢.7).

Sekvence fuze protein-D1/3-E7 mutovany (cys24 — gly,

glu26 — gln)-His se popisuje na obrazku <. 8.

2) Konstrukce fuze protDl/3-E7mutovany(cys24 — gly, glu2e —
gln)-His/HPV16
Plazmid pRIT14733 se zavedl do E. coli AR58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu
obsahujici represor promotoru A pL citlivého na teplo za vzniku
kmene B1002. Selekce transformantd se provedla na zakladé

rezistence na kanamycin.
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3) RGst a indukce bakterialniho kmene - exprese Prot-D1/3-E7-
mutovany (cys24 — gly, glu26 — gln)-His/HPV1G6

Bunky AR58 transformované plazmidem pRIT14733 (kmen B1002)
se kultivovaly ve 100 ml kultivacniho média LB doplnéném 50
pug/ml kanamycinu pfi teploté 30 °Cc. B&hem logaritmické faze
riastu se teplota zvy$ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor
A a zadala syntéza proteinu D1/3-E7mutovany-His. Inkubace pfi
teploté& 39 °C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvoril se pelet

bakterii a uchovavaly se p¥i teploté& -20 °C.

4) Charakterizace fuze protein D1/3-E7- mutovany (cys24 — gly,

glu26 — gln)-His typ HPV16

7mrazené buiiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bunky se oteviely pusobenim tlaku podle Frenche
zatizenim SLM Amicon pf#i tlaku 140 MPa (tti pasaze). Extrakt
se centrifugoval pri 16 000 g po dobu 30 minut pri teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktl, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzovaly elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem.

Hlavni pruh o molekulové hmotnosti 33 000 lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych blotech kralicim
polyklonalnim 22 J 70 anti-proteinem D, monoklonalnim anti-
E7/HPV16 =z Zymed a Ni-NTA konjugédtem spojenym S teleci
intestinalni alkalickou fosfatdzou (Qiagen kat. &. '34510),
které detekuji pEistupny histidinovy konec. Sila exprese
reprezentuje pfiblizZné 3 az 5 % celkového proteinu.

Buhtky B1002 se separovaly z kultivaéni phdy centrifugaci.

Koncentrované bufiky B1002 se uchovéavaly pfi teploté -65 °C.

p¥iklad 9: Cisténi PROTD1/3E7 (Dmutant)HPV16
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Obecné schéma &isténi —-HPV16E7

Rozmrazené bunky ziskané po fermentaci

[

Porudeni bunék

|
|

& homogenat
Diafiltrace/zakoncentrovani/rozpusténi
DMF
Kone&ny permeéat
(uchovavano pfi teploté -20
°C)

zn-chelatace, chromatografie na sefardze

eluéat

\
chromatografie na Q-sefardze

eluat

diafiltrace a zakoncentrovani/molek. hm. 10 000-UF Filtron

|

dialyzovany roztok

sterilni filtrace 0,22 uM

=i3tény roztok
0,5 az 1,0 mg/ml,

uchovavani pri teplot& -20 °C
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a) Priprava buné&cné suspenze

smrazené koncentrované bufky B1002 se rozmrazily a pri
teploté 4 °C se resuspendovaly v pufru vhodném pro otevieni
punék (tabulka &. 1) tak, aby konecna hodnota optické hustoty
pfi vlnové délce 650 nm byla 60 (coZz odpovida koncentraci

bun&k priblizn& 25 g DCW/1).

b) Otev¥eni bune&k

Bunky se otevtely dvéma prichody vysokotlakového
homogenizéru (Rannie) (1 000 bard). Suspenze otevienych bunék
se umistila do nadoby a uchovavala se pfi teploté 4 °C.

pufr vhodny pro otevfeni bunék ma nadsledujici sloZeni:
Na2HPO4 (0,02N), NaCl (2M) pH se wupravilo na hodnotu 7,5
pomoci 3M HC1 (Merck) .

Cidténi:
2a) dynamické& filtrace pfes membranu (DMF®-Pall Filtron)

Suspenze otevienych bunék o objemu 2 1 se nanesla na DMF®,
co? je dynamicky filtraéni systém od firmy Pall, ktery
obsahuje membrénu, jenZ oddé&luje cCastice o velikosti 0,2 upm..

vakoncentrovanim z objemu 2 litry na 1 litr vznikd vzorek
PCC1.

Promyvanim pfri konstantnim objemu se tfemi objemy (3L)
pufru obsahujici empigen-EDTA  (koncentrace EDTA 1,86 g,
empigen (30 %) 3,33 ml, P07 0,5 M 40 ml) vznikne vzorek PDI.

7akoncentrovanim objemu 11 na 300 ml vznikne vzorek PCCZ2.

Promyvanim pfi konstantnim objemu s deseti objemy (3L)
pufrem pH 7,5 obsahujici empigen (v jednom litru je obsaZen
empigen (30 %) 3,33 ml, PO,s° 0,5 M 40 ml) vznikne vzorek.

Rozpudténim proteinu pfidanim stejného mnoZstvi (300 ml)
pufru pH 7,5, ktery obsahuje 8 M guanidinhydrochlorid (v
jednom litru Jje obsazen empigen (30 %) 3,33 ml, Gu.HCl 764 g,
PO,°” 0,5 M 40 ml).
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7iskani proteinu : shromazdénim dialyzovaného roztoku
(vzorek P3) bé&hem zakoncentrovani na potateéni objem (300 ml)
3 diafiltraci s tfemi objemy pufru pH 7,5, ktery obsahuje 4 M
guanidinhydrochlorid (mnoZstvi v jednom litru: Gu-HCl 328,1 g,
empigen (30 %) 3,33 ml, P07 0,5 M 40 ml).

VSechny tyto kroky se uskute&nily v chladnicce (pfi
teplotd 2 aZ 8 °C), pH se upravilo 0,5 M PO,

Frakce P3 se uchovavala pfi teplot& -20 °C do daldiho

kroku ¢&isténi.

2b) Zn-chelataéni sefardézovéd chromatografie

Frakce P3 se rozmrazila a injekci se zavedla do kolony
naplnéné Zn-chelataéni sefardzou, kterd je v rovnovaze.

Kolona se promyje:

Tfemi objemy pufru 4M guanidin hydrochloridu (popisuje se
shora v textu) vznikne vzorek Zn-FT a

5 objemy pufru tvofeného 4M mo&ovinou (v jednom litru
obsahuje 240,24 g mocoviny, 3,33 ml empigenu, 40 ml 0,5 M PO, "
vznikly vzorek se oznaCi Zn-W.

Kolona se eluuje 3 objemy pufru, ktery obsahuje 4M
mocovinu a 29 mM imidazol (v jednom litru obsahuje 240,24 g
mo&oviny, 3,33 ml empigenu(l, 35g), 40 ml 0,5 M PO,>” pH e
7,5) wvznikly vzorek se oznacl. pufr je stejny, Jako ten
uvedeny shora v textu, ale mno¥stvi imidazolu v jednom litru
je 34,04 g. Vznikne vzorek Zn-20.

Kolona se dale eluuje 4M mocovinou a 500 mM imidazolem az
do konce UV piku . Vznikne vzorek Zn-500.

Kolona se promyje 50 mM EDTA a 0,5 M NaOH.

FEludt Zn-chelata&ni sefardzy (Zn-500) se uchovava prti
teploté 2 aZ 8 °C aZz do dalsiho kroku Eisténi.

7n-chelatadni sefardézovad chromatografie se provadi pfi
teploté& mistnosti.

2c) Q-sefardzova chromatografie
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Frakce 2Zn-500 se vnesla injekcil do kolony naplnéné Q-
sefardézou FF, kterd je v rovnovaze.

Kolona se promyje:

7 objemy pufru 4M guanidin hydrochloridu (popisuje se
shora v textu) vznikne vzorek QS-FT.

10 objemy pufru tvofeného 4M modovinou (v jednom litru
‘obsahuje 240,24 g moCoviny, 40 ml 0,5 M p0,3" vznikly vzorek se
oznali QS-W1.

10 objemy pufru tvofeného 6M modovinou (v Jjednom litru
obsahuje 360,3 g mocoviny) vznikly vzorek se oznall QS-W2.

Kolona se eluuje 5 objemy pufru, ktery obsahuje 6M
mo&ovinu a 200 mM NaCl (v jednom litru obsahuje 360,3 g
mo&oviny, 11,69 g NaCl, 40 ml 0,5 M P0,>” pH je 7,5)

Kolona se dale eluuje 3 objemy 6M mo&oviny a 500 mM NaCl
(stejny jako shora v textu popsany s vyjimkou, ze mnozstvi
NaCl v jednom litru Je 29,22 g). Skute&ny konec frakce se
stanovil koncem UV piku. Vznikl vzorek QS-500.

Kolona se dale eluuje 4 objemy 4M mo&oviny a 1M NaCl (
mnoistvi NaCl v jednom litru je 58,44 g, 360,36 g mocoviny, 40
ml 0,5 M Pof'). Vznikl vzorek QS-1M.

Kolona se promyje 0,5 M NaOH.

Eluat z QS-sefarézy (QS-500) se uchovava pri teploté 2 az
8 °C a? do daldiho kroku &isténi.

Q-sefarézovd chromatografie se provaddi prfi teploté

mistnosti.

2d) Ultrafiltrace

Frakce QS-500 se pak oSetrila na ultrafiltraéni jednotce
délici molekuly s molekulovou hmotnosti 10 000 (Ultrasette-
Pall Filtron)

Produkt se nejdiive zakoncentruje na koncentraci 1 mg/ml
proteinu a pak se diafiltruje proti 10 objemlim

fosforelnanového pufru.
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Permeat (frakce UF-P) se znehodnoti a dialyzovany roztok
(frakce UF-R) se uchovavd pri teploté 2 az 8 °C az do konecné
filtrace.

Ultrafiltrace se provede pfi teploté 2 az 8 °C.

2e) Konecna filtrace

Konedna frakce (frakce UF-R) se filtruje sterilnim filtrem
o velikosti pérd 0,22 um (Millipak-Millipore) pfi laminarnim
pritoku v aseptické mistnosti tfidy 100.

Kone&na koncentrace proteinu je mezi 0,5 a 1,0 ug/ml.

Sterilni frakce se uchovavi p¥i teploté& -20 °C.

P¥iklad 10: Konstrukce fuze clyta-E6-his (HPV16), kterd se

exprimuje v kmenu E. coli

1. konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pRIT14497 (=TCA307), ktery kéduje fuzi ProtDl/3-E6-
His/HPV16

b) Plazmid pRIT14661(=DVA2 je vektor obsahujici kédujicl
sekvenci 117 C-termindlnich kodond LytA mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae. Lyta se ziskala z mikroorganizmu
Streptococcus pneumonia, ktery syntetizuje N-acetyl-L-
alaninamidédzu (amidaza LYTA) (kédovana genem LytA (Gene, 43
(1986) pag. 265-272). Je to autolyzin, ktery specificky
degraduje jisté vazby v Yetézci peptidoglykanu. C-
terminalni oblast proteinu LYTA Jje odpovédna za afinitu

cholinu nebo nékterych cholinovych analogt, jako je DEAE.

1.b Konstrukce plazmidu PRIT14634 (=TCA332): plazmid

exprimujici fuzi clyta-E6-His/HPV16

a) Prvnim krokem je <¢isténi velkého restrikéniho fragmentu
Ncol - Afl1II z plazmidu pRIT14497 a cisteéni malého
restrikéniho fragmentu Af1II-Af1IIz pRIT14661.

b) Druhym krokem je spojeni sekvenci clyta se sekvencemi E7-

His (NcoI a AflIII Jjsou kompatibilni restrikéni mista),
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ktera davaji vzniku plazmidu pRIT 14634 (=TCA332), JenZ
kéduje fazni protein clyta-E6-His fizeny promotorem pL
(obrazek &. 9).

c) Kédujici sekvence fuzniho proteinu clyta-E6-His se popisuje

na obrazku ¢&. 10.

Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14634 se -avedl do E. coli ARS58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL.

RGst a indukce bakteridlniho kmene - exprese clyta-E6-His

Bunky ARS8 tranéformované plazmidem pRIT14364 se
kultivovaly ve 100 ml kultiva&niho média LB doplné&ném 50 ug/ml
kanamycinu pfi teploté 30 °c. B&hem logaritmické faze rustu se
teplota zvy3ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a
zafala syntéza proteinu clyta—E6—hié. Inkubace pri teploté 39
°C pokra&ovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakteril a

uchovavaly se p¥i teploté& -20 °C.

Charakterizace fuze clyta-E6-his

zmrazené bufiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bufiky se otevfely ptsobenim tlaku podle Frenche
zarizenim SLM Amicon p#i tlaku 140 MPa (t¥i paséze). Extrakt
se centrifugoval pri 16 000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktl, ktere se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem. Hlavni pruh
o molekulové hmotnosti 33 000 lokalizovany Vv peletové frakci
se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie a identifikoval
se na westernovych blotech kralicimi polyklondlnimi anti-clyta
protilétkami a Ni-NTA konjugétem spojenym s teleci

-

intestinalni alkalickou fosfatazou (Qiagen kat. ¢&. 34510),
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které detekuji p¥istupny histidinovy konec. Sila exprese

o]

reprezentuje pribliZné 3 % celkového proteinu.

Pfiklad 11: Konstrukce fuze clyta-E7-his (HPV16) exprimujici

se v kmeni E. coli.

1. konstrukce expresivniho plazmidu

1l.a poCatelni materialy

a) Plazmid pRIT14501(=TCA308), ktery kéduje fuzi PortDl/3-E7-
His/HPV16

b) Plazmid pRIT14661 (=DVA2) obsahuje kédujici sekvenci 117 C-
termindlnich  kodon®t LytA mikroorganizmu  Streptococcus
Pneumoniae.

1.b Konstrukce plazmidu pRIT14626 (=TCA330): plazmid

exprimujici fuzi clyta-E7-His/HPV 16

a) Prvnim krokem je <&isténi velkého restrikéniho fragmentu
NcoI - AflII z plazmidu pRIT14501 a ¢&isténi malého
restrikéniho fragmentu Af1II-Af1III z pRIT14661.

b) Druhym krokem je spojeni sekvenci clyta se sekvencemi E7-
His (NcoI a AflIII Jjsou kompatibilni restrikdéni mista),
kterd davaji vzniku plazmidu PpRIT 14626 (=TCA330), Jeni
kéduje fuzni protein clyta-E7-His £Ffizeny promotorem pL
(obrazek ¢. 11).

Kédujici  sekvence  fuzniho proteinu clyta-E7-His se

popisuje na obréazku ¢. 12.

2. Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14626 se zavedl do E. coli ARS58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL.

3. Rast a indukce bakteridlniho kmene - exprese clyta-E7-His

Bunky ARS8 transformované plazmidem pRIT14626 se

kultivovaly ve 100 ml kultivacniho média LB doplnéném 50 pg/ml

kanamycinu p¥i teploté& 30 °C. Bé&hem logaritmické faze ristu se
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teplota zvy3ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a
zaZala syntéza proteinu clyta-E7-his. Inkubace pfi teploté 39
°C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii a

uchovavaly se pfi teploté -20 °C.

4. Charakterizace fuze clyta-E7-his

7smrazené bufiky se nechaly roztadt a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Buiiky se otevfely pusobenim tlaku podle Frenche
zarizenim SLM Amicon pri tlaku 140 MPa (tfi pasaze). Extrakt
se centrifugoval pri 16 000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktl, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem. Hlavni pruh
o molekulové hmotnosti 35 000 lokalizovany v peletové frakci
se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie a identifikoval
se na westernovych blotech kralic¢imi polyklondlnimi anti-clyta
protilatkami a Ni-NTA konjugatem spojenym s telecl
intestindlni alkalickou fosfatazou (Qiagen kat. ¢&. 34510),
které detekuji pfistupny histidinovy konec. Sila exprese

Q

reprezentuje pfibliZné 5 % celkového proteinu.

P¥iklad 12: Konstrukce fuze clyta-E6E7-his(HPV16), ktera se

exprimuje v kmeni E. coli

1. konstrukce expresivniho plazmidu

1l.a poCatelni materiéaly

(a) Plazmid pRIT14512(=TCA311l), ktery kdduje fuazi ProtDl/3-
E6E7-His/HPV16

(b) Plazmid pRIT14661 (=DVA2) obsahuje kdédujicil sekvenci 117
C-termindlnich kodon® LytA mikroorganizmu Streptococcus
Pneumoniae.

1.b Konstrukce plazmidu pRIT14629 (=TCA331): plazmid

exprimujici fuzi clyta-E6E7-His/HPV 16
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a) Prvnim krokem je &isténi velkého restrikéniho fragmentu Ncol
~ Afl1II z plazmidu pRIT14512 a ¢&isténi malého restrikéniho
fragmentu Af1II-Af1III z pRIT14661.

b) Druhym krokem je spojeni sekvenci clyta se sekvencemi E7-His
(NcoI a AflIII jsou kompatibilni ’restrikéni mista), ktera
davaji vzniku plazmidu pRIT 14629(=TCA331), JenZ kdduje
fuzni protein clyta-E6E7-His fizeny promotorem pL (obrazek
¢. 13).

Koédujici sekvence fuzniho proteinu clyta-E6E7-His se

popisuje na obrazku ¢. 14.

2. Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14629 se zavedl do E. coli AR58 (Mott et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL.

3. Rast a indukce bakteridlniho kmene - exprese clyta-E7-His
Bunky AR58 transformované plazmidem pRIT14629 se

kultivovaly ve 100 ml kultiva&niho média LB doplné&ném 50 pg/ml

kanamycinu p#i teploté& 30 °C. Béhem logaritmické faze rustu se

teplota zvy3ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A oa
zaGala syntéza proteinu clyta-E6E7-his. Inkubace pfi teploté
39 °C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii

a uchovavaly se pfi teploté& -20 °C.

4., Charakterizace fuze clyta-E6E7-his

7smrazené bufky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bunky se otevfely plsobenim tlaku podle Frenche
zatizenim SLM Amicon pf¥i tlaku 140 MPa (tfi pasaze). Extrakt
se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktl, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na

SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym pfenosem.
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Hlavni pruh o molekulové hmotnosti 48 000 lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych  blotech kralic¢imi
polyklondlnimi anti-clyta protilatkami a Ni-NTA konjugatem
spojenym s teleci intestinalni alkalickou fosfatdzou (Qiagen
kat. &. 34510), které detekuji pZistupny histidinovy konec.

Sila exprese reprezentuje priblizne 1 % celkového proteinu.

Pfiklad 13: ProtDl/3E7his (HPV18) (E. coli B1011)
ProteinD1/3E7hisHPV exprimovany thioredoxinem v poloze trans
(E. coli B1012)

1) Konstrukce expresivnich plazmidua

1l.a. Konstrukce plazmidu TCA316(=pRIT14532) plazmid

exprimujici fuzi protein-D1/3-E7-His/HPV1S8

Pocatelni material

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) Jje derivat pMG81
(popisuje se v dokumentu prihlaska UK patentu &. 951 3261.9,
ktery se zvefejnil jako W097/01640), ve kterém kodony 4-81
NS1 kédujici oblasti  z Influenzae se nahradily kodony
korespondujicimi se zbytky Ser 20 - Thr 127 zralého
proteinu D Haemophilius influenzae, kmen 772, biotyp 2
(popisuje se v publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3
nisleduje vicenadsobné klonovaci misto (11 zbytkd)a kédujici
oblast C-termindlniho histidinového ocasu (6 His) (obrazek

&. 15). Tento plazmid se pouzil pfi expresi fuzniho proteinu
D1/3-E7-His.

b) HPV genomové sekvence E6 a E7 typ HPV 18 (popisuje se
v publikaci Cole et al., J. Mol. Biol. (1987) 193, 599-608)
se amplifikovaly z genomu HPV 18 plné délky klonovaného do

pBR322 (ziskal se z instituce Deutsches

Krebsforschungszentrum (DKFZ), Referenzzentrum fur human
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pathogen Papillomaviruses-D 69120-Heidelberg) a subklonoval
se do pUC1l9 za vzniku TCA 302 (=pRIT14467).

Konstrukce plazmidu TCA 316 (=pRIT14532

Nukleotidové sekvence odpovidajici aminokyselindm 1 — 105
proteinu E7 se amplifikovaly z pRIT14467. Béhem polymerazoveé
fet&zcové reakce vznikly na 5°a 3 koncich sekvenci E7
restriké&ni mista Ncol a Spel, kterd umozZiuji inzerci do
stejnych mist plazmidu pMGMCS Prot D1/3 za vzniku plazmidu
TCA316 (=pRIT14532). Inzert se sekvenoval, aby se ovéfrilo, zda
béhem polymerézoveé fetézcoveé reakce nedoslo k Zadnym
modifikacim. Srovnadnim se sekvenci prototypu E7/HPV18 se
identifikovaly modifikace genu E7 (nukleotid 128 G—A), které
generuji substituci glycinu kyselinou glutamovou
(aminokyselina 43 v E7, poloha 157 wve fuznim proteinu).
Sekvence uvedené fuze protein-D1/3-E7-His/HPV 18 se popisuje

na obrazku ¢&. 16.

1.b. Konstrukce plazmidu TCA313 (=pRIT14523): plazmid

exprimujici thioredoxin

PoCdtecni material

a) Plazmid pBBRIMCS4 (Antoine R. and C. Locht, Mol. Microbiol.
1992, 6, 1785-1799, M. E. Kovach et al., Biotechniques 16:
(5), 800-802), ktery je kompatibilni s plazmidy
obsahujicimi pocatky replikace ColEl nebo Pl5a.

b) Plazmid pMG42 (popisuje se v dokumentu W093/04175)
obsahujicil sekvenci promotoru pL fagu lambda.

c) Plazmid pTRX (Invitrogen, kit Thiofusion K350-01) nesoucl
kédujici sekvenci thioredoxinu ndsledovanou terminatorem

transkripce AspA.

Konstrukce plazmidu TCA313(=pRIT14523)
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Fragment EcoRI-NdeI pochazejici z pMG42 nesoucil promotor
pL a fragment NdeI-HindIII pochézejici z pTRX nesouci kédujici
sekvenci thioredoxinu, po niZ nésleduje termindtor AspA, se
&istily a ligovaly do restrikénich mist EcoRI a HindIII
plazmidového vektoru pBBR1MCS4 za vzniku plazmidu
TCA313 (=pRIT14523) (zobrazeno na obrazku ¢. 17).

Sekvence thioredoxinu se popisuje na obrazku ¢. 18.

2) Transformace kmene ARS8

2.a. Ziskani kmene B101l exprimujiciho ProtDl/3-E7-His/HPV1S8
Plazmid pRIT14532 se zavedl do E. coli AR58 (Mott et al.,

1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL. Selekce
transformantt probéhla v zavislosti ne rezistenci na

kanamycin.

2.b. Konstrukce kmene B1012 exprimujici ProtDl/3-E7-His/HPV1S8
a thioredoxin

Plazmid pRIT14532 a pRIT14523 se zavedl do E. coli ARS8
(Mott et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88)
defektivniho A lysogenu obsahujiciho represor citlivy na teplo
promotoru A pL. Selekce transformantl prob&hla v zavislosti na

rezistenci na kanamycin a ampicilin.

3. Rast a indukce bakteridlnich kment B1011 a B1012 - Exprese
fize Prot-D1/3-E7-His/HPV18 ani? se exprimuje thioredoxin
v poloze trans a nebo se spolecnou expresi s thioredoxinem

v poloze trans.
Buiky AR58 transformované plazmidem pRIT14532 (kmen B1011)
a bufky ARS8 transformované plazmidy pRTI14532 a PpRIT14523
(kmen B1012) se kultivovaly ve 100 ml kultivac¢niho média LB

doplnéném 50 pg/ml kanamycinu pifi teploté 30 °C (v ptipadé

buné&k kmene B1012 se ptfidalo 100 ug/ml kanamycinu a
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ampicilinu). B&hem logaritmické faze rlistu se teplota zvysila
na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a zacala syntéza
proteinu D1/3-E7-his/HPV18 a thioredoxinu. Inkubace prfi
teploté& 39 °C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvoril se pelet

bakterii a uchovavaly se pfi teploté& -20 °C.

Charakterizace fuze protein D1/3-E7-his/HPV18
Priprava extraktu

Zmrazené buiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bufiky se oteviely plsobenim tlaku podle Frenche
zarizenim SLM Amicon pri tlaku 140 MPa (t¥i pasézZe). Extrakt
se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut p¥i teploté 4
°C.
Rnalyza SDS-polyakrylamidovych geld barvenych podle Coomassie
a westernovy bloty

Po centrifugaci extraktl, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem.

Fize protDl/3-E7-His ( o molekulové hmotnosti pfibliZné 31
000) lokalizovany v peletové frakci B1012 se zviditelnil
barvenim gelu podle Coomassie. V pfipadé kmene B1012 se tato
fuze identifikovala c¢astec¢né (30 %) ve frakci supernatantu.
Fize se identifikovala na westernovych blotech kralicim
polyklondlnim anti-proteinem D a Ni-NTA konjugadtem spojenym
teleci intestinalni alkalickou fosfatadzou (Qiagen kat. ¢.
34510), které detekuji pristupny histidinovy konec. Sila
exprese reprezentuje priblizn& 1 aZ 3 % celkového proteinu,

jak se potvrdilo na SDS-polyakrylovém gelu obarveném podle

Coomassie.
V pripadé extraktu kmene B1012 se thioredoxin (o
molekulové hmotnosti pribliZneé 12 000) vizualizoval

v supernatantu barvenim gelu podle Coomassie a identifikoval
se westernovymi bloty monoklondlnim anti-thioredoxinem

(Invitrogen R920-25).



e eves LR ses e (X s
.

44

Cisté&ni ProtD1/3E7-his/HPV1S

Rekombinantni fuze HPV 18-ProtD1/3-E7-His se exprimovala
v mikroorganizmu E. coli (jak se pooisuje shora v textu) kmen
AR58. Viechny kroky se uskutecnily pfi teploté mistnosti (RT
p¥ibli¥né& 22 °C). Proteiny se sleduil monitorovanim hodnoty OD
p¥i vlnové délce 280 nm. Mezi Jjednotlivymi kroky frakce
pozitivni na antigen se uchovavaji pZi teplot& -20 °C.

Cist&ny antigen Jje stabilni po dobu jednoho tydne prIi
teploté -20 °C a 4 °C (nedochézi k degradaci), ale jevi se byt

vice citlivy vi&i oxidaci po inkubaci pfi teploté& 37 °C.

d) Rozpustnost
Rozpustnost proteinu je zavisld na pH (popisuje se dale

v textu), pfric¢emz pri hodnoté pH niZ8i nez 7,4 rozpustnost

kleséa:

PBS pH 7,4 686 pg/ml 100 %
PBS pH 7,2 560 pg/ml 81 %
PBS pH 7,0 498 pg/ml 72 %
PBS pH 6,8 327 pg/ml 48 %

e) Protein HPV 18 Prot D1/3 E7 se skladad z 227 aminokyselin.
Jeho teoretickad molekulova hmotnost je 25 900 a teoreticky
izoelektricky bod je 5,83. Pfi SDS PAGE v redukénim
prostfedi tento protein migruje do vzdalenosti odpovidajici

molekulové hmotnosti 31 500.

P¥iklad 14: Cisténi HPV 18 protein D1/3 ET7
a) rozpustnost:

Buné&cna pasta se suspendovala v pufru 2 M NaCl, 20 mM
fosfore&nanu (NaH2PO4/K2HPO4) pH 7,6. Lyze bunék se provedla
dvéma prlichody zafizenim ,Rannie disruptor“. Lyzované bunky se
peletovaly po dobu 30 minut pri 9 000 ot./min. v rotoru JA 10
pri teplot& 4 °C. Za uCelem redukovat mnoZstvi endotoxinu, se

bakteridlni bunédny pelet obsahujici rekombinantni protein
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jednou promyl v pufru obsahujicim 5 mM EDTA, 2 M NaCl, PBS pH
7,4, dale se jednou promyl 4M mocovinou, 20 mM fosforecnanem
pH 7,4, a nakonec PBS pH 7,4, aby se odstranily stopy EDTA
(kazdé promyti se uskute&nilo v objemu, odpovidajicimu objemu
bunééné  suspenze). HPV18-Prot-D1/3-E7-His (TIT, thioredoxin
v poloze trans) se rozpustil (ve stejném objemu, Jako byl
objem bun&&né suspenze) v 6 M guanidinchloridu, 50 mM PO4 pH
7,6 ptres noc pri teploté 4 °C. Bunélny debris se odstranil
centrifugaci po dobu 30 minut p¥i 9 000 ot./min. pZi teploté 4
°C na rotoru JA 10. Supernatant se doplnil 0,5 % empigenem BB

a inkuboval se po dobu 30 minut pfi teploté& mistnosti.

b) Cidténi:
l.a. Imobilizované& kovova afihitni chromatografie

Vzorek o objemu 125 ml se nanesl na Zn2+-chelatalni
sefarézovou FF kolonu (XK 26/20 Pharmacia, 50 ml gelu /125
ml), kterd se pfedem uvedla do rovnovahy 0,5 % empigenem BB, 6
M guanidinchloridem, 50 mM PO4 pH 7,6 pfi prutokove rychlosti
4 ml/min. Kolona se promyje 6M guanidinchloridem, 50 M PO4 pH
7,6, 50 mM PO4 pH 7,6 aZ se dosdhne zdkladnich hodnot, pak 6 M
modovinou, 0,5 M NaCl, 50 mM PO4 pH 7,6. Antigen se eluoval
0,25 M imidazolem obsaZenym v 6 M mocoviné, 0,5 M NaCl, 50 mM
PO4 pH 7,6 pri pratokoveée rychlosti 2 ml/min (obrazek ¢. 1B).
Vzorek eluovany z IMAC se dialyzoval pfi teploté 4 °C proti
PBS pH 7,4.

1.b. Affi-Prep®Polymixin (Bio-Rad)

7a G&elem redukovat mnoZstvi endotoxinu se 28 mg (37 ml)
antigenu inkubovalo ve vsadkovém médu s 2 ml pryskyrfice
Affiprep Polymyxin, kterd se uvedla do rovnovahy PBS pH 7,4
pfes noc pPri teploté& mistnosti. Ziskalo se ptribliZné 60 3

proteinu a obsah endotoxinu se sniZil 6,5 krat.

l.c. Analyza
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Cistény antigen se analyzoval na redukénim SDS-PAGE a
zobrazil se jako dva pruhy odpovidajici molekulové hmotnosti
30 000 respektive 55 000. Gel se obarvil Coomassieovou modfi
nebo st¥ibrem. PFi Jjednom SDS-PAGE pri podminkéch, které
nejsou reduk&ni se HPV-18-ProtDl1l/3-E7-His jevil jako Smouha,
pfidem? molekulovd hmotnost se odhaduje na hodnotu véts§i nebo
rovno 175 000. Tato oxidace se v3ak muZe vratit pfidanim 5 mM
B-merkapto-etanolu. Tento patern se potvrdil na westernovych

blotech pouzitim anti-ProtD nebo anti-His.

c) Stabilita
8i%t&ny antigen je stabilni po dobu jednoho tydne pti
teplotd -20 °C a 4 °C (nedochadzi k degradaci), ale jevi se byt

vice citlivy k oxidaci po inkubaci pfi teploté 37 °C.

d) Rozpustnost
Rozpustnost proteinu je =zavisla na pH (popisuje se dale

v textu), pri¢em? pfi hodnoté pH niZ%i nez 7,4 rozpustnost

kleséa:

PBS pH 7,4 686 ug/ml 100 %
PBS pH 7,2 560 pg/ml 81 %
PBS pH 7,0 498 upg/ml 12 %
PBS pH 6,8 327 ug/ml 48 %

Protein HPV 18-Prot D1/3-E7-His se skladd z 227
aminokyselin. Jeho teoretickd molekulova hmotnost je 25 900 a
teoreticky izoelektricky bod je 5,83. PEi SDS PAGE V redukénim
prostfedi tento protein migruje do vzdalenosti odpovidajici

molekulové hmotnosti 31 500.

P¥iklad 15: Konstrukce fuze ProtDl/3-E7, ktera se exprimuije

v mikroorganizmu E. coli kmen B1098

Mutovany (cys27—gly, glu29—gln) typ HPVIS8
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1) Konstrukce expresivniho plazmidu

Podatedni material

a) plazmid pRIT14532 (=TCA 316), ktery kéduje fuzi ProtDl/3-
E7-His

b) plazmid LITMUS 28 (New England Biolabs kat. C. 306-28)
klénovaci vektor odvozeny od pUC

c) plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) Jje derivat pMG81
(popisuje se v dokumentu prihlaska UK patentu ¢. 951
3261.9, ktery se zvefejnil Jako WO97/01640), ve kterém
kodony 4-81 NS1 kédujici oblasti z Influenzae se nahradily

kodony korespondujicimi se zbytky Ser 20 — Thr 127 zralého
proteinu D Haemophilius influenzae, kmen 772, biotyp 2
(popisuje se Vv publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3
ndsleduje vicenasobné klonovaci misto (11 zbytkd) a

kédujici oblast C-terminalniho histidinového ocasu (6 His).

Konstrukce plazmidu pRIT14831(=TCA353): plazmid exprimujici
fuzi protein-D1/3-E7 mutovany (cys27—gly, glu29—gln) s His
ocasem

Fragment NcoI-Xbal z pRIT14532 (=TCA 316) nesouci kdédujici
sekvenci genu E7 pochézejici z HPFV 18 prodlouzZeny koncem His
se subklonoval do vektoru Litmus 28 pouzitelného  pro

mutagenezi za vzniku pRIT 14910 (=TCA348). Na z4kladé anoligie

s mutagenezi E7/HPV16 se dvojitd mutace cys27 —> gly a glu29 —»
gln vybrala za G&elem omezeni navazani antionkogenniho
produktu genu retinoblastomu (pRB).

zavedeni mutaci genu E7 se realizovalo kitem ,Quick Change
Site directed Mutagenesis (Stratagene  kat. c. 200518) .
Sekvenovani pRIT14532 vyjevilo pitomnost kyseliny glutamové
v poloze 43 genu E7 misto glycinu, jak je tomu u prototypové
sekvence  HPV18. Druhy cyklus mutageneze  Sé realizoval
zavedenim glycinu do polohy 43. Ziskaly jsme plazmid
pRIT14829 (=TCA353). Po ovéfreni pritomnosti mutaci a integrity
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celého genu E7 sekvenovanim se mutovany gen E7 zavedl do
vektoru pRIT 14589 (=pMG MCS ProtD1/3) za vzniku plazmidu pRIT
14831 (=TCA355) (obrazek C.7).

Sekvence fuze protein-D1/3-E7 mutovany (cys27 — 4gly,

glu29 — gln)-His se popisuje na obrazku C. 18.

2) Konstrukce ProtDl1/3-E7 mutovany(cys27 —> gly, glu29 — gln)-
His/HPV1S

Plazmid pRIT14831 se zavedl do E. coli ARS58 (Mott et al.,

1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 88) defektivniho A lysogenu

obsahujiciho represor citlivy na teplo promotoru A pL za vzniku
kmene B1098. Selekce transformanta se provedla na zdkladé

rezistence na kanmycin.

3) Rast a indukce bakteridlniho kmene BlO98—Exprese ProtDl/3-
E7mutovany (cys27 — gly, glu29 — gln)-His/HPV18

Bunky AR58 transformované plazmidem pRIT14831 se
kultivovaly ve 100 ml kultivaéniho média LB doplnéném 50 pug/ml
kanamycinu pf¥i teploté 30 °c. B&hem logaritmické faze rustu se
teplota zvy3ila na 39 °c, aby se deaktivoval represor Aoa
zadala syntéza proteinu D1/3-E7-His. Inkubace pfi teploté 39
°C pokradovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii a

uchovavaly se pfi teploté -20 °C.

4) Charakterizace fuze ProtDl/3-E7mut ((cys27 — gly, glu29 -
gln)-His/HPV16

smrazené bufiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10

ml pufru PBS. Bunky se otevifely pusobenim tlaku podle Frenche

sa¥izenim SLM Amicon pri tlaku 140 MPa (tfi paséaie). Extrakt

se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut p¥i teploté 4

°C.
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Analyza na SDS polyakrylovych gelech barvenych podle Coomassie
a westernovy bloty

Po centrifugaci extraktd, kterée se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym pfenosem. Hlavni pruh
o molekulové hmotnosti 31 000 lokalizovany v peletové frakci
se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie a identifikoval
se na westernovych blotech kralicim polyklonalnim 22J70 anti-
protein D a mnonoklondlnim Panta-His (Qiagen kat. C. 34660),
které detekuji pEistupny histidinovy konec. Sila exprese

reprezentuje pribliZné 3 az 5 % celkového proteinu.

P¥iklad 16: Konstrukce £fuze Protein-D1/3-E6-his/HPV18, ktera
se exprimuje v mikroorganizmu E..coli

1. Konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) je derivat pMG81
(popisuje se v dokumentu prihlédska UK patentu &. 951 3261.9,
ktery se zvefejnil jako WO97/01640), ve kterém kodony 4-81 NS1

kédujici oblasti z Influenzae se nahradily kodony

korespondujicimi se zbytky Ser 20 —» Thr 127 zralého proteinu D
Haemophilius influenzae, kmen 772, biotyp 2 (popisuje se
v publikaci H. Janson et al., 1991, Infection and Immunity,
Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3 nidsleduje vicenésobné
klonovaci misto (11 zbytkd)a kédujici oblast C-termindlniho
histidinového ocasu (6 His). Tento plazmid se pouzil prfi
expresi fuazniho proteinu D1/3-E6-His.

HPV genomové sekvence E6 a E7 typ HPV 16 (popisuje se
v publikaci Cole et al., J. Mol. Biol. 1987, 193, p.599-608)
se amplifikovaly genomu HPV 18 plné deélky klonovaného do
pBR322 (ziskal se z instituce Deutsches Krebsforschungszentrumn
(DKFZ), Referenzzentrum fur human pathogen Papillomaviruses—D
69120-Heidelberg) a subklonoval se do pUC19 za vzniku TCA 301
(=pRIT14467).
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Konstrukce plazmidu TCA302 (=pRIT14526): plazmid exprimujici
fuzi Protein-D1/3-E6-His/HPV1S8

Nukleotidové sekvence odpovidajici aminokyselindm 1 — 158
proteinu Eb6 se amplifikovaly z pRIT14467. B&hem polymerazové
fetézcové reakce vznikly mna 57a 3" koncich sekvenci EO6
restrikéni mista NcolI a Spel, ktera umoZfiuji inzerci do
stejnych mist plazmidu pMGMCS Prot D1/3 za vzniku plazmidu
TCA314 (=pRIT14526). Inzert se sekvenoval, aby se ovéfilo, zda
béhem polymerazové fetézcové reakce nedoslo k zadnym
modifikacim. Sekvence uvedené fuze protein-D1/3-E6-His se

popisuje na obrazku C. 22.

Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14526 se zavedl do E. coli ARS8 (popisuje se
v publikaci Mott et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 88)
defektniho lysogenu A, ktery obsahuje represor promotoru A pL

citlivého na teplo.

3. RAst a indukce bakteri&lniho kmene - exprese Prot-D1/3-E6-
His

Bunky ARS8 transformovaneé plazmidem pRIT1426 se
kultivovaly ve 100 ml kultivaéniho média LB doplnéném 50 pug/ml
kanamycinu pfi teploté 30 °c. B&hem logaritmické faze rastu se
teplota zvy3ila na 39 °c, aby se deaktivoval represor A oa
zacala syntéza proteinu D1/3-E6-His. Inkubace pri teploté 39
°C pokracovala po dobu 4 hodin. Vytvofil se pelet bakterii a
uchovavaly se pfi teploté -20 °C.

6. Charakterizace fuze protein D1/3-E6-His

zmrazené bufiky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Buiky se oteviely pasobenim tlaku podle Frenche
zafizenim SLM Amicon pf¥i tlaku 140 MPa (t¥1i pasaZe). Extrakt
se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut pri teplotée 4
°C.
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Po centrifugaci extraktd, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem.

Hlavni pruh o molekulové hmotnosti 32 000 lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych blotech kralicim
polyklondlnim anti-proteinem D a Ni-NTA konjugdtem spojenym
teleci intestinalni alkalickou fosfatéazou (Qiagen kat. ¢C.
34510), které detekuji pfistupny histidinovy konec. Sila

Q

exprese reprezentuje pfiblizné 3 aZz 5 % celkového proteinu.

P¥iklad 17: Konstrukce fuze Protein-D1/3-E6E7-his/HPV1S8

1. Konstrukce expresivniho plazmidu

a) Plazmid pMG MCS prot D1/3 (=pRIT14589) Je derivat pMGS81
(popisuje se v dokumentu prihladka UK patentu ¢. 951
3261.9, ktery se =zvefejnil jako W097/01640), ve kterém
kodony 4-81 NS1 kédujici oblasti z Influenzae se nahradily
kodony korespondujicimi se zbytky Ser 20 — Thr 127 zralého
proteinu D Haemophilius Influenzae, kmen 772, Dbiotyp 2
(popisuje se v publikaci H. Janson et al., 1991, Infection
and Immunity, Jan. P. 119-125). Po sekvenci Prot-D1/3
nédsleduje vicendsobné klonovaci misto (11 zbytk()a koédujici
oblast C-termindlniho histidinového ocasu (6 His). Tento
plazmid se pouZil pEi expresi fuzniho proteinu D1/3-E6E7-
his.

b) HPV genomové sekvence E6 a E7 typ HPV 18 (popisuje se
v publikaci Cole et al., J. Mol. Biol. 1987, 193, p.599-
608) se amplifikovaly z genomu HPV 18 plné delky
klonovaného do pBR322 (ziskal se z instituce Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ), Referenzzentrum fur human
pathogen Papillomaviruses-D 69120-Heidelberg) a subklonoval
se do pUC19 za vzniku TCA 302 (=pRIT14467) .

c) Koédujici sekvence E6 a E7 v TCA302 (=pRIT14467) se upravily

syntetickym oligonukleotidovym adaptorem (zaClenénym mezi
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restrikéni mista Hgal a NsiI), ktery vytvari deleci 11
nukleotidd mezi geny E6 a E7 za ucelem odstranéni stop
kodonu E6 a vzniku kédujicich sekvenci E6 a E7 v plazmidu

TCA320 (=pRIT14618) (zobrazuje obrazek C. 23) .

Konstrukce plazmidu TCA328 (=pRIT14567): plazmid exprimujici
fzi Protein-D1/3-E6E7-His/HPV1S8

Nukleotidové sekvence odpovidajici aminokyselinam 1 — 263
flizovaného proteinu E6E7 se amplifikovaly z pRIT14618. Beéhem
polymerdzové Fetézcové reakce vznikly na 5°a 3° koncich
sekvenci EG6E7 restrik&ni mista NcoI a Spel, ktera umoznuji
inzerci do stejnych mist plazmidu pMGMCS Prot D1/3 za vzniku
plazmidu TCA328(=pRIT14567) (obrazek ¢. 24) . Inzert se
sekvenoval, aby se ovéfilo, zda Dbéhem polymerazové fet&zcové
reakce nedo3lo k Zadnym modifikacim. Sekvence uvedené fuze

protein-D1/3-EGE7-His se popisuje na obrazku &. 25.

Transformace kmene ARS8

Plazmid pRIT14567 se zavedl do E. coli ARS8 (popisuje se
v publikaci Mott et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 88)
defektniho lysogenu A, ktery obsahuje represor promotoru A pL

citlivého na teplo.

3. Rast a indukce bakteridlniho kmene - exprese Prot-D1/3-
E6GE7-His

Bunky ARDS8 transformované plazmidem pRIT14512 se
kultivovaly ve 100 ml kultivaéniho média LB doplné&ném 50 pg/ml
kanamycinu pfi teploté 30 °C. Bé&hem logaritmické faze rustu se
teplota zvy$ila na 39 °C, aby se deaktivoval represor A a
zaGala syntéza proteinu D1/3-E6E7-His. Inkubace pfi teploté 39
°C pokraovala po dobu 4 hodin. Vytvoril se pelet bakterii a

uchovavaly se pri teploté -20 °C.

4. Charakterizace fuze protein D1/3-E6E7-his
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zmrazené bunky se nechaly roztat a resuspendovaly se v 10
ml pufru PBS. Bufiky se otevEiely pisobenim tlaku podle Frenche
zarfizenim SLM Amicon ptri tlaku 140 MPa (tfi paséZe). Extrakt
se centrifugoval pfi 16 000 g po dobu 30 minut pti teploté 4
°C.

Po centrifugaci extraktd, které se popisuji shora v textu,
se alikvoty supernatantu a pelet analyzoval elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu a westernovym prenosem.

Hlavni pruh o molekulové hmotnosti 48 000 lokalizovany
v peletové frakci se zviditelnil barvenim gelu podle Coomassie
a identifikoval se na westernovych blotech kradlic¢im
polyklonalnim anti-proteinem D a Ni-NTA konjugdtem spojenym
teleci intestinalni alkalickou fosfatézou (Qiagen kat. c.
34510), které detekuji pristupny histidinovy konec. Sila

Q

exprese reprezentuje pfibliZné 1 % celkového proteinu.

Pr¥iklad 18: Vakcinac¢ni formulace

Vakciny se vytvofily z proteinu pochézejiciho ze shora
v textu popsanych vzorkll exprimovanych v mikroorganizmu E.
coli kmene AR58 a adjuvans. Mezi adjuvans patil formulace
obsahujici sm&s 3 de-O-acetylovaného monofosforyllipidu A (3D-
MPL) a hydroxidu hlinitého nebo 3D-MPL a/nebo QS21 v emulzi
olej/voda. Casto obsahuji také cholesterol.

3D-MPL: Jje detoxifikovana forma lipolysacharidu (LPS)
gram-negativni bakterie Salmonella minnesota.

Experimenty provedené v instituci Smith Kline Beecham
Biologicals vykazuji, zZe 3D.MPL kombinovany s ruznymi vehikly
siln& zvyduje jak humordlni a bunécnil imunitu tak 1 bunécnou
imunitu THI.

0S21: je saponin &idtény ze surového extraktu kiry stromu
Quillaja Saponaria Molina, ktery ma silnou aktivitu adjuvans.
Aktivuje jak lymfoproliferaci specifickou pro antigen tak 1

CTL na nékolik antigenut.
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Vakcina obsahujici antigen podle vynélezu spolu s 3D-MPL a
alum se muZe pripravit analogickym zplsobem, jak se popisuje
v dokumentu W093/19780 nebo 92/16231.

Experimenty provedené v instituci Smith Kline Beecham

Biologicals vykazuji jasny synergicky ucinek kombinaci 3D-MPL
a QS21 p?ri vyvolani humordlni imunitni odezvy a bunécéné
imunitni odezvy typu THl1. Vakciny obsahujici antigen se
popisuji v dokumentu US 5750110.
Emulze olej/voda obsahuje dva oleje (tokoferol a skvalen) a
PBS obsahujici Jjako emulga&ni prostfedek Tween 80. Emulze
obsahuje 5 % skvalenu, 5 % tokoferolu, 0,4 % Tween 80 a
pram&rnad velikost partikull Jje 180 nm. Tato emulze je znama
jako SB62 (popisuje se v dokumentu WO 9/17210).

Experimenty provedené v instituci Smith Kline Beecham
Biologicals prokazaly, Ze adjunkce emulze O/V spolu s MPL/QSZ21

zvy3uje jejich imunostimulacni vlastnosti.

Pfiprava emulze SB62 (2 x koncentrovano)

Tween 80 se rozpustil ve fyziologickém roztoku pudrovaném
fosfore&nanem (PBS) za vzniku 2 % roztoku PBS. Aby vzniklo 100
ml dvakrat koncentrované emulze, 5g DL alfatokoferolu a 5 ml
skvalenu se michalo na vortexu. Pfidalo se 90 ml roztoku
PBS/Tween a zamichalo  se. Vyslednd emulze pak prosla
strikackou a nakonec se mikrofluidizovala za  pouZitil
ikrofluidiza&niho pristroje. Vysledné kapic¢ky oleje maji

velikost pribliZné 180 nm.

Pfiprava oleje Prot.D1/3E7QS21/3DMPL ve vodni formulaci
ProtD1/3-E7 (5ug) se nafedil desekrat koncentrovany PBS pH
6,8 a vodou a pak se pridalo SB62 a 3D MPL (5nug)  a
v pétiminutovych intervalech se Jako konzervaé¢ni <Cinidlo
pfidavalo 50ug/ml thiomersalu. Objem emulze se rovna 50 %
celkového objemu (50 pl v pripadé davky 100 pl) . Vsechny

inkubace se provedly pfi teploté mistnosti za stdlého michéani.
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Kontroly obsahujici adjuvans bez antigenu se pripravily

nahrazenim proteinu PBS.

Experimenty regrese nadoru (HPV16) s PROT D E7
Vakcina&ni antigen: fuze protein ProtDE7

Protein D Jje lipoprotein na povrchu gram negativni
bakterie Haemophilius influenzae.

Za ucelem  vzniku antigenu vakciny s kolemjdoucimi
pomocnymi vlastnostmi se za&leni inkluze prvnich 109 zbytk
proteinu D, ktery je faznim partnerem. Antigen se pripravil

s 0S21 3D-MPL a SB62, jak se popisuje shora v textu.

Pfiklad 19: Experimenty regrese nadoru in vivo
Nddorova buné&éna linie TCl:

Primérni epitelidlni bunky plic pochazejici z my3i C57BL.6
se imortalizovaly HPV16 E6 a E7 a pak se transformovaly
s aktivovanym onkogenem ras za vzniku tumorogenni bunécné
linie exprimujici E6 a E7 (Lin KY et al., 1996). Exprese E7 se
ové¥ila analyzou FACS fixovanych a permeabilizovanych bunék
TCl za pouziti my3iho anti-HPV 16E7 Mab (Triton Corp. Alameda,
CA).

Rust nadoru

Buiiky TCl1 rostouci v kultufe in vitro se oSetfily
trypsinem, davkrit se promyly Vv médiu, které neobsahuje sérum
a podkozni injekci se zavedly do pravého boku my3i. Aby se
mohla hodnotit 1é&ba vzniklych nadoru, bunhky TCl se zavedly
injekci v davce tiikrat 10ed4 bunek na jednu my$. Jeden a dva
tydny po injektovani nadorovych bunék se my$i vakcinovaly 5 pg

protDl/3E7His v objemu 100 pl PBS nebo 3D-MPL, QS21 a SB62 do

lapky kon&etiny (50 pl do lapky kon&etiny) PBS nebo s PBS
nebo se samotnym adjuvans. V kazdé skupiné bylo 5 myS$i C7BL/6
(Iffa Credo). U my3i se dvakrat tydné monitoroval rust.
Promérna hmotnost nadoru na skupinu je uvedena na obrazku c.

26. U my3i vakcinovanych protDl/3E7His v PBS nebo PBS nebo
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samotnym adjuvans se vyvinul progresivné rostouci nadory (0-1
zvifat bez néadoru/skupina). Naopak u CtyE z pé&ti mysi
vakcinovanych protDl1/3E7His v adjuvans se néddor nevyvinul. U
jednoho zvifete se vyvinul velmi maly a stabilni nador po 40
dnech. Tyto vysledky wukazuji, Ze protein protDl/3E7His
pochézejici z HPV 16 pfipraveny v adjuvans Jje schopny vyvolat

regresi malych nédorl exprimujicich uvedeny antigen.

Imunologické testy
Proliferacni test:

V pfipadé& testu in vitro se lymfocyty pfipravily
rozdrcenim sleziny poplitedlnich lymfatickych 14z ziskanych
z vakcinovanych my3i v den 69.

Alikvoty 2x10e5 bunék se nanesly na plotnu s 96
prohlubnémi ve trech provedenich se snizujicimi se
koncentracemi (10, 1, 0,1 pg/ml) protDl/3E7His, ktery byl nebo
nebyl na latexovych mikrod¢asticich (Sigma), aby se bunky
restimulovaly 1in vitro (72 hodin). Proliferace T bunék se
mé&¥ila zadlenénim 3H thymidinu.

Na obrazku &. 27 a 28 se porovnava schopnost protD E7
stimulovat proliferaci splenocytt a bunék lymfatickych zlaz 1in
vivo pomoci PBS, 3D-MPL, QS21 SB62, ProtDl/3 E7 His a ProtD1l/3
E7 His plus adjuvans 3D-MPL, 0S21, SB62 a ukazuji vysokou
proliferaéni odezvu Ve sleziné se ve srovnani s jinymi
skupinami detekovaly pouze u my$i imunizovanych protDl/3 E7

His v adjuvans.

Protiladtkova odezva

Ve stejnou dobu jako organy se izolovaly jednotliva séra a
podrobily se testu nepfima ELISA.

Jako antigen potaZeny na povrchu prohlubni se pouzilo 5
ng/ml &éisténého proteinu E7. Po saturaci v PBS s 1% sérem prave
narozenych telat po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C se séra

sériové nafredila (po&atelni fedéni 1/100) v saturadénim pufru
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a inkubovala se pres noc pri teploté 4 °C nebo 90 minut pri
teploté& 37 °C. Po promyti v PBS s Tween 20 se pouZily jako
sekundarni protilatky kozi anti-my3i Ig (1/1 000) nebo
antiséra podtfidy kozich anti-my$ich Ig (cely IgG, IgGl,
IgG2a, IgG2b) (1/5 000). Po inkubaci po dobu 90 minut pfi
teploté 37 °C se ptidal streptavidin spojeny s peroxydazou a
jako substrat se pouzil TMB (tetra-methyl-benzidin/peroxid) .
Po deseti minutédch se reakce zastavila 0,5 M H2S04 a stanovila
se hodnota optické hustoty pfi vlnové délce 450 nm.

Na obrazku &. 29 jsou uvedeny titry podttridy specifickych
anti-E7 vyvolané vakcinaci v riznych skupinadch s relativnim
priamérnym stfednim fedénim séra.

Tyto vysledky ukazuji, Ze slabou protilatkovou odezvu
spoudti aplikace samotného ProtD 1/3 E7 HPV16 ve formé dvou
injekci.

Daleko vice protilatek proti E7 se vytvotilo, kdyZz se
ProtDl1/3 E7 aplikoval injekci v pritomnosti adjuvans SB62,
QS21 a 3D-MPL.

V Zadném séru, dokonce ani v séru myS3i, kterym se
aplikoval ProtD 1/3 E7 v adjuvans SB62, QS21 a 3D-MPL (data
nejsou uvedena), se nezjistily IgA nebo IgM. Naopak mnozstvi
celkového IgG se slabé& zvysilo vakcinaci my$i samotnym ProtD
1/3 E7 a silné se zvy3ilo, kdyZ se k proteinu pfidalo adjuvans
SB62, 0QS21 a 3D-MPL. Analyza koncentraci ruznych podtiid IgG
vykazuje, Ze smisenad protilatkova odezva se vyvolala, Jjak se
zvydila koncentrace v3ech typld analyzovanych podtfid IgG
(IgGl, IgG2a a IgGZ2b) Vv séru my3i, kterym se aplikovalo
antigen s adjuvans, coz se porovnava s koncentracemi
pozorovanymi v séru my3i, kterym se aplikoval antigen nebo
samotné adjuvans. IgG2 je prevazujicl izotop, ktery
reprezentuje vice nez 80 $ celkového mnozstvi IgG. Tento

izotop je v obecném pripadé& spojen se zavedenim imunitni

odezvy typu THIL.
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P¥iklad 20: In vivo experimenty ochrany proti nadoru

My3i se imunizovaly dvakrat ve 14-ti dennich intervalech
pud PBS, adjuvans podle pfikladu 1, 5 ug fuze protDl/3 E7 His
nebo 5 pg protD 1/3 E7 His v adjuvans podle pfikladu 1 do
pol&tafku kon&etiny pfi objemu 100 pl (50 ul do pol3tarku

koncetiny) .

Rist nadoru:

Cty¥i tydny po vakcinaci se mySim do boku aplikovalo
podkoZn& 2x10e5 buneék TCl na jednu my§. Bunky TCl rostouci
v kultufe in vivo se oSetfily tripsinem a dvakrat se promyly
v médiu bez séra a aplikovaly se injekci. V kazdé skupiné bylo
5 my$i. U my3i se dvakrat za tyden sledoval rust nadoru.

7 obrazku &. 30 vyplyvé, Ze vakcinace s proteinem E7
v adjuvans SB62, 0QS21, 3D-MPL chrani my$i proti vyvoji nadoru
(pouze jedno zvife z péti m&lo velmi maly a stabilni nador) ve
viech skupinach, kterym se aplikoval protein E7 bez adjuvans.
JestliZe se aplikovalo samotné adjuvans vyvinul se rostouci

nador.

Iminulogicky test
T¥i tydny po posledni vakcinaci dfive ne? se vyvinul nador
se pét my3i v kazidé skupiné usmrtilo, aby se mohly provést

imunologické testy.

Proliferacni test

V pfipad& testu in vitro se lymfocyty pEipravily
rozdrcenim sleziny poplitedlnich lymfatickych zlaz.

Alikvoty 2x10e5 bunék se nanesly na plotnu s 96
prohlubnémi ve t¥ech provedenich se sniZujicimi se
koncentracemi (10, 1, 0,1 pg/ml) protDl/3E7His, ktery byl nebo
nebyl na latexovych mikrodasticich (Sigma), aby se bunky
restimulovaly in vitro (72 hodin). Proliferace T bunék se

méfila zadlen&nim 3H thymidinu.
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Na obrazku &. 31 a 32 ukazuji, Ze jak u splenocyti tak u
bundk poplietalnich lymfatickych 314z, jak se pozorovalo prIi
terapeutickém zavedeni, se lep3i lymfoproliferalni aktivita
ziskala u my3i, kterym se aplikoval protein E7 v adjuvans SB62
QS21, 3D-MPL

Obrazek &. 33 ukazuje, Ze jako prfi terapeutickém zavedeni
se lepsi protilétkova odezva pozorovala v séru mysSi
vakcinovanych proteinem ProtD1/3E7 pfipraveném v 3D-MPL, QS21
(objem /hmotnost). Byla vyvolédna smisena protilatkova odezva.
Vyskytovaly se vSechny testované podtfidy IgG (IgG2a, IgGZb,
IgGl). V tomto pfipadé pfevaZuje izotyp IgG2b a reprezentuje 7
% celkového IgG.

Priklad 21: Vakcinaéni experimenty s proteinem

ProtD1/3E7 (HPV1S)
My3i se vakcinovaly dvakrat v rozmezi dvou tydna 5 ug ve

100 wl protDl1l/3 18 E7 His do poldtafku koncetiny (50 pl do
poldtarku kon&etiny v PBS nebo 0S21, 3D-MPL a SB62, DQ MPL,
jak se popisuje v dokumentu WO096/33739 nebo DQ alum MPL, Jjak
se popisuje v dokumentu WO98/15827. V kazdé skupiné bylo 8
my3i Balb/c (Iffa Credo) 6 az 8 tydn starych. 14 dni po druhé
imunizaci se ziskala slezina a lymfatické lazy za ucCelem
imunologického vySetfenli a krev se rozdélila na vzorky za

adelem serologického vySetfeni.

e Imunologické testy:
Proliferacnil test:

V ptripade testu in vitro se lymfocyty piipravily
rozdrcenim sleziny poplitealnich lymfatickych Zlaz ziskanych
z vakcinovanych my31i 28 den.

o]

Alikvoty 2x10e5 bunék se nanesly na plotnu s 96

prohlubnémi ve tfech provedenich se snizujicimi se

koncentracemi (10, 1, 0,1 pg/ml) proteinu protDl/3 18 E7 His,

ktery byl nebo nebyl na latexovych mikro&dsticich (Sigma), aby
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se bunky restimulovaly in vitro (72 hodin). Proliferace T
bunék se mé&fila zaclen&nim 3H thymidinu. Vysledky jsou
vyjadfeny jako stimulalni index (cpm vzorku/cpm pozadi) .

Na obrazku &. 34 a 35 se porovnavd schopnost proteinu
protD1/3 18 E7 stimulovat proliferaci splenocytli a bunek
lymfatickych 2Zlaz in vivo primdrné imunizovanych ProtD1/3 18
E7 His nebo ProtDl1/3 18 E7 His plus adjuvans. Z obrazka je
z¥ejmé, Ze u my3i, kterym se aplikoval pouze protein je moiné
vidét pouze zakladni proliferaci a naopak u my3i imunizovanych
protDl/3 18 E7 His v adjuvans je moiné pozorovat velmi vysokou

prolifera&ni odezvu ve sleziné& a v lymfatickych Zlazach.

Produkce cytokint
e Cytokiny (IL-5 a IFNg) produkované v supernatantu kultury po
96 hodinach in vitro restimulace sleziny nebo bunék
lymfatickych 214z médiem nebo proteinem ProtDl1/3 18 E7 ( 1
nepbo 3 pg/ml) se m&fily testem ELISA, jak se popisuje:
e IFNg (Genzyme)
Kvantifikace IFNy se uskuteénila testem ELISA za pouzitl

&inidel od firmy Genzyme. Vzorky a roztoky protilatek se

pou?ily v mnozstvi 50 pl na Jednu prohlubefi. Mikrotitracni
destic¢ky s 96 prohlubnémi (Maxisorb Immuno-plate, Nunc,
Dansko) se potadhly pfes noc pfi teploté 4°C 50 pl anti-mys$iho
séra kredka IFNg fedéného v 1,5 pg/ml uhli¢itanovém pufru pH
9,5. Destiéky se pak inkubovaly po dobu 1 hodiny pIi teploté
37 °C se 100 pl PBS, které obsahuje 1 % albuminu bovinniho séra
a 0,1 % Tween 20 (saturac¢ni pufr). Dvojnasobné fedéni
supernatantu ze stimulace in vitro (pocinajici Ffedéni 1/2)
v saturaénim pufru se pfidalo na plotny potaZené anti-IFNg a
inkubovalo se po dobu 1 hodiny 30 minut p¥i teploté 37 °C.
Plotny se promyly &tyfikrat PBS Tween 0,1 % (promyvacl pufr) a
ptidaly se kozi anti-my3i IEFNg konjugovane s piotinem Fedé&né

v saturaénim pufru tak, aby konecna koncentrace ¥ kazdé



‘e

61

prohlubni byla 0,5 upg/ml. VSe se inkubovalo po dobu Jjedné
hodiny pfi teploté 37 °c. Po kroku promyti se pridal konjugat
AMDEX  (Amersham) fedény 1/10 000 v saturaénim pufru a
nisleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté& 37 °C. Plotny
se promyly jak se popisuje shora v textu a inkubovaly se s 50
pul TMB (Biorad) po dobu 15 minut. Reakce se zastavila pfidanim
0,4 N H2S04 a stanovila se optickd hustota pfi vlnové délce
450 nm. Koncentrace se vypolitaly za pouZitil standardni krivky
(my3i IFNy standard) pomoci SoftmaxPro (rovnice se cty¥mi

parametry) a vyjadiily se jako pg/ml.

e IL5 (Pharmingen)
Kvantifikace ILS se provedla testem ELISA za pouziti

g¢inidel od firmy Pharmingen. Vzorky a roztoky protilatek se

pouzily v mnoZstvi 50 pl na jednu prohluben. Mikrotitracdni
destic¢ky s 96 prohlubnémi (Maxisorb Immuno-plate, Nunc,
Dansko) se potédhly pfes noc pii teploté 4°C 50 pl krysiho anti-
my$iho ILS5 fedé&ného v 1 pg/ml uhliditanovém pufru pH 9,5.
Desti¢ky se pak inkubovaly po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C

se 100 pl PBS, které obsahuje 1 % albuminu bovinniho séra a 0,1
s Tween 20 (saturacéni pufr). Dvojnasobne ¥edéni supernatantu
se stimulace in vitro (pocinajici redéni 1/2) v saturacnim
pufru se naneslo na plotny potazené anti-IENg a inkubovalo se
po dobu 1 hodiny 30 minut pfi teplot& 37 °C. Plotny se promyly
gty¥ikrat PBS Tween 0,1 % (promyvaci pufr) a pfidaly se krysi
anti-my3i IL5 konjugované s biotinem redé&né v saturaénim pufru
tak, aby kone¢na koncentrace Vv kazdé prohlubni byla 1 ug/ml.
Vie se inkubovalo po dobu jedné hodiny pfi teploté& 37 °C. Po
kroku promyti se pridal konjugat AMDEX (Amersham) fedé&ny 1/10
000 v saturadnim pufru a nasleduje inkubace po dobu 30 minut
pri teploté 37 °c. Plotny se promyly jak se popisuje shora
v textu a inkubovaly se s 50 pl TMB (Biorad) po dobu 15 minut.

Reakce se zastavila pfidanim 0,4 N HZS04 a stanovila se
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optickd hustota p¥i vlnové délce 450 nm. Koncentrace se
vypoditaly =za pouziti standardni k¥ivky (rekombinatni mySi
IL5) pomoci SoftmaxPro (rovnice se Ety¥mi parametry) a
vyjadfily se Jjako pg/ml.

Podinajice s buikami sleziny v Zadneé ze skupin se nemohl
detekovat IL-5. Naopak ve vSech skupinach se pozorovala se
pozorovala velmi vysoka produkce IFNg. Ve srovnani s ostatnimi
skupinami se pozorovalo u skupiny my3i, kterym se aplikovalo
protein s adjuvans SBASlc, pouze malé zvyseni IFNg. To
naznac¢uje indukci imunitni odezvy typu TH1.

Co se tyde bun&k lymfatickych Zlaz, velmi slaba produkce
IFNg se =ziskala ve skupiné my3i, kterym se aplikoval samotny
protein a 5-ti nasobné az 10-ti nésobné_széeni se pozorovalo
u protein s adjuvans. ILS se mohlo detekovat ve skupiné mySi,
kterym se aplikoval protein s adjuvans SBAS2.

Opbrazky 36 a 37 porovnavajl schopnost ProtDl/3 18 E7 His
stimulovat produkci cytokina IENg a IL5 po 1in vitro

restimulaci buné&k sleziny a lymfatickych Zlaz.

Protilatkova odezva

Ve stejnou dobu jako organy se izolovaly jednotliva séra a
podrobily se testu nepfimd ELISA.

Jako antigen potaZeny na povrchu prohlubni se pouzilo 2,5
png/ml &isdténého proteinu protDl/3 18E7 HPV18. Po saturaci v PBS
s 1% sérem pravé narozenych telat po dobu 1 hodiny pfri teploté
37 °C se séra sériové nafedila (poCatedni Ffedéni 1/100)
v saturaénim pufru a inkubovala se pfes noc pfi teploté 4 °C
nebo 90 minut pri teploté& 37 °C. Po promyti v PBS S Tween 20
se pouzily Jjako sekundarni protilédtky kozi anti-my3i Ig (1/1
000) nebo antiséra podt¥idy kozich anti-my$ich Ig (cely IgG,
IgGl, IgG2a, IgG2b) (1/5 000). Po inkubaci po dobu 90 minut
pfi teplote 37 °C se pridal streptavidin spojeny s peroxydazou

a jako substrat se pouzil TMB (tetra-methyl-benzidin/peroxid) .
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Po deseti minutach se reakce zastavila 0,5 M H2S04 a stanovila
se hodnota OD pf¥i vlnové délce 450 nm.

Velmi slaba protilatkovd odezva se vyvolala 2 injekcemi
samotného ProtDl/3 18 E7. Celkové mnozstvi 1IgG se znacneé
zvysilo pridanim adjuvans do proteinové vakciny.

Analyza koncentraci rlznych podtiid IgG vykazuje, Ze kdyzZ
se protein aplikuje injekci v pritomnosti adjuvans DQS21 3D-
MPL nebo SB62, 0S21/3D-MPL, dojde ke slabému zvy3eni procenta
subtypu IgG2a: 28 % IgGl, 48 % IgG2a a 43% IgGl, 44% IgG2a ve
srovnani s 46 % IgGl, 32 % IgG2a v pripadé, 7e se aplikoval
protein bez adjuvans. Nejsilné&jsi protilatkova odezva se
ziskala s proteinem pfipravenym v DQ alum s Jjasnym posunem
v koncentraci izotypu (80 % IgGl, 8 % IgG2a). UvaZuje se, Ze
izotyp IgG2a u Balb/c my3i Je v obecném ptripadé spojen
s indukci imunitni odezvy typu THI.

Tyto vysledky ukazuji, ze adjuvans DQS21, 3D-MPL a SB62
0S21/3D-MPL majl trend zvysit profil humordlni odezvy typu
TH1, zatimco SBASS vyvolava jasno odezvu typu THZ.

Obrazek &. 38 porovnava strednil tedéni séra a relativni
procento ruznych izotypa vyvolanych vakcinaci u riznych skupin

mySi.

Zaver:

Ukadzalo se, Ze fuzni protein 1/3 Prot D a Gasny protein E7
viru HPV 16 vyvolava silnou systémovou anti-nadorovou imunitu.
Dale se ukadzalo, Ze fuzni protein ProtDl/3 a E7 viru HPV 18 Je
pro my3i imunogenni. Vakcinace fuznim proteinem protDl/3 E7
HPV 16 chrani my$i pfed vytvorenim niddoru s bufikami, které
exprimuji protein E7, a eliminovala malé predem vytvoIené
nadarky exprimujici E7 viru HPV 16, které se zavedly injekci
v odli3ném misté& neZ je misto vakcinace.

Ukazalo se, Ze protein protDl/3 E7 HPV16 v adjuvans je

schopny zvy$it proliferaci pomocnych bunék T, coZ naznaluje,



LR 3

.
LR X J

64

e se touto vakcinaci indukpovala anti-naddorovd odezva, ktera
je alespon s &asti spojend s odezvou bunék CD4+T.

Také se ukazalo, Ze lep3i protilatkova punéna odezva se
vyvolala vakcinaci s proteinem protD1/3E7 v piitomnosti 3D-MPL
obsahujicim adjuvans. Prevladajicim izotopem Vv séru my3i

C57BL/6 je IgG2b, coZ naznacuje, ze doslo k imunitni odezveé

typu THIL.
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PATENTOVE NAROKY i.J-fKZ4&?

Fizni protein obsahujici antigen lidskeého papilomaviru
vybrany ze skupiny zahrnujicil E5, E7 a fuzni protein E6E7
s pojeny s proteinem D nebo s jeho derivatem z Haemophilius
influenzae B.

Protein podle naroku 1, kde proteiny E6 nebo E7 se ziskaly
z HPV16 nebo HPV18.

Protein podle n&roku 1 nebo 2, kde proteiny E7 se mutovaly,
aby se omezilo navézani produktu genu retinoblastomu.
Protein podle n&roku 1 nebo 2, kde se do oblasti p53 EG6
zavedla mutace.

Protein podle libovolného =z néroka 1 az 4, ktery dale
obsahuje histidinovy tag, kzery obsahuje alespon 4
histidinové zbytky.

Sekvence DNA kédujici protein podle libovolného z nadroku 1
az 5. |

Vakcina, vyznadcujici se tim, > e obsahuje
protein podle libovolného z narokd 1 aZ 5 a farmaceuticky

prijatelné fedidlo a ekcipient.

Vakcina podle naroku 7,
vyznad¢ujici se tim 2Ze déle obsahuje
adjuvans.

Vakcina podle naroku 7 nebo 8,

vyznadcujici se tim Ze protein je pfitomen
ve vehiklu, kterym je emulze olej ve vodé.

Vakcina podle naroku 8 nebo 9,
vyznadujici se tim 3 e adjuvans obsahuje
3D-MPL nebo QS21 nebo obé uvedené latky.

Vakcina podle libovolného z narokl 7 az 10,
vyznadujici se tim zZe obsahuje dalsi

antigen HPV.



12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

66

Vakcina podle libovolného z narokua 7 az 11,
vyznadcuijici se t im, zZ e se muZe pouzlt
v medicineé.

Pouziti proteinu podle libovolného z narokd 7 az 11 pfi
vyrob& vakciny vhodné pro imunoterapeutické o3etreni
pacienta, ktery trpi nadorovymi lézemi (benigni nebo
maligni) vyvolanymi HPV.

Pou?iti proteinu podle libovolného z naroklt 7 aZz 11 pfi
vyrob& vakciny, kterd brani infekci virem HPV.

Vektor obsahujici sekvenci DNA podle naroku 6.

Vektor obsahujici sekvenci DNA podle naroku 6 a sekvenci
DNA kédujici thioredoxin.

Host, vyznacu] ici se timnm, Z e se

transformoval sekvenci DNA podle naroku 6.

Host, vyznadcujicil se t im, Z e se
transformoval vektorem podle naroku 15 nebo 16.

Host podle naroku 17,
vyznadc¢ujicil se t im, 2 e se dale

transformoval sekvenci DNA kédujici thioredoxin.

Zpusob produkce proteinu podle libovolného z naroku 1 az 4,
vyznadcujicl se € im, zZ e zahrnuje
transformaci bufky hostitele sekvenci DNA podle naroku 6,
expresi uvedené sekvence a izolaci pozadovaného produktu.
Zpusob produkce vakciny podle libovolného z narokd 7 az 11,
vyznadcujicil se t im, % e =zahrnuje smiseni
proteinu s vhodnym adjuvans, fedidlem nebo s Jjinym

farmaceuticky pfijatelnym ekcipientem.
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Protein D1/3 E7 his

1 MDPSSHSSNM ANTQMKSDKI IIAHRGASGY LPEHTLESKA LAFAQQADYL
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51 EQDLAMTKDG RLVVIHDHFL DGLTDVAKKF PHRHRKDGRY YVIDFTLKEL
101 QSLEMTENFE TMAMHGDTPT LEEYMLDLQP ETTDLYCYEQ LNDSSEEEDE
151 IDGPAGQAEP DRAHYNIVTF CCKCDSTLRL CVQSTHVDIR TLEDLLMGTL

201 GIVCPICSQK PTSGHHHHHH *

Obr. 1b
Sekvence plasmidu pro expresi fuzni bilkoviny ProtDthri26-
-E7-His (E7 z HPV16).
| ATGGATCCAA GCAGCCATTC ATCAAATATG GCGAATACCC AAATGAAATC
51 AGACAAAATC ATTATTGCTC ACCGTGGTGC TAGCGGTTAT
TTACCAGAGC
101 ATACGTTAGA ATCTAAAGCA CTTGCGTTTG CACAACAGGC
TGATTATITA
151 GAGCAAGATT TAGCAATGAC TAAGGATGGT CGTTTAGTGG
TTATTCACGA
201 TCACTTTTTA GATGGCTTGA CTGATGTTGC GAAAAAATTC
CCACATCGTC
251 ATCGTAAAGA TGGCCGTTAC TATGTCATCG ACTTTACCTT
AAAAGAAATT
301 CAAAGTTTAG AAATGACAGA AAACTTTGAA ACCATGGCCA
TGCATGGAGA
351 TACACCTACA TTGCATGAAT ATATGTTAGA TTTGCAACCA
GAGACAACTG
401 ATCTCTACTG TTATGAGCAA TTAAATGACA GCTCAGAGGA
GGAGGATGAA
451 ATAGATGGTC CAGCTGGACA AGCAGAACCG GACAGAGCCC
ATTACAATAT
501 TGTAACCTTT TGTTGCAAGT GTGACTCTAC GCTTCGGTTG TGCGTACAAA
551 GCACACACGT AGACATTCGT ACTTTGGAAG ACCTGTTAAT
GGGCACACTA
601 GGAATTGTGT GCCCCATCTG TTCTCAGAAA CCAACTAGTG

1/4]
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Konstrukce plasmidu  pRrIT 14497 (TCA 307)

TCA 301

PRIT 14462

E6

/—Spe !

ProtD 13
pMG84 ProtD 1/3 thr 126

pRIT145889

Kana R
56856 bp

pTCA307
6089bp
pRIT 14497

Kana R

Obr. 2
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SEKVENCE Biikoviny PROT.D1/3 Eé His / HPV 16.

Nukleotidova sekvence
ATGGATCCAAGCAGCCA‘ITCATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50

AGACAAAATCATTATTGCTCACCGTGGTGCTAGCGGTI‘ATITAC CAGAGC 100
ATACG’ITAGAATCTAAAGCACTTGCGTI'I'GCACAACAGGCTGATI‘ATTTA 150
GAGCAAGATITAGCAATGACTAAGGATGGTCGTFTAGTGGT'TATTCACGA 200
TCAC'ITI'TTAGATGGCTTGACTGATG’ITGCGAAAAAATI‘CCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCGTTACTATGTCATCGACTTTACCTI‘AAAAGAAA'I"I‘ 300
CAAAGTTI‘AGAAATGACAGAAAACTI'TGAAACCATGGCCATGTITCAGGA 350
CCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTI‘ATGCACAGAGCTGCAAA 400
CAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCAACAGTTA 450
CTGCGACGTGAGGTATATGACTITGCTI'TTCGGGAT’I’TATGCATAGTATA 500
TAGAGATGGGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTITAAAGTTTITATT 550
CTAAAATTAGTGAGTATAGACA'ITATTGTTATAGTITGTATGGAACAACA 600
TTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATITGTTA.ATI‘AGGTGTAT 650
TAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACA 700
AAAAGCAAAGAT’I‘CCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATG 750
TCTTG’ITGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGACTAGTGG 800
CCACCATCACCATCACCATTAA 822

Peptidova sekvence
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIHAHRGASGYLPEH’I’LESKALAFAQQADYL 50
EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPI—RHRKDGRYWIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQL 150
LRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTT 200
LEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCM 250
SCCRSSRTRRETQLTSGHHHHHH. 274

Obr. 3

4141
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Konstrukce plasmidu pRIT 14556 (TCA 309)

TCA 301
PRIT 14462

Ampi R

. Fragment EcoR | Afl1] Fragment Nsi | Xbal

e

~Xbal

Konstituce fazniho broteinu mezi E6 aE7: vypusténi 5
nukleotidd ulofenim syn adaptorumezi Afl IIT a Nsi I

A ' Nsil ;
TCA30L EcoR l.... ACA CGT AGA GAA ACC CAG CTIBAA T¢A TGC AFT. Xba |
E6 ‘ E7
VWpEténi
ARl " Nsil
TCA309 ECOR L.... ACA CGT AGA GAA ACC CAG CT6 ATG .. Xbal
E6 E7
EcoR |
Xba | EcoRl
PUC 18 R
—— TCA 309 ‘\% ES-E7
2686 pp 5
Aflil
3441 bp Nsil
pRIT 14558
. o . i R Xbal
Stépeni Amp
: EcoR 1+ Xbal

Obr. 4

5741
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TCA 308
3441 bp

pRIT 14556
Ampi R

Prot.D 1/3
pMG381 ProtD 1/3 thr 126

pRIT14589
Kana R
5656 bp

Stepeni  Neol /Spe

Obr.

6 /41

Kana R

Aplifikace PCR fragmentuE6-E7

E6-E7

ECOR I ~Xba |

Vazba

EcoRI

Ndel

PL ProtD1/3

TCA 311
6383 bp

pRIT 14512
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SEKVENCE PROTEINU D173 - E6 + EV+ His/:HEV.16.
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Nukleotidové sekvence
ATGGATCCAAGCAGCCATTCATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50

AGACAA.AATCATTA'I'TGCTCACCGTGGTGCTAGCGGTI'A'ITI'ACCAGAGC 100
ATACG'I'I'AGAATCTAAAGCACTTGCGTTTGCACAACAGGCTGATTATTTA 150
GAGCAAGATI'TAGCAATGACTAAGGATGGTCG'ITTAGTGG'ITATI'CACGA 200
TCAC'TTI'TTAGATGGCTTGACTGATG'ITGCGAAAAAATTCCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCGTTACTATGTCATCGACTTTACCTI'AAAAGAA.ATT 300
CAMGTTTAGAAATGACAGAAAACTTTGAAACCATGGCCATG'ITTCAGGA 350
CCCACAGGAGCGACCCAGAAAG'ITACCACAG'ITATGCACAGAGCTGCAAA 400
CAACTATACATGATATAATATI'AGMTGTGTGTACTGCAAGCAACAGTI'A 450
CTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATA 500
TAGAGATGGGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTI‘ITA'IT 550
CTAAAATI'AGTGAGTATAGACATTATI'G'ITATAGTITGTATGGAACAACA 600
TTAGAACAGCAATACAACA.AACCGTTGTGTGA'ITTGTTAA'ITAGGTGTAT 650
TAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACA 700
AAAAGCAAAGA'ITCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATG 750
TCTTGTI'GCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGATGCATGG 800
AGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATITGCAACCAGAGACAA 850
CTGATCTCTACTGTTATGAGCAATI'AMTGACAGCTCAGAGGAGGAGGAT 900
GAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAA 950
TA'ITGTAACCT'I"I'TGT'I'GCAAGTGTGACTCTACGC’I'TCGGTTGTGCGTAC 1000
AAAGCACACACGTAGACATI'CGTACTI'TGGA.AGACCTG'ITAATGGGCACA 1050
CTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTI'CTCAGAAACCAACTAGTGGCCACCA 1100
TCACCATCACCATTAA 1116

Peptidové sekvence

MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQQADYL 50
EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAIG(FPHRHRKDGRYYVIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTI'IHDIILECVYCKQQL 150
LRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTT 200
LEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCM 250
SCCRSSRTRRETQLMHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEED 300
EIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGT 350
LGIVCPICSQKPTSGHHHHHH. 372

Obr. 6

71741



(X} (X (XX R .o e
.

e e
evee
osee
sseso

XX K]
»
sees
*

L d
sees

Konstpukce plasmidu pRIT 14733
pRIT 14501
St&peniNco I Xbal
l pe co : Vektor Litmus 28
Otevieny NcolXbal
Neo | E7 /| HPV16 Xba |
plasmid pRIT 14909
‘ mutagenese cys24 —> gly, glu26 —> gin
\j
plasmid pRIT 14681
St&peniNco | Xba 1}/ pRIT145895t8peniNco I Xba
Neo | E7 ** | HPV16

Kan

pRIT 14733

Xba i Kan \m:m 0
Nco I

PMG ProtD1R
PRIT 14538

Vazba

Ndel

Prot.D1/3

Ncol

E7** (cys24 —> gly, giu26 ~> gin) / HPV16
His KONec

TCA 347

OCbr. 7
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Sekvence proteinu  DI3-E7 mut.  (cys24 — gly, glu26 — gin) HPV16.

-

Nukleotidové sekvence:

ATGGATCCAAGCAGCCATTCATCAA.ATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50
AGACAAAATCA'I'TATI'GCTCACCGTGGTGCTAGCGGTTATTTACCAGAGC 100
ATACG'ITAGAATCTAAAGCAC'ITGCGTTTGCACAACAGGCTGATTATTTA 150
GAGCAAGATTTAGCAATGACTAAGGATGGTCGTITAGTGG'ITA'ITCACGA 200
TCACTI'I'I'TAGATGGCTTGACTGATG'ITGCGAAAAAATTCCCACATCGTC 250
ATCGTMAGATGGCCGTTACTATGTCATCGAC'I'ITACCTI‘AAA.AGAAATT 300
CAAAGT’ITAGAAATGACAGAAAACTITGAAACCATGGCCATGCATGGAGA 350
TACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTG 400
ATCTCTACGGTTATCAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAA 450
ATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATI'ACAATAT 500
TGTAACC'I"I'TTGTI'GCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAA 550
GCACACACGTAGACA'I'TCGTAC'ITTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTA 600
GGAATTGTGTGCCCCATCTG'ITCTCAGAAACCAACTAGTGGCCACCATCA 650

CCATCACCATTAA 663
Mutace: T409 -G
G415 C

Peptidova sekvence:
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAF AQQADYL 50

EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHR.KDGRYYVIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMAMHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYGYQQLNDSSEEEDE 150
IDGPAGQAEPDRA}—YYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTL 200
GIVCPICSQKPTSGHHHHHH. 221

Mut. anﬂnokyselinyc)’524 — gly (=C24-G), glu26 — gin (=E26—Q)z E7 jsou
zbytky 137 a 139 fazniho proteinu

NkonecM D P -ProtD1/3(aa4 --> 111)-M A-mut.  E7(aa 114 —->211)-
TSGHHHHHH C konec.

Obr. 8
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Konstrukce plasmidu _ pRIT 14634 (TCA332)

pTCA307 His ’ DVA2

4311 bp
pRIT 14661

Cisténi velkého fragmentu Neoi/ani Gist&ni malého fragmentu ANlZAANL.
Z plasmidu -SRI 14497 z plasmidu ~ =RITI4661
Vazba

pRIT 14497
Kana R

Aflll

*(=Aflll/Neol)

pTCA332

6148 bp

Kana R pRIT 14634

Obr. 9
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SEKVENCE CLYTA - E6 - His
Nukleotidova sekvence
ATGAAAGGGGGAATTGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTT 50 .
TGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACTACTTTGACAGTTCAGGCTATATGC 100
TTGCAGACCGCTGGAGGAAGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGAC 150
AACTCAGGCGAAATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTA 200
CTATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGG 250
ACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGCCATGGTATCAAATGCC 300
TTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAAACCAGACGG 350
AACACTGGCAGACAGGCCAGAATTGGCCAGCATGCTGGACATGGCCATGT 400
TTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTTATGCACAGAG 450
CTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCA 500
ACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTIGCTTTTCGGGATTITATGCA 550
TAGTATATAGAGATGGGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAG 600
TTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTATTGTTATAGTTITGTATGG 650
AACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTTAATTA 700
GGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACAT 750
CTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCG 800
ATGTATGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGA 850
CTAGTGGCCACCATCACCATCACCATTAA 879

-

" Peptidova sekvence

MKGGIVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWFD 50
NSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNA 100
FIQSADGTGWYYLKPDGTLADRPELASMLDMAMFQDPQERPRKLPQLCTE 150 |
LQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLK 200
FYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRH 250
LDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRTRRETQLTSGHHHHHH. 293

Fig. 10
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Konstrukce plasmidu pRIT 14626 (TCA330)

TCA 308
xbal DVA2

5832 bp

4311 bp
PRIT 14661

Kana R pRIT 14501

Cisténi velkého fragmentu Neol/anll: Gi5tdni malého fragmentu AQN/AR
z plasmidu RRITI4%01 z plasmidu pRITIS66]

N/

*(=Afl1l/Neo 1)
Spel

His

Xba !

pTCA330
5987 bp

Kana R PRIT 14626

Obr. 11
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SEKVENCE CLYTA - E7 - His.

Nukleotidova sekvence
ATGAAAGGGGGAATTGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTT 50
TGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACTACTTITGACAGTTCAGGCTATATGC 100
TTGCAGACCGCTGGAGGAAGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGAC 150
AACTCAGGCGAAATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTA 200
CTATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGG 250
ACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGCCATGGTATCAAATGCC 300
TTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAAACCAGACGG 350
AACACTGGCAGACAGGCCAGAATTGGCCAGCATGCTGGACATGGCCATGC 400
ATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAG 450
ACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGA 500
GGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCAT’I‘ 550
ACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGC 600
GTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGG 650
CACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCAACTAGTGGCC 700
ACCATCACCATCACCATTAA 720

Peptidova sekvence
MKGGIVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWEFD 50

NSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNA 100
FIQSADGTGWYYLKPDGTLADRPELASMLDMAMHGDTPTLHEYMLDLQPE 150
TTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLC 200
VQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKPTSGHHHHHH. 240

Obr. 12
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Konstrukce plasmidu pRIT 14634 (TCA331)

Afilt

ProtD1/3
Ncol

PL

TCA 311

6383 bp Hie 4311 bp

PRIT 14512 PRIT 14851

Kana R

Eisteni £ Nt , Cistdni malého fragmentu AUZARNL -
z pl mxagmem]mum_u.u_ z plasmidu
Vazba

*(=Aflll/Neo 1)

pTCA331 E6 E7

6443 bp Spel
IS
pRIT 14629 Xbal

Kana R

Obr. 13
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SEKVENCE CLYTA - E6E7 - His.

Nukleotidové sekvence
ATGAAAGGGGGAATTGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTT 50

TGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACTACTTTGACAGTTCAGGCTATATGC 100
TTGCAGACCGCTGGAGGAAGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGAC 150
AACTCAGGCGAAATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTA 200
CTATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGG 250
ACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGCCATGGTATCAAATGCC 300
TTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAAACCAGACGG 350
AACACTGGCAGACAGGCCAGAATTGGCCAGCATGCTGGACATGGCCATGT 400
TTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTTATGCACAGAG 450
CTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCA 500
ACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCA 550
TAGTATATAGAGATGGGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAG 600
TTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTATTGTTATAGTITGTATGG 650
AACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTTAATTA 700
GGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACAT 750
CTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCG 800
ATGTATGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGA 850
TGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCA 900
GAGACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGA 950
GGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCC 1000
ATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTG 1050
TGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAAT 1100
GGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCAACTAGTG 1150
GCCACCATCACCATCACCATTAA 1173

Peptidové sekvence
MKGGIVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWFD 50

NSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNA 100
FIQSADGTGWYYLKPDGTLADRPELASMLDMAMFQDPQERPRKLPQLCTE 150
LQTTIHDILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLK 200
FYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRH 250

15741
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LDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRTRRETQLMHGDTPTLHEYMLDLQP 300
ETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRL 350
CVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKPTSGHHHHHH. 391

Obr. 14
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Konstrukce plasmidu pRIT 14532 (TCA 316).
Ndel PCR amplifikace fragméntu E7 enzymy
PUC 19 EcoR! Nco.I a Spe I na 5'a 3 konci
BamH!
TCA 302 Xbal
bla E5
pRIT 14487
E7
Hindli!
Nco | &7 ~Spe !

Stépeni Ncol a Spel

TCA 316

pRIT 14532

5953 bp

Obr. 15
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SEKVENCE PROTEINU D1/3 -E7-HIS /HPV18

Nukleotidovad sekvence
ATGGATCCAAGCAGCCATTCATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50
AGACAAAATCATTATTGCTCACCGTGGTGCTAGCGGTTATTITACCAGAGC 100
ATACGTTAGAATCTAAAGCACTTGCGTTTGCACAACAGGCTGATTATTITA 150
GAGCAAGATTTAGCAATGACTAAGGATGGTCGTTITAGTGGTTATTCACGA 200
TCACTTTTTAGATGGCTTGACTGATGTTGCGAAAAAATTCCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCGTTACTATGTCATCGACTTTACCTTAAAAGAAATT 300
CAAAGTTTAGAAATGACAGAAAACTTTGAAACCATGGCCATGCATGGACC 350
TAAGGCAACATTGCAAGACATTGTATTGCATITAGAGCCCCAAAATGAAA 400
TTCCGGTTGACCTTCTATGTCACGAGCAATTAAGCGACTCAGAGGAAGAA 450
AACGATGAAATAGATGAAGTTAATCATCAACATTTACCAGCCCGACGAGC 500
CGAACCACAACGTCACACAATGTTGTGTATGTGTTGTAAGTGTGAAGCCA 550
GAATTGAGCTAGTAGTAGAAAGCTCAGCAGACGACCTTCGAGCATTCCAG 600
CAGCTGTTTCTGAACACCCTGTCCTTTGTGTGTCCGTGGTGTGCATCCCA 650
GCAGACTAGTGGCCACCATCACCATCACCATTAA 684

Peptidova sekvence
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKA 40
LAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKF 80
PHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETMAMHGPKAT 120
LQDIVLHLEPQNEIPVDLLCHEQLSDSEEENDEIDEVNHQ 160
HLPARRAEPQRHTMLCMCCKCEARIELVVESSADDLRAFQ 200
QLFLNTLSFVCPWCASQQTSGHHHHHH. 228

Obr. 16
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Konstrukce plasrni@q_n.ﬂlllﬂﬂ}_mm)

EcoR ,_\pmmtor 2 pL

j-th |

§74 bp

Hind It

Nde |

Nde |

Hindill
Xbal

Ndal

Ampi

Thioredoxin - t AspA

=\ ~Hind 1lf

424 bp

Vazba

TCA 313
PRIT 14523

6036 bp
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MSDKIIHI.,TDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIA 40
PILDEIADEYQGKL'IVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLL 80
LFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA. 110

Obr. 18
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Konstrukce plasmidu pRIT 14831

pRIT 14532

Vektor Litmus28
otevreny ¢ NcolXbal
E7 /| HPV18

Nco I ~Xbal /

N

plasmid pRIT 14910

stépeni Nco I Xba!l

\ mutagenes€ cys27 —> gy, giu29 —~> gin

\

plasmid pRIT 14829
pRIT1458%tEpeni Neol Xba |

§tépeni Neo | Xba 1'/ |
\/

E7 | HPV18
Nco Xbal an \1;3 ProtD
_—~Nco i
—-Xbal
pMG ProtD13
pRIT 14589
Ndet
Prot.D1/3
Kan Ncol

E7™ (cys27 —> gry. glu29 —> gin) /HPV18

TCA 355
pRIT 14831
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Sekvence proteinu | D13 -E7 mut.  (cvs27 — elv, glu29 — gin) HPVIS.

Nukleotidova sekvence: ,
ATGGATCCAAGCAGCCA'ITCATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50
AGACAAAATCATTA’I’TGCTCACCGTGGTGCTAGCGGTI‘A'I'I'I‘ACCAGAGC 100
ATACG‘I'I'AGAATCTAAAGCACTTGCGTTTGCACAACAGGCTGA’ITATTTA 150
GAGCAAGATTTAGCAATGACT. AAGGATGGTCGTTTAGTGGTTATTCACGA 200
TCACT'I'T'I'TAGATGGC'ITGACTGATGTYGCGAAAAAA‘I’I‘CCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCGTTACTATGTCATCGAC‘ITI‘ACC‘ITAAAAGAAA'IT 300
CAAAG‘ITI'AGAAATGACAGAAAACTI'TGAAACCATGGCCATGCA’I‘GGACC 350
TAAGGCAACA‘I‘I‘GCAAGACATTGTATTGCATTI‘AGAGCCCCAAAATGAAA 400
‘ITCCGG’I'I‘GACCTTCTAGGTCACCAGCAATTAAGCGACTCAGAGGMGAA 450
AACGATGAAATAGATGGAGTTAATCATCAACATTTACCAGCCCGACGAGC 500
CGAACCACAACGTCACACAATG'I'TGTGTATGTG’ITGTAAGTGTGAAGCCA 550
GAA'I'TGAGCTAGTAGTAGAAAGCTCAGCAGACGACCT’TCGAGCATTCCAG 600
CAGCTGTITCTGAACACCCTGTCCT‘I’I‘GTGTGTCCGTGGTGTGCA'IfCCCA 650
GCAGACTAGTGGCCACCATCACCATCACCATTAA 684
Mutace: T418—G
G424 > C

Peptidova sekvence:
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESK.ALAFAQQADYL 50
EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMAMHGPKA'I‘LQDIVLHLEPQNEIPVDLLGHQQLSDSEEE 150
NDEIDGVNHQHLPARRAEPQRHTMLCMCCKCEARIELWESSADDLRAFQ 200
QLFLNTLSFVCPWCASQQTSGHHHHHH. 228

mit. aminokysel.:cys27 — gly (=C27-G), glu29 — gin (=E29—Q)z E7 jsou
zbytky 140 a 142 fGzniho proteinu.

Nkon.M D P -ProtD1/3(aa4 --> 111)>-M A- mut. E7(aa 114 --> 218)-TSGHHHHHH

C konec.

Obr. 20
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Konstrukce plasmidu nRIT 14526 (TCA 314)

Ndel
EcoRl

Amplifikace PCR fragmentu E6

Nco

~Spe }

Prot.D 13
pMG81 ProtD 1/3 thr 128

PRIT14589

Kana R
5656 bp

Stspeni Ncol/Spel

TCA 314
6106 bp

PRIT 14526

Kana R

Obr. 21
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(X XA

SEKVENCE PROTEINU _D1/3-E6-His/HPVIS.

Nukleotidova sekvence

ATGGATCCAAGCAGCCA'I'I‘CATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAA.ATC 50
AGACAAAATCATI‘ATTGCTCACCGTGGTGCTAGCGGTTA’ITI'ACCAGAGC 100
ATACGTTAGAATCTAAAGCAC’ITGCG'I'ITGCACAACAGGCTGATI'ATI’TA 150
GAGCAAGA'ITTAGCAATGACTAAGGATGGTCGTTI‘AGTGGTTATI‘CACGA 200
TCAC'I'ITITAGATGGCTI'GACTGATGTTGCGAAAAAA’I'TCCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCGTTACTATGTCATCGACTI'I‘ACCTI' AAAAGAAATT 300
CAAAGTTTAGAAATGACAGAAAAC‘I'I'I‘GAAACCATGGCGCGCTI'TGAGGA 350
TCCAACACGGCGbACCCTACAAGCTACCTGATCTGTGCACGGAACTGAACA 400
CTTCACTGCAAGACATAGAAATAACCTGTGTATATI‘GCAAGACAGTA’ITG 450
GAACTI'ACAGAGGTAT’ITGAA’I'I"I‘GCATITAAAGA'ITTA‘I'I'I‘GTGGTGTA 500
TAGAGACAGTATACCGCATGCTGCATGCCATAAATGTATAGATTTITATT 550
CTAGAA'I‘I'AGAGAAT'TAAGACATTATTCAGACTCTGTGTATGGAGACACA 600
TTGGAAAAACTAACTAACACTGGGTTATACAATTTATTAATAAGGTGCCT 650
GCGGTGCCAGAAACCGTTGAATCCAGCAGAAAAACTI‘AGACACCTTAATG 700
AAAAACGACGATI'TCACAACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCAT 750
TCGTGCTGCAACCGAGCACGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGAGAAAC 800
ACAAGTAACTAGTGGCCACCATCACCATCACCATTAA 837

Peptidova sekvence
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQQADYL 50
EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKPPHRHRKDGRYWIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVL 150
ELTEVFEFAFKDLFVVYRDSIPHAACHKCIDFYSRIRELRHY SDSVYGDT 200
LEKL’INTGLYNLLIRCLRCQKPLNPAEKLRHLNEKRRFHI\IIAGHYRGQCH 250
SCCNRARQERLQRRRETQVTSGHHHHHH. 279

Obr. 22
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Konstrukce plasmidu 4

Ndel .-

TCA 302

ES
pRIT 14467

E7
Hind!ll

Fragment EcoR 1 Hea / \Fmgm:nt Nsi | Hind INl

E7 Hind Wl

EcoR Iy = Hea! N lh\“f

Ampi

Konstituce fize mezi E6 a E7: vypuSténi 11 nukleotidd uloZenim
synthetického adaptoru mezi Hgal a Nsi I

Nsi |

6
E DELETION ©

Hga | Nsi !
TCA320: EcoR 1 .....AAC A CGCAGAGAAACACAAGTAATGCATGGAC.....Hind 1l
Eé E7
EcoR 1
Xba |
PUC 19
2686 bp
EcoR |
Stépeni \ :
. TCA 320 E6-E7
EcoRI + Hind 11l

3450 bp

pRIT 14618
Ampi R

Obr. 23
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TCA 320
3450 bp

Amplifikace PCR fragmentu E6-E7

PRIT 14618
Ampi R

Prot.D 1/3

pMG81 ProtD 1/3 thr 126

pRIT14589
Kana R
5856 bp
Vazba

8 epeni Nco ] Spe |

EcoRlI

Prot.D1/3

TCA 328 E8-E7
6421 bp

pRIT 14567
Kana R

OCbr. 24

26 /41



SEKVENCE PROTEINU D13-E6-E7-His/HPVIS.

Nukleotidova sekvence
ATGGATCCMGCAGCCA'ITCATCA.AATATGGCGAATACCCAAATGAAATC 50
AGACAAAATCAT'I‘A‘I"I‘GCTCACCG’I‘GGTGCTAGCGGTI‘A‘I'TTACCAGAGC 100
ATACG’I‘I‘AGAATCTAAAGCACTI‘GCGTITGCACAACAGGCTGATTATTI‘A 150
GAGCAAGAT’ITAGCAATGACTAAGGATGGTCG‘I'ITAGTGGTTATI‘CACGA 200
TCACTTTI'I'AGATGGC’ITGACTGATGTTGCGAAAAAA‘I'I‘CCCACATCGTC 250
ATCGTAAAGATGGCCG’ITACTATGTCATCGACTI‘TACCTI‘AAAAGAAA'I’I‘ 300
CAAAGTTTAGAAATGACAGAAMCTI‘TGAAACCAT GGCGCGCTTTGAGGA 350
TCCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCTGATCTGTGCACGGAACTGAACA 400
CTTCACTGCAAGACA'I‘AGAAATAACCTGTGTATATI‘GCAAGACAGTATI‘G 450
GAACTTACAGAGGTATTI‘GM’ITI‘GCAT’ITAAAGATITA‘ITI‘ GTGGTGTA 500
TAGAGACAGTATACCGCATGCTGCATGCCATAAATGTATAGA‘I'I'TTFATI‘ 550
CTAGAATTAGAGAA'ITAAGACA’ITATTCAGACTCTGTGTATGGAGACACA 600
TTGGAAAAACTAACTAACACTGGGT'I‘ATACAAT’ITA’I’I‘AATAAGGTGCC‘I‘ 650
GCGGTGCCAGAAACCGTI‘GAATCCAGCAGAAAAAC‘I‘T AGACACCTTAATG 700
AAAAACGACGATI"I'CACAACATAGCT GGGCACTATAGAGGCCAGTGCCAT 750
TCGTGCTGCAACCGAGCACGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGAGAAAC 800
ACAAGTAATGCATGGACCTAAGGCAACA'ITGCAAGACATTGTA‘I'TGCATI‘ 850
| TAGAGCCCCAAAATGAAATTCCGG’ITGACC’ITCTATGTCACGAGCAA’ITA 900
AGCGACTCAGAGGAAGAAAACGATGAAATAGATGGAG’I‘I‘AATCATCAACA 950
TI'TACCAGCCCGACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGT’I‘GTGTATGT 1000
GT‘I‘GTAAGTGTGAAGCCAGAA‘I’I‘GAGCTAGTAGTAGMAGCTCAGCAGAC 1050
GACCTI‘CGAGCATTCCAGCAGCTGTTTCTGAACACCCTGT CCTTTGTGTG 1100
TCCGTGGTGTGCATCCCAGCAGACTAGTGGCCACCATCACCATCACCA'IT 1150
AA 1152
Peptidova sekvence
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQQADYL 50
EQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKI-‘PHRHRKDGRYYVIDFTLKEI 100
QSLEMTENFETMARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVL 150
ELTEVFEFAFKDLFVVYRDSIPHAACHKCIDFYSRIRELRHYSDSVYGDT 200
LEKLTNTGLYNLLIRCLRCQKPLNPAEKLRHLNEKRRFHNIAGHYRGQCH 250
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SCCNRARQERLQRRRETQVMHGPKATLQDIVLHLEPQNEIPVDLLCHEQL 300
SDSEEENDEIDGVNHQHLPARRAEPQRHTMLCMCCKCEARIELVVESSAD 350
DLRAFQQLFLNTLSFVCPWCASQQTSGHHHHHH. 384

Obr. 25
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Obr. 26

Lé%ebny U&inek vakcinace proteinu ProtD1/3 E7, HPV16 na rust
nadoru TC1
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Obr. 27
Lymfoproliferace slezinnych bungk (stimuladni index) SI
72 h in vitro restimulace ProtD1/3E7 (1 pg/ml)

Skupina 1: ProtD 1/3 E7

Skupina 2: ProtD 1/3E7+ SB 62 Qs21 & 3 D MPL
Skupina 3: SB 62 Qs21 &3 DMPL

Skupina 4: PBS
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Obr. 28

Lymfoproliferace bundk lymfatickych #14z (stimulafni index) SI
72 h in vitro restimulace ProtD1/3E7 (1 pg/ml)

(exp 96533)

Skupina 1: ProtD 1/3 E7
Skupina 2: ProtD 1/3 E7+SB 62 Qs21 &3 DMPL
Skupina 3: SB 62 Qs2! &3 DMPL

Skupina 4: PBS
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Obr. 29
Titry podt¥id specifickych protilatek (exp 96533)

Skupina 1: ProtD1/3 E7 HPV16

Skupina 2: ProtD1/3 E7 HPV16+SB 62 Qs21 & 3 D MPL
Skupina 3: SB 62 Qs21 & 3 D MPL

Skupina 4: PBS

200000 T
~ 150000.
100000

50000

150007

10000

5000

32/41



se s eabe o »e
. o L] L] . . .
. *«» o . . * . - e
. ® s000 o ¢ . ® . o ..
. . . . . L] e

LR ] L4 .e . LR .o

Obr. 30

Ochranny G8inek vakcinace proteinem ProtD1/3 E7 HPV16 proti
nadoru TC1 (2 10e5 bundk) (exp 96532)
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Obr. 31

Lymfoproliferace slezinnych bunék (stimulafni index) (Exp. 96532)
72 h in vitro re-stimulace
A) ProtD1/3 E7 (1; 0.1 pg/ml)
B) ProtD1/3 E7 (0.1; 0.01 pg/ml) jako povlak na latexovych mikrokulidkach

Skupina 1: ProtD1/3 E7 HPV16

Skupina 2: ProtD1/3 E7 HPV16 + SB 62 Qs21 & 3 D MPL
Skupina 3:" SB 62 Qs21 & 3D MPL

Skupina 4: PBS
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Obr. 32

Lymfoproliferace bundk lymfatickych 214z (stimulaini index)
(Exp. 96532)
72 h in vitro re-stimulace
A) ProtD1/3 E7 (0.01 pg/ml)
B) ProtD1/3 E7 (0.01 pg/ml) jako povlak na latexovych mikrokulikéch

Skupina 1: ProtD1/3 E7 HPV16

Skupina 2: ProtD1/3 E7 HPV16 + SB 62 Qs21 & 3 D MPL
Skupina 3: SB 62 Qs21 & 3 D MPL

Skupina 4: PBS

A
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Obr. 33
Podtiidy specifickych protilatek (exp 96532)

Skupina 1: PretD/3 E7 HPV16
Skupina 2: ProtD1/3 E7 HPV16 + SB 62 Qs21 & 3 D MPL
Skupina 3: SB 62 Qs21 & 3 D MPL

Skupina 4: redidlo
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Obr. 34

Lymfoproliferace slezinnych bunék (stimuladni index)
72 h in vitro re-stimulace PD1/3 18E7 (10, 1, 0.1, 0.01 pg/ml)

(Exp 98038)

Skupina 1:ProtD 1/3 18 E7

Skupina 2: protD 1/3 18 E7 + DQS21 + 3D-MPL
Skupina 3: ProtD 1/3 18 E7 + QS21 + 3D-MPL + SB62 O/W
Skupina 4: ProtD 1/3 18 E7 + DQS21 alum
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Obr. 35
Lymfoproliferace bunék poplitedlnich lymfatickych %14z

72 h  in vitro re-stimulace PD1/3 18E7 (10, 1, 0.1, 0.01 pg/ml)
(Exp 98038)

Skupina 1: ProtD 1/3 18 E7

Skupina 2: PprotD 1/3 18 E7 + DQS2! + 3D-MPL

Skupina 3: ProtD 1/3 18 E7 + QS21 + 3D-MPL + SB62 O/W
Skupina 4: ProtD 1/3 18 E7 + DQS21 alum

LN skupina 1 2 3 4
18 E7 10 33 117 108 203
18E7 1 8 110 108 208
18 E7 0.1 4 95 95 196
18 E70.01 2 75 81 141
pozadi 325 161 131 607
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Obr. 36
Produkce cytokinu v supermatantu kultury slezinnych bunék po 96 h
invitro re-stimulace (ProtD1/3 18E7 1, 3ug/ml)
- Skupina 1: ProtD 1/3 18 E7
Skupina 2: ProtD 1/3 18 E7 + DQ 3D-MPL
Skupina 3: ProtD 1/3 18 E7 + QS21, 3D-MPL, SB62 O/W
Skupina 4: ProtD 1/3 18 E7 + DQ, 3D-MPL alum
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Obr. 37
Produkce cytokinu v supematantu kultury slezinnych bunék po 96 h
in vitro re-stimulace " ProtD1/3 18E7

Skupina 1: ProtD 1/3 18 E7

Skupina 2: ProtD 1/3 18 E7 + DQS21 3DMPL +

Skupina 3: ProtD 1/3 18 E7 + SB62 QS21/3DMPL

Skupina 4: ProtD 1/3 18 E7 + DQ Alum
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Obr. 38
Relativni % isotop protilatek (exp 98038)
.Skupina 1: ProtD 1/3 18 E7
Skupina 2: ProtD 1/3 18 E7 + DQS21 3DMPL
Skupina 3: ProtD 1/3 18 E7 + SB62 QS21/3DMPL
Siupina 4: ProtD 1/3 18 E7 + MPL DQ alum
skupiny  IgGtcelkem IgG1 % IgG2a % IgG2b %
1 1500 46 32 22
2 84172 28 48 23
3 80545 43 44 13
4 213685 82 8 10
19G celkem
250000 , o
200000 ;
150000 i
100000 ] ¥
50000 |
J |
0. A ;
|
|
!
]
Profil isotypl
100%
90% | ‘
80% L .
70% L o ——
80% L : =] gG2b %
50% | | |meG2a%
;g:ﬁ 1 | |mee! %
20% | ‘ ,.
3 4

Skupiny mySi

41 /41



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

