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i8radime apraSomi bidai ir kompozicijos, kurios gali biti naudojamos citotoksiniy T-limfocity (CTL)
atsaky Zmonése, bei prijaukintuose arba Zemés Ukio gyvuliuose indukavimui. Bidas apima antigeno, j kurj
norima gauti CTL. atsaka pateikimo stadijg, ir pateikimg antigeno kompozicijos, j kurig jeina, kuri susideda arba
kuri i§ esmés susideda i$ dviejy arba daugiau stabilizuojanciy detergenty, miceles sudaranéio agento ir alyvos.
Pageidautina, kad antigeno kompozicijoje nebulty imunostimuliojanéio peptido komponento, arba kad tokio
komponento kiekis baty pakankamai mazas, kad norimas CTL atsakas nebity sumazintas. §i kompozicija
pateikiama stabilios “alyva-vandenyje" emuisijos pavidalu.
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ISradimo kilmeé

Neijregistruoti Syamal Raychaudhuri ir William H. Rastetter U.S.patentai
No. 08/919787 (paduotas 1992 m. liepos 24 d.) ir U.S. No. 07/735069 (paduotas 1991
m. liepos 25 d.), abu pavadinti “Citotoksiniy T-limfocity atsaky indukcija” (dabar jy
atsisakyta) Siame iSradime yra duodami kaip literatiiros $altiniai. Sis isradimas yra
susijes su metodais ir kompozicijomis, kurios yra naudingos citoksiniu T-lasteliy
tarpininkaujamy atsaky indukcijai Zmonése ir prijaukintuose ar Zemés ikio
gyvuliuose.

Manoma, kad citotoksiniai T-limfocitai (CTL) yra pagrindinis $eimininko
apsaugos mechanizmas pries jvairias virusines infekcijas ir neoplazminj ar VeZinj
augli. Sios lasteles palalina infekuotas arba transformuotas lasteles, atpaZindamos
antigeninius fragmentus, susijusius su jvairiomis molekulémis (vadinamomis I klasés
MHC molekulémis) ant infekuoty ar transformuoty lasteliy. CTL gali bati
indukuojami eksperimentiskai, j specifiniy lasteliy citoplazma jvedant tam tikrus
tirpius antigenus. Paprastai citotoksiniy T-limfocity indukcijai vien tik imunizacijos
tirpiu antigenu nepakanka.

Vienas metodas, pagal kurj gali biiti indukuojamas CTL atsakas, apima
rekombinantines technikos panaudojima, norint jvesti aptariamus kritinius antigeno
komponentus | palankios infekcijos agento genoma. Tokios strategijos tikslas yra
generuoti antigenui specifinius citotoksinio T-limfocito atsakus j norima epitopa,
sukeliant Seimininkui silpng savilimituojancia infekcija. Buvo apradyti chimeriniai
vektoriai, naudojant karviy raupy virusa, pdliomelito virusg, adeno- ir retrovirusus
bei bakterijas, tokias kaip Listeria ir BCG. Pavyzdziui, Takahashi ir kt., Proc. Natl,
Acad. Sci. USA 85, 3105 (1988) aprado rekombinantinj Karviy raupy virusa,
ekspresuojanti ZIV gp160 flankuojantj geng, Kuris gali biiti potencialiai naudojamas

indukuojant citotoksinius T-limfocitus.
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Kitas metodas, kuriuo gali biiti indukuojamas lasteliy tarpininkaujamas
atsakas, apima stimuliatoriy panaudojimga. Kadangi Sioje srityje yra daug diskusijy
apie stimuliatoriy panaudojimg, neaiSku, ar yra indukuojamas Iasteliy
tarpininkaujamas imuniSkumas, ir ar toks lasteliy tarpininkaujamas imuni$kumas
apima ir citotoksiniy T-limfocity atsaka. Taciau, kaip matyti i§ tolimesnio apradymo,
ivairiose publikacijose atstovaujamas $is pozifiris.

Naudodami rekombinantinj BCG, kuris turi B-galaktozidazés gena, Stover ir
kt., Nature 351, 456 (1991) aprao CTL atsaky | P-galaktozidaze (Sis darbas
nelaikomas §ios paraiSkos pirmtaku). Naudodami nepilng Freundo stimuliatoriy ir
B-galaktozidaze, tokio atsako nepastebéjo.

Mitchell ir kt., J. Clinical Oncology 8, 856 (1990) (3is darbas nelaikomas $io
iSradimo pirmtaku) apralo pacienty su metatastine melanoma gydyma
stimuliatoriumi, vadinamu “DETOX?”, ir alogeninés melanomos lizatais, jvedamais
penkis kartus 3eSiy savaiCiy laikotarpyje. Buvo pastebétas citolitiniy T-lasteliy
pagauséjimas nedideléje pacienty grupéje. Autoriai apraso, kad yra reikalinga
pakelti citotoksiniy T-limfocity gaminimosi lygi ir siilo stimuliatoriaus su
interleukinu-2 kombinuotg terapija bei i8ankstinj veikima ciklofosfamidu tam, kad
blity sumaZinatas galinciy egzistuoti augliui specifiniy T-supresoriniy lasteliy lygis.
DETOX sudaro detoksikuotas endotoksinas (monofosforil-lipidas A) i§ Salmonella
minesota, Micobacterium phlei lasteliy sieneliy griauciai, skvaleno aliejus ir
emulgilkis.

Allison ir Gregoriadis, Immunology Today 11, 427 (1990) (is darbas néra $io
iSradimo pirmtakas) pazymi, kad vienintelis Zmogaus vakcinose “leistas naudoti”
aliuminio drusky (alum) stimuliatorius nevisada sukelia lasteliy tarpininkaujama
imuniSkuma. Allison ir Gregoriadis rajo “todél yra poreikis vystyti adjuvantus,
pasizyminCius pilnojo Freundo stimuliatoriaus efektyvumu, tadiau neturinéius jo
pasaliniy efekwy, tokiy kaip granulomos™. Jie tesia mintj, kad egzistuoja trys galimos
strategijos,  pavyzdZiui, liposomy naudojimas; stimuliatoriy, vadinamy

imunostimuliuojanciais kompleksais (ISCOM), j kuriuos jeina saponinas arba Quil
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A (triterpenoidas su dviem karbohidraty grandinémis), cholesterolis jr
fosfatidilcholinas), kuri yra leidziama naudoti vakcinose pries gripa arkliams,
naudojimas (Morein ir kt., Immunological Adjuvants and Vaccines, Plenum Press,
153); ir emulsijy (SAF), sudaryty i3 skvaleno arba skvalano (su arba be pluroninio
agento) ir muramilo dipeptido (MDP), naudojimas. Teigiama, kad SAF sukelia
Iasteliy tarpininkaujama imuniskuma pelése, tadiau “ilgai buvo manoma, kad
antigeny subvienetai negali sukelti citotoksiniy T-lasteliy (CTL) atsaky”.

Takahashi ir kt., Nature 344, 8§73 (1990) apraso II klasés restriktuoty helperiy
ir cxtotoksmug T-limfocity indukcija, naudojant ISCOM vienkartine subkutanine
imunizacija pelése. Jie konstatuoja, kad Freundo stimuliatoriaus, nepilnojo Freundo
stimuliatoriaus ir fosfato buferio su NaCl tirpalas neindukuoja citotoksiniy T-
limfocity aktyvumo prie§ jiems skirtus taikinius. PaZymima, kad, skirtingai nuo
rezultaty su kitomis egzogeninio tirpaus baltymo antigeno formomis, jie parodé,
kad, imunizuojant egzogeniniu intaktiniu baltymu ir naudojant ISCOM, galima
aktyvuoti antigenui specifinius I MHC klasés restriktuoty CD8* CD4* CTL. Jie taip
pat pazymi, kad aprasyti eksperimentai su ISCOM turindiais ZIV baltymais rodo
zmogaus CTL gavimo galimybe, o ISCOM turindios vakcinos gali pasiekti ilgai
ieSkotg CTL ir antikiiny indukcijos 13valytu baltymu tiksla.

Byars ir Allison, Vaccines 5, 223 (1987) apraso SAF-1, susidedandio is
TWEEN 80, PLURONIC L121 ir skvaleno arba skvalano, su arba be muramilo
dipeptido, naudojimg ir teigia, kad ju duomenys rodo, kad kompozicija su muramilo
dipeptidu bus naudinga Zmoniy ir veterinarinéms vakcinos gauti. Pakartotinés
stimuliatoriaus injekcijos buvo vykdomos be muramilo dipeptido. Teigiama, kad
muramilo dipeptidas labai padidina antikiiny gaminimasi, lyginant su tuo, kai yra
naudojamas stimuliatorius be muramilo dipeptido. Lasteliy tarpininkaujamas
imuniSkumas buvo matuojamas kaip uzdelsto tipo hiperjautrumas, panaudojant
odos testus, norint nustatyti T-helperiy lasteliy indukcija. Toks hiperjautrumas buvo
stipresnis ir ilgesnis, kai muramilo dipeptidas buvo stimuliatoriaus sudéetyje.

Panadius stimuliatorius apras¢ Allison ir kt. (US patentas 4770874, kuriame
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konstatuojama, kad muramilo dipeptido ir pliuroninio poliolio kombinacija i§ esmés
sukelia stipry lasteliy tarpininkaujama ir humoralinj atsaka prie§ kiauginio
albuming); Allison ir kt. (US patentas 4772466); Murphy-Corb ir kt., Science 246,
1293 (1989) (konstatuojama, kad kombinuoty su muramilo dipeptidu stimuliatoriy
naudojimas gali padidinti tiek humoralinio, . tiek lastelinio imuninio atsako
indukcija); Allison ir Byars, Vaccines 87, 56 (1987) (paZymima, kad SAF (su
muramilo dipeptidu) sukelia lasteliy tarpininkaujama imuniskuma, kas buvo
parodyta pagal uzdelsto tipo hiperjautruma, T-lasteliy proliferatinius atsakus )
antigeny, interleukino-2 gaminimasi ir specifine genetiskai apribota nesanciy
imunizuojantj antigeng taikinio lasteliy lize); Allison ir Byars, Immunopharmacology
of Infectious Diseases: Vaccine Adjuvants and Modulators of Non-Specific Resistance
191-201 (1987); Morgan ir kt., J. Medical Virology 29, 74 (1989); Kenney ir kt., J.
Immunological Methods 121, 157 (1989); Allison ir Byars, J. Immunological Methods
95, 157 (1986) (parodyta, kad aliuminio druskos ir mineraliniy alieju emulsijos
padidina antikiiny formavimasi, bet ne Iasteliy tarpininkaujama imuniSkuma; o
lasteliy tarpininkaujamg imuniskuma sukelia muramilo dipeptido kompozicijos);
Byars ir kt., Vaccines 8, 49 (1990) (konstatuojama, kad ju stimuliatoriy kompozicija
Zymiai padidina humoralinius atsakus ir maZesniu laipsniu padidina lasteliy
tarpininkaujamas reakcijas i gripo hemagliutinino antigena); Allison ir Byars,
Molecular Immunology 28, 279 (1991) (3is darbas néra $io isradimo pirmtakas)
(konstatuojama, kad muramilo dipeptido funkcija yra susijusi su citokiny ekspresijos
indukcija, pagrindiniy histosuderinamumo (MHC) geny ekspresijos padidinimu; jie
taip pat paZymi, kad gavo geresnius antikiiny ir lastelinius atsakus negu su kitais
stimuliatoriais, .ir tikisi nustatyti, ar panasi strategija yra veiksminga Zzmonéms);
Allison ir Byars, Technology Advances in Vaccine Development 401 (1988)
(apraSomas lasteliy tarpininkaujamas imuni$kumas, naudojant SAF); Epstein ir kt.,
Advance Drug Delivery Reviews 4, 223 (1990) (pateikiama jvairiy stimuliatoriy,
naudojamy vakciny preparatuose, apzvalga); Allison ir Byars J. Immunological

Methods 95, 157 (1986) (paZzymima, kad muramilo dipeptido pridéjimas j
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stimuliatoriy labai padidina lasteliy tarpininkaujamus atsakus j daugybe antigeny,
iskaitant monokloninius imunoglobulinus ir virusinius antigenus); ir Morgan ir kt., J.
Medical Virology 29, 74 (1989) (apraSomas SAF-1 panaudojimas vakcinoms prie§
Epstein-Barr virusg gauti).

Kwak ir kt., Idiotype Networks in Biology and Medicine, Elsevier Science
Publishers, p. 163 (1990) (Sis darbas néra $io iSradimo pirmtakas) apraso SAF
stimuliatoriaus be muramilo dipeptido panaudojima B-lasteliy limfomos idiotipui
zmonese.  Konkreciau, emulsija, sudaryta i§ Pluronic L121, skvalano ir 0,4%
TWEEN 80 fosfato buferio su NaCl tirpale, buvo jvedama su idiotipu. Jie raso, kad
“stimuliatoriaus pridéjimas gali toliau padidinti... humoralinius atsakus, o taip pat
palengvinti Iasteliniy atsaky indukcija”.

Kiti imunologiniai preparatai apima liposomas (Allison ir kt., US patentai
4053585 ir 4117113); ciklinius peptidus (Dreesman ir kt., US patentas 4778784),
pilnaji Freundo stimuliatoriy (Asherson ir kt., Immunolog: 22, 465 ( 1972); Berman
it kt., International J. Cancer 2, 539 (1967); Allison, Immunopotentiation 18, 73
(1973); ir Allison, Non-Specific Factors Influencing Host Resistance 247 (1973));
ISCOM (Letvin ir kt., Vaccines 87, 209 (1987)); stimuliatorius, turingius nejoniniy
blok-polimery agentus, suformuotus kartu su mineraline alyva, pavirSiaus aktyviu
agentu ir TWEEN 80 (Hunter ir Bennett, J. Immunology 133, 3167 (1984); ir Hunter
ir kt., J. Immunology 127, 1244 (1981)); stimuliatorius, sudarytus i§ mineralinés
alyvos, emulgiklio ir su arba be uzmusty mikobakterijy (Sanchez-Pescador ir kt., J.
Immunology 141, 1720 (1988)); ir kitus stimuliatorius, tokius kaip muramilo
dipeptido lipofiliniai dariniai ir rekombinantiniai baltymai su prijungtu muramilo

dipeptidu (id.).

ISradimo santrauka

PareiSkeéjas idrado saugy ir naudinga biida bei kompozicijas, kuriomis

zmonese ir prijaukintuose ar zemés ukio gyvuliuose gali biiti indukuojami CTL
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atsakai. Blidas apima turin¢iy nédidelj tok§i§kﬁmq gyvuliams arba visai neturindiy
toksiskumo antigeno kompozicijy naudojima. Sios kompozicijos savo sudétyje neturi
imunostimuliuojan¢io peptido (pvz., muramilo dipeptido), kurio buvimas gali
sumazinti norimg lastelinj atsaka. Be to, $ia metodika paprasta naudoti ir ji
nereikalauja papildomo darbo rekombinantinéss DNR metodu in vivo, kurio metu
egzistuojanciy lasteliy antigeniSkumas didéja. Sis iSradimas yra nelauktas, nes
nesitiketa, kad su tokia antigeno kompozicija, kurioje néra imunostimuliuojanéiy
arba jiems ekvivalentiSky peptidy, galima indukuoti CTL atsakus. Pareiskéjo
atradimai tokias antigeno kompozicijas leidzia naudoti jvairiy ligy atveju, o taip pat
ir kaip profilaktinj agenta. Pavyzdziui, antigeno kompozicija gali biiti naudojama
gydant tas virusines ligas, kuriose CTL atsakas yra svarbus, pavyzdZiui, gydant ZIV
infekcijg arba gripg; ji taip pat gali biiti naudojama gydant bakterines infekcijas,
vezj, parazitines infekcijas ir panaSias. Kombinuota antigeno kompozicija su
tinkamu antigenu yra naudinga profilaktikai, uzkertant kelia jvairioms auks¢iau
paminétoms virusinéms infekcijoms, ypatingai ZIV infekcijos ir taip pat pacienty,
kurie gali susirgti véZiu, profilaktikai, pavyzdziui, po pirminio auglio pasalinimo.
Taigi, vienu aspektu iSradimas pateikia CTL atsako Zmonése ir
prijaukintuose (pvz., katése arba Sunyse) arba zemés ikiui svarbiuose gyvuliuose
(pvz., arklinose, karvése arba kiaulése) i antigena, kitokj nei B-lasteliy limfomos
antigenas ar kiauSinio albuminas, indukcijos biida. Bidas apima antigeno, j kurj
norima sukelti CTL atsaka, ir netoksiniy antigeno kompozicijy, pateikimo stadijas.
Sios kompozicijos apima, susideda arba i§ esmés susideda i stabilizuojancio agento,
miceles sudaranCio agento ir biologiskai skaldomo ir biologiskai suderinamo
aliejaus. Geriau, kai $i kompozicija savo sudétyje neturi jokio imunostimuliuojanéio
agento arba tokio komponento turi labai nedidelj kiekj, kad nebiity sumaZintas
norimas lastelinis atsakas. Geriau, kai §i kompozicija yra pateikiama stabilios
“alyva-vandenyje” emulsijos formoje. Tokiu biidu, kiekvienas komponentas yra
parenkamas taip, kad kompozicija be faziy atsiskyrimo islikty emulsijos biisenoje

maziausiai vieng menesj, o geriau daugiau nei metus. Pagal §j biida, i$ antigeno ir
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antigeno kompozicijos yra formuojamas _r_;__1_i§iny§ (geriau mikrosuskystinimo bidu),
kurio jvedamas gyvuliui kiekis yra- pakankamas, kad indukuoty CTL atsaka.
Reikalingas tik vienkartinis toks jvedimas.

Terminas “stabilizuojantis detergentas” reiskia detergenta, kuris islaiko
komponentus stabilioje emulsijos biisenoje. Tokiems detergentams priklauso
polisorbatas, 80 (TWEEN) (sorbitan-r.nono-9-oktadecenoat-poli(oksi-2.2-
etandiilas); kurj gamina ICI Americas, Wilmington, DE), TWEEN 40, TWEEN 20,
TWEEN 60, Zwittergent 3-12, TEEPOL HB7 ir SPAN 85. Siy detergenty kiekis
paprastai yra 0,05-0,5%, geriau apie 0,2%.

Terminas “miceles sudarantis agentas” reiSkia agenta, kuris sugeba kity
komponenty suformuoty emulsija stabilizuoti micelinéje struktiiroje. Infekcijos
vietoje tokie agentai yra linke sukeltj nedidelj sudirginima, o dél susidariusiy naujy
makrofagy padidéja lastelinis atsakas. Tokiy agenty pavyzdziais yra polimerinés
pavirSiaus aktyviosios medziagos, kurios yra apraSytos BASF Wayndotte
publikacijose, pvz., Schmolka, J. Am. Oil. Chem. Soc. 54, 110 (1977) ir Hunter ir kt.,
J. Immunol. 129, 1244 (1981) (abu yra duodami kaip literatiiros Saltiniai):
PLURONIC L62LF, L101 ir L64, PEG1000 ir TETRONIC 1501, 150R1, 701, 901,
1301 ir 130R1. Tokiy agenty cheminés struktiiros yra gerai zinomos. Pagal Hunter ir
Bennett, Journal of Immunologv 133, 3167 (1984), geriau, kai pasirinkto agento
hidrofilinis-hidrofobinis balansas (HCB) yra tarp 0 ir 2. Pirmenybé teikiama 0,5-
10% agento kiekiui, o geriausia, kai jo kiekis yra 1,25-5%.

Aliejus yra paimtas tam, kad padidinty antigeno i3laikyma “alyva-vandenyje”
emulsijoje, t.y. norimas antigenas yra apriipinamas tirpikliu. Pirmenybeé yra teikiama
aliejui, kurio lydymosi temperatiira yra zemesné uz 65°C, nes tada emulsijg bus
éalima gauti kémbario temperatiiroje (apie 20-25°C) arba ji iSlaikys savo struktiirg
temperatlirai nukritus iki kambario. Tokiy aliejy pavyzdziais yra skvalenas,
skvalanas, EICOSANE, tetratetrakontanas, glicerolis ir rieuty arba kity augaly
aliejus. Aliejaus Kiekiai gali biiti tarp 1 ir 10%, o geriausiai Kai jo kiekis sudaro 2,5-

5%. Svarbu, kad aliejus blity biologiskai skaldomas ir suderinamas, nes tada kiinas
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gales ji suskaldyti per tam tikrg laika, ir aliejaus naudojimo metu nebus nepalankiy
efekty, tokiy kaip granulomos, kurios atsiranda naudojant aliejus..

Svarbu, kad auk$¢iau paminétos kompozicijos sudétyje néra peptidinio
komponento, ypatingai muramilo dipeptido (MDP). Toks peptidas trukdyty CTL
atsako indukcijai, jeigu jo kiekis pateikiamoje- Zmogui kompozicijoje virdija 20
mikrogramy. Pirmenybé yra teikiama antigeno kompozicijoms, kurios neturi savo
sudétyje tokiy peptidy, nepaisant jy matomos imuninés sistemos humoralinés dalies
stimuliacijos. Tokiu blidu, pareidkéjas atrado, kad tokie peptidai yra nenaudingi
sukeliant citotoksiniy T-limfocity atsaka, nors jie ir gali padidinti humoralinj atsaka.

Kitu poziliriu, antigeno kompozicija yra sudaroma, imant tik du i3 trijy
auksCiau minéty komponenty, ir naudojama CTL atsako auk3¢iau minétuose
gyvuliuose ir Zmonése indukcijai kartu su bet kuriuo norimu antigenu (is terminas
apima baltymus, polipeptidus ir jy imunogeninius fragmentus), i$skyrus kiauinio
albuming (arba kitus albuminus, pvz., HSA, BSA ir ovalbumina).

Pareiskejas mano, kad skirtos Zmonéms auk3¢iau minétos kompozicijos yra
naudingesnés uz ankstesnes kompozicijas (iskaitant ISCOM, DETOX ir SAF).
Skirtingai nuo kity kompozicijy, i 3ig kompozicija jeina miceles formuojantis
agentas. bet joje néra peptidy, lasteliy sieneliy griaudiy ar bakteriniy lasteliy
komponenty. Pateikiama kompozicija taip pat indukuoja CTL atsaka, kuris arba
visai néra indukuojamas ankstesnémis kompozicijomis, arba yra zymiai didesnis,
lyginant su jomis.

Terminas “netoksinis” reidkia, kad antigeno kompozicija arba visai neturi
pasalinio poveikio gydomiems gyvuliams ar Zmonéms, arba jis yra nedidelis. Eiliniai
patyre medicinos ir veterinarijos srities specialistai pastebés, kad §is terminas turi
placig reikSme. Pavyzdziui, sveiki gyvuliai arba Zmonés gali toleruoti tik nedideli
toksisSkuma, tuo tarpu sergantys Zmonés realiai gali toleruoti didesnj toksiskuma.

Tinkamiausiuose realizavimo variantuose antigeno kompozicija i§ esmés
sudaro du arba trys komponentai (detergentas, agentas ir aliejus); biida sudaro

vienkartinis midinio (antigenas plius antigeno kompozicija) jvedimas zmogui arba
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gyvuliui; viruso infekuotas Zmogus arba gyvulys turi vieng arba daugiau virusinés
infekcijos simptomy (kuriuos nustato atitinkamos medicinos srities gydytojas); ir
antigeno kompozicija yra netoksiSka Zmonéms arba gyvuliams.

Kituose realizavimo variantuose antigenas yra pasirenkamas i3 ZIV antigeny
antigeniniy daliy: gp160, gag, pol, Nef, Tat ir Rev; maliarijos antigeny: CS baltymo
ir sporozoito pavirSiaus 2 baltymo; hepatito B pavirSiaus antigeny: Pre-S1, Pre-S2,
Hbc Ag ir Hbe Ag; gripo antigeny: HA, NP ir NA; hepatito A paviriiaus antigeny;
Herpes viruso antigeny: EBV gp340, EBV gp85, HSV gB, HSV gD, HSV gH, HSV
ankstyvojo baltymo produkto, zmogaus papilomos viruso antigeny (pvz., HPV
antigeny, tokiy kaip L1, E4, E6, E7 antigenai, ypatingai E6 ir E7 antigenai i3
HPV16 ir 18, kurie yra du bendriausi HPV tipai, susije su kakline karcinoma; E4 ir
L1 antigeny, idvesty i$ HPV6 ir HPV11, kurie yra du bendriausi HPV tipai, susije su
smailiagale kondiloma): prostatos specifinio antigeno (PSA), citomegaloviruso gB,
citomegaloviruso gH ir IE gP72 baltymo; kvépavimo sincitinio viruso antigeny: F
baltymo, G baltymo ir N baltymo; ir auglio antigeny: karcinomos CEA, susijusios su
mucinu  Karcinomos, karcinomos P21, karcinomos P33, melanomos MPG,
melanomos P97 ir karcinomos Neu onkogeno produkto, karcinomos P53 geno
produkto, melanomos antigeno, vadinamo MAGE, ir mutacinio p21 ras baltymo,
sutinkamo daugybéje piktybiniy augliy.

Kitu pozitriu, iSradimas pateikia kompozicija, susidedandia ar i§ esmés
susidedanCia i§ antigeno, sumaiSyto su auk3&iau apradyta antigeno kompozicija, o
antigenas yra pasirenkamas i3 auk3iau ivardinty antigeniniy daliy.

Dar kitais pozitriais, iSradimas pateikia infekuoty ZIV virusu, serganéiy
maliarija, gripy, hepatitu, véZziu, infekuoty Herpes virusu, serganciy kakliniu véziu,
smailiagale kondiloma (lytinés karpos) ar infekuoty kvépavimo sincitiniu virusu
pacienty gydymo metodus, jvedant kompozicija, kurig sudaro iprastas antigenas
(pvz., pasirinktas 1§ aukiCiau iSvardinty), sumaiSyta su viena i§ aukiGiau minétu
antigeno kompozicijy. Sie antigenai ir gydymo budai yra tik pavyzdziai tokiy

antigeny, kurie gali biiti naudojami antigeno kompozicijy sudaryme.
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Kiti iSradimo bruozai ir privalumai aiskiai matysis i§ toliau duodamy
realizavimo varianty, kuriems yra teikiama pirmenybé, apraSymo ir i¥ isradimo

apibrézties.

Tinkamiausiu realizavimo variantu aprasvmas

IS pradziy bus trumpai aprasyti bréZziniai.
BréZziniai

Fig. 1A-1C ir 4A-4C yra grafiskai pavaizduoti duomenys, palyginantys CTL
indukcija jvairiomis ovalbumino kompozicijomis. Visose figiirose E:T reiskia
efektoriaus santykj su taikiniu;

Fig. 2A ir 2B yra grafiskai pavaizduoti duomenys, palyginantys CTL indukcija
ivairiomis B-galaktozidazés kompozicijomis;

Fig. 3 yra grafidkai pavaizduoti duomenys, palyginantys CTL indukcija
ovalbuminu, esanciu liposomoje, ir ovalbuminu, esandiu antigeno kompozicijoje;

Fig. 5 ir 6 yra grafiskai pateikti duomenys, rodantys CD4 ir CD8 lasteliy
i$sieikvojimo jtakg CTL indukcijai;

Fig 7 yra grafiSkai pavaizduoti CTL indukcijos gp120 duomenys;

Fig. 8 yra grafiSkai pavaizduoti CTL indukcijos plurono, TWEEN ir antigeno
miSiniu duomenys;

Fig. 9 yra grafiskai pavaizduoti CTL indukcijos skvalano, TWEEN ir
antigeno misiniu duomenys;

Fig. 10 yra grafiSkai pavaizduoti CTL indukcijos skvalano, plurono ir
z}ntigeno miéinju duomenys;

Fig. 11 yra grafiskai pavaizduota OVA su jvairiomis antigeno kompozicijomis
itaka CTL atsakui;

Fig. 12 yra grafiskai pavaizduota anti-gp120 IIIb antikliny indukcija

bezdzionese jvairiomis antigeno kompozicijomis;
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Fig. 13 vaizduoja HOPE 2 lasteliy antinavikinj aktyvuma, praéjus 10 dieny
po vienkartinés imunizacijos tirpiu E7 baltymu su stimuliatoriumi; ir
Fig. 14 vaizduoja HOPE 2 Iasteliy antinavikinj aktyvuma, praéjus 10 ir 19

dieny po dviejy imunizacijy tirpiu E7 baltymu su stimuliatoriumi.

Antigeno kompozicija
Bendrais bruoZais $io iSradimo antigeno kompozicijos yra apradytos aukidiau.

Eilinis Sios srities specialistas pripaZins, kad lygiavertés kompozicijos yra lengvai
paruoSiamos ir galima tikétis, kad jos turés lygiavertes CTL atsako indukcijos
savybes. Tokiy kompoziciju savybés yra lengvai tiriamos, naudojantis metodikomis,
kurios yra apradytos zemiau pateikiamuose pavyzdziuose.

Cia yra pateikiami isradime naudojamos antigeno kompozicijos (AF),
sudarytos i$ apie 2,5% skvalano, 5% pluroninés rigities ir TWEEN 80 fosfato
buferio su NaCl tirpale, pavyzdziai. Konkre¢iau, AF emulsija susideda i3: 15 mg
skvalano, 37,5 mg poloksamero 401 (PLURONIC L121), 6 mg polisorbato 80
(TWEEN 80), 0,184 mg kalio chlorido, 0,552 mg kalio hidrofosfato, 7,36 mg natrio
chlorido ir 3,3 mg natrio dihidrofosfato (bevandenio) 1-me ml vandens, pH 7,4.
Pagal standarting metodika (Microfluidics Model MI110F) & emulsija yra
mikrosuskystinama, esant 11000-14000 psi priesslégio moduliui, laipsnidkai
grazinamas slégis iki atmosferinio, atSaldoma ir supakuojama j leda.

Kituose pavyzdZiuose antigenas buvo maiSomas su mikrosuskystintu skvalano
(S), pluroninés riigsties (P) ir TWEEN 80 (T) miSiniu taip, kad galutinés
koncentracijos sudaryty: 0,2% TWEEN 80, 1,25% pluroninés riigities ir 5%
skvalano. Antigenui specifinio imuninio atsako indukcijai biiting subkomponenty
nustatymui buvo ruoSiami skvalano-TWEEN 80, pluroninés riigities-TWEEN 80 ir
skvalano-pluroninés riigities misiniai, kuriy koncentracijos buvo tokios pagios, kaip
ir trijy komponenty midinyje. Taip pat individualis pluroninés riigsties, skvalano ir
TWEEN 80 tirpalai buvo naudojami atskiry komponenty jtakos j CTL indukcija
nustatymui. Ivairiy TWEEN dariniy jtaka CTL indukcijai ova sistemoje buvo



12
LT 4308 B
nustatoma TWEEN 80 kei¢iant TWEEN 20, TWEEN 40 ir Zwittergent. Trijy

komponenty sistemoje skvalanas buvo kei¢iamas Eicosone ir Triacontone, o
pluroninés riigsties kopolimeras toje pacioje kompozicijoje - PEG 1000, Pleuronic
L62LF ir Tetronics 1501 ir 150R1. Ova specifiniy CTL indukcijos bandymams buvo
naudojamos dviejy komponenty kompozicijos, sudarytos i3 ivairiy analogy
ivairiomis kombinacijomis. Siam tikslui buvo panaudoti cholesterolio-TWEEN 80,
skvalano-TWEEN 20, pristano-TWEEN 80 ir alyvy aliejaus-TWEEN 80 misiniai.
Stabilizacijos tyrimuose buvo naudojamas mikrosuskystintas skvalano-TWEEN 80 ir
5% dekstrozés miSinys. Visais atvejais kompozicijy kombinacijos buvo maiSomos
mikroskystintuve iki stabilios emulsijos. Kai kuriuose eksperimentuose, indukuojant
CTL ir humoralinj atsaka, dviejy komponenty kompozicijos buvo maiiomos su
ivairiais MDP kiekiais. 1 lenteléje yra pateikiamas i§samus Siame tyrime naudoty

ivairiy kompozicijy sarasas.

1 lentele
Ivairiy pakeitimy trijy ir dviejy komponenty sistemose jtaka

Pakeitimai triju komponentu kompozicijose sunaikinimo % (esant E:T 100:1)

STP 84
Tween 40 (T) 66
Tween 20 (T) 48
T1501 (P) 0
T150R1 (P) 0
Pluronic L62LF (P) 47
Eicosane (S) *
PEG1000 (P) *
Triacontane (S) *
Zwittergent (T) *
Pakeitimai dvieju komponentu kompozicijose

ST 76
PT 45
SP 26
Cholesterolis (S) + Tween 80 0
Skvalanas + Tween 20 (T) 65
Pristanas (S) + Tween 80 42

Alyvy aliejus (S) + Tween 80 69
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Vieno komponento kompozicija
Pluronic L121 0
Skvalanas 0
Tween 80 0
Skvalanas + Tween 80 + 5% dekstrozes - 86

* CTL bandymai kartojami

Stimuliatoriaus kontrolei buvo naudojama susidedanti i§ dviejy daliy Syntex
stimuliatoriaus kompozicija (mikrosuskystinta; SAFm). I dalj sudaro 5% skvalano,
1,25% pluroninés rigsties ir 0,2% TWEEN 80 (tirpiklis arba I-SAF) tirpalas kalio
fostato su NaCl buferyje. II dalj sudaro N-acetilmuramil-L-treonil-D-izogliutaminas
(Thr-MDP), kuris yra mikobakterijy lasteliy sieneliy komponento darinys.
Imunizacijai antigenas buvo maiSomas su mikrosuskystintu tirpikliu (I dalis), norint
gauti homogenine emulsijs. SAFm gavimui pridedamas MDP ir trumpai
pamaiSoma. Optimalios CTL indukcijos nustatymui buvo bandomos jvairios MDP
koncentracijos. Stimuliatoriaus kontrolei pelés taip pat buvo imunizuojamos tirpiais
antigenais, sumaiSytais su alum pagal gamintojo instrukcija (Pierce Chemicals,
Rockford, IL) arba su pilnuoju Freundo stimuliatoriumi (CFA).

Si antigeno kompozicija buvo naudojama, indukuojant citotoksiniy T-
limfocity atsakus pelése. Eilinis $ios srities specialistas pripazins, kad toks peles
modelis parodo, kad ekvivalentiSki eksperimentai arba poveikiai panasiai sukelia
citotoksiniy T-limfocity atsakus Zzmonése ir prijaukintuose arba Zemés {kio
gyvuliuose. Norint pasiekti norimg lastelini atsaka, antigeno ir antigeno
kompozicijos kiekis gali biti nustatytas empyriskai pagal standartines metodikas,
kurias gerai Zino eilinis $ios srities specialistas, tokiu biidu i§vengiant nereikalingy
eksperimenty. Taigi, norédamas minimizuoti poveikio tokiu midiniu pa3alinius
efektus, eilinis Sios srities specialistas gali nustatyti minimaly miSinio kieki,
reikalingag CTL atsakui Zzmonése ir prijaukintuose ar zemés ikio gyvuliuose sukelti,

tokiu biidu indukuojant imuniskuma norimam antigenui. Normaliai naudojant, tokio



14
LT 4308 B

midinio injekcija yra atlickama pagal jvairias standartines metodikas, tagiau
ypatingai teikiama pirmenybé intraraumeninei injekcijai tokioje vietoje, kur

emulsija galéty islikti stabilioje biisenoje kelias dienas ar savaites.

Metodai
Jeigu kitaip nenurodyta, Zemiau pateikiamuose pavyzdZiuose buvo

panaudotos $ios medziagos ir metodai::

Pelés

CS7BL/6 (H-2°) ir BALB/c (H-2%) peliy patelés buvo isigvtos i§ Harlen

Sprague (San Diego, California).

Antigenai

Ovalbuminas (ova, Grade VII; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) buvo
naudojamas natyvus. B-Galaktozidazé (B-gal, Grade VIII; BLR) buvo naudojama
natyvi, o taip pat 2 min i$virinta 1M NaOH. Rekombinantinis gp120 buvo isigytas i3

American Biotechnology.

Auglio lastelés ir transfekantai
Buvo naudojamos Ia linijy EL4 (C57BL/6, H-2° thymoma) ir P815 (DBA/2,

H-2¢ mastocytoma) augliy lasteles. Ova produkuojanéio EL4 transfekanto (EG7-
ova) gavimas yra apraSytas Moore ir kt., Cell 54, 777 (1988). P13.1 p-gal
produkuojantis transfekantas buvo iSvestas 1 ml kalio fosfato su NaCl buferyje,
elektroporuojant 107 P815 lasteliy su 10 mg pCH110 linearizuoty Pstl (Pharmacia
LKB Biotechnology Inc., Piscataway) ir 1 mg pSV2 neo linearizuoty Pvul (Southern
ir kt., J. Mol. Appl. Genet. 1, 327 (1982)), o po to vykdant atrinkima 400 ug/ml
antibiotiku G418. C3-4 transfekantas buvo gaunamas i§ BALB/c Igm 662
hibridomos, transfekuojant ja plazmide, koduojanéia B-gal gena, sulieta su treciuoju

ir ketvirtuoju IgM sunkiosios grandinés egzonu (Rammensee ir kt., Immunogenetics
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30, 296 (1989)). gp160IIIb, ekspresuojantj 3T3 fibroblastg (15-12), pateiké Dr.
Germain i§ NIH (Bethesda, Md). K® transfekuota L lasteliy linija pateiké Dir.
Carbone (Monash University, Australia). D ir L® transfekuotas lasteliy linijas

pateiké Dr. Ted Hensen (Washington University, St. Louis).

Imunizacija
Po citoplazminio apdorojimo pagal Moore ir kt., supra ir Carbone ir kt., J.

Exp. Med. 169, 603 (1989), pelés buvo intraveniSkai imunizuojamos 25x10°
splenocity suspensija. Imunizacijai ova-antigeno ir B-gal-antigeno kompozicijomis
po 30 g kiekvieno baltymo antigeno buvo subkutanikai suleidziami pelei i letenéle
ir uodegos pagrinda. Kiekviena 200 gl tiirio injekcija sudaro 67 ul mikrosuskystintos
antigeno kompozicijos (paruo3tos pagal standartines metodikas) ir 30 g antigeno
baltymo. Galutinis tliris pasiekiamas, skiedziant HBSS (zr., Whittaker manual
(Welkersville, MD)). MDP kiekiai buvo nuo 0 iki 300 ug. Kur nurodyta, pelés buvo

imunizuojamos tirpiy antigeny CFA arba alum 200 ! tiirio misinio tirpalu.

Efektoriu populiaciju stimuliacija in vitro

Maziausiai 14 dieny prie§ inkubacijg aktyvuotos normaliy arba imunizuoty
peliy bluznies lastelés (30x10°) ova atsaky gavimui buvo inkubuojamos su 1,5x 10°
EG7-ova (apsvitinta 20000 rad), o B-gal atsaky gavimui buvo inkubuojamos
plokstelés 24 duobutése su 1,5%10° C3-4 lasteliy (apSvitinty 20000 rad), esant 37°C
temperattrai ir 7% CO; koncentracijai ore. Visos audiniy kultiiros buvo ruoiamos
pilnoje IMDM terpéje (zr. Whittaker manual (Welkersville, MD)), kurioje buvo
10% versiuko fetalinio serumo (FCS), 2 mM gliutamino, gentamicino ir 2x10° M 2-
merkaptoetanolio. Issieikvojimo in vitro eksperimentuose CD4* ir CD8* Iasteliy
padalinimui, aktyvuotos in vivo arba stimuliuotos in vitro bluznies lastelés buvo
veikiamos monokloniniais antikiinais (mAb) RL.172 (anti-CD4) arba mAb 3.168
(anti-CD8) (Sarmiento ir kt., J. Immunol. 125, 2665 (1980) ir Ceredig ir kt., Nature
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314, 98 (1985)). mAb RL.172 ir mAb 3.168 buvo gauti i Dr. Jonathan Sprent
(Scripps Clinic and Research Foundation, La Jolla, CA).

MaZiausiai 21 dieng prie$ inkubacija aktyvuotos normaliy arba imunizuoty
peliy bluZnies lastelés (30x10°) pilnoje IMDM terpeje (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA), turinCioje 10% prie$ tai atrinkto FCS (ICN Flow; ICN Biochemicals, Inc.,
Costa Mesa, CA), 2 mM gliutamino, gentamicino ir 2x10° M 2-merkaptoetanolio,
buvo inkubuojamos su 1,5%10° 15-12 lastelémis (45 min paveiktomis 200 ug
mitomicino C/10° lasteliy) arba su 500 g 18I1Ib peptido, turincio dominantinj CTL
epitopa Balb/c pelése.. In vitro stimuliacijai peptidais, bluznies lastelés buvo
auginamos pilnoje IMDM terpéje, turincioje 5% ConA nuopilo.

Isieikvojimo eksperimentuose CD4™ ir CD8" T lgsteliy (22,23) pasalinimui,
esant zemo toksiSkumo triusio komplementui (Cederlane Laboratories, Ltd.,
Hornby Ontario, Canada), aktyvuotos in vivo arba stimuliuotos in vitro bluznies
lastelés buvo veikiamos RL.172 (anti-CD4) arba 3.168 (anti-CD8) mAb. mAb
RL.172 ir mAb 3.168 padovanojo Dr. Jonathan Sprent (Scripps Clinic and Research
Foundation, La Jolla, CA).

Citotoksiskumo bandymas
Taikinio lastelés (1x10°) 60 min buvo Zymimos 100 uCi ['Cr] natrio

chromatu. Zyméjimo laikotarpiu peptidy impulsiniams taikiniams buvo pridedama
50 ul 1 mg/ml peptido tirpalo HBSS. Po plovimo, 10* paZzyméty taikinio lasteliy ir
eiles skiedimy efektoriy lastelés 4 valandas buvo inkubuojamos 200 ul RP10, esant
37°C temperatirai. Surenkama 100 ul nuopilo, o specifiné lize skaiCiuojama taip:
specifings lizés procentai = 100 X {(iSlaisvinimas CTL - spontaniskas iSlaisvinimas)/
(maksimalus iSlaisvinimas - spontaniSkas i3laisvinimas)}. Nesant citotoksiniy T-
limfocity, spontaniskas iSlaisvinimas visuose eksperimentuose sudaré <25%

detergenty sukelto maksimalaus iSlaisvinimo.

Antikiinu atsaku pelése ir bezdZionése nustatvmas
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Kiekviena i§ 96 plokstelés U formos duobuciy (Costar, Cambridge, MA)
buvo padengta 150 ng ova arba gp120 50 ul HBSS tirpalo ir inkubuota per naktj 4°C
temperatiiroje. Anti-gpl120 ir anti-ova antikiiny atsaky pelése nustatymui plokstelés
buvo blokuojamos 1 val. 1% BSA. Po to | kiekviena duobute pridedama po 15 ul
laipsnikai praskiesto serumo ir inkubuojama 2 val. Plokstelés perplaunamos ir j
kiekvieng duobute pridedama 1:1000 praskiesto ozkos anti-pelés IgG, konjuguoto su
HRPO (SBT, Alabama), tirpalo 1% BSA. Po 1 val. inkubacijos, plokstelés
perplaunamos, ir | kiekviena duobute pridedama po 100 ul substrato. ODugs
matuojamas po 10-15 min. Anti-gp120 antikiiny atsaky bezdzionése nustatymui
buvo panaudotos tos pacios metodikos, i3skyrus tai, kad plokstelés blokuotos ir
serumas praskiestas Hank’o subalansuotu drusky tirpalu, turinéiu 5% normalaus

ozkos serumo.

Peptidu sintezé

Sintetiniai peptidai, atitinkantys ovalbumino (ova 253-276) aminoriigidiy
sekg 253-276 (Seka Nr. 1: EQLESIINFEKLTEWTSSNVMEER, kur Kkiekviena
aminortigsti atitinka viena standartinio kodo raidé), pagrindinio mielino baltymo
(MBD 84-102) aminorigséiy seka 84-102 (Seka Nr. 2:
DENPVVHFFKNIVTPRTPP) ir gpl120Illb aminoriigd¢iy seka 308-322 (18IIb
seka), buvo susintetinti Applied Biosystems 430A sintezatoriumi kietos fazés
peptidy sintezes bldu. Aminoriigdtys buvo sujungtos i§ anksto pagamintais
simetriniais anhidridais, iskyrus asparaging, gliutaming ir arginina, kurie buvo
sujungti hidroksibenzotriazolo esteriu. Sujungimo efektyvumas buvo stebimas
ninhidrino reakcijos metodu pagal Kaiser ir kt., Anal. Biochem. 34, 595 (1970).
Pagal “mazas-didelis” metodika, aprasytqa Tam ir kt., J. Am. Chem. Soc. 21, 6442
(1983), nuo dervos polipeptidai buvo atskeliami HF ir ekstrahuojami 10% acto
ragstimi. Po liofilizacijos, ant Sephadex G-25 kolonélés i§ peptidy buvo pasalintos
druskos, o po to peptidy méginiai buvo gryninami per Vydac preparatyvine C-18

kolonele atvirkstineés fazés HPLC chromatografijos biidu. Isgryninti peptidai (98% )
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buvo iStirpinami HBSS (10 mg/ml) ir praskiedziami iki norimos koncentracijos

pilnoje terpéje.

Skaldymas CNBr

Baltymy méginiai (pvz., B-galaktozidazé) buvo veikiami 100 karty didesniu
bromciano moliy kiekiu 100 mM trifluoracto riigities tirpale. Reakcija buvo
vykdoma 18 valandy kambario temperatiiroje (apie 20°C). Pasibaigus reakcijos
laikui, peptidy meéginiai buvo atskiriami nuo reagento, naudojant SEP-PAK C-18

prietaisg (Waters), iSplaunami 95% acetonitrilo tirpalu ir liofilizuojami.

Sarminis skaldymas
Baltymy meéginiai (pvz., B-galaktozidazé) buvo veikiami 1 N NaOH ir
virinami 2 min. Gauti peptidy fragmentai nuo reagenty buvo atskiriami SEP-PAK

C-18 prietaisu (Waters), i8plaunami 95% acetonitrilo tirpalu ir liofilizuojami.

1 pavvzdys: I klasés ribota CTL aktvvacija
Moore ir kt., UCLA Symp. Mol. Cell. Biol. 113 (1989) ir Carbone ir Bevan, J.
Exp. Medicine 171, 377 (1990) parodg, kad bluznies lastelémis, kurioms i citoplazma

yra jvestas tirpus ova, imunizuotose pelése buvo aktyvuojamas ova specifinis I klasés
ribotas CTL atsakas. ova ekspresuojantis EL4 transfekantas EG7-ova buvo
panaudotas in vitro stimuliacijai in vivo aktyvuotais bluZnies limfocitais, o taip pat
panaudotas taikiniu ova specifiniam CTL tarpininkaujamam sunaikinimui. Sis
tyrimas taip pat parode, kad EG7-ova transfekantu ir bluznies lastelémis, kurioms i
citoplazmg jvestas tirpus ova, indukuoti CD8" efektoriai atpaZista ova 258-276
peptidu pazyméta H-2K", lizuoja EG7-ova, o taip pat sunaikina EL4 lasteles su
vestu ova-258-276. Taigi, norint nustatyti ar tirpus antigenas gali indukuoti I klasés
ribota CD8™ T lasteliy kelia, tam tikros antigeno kompozicijos parinkimui (kuri gali
blti panaudota tirpaus antigeno jvedimui j I klasés ribotg kelig) buvo panaudota

auksCiau minéta sistema.
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a)ova

C57BL/6 peles buvo vieng karta imunizuojamos jvairiais ova kiekiais (30 ug-
1 mg vienai pelei) su ir be antigeno kompozicijos. Pelés buvo imunizuojamos,
subkutaniSkai suleidziant preparata uodegos pagrindo srityje. Praéjus maZiausiai
dviems savaitéms po imunizacijos, i§ imunizuoty peliy buvo paimtos bluznies
lasteles, kurios in vitro buvo stimuliuojamos EG7-ova transfekantais. Net 30 ug ova
kiekis taip pat efektyviai veiké kaip ir 1 mg dozé. Dél §ios priezasties CTL tyrimai
buvo paprastai atliekami 30 ug ova imunizuoty peliy bluZnies lastelémis. Po penkiy
dieny auginimo in vitro su EG7-ova pagal ova specifiniy efektoriy, galiniy lizuoti
EG7-ova, buvima buvo nustatoma aktyvacija.

Peles, kurioms buvo suleista tirpus ova HBSS, kurio kiekis buvo net 1 mg,
nerode jokiy CTL aktyvavimo pozymiy (Fig. 1A). Tadiau imunizuotose aukiciau
apraSyta antigeno kompozicija (figlirose pazyméta AF) su 30 ug ova pelése buvo
stebimas zymus transfekantui specifinis CTL atsakas (Fig. 1C). Be to, ova-AF
imunizuoty bluZnies lasteliy indukuotas EG7-ova sunaikinimo kiekis yra panasus j
kieki bluZnies lasteliy, paveikty ova, imunizuotose pelése (Fig. 1B).

Aiskaus antrinio CTL atsako gavimui in vitro, stimuliuojant EG7-ova, pagal
bluznies lasteliy triikuma B-galaktozidaze imunizuotose pelése buvo parodyta, kad
CTL suZadinimo in vivo specifiSkumas yra antigenui specifinis. Ova specifinés CTL
indukcijos nebuvo pastebéta.

b) B-galaktozidazé

Panasus rezultatai buvo gauti ir naudojant kito tirpaus baltymo antigena - B-
galaktozidaze. B-gal specifinio CTL atsako bandymui taikiniu buvo naudojamos
BALB/c idvestas B-gal-ekspresuojantis C3-4 transfekantas. BALB/c peliy
imunizacija tirpia B-gal davé foninio lygio CTL atsaka. Dél to, specifinio CTL
atsako nustatymui matavimai buvo atliekami, praéjus maZiausiai astuonioms
savaitems po bluznies limfocity surinkimo ir penkiy dieny auginimo su apivitintais

C3-4 transfekantais.
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Fig. 2B rodo, kad 30 ug B-galaktozidazés AF indukuoja stipry specifini CTL
atsaka pries transfekanta. Kai efektoriaus ir taikinio santykis (E:T) yra 3:1, B-gal-AF
imunizuotose pelése stebima apie 80% specifinio C3-4 sunaikinimo. Tadiau, buvo
pasiekta tik 20% to paties taikinio sunaikinimo efektoriais, i$skirtais i3 B-gal-HBSS
imunizuoty peliy, esant tam paCiam E:T santykiui (Fig. 2A). Kadangi nei EL4, nei
P815 neekspresuoja II klasés MHC geno produkty, o lizé rodo singenine restrikcija,
tai Sie ova ir B-gal specifiniai efektoriai yra I klasés MHC restriktuoti.

Norint parodyti antigeno kompozicijos naudinguma, pelés buvo
imunizuojamos tirpiu ova, jterptu i dviejy tipy liposomas; vienas i§ jy buvo pH
jautrios liposomos. Praéjus vienai savaitei, kaip apradyta aukséiau, bluznies lastelés
buvo stimuliuojamos in vitro ir testuojamos >'Cr pazymétu EG7-ova arba ELA. Fig. 3
yra pateikiamas tipiSkas rezultatas, rodantis, kad jterptas i liposoma ova negali
aktyvuoti Zymios CTL indukcijos pelése. Panaslis rezultatai buvo pastebéti ir

imunizuojant ova alum.

2 pavyzdvs: Epitopo atpazinimas CTL
Carbone ir Bevan, supra, parodé, kad EG7-ova transfekantu arba

splenocitais, kuriems j citoplazma yra jvestas ova, C57BL/6 pelése indukuoti CTL
atpaZjsta ova 258-276 peptidu padengtas EL4 lasteles. Norint nustatyti, ar tirpus
ovalbuminas AF indukuoja panaSius CTL atsakus, i imunizuoty peliy buvo
surinktos bluZznies lastelés ir in vitro stimuliuotos su EG7-ova. Efektoriai buvo
testuojami prie§ EL7 lasteles, padengtas ova 258-276 arba kontroliniu peptidu,
iSskirtu i$ pagrindinio mielino baltymo (MBP 84-102). Rezultatai parodé, kad ova-
AF aktyvuoja ‘panaSaus specifiSkumo CTL, kaip ir transfekantai, arba jvestas i
citoplazmg ova (Fig. 1A, 1B ir 1C). ova-AF aktyvuotos efektoriy lastelés efektyviai
lizuoja EG7-ova ir netransfekuotas EL4 lasteles, padengtas 50 pg/10° lasteliy ova
peptido, tadiau nelizuoja ty EL4 lasteliy, kurios buvo padengtos 50 ug/10° lasteliy
MDB peptido.
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Carbone ir Bevan, supra, parodé, kad B-galaktozidazés sistemoje B-gal
ekspresuojantys transfekantai ir splenocitai su jvesta i citoplazma B-galaktozidaze,
indukuoja CTL, kurie lizuoja B-gal ekspresuojantj transfekanta ir netransfekuotas
P815 lasteles, padengtas Sarmais hidrolizuota B-galaktozidaze. Tirpi B-galaktozidazé

indukuoja CTL, kurie turi panasy specifiskuma liaiip ir imunizuojant AF Fig.2).

3 pavvzdys: CTL efektoriai yra CD8* T lastelés

Zemiau yra parodyta, kad tirpaus baltymo antigenai AF indukuoja CD8*
efektorines T lasteles. Imunizuoty peliy splenocitai 5 dienas buvo auginami su
apsvitintais transfekantais in vitro. Po to lastelés buvo surinktos ir atrinktos CD4*
arba CD8™ T lastelés, naudojant monokloninius anti-CD4 arba anti-CDS8 antikGnus
plius komplementa. Véliau lastelés buvo testuojamos ova sistemoje pries >'Cr-EG7-
ova arba B-gal sistemoje prie§ >'Cr-P13.1. Fig. 4 pateikti duomenys rodo, kad ova
sistemoje CD8" T lasteliy atrinkimas panaikino suteikta visai efektoriy lasteliy
populiacijai citolitinj aktyvuma. Ta¢iau CD4" T lasteliy populiacijos atrinkimas
netur€jo jokios jtakos EG7-ova lizei.

Pana8is rezultatai buvo gauti ir B-gal sistemoje, kur CD8* T lasteliy
atrinkimas panaikino B-gal-antigeno kompozicija imunizuoty bluZnies lasteliy

citolitinj aktyvuma.

4 pavyzdys: Tirpus ova AF aktyvuoja CD8* T lasteles

Norint parodyti, kad ova-AF aktyvuoja CD8” T lasteliy populiacijas in vivo ir
kad jam tenka lemiamas vaidmuo antriniam atsakui in vitro, i§ ova-AF imunizuoty ir
;Saprasrq peliy bluznies buvo atrinktos CD4* arba CD8" populiacijos.Véliau Sios
populiacijos in vitro buvo stimuliuojamos arba tik su EG7-ova, arba kombinacijoje
su CD4" ir CD8* T lastelémis i ova-AF imunizuoty peliy, arba jvairiomis
kombinacijomis su CD4" ir CD8" T lastelémis i§ ova-AF imunizuoty peliy ir
paprasty peliy CD4” ir CD8* T lastelémis. Fig.5 rodo, kad antrinio CTL atsako

pasireiSkime in vitro lemiamas vaidmuo tenka aktyvuotoms CD8* T lasteléms. Sie
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duomenys taip pat rodo, kad efektyvaus antrinio CTL atsako pasireiskimui in virro
reikalingos ir CD4" T lastelés. Aktyvacijai CD4* T lastelés néra biitinos. Panagiai ir
B-gal specifinio antrinio CTL atsako pasireiskimui in vitro yra reikalingos CD8* T
lastelés.

Auksciau pateikti pavyzdziai rodo antigeno kompozicijos jtaka I klasés riboto
CTL atsako indukcijoje prie§ tirpaus baltymo antigenus. Antigeno kompozicija
tarpininkauja tirpaus antigeno indukuota CTL aktyvacija, ir aktyvumas yra panagus i
transfekanty ir splenocity, kuriems j citoplazma ivestas tirpus ova arba pB-gal,
indukuotg aktyvumg. Ovalbumino sistemoje, EG7-ova, splenocitai su vestu
citoplazmg ova, ir ova-AF indukuoja: (a) I klasés CD8* apribota CTL: (b) CTL,
kuris atpaZjsta taikinj, sensibilizuota ova 258-276 sintetiniu peptidu; ir (c) ilgai
pasireiSkiantj po vienkartinés imunizacijos CTL. B-galaktozidazés sistemoje B-gal-
AF indukuoja CTL, kurie atpazista B-gal ekspresuojantj C3-4 transfekanta, o taip
pat netransfekuotas P815 lasteles, kurios yra sensibilizuotos $armais hidrolizuota B-
gal. Tai yra analogiSkas atvejis kaip ir CTL indukcija, imunizuojant bluznies
lastelémis, kurioms | citoplazma yra jvesta B-galaktozidazé. Ova specifiniy CTL
indukeija antigeno kompozicija yra unikali, nes nei iterptas j pH jautrig liposoma,
nei ova alum negali indukuoti CTL aktyvavimo in vivo.

Sie pavyzdziai rodo, kad aukiciau apraSyta antigeno kompozicija, o taip pat
jos ekvivalentai yra naudingi zmogaus terapijoje bei vakciny tobulinime, norint

indukuoti CTL jvairiy véziniy ir virusiniy susirgimy atveju.

S pavyzdys:
Tai yra charakteringas pavyzdys, rodantis auki¢iau minétos AF naudojima,

sukeliant I klasés ribota CTL aktyvacija tirpiu ZIV gp120.

gp160 IIIB ekspresuojanti lasteliy linija (15-12) buvo gauta i3 Balb/c
fibroblasty isvestoje 3T3 lasteliy linijoje, kuri buvo gauta i§ Dr. Ron Germain ir Dr.
Jay Berzofsky (National Institute of Health, Bethesda, M.D.). gp160 ekspresuojanti

Iasteliy linija buvo naudojama in vivo aktyvuoty bluznies limfocity stimuliacijai in
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vitro, o taip pat naudota taikiniu gp160 specifiniy CTL indukcijai. Balb/c pelés buvo
imunizuojamos vieng karta 10 ug vienai pelei gp160 doze su ir be AF. Peléms i
letenele ir uodegos pagrindo srityje po oda suleistas preparatas. Praéjus dviems
savaitéms po imunizacijos, i$ imunizuoty peliy buvo paimtos bluznies lastelés ir in
vitro stimuliuojamos apsvitintais gp160 transfekantais. Po penkiy dieny auginimo in
vitro, aktyvacija buvo jvertinama pagal specifiniy efektoriy, galinéiy lizuoti gp160
transfekantus, bet nelizuojanéiy netransfekuotas Iasteliy linijas, buvimg. Rezultatai
yra parodyti fig. 7, kur CTL atsakas yra sukeltas gp160-AF.

Tolimesni pavyzdziai demonstruoja $io iSradimo antigeno kompozicijy su
vienu arba dviem komponentais naudojima. Sie pavyzdziai rodo, kad CTL atsakai

gali buti indukuojami tik dviem i3 auksciau aprasyty trijy komponenty.

6 pavyzdvs: Kritiniy komponentu, reikalingu CTL indukcijai, nustatymas

Norint nustatyti, kuris i§ visy auki¢iau paminéty komponenty yra biitinas
antigenui specifiniy CTL indukcijai, pelés buvo imunizuojamos mikrosuskystinta
kompozicija, turinCia ovalbuming ir jvairias dviejy komponenty kombinacijas, kurios
yra pasirinktos i3 auk$Ciau pateikty AF sudaranéiy trijy komponenty. Buvo
naudojamos tokios dviejy komponenty kombinacijos: skvalanas/TWEEN PBS,
skvalanas/pluroniné riigstis PBS ir pluroniné riigstisyTWEEN PBS. Kita serija apima
peliy imunizacija ova kombinacijoje su vienu komponentu, pvz., skvalanu PBS,
pluronine riigdtimi PBS arba tik TWEEN PBS. Auki¢iau minéta trijy komponenty
antigeno kompozicija buvo pakeista, | pa3alinto vieno komponento vietg pridedant
PBS.

Auksciau minétos antigeno kompoicijos susideda i3: 0,300 g TWEEN 80
‘(Aldrich, WI); 1,875 g Pluronic L121 (BASF, NJ) ir 7,5 g skvalano (Aldrich, WI)
misinio, atskiesto iki 50 ml su PBS.

Naudotas dviejy komponenty kompozicijas sudaro:
skvalanas/TWEEN: 0,300 g TWEEN 80 ir 7,5 g skvalano misinys, atskiestas iki 50
ml su PBS.
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pluroniné rugstiss/TWEEN: 1,875 Pluronic L121 ir 0,3 g TWEEN misinys, atskiestas
iki 50 ml su PBS.

pluroniné rugstis/skvalanas: 1,875 g Pluronic L121 ir 7,5 g skvalano miginys,
atskiestas iki 50 ml su PBS.

Meéginiai buvo apdorojami mikroskystintuvu (model 110T, Microfluidics
corp.), supilami j buteliukus ir iki naudojimo laikomi 4°C temperatiiroje.

Buvo pagamintas ovalbumino (Sigma, MO) 0,3 mg/ml tirpalas HBSS
(Whittaker, supra). Sis tirpalas buvo maiSomas su dviejy komponenty kompozicija
tokiais kiekiais: 5 dalys 0,3 mg/ml ovalbumino tirpalo, 3,3 dalys 2 komponenty
kompozicijos ir 1,7 dalys HBSS.

Kompozicija sumaiSoma ir iki suleidimo laikoma lede. Visi tirpalai buvo
ruoSiami prie§ pat injekcija.

Kiekviena pelé gavo po 200 ul vienos kompozicijos, turinios 30 ul OVA,
tirpalg suleidzZiant j abi uZzpakalines letenéles, o likes tirpalo kiekis buvo
suleidziamas subkutani$kai uodegos pagrindo srityje. Po to pelés paliekamos
ramybeéje dviems-keturioms savaitéms iki bluznies paémimo.

Praéjus dviems savaitéms po imunizacijos, paruostos bluznies lastelés buvo
stimuliuojamos in vitro apdvitintu EG7-OVA. Po penkiy dieny auginimo OVA
specifiniy CTL buvimas buvo matuojamas testuojant prie§ >'Cr-EG7-OVA arba
’ICr-EL4 4 valandy *'Cr i8siskyrimo bandymu. Fig.8-10 pateikti duomenys rodo, kad
pridetas | mikrosuskystinta dviejy komponenty sistema ovalbuminas gali aktyvuoti
OVA specifinius CTL in vivo.

Toliau buvo jvertinamas individualaus komponento kombinacijoje su
baltymo antigenais santykinis jnasas j CTL indukcija. Imunizacijos tikslais tirpus
antigenas buvo maiSomas su pagalbinémis medziagomis, gaunant stabilig
homogening emulsija, kurios daleliy dydis yra tarp 250 ir 300 nm. Tolesniam
skvalano-Tween 80-pluroninés riigities (STP) kompozicijos komponenty, reikalingy
CTL indukcijai, nustatymui pelés buvo imunizuotos ova-skvalano-Tween 80 (ST),

ova-pluronines rigsties-Tween 80 (PT) ir ova-skvalano-pluroninés riigities (SP)
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miSiniais, kontrolei naudojant ova-skvalang (S), ova-Tween 80 (T) ir ova-pluronineg
rigstj (P). Stimuliatoriaus kontrolei pelés taip pat buvo imunizuojamos ova-SAFm
(turin¢iu 70 ug MDP) arba ova-alum miSiniais. Teigiamai kontrolei pelés buvo
imunizuojamos bluZnies lastelémis, j kuriy citoplazmga jvestas tirpus ova. Taip pat
buvo naudojamos ir kitos kombinacijos ir pakeitimai; rezultatai yra pateikti 1
lentelgje.

CTL aktyvavimo nustatymo tyrimams pelés buvo imunizuojamos vieng karta.
Pragjus dviems savaitéms po imunizacijos, bluznies lastelés buvo sumaisytos
penkioms dienoms su ap3vitintais EG7-ova (ova ekspresuojanéios EL4 Iastelés) ir
testuojamos pries *'Cr-EG7-ova arba >'Cr-EL4 lasteles. Rezultatai (fig. 11) rodo,
kad 30 ug ova kiekis kombinacijoje su STP arba ST pelése aktyvuoja I klasés ribota
CTL atsaka. Atrodo, kad ova specifiniy CTL aktyvacija ova-STP arba ova-ST yra
geresne negu indukcija bluznies lastelemis, kurioms | citoplazmg yra jvestas tirpus
ova. ova-PT arba ova-ST gali indukuoti tik nepastovius ir silpnus ova specifinius
CTL atsakus pelése. Kitaip negu SAFm, MDP pridéjimas j ST kompozicija nesukéle
ova specifiniy CTL indukcijos pelése (2 lentele). Ova specifiniy CTL indukcija
nebuvo pastebéta ir tais atvejais, kai pelés buvo imunizuojamos sumaiSytu su
individualiais komponentais (S, P arba T) ova, o taip pat ova-SAFm arba ova-alum.
Imunizuotose pelése netgi 1 mg ova kiekiu (a) HBSS, (b) SAFm arba (c) alum

nebuvo aktyvuoti ova specifiniai CTL.

2 lentelé

ST + MDP neblokuoja ova specifiniy CTL atsako indukcijos

: - citotoksiSkumo % pelése, imunizuotose su’
Stimuliatorius| Taikinys™ ET ova-ST ova-ST  |ova-ST-MDP |ova-ST-MDP
300 pg pelei | 72 ug pelei
EG7-ova EG7-ova 100:1 0 100 82 76
33:1 0 86 67 62
11:1 0 33 39 25
3:1 0 6 13 3
1:1 0 0 0 0
3:1 0 0 0

* pelés buvo imunizuojamos jvairiomis kompozicijomis su 30 ug ova
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*x citotoksiSkumo % buvo skai¢iuojami, atimant sunaikinimo procenta i3
antigena neekspresuojanéiy lasteliy linijy.

7 pavyzdys: Ova specifiniy antiklinu gamvbai biitini komponentai

Pelés buvo imunizuojamos tris kartus kas 2 savaités 30 ug ova kiekiu kartu su
HBSS, STP, ST, PT arba SP. Teigiamai“kontrolei pelés taip pat buvo
imunizuojamos ova-SAFm, nes Zzinoma, kad SAFm indukuoja stipry antikiny
atsaka. Pragjus septynioms dienoms po antros ir tre¢ios imunizacijos, buvo imamas
peliy kraujas ir serumas buvo testuojamas ova specifiniy antikling atsakui.
Rezultatai, kurie yra pateikti 3 lenteléje, rodo, kad ova-STP, ova-ST arba ova-

SAFm imunizuotose pelése po dviejy imunizacijy sukelia panasius anti-ova atsakus.

3 lentele
Anti-ova antikliny atsaky indukcija
30 ug ova kompozicijoje reagavusios pelés/ injekuotos pelés | 1/serumo atskiedimo titras
- HBSS 073 <1720, <1720, <1/20
STP 373 <1/486, >1/486, <1/486
ST 33 >1/486, >1/486, >1/486
PT NA NA, NA, NA
SP NA NA,NA, NA
SAFm 33 1/486, 1/486, 1/486

NA  negaunamas

8 pavyzdvs: ZIV ep120 specifiniu CTL indukcija

Kaip antra antigeno sistema CTL indukcijos nustatyme buvo naudojama ZIV
gp120 IIIB su STP, ST arba MP-T. Pelés buvo imunizuojamos 1 pg gpl120 IIIb su
HBSS, STP, PT arba ST. Kontrolei pelés buvo imunizuojamos 1 g gpl20IIIb su
SAFm arba CFA (pilnasis Freundo stimuliatorius), arba su RIBI stimuliatoriaus
sistema, turindia MPL (monofosforillipidas A) ir TDM (trehalozés dimikolitas).
Praéjus trims savaitéms po imunizacijos, paruoitos bluZnies lastelés buvo
stimuliuojamos mitomicinu apdorotomis 15-12 transfekanto lastelémis arba 18IIIb
peptidu. Po penkiy dieny auginimo gautos efektoriy lastelés buvo testuojamos pries
vakcinia:gpl60 III arba tévine vakcinia infekuotas P815 lasteles, kaip taikinius.

Rezultatai rodo, kad gp120-skvalano-TWEEN 80 kompozicija indukuoja gp120
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specifiniy CTL atsaka pelése, o gp120-skvalanas-TWEEN 80-pluroniné riigstis ir
gp120-HBSS neindukuoja (4 lentele).
4 lentele

gp120 specifiniy atsaky CTL indukcija pelése.

citotoksiSkumo % pelése, imunizuotose su_
Stimuliatorius| Taikinys ET gp120-HBSS gp120-ST gp120-STP
18IIb/I2 | vac:gpl20 | 100:1 23 42 NA™
33:1 23 38 NA
11:1 t] 0 NA
3:1 0 35 NA
18MIb/II2 15-12 100:1 0 50 0
33:1 0 35 0
11:1 0 27 0
3:1 0 18 0
18Ib/12 |3T3+18IIb| 100:1 0 59 13
33:1 0 59 2
11:1 0 57 0
3:1 0 29 0
15-12 vac:gp120 100:1 35 84 NA
33:1 19 65 NA
11:1 12 37 NA
31 0 22 NA
1:1 0 0 NA

pelés buvo imunizuojamos jvairiomis kompozicijomis su 1 ug gp120IIIb
citotoksiSkumo % buvo skai¢iuojami, atimant sunaikinimo procenta i3
antigeng neekspresuojanciy lasteliy linijy

***  NA; negaunamas

* ¥

9 pavyzdys: gp120 specifinio humoralinio atsako indukcija pelése

gp120 specifinio humoralinio atsako indukcijai pelés buvo imunizuojamos 1
pg gpl20IIIb tris kartus kas dvi savaités. Paimtas i§ gyvuliuky Kraujas buvo
testuojamas pagal IgG buvima, nustatant gp120 IIIb kietos fazés ELISA bandymu.
Rezultatai rodo, kad gp120-ST yra geresnis imunogenas, negu gp120-HBSS, gp120-
SAFm arba gpiZO-STP (5 lentele).

5 lentele
Anti-gp120 antikny atsako indukcija
1 ug gp120 kompozicijoje reagavusios pelés/ injekuotos pelés | 1/serumo atskiedimo titras
HBSS 073 <172, <172, <12
STP 13 <1722, >1/486, <112
ST 373 >1/486, >1/486, >1/486
PT 33 >1/486, >1/486, >1/486
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SP 23 <12, 154, 154
SAFm 23 118, >1/486, 1/54

10 pavyzdys: gp120 specifiniy antikiinu atsakai bezdZionese

BezdzZionés (po dvi kiekvienoje grupéje) buvo imunizuojamos gpl120-SAFm,
gp120-SPT, gp120-ST arba gpl20-HBSS. Kontrolei grupé bezdzioniy buvo
imunizuojama rekombinantiniu karviy raupy virusu, turin¢iu gp160 IIIb. BezdZionés
buvo imunizuojamos dviejy savaiiy intervalais, o kraujas paimamas po dviejy ir
trijy savaiiy po antrosios imunizacijos. Kiekvienos bezdzionés pre- ir imuninis
serumas buvo eile karty skiedziamas ir, kaip apraSyta medziagose ir metoduose,
ELISA metodu tirtas anti-gp120 aktyvumas. Duomenys (fig.12) rodo, kad gp120-
STP arba gpl20-SAFm imunizuotose bezdzionése yra sukeliami panasiis atsakai.
gp120-ST imunizuota bezdzioné indukavo panady i gpl20-SAFm ir gpl20-SPT
imunizuotos grupés anti-gp120 atsaka. gp120-ST imunizuotoje bezdzioneje po dviejy

savai¢iy nebuvo stipraus anti-gp120 atsako.

11 pavvzdvs: AF su HPV 16 E7 aktvwumas in vivo

1. Imunizacijai reikalingo rekombinantinio HPV 16 E7 baltymo generavimas

a) PCR ir E7 geno klonavimas

HPYV 16 E7 genas buvo klonuotas i§ plazmidés (gauta i§ Dr. Karen Vousden,
Ludwig Institute), koduojancios E7 gena, i8skirta i§ karcinomos CaSki lgsteliy
linijjos. Koduojancios sritys buvo PCR amplifikuotos naudojant pradmenis, kurie
koduoja 5’ ir 3’geny galus, flankuotus Bam HI ir Sal I klonavimo vietomis. E7 PCR
produktas buvo liguotas j pGEX-4T-1 ekspresijos vektoriy (Pharmacia Biotech.),
gaunant pGEX.E7 ekspresijos plazmide. XL1-blue (stratagene) E.coli kamienas
buvo transfekuotas pGEX.E7 ekspresijos plazmide. I$ gauty kolonijy iSskirty
plazmidziy E7 seka buvo identiska E7 sekai i§ CaSki lasteliy.
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b) BakteriSkai ekspresuoto E7 gavimas ir valymas

Bakterinés ekspresijos pGEX.E7 plazmidé koduoja gliutation-S-transferazés
(GST) sulietg baltyma, susidedantj iS GST amino-gale, trombino proteazés skélimo
vietos ir E7 baltymo karboksi-gale. E7 baltymas buvo produkuojamas ir valomas
taip, kaip aprayta pGEX-4T-1 vektoriaus ~gamintojo (Pharmacia Biotech.)
produkto informacijos literatiroje. Trumpai tariant, pPGEX.E7 ekspresijos plazmide
turinéios bakterijos, pridedant j kultliringe terpe izopropil-b-D-tiogalaktozidazés,
buvo indukuojamos ekspresuoti sulieta baltyma. Surinktos lastelés buvo lizuotos
silpnu ultragarsu. Lizatas paveiktas Glutathione Sepharose 4B (Pharmacia
Biotech.). Kai sulietas baltymas prisijungé prie matricos, derva buvo perplaunama,
norint paSalinti nespecifiSkai prisijungusius baltymus. Prijungtas sulietas baltymas
buvo skaldomas trombinu, atlaisvinant E7 baltyma nuo GST susiliejimo partnerio.

E7 baltymo preparatas buvo analizuojamas SDS-PAGE, o E7 baltymo
koncentracija buvo nustatoma Bradford analize (BioRad). I litro bakterijy kultiiros

buvo gaunama 9 mg E7 baltymo.

2. X21 E7 transfekanty generavimas

HPV 16 E7 baltyma (zr. auks$iau) koduojancios sekos buvo jterptos j
gamting eukarioty IDEC ekspresijos plazmide INPEP4. Siame vektoriuje E7
ekspresija kontroliuoja citomegaloviruso promotoriaus/stiprintuvo transkripciniai
elementai. Be to, pirmi trys E7 koduojancios sekos nukleotidai buvo pa3alinti ir
pakeisti imunoglobulino lengvosios grandinés lyderine seka, kuri buvo patalpinta
auk$¢iau E7 ir suderinta su E7 koduojancios srities skaitymo rémeliu. Po
transfekcijos | pelés lasteliy linija X21, individualiis G418 atspariis klonai buvo
tiriami northerno blotingo analizés biidu, tikrinant E7 produkcija. Kiekvienas klonas
rode detektuojama E7 signala. Véliau buvo atlikta dviejy tokiy klony 4 E7 ir 1C7
(atitinkamai HOPE1 ir HOPE2) lasteliy lizaty vesterno blotingo analizé, kuri

parode E7 baltymo produkecija.
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3. E7/AF tirpaus antigeno imunizacijos aktyvumas in vivo

2“"‘, Harlan

Siuose tyrimuose buvo naudojamos C3H linijos peliy patelés (H
Sprague Dawley). Gyvuliukai buvo laikomi, sekant “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (DHHS Publication No..-NIH 86-23, Bethesda, MD:NIH,
1985) ir gavo maista bei vandenj ad libitum. Siuose tyrimuose buvo naudojama E7
transfekuota HOPE2 H2** Iasteliy linija. Véziniy lasteliy linija buvo laikoma kelis
kartus persejus in vitro.

Vesterno blotingo analizés metodu, sekant pakartotini kelig in vitro, buvo
parodyta, kad 3i Iasteliy linija i3laiko E7 citoplazminio antigeno ekspresija. Augliai
singeninése C3H pelése buvo inicijuojami, subkutaniskai suleidziant 150000 in vitro
persety lasteliy.

Kas dv1 savaité's<buvo matuojamas augliy dydis. Augliy tiris (V) buvo
skaiCiuojamas pagal Sia formule:

V (mm®)=(LxW?)12,
kur L yra didZiausias iSmatuotas ilgis (mm), o W- plotis (mm).

6 lenteléje yra pateikiamas turinfiy augli peliy skaifiaus santykis su
gvvuliuky, gavusiy injekcijas, skai¢iumi. Fig.13 ir 14 duomenys rodo kiekvienos
gvdomosios arba kontrolinés grupés auglio dydzio (mm®) vidurki. Kiekviena
gvdomoji grupé buvo lyginama su negavusia gydymo kontroline grupe. Gydymas
buvo pradedamas, pragjus 10 dieny po HOPE?2 lasteliy inokuliacijos, kai dauguma
augliy turéjo apCiuopiama dydi (apie 50-75 mm®). Gydymas buvo pradétas peles
imunizuojant tirpiu E7 baltymu su AF arba alum stimuliatoriais (subkutanidkai,
bendras kiekis - 0,2 ml). Prie§ pat imunizacija Hanks’o subalansuotame drusky
tirpale (HBSS) AF 60 sekundziy buvo maiSomas su tirpiu E7 baltymu taip, kad
kiekviena pe]é gaufq 0,2 ml tirpalo su 30 arba 90 ug E7 baltymo. Alum (Pierce
Chemical Co.) buvo sumaiSytas su E7 baltymu pagal gamintojo instrukcijas taip, kad
kiekvienas gyvuliukas gauty 0,2 ml tirpalo su 90 pg E7 baltymo. Po 9 dieny (19

dieny po auglio lasteliy inokuliacijos) antrai gydomajai grupei buvo atlikta
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pakartotiné imunizacija. Booster imunizacija, kaip apraSyta auksciau, buvo atlikta
pries pat inokuliacija.

Siame pavyzdyje (6 lentelé: xp #233), praéjus 41 dienai po auglio
inokuliacijos, tik 4/8 ir 5/8 gavusiy vienkartine tirpaus E7 (atitinkamai 30 arba 90
ng) su AF injekcija peliy turejo iSmatuojamus -auglius. PrieSingai, kaip parodyta
fig.13, Zymi auglio augimo inhibicija, lyginant su kontrole arba alum gydytomis
grupemis, buvo pastebéta tik tose gydomosiose grupése, kurios buvo imunizuotos
E7-AF. Auglio augimo inhibicija (fig.13) arba padidéjes auglio nykimo greitis (6
lent.) nebuvo pastebétas pelése, gavusiose vienkartine E7-alum injekcija.

Panasiis rezultatai taip pat buvo pastebéti ir gydomosiose grupése, kurios
gavo dvi imunizacijas, praéjus 10 ir 19 dieny po auglio sukélimo (6 lent., fig.14), nors
buvo pastebetas Sioks toks auglio augimo sulétéjimas gavusiose E7-alum injekcijas
pelése.

Rezultatai rodo, kad Zymus antinavikinis aktyvumas buvo pastebétas
imunizuojant tirpiu E7 su AF, kas buvo nustatyta pagal sumaZzéjusj auglj turinéiy
peliy skaiCly ir auglio augimo inhibicija. PrieSingai, visi gyvuliukai, kurie buvo
imunizuoti vienkartine arba dvikartine tirpaﬁs E7 baltymo ir alum injekcija, turéjo
auganCius auglius. Trumpai sakant, imunizacija tirpiu E7 baltymu su AF sukélé
zymig auglio lasteliy augimo inhibicija, kuri nebuvo pastebéta imunizuojant tirpiu
E7 su alum.

6 lentele -

Imunizacijos tirpiu E7, esan¢iu stimuliatoriuje, antinavikinis aktyvumas.

Exp. # Gydymas Dozé (ug/pelei) Gyvuliukai su
augliu®. 41 diena
223 Kontrole 7/8
223 E7-AF 30 ux1° 4/8
223 E7-AF 90 mgx1 5/8
223 E7-alum 90 ugx1 8/8
223 E7-AF 30 ugx2° 3/8
223 E7-AF 90 pgx2 1/4
223 E7-alum 90 nugx2 8/8
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a. turin&iy augli peliy skaicius/ inokuliuoty peliy bendras skaicius
b. visos imunizacijos pradétos, pra¢jus 10 dieny po implantacijos
c. antra imunizacija (X2) jvykdyta, praéjus 19 dieny po implantacijos

Kiti realizavimo variantai yra pateikti $io iSradimo apibreztyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kompozicija, besiskirianti tuo, kad ji susideda i§ papilomaviruso antigeno,
sumaidyto su mikrosuskystinta antigeno kompozicija, i kurig jeina:

a) stabilizuojantis detergentas,

b) miceles sudarantis agentas ir

c) biologiskai skaldomas ir biologiSkai suderinamas agentas,
kurioje minéta antigeno kompozicija yra stabilioje “alyva-vandenyje” emulsijoje; §i
antigeno kompozicija 13 esmés neturi imunostimuliuojanéiy peptidy, ir jg skiriant
zmonéms, prijaukintiems ir Zemes Ukio gyvuliams galima sukelti specifinj
citotoksiniy T-limfocity atsaka prie§ kompozicijoje esanti papilomaviruso antigena.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad papilomaviruso
antigena pasirenka i3 grupés, kuriag sudaro HPV16 E6 antigenas, HPV16 E7
antigenas, HPV18 E6 antigenas, HPV18 E7 antigenas, HPV6 E4 antigenas, HPV6
L1 antigenas, HPV11 E4 antigenas ir HPV11 L1 antigenas.

3. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad detergenta pasirenka i3
grupes, kurig sudaro Tween 20, Tween 40 ir Tween 80, alyva pasirenkama i grupeés,
kurig sudaro skvalanas, eikozanas ir pristanas, o miceles sudarantj agentg pasirenka
i§ grupés, kurig sudaro Pluronic L62LF ir polioksameras 401.

4. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad detergentas yra
polisorbatas 80, o miceles sudarantis agentas yra polioksameras 401.

5. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad detergenta pasirenka i3
grupés, kurig sudaro polisorbatas 80, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Zwittergent
3-12, Teepol HB7 ir Span 85.

6. Kompozicija pagal 1 punkts, besiskirianti tuo, kad miceles sudarantj
agentg pasirenka i§ grupes, kuria sudaro polioksameras 401, Pluronic L62LF,
Pluronic L101, Pluronic L64, EG1000, Tetronic 1501, Tetronic 150R1, Tetronic 701,
Tetronic 901, Tetronic 1301 ir Tetronic 130R1.
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7. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad daleliy dydis
kompozicijoje yra tarp 250 ir 300 nanometry.
8. Kompozicijos pagal 1-7 apibrézties punktus panaudojimas vaisty, skirty
aklinio véZio gydymui, gamybai.
9. Kompozicijos pagal 1-7 apibréZties punktus panaudojimas vaisty, skirty

smailiagalés kondilomos gydymui, gamybai.
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