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(57)  Anotace:

Reseni poskytuje chiméricky polyepitopovy
rekombinantni antigen, obsahujici dva aZ deset
imunodominantnich dsekii vybranych ze skupiny
zahrnujici orientované sekvence imunodominantnich
tiseki1 antigent OspA z kmenil Borrelia burgdorferi
sensu stricto PHei, Pak, Borrelia garinii PBi, TN, N34,
V8307, G25, PBr, T25 a Borrelia afzelii Pko, a
orientované sekvence imunodominantnich asekf antigenti

OspC z kmenti Borrelia burgdorferi sensu stricto A, B 1,
Kb, Borrelia afzelii Pko a Borellia garinii Pbi. Dale
feSeni poskytuje vakcinaéni konstrukt a vakcinu proti
Lymeské boreliéze obsahujici tento rekombinantni
antigen a alespoii jedno adjuvans a/nebo Ferritin II.
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Polyepitopovy antigen, vakcinaéni konstrukt a vakcina pro prevenci lymeské boreliézy

Oblast techniky

Vyndlez se tyka sloZeni a kombinace rekombinantnich antigend a formulace vakciny k
prevenci Lymeské borreliozy a klistaty pfenaSenych onemocnéni. Vakcina je uréena pro

huménni a veterinarni pouziti.

Dosavadni stav techniky

Lymeska borreliéza je chronické multisystémové infekéni onemocnéni, které je nejéast&j$im
infekénim onemocnénim pfenaSenym clenovei, a to v Evropé i ve Spojenych statech. Jde
zpravidla o nesmrtici, ale v nezanedbatelném procentu invaliduzujici onemocnéni se
zavaznymi zdravotnimi disledky. Z tohoto pohledu jde o zdvazny socioekonomicky problém.
O vyznamu tohoto onemocnéni svéd¢i Cetnost publikaci v asopisech zabyvajicich se infekéni
problematikou. V posledni dekad¢ je borrelioza svym vyznamem zafazovéna za syndrom
ziskané imunodeficience, jak je popsano napt. v &lanku Barbour AG, Fish D, Science. 1993
Jun 11;260(5114):1610-6.

Klinické piiznaky lymeské boreliozy jsou popisovany rlznymi autory jiz z pielomu
devatenactého a dvacatého stoleti (Bartiinék P. Historie. In: Bartimék P, a kol. Lymeskd
borelioza. Praha: Gradapublishing, 2006: 11), ale aZz v roce 1982 doslo k popisu ptivodce
popisovanych piiznakl — spirochéty, pozdg&ji nazvané Borrelia burgdorferi. (Burgdorfer W,
Barbour AG, Hayes SF, Benach JL, Grunwaldt E, Davis JP., Science. 1982, 216:1317-1319).
Postupné doslo k popisu dalSich blizce pfibuznych druht, takZe druhova skupina ozna¢ovana
jako Borrelia burgdorferi sensu lato (s. l.) v sou€asnosti ¢itd dvanéct druhl a je mozZné, Ze
toto ¢islo stale neni konecné.

Z popsanych druhil se jako patogeny na Euroasijském kontinentu uplatiiuji hlavné tfi —
Borrelia burgdorferi sensu stricto (s. s.), Borrelia garinii a Borrelia afzelii. Na
Severoamerickém kontinentu se jako patogen uplatiiuje pouze B. burgdorferi sensu stricto.
Borelie z druhové skupiny B. burgdorferi jsou bakterie prenasené nejlastéji klistaty rodu
Ixodes, ale pfenos je pravdépodobné mozny iprostiednictvim hmyzu sajiciho krev, i kdyZ k
tomuto jevu dosud chybi presvédCivé dikazy. Pfirozenym hostitelem v pfirodé jsou

predevsim drobni hlodavci, ale 1 ptaci a vysoka zvéf. Tvofi tak pfirodni rezervoar infekce.
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Clovék je v infekénim fetézci slepym ¢lankem, k dal$imu §ifeni jiZ nedochézi. V soudasné
dob¢ je lymeska boreliéza nejéastéji diagnostikovanou antropozoonézou na uzemi Evropy a
Severni Ameriky. Jeji vyskyt ma navic misty stoupajici tendenci.

Klinicky prib¢h Lymeské boreliozy ma obecné tfi stadia. Jejich manifestace viak nemusi
prob€hnout u vsech infikovanych jedinct. Prvni stadium je charakterizovano chtipkovitym
pribehem, casto provdzenym koznimi pfiznaky v misté vniknuti infekce. KoZni projevy jsou
charakteristické a jsou oznaCovany jako erythema migrans. Pokud infekce neni lécena,
piipadné eliminovéna imunitnim systémem hostitele, miize progredovat do dalsiho stadia s
postiZzenim kloubd, nervového systému, kiiZe, vzacnéji srdce, o¢i apod. Asi 10% pacientii bez
ohledu na antibiotickou 1éc¢bu vykazuje dlouhodobé klinické ptiznaky. Jednim z moZnych
vysvétleni je indukce autoimunitnich procesi.

Zavazné poSkozeni savtiho organismu, stejné jako problémy s diagnostikou a terapii
Lymeské boreliézy jsou vyznamnym podnétem pro vyvoj vakciny. MozZnost vyvoje vakciny
podporuji také poznatky o tom, Ze protilatkova imunitni odpovéd’ je dostate¢na k ochrané
organismu pred touto mikrobialni infekei.

Z mikrobiologického pohledu jsou mikroorganismy druhového komplexu Borrelia
burgdorferi sl. charakterizovany spiralnim tvarem, ktery je urCovan piedeviim biciky
zakotvenymi v periplazmatickém prostoru. Povrch borélii je tvofen lipoproteiny OspA, OspB,
OspC, OspD, OspE,OspF, ptipadn¢ dal§imi, z nichZ nékteré mohou byt teréem protektivni
imunitni odpovédi (Kumaru OS, Schulze RJ, Rodnin MV, Ladokhin AS, Ziickert WR., J
Bacteriol. 2011 Jun;193(11):2814-25; Livey I, O'Rourke M, Traweger A, Savidis-Dacho H,
Crowe BA, Barrett PN, Yang X, Dunn JJ, Luft BJ., Clinlnfect Dis. 2011 Feb,;52 Suppl
3:5266-70; Chen S, Ziickert WR., J Bacteriol. 2011 Dec,193(23):6724-32; Tilly K, Bestor A,
Rosa PA., Mol Microbiol. 2013 Jul;89(2):216-27)

Schopnost vyvolavat protektivni odpovéd’ byla popsana na piiklad u ,,outer surface* proteini
OspA, OspB, OspC, fibronektin véziciho proteinu BBK32 a proteini vazici dekorin DbpA a
DbpB (Gilmore RD 1996 Infect Immun 64:2234-2239).

Povrchové proteiny (outer surface proteins ) jsou vesmés determinovany genovymi
sekvencemi umisténymi v plasmidech a jsou znaé¢né variabilni v ramci druhu a jejich exprese
je jemné regulovana v asociaci s podminkami Zivotniho cyklu bakterie.

V travicim traktu kliStéte jsou na povrchu borelii exprimovany hlavné proteiny OspA a OspB,
které zde maji funkei adhezivnich molekul. V pribéhu sani krve klistétem se sniZuje exprese

téchto proteinit a zvySuje se exprese OspC. Béhem ptechodu do diseminované faze choroby
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dochézi k poklesu exprese OspC a na povrchu borelie se objevuje protein VISE vyznacujici se
vysokou antigenni variabilitou, kterd& je podminéna genovou rekombinaci
multidoménovéhoVISE genu (Obonyo M, Munderloh UG, Fingerle V, Wilske B, KurttiTJ.,, J
ClinMicrobiol. 1999 Jul;37(7):2137-41; Xu Q, McShan K, Liang FT., Microbiology. 2008
Nov;154(Pt 11):3420-9. doi: 0.1099/mic.0.2008/019737-0.)

Protein OspA byl popsan jako prvni ze skupiny vn&jsich povrchovych lipoproteind (Barbour
et al,, 1983 Infect Immun. 41(2):795-804). OspA ma molekularni hmotnost 31 kDa. Spoledng
s proteinem OspB je exprimovan na povrchu borélii v Zaludku klistéte (Howe et al., 1985
Science. 227(4687):645-6). Hlavni funkci proteinuOspA je vazba na glykoprotein TROSPA
pfitomny na butikach Zalude¢niho epitelu kliStéte. Pfi sani klistéte se jeho exprese vyznamné
snizuje. Dalsi pfedpoklddanou funkci OspA je vazba na plasminogen v krvi savéiho hostitele.
V analogii s jinymi mikroorganismy je schopnost vazby antigenu OspA na plasminogen
vnimana jako faktor virulence. (Lahteenmaki et al., 2001 FEMS Microbiol Rev. 25(5):531-
52).

Protein OspC je jednim znadgjnych kandidati pro konstrukci preventivni vakciny proti
Lymeské borelioze. Byl identifikovan v roce 1992 jako druhy antigen (po OspA) ktery
indukuje protektivni imunitni odpovéd (Preac-Mursic, Wilske et al. 1992 Infection
20(6):342-9).0spC gen je lokalizovana na cirkularnim plazmidu o velikosti 27 kb
(Marconi,R.T., Samuels,D.S. and Garon,C.F. (1993) J Bacteriol., 175, 926+932). Jde o
lipoprotein o molekulové hmotnosti 22+23 kDa skladajici se z 210 aminokyselin. Je tvofen
ptevazn¢ alfa helikdlnimi strukturami propojenym smyckami. Lipidovy triacylglycerolovy
motiv umoZiuje jeho ukotveni v bunééné membrané. Protektivita po aplikaci pokusnym
zvifatim byla potvrzena jiz poCatkem devadesatych let 20. stoleti. Jako problematicka se ale
zahy ukazala variabilita proteinu ( Preac-Mursic V, Wilske B, Patsouris E et al 1992 Infection
20:342-349). Postupné bylo popsano 38 strukturnich variant antigentt OspC. Nékteré z nich
se se zvySenou frekvenci objevuji u boreliovych mikroorganismi vyvolavajicich systémova
onemocnéni u ¢loveka. Klony nesouci tyto antigeny jsou proto oznaCovany jako invazivni
klony (Seinost,G.,Dykhuizen, D.E., Dattywyler,R.J., Golde,W.T.,Dunn,J.J., WangI-N.,
Wormser,G.P., Schriefer, M.E. andLuft, B.J. 1999 Infect. Immun., 67, 3518+3524.)

Prvni veterinarni vakcina proti borreliéze byla vyvinuta ve Spojenych statech vr. 1990 pro
psy. Slo o celobun&énou vakeinu zaloZenou na bakterinech uvolnénych z mikroorganismi
homogenizaci kultury. (Levy SA, Lissman BA, Ficke CM., 1993 J Am Vet Med Assoc. Jun
1;202(11):1834-8; Wormser, GP., 1995 Ann Intern Med 123,627 — 629).
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Vysledky pokusi o pienos protektivni imunity pomoci séra ziskaného ze zvifat
imunizovanych nékterym z vn&jiich povrchovych antigenti naznaCily moZnost piipravy
subjednotkové vakciny. Hlavnimi kandidatnimi antigeny pro takovou vakcinu se staly vn€jsi
povrchové proteiny OspA, B, C a D. Intenzivné byl studovdn zejména protein OspA.
Protektivni efekt této subjednotkové vakciny byl potvrzen experimentalné u mysi, kieckd a
kralika (Fikrig E et al, 1990 Science Oct 26, 250(4980):553-6, Fikrig E et al, 1992
InfectImmun. Mar; 60(3):773-7). Laboratorni testy potvrdily, ze aplikace tohoto proteinu ve
formé& purifikovaného, lipidovaného rekombinantniho proteinu indukuje protektivni imunitu
pfi parenterdlnim podéni a chrani proti infekci boreliemi podanymi nejen injekéni cestou, ale
té2 prostiednictvim infikovaného klistéte, jako pfirozeného vektoru. Potvrdilo se také, Ze
infekéni klistata sajici na takto imunizovanych zvifatech ztraceji svou infekciozitu (Keller D
et al., 1994 JAMA. Jun 8;271(22): 1764-8; Fikrig E et al., 1992 ProcNatlAcadSci USA. Jun
15:89(12):5418-21).

Prvni komeréni monovalentni vakcina byla proto zaloZena na antigenu OspA. Vakcina byla
schvélena Food and Drug Administration (FDA) v roce 1998 (Steere AC et al., N Engl J Med.
1998 Jul 23:;339(4):209-15). Zvlastnosti této vakciny je skutecnost, ze interakce mezi
hostitelskou protilatkou a patogenem probiha mimo télo hostitele — v Zaludku klistéte.
Nedostatkem této vakciny byla monovalentni kompozice. Vakcina byla pfipravena z proteinu
OspA Borrelia burgdorferi sensu stricto. Tato genomospecies je dominantnim infek¢nim
pvodcem Lymeské boreliézy na severoamerickém kontinentu. MiZe tak byt efektivni pro
obyvatelstvo USA. Pro evropské podminky vSak neni optimalni. OspA antigen pfipraveny
z kmene Borrelia burgdorferi sensu stricto nemiZe pokryt variabilitu OspA antigent v3ech tii
genomospecies na evropském kontinentu.

Ferritin II je klicovym proteinem, ktery zaji$t'uje homeostazu sajiciho kliStéte, které pfijima
enormni mnoZstvi Zeleza ve formé hemoglobinu z hostitelovy krve. Bylo prokézéno, Ze
vakcinovani kralik®i rekombinantnim klidtécim Ferritin II proteinem vyznamné sniZuje sani
klistat na vakcinovanych kralicich. (Hajdusek et al. 2010 Vaccine 28, 2993-2998)

Piechod od Zivych vakein k bezpecn&jsim aviak méné¢ imunogennim vakcindm, zaloZenych
na rekombinantnich antigenech vyzaduje novéa strukturné definovana adjuvans stimulujici
protilatkovou i T-bun&nou imunitu. V piipadé boreliové infekce opsonizatni a zejmena
komplement aktivujici protilatky jsou povazovany za kli¢ovy mechanismus protekce
hostitele. Preparaty schvalené pro klinickou aplikaci jsou pievazné odvozené od hydroxidu

hlinitého, fosfore¢nanu hlinitého, nebo ptivodniho siranu hlinitodraselného. Tato adjuvans
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indukuji pfevazné Th2 orientovanou imunitni odezvu spojenou s tvorbou neutralizaénich
protilatek. Jedina alternativa schvalena pro klinickou (humanni) aplikaci potencujici ¢astecné
i bunéénou efektorovou imunitu jsou MF59 (Novartis) a AS03 (GSK), (olejové emulze). Tato
adjuvans indukuji jen mirnou Thl imunitni odpovéd’ nezbytnou k tvorbé opsoniza¢nich a
komplement aktivujicich protilatek. Tyto o poZadavky v plném rozsahu splfiuji originalni,
pln& syntetické, nepyrogenni, molekularni adjuvans na bazi glykopeptidi normuramylového
typu. Kombinaci strukturnich zmén v sacharidové a peptidové Casti jejich molekul byla
eliminovdna z klinického hlediska netolerovatelnd vysoka pyrogenita spojend obecné s
muramylovymi glykopeptidy (Ledvina M., Jezek J., Saman D., Hfibalovd V.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 1998, 63, 590-598; Ledvina M., Zyka D., JeZek J., Trnka T., Saman D.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 1998, 63, 577-589). Vzhledem k amfifilnimu charakteru
téchto adjuvans, danému pfitomnosti hydrofobni a polarni/hydrofilni domény v jejich
molekule, jsou tyto latku schopny vytvafet stabilni micelarni struktury a lze je efektivné
zabudovat do lipidové dvojvrstvy liposomalnich nosi¢ovych systému (Turdnek J., Masek J.,
Raska M., Ledvina M., in: Biomedical Science, Engineering and Technology, Application of
Liposomes for Construction of Vaccines, InTech, January, 2012, 653-678.).

Liposomy, vesikly z fosfolipnich membran, pfedstavuji biokompatibilni a viceucelové nosice
pro pripravu cilenych 1é¢iv a konstrukci rekombinantnich vakein. Liposomy jsou
nanodéasticové systémy schvalené FDA pro aplikaci v humanni medicing. Jejich pouZiti jako
adjuvans bylo popsdno Gragoriadisem a Allisonem (Nature252, 252,1974). Pouziti
metalochelata¢nich liposomt pro konstrukci rekombinantnich vakein bylo popsano (Krupka
et al. Journal of Controlled Release 160 (2012) 374-381; MaSek et al. 151 (2011) 193-201;
Masek et al. Analytical Biochemistry 408 (2011) 95—-104)

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynélezu je chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen obsahujici dva az
deset imunodominantnich usekli vybranych ze skupiny zahrnujici orientované sekvence
imunodominantnich usekd antigeni OspA z kmenl Borrelia burgdorferi sensu stricto PHei,
PKa, Borrelia garinii PBi, TN, N34, VS307, G25, PBr, T25 a Borrelia afzelii Pko, a
orientované sekvence imunodominantnich tGsekd antigend OspC zkmend Borrelia

burgdorferi sensu stricto A, B, I, Kb, Borrelia afzelii Pko a Borrelia garinii Pbi.
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Imunodominantnim usekem je zde minéna sekvence zahrnujici alespori jeden epitop.

Tento chiméricky polyepitopovy antigen je zékladem vakciny proti Lymeské boreliéze pro

humanni i veterinarni pouziti.

Ve vyhodném provedeni je podstatou vyndlezu polyepitopovy rekombinantni antigen
obsahujici dva az deset, s vyhodou sedm, imunodominantnich usekti vybranych ze skupiny
zahrnujici OspC orientované sekvence imunodominantnich Gsekt antigentt OspC z kment

Borrelia burgdorferi sensu stricto A, B, I, Kb, Borrelia afzelii Pko a Borrelia garinii Pbi.

V jiném vyhodném provedeni je podstatou vynalezu polyepitopovy rekombinantni antigen
obsahujiciho dva az deset, s vyhodou osm, imunodominantnich Gsekl vybranych ze skupiny
zahrnujici orientované sekvence imunodominantnich Gseku antigent OspA z kmenti Borrelia
burgdorferi sensu stricto PHei, PKa, Borrelia garinii PBi1, TN, N34, VS307, G25, PBr, T25 a
Borrelia afzelii Pko.

Imunodominantni tuseky jsou slou¢eny do flzniho proteinu v pofadi umoZiujicim
imunologické rozpoznani jednotlivych epitopt (tj. orientované sekvence). Na N-terminalnim
konci je k fiznimu proteinu s vyhodou pfipojena sekvence Sesti histidin (His tag),
umoztiujici metalochelatatni vazbu na liposomalni nosic.  Takovy zpisob fixace
rekombinantniho proteinu k lipozomalnimu nosi¢i zajistujé imunologicky vyhodnou orientaci
fuzniho proteinu tak, ze imunodominantni C-termindlni aminokyselinové sekvence jsou

pistupnéjsi pro indukei imunitni odpovédi.

Pfedmétem vynalezu je dale vakcinaéni konstrukt, obsahujici mikro- nebo nano-partikularni
nosi¢ (1j. nanopartikuldrni nosi¢ s velikosti ¢astic do 1 mikrometru, mikropartikularni nosi¢
s velikosti ¢astic do 100 mikrometrit) obsahujici metalochelataéné vazici slozku, chiméricky
polyepitopovy rekombinantni antigen vazany prostfednictvim metalochelata¢né vazici slozky,

a s vyhodou dale adjuvans a/nebo Ferritin II.

S vyhodou je nosi¢em liposom s inkorporovanym metalochelatatnim lipidem (napt. DOGS-
Ni-NTA (Avanti Polar Lipids, USA)) jako metalochelataéné vazici slozkou pro vazbu

antigenu, popiipadé molekuldrniho adjuvans a/nebo Ferritin II rekombinantniho proteinu na
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povrch liposomu. Nosi¢em muze byt i farmaceuticky pfijatelny polymer, jako napriklad
kopolymery kyseliny mlééné a glykolové, polymery a kopolymery na bazi kyseliny akrylové
a methakrylové, akrylatt, methakrylatd, napf. hydroxymethylmethakrylatu. Nosi¢em mohou
rovnéZ byt Castice na bazi anorganickych materiali, napi. hydroxid hlinity, fosfore¢nan

hlinity, siran hlinitodraselny, kfemicitanové hydrogely.

Predmétem vynélezu je také vakcina k prevenci Lymeské boreliézy pro huménni a veterinarni
pouziti, obsahujici chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen podle vynélezu, a
alespoi jedno adjuvans. Vakcina muZe pfipadné obsahovat pomocné latky, jako jsou

rozpoustédla, stabilizatory, emulgatory, nosice, apod.

K prevenci Sifeni borelii z mista kousnuti kli§tétem do celého organismu je nejvhodn&jsi
vyuzit vakcinu obsahujici rekombinantni polyepitopovy antigen obsahujici imunodominantni

useky OspC.

Adjuvans miZe byt s vyhodou vybrano ze skupiny zahrnujici hydroxid hlinity, fosfore¢nan
hlinity, siran hlinitodraselny, molekularni adjuvans na bazi normuramylovych glykopeptidl
popsand v WO 2009/115782 (obecné vzorce I a II), adjuvans zaloZend na disperzi ¢astic na

bazi polymernich polyakrylatovych nosi¢i (napfiklad PetGelA).

Molekularni adjuvans na bazi normuramylovych glykopeptidid jsou zejména vybrana ze

skupiny zahrnujici:
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/\/\/\/\/\/\/\/\/<0

o]

o]
HO

[¢]
AcHN
(0]

L-Abu—D-iGIn-OH
MTO03

6-O-Stearoyl-N-acetylnormuramoyl-L-2-aminobutanoyl-D-isoglutamin,

OH

OH
(o]
Hﬂmoﬂm
H

N < AcHN O
0

o ¢
L-Abu—D-iGIn-OH

MTO04

2-Deoxy-2-(2-tetradecylhexadekanoylamino)-B-D-glucopyranosyl-(1 —4)-N-

acetylnormuramoyl-L-2-aminobutanoyl-D-isoglutamin,

OH

0
HO

0
AcHN
<<°

L-Abu—D-iGIn—L-Lys-OH

OH

=,

0
MT05

N-Acetylnormuramoyl-L-2-aminobutanoyl-D- isoglutaminyl-L-lysin(stearoyl),

e}
Hom
oH
o AcHN
(o

c
LMAbu—D-iGIn—L-Lys-OH

(0]
MT06

N-Acetylnormuramoyl-L-2-aminobutanoyl-D- isoglutaminyl-L-lysin(2-
tetradecylhexadekanoyl),



%o%
?IO AcHN o AcHN

o]
L-Abu—D-iGIn—L-Lys-OH

A

0]
MTO7
2-Acetamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl-(1 —4)-N-acetylnormuramoyl- L-2-

aminobutanoyl-D- isoglutaminyl-L-lysin(stearoyl),

CAbu‘D—iGln—L-LySOH

0

MT08
2-Acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —4)-N-acetylnormuramoyl- L-2-
aminobutanoyl-D- isoglutaminyl-L-lysin(2-tetradecylhexadekanoyl).

Vakcina s vyhodou obsahuje vakcinaéni konstrukt podle vynalezu.
Ve vyhodném provedeni jsou OspC antigeny vybrany ze skupin borelii zahrnujici :

NP_047005 - gi|11497007: OspC skupina A (B31MI) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 1)
1 MKKNTLSAIL MTLFLEFISCN NSGKDGNTSA NSADESVKGP NLTEISKKIT
51 DSNAVLLAVK EVEALLSSID EIAAKAIGKK IHQNNGLDTE NNHNGSLLAG
101 AYAISTLIKQ KLDGLKNEGL KEKIDAAKKC SETFTNKLKE KHTDLGKEGV
151 TDADAKEAIL KTNGTKTKGA EELGKLFESV EVLSKAAKEM LANSVKELTS
201 PVVAESPKKP

EF053525 - gi|117574163: OspC skupina B (LDP73) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 2)
1 NNSGKDGNTS ANSADESVKG PNLTEISKKI TDSNAVLLAV KEVEALLSSI
51 DELAKAIGKK IKNDGSLDNE ANRNESLLAG AYTISTLITQ KLSKLNGSEG
101 LKEKIAAAKK CSEEFSTKLK DNHAQLGIQG VTDENAKKAI LKANAAGKDK
151 GVEELEKLSG SLESLSKAAK EMLANSVKEL TSPVVAESPK KP
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AF467874 - i|23507072: OspC skupina I (B331) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 3)
1 MKKNTLSAIL MTLFLFISCN NSGKDGNTSA NSADESVKGP NLTEISKKIT
51 ESNAVVLAVK EVETLLTSID ELAKAIGKKI KNDVSLDNEA DHNGSLISGA
101 YLISTLITKK ISAIKDSGEL KAEIEKAKKC SEEFTAKLKG EHTDLGKEGV
151 TDDNAKKAIL KTNNDKTKGA DELEKLFESV KNLSKAAKEM LTNSVKELTS
201 PVVAESPKKP

EF053517 - gi|117574147: OspC skupina K (LDP74) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 4)
1 NNSGKDGNTS ANSADESVKG PNLTEISKKI TESNAVVLAV KEIETLLASI
51 DELATKAIGK KIQQONGGLAV EAGHNGTLLA GAYTISKLIT QKLDGLKNSE
101 KLKEKIENAK KCSEDFTKKL EGEHAQLGIE NVTDENAKKA ILITDAAKDK
151 GAAELEKLFK AVENLAKAAK EMLANSVKEL TSPIVAESPK KP

YP_063261 - gi|51038597: OspC skupina PBi B. garinii (SEQ ID NO. 5)
1 MKKNTLSAIL MTLFLFISCN NSGGDSASTN PDESAKGPNL TVISKKITDS
51 NAFLLAVKEV EALLSSIDEL SKAIGKKIKN DGTLDNEANR NESLIAGAYE
101 ISKLITQKLS VLNSEELKEK IKEAKDCSEK FTTKLKDSHA ELGIQSVQDD
151 NAKKAILKTH GTKDKGAKEL EELFKSLESL SKAAQAALTN SVKELTNPVV
201 AETPKKP

YP_709265 - gi[111074118: OspC skupina PKo B. afzelii (SEQ ID NO. 6)
1 MKKNTLSAIL MTLFLFISCN NSGKGGDSAS TNPADESAKG PNLTEISKKI
51 TDSNAFVLAV KEVETLVLSI DELAKKAIGQ KIDNNNGLAA LNNONGSLLA
101 GAYAISTLIT EKLSKLKNLE ELKTEIAKAK KCSEEFTNKIL KSGHADLGKQ
151 DATDDHAKAA ILKTHATTDK GAKEFKDLFE SVEGLLKAAQ VALTNSVKEIL
201 TSPVVAESPK KP

Ze zvolenych OspC antigenii byly vybrany tuseky odpovidajici a3-L5-a4-L6-a5 usekim
jednotlivych OspC proteinti viz nasledujici tabulka.a dale C” terminalni usek odvozeny z

OspC PKo.

Oznaceni v databézi Vybrany sekvenéni Zatazeni OspC antigenu podle

GeneBank usek — skupiny
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poradi aminokyselin

NP_047005 - gi|11497007 128-196 B. burgdorferi skupina A (B31MI)
EF053525 - gi|117574163 109-178 B. burgdorferi skupina B (LDP73)
AF467874 - gi|23507072 128-196 B. burgdorferi skupina I (B331)
EF053517 - gi|117574147 110-178 B. burgdorferi skupina K (LDP74)
YP 063261 - gi|51038597 125-193 B. garinii skupina PBi

YP_709265 -

Gi111074118 130-211 B. afzelii skupina Pko

Ve vyhodném provedeni ma chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen zaloZeny na
OspC antigenech pfipojeny N' konci tfi peptidové tuseky: 1) hexa His kotva (His tag)
umoziujici purifikaci proteinu pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie a piipravu
metalochelata¢nich proteoliposomu, 2) §t€pné misto pro thrombin umozfiujici odstranit His
tag kotvu z rekombinantniho proteinu pro imunodetekéni ELISA aplikace stanovujici hladiny
antigenem navozenych specifickych protildtek u imunizovanych jedincti, 3) T7 epitop
umoZiujici snadnou detekci rekombinantniho proteinu béhem biotechnologické ptipravy a

purifikace pomoci anti T7 protilatky a celkovy protein ma nasledujici sekvenci (SEQ ID NO.

7):

51
101
151
201
251
301
351
401
451

MGSSHHHHHH
AQLGIQGVTD
ANSVKKKCSE
LEKLFKAVEN
DAKEATLKTQ
TAKLKGEHTD
KAAKEMLTNS
KDKGAKELEE
KQDATDDHAK
ELTSPVVAES

SSGLVPRGSH
ENAKKAILKA
DFTKKLEGEH
LAKAAKEMLA
GTKTKGAEEL
LGKEGVTDDN
VKKDCSEKET
LFKSLESLSK
AATLKTHATT
PKKN

MASMTGGQQOM
NAAGKDKGVE
AQLGIEQVTD
NSVKKKCSET
GKLFESVEVL
AKKATLKTNN
TKLKDSHAEL
AAQAALTNSV
DKGAKEFKDL

GRGSMKKCSE
ELEKLSGSLE
ENAKKAILIT
FTNKLKEKHT
SKAAKEMLAN
DKTKGADELE
GIQSVQDDNA
KKKCSEEFTN
FESVEGLLKA

EFSTKLKDNH
SLSKAAKEML
DAAKDKGAAE
DLGKEGVTDA
SVKKKCSEEF
KLFESVKQLS
KKAILKTHGT
KLKSGHADLG
AQVALTNSVK

nebo v jiném vyhodném provedeni ma chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen

zaloZeny na OspC nasledujici sekvenci (SEQ ID NO. 16).

1 MASMTGGQQOM GRGSMKKCSE EFSTKLKDNH AQLGIQGVTD ENAKKAILKA



51
101
151
201
251
301
351
401

NAAGKDKGVE
AQLGIEQVTD
NSVKKKCSET
GKLFESVEVL
AKKAILKTNN
TKLKDSHAEL
AAQAALTNSV
DKGAKEFKDL

ELEKLSGSLE
ENAKKAILIT
FTNKLKEKHT
SKAAKEMLAN
DKTKGADELE
GIQSVQDDNA
KKKCSEEFTN
FESVEGLLKA

12

SLSKAAKEML
DAAKDKGAAE
DLGKEGVTDA
SVKKKCSEEF
KLFESVKQLS
KKAILKTHGT
KLKSGHADLG
AQVALTNSVK

ANSVKKKCSE
LEKLFKAVEN
DAKEAILKTQ
TAKLKGEHTD
KAAKEMLTNS
KDKGAKELEE
KQODATDDHAK
ELTSPVVAES

DFTKKLEGEH
LAKAAKEMLA
GTKTKGAEEL
LGKEGVTDDN
VKKDCSEKFT
LFKSLESLSK
AATILKTHATT
PKKN

Ve vyhodném provedeni jsou OspA antigeny vybrany ze skupiny borelii zahrnujici :
>X80257.1 - gi|258153: OspA-PBi B. garinii (SEQ ID NO. 8)

1
51
101
151
201
251

>548322 - gi258151: OspA-PKo B. afzelii (SEQ ID NO. 9)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLMATVDK
IFKEDGKTLV
KSDGTGKAKE
LNDSNSTQAT
AGTNLEGNAV

MKKYLLGIGL
KYSLKATVDK
LEFKEDGKTLV
KSDGTGKAKE
LNDTNTTQAT
AGTNLEGTAV

ILALIACKOQON
LELKGTSDKS
SKKVNSKDKS
VLKDFALEGT
KKTGKWDSNT
EIKTLDELKN

ILALIACKQN
IELKGTSDKD
SRKVSSKDKT
VLKNFTLEGK
KKTGAWDSKT
EIKTLDELKN

VSSLDEKNSV
NGSGTLEGEK
SIEEKENAKG
LAADKTTLKV
STLTISVNSK
ALK

VSSLDEKNSA
NGSGVLEGTK
STDEMENEKG
VANDKVTLEV
STLTISVNSK
ALK

SVDLPGEMKV
SDKSKAKLTI
ELSEKTILRA
TEGTVVLSKH
KTKNIVFTKE

SVDLPGEMKV
DDKSKAKLTI
ELSAKTMTRE
KEGTVTLSKE
KTTQLVETKQ

>X80251 - gi|984067: OspA-PHei B. burgdorferi (SEQ ID NO. 10)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLMATVEK
IFKEDGKTLV
KSDKTGKAKE
ALDDTDSSGN
AGTNLEGKAV

ILALTACKON
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKDFTLEGT
KKSGTWDSGT
EITTLKELKN

VSSLDEKNSV
NGSGTLEGEK
STEEKENEKG
LAADGKTTLK
STLTISKNRT
ALK

SVDLPGGMKV
TDKSKVKLTI
EISEKTIVRA
VTEGTVTLSK
KTKQLVFTKE

LVSKEKDKDG
SEDLSKTTFE
NGTRLEYTET
IPNSGEITVE
DTITVQKYDS

LVSKEKDKDG
ADDLSKTTFE
NGTKLEYTEM
IAKSGEVTVA
DTITVQKYDS

LVSKEKDKDG
AEDLSKTTFE
NGTRLEYTDTI
NISKSGEITV
DTITVQNYDS
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>X80252 - i|984085:0spA-TN, N34, VS307, G25 B. garinii, PWudll B. burgdorferi (SEQ

ID NO. 11)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLEATVDK
IFKEDGKTLV
KSDGSGKAKE
ALDDSDTTQA
SAGTNLEGKA

ILALIACKON
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKDFTLEGT
TKKTGKWDSK
VEITTLKELK

VSSLDEKNSV SVDLPGGMTV
NGSGTLEGEK TDKSKVKLTI
STEEKFNEKG ETSEKTIVRA
LAADGKTTLK VTEGTVVLSK
TSTLTISVNS QKTKNLVFTK
DALK

>X80182 - gi|984069: OspA-PKa B. burgdorferi (SEQ ID NO. 12)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYDLIATVDK
VFKEDGKTLV
KSDGSGKAKE
LNDTDSSAAT
NGTKLEGSAV

ILALIACKON
LELKGTSDKN
SKKVTSKDKS
VLKGYVLEGT
KKTAAWNSGT
EITKLDEIKN

VSSLDEKNSV SVDLPGEMKV
NGSGVLEGVK ADKSKVKLTI
STEEKEFNEKG EVSEKIITRA
LTAEKTTLVV KEGTVTLSKN
STLTITVNSK KTKDLVFTKE
ALK

>X80256 - gi|984079: OspA-PBr B. garinii (SEQ ID NO. 13)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLMATVEK
IFKEDGKTLV
KNDGSGKAKE
ALNDTETTPA
RAGNALEGSP

ILALIACKQON
LELKGTSDKS
SRKVNSKDKS
VLKGFALEGT
DKKTGEWKSD
AEIKDLAELK

VSSLDEKNSV SVDLPGGMKV
NGSGVLEGEK ADKSKAKLTI
STEEKENDKG KLSEKVVTRA
LTDGGETKLT VTEGTVTLSK
TSTLTISKNS QKPKQLVETK
AATK

>X80254 - gi|984081: OspA-T25 B. garinii (SEQ ID NO. 14)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLEATVDK
IFKEDGKTLV
ONDGSGKAKE
ELKDTETTPA
TAGTKLEGSP

ILALIACKQN
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKSLTLEGT
DKKSGTWDSK
AETIKDLEALK

VSSLDEKNSV SVDLPGEMKV
NGSGVLEGVK AAKSKAKLTI
STEEKEFNDKG KLSEKVVTRA
LTADGETKLT VEAGTVTLSK
TSTLTISKNS QKTKQLVFTK
AALK

LVSKEKDKDG
ADDLSQTKFE
NGTRLEYTDI
NILKSGEITV
EDTITVQKYD

LVSKEKNKDG
SDDLGQTTLE
DGTRLEYTGI
ISKSGEVSVE
NTITVQQYDS

LVSKEKDKDG
SQDLNQTTFE
NGTRLEYTET
NISKSGEITV
ENTITVONYN

LVSKEKDKDG
ADDLSQTKFE
NGTRLEYTEI
NISESGEITV
ENTITVQKYN
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Ze zvolenych OspA antigeni byly vybrany oblasti odpovidajici C terminalni soudkovité
oblasti tvofené B14 az B21 listy jednotlivych vyse uvedenych OspA viz nasledujici tabulka a
C’ termindlni a helix OspA proteinu. Chiméricky OspA polyepitop neobsahuje sekvence,

vvvvvv

lidskym LFA-1 proteinem (oblast aminokyselin 165-173).

Oznaceni v databazi Oblast sekvence Zatazeni OspA antigenu podle
GeneBank v aminokyselinach skupiny

X80257.1 - gi|258153 178-258 B. garinii PBi

S48322 - gi|258151 178-258 B. afzelii PKo

X80251 - gi|984067 179-258 B. burgdorferi PHei
X80252 - gi984085 178.250 B. garinii TN, N34, VS307, G25

B. burgdorferi PWudll

X80182 - gi|984069 179-258 B. burgdorferi PKa
X80256 - gi|984079 179-259 B. garinii PBr

X80254 - gi|984081 179-259 B. garinii T25

Ve vyhodném provedeni ma chiméricky rekombinantni fuzni protein zaloZeny na OspA
antigenech pfipojeny na N' konci tfi peptidové useky: 1) hexa His kotva (His tag) umoZiujici
purifikaci proteinu pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie a piipravu metalochelata¢nich
proteoliposomtl, 2) St€pné misto pro thrombin umoziujici odstranit His tag kotvu z
rekombinantniho proteinu pro imunodetekéni ELISA aplikace stanovujici hladiny antigenem
navozenych specifickych protilatek u imunizovanych jedinct, 3) T7 epitop umoZiiujici
snadnou detekci rekombinantniho proteinu béhem biotechnologické pripravy a purifikace

pomoci anti T7 protilatky nasledujici aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO. 15)

51
101
151
201
251

MGSSHHHHHH
SGEITVELND
TVOKYDSAGT
TGAWDSKTST
EGTVTLSKNI
KQLVEFTKEDT

SSGLVPRGSH
SNSTQATKKT
NLEGNLEVKE
LTISVNSKKT
SKSGEITVAL
ITVONYDSAG

MASMTGGQQOM
GKWDSNTSTL
GTVTLSKEIA
TQLVETKQDT
DDTDSSGNKK
TNLEGKTLKV

GRGSLKVTEG
TISVNSKKTK
KSGEVTVALN
ITVQKYDSAG
SGTWDSGTST
TEGTVVLSKN

TVVLSKHIPN
NIVFTKEDTI
DINTTQATKK
TNLEGTLKVT
LTISKNRTKT
ILKSGEITVA



301
351
401
451
501
551
601

LDDSDTTQAT
AGTNLEGKLV
TSTLTITVNS
KNISKSGEIT
KENTITVONY
PADKKSGTWD
SAVEITKLDE

KKTGKWDSKT
VKEGTVTLSK
KKTKDLVFTK
VALNDTETTP
NRAGNALEGS
SKTSTLTISK
IKNALKKDLE

15

STLTISVNSQ
NISKSGEVSV
ENTITVQQYD
ADKKTGEWKS
LTVEAGTVTL
NSQKTKQLVE
ALKAALK

KTKNLVETKE
ELNDTDSSAA
SNGTKLEGSL
DTSTLTISKN
SKNISESGEI
TKENTITVQK

DTITVQKYDS
TKKTAAWNSG
TVTEGTVTLS
SQKPKQLVET
TVELKDTETT
YNTAGTKLEG

nebo v jiném vyhodném provedeni ma chiméricky rekombinantni fizni protein zaloZeny na

OspA antigenech nasledujici aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO. 17)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MASMTGGQQM
GKWDSNTSTL
GTVTLSKEIA
TQLVEFTKQDT
DDTDSSGNKK
TNLEGKTLKV
STLTISVNSQ
NISKSGEVSV
ENTITVQQYD
ADKKTGEWKS
LTVEAGTVTL
NSQKTKQLVFE
ALKAALK

Piehled vyobrazeni

Obr. 1

Trojrozmérny prediktivni model struktury chimérického OspA polyepitopu

GRGSLKVTEG
TISVNSKKTK
KSGEVTVALN
ITVQKYDSAG
SGTWDSGTST
TEGTVVLSKN
KTKNLVFTKE
ELNDTDSSAA
SNGTKLEGSL
DTSTLTISKN
SKNISESGEI
TKENTITVQK

TVVLSKHIPN
NIVEFTKEDTI
DTNTTQATKK
TNLEGTLKVT
LTISKNRTKT
ILKSGEITVA
DTITVQKYDS
TKKTAAWNSG
TVTEGTVTLS
SQKPKQLVET
TVELKDTETT
YNTAGTKLEG

SGEITVELND
TVQKYDSAGT
TGAWDSKTST
EGTVTLSKNI
KQLVFTKEDT
LDDSDTTQAT
AGTNLEGKLV
TSTLTITVNS
KNISKSGEIT
KENTITVQNY
PADKKSGTWD
SAVEITKLDE

SNSTQATKKT
NLEGNLEVKE
LTISVNSKKT
SKSGEITVAL
ITVONYDSAG
KKTGKWDSKT
VKEGTVTLSK
KKTKDLVETK
VALNDTETTP
NRAGNALEGS
SKTSTLTISK
IKNALKKDLE

(polyOspA) podle piikladu 1. Predikce byla provedena pomoci programu Phyre 2.

Obr. 2 Vysledky purifikace rekombinantniho chimérického OspA polyepitopu (polyOspA)
podle ptikladu 1 pomoci afinitni chromatografie s Ni-NTA agarosou. Bakterie exprimujici
polyOspA byly lyzovany za nativnich podminek a lyzéat byl nanesen na Ni-NTA kolonu a
poté byla kolona postupné promyvéana pufrem s rostouci koncentraci imidazolu. Jednotlivé
promyvaci frakce (Promyti 1 - 10 mM imidazol, Promyti 2 - 30 mM imidazol, Promyti 3 - 40
mM imidazol, Promyti 4 - 60 mM imidazol, Promyti 5 - 80 mM imidazol) a eluéni frakce,
provedené pufrem s koncentraci imidazolu 250 mM tvoiené 3 objemy kolony (Eluce 1 az
Eluce 6) byly naneseny na 10% SDS-PAGE, rozdéleny v elektrickém poli. Gel byl poté

barven pomoci Coomassie Brilliant Blue.
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Obr. 3  Trojrozmérny prediktivni model struktury chimérického OspC polyepitopu
(polyOspC) podle piikladu 2. Predikce byla provedena pomoci programu Phyre 2.

Obr. 4 Vysledky purifikace rekombinantniho chimérického OspC (polyOspC) polyepitopu
podle piikladu 2 pomoci afinitni chromatografie s Ni-NTA agarosou. Bakterie exprimujici
polyOspC byly lyzovany za nativnich podminek a lyzat byl nanesen na Ni-NTA kolonu a poté
byla kolona postupné promyvéana pufrem s rostouci koncentraci imidazolu. Jednotlivé
promyvaci frakce jsou oznaéeny pouZitou koncentraci imidazolu 10 mM - az 80 mM imid a
elucni frakce, provedené pufrem s koncentraci imidazolu 250 mM tvofené 1.5 objemu kolony
(Eluce 1 az Eluce 10) byly naneseny na 10% SDS-PAGE, rozdéleny v elektrickém poli. Gel
byl poté barven pomoci Coomassie Brilliant Blue.

Obr. 5 Distribuce velikosti OspA polyepitopu (polyOspA) (Piiklad 3).

Velikost polyOspA (200ug/ml v PBS) byla méfena pomoci dynamického rozptylu svétla na
ptistroji ZetaSizer ZS (Malvern, UK).

Obr. 6 Graf teplotni stability antigenu polyOspA (Pfiklad 3).

Teplotni stabilita polyOspA (200ug/ml v PBS) byla méfena pomoci dynamického rozptylu
svétla na pfistroji ZetaSizer ZS (Malvern, UK).

Obr. 7 Distribuce velikosti OspC polyepitopu (polyOspC) (Ptiklad 3).

Velikost polyOspC (200pg/ml v PBS) byla méfena pomoci dynamického rozptylu svétla na
ptistroji ZetaSizer ZS (Malvern, UK).

Obr. 8 Graf teplotni stability antigenu polyOspC (Piiklad 3).

Teplotni stabilita polyOspC (200pug/ml v PBS) byla méfena pomoci dynamického rozptylu
svétla na pristroji ZetaSizer ZS (Malvern, UK)

Obr. 9 Vliv polohy His tag-u na C- a N- konci na termalni denaturaci antigenu polyOspC
(Priklad 3). Charakteristiky byly ziskany pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie
(koncentrace proteinti 1 mg/ml v PBS). A) polyOspC His tag na N-konci; B) polyOspC His
tag na C-konci.

Obr. 10 Charakteristika termélniho pfechodu antigenu polyOspA (Piiklad 3). Charakteristika
byly ziskdny pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie (koncentrace proteinu 1 mg/ml
v PBS). PolyOspA His tag na N-konci.

Obr. 11 Schéma struktury liposomalni vakcina¢ni &astice na bazi metalochelataénich
nanoliposomi s molekuldrnim adjuvans (Ptiklad 4). Vlevo je vysek povrchu liposomu z néjz
vystupuje do stfedu obrazku DOGS-NTA (pro vazbu antigenu na povrch liposomu) a v dolni

¢asti obrazku lipofilni nepyrogenni derivat muramyl dipeptidu (norAbuMDP) jako adjuvans.
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Vpravo nahote rekombinantni protein s kotvou 6 histidind, které se prosttednictvim komplext
niklu (Ni) na metalochelatatnim lipidu DOGS-NTA nekovalentné navazuji na povrch
liposomu.

Obr. 12 Prikaz vazby rekombinantniho antigenu na metalochelata¢ni liposomy pomoci
zmény distribuce velikosti liposomut po vazbé polyepitopového antigenu (polyOspC) (Piiklad
4). Zména distribuce velikosti byla méfena pomoci piistroje ZetaSizer ZS (Malvern, UK).
Vlozeny obrazek z TEM ukazuje liposom bez navazaného proteinu (A) a molekuly polyOspC
vazany na povrch liposomu (bile Sipky) a prikaz proteinu pomoci imunoznaceni
nano¢asticemi zlata (Cerné $ipky) (B).

Obr. 13 Vysledky stanoveni hladiny sérovych protilatek mysi imunizovanych polyepitopem
polyOspA a polyOspC (Piiklad 5). Reaktivita protilatek byla stanovena pomoci ELISA. Na
dno ELISA panelu byl navazén rekombinantni polyOspA (horni fada panel() nebo polyOspC
(dolni fada paneld). Mysi séra byla natedéna identicky a poté nanesena do jednotlivych
jamek. Vazba sérové protilatky specificky reagujici s OspA nebo OspC byla prokazana
sekundarni protilatkou proti celkovému mysimu IgG, nebo IgGl, nebo IgG2a znaCenou
peroxidazou a poté barevnou reakci s orthofenylendiaminem. Rekombinantni polyepitopy
polyOspA a polyOspC pouzité k imunizaci maji N-terminalni His tag.

A. polyOspC nebo polyOspA

B. polyOspC nebo polyOspA (adjuvans: Alum)

C. polyOspC nebo polyOspA (adjuvans: Montanid — PET GEL A)

D. polyOspC nebo polyOspA (adjuvans: metalochelataéni liposomy s molekularnim
adjuvans MT06)

E. polyOspC nebo polyOspA (adjuvans: metalochelataéni liposomy s molekularnim
adjuvans MT06)

Obr. 14 Reakce sér mysi imunizovanych polyOspC s divokymi OspC proteiny izolovanymi z
riznych druht borelii (Pfiklad 5). Séra mysi imunizovanych rekombinantnimi OspC proteiny
s N terminaln¢ pfipojenou His kotvou byla testovana s diagnostickymi stripy (Anti-Borrelia
EUROLINE-RN-AT (IgM) obsahujicimi policka s OspC vSech tii patogennich kmend — B.
garinii, B. burgdorferi, B. afzelii. A — sérum mysi imunizované chimérickym polyepitopem
OspC (polyOspC), B — sérum my$i imunizované rekombinantnim OspC z B. burgdorferi B31,
C — kontrola — sérum mysi vakcinované rekombinantnim HIS zna¢enym antigenem z Candida
albicans hps90.

A — chiméricky OspC polyepitop (polyOspC)
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B - OspC z B. burgdorferi B31

C — kontrolni sérum (negativni)

Obr. 15 Stanoveni protilatkové odpovédi pst proti OspA B. afzelii (A), B. garinii (B) a B.
burgdorferi (C) po aplikaci chimérického rekombinantniho antigenu polyOspA v kombinaci
s riznymi adjuvans.

Experimentdlni vakciny byly podany i.d. a s.c., protilatkova odpovéd byla sledovana
v pritbéhu 83 dnii. Molekuldrni adjuvans MT03 v kombinaci s PET GEL A bylo podano ve
forme micel.

Obr. 16: Stanoveni protilatkové odpovédi psii proti OspC B. afzelii (A), B. garinii (B) a B.
burgdorferi (C) po aplikaci chimérického rekombinantniho antigenu polyOspC v kombinaci
s riznymi adjuvans.

Experimentdlni vakciny byly podany i.d. a s.c., protilatkovd odpovéd byla sledovana
v prubéhu 83 dnii.

Obr. 17 Indukce specifické protilatkové odpovédi psi proti rekombinantnimu Ferritinu I1

formulovanému s riznymi adjuvans.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1. Pfiprava antigenu: OspA polyepitop

Polyepitop OspA je piipraven rekombinantni technologii z kmenti Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia garinii a Borrelia afzelii naleZejicich do skupin PHei, PKa, (Borrelia
burgdorferi s.s.), PBi, TN, N34, V8307, G25, PBr, T25 (Borrelia garinii) a PKo (Borrelia
afzelii), charakteristickych svou invazivitou a tedy schopnosti vyvolat systémové infekce. V
databazi GenBank jsou OspA proteiny, jejichz fragmenty byly sloZeny do vakcina¢niho OspA

polyepitopu, uvedeny pod nasledujicim oznacenim s aminokyselinovou sekvenci:

X80257.1 - gi|258153: OspA-PBi B. garinii (SEQ ID NO. 8)
1 MKKYLLGIGL ILALIACKQN VSSLDEKNSV SVDLPGEMKV LVSKEKDKDG
51 KYSLMATVDK LELKGTSDKS NGSGTLEGEK SDKSKAKLTI SEDLSKTTFE
101 IFKEDGKTLV SKKVNSKDKS SIEEKFNAKG ELSEKTILRA NGTRLEYTEI
151 KSDGTGKAKE VLKDFALEGT LAADKTTLKV TEGTVVLSKH IPNSGEITVE
201 LNDSNSTQAT KKTGKWDSNT STLTISVNSK KTKNIVFTKE DTITVQKYDS
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251 AGTNLEGNAV EIKTLDELKN ALK

S48322 - gi|258151: OspA-PKo B. afzelii (SEQ ID NO. 9)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLKATVDK
LFKEDGKTLV
KSDGTGKAKE
LNDTNTTQAT
AGTNLEGTAV

ILALIACKON

IELKGTSDKD NGSGVLEGTK

SRKVSSKDKT

VLKNFTLEGK VANDKVTLEV

KKTGAWDSKT
EIKTLDELKN

VSSLDEKNSA SVDLPGEMKV
DDKSKAKLTI
STDEMFNEKG ELSAKTMTRE
KEGTVTLSKE
STLTISVNSK KTTQLVFTKQ

ALK

X80251 - gi|984067: OspA-PHei B. burgdorferi (SEQ ID NO. 10)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLMATVEK
IFKEDGKTLV
KSDKTGKAKE
ALDDTDSSGN
AGTNLEGKAV

ILALTACKON
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKDFTLEGT
KKSGTWDSGT
EITTLKELKN

VSSLDEKNSV SVDLPGGMKV

NGSGTLEGEK TDKSKVKLTI
STEEKFNEKG EISEKTIVRA
LAADGKTTLK VTEGTVTLSK
STLTISKNRT KTKQLVETKE

ALK

LVSKEKDKDG
ADDLSKTTFE
NGTKLEYTEM
IAKSGEVTVA
DTITVQKYDS

LVSKEKDKDG
AEDLSKTTFE
NGTRLEYTDI
NISKSGEITV
DTITVQONYDS

X80252 - g1/984085:0spA-TN, N34, VS307, G25 B. garinii, PWudll B. burgdorferi (SEQ

ID NO. 11)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLEATVDK
IFKEDGKTLV
KSDGSGKAKE

ALDDSDTTQA TKKTGKWDSK
SAGTNLEGKA VEITTLKELK

ILALTACKQON
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKDFTLEGT

VSSLDEKNSV SVDLPGGMTV
NGSGTLEGEK TDKSKVKLTI
STEEKFNEKG ETSEKTIVRA
LAADGKTTLK VTEGTVVLSK
TSTLTISVNS QKTKNLVETK
DALK

X80182 - gi|984069: OspA-PKa B. burgdorferi (SEQ ID NO. 12)

1
51
101
151
201

MKKYLLGIGL ILALIACKQN VSSLDEKNSV SVDLPGEMKV

KYDLIATVDK
VFKEDGKTLV
KSDGSGKAKE
LNDTDSSAAT

LELKGTSDKN
SKKVTSKDKS
VLKGYVLEGT
KKTAAWNSGT

NGSGVLEGVK ADKSKVKLTI
STEEKFNEKG EVSEKIITRA
LTAEKTTLVV KEGTVTLSKN
STLTITVNSK KTKDLVETKE

LVSKEKDKDG
ADDLSQTKFE
NGTRLEYTDI
NILKSGEITV
EDTITVQKYD

LVSKEKNKDG
SDDLGQTTLE
DGTRLEYTGI
ISKSGEVSVE
NTITVQQYDS
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251 NGTKLEGSAV EITKLDEIKN ALK

X80256 - gi[984079: OspA-PBr B. garinii (SEQ ID NO. 13)

1
51
101
151
201
251

MKKYLLGIGL
KYSLMATVEK
IFKEDGKTLV
KNDGSGKAKE
ALNDTETTPA
RAGNALEGSP

ILALIACKQN
LELKGTSDKS
SRKVNSKDKS
VLKGFALEGT
DKKTGEWKSD
AEIKDLAELK

VSSLDEKNSV SVDLPGGMKV
NGSGVLEGEK ADKSKAKLTI
STEEKEFNDKG KLSEKVVTRA
LTDGGETKLT VTEGTVTLSK
TSTLTISKNS QKPKQLVFTK
AALK

X80254 - gi1/984081: OspA-T25 B. garinii (SEQ ID NO. 14)

1
51
101
151

MKKYLLGIGL
KYSLEATVDK
IFKEDGKTLV
ONDGSGKAKE

ILALIACKQN
LELKGTSDKN
SKKVTLKDKS
VLKSLTLEGT

VSSLDEKNSV SVDLPGEMKV
NGSGVLEGVK AAKSKAKLTI
STEEKEFNDKG KLSEKVVTRA
LTADGETKLT VEAGTVTLSK

LVSKEKDKDG
SODLNQTTFE
NGTRLEYTETI
NISKSGEITV
ENTITVQONYN

LVSKEKDKDG
ADDLSQTKFE
NGTRLEYTETI
NISESGEITV

201
251

ELKDTETTPA DKKSGTWDSK TSTLTISKNS QKTKQLVFTK ENTITVQKYN

TAGTKLEGSP AEIKDLEALK AALK

Pro konstrukci polyepitopu OspA byly pouzity useky odpovidajici C terminalni soudkovité
oblasti tvofené B14 az P21 listy jednotlivych vySe uvedenych OspA proteinil viz nésledujici
tabulka. Polyepitop je ukonfen C’ terminalnim o helixem. Chimericky OspA polyepitop
zkiizené autoreaktivni s lidskym LFA-1 proteinem (oblast aminokyselin 165-173). OspA
polyepitop dale obsahuje na N' konci tfi peptidové tseky: 1) hexa His kotvu (His tag)
umoznujici purifikaci proteinu pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie a pfipravu
metalochelata¢nich proteoliposomd, 2) $t€pné misto pro thrombin umoziujici odstranit His
tag kotvu z rekombinantniho proteinu pro imunodetekéni ELISA aplikace stanovujici hladiny
antigenem navozenych specifickych protildtek u imunizovanych jedinct, 3) T7 epitop

umoziiujici snadnou detekci rekombinantniho proteinu béhem biotechnologické ptipravy a

purifikace pomoci anti T7 protilatky.

Oznaceni v databazi Oblast sekvence Zatazeni OspA antigenu podle

GeneBank v aminokyselinach skupiny
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X80257.1 - gi|258153 178-258 B. garinii PBi

S48322 - gi|258151 178-258 B. afzelii PKo

X80251 - gi|984067 179-258 B. burgdorferi PHei
X80252 - gi984085 178.250 B. garinii TN, N34, VS307, G25

B. burgdorferi PWudll

X80182 - gi[984069 179-258 B. burgdorferi PKa
X80256 - gi|984079 179-259 B. garinii PBr

X80254 - i|984081 179-259 B. garinii T25

Vysledny polyepitop OspA ma nasledujici aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO. 15):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MGSSHHHHHH
SGEITVELND
TVQKYDSAGT
TGAWDSKTST
EGTVTLSKNI
KQLVEFTKEDT
LDDSDTTQAT
AGTNLEGKLV
TSTLTITVNS
KNISKSGEIT
KENTITVQONY
PADKKSGTWD
SAVEITKLDE

SSGLVPRGSH
SNSTQATKKT
NLEGNLEVKE
LTISVNSKKT
SKSGEITVAL
ITVONYDSAG
KKTGKWDSKT
VKEGTVTLSK
KKTKDLVFETK
VALNDTETTP
NRAGNALEGS
SKTSTLTISK
IKNALKKDLE

MASMTGGQOM
GKWDSNTSTL
GTVTLSKEIA
TOQLVEFTKQDT
DDTDSSGNKK
TNLEGKTLKV
STLTISVNSQ
NISKSGEVSV
ENTITVQQYD
ADKKTGEWKS
LTVEAGTVTL
NSQKTKQLVF
ALKAALK

GRGSLKVTEG
TISVNSKKTK
KSGEVTVALN
ITVQKYDSAG
SGTWDSGTST
TEGTVVLSKN
KTKNLVEFTKE
ELNDTDSSAA
SNGTKLEGSL
DTSTLTISKN
SKNISESGEI
TKENTITVQK

TVVLSKHIPN
NIVFTKEDTI
DTNTTQATKK
TNLEGTLKVT
LTISKNRTKT
ILKSGEITVA
DTITVQKYDS
TKKTAAWNSG
TVTEGTVTLS
SQKPKQLVET
TVELKDTETT
YNTAGTKLEG

Trojrozmérny prediktivni model struktury tohoto chimérického OspA polyepitopu je na Obr.
1. Fazni chimericky rekombinantni protein (polyOspA), sloZeny z imunodominantnich oblasti
OspA proteinli popsanych u klinicky nejvyznamnéjsich kmenu Borelii, fuzovany na N' konci
s His tag kotvou pro metaloafinitni purifikaci. Genovy konstrukt pro polyOspA byl vloZen
do plasmidu pET28 umoziujicim indukovanou expresi genu v bakteridlnim systému po
piidavku isopropyl-p-D-thiogalaktosidu. Protein byl exprimovén v bakterialnim kmeni E. coli
BL21 (DE3) a purifikovan z bakteridlniho lyzatu pomoci metaloafinitni chromatografie za
nativnich podminek s vyuzitim vazby His tagu na Ni-NTA agarosu. K promyti kolony a eluci

cilového proteinu byly pouzity pufry obsahujici imidazol jako kompetitor afinitni vazby.
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Vystup purifikace OspA polyepitopu pomoci afinitni chromatografie s Ni-NTA agarosou je
na Obr. 2.

Priklad 2: Priprava antigenu: OspC polyepitop

Polyepitop OspC je pfipraven rekombinantni technologii z kment Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia garinii a Borrelia afzelii naleZejicich do skupin A, B, I a Kb (Borrelia
burgdorferi s. s.), Pbi (Borrelia garinii) a PKo, (Borrelia afzelii), charakteristickych svou
invazivitou a tedy schopnosti vyvolat systémové infekce. V databazi GenBank jsou OspC
proteiny, jejichz fragmenty byly slozeny do vakcinaéniho OspC polyepitopu, uvedeny pod

nasledujicim oznacenim s aminokyselinovou sekvenci:

NP_047005 - gi|11497007: OspC skupina A (B31MI) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 1)
1 MKKNTLSAIL MTLFLFISCN NSGKDGNTSA NSADESVKGP NLTEISKKIT
51 DSNAVLLAVK EVEALLSSID EIAAKAIGKK IHONNGLDTE NNHNGSLLAG
101 AYAISTLIKQ KLDGLKNEGL KEKIDAAKKC SETFTNKLKE KHTDLGKEGV
151 TDADAKEAIL KTNGTKTKGA EELGKLFESV EVLSKAAKEM LANSVKELTS
201 PVVAESPKKP

EF053525 - gi|117574163: OspC skupina B (LDP73) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 2)
1 NNSGKDGNTS ANSADESVKG PNLTEISKKI TDSNAVLLAV KEVEALLSSI
51 DELAKAIGKK IKNDGSLDNE ANRNESLLAG AYTISTLITQ KLSKLNGSEG
101 LKEKIAAAKK CSEEFSTKLK DNHAQLGIQG VTDENAKKAI LKANAAGKDK
151 GVEELEKLSG SLESLSKAAK EMLANSVKEL TSPVVAESPK KP

AF467874 - gi[23507072: OspC skupina I (B331) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 3)
1 MKKNTLSAIL MTLFLEFISCN NSGKDGNTSA NSADESVKGP NLTEISKKIT
51 ESNAVVLAVK EVETLLTSID ELAKAIGKKI KNDVSLDNEA DHNGSLISGA
101 YLISTLITKK ISAIKDSGEL KAEIEKAKKC SEEFTAKLKG EHTDLGKEGV
151 TDDNAKKAIL KTNNDKTKGA DELEKLFESV KNLSKAAKEM LTNSVKELTS
201 PVVAESPKKP

EF053517 - gi|117574147: OspC skupina K (LDP74) B. burgdorferi (SEQ ID NO. 4)
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1 NNSGKDGNTS ANSADESVKG PNLTEISKKI TESNAVVLAV KEIETLLASI

51 DELATKAIGK KIQQNGGLAV EAGHNGTLLA GAYTISKLIT

101 KLKEKIENAK KCSEDFTKKL EGEHAQLGIE NVTDENAKKA

151 GAAELEKLFK AVENLAKAAK EMLANSVKEL TSPIVAESPK

YP_063261 - g1|51038597: OspC skupina PBi B. garinii (SEQ ID NO. 5)

1
51
101
151
201

MKKNTLSAIL

MTLFLEFISCN NSGGDSASTN PDESAKGPNL

NAFLLAVKEV EALLSSIDEL SKAIGKKIKN DGTLDNEANR

ISKLITQKLS
NAKKAILKTH
AETPKKP

VLNSEELKEK IKEAKDCSEK FTTKLKDSHA
GTKDKGAKEL EELFKSLESL SKAAQAALTN

YP_709265 - gi|111074118: OspC skupina PKo B. afzelii (SEQ ID NO. 6)

1
51
101
151
201

Pro konstrukei polyepitopu OspC byly pouzity Gseky odpovidajici a3-L5-04-L6-a5 tsekiim

jednotlivych OspC proteind, viz nasledujici tabulka. Polyepitop je ukonden C’ terminalnim

MKKNTLSAIL
TDSNAFVLAV
GAYAISTLIT
DATDDHAKAA
TSPVVAESPK

MTLFLEFISCN NSGKGGDSAS TNPADESAKG
KEVETLVLSI DELAKKAIGQ KIDNNNGLAA
EKLSKLKNLE ELKTEIAKAK KCSEEFTNKL
ILKTHATTDK GAKEFKDLFE SVEGLLKAAQ
KP

QKLDGLKNSE
ILITDAAKDK
KP

TVISKKITDS
NESLIAGAYE
ELGIQSVQDD
SVKELTNPVV

PNLTEISKKI
LNNONGSLLA
KSGHADLGKQ
VALTNSVKEL

usekem odvozenym z OspC PKo. Protein dale obsahuje na N' konci tii peptidové useky: 1)

hexa His kotvu (His tag) umoZiujici purifikaci proteinu pomoci Ni-NTA afinitni

chromatografie a pfipravu metalochelata¢nich proteoliposomt, 2) §tépné misto pro thrombin
umoziujici odstranit His tag kotvu z rekombinantniho proteinu pro imunodetekéni ELISA

aplikace stanovujici hladiny antigenem navozenych specifickych protilatek u imunizovanych

jedincti, 3) T7 epitop umoziujici snadnou detekci rekombinantniho proteinu b&hem

biotechnologické ptipravy a purifikace pomoci anti T7 protilatky.

Oznaceni v databazi

GeneBank

Vybrany sekvenéni
usek —

poradi aminokyselin

Zatazeni OspC antigenu podle

skupiny

NP_047005 - gi|11497007

128-196

B. burgdorferi skupina A (B31MI)
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EF053525 - gi|117574163 109-178 B. burgdorferiskupina B (LDP73)
AF467874 - g1|23507072 128-196 B. burgdorferi skupina I (B331)
EF053517 - gi|117574147 110-178 B. burgdorferi skupina K (LDP74)
YP_063261 - gi|51038597 125-193 B. garinii skupina PBi
YP_709265 -
i 130-211 B. afzelii skupina Pko
gi|111074118

Vysledny polyepitop OspC ma nasledujici aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO. 7):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

3-D prediktivni model struktury tohoto chimérického OspC polyepitopu je na Obr. 3. Fizni
chimericky rekombinantni protein (polyOspC), sloZzeny z imunodominantnich oblasti OspC
proteinl popsanych u klinicky nejvyznamnéjsich kment Borelii, fizovany na N' konci s His
tag kotvou pro metaloafinitni purifikaci. Genovy konstrukt pro polyOspC byl vloZzen
do plasmidu pET28 umozZiuyjicim indukovanou expresi genu v bakteridlnim systému po
pridavku isopropyl-B-D-thiogalaktosidu. Protein byl exprimovan v bakteridlnim kmeni E. coli
BL21 (DE3) a purifikovan z bakteridlniho lyzatu pomoci metaloafinitni chromatografie za
nativnich podminek s vyuZitim vazby His tagu na Ni-NTA agarosu. K promyti kolony a eluci
cilového proteinu byly pouZity pufry obsahujici imidazol jako kompetitor afinitni vazby.
Vystup purifikace OspC polyepitopu pomoci afinitni chromatografie s Ni-NTA agarosou je
na Obr. 4.

MGSSHHHHHH
AQLGIQGVTD
ANSVKKKCSE
LEKLFKAVEN
DAKEAILKTQ
TAKLKGEHTD
KAAKEMLTNS
KDKGAKELEE
KQDATDDHAK
ELTSPVVAES

SSGLVPRGSH
ENAKKAILKA
DFTKKLEGEH
LAKAAKEMLA
GTKTKGAEEL
LGKEGVTDDN
VKKDCSEKET
LFKSLESLSK
AATILKTHATT
PKKN

Priklad 3: Charakterizace antigent

MASMTGGQQOM
NAAGKDKGVE
AQLGIEQVTD
NSVKKKCSET
GKLFESVEVL
AKKAILKTNN
TKLKDSHAEL
AAQAALTNSV
DKGAKEFKDL

GRGSMKKCSE
ELEKLSGSLE
ENAKKAILIT
FTNKLKEKHT
SKAAKEMLAN
DKTKGADELE
GIQSVQDDNA
KKKCSEEFETN
FESVEGLLKA

EFSTKLKDNH
SLSKAAKEML
DAAKDKGAAE
DLGKEGVTDA
SVKKKCSEEF
KLFESVKQLS
KKAILKTHGT
KLKSGHADLG
AQVALTNSVK
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Velikost antigenu a teplotni stabilita

Hydrodynamicky polomér a teplotni stabilita antigenu byla hodnocena metodou dynamického
rozptylu svétla (DLS).(ZetaSizer ZS, Malvern). Teplotni gradient byl zvolen v rozmezi 10 a2
60 °C, rychlost gradientu 0,5 °C/ min. Hydrodynamicky primeér u antigenu polyOspA byl
urCen 5,3 nm, u antigenu polyOspC 6,1 nm. Vypocet byl proveden v modu maximalniho
poctu ¢astic.

Obr. 5 a 6 ukazuji distribuci velikosti, resp. teplotni stabilitu polyOspA . Obr. 7 a 8 ukazuji
distribuci velikosti, resp. teplotni stabilitu polyOspC.

Termalni pfechody a vliv polohy His tagu na C- a N- konci na termélni denaturaci antigenu
polyOspC véetné termodynamickych parametrti termalniho pfechodu jsou zobrazeny na Obr.
9. Charakteristiky byly ziskany pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie (NanoDSC II,
TA Instruments, USA) (koncentrace proteini 1 mg/ml v PBS). A) polyOspC His tag na N-
konci; B) polyOspC His tag na C-konci. Poloha His tag na N-konci zvy3uje teplotni stabilitu o
pfiblizn€ 2 °C oproti C-terminalnimu umisténi. polyOspA byl pfipraven s His tag na N-konci

a jeho termalni stabilita je vy$si nez u polyOspA (Obr. 10).

Priklad 4: Liposomalni formulace rekombinantnich vakcin

Liposomalni preparaty byly pfipraveny smichanim antigeni polyOspA nebo polyOspC (20
ug/davka) s liposomy (0,3 mg lipidu/davka). Jako komponenty pro tvorbu liposomd byly
pouzity nasledujici lipidy od firmy Avanti Polar Lipids (USA): Vajetny fosfatidyl cholin
(EPC) (71 mol. %), palmitoyl-oleoyl fosfatidyl glycerol (POPG) (19 mol. %) a synteticky
metalochelataéni lipid DOGS-NTA-Ni (1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-[(N-(5-amino-
1-carboxypentyl)iminodiacetic acid) succinyl] (nickel salt)) (pro vazbu antigenu na povrch
liposomu; 5 mol. %). V3echny lipidy byly pofizeny od firmy Avanti Polar Lipids, USA.
Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace lipidniho filmu s naslednou extruzi pies
polykarbonatové filtry o velikosti pérd 200 nm (Millipore). Jako molekuldrni adjuvans
inkorporované do liposomi byly pouzity monofosforyl lipid A (MPLA) nebo lipofilni derivat
norAbuMDP (MTO03) (struktura a chemicky nazev je v pfiloze 1) v davce 5 mol. %. Toto
molekularni mnozstvi odpovida 32,6 ng MPLA nebo 21,4 pg MT03 na vakcinaéni davku.

Charakterizace liposomii
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Kvalita liposomalnich preparatd byla hodnocena metodami DLS (ZeteSizer ZS, Malvern) a
TEM (EM Philips 208 S, Morgagni software, FEI, Brno, CR). Povrch liposomt byl
modifikovan antigenem. Antigen se navéazal pomoci His tag kotvy na metalochelata¢ni lipid
obsazeny v liposomu.

Obr. 11 schematicky znazornuje strukturu liposomalni vakcinaéni Castice. Obr. 12
znazoriuje zméfené zmeény distribuce velikosti (metodou DLS), které jednoznaéné potvrzuji
vazbu antigenu na metalochelata¢ni lipid v liposomu — stfedni velikost metalochelata¢nich
nanoliposomt je 48 nm, o navazani OspC polyepitopu se zméni na 67 nm. Metoda TEM
ukazala jednoznacné metalochelatacni vazbu antigend na liposom (vloZeny snimek na Obr.

13).

Priklad 5. Imunizace mysi

Mysi byly imunizovany rekombinantnim OspA polyepitopem (panel OspA) nebo
rekombinantnim OspC polyepitopem (panel OspC) dvéma davkami aplikovanymi i.d. v
intervalu 14 dni dle niZe uvedenych schémat.

A) bez adjuvans a liposomu

polyOspA (20 pg/davka) nebo polyOspC protein volny (20 pg/davka)

B) ALUXID

Preparaty byly pfipraveny smichanim antigenu polyOspA nebo polyOspC (50 pg/davka) a
ALUXIDU (25 obj. % finalniho objemu aplikované davky).

C) PET GEL A

Preparaty byly pfipraveny ptidanim antigenu polyOspA nebo polyOspC (50 pg/davka) a PET
GEL A (Seppic) (5 obj. % findlniho objemu aplikované davky).

D) liposomy MT03

Preparaty byly pfipraveny pfidanim antigenu polyOspA nebo polyOspC (20 pg/davka) k
liposomim (0,3 mg lipidu/davku) s obsahem MTO03 (21,3 pg/davku) a inkubovany nejméné
30 min pfi pokojové teploté.

E) liposomy MPLA

Preparéty byly pfipraveny ptidanim antigenu polyOspA nebo polyOspC (20 pg/davka) k
liposomiim (0,3 mg lipidu na davku) s obsahem MPLA (32,6 ng na davku) a inkubovany 30

min pii pokojové teploté.
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Jeden mésic po druhé davce byla odebrana séra a koncentrace OspA nebo OspC-specifickych
protilatek byly stanoveny pomoci ELISA, kde byly na dna jamek navazany rekombinantni
proteiny v davce 100 ng na jamku. Na ose jsou jednotlivé vakcina¢ni preparaty oznadeny
pismeny ve shod€¢ s textem. V pfipad¢ imunizace solubilnim rekombinantnim OspA
polyepitopem prokazala ELISA jen prahovou antigenng specifickou reakci ve vSech izotypech
IgG 1 IgM (IgG viz Obr. 13, IgM neuvedeno). Imunizace rekombinantnim solubilnim OspC
polyepitopem indukovala vyraznéjsi, byt’ stale velmi slabou imunitni protildtkovou odpovéd'.
Naopak imunizace rekombinantnimi OspA a OspC polyepitopy ve form& metalochelataénich
liposomil s jednotlivymi adjuvans indukovala mnohem vyssi titry protilatek v jednotlivych
izotypech IgG a IgM (pro IgM neuvedeno na obrazku). Kli¢ovym pozorovanim je schopnost
proteoliposomalni formulace OspA i OspC polyepitopti s MT03 a MPLA adjuvans indukovat
dominantni antigenné specifickou protilatkovou odpovéd v izotypu IgG2a, ktery je u mysi
charakteristicky schopnosti aktivovat klasickou drahu komplementu a zprostiedkovat
opsonizacni funkci, dva mechanismy, které v piipadé boreliovych infekci patii mezi hlavni
obranné néstroje hostitele. Oproti tomu imunizace OspA a OspC proteoliposomy s
hlinikovym adjuvans (Aluxid) a s GEL PET A indukovala pfevazné specifickou protilatkovou
odpovéd v izotypu IgGl, ktery zajistuje neutralizéni aktivitu protilatek, ktera v pifpadé
boreliovych infekei v protektivité nedominuje.

Byla dokumentovéana (Obr. 14) schopnost chimerického OspC polyepitopu po imunizaci
experimentalnich mysi indukovat protilatky, které reaguji s OspC antigeny rdznych
boreliovych druh@: Borrelia. garinii, B. burgdorferi, B. afzelii (prouzek A). Naopak
imunizace my$i rekombinantnim OspC z B. burgdorferi indukovala pouze slabou odpovéd’
protilatek, které nereagovaly se vSemi testovanymi OspC od hlavnich druhi borelii (prouzek

B). Sérum neimunizovan€é mysi nereaguje s Zadnym OspC antigenem (prouzZek C).

Priprava micel adjuvans na bazi muramyl dipeptidu

Lipofilni analoga muramyldipeptidu (MDP) maji amfifilni charakter a proto jsou schopné se
spontanné formovat do micel. Micelarni forma lipofilnich analog MDP muze byt vyuzita jako
adjuvantni formulace pro pfipravu rekombinantnich vakcin bud’ samotna, nebo v kombinaci s
dal8imi latkami vykazujicimi adjuvantni u¢inky.

Lipofilni derivat MDP se rozpusti v miniméalnim mnoZstvi etanolu nebo DMSO a tento roztok
je rychle ztedén vodou, roztokem vhodného pufru ¢i fyziologickym roztokem.

Priklad slozeni roztoku miceldrni formy MTO03 o koncentraci Img MT03/ml :
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Slozka MnozZstvi
MTO03 1 mg
Ethanol (96%) 30pl
0,9% NaCl 970 pl

Takto pfipraveny roztok se smicha s roztokem antigenu nebo piipadné dalsiho adjuvans (PET
GEL, Alum) tak, aby finalni koncentrace obou slozek odpovidala poZzadované imunizacni
davce.

Velikost micel MTO03 je vyjadiena jako hydrodynamicky primér v nanometrech a ¢ini 8-10
nm. Kriticka micelarni koncentrace MT03 pfi 25°C byla stanovena na 100 pg/ml, pfi 37 °C na
30 pg/ml (metoda DLS).

Kombinace lipofilnich derivati MDP s dal$imi adjuvantnimi latkami
Micelarni formy lipofilnich derivatt MDP mohou byt kombinovany s dal§imi adjuvantnimi
latkami, jako jsou napfiklad soli aluminia nebo PET GEL A. Tim je dosaZeno synergického

ucinku obou adjuvancii.

Priprava formulace PET GEL A potencované miceldrni formou MT03

Pfipravi se roztok micel MT03 tak, jak je uvedeno vyse. Oddé€len¢ se nafedi roztok PET GEL
A tak, aby po smichani s roztokem micel MT03 bylo dosaZeno pozadované koncentrace obou
adjuvancii.

Takto pfipraveny roztok se smicha s roztokem antigenu tak, aby finalni koncentrace nebo
mnozZstvi viech sloZek odpovidala pozadované imunizaéni davce. Molekularni adjuvans
MTO03 nepisobi agregaci antigeny nebo ¢astic PET GEL (méfeno pomoci DLS, data

neuvadéna)

Formulace GEL PET A potencované micelarni formou MT03:

Slozka Finalni mnozstvi/divka

MTO03 40,2 ug

GEL PET A 10% roztok

0,9% NaCl objem doplnén do finalniho objemu 0,1 nebo 1 ml

antigen polyOspA 50 ug
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Priklad 6: Sledovani protilatkové odpovédi proti OspA u psi po imunizaci chimérickym
proteinem polyOspA s adjuvantnimi pripravky Aluxid a PET GEL A, liposomalni
MTO03 a PET GEL A + micelarni MTO03

Antigen: K imunizaci byl pouzit fuzni chiméricky rekombinantni protein (polyOspA,

polyOspA).

Zvifata

Do pokusu bylo zatazeno 20 psi ve v€ku 11 — 12 mésicl. Zvifata byla rozdélena do deseti
skupin po dvou kusech. Jednotlivym zvifatim byl aplikovdn antigen nebo placebo
s piislusnym imunitnim adjuvans ve tfech davkéach v intervalu tif tydni. Davka antigenu
(chimericky rekombinantni OspA protein - polyOspA, polyOspA) byla jednotné 50 pg
v davce. Vakcinaéni davka byla 1,0 ml s.c. nebo 0,1 ml i.d. Placebo (= pfislusné imunitni
adjuvans) bylo zvifatim aplikovano subkutanné ve stejnych casovych intervalech a ve

stejnych davkach (1,0 ml).

Adjuvancia:

Aluxid — Aluminium Hydroxide Gel Adjuvant, Brenntag Biosector Denmark
PET GEL A — SEPPIC

MTO03 liposomalni

MTO03 micelarni + PET GEL A

Priprava liposomii

Liposomalni preparaty (MTO03 nebo MPLA) byly pfipraveny smichdnim antigend polyOspA
(50 pg/davka) s liposomy (0,82 mg lipidu/davka). Jako komponenty pro tvorbu liposomi byly
pouzity nasledujici lipidy: EPC (71 mol. %), POPG (19 mol. %) a synteticky metalochelata¢ni
lipid DOGS-NTA-Ni (pro vazbu antigenu na povrch liposomu; 5 mol. %). VSechny lipidy
byly pofizeny z Avanti Polar Lipids, USA. Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace
lipidniho filmu s naslednou extruzi pies polykarbonatové filtry o velikosti péri 200 nm
(Millipore). Jako molekularni adjuvans inkorporované do liposomi byly pouZity
monofosforyl lipid A (MPLA) nebo lipofilni derivat norAbuMDP (MTO03) v davce 5 mol. %.
Toto molekul4rni mnozstvi odpovida 88 ng MPLA nebo 40 pg MT03 na vakcinaéni davku.
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V piipadé kontrolnich skupin MT03 a MPLA byly pouZity pouze liposomy (0,82 mg/davka)
s obsahem 40 pg MT03 ¢i 88 ug MPLA bez piidavku antigenu.

PFiprava vakcinacnich davek:

polyOspA + Aluxid

Antigen — 50 pg

Aluxid - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany roztfepanim.

polyOspA + PET GEL A

Antigen — 50 pg

PET GEL A - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany roztfepanim.

polyOspA + MT 03 liposomalni
Antigen — 50 pg

Navéazani antigenu na imunitni adjuvans bylo provedeno viz Piiklad 4.

polyOspA + MTO03 micelarni + PET GEL A
Antigen — 50 pg

PET GEL A - 10% objemovych

MTO03 micelarni — dle ptedpisu ( viz. Piiklad 4))
Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé sloZky byly smichany a homogenizovany roztfepanim

PLACEBO = Aluxid

Antigen — 0 pg

Aluxid - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany (protfepani obsahu lékovky)
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PLACEBO =PET GEL A

Antigen — 0 ug

PET GEL A - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany (protfepani obsahu lékovky)

PLACEBO =MT 03
Antigen -0 pg
P¥iprava - VUVeL

PLACEBO =MT03 micelarni + PET GEL A

Antigen -0 ng

PET GEL A + MT03 micelarni - 10% objemovych (dle pfedpisu viz. Piiklad 4)
Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichdny a homogenizovany (protfepani obsahu Iékovky)

Odbéry krve

Krev byla vSem zvifatim odebrana v den 0 (pied primarni vakcinaci), v den 20 (pfed 1.
revakcinaci), v den 53 (pfed 2. revakcinaci) a dle pak v intervalu ptiblizné jedenkrat za 4
tydny az do doby ukonceni pokusu (minimalné 12 mésicti). Ze vzorki krve byla po koagulaci

separovana séra.

Sledovani zvirat v priubéhu pokusu:

Zvitata byla sledovana denn¢, po dobu 14 dnii po kazdé¢ aplikaci a byl hodnocen vyskyt
lokalnich a celkovych postvakcinacnich reakei.

Lokalni, ani celkové postvakcinaéni reakce nebyly u Zadného ze zvitat pozorovany.

Denné, 3 dny pfed kazdou aplikaci, v den aplikace, 4 hodiny po aplikaci a dale pak po dobu 4
dni po aplikaci byla vSem zvifatim méfena télesna teplota. V prubéhu sledovani nebyly

naméieny hodnoty t€lesné teploty mimo fyziologické rozmezi.
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' Cislo Cislo Imunizace | Déavka
Skupina ) Pohlavi Adjuvans | Aplikace | Davka
pofadové | evidencni antigenu
. 1 2404 3 50 ug | ALUXID |  s.c. 1,0 ml
2 2431 Q 50pg | ALUXID| s.c. 1,0 ml
) 3 2412 J 50pg | ALUXID | id. 0,1 ml
4 2406 Q 50pg |ALUXID | id. 0,1 ml
PET GEL
5 2418 J 50 ug A s.C. 1,0 ml
3
PET GEL
6 2413 Q 50 ug A s.C. 1,0 ml
PET GEL
7 2428 3 50 pg R id. 0,1 ml
4 >
g PET GEL
8 2407 @ | & 50 pg id. 0,1 ml
S A
4 E
X 9 2424 2 18 ° [ 5S0pg | MTO03 | sc. | L,0ml
o (@]
10 2409 Q + g | Sopg | MTO3 s.C. 1,0 ml
Q
) 1 2405 | & | &8 2 [S0pg | MT03 | id | Olml
S 2
12 2419 | 0 %; 5 [Sopg | MT03 | id | Oiml
éf > PET GEL
13 2422 3 S 50 ug |A+MTO03| s.c. 1,0 ml
o
MIC
7
PET GEL
14 2414 Q 50 pg |A+MTO3| s.c. 1,0 ml
MIC
PET GEL
15 2429 3 50 g |A+MTO3| id. | 0,1ml
MIC
8
PET GEL
16 2408 Q 50 pg |A+MTO3| id. | 0,1ml
MIC

LN X ]
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17 2417 3 - JALUXID| sc. | 1,0ml
9 PET GEL

18 2415 Q - sc. | 1,0ml

A

19 2427 3 - MTO03 | sc. | 1,0ml
0 PET GEL

20 2416 Q - |A+MTO3| sc. | 1,0ml

MIC

Casovy harmonogram:

Den — 0 [ 20|53 |83 |111133/139|166|195|223|251(279,307|335|363
N len -+ < [ | |+ | | [T | T

Datum—~ |2 |8 13 5|5 4|5 |2 |4 2|5 |2 8|22
R IR LS R IR T R A - I O P~ B - R R R

Imunizace + |+ | +

Odbérkrve | + | + + |+ |+ |+ |+ ]+ + |+ + |+ |+ ]|+

Stanoveni postvakcinacnich anti OspA protildatek v sérech psii metodou ELISA
Antigeny pouzité pro potazeni mikrotitracni desticky

e Antigen rOspA B. afzelii

Antigen je rekombinantni protein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli
MSLB 7010 (E. coli BL21(DE3)/pDEST17).

e Antigen rOspA B. garinii

Antigen je rekombinantni protein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli
MSLB 7019 (E. coli BL21(DE3)/pCRT7/NT).

o Antigen rOspA B. burgdorferi sensu stricto

Antigen je rekombinantni protein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli

MSLB 7012 (E. coli BL21(DE3)/pDEST17).

PFiprava antigenii pro potaZent mikrotitracni desticky

Pro potazeni mikrotitraéni desti¢ky byly pouzity rekombinantni OspA proteiny uvedené vyse.
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Kontrolni pozitivni séra
Kontrolni pozitivni séra byla pfipravena imunizaci pst inaktivovanymi kmeny B. afzelii, B.
garinii a B. burgdorferi sensu stricto s Freundovym adjuvans. Kontrolni negativni sérum bylo

pfipraveno z nevakcinovaného psa.

Vyhodnoceni protildtkové odpovédi po imunizaci pokusnych zvifat na zdkladé dosaZenych
hodnot OD sy

Méteni OD: OD se mé&Fi pFi vinové délce 450 nm proti hodnoté BLANK.

Hodnoceni: Pro hodnoceni se pouzije primérna hodnota OD4sg replikatii testovaného vzorku.
Zkouska je hodnotitelna, je-1i: CV replikatd < 15%

Vysetteni zahrnuje 4 po sobé jdouci odbéry

1) inicialni (pfed vakcinaci)

2) 3 tydny po vakcinaci (pfed 1. revakcinaci)

3) 53 dnt pol. revakcinaci (pfed 2. revakcinaci)

4) 4 tydny po 2 revakcinaci

Hodnoty ODygso jsou v grafech srovnavany shodnotami ODyso kontrolniho pozitivniho a

kontrolniho negativniho séra.

Prabéh imunitni odpovédi pst na riizné experimentalni formulace vakein s antigenem

polyOspA jsou na Obr. 15.

Zaver:

Vsechna adjuvans byla schopna navodit produkei specifickych protilatek. Z hlediska indukce
protilatkové odpovedi proti OspA B. afzelii, OspA B. garinii a OspA B. burgdorferi sensu
stricto po vakcinaci psti chimérickym OspA (polyOspA) proteinem se jako nejlepsi imunitni

adjuvans jevi PET GEL A a PET GEL A ve smési s micelarnim MTO3.

P¥iklad 7: Sledovani protilatkové odpovédi proti OspC u psii po imunizaci chimérickym
proteinem polyOspC's adjuvantnimi pripravky Aluxid a PET GEL A as liposomalnimi
adjuvans MT03 a MPLA

Antigen: K imunizaci byl pouzit fuzni chimericky rekombinantni protein (polyOspC,

polyOspC).
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Zvirata

Do pokusu bylo zatazeno 20 psii ve véku 10 — 13 meésici. Zvifata byla rozdélena do deseti
skupin po dvou kusech. Jednotlivym zvifatim byl aplikovan antigen nebo placebo
s prislusSnym imunitnim adjuvans ve tfech dévkach v intervalu tii tydni. Déavka antigenu
(chimericky rekombinantni OspC protein - polyOspC, polyOspC) byla jednotné¢ 50 pg
v davce. Vakcinaéni davka byla 1,0 ml s.c. nebo 0,1 ml i.d. Placebo (= pfislusné imunitni
adjuvans) bylo zvifatim aplikovano subkutdnné ve stejnych casovych intervalech a ve

stejnych davkach (1,0 ml).

Adjuvancia:

Aluxid — Aluminium Hydroxide Gel Adjuvant, Brenntag Biosector Denmark
PET GEL A — SEPPIC

liposomalni MTO03

liposomalni MPLA

Priprava liposomii
Liposomalni preparaty (MT03 nebo MPLA) byly pfipraveny smichanim antigenti polyOspC
(50 pg/davka) s liposomy (0,82 mg lipidu/davka) analogicky k Piikladu 6.

PFiprava vakcinacnich davek:

polyOspC + Aluxid

Antigen — 50 pg

Aluxid - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany roztfepanim.

polyOspC + PET GEL A

Antigen — 50 pg

PET GEL A - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany roztfepanim.
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polyOspC + liposomalni MT 03

Antigen — 50 pg Liposomy — 0,82 mg

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Roztoky antigenu a liposomi byly smichany a inkubovéany pfi pokojové teploté alespor 30

minut.

polyOspC + liposomalni MPLA

Antigen — 50 pg

Liposomy — 0,82 mg

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Roztoky antigenu a liposomil byly smichany a inkubovény pii pokojové teploté alespori 30

minut.

PLACEBO=Aluxid

Antigen - 0 ug

Aluxid - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany (protiepani obsahu lékovky)

PLACEBO=PET GEL A

Antigen — 0 pg

PET GEL A - 10% objemovych

Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 nebo 0,1 ml

Jednotlivé sloZky byly smichany a homogenizovany (protfepani obsahu lékovky)

PLACEBO =MT 03
Antigen — 0 pg

PLACEBO =MPLA
Antigen -0 ug



Odbéry krve
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Krev byla vSem zvifatim odebrdna v den 0 (pfed primarni vakcinaci), v den 21 (pfed 1.

revakcinaci), v den 42 (pted 2. revakcinaci) a dale pak v intervalu pfiblizn¢ jedenkrat za 4

tydny az do doby ukonéeni pokusu (minimalné 12 mésicti). Ze vzorka krve byla po koagulaci

separovana séra.

Sledovani zvirat v priitbéhu pokusu:

Zvitata byla sledovana analogicky k Ptikladu 6.

Schéma experimentu:

) Cislo Cislo Imunizace | Déavka ) )
Skupina ) Pohlavi ) Adjuvans | Aplikace | Davka
poradové | evidencni antigenu
1 1 2214 Q 50 ug |ALUXID| sc. |1,0ml
2 2267 3 50pg (ALUXID| s.c. |[1,0ml
5 3 2228 Q 50 pg |ALUXID| 1id. |0,1ml
4 2288 g 50 pg [ALUXID id. 0,1 ml
5 2236 Q 50 oE 1,0 ml
s.C. ,0m
— He GEL A
3 3
6 2303 Q g 50 PEL 1,0 ml
) s.C. ,0m
= " GEL A
5 &
7 2289 Q - 50 e id. [0,1ml
IS id. , I m
o 3 " | GeLA
4 S S
g 5 PET | |
8 2247 g 2 = 50 pg id.  [0,1ml
S GEL A
X 9 2294 o | & 50pg | MT03 | sc. |1,0ml
;e
10 2304 o | = S0pg | MTO03 | sc. |1,0ml
11 2292 3 50pg | MTO03 id |0,1ml
6
12 2215 0 50pg | MTO03 | id. |0,Iml
. 13 2216 Q 50 pug | MPLA s.c. | 1,0ml
14 2305 Q 50 ug | MPLA s.c.  |1,0ml
8 15 2266 3 S0pg | MPLA | id. |0,Iml
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16 2270 Q 50 pg | MPLA i.d. 0,1 ml
17 2123 3 - ALUXID| sc. |1,0ml
9 PET
18 2211 a - s.C. 1,0 ml
GEL A
10 19 2212 I - MT 03 s.c.  [1,0ml
20 2246 a8 - MPLA s.C. 1,0 ml
Casovy harmonogram:
Den
1 2 9 71 25| 53| 81| 09| 37| 65| 93| 17| 49| 76
1 e [en e [0 |2 |2 12 |2 |12 | | |«
Datum |3 @ (T |E | %S |5 |9 |2 S =R R R b
Sin (2|2 (g 8|3 |2 |22 ]2 |2 ||
Imunizace| + + +
Odbér
+ + + |+ |+ | + + + + + + | + + | + | +
krve

Stanoveni postvakcinacnich anti OspC protildtek v sérech psii metodou ELISA

Antigeny pouZzité pro potazeni mikrotitracni desticky
Antigen rOspC B. afzelii
Antigen je rekombinantniprotein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli

MSLB 7002 (E. coli BL21(DE3)/ pET28a).

Antigen rOspC B. garinii
Antigen je rekombinantni protein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli

MSLB 7004 (E. coli BL21(DE3)/ pET28a).

Antigen rOspC B. burgdorferi sensu stricto
Antigen je rekombinantni protein izolovany z geneticky modifikovaného kmene E. coli

MSLB 7003 (E. coli BL21(DE3)/ pET28a).

IR XN RN
enes
XX
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Priprava antigenii pro potazZeni mikrotitracni desticky
Pro potazeni mikrotitrani desti¢ky byly pouzity rekombinantni rOspC proteiny uvedené

vyse.

Kontrolni pozitivni séra
Byla pfipravena imunizaci psti inaktivovanymi kmeny B. afzelii, B. garinii a B. burgdorferi
sensu stricto s Freundovym adjuvans. Kontrolni negativni sérum bylo pfFipraveno

z nevakcinovaného psa.

Vyhodnoceni protildtkové odpovédi po imunizaci pokusnych zvifat na zdkladé dosazZenych
hodnot OD s

Méreni OD: OD se méFi p¥i vinové délce 450 nm proti hodnoté BLANK.

Hodnoceni: Pro hodnoceni se pouzije primérna hodnota ODysgreplikatitestovaného vzorku.
Zkouska je hodnotitelna, je-1i:CV replikati < 15%

VysSetteni zahrnuje 4 po sob¢ jdouci odbéry

1) inicialni (pred vakcinaci)

2) 3 tydny po vakcinaci (pred 1. revakcinaci)

3) 3 tydny pol. revakcinaci (pfed 2. revakcinaci)

4) 4 tydny po 2 revakcinaci

Hodnoty ODysp jsou v grafech srovnavany s hodnotami ODyso kontrolniho pozitivniho a

kontrolniho negativniho séra.

Pribéh imunitni odpovédi psi na rizné experimentdlni formulace vakcin s antigenem

polyOspA jsou na Obr. 16.

Zaver:

Vyhodnoceni antigenné specifické reakce protilditek indukovanych imunizaci pst
rekombinantnim OspC polyepitopem sledovalo dva faktory: A) zkfizenou reaktivitu psich
hyperimunnich sér s OspC antigeny z rGznych druht borelii, B) schopnost konkrétniho
pouzitého adjuvans indukovat OspC-specifické sérové protilatky v jednotlivych izotypech
IgG u pst. Jako piiklad uvedena reakce jednotlivych izotypl psich IgG (po imunizaci OspC
polyepeitopem s riznymi adjuvans) s OspC polyepitopem navdzanym na dna jamek ELISA

panell a s purifikovanym rekombinantnim OspC B. afzelii.

-

vsee
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Viecha pouzitd testovana adjuvans byla schopna navodit tvorbu specifickych protilatek
schopnych rozeznat vSechny tfi typy OspC. Z hlediska indukce protilatkové odpovédi proti
OspC B. afzelii, OspC B. garinii a OspC B. burgdorferi sensu stricto po vakcinaci psi
chimerickym rekombinantnim OspC proteinem (polyOspC) se jako nejlep$i imunitni

adjuvans jevi Aluxid (2% gel hydroxidu hlinité¢ho).
J

P¥iklad 8 Protilatkova odpovéd proti rekombinantnimu antigenu rFerritin IL Sledovani
protilitkové odpovédi proti Ferritinu II u psi po aplikaci antigenu formulovaného

s riznymi adjuvans

Antigen:

Byl pouzit rekombinantni protein FERRITIN IL

Ferritin II je identifikovany a charakterizovany protein sekretovany do plasmy kliStéte. Byly
stanoveny nukleotidové sekvence genu Ferritinu II a byla uréena jejich primarni struktura.
(Kopacek et al. 2003. Insect Biochemistry and Molecular Biology 33, 103-113) Ferritin II
v téle klistéte plni funkei protektivniho proteinu, ktery vaZe a uchovava ionty Zeleza uvolnéné
z hemoglobinu a zarovefi vyrazné eliminuje oxidativni stres zpisobeny vysokou koncentraci
jonti Zeleza. Ferritin je zodpovédny za eliminaci toxicity iontd Zeleza pfijatych zkrve
hostitele (Galay, et al.2014 PLOS ONE 9, €90661). Jestlize se podafi blokovat funkci
Ferritinu, nebude schopno prisaté klist¢ parazitovat na hostiteli, protoze dojde k jeho
intoxikaci nehemové vazanymi ionty Zeleza. Zkracenim doby sani na hostiteli mize dojit
k zamezeni pfenosu klitaty prenaSenych patogent (Hajdusek et al. 2010 Vaccine 28, 2993-
2998). Blokovéani Ferritinu 11 lze provést reakci se specifickou protildtkou za vzniku
imunokomplexu. Specifické protilatky vzniknou v organismu po imunizaci antigenem.

Jako vhodny antigen pro imunizaci lze pouZit rekombinantni Ferritin II nebo jeho fragment
pripraveny jak v prokaryotickych (E. coli) tak eukaryotickych (Pichia pastoris) expresnich

systémech.

Zvirata

Do pokusu bylo zafazeno 10 nevakcinovanych psi ve véku 3 - 4 mésice. Zvifata byla
rozdélena do 4 skupin po dvou nebo tiech kusech. Jednotlivym zvifatiim byl aplikovan
antigen s pislu§nym imunitnim adjuvans ve tfech ddvkach v intervalu tif tydn. Davka

antigenu (FERRITIN II) byla jednotn& 50 pg v davce. Vakcinacni ddvka byla 1,0 ml s.c.
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Adjuvancia:

Aluxid — Aluminium Hydroxide Gel Adjuvant, Brenntag Biosector Denmark
PET GEL A — (SEPPIC)

liposomalni MT05
liposomalni MT06

Priprava vakcinacnich ddvek:
FERRITIN II + Aluxid
Antigen — 50 pg
Aluxid - 10% objemovych
Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovény roztfepanim.

FERRITIN II + PET GEL A
Antigen — 50 pg
PET GEL A - 10% objemovych
Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovény roztiepanim.

FERRITIN II + MT 05
Antigen — 50 pg
liposomélni MT05 - 0,88mg
Sterilni fyziologicky roztok — ad 1,0 ml

Jednotlivé slozky byly smichany a homogenizovany roztfepanim.

FERRITIN II + MT 06
Antigen — 50 pg
liposomélni MT06 — 0,88mg
Sterilni fyziologicky roztok —ad 1,0 ml

Jednotlivé sloZky byly smichany a homogenizovany roztiepanim
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Priprava liposomu

Liposomalni preparaty (MT05 nebo MT06) byly piipraveny smichanim antigenu FERRITIN
II (20 pg/davka) s liposomy (0,88 mg lipidu/davka). Jako komponenty pro tvorbu liposomit
byly pouzity nasledujici lipidy: EPC (71 mol. %), POPG (19 mol. %) a synteticky
metalochelata¢ni lipid DOGS-NTA-Ni (pro vazbu antigenu na povrch liposomu; 5 mol. %).
Vsechny lipidy byly pofizeny z Avanti Polar Lipids, USA. Liposomy byly pfipraveny
metodou hydratace lipidntho filmu s naslednou extruzi pies polykarbonatové filtry o velikosti
péra 200 nm (Millipore). Jako molekuldrni adjuvans inkorporované do liposomt byly pouzity
lipofilni derivaty norAbuMDP (MTO05 nebo MTO06) v ddvce 5 mol. %. Toto molekularni
mnozstvi odpovida 56,4 nmol latky na vakcina¢ni davku (odpovida 50 pg MTOS nebo 65 ug
MTO06).

Antigen pouZity pro potazeni mikrotitracni desticky

Rekombinantni kligtéci FERRITIN II (Parazitologicky ustav BC AV Ceské Budgjovice)

Odbeéry krve

Krev byla vSem zvitatim odebrana v den O (pfed primérni vakcinaci), v den 21 (ptred 1.
revakcinaci), v den 42 (pred 2. revakcinaci) a dale pak v intervalu pfiblizné jedenkrat za 4
tydny aZ do doby ukonc¢eni pokusu (minimaln€ 12 meésict). Ze vzorku krve byla po koagulaci

separovana séra.

Sledovani zvirat v priubéhu pokusu

Zvitata byla sledovdna denn€, po dobu 14 dnil po kazdé aplikaci a byl hodnocen vyskyt
lokalnich a celkovych postvakcinaénich reakcei. Lokalni, ani celkové postvakcina¢ni reakce
nebyly u Zadného ze zvifat pozorovany. Dennég, 3 dny pied kazdou aplikaci, v den aplikace, 4
hodiny po aplikaci a déale pak po dobu 4 dnu po aplikaci byla viem zvifatim méfena télesna
teplota. V pribéhu sledovani nebyly naméfeny hodnoty télesné teploty mimo fyziologické

rozmezi.
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Vakcinace Revakcinace | 2. revakcinace
Cisto | Cislo 1,0 ml s.c. 1,0 ml s.c. 1,0 ml s.c.
Skupi Pohlav
porado | eviden¢ Davka Davka Davka
na i Adjuv Adjuv Adjuv
vé ni antige antige antige
ans ans ans
nu nu nu
’ 1 2003 Q S0 pg | Aluxid | 50 pg | Aluxid | 50 pg | Aluxid
2 2004 Q 50 pg | Aluxid | 50 pg | Aluxid | 50 pg | Aluxid
3 2012 3 50 PET 50 PET 50 FET
s He GEL A ne GEL A He GEL A
4 2013 3d 50 et 50 FET 50 PET
He GEL A He GEL A He GEL A
5 2032 Q S0 pg | MTOS | S0 pg | MTO5 | 50 pg | MTO5
3 6 2037 d SOpg | MTO5 | SOpg | MTO5 | 50 pg | MTO5
7 2043 3 S0 pg | MTOS | SO pg | MTO5 | 50 pg | MTO5
8 2053 d S0pg | MTO06 | 50 pg | MTO06 | 50 pg | MTO06
4 9 2054 3 S0 pg | MTO06 | SOpg | MTO06 | 50 pg | MTO06
10 2056 d S50 ug | MTO06 | 50 pg | MTO06 | 50 pg | MTO06
Casovy harmonogram:
Den— | 0 | 21|42 |70 | 98 | 126 154 | 182 | 210 |238|266]294|322|351|378
Qe |8 |8 | |a S 3 S e |en fen |en (en |9
Datm—w |G |G |2 & |25 |3 |9 |Z (55|37 |7
Slels gl |2 |E |3 |8 [ |€]< ||« |a
Imunizace|, + | + | +
Odbér
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ ]+ ]+
krve

Stanoveni postvakcina¢nich anti FER II protilatek v sérech psi metodou ELISA
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Antigeny pouZité pro potaZeni mikrotitra¢ni desti¢ky
Rekombinantni FERRITIN II (Parazitologicky tistav BC AV Ceské Budgjovice)

Rekombinantni protein se skladuje v zamrazeném stavu pfi teplots -80°C.

Substance
Kontrolni pozitivni sérum FERRITIN II

Kontrolni sérum negativni

Kontrolni pozitivni séra byla pfipravena imunizaci psi rekombinantnim FER II s Freundovym

adjuvans. Kontrolni negativni sérum bylo pfipraveno z nevakcinovaného psa.

Postup ELISA
ELISA panely byly potazeny 100 pl rekombinantniho FERRITINU II.
Hodnoceni
Pro hodnoceni se pouZije primérna hodnota ODgso replikétd testovaného vzorku.
Zkouska je hodnotitelna, je-li: CV replikati < 15%
VySetteni zahrnuje 15 po sobé jdoucich odbért
Hodnoty ODgso jsou v grafech srovnavany shodnotami ODyso kontrolniho pozitivniho a

kontrolniho negativniho séra.

Sledovani protilatkové odpovédi psti proti FER II po subkutanni aplikaci je zndzornéno na

Obr. 17

Formulace rFerritinu II s riznymi adjuvans

FERRITIN II + Aluxid
FERRITIN II + PET GEL A
FERRITIN II + MTO05
FERRITIN I + MT06
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Zaver:
Pouzitd adjuvans jsou schopna navodit specifickou imunitni protilatkovou odpovéd.

Z hlediska indukce protilatkové odpovédi proti FER II po imunizaci psi se jako nejlepsi

imunitni adjuvans jevi Aluxid (2% gel hydroxidu hlinitého) a PET GEL A.
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sekvence 1isting_ST25
SEQUENCE LISTING

<110> vyzkumny Gstav veterinarniho 1ékafstvi

<120> Po1yepito?ovy antigen, vakcinacni konstrukt a vakcina pro
prevezci lymeské borelidzy

<130> P

<160> 32

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 210

<212> PRT

<213> Borrelia burgdorferi

<400> 1

Met Lys Lys Asn Thr Leu Ser Ala Ile Leu Met Thr Leu Phe Leu Phe
1 5 10 15

ITle Ser Cys ésn Asn Ser Gly Lys Sgp Gly Asn Thr Ser ééa Asn Ser
0

Ala Asp g}u Ser val Lys Gly P50 Asn Leu Thr Glu ige Ser Lys Lys
4

ITe Thr Asp Ser Asn Ala val Leu Leu Ala val Lys Glu val Glu Ala
50 55 60

Leu Leu Ser Ser Ile Asp Glu ITe Ala Ala Lys Ala Ile Gly Lys Lys
65 70 75 80

Ile His GIn Asn Asn Gly Leu Asp Thr Glu Asn Asn His Asn Gly Ser
85 90 95

Leu Leu Ala Gly Ala Tyr Ala Ile Ser Thr Leu Ile Lys GIn Lys Leu
100 105 110

Asp Gly Leu Lys Asn Glu Gly Leu Lys Glu Lys Ile Asp Ala Ala Lys
115 120 125

Lys Cys Ser Glu Thr Phe Thr Asn Lys Leu Lys Glu Lys His Thr Asp
130 135 140

Leu Gly Lys Glu Gly val Thr Asp Ala Asp Ala Lys Glu Ala Ile Leu
145 150 155 160

Lys Thr Asn Gly Thr Lys Thr Lys Gly Ala Glu Glu Leu Gly Lys Leu
165 170 175

Phe Glu Ser val Glu val Leu Ser Lys Ala Ala Lys Glu Met Leu Ala
180 185 190

Strédnka 1



Asn Ser val Lys

Lys

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

195

2
192
PRT

Borrelia

2

Asn Asn Ser Gly

1

Ser

Ser

Ser

Gly

65

Ala

Gly

Glu

Gln

Ala

145

Ser

val

val

Asn

Ile

50

Ser

Tyr

Ser

Glu

Gly

Ala

Leu

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

Lys

Ala

35

Asp

Leu

Thr

Glu

Phe

115

val

Gly

Glu

Glu

3
210
PRT

Gly

20

val

Glu

Asp

Ile

Gly

ser

Thr

Lys

Ser

Leu
180

Borrelia

sekvence 1isting_ST25
Glu Leu Thr Ser Pro val val Ala Glu Ser Pro Lys

200

burgdorferi

Lys
5
Pro
Leu
Leu
Asn
Ser
85
Leu
Thr
Asp
Asp
Leu

165

Thr

Asp

Asn

Leu

Ala

Glu

70

Thr

Lys

Lys

Glu

150

ser

Ser

Gly Asn
Leu Thr
Ala val
40
Lys Ala
Ala Asn
Leu Ile
Glu Lys
Leu Lys
Asn Ala
135
Gly val

Lys Ala

Pro val

burgdorferi

Thr

Glu

25

Lys

Ile

Arg

Thr

Ile

105

Asp

Lys

Glu

Ala

val
185

Ser

10

Ile

Glu

Gly

Asn

GlIn

90

Ala

Asn

Lys

Glu

Lys

Ala

Ala

ser

val

Lys

Glu

75

Lys

Ala

His

Ala

Leu

155

Glu

Glu

Asn

Lys

Glu

Lys

60

Ser

Leu

Ala

Ala

Ile

140

Glu

Met

Ser

Stranka 2

205

Ser

Lys

Ala

45

Ile

Leu

Ser

Lys

Gln

125

Leu

Lys

Leu

Pro

Ala

Ile

30

Leu

Lys

Leu

Lys

Lys

Leu

Lys

Leu

Ala

Lys
190

Asp

15

Thr

Leu

Asn

Ala

Leu

95

cys

Gly

Ala

Ser

Asn

175

Lys

Glu

Asp

ser

Asp

Gly

80

Asn

Ser

Ile

Asn

Gly

Ser

Pro

es e



<400>

3

Met Lys Lys
1

Ile

Ala

Ile

Leu

65

Lys

Ile

Ala

Lys

Leu

145

Lys

Phe

Asn

Lys

ser

Asp

Thr

50

Leu

Asn

Ser

Ile

Cys

Gly

Thr

Glu

ser

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4

Cys

Glu

35

Glu

Thr

Asp

Gly

Lys

Asn

ser

val
195

192

P

RT

Asn

Asn

20

Ser

Ser

Ser

val

Ala

100

Asp

Glu

Glu

Asn

val

180

Lys

Borrelia

4

Asn Asn Ser Gly

1

Thr

Asn

val

Asn

Ile

ser

85

Tyr

Ser

Glu

Gly

Asp

Lys

Glu

Leu

Ser

Lys

Ala

Asp

70

Leu

Leu

Gly

Phe

val

150

Lys

Asn

Leu

Ser

Gly

Gly

val

55

Glu

Asp

Ile

Glu

Thr

135

Thr

Thr

Leu

Thr

burgdorferi

sekvence 1listing_ST25

Ala Ile Leu Met Thr Leu

Lys Asp
25

Pro Asn
40

val Leu

Leu Ala

Asn Glu

Ser Thr

105

Leu
120

Lys

Ala Lys

AsSp Asp

Lys Gly

Ser Lys

Ser
200

Pro

Gly

Leu

Ala

Lys

Ala

90

Leu

Ala

Leu

Asn

Ala

170

Ala

val

Asn

Thr

val

Ala

75

Asp

Ile

Glu

Lys

Ala

155

Asp

Ala

val

Thr

Glu

His

Thr

Ile

Gly

Lys

Glu

Lys

Ala

Ser

Ile

45

Glu

Gly

Asn

Lys

Glu

125

Glu

Lys

Leu

Glu

Glu
205

Phe Leu

Ala

30

Ser

val

Lys

Gly

Lys

110

Lys

His

Ala

Glu

Met

190

Ser

15

Asn

Lys

Glu

Lys

Ser

95

Ile

Ala

Thr

Ile

Pro

Ser

Lys

Thr

Ile

80

Leu

Ser

Lys

Asp

Leu

160

Leu

Thr

Lys

Lys Asp Gly Asn Thr Ser Ala Asn Ser Ala Asp Glu
5

10

stranka 3

15



Ser

Ser

ser

Asn

65

Gly

Lys

Ser

Ile

val

val

Asn

Ile

50

Gly

Ala

Asn

Glu

Glu

130

Ala

val

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

Ala

35

Asp

Gly

Tyr

ser

Ala

Glu

Glu

5
207
PRT

Gly Pro Asn

20

val

Glu

Leu

Thr

Glu

100

Phe

val

Lys

Asn

Leu
180

Borrelia

5

Met Lys Lys Asn
1

Ile Ser Cys Asn
20

Glu ser Ala Lys

35

Asp Ser Asn Ala
50

val

Leu

Ala

Ile

85

Lys

Thr

Thr

Asp

Leu

165

Thr

Leu

Ala

val

70

ser

Leu

Lys

Asp

Ser

garinii

Thr
5
Asn

Gly

Phe

Leu

ser

Pro

Leu

Leu

Ala

Thr

55

Glu

Lys

Lys

Lys

Glu

135

Gly

Lys

Pro

ser

Gly

Asn

Leu
55

sekvence 1isting_ST25

Thr Glu Ile Ser Lys Lys

val

40

Lys

Ala

Leu

Glu

Leu

120

Asn

Ala

Ala

Ile

Ala

Gly

Leu

40

Ala

25

Lys

Ala

Gly

Ile

Lys

105

Glu

Ala

Ala

Ala

val
185

Ile
Asp
25

Thr

val

Glu

Ile

His

Thr

90

Ile

Gly

Lys

Glu

Lys

Ala

Leu
10
ser

val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

Gln

Glu

Glu

Lys

Leu

155

Glu

Glu

Met

Ala

Ile

Glu

Glu

Lys

60

Gly

Lys

Asn

His

Ala

140

Glu

Met

Ser

Thr

ser

Ser

val
60
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Thr

45

Lys

Thr

Leu

Ala

Ala

125

Ile

Lys

Leu

Pro

Leu

Thr

Lys
45

Ile

30

Leu

Ile

Leu

Asp

Lys

110

GlIn

Leu

Leu

Ala

Lys
190

Phe

Asn

30

Lys

Ala

Thr

Leu

Gln

Leu

Gly

95

Lys

Leu

Ile

Phe

Asn

175

Lys

Leu
15
Pro

Ile

Leu

Ala

GlIn

Ala

80

Leu

Cys

Gly

Thr

Lys

Ser

Pro

Phe

Asp

Thr

Leu

cece



Ser

65

Asp

Gly

Asn

Glu

Gln

145

Gly

Leu

Lys

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

130

Ser

Thr

Glu

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile

Thr

Tyr

Glu

115

Phe

val

Lys

Ser

Leu

195

6
212
PRT

Asp

Leu

Glu

100

Glu

Thr

Gln

Asp

Leu

180

Thr

Borrelia

6

Met Lys LyS Asn
1

Ile

Pro

Lys

Thr

65

Lys

Ser

Ser

Ala

Ile

50

Leu

Ile

Leu

Cys

Asp

35

Thr

val

Asp

Leu

Asn

20

Glu

Asp

Leu

Asn

Ala

Glu

Asp

85

Ile

Leu

Thr

Asp

Lys

ser

Asn

Leu

70

Asn

Ser

Lys

Lys

Asp

150

Gly

Lys

Pro

afzelii

Thr

Asn

ser

Ser

Ser

Asn

85

Gly

Leu

Ser

Ala

Asn

Ile

70

Asn

Ala

ser

Glu

Lys

Glu

Leu

135

Asn

Ala

Ala

val

ser

Gly

Lys

Ala

55

Asp

Gly

Tyr
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Lys Ala Ile Ggy Lys Lys
7

Ala

Leu

Lys

Lys

Ala

Lys

Ala

val
200

Ala

Lys

Gly

40

Phe

Glu

Leu

Ala

Asn

Ile

105

Ile

Asp

Lys

Glu

Gln

185

Ala

Ile

Gly

25

Pro

val

Leu

Ala

Ile

Arg

90

Thr

Lys

Ser

Lys

Leu

170

Ala

Glu

Leu

10

Gly

Asn

Leu

Ala

Ala

90

Ser

Asn

Gln

Glu

His

Ala

155

Glu

Ala

Thr

Met

Asp

Leu

Ala

Lys

75

Leu

Thr

Glu

Lys

Ala

Ala

140

Ile
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Asp

Ser

Glu

100
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Leu

Thr

Gly

Thr

180

Gly

Lys
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265 270

garinii

Leu Leu Gly Ile Gly Leu Ile Leu Ala Leu Ile Ala
5 10 15

val Ser Ser Leu Asp Glu Lys Asn Ser val Ser val
25 30

Gly Met Lys val Leu val Ser Lys Glu Lys Asp Lys
40 45

Ser Leu Met Ala Thr val Glu Lys Leu Glu Leu Lys
55 60

Lys Ser Asn Gly Ser Gly val Leu Glu Gly Glu Lys
70 75 80

Lys Ala Lys Leu Thr Ile Ser GIn Asp Leu Asn Gln

Ile Phe Lys Glu Asp Gly Lys Thr Leu val Ser Arg
105 110

Lys Asp Lys Ser Ser Thr Glu Glu Lys Phe Asn Asp
120 125

Ser Glu Lys val val Thr Arg Ala Asn Gly Thr Arg
135 140

Glu ITe Lys Asn Asp Gly Ser Gly Lys Ala Lys Glu
150 155 160

Phe Ala Leu Glu Gly Thr Leu Thr Asp Gly Gly Glu
165 170 175

val Thr Glu Gly Thr val Thr Leu Ser Lys Asn Ile
185 190

Glu Ile Thr val Ala Leu Asn Asp Thr Glu Thr Thr
200 205

Lys Thr Gly Glu Trp Lys Ser Asp Thr Ser Thr Leu
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225

Glu Asn Thr Ile

Glu Gly Ser Pro

Leu
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1

Cys

Asp

Asp

Gly
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Asn

20

Gly
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Leu
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Asn
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245
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Met
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Thr
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Leu
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Asn
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Leu

Glu

Asp
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Asn
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185

Glu

Trp
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265
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Ala
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Lys

Lys
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325
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Thr

Lys
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Thr

Leu

Ser
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Thr

Lys
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Ser

val

val

Glu

215

Ser

Arg

val

Lys

Gly

Lys

val
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Tyr
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330
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Trp
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Thr

500

Ala

Lys

Glu
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455

Ala

Ile

Asn

Gly

Ser

535

Pro

Thr

Glu

Glu

Leu
615

sekvence Tisting_ST25
Lys Lys Thr égg Ala Trp
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Thr

Gly

Gln

Gln
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Trp
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Thr
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Thr
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115

Leu

Glu
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Glu
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Ala
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Thr
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val Thr Glu ggy Thr val val
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Glu

415

Glu

Leu
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Lys

Ala

320

Lys

Ala

Phe

Ala

Thr

400

Gly

Leu

protein based on OspA 2

Gly Arg Gly Ser igu Lys

His Ile Pro Asn Ser Gly
30

Stranka 20



Glu

Lys

Asn
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Thr

150

Tyr

Gly

val

Trp
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55

Asn

Ser

val

Leu

Asp
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Trp
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310

Gln

Lys

val
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Thr

Asn

Asp

Ser

Phe

Thr

ser

430

Thr

Thr

val

Gly

Leu

510

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

335

Asn

Ser

Thr

Thr

Lys

Lys

Glu

Ser

Phe

Asn

495

Ser

Thr

Thr

val

Gly

Ile

Ser

Leu

Lys

Leu

Asn

Thr

Thr

Thr

480

Ala

Lys

Glu

Ser

Phe

560

Thr

[ XERX RN ]

onee



Lys Leu Glu Gly Ser Ala val
580

Asn Ala Leu Lys Lys Asp Leu
595

<210> 18

<211> 70

<212> PRT

<213> Borelia burgdorferi
<400> 18

iys Lys Cys Ser g]u Glu Phe
GIn Leu Gly Ile GIn Gly val
20
Leu Lys Ala Asn Ala Ala Gly
35
Lys Leu Ser Gly Ser Leu Glu
50 55

Leu Ala Asn Ser val Lys
65 70

<210> 19

<211> 69

<212> PRT

<213> Borelia burgdorferi
<400> 19

&ys Lys Cys Ser Glu Asp Phe
5
Gln Leu Gly Ile Glu Gln val
20
Leu Ile ghr Asp Ala Ala Lys
5

Leu Phe Lys Ala val Glu Asn
50

Ala Asn Ser val Lys
65

<210> 20

<211> 69

<212> PRT

<213> Borelia burgdorferi

<400> 20

sekvence 1isting_ST25
Glu Ile Thr Lys Leu Asp

Glu
600

Ser

Thr

Thr

Thr

Asp

40

Leu

585

Ala

Thr

Asp

25

Asp

Leu

Lys

Asp

25

Lys

Ala

Leu Lys Ala

Lys Leu Lys

Glu Asn Ala

Lys Gly val

Ser Lys Ala
60

Lys Leu Glu
10
Glu Asn Ala

Gly Ala Ala

Lys Ala Ala
60

strdnka 23

Ala
605

Asp

Lys

Glu

45

Ala

Gly
Lys
Glu
45

Lys

Glu
590

Leu

Asn

Lys

Glu

Lys

Glu

Lys
30

Leu

His

15

Ala

Leu

Glu

His

15

Ala

Glu

Met

Ala

Ile

Glu

Met

Ala

Ile

Lys

Leu

[ LR J



Lys Lys
1

Asp Leu
Leu Lys

Leu Phe
50

Ala Asn
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Lys Lys
1

Asp Leu Gly Lys Glu Gly
20
Leu Lys Thr Asn Asn Asp

Leu Phe Glu Ser val Lys

Thr Asn
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Asp Cys Ser Glu Lys

1 5

Glu Leu Gly Ile Gln Ser

Leu Lys Thr His Gly Thr
35

Leu Phe Lys Ser Leu Glu

Cys Ser Glu Thr Phe

5

Gly Lys Glu Gly val
20

Thr Gln Gly Thr Lys

35

Glu Sser val Glu val

Ser val Lys

21
69
PRT

55

Borelia burgdorferi

21

Cys Ser Glu Glu

5

35

Ser val Lys

22

69

PRT

Borelia garinii

22

20

Phe

val

Lys

Gln
55

Phe

val

Lys

ser

sekvence 1listing_ST25

Thr

Thr

Thr

40

Leu

Thr

Thr

Thr

40

Leu

Thr

Gln

Asp

40

Leu

Asn Lys Leu Lys
10

Asp Ala Asp Ala
25

Lys Gly Ala Glu

Ser Lys Ala Ala
60

Ala Lys Leu Lys
10

Asp Asp Asn Ala
25

Lys Gly Ala Asp

Ser Lys Ala Ala
60

Thr Lys Leu Lys
10

Asp Asp Asn Ala
25

Lys Gly Ala Lys

Ser Lys Ala Ala
Stranka 24

Glu

Lys

Glu

45

Lys

Gly

Lys

Glu

45

Lys

Asp

Lys

Glu

45

GlIn

Lys

Glu
30

Leu

Glu

Glu

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

Met

His
15
Ala

Glu

Met

His
15
Ala

Glu

Ala

Thr

Ile

Lys

Leu

Thr

Ile

Lys

Leu

Ala

Ile

Glu

Leu

esee
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ghr Asn Ser val Lys
5

<210> 23

<211> 69

<212> PRT

<213> Borelia afzelii
<400> 23

Lys Lys Cys Ser Glu Glu
1 5
Asp Leu Gly Lys GIn Asp
20
Leu Lys ;hr His Ala Thr
5

Leu Ehe Glu ser val Glu
0

Thr Asn Ser val Lys
65

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

<213> Borelia afzelii

<400> 24

Glu Leu Thr Ser Pro val

1 5
<210> 25

<211> 81

<212> PRT

<213> Borelia garinii
<400> 25

Leu Lys val Thr Glu Gly
1 5

ser Gly Glu Ile Thr val
20
Thr Lys ;gs Thr Gly Lys

Ser val Asn Ser Lys Lys

55

Phe

Ala

Thr

Gly
55

val

Thr

Glu

Trp

Thr
55

sekvence 1isting_ST25
60

Thr

Thr

Asp

40

Leu

Ala

val

Leu

Asp

40

Lys

Asn

Asp

25

Lys

Leu

Glu

val

Asn

25

Ser

Asn

Lys Leu
10
Asp His

Gly Ala

Lys Ala

ser Pro
10

Leu ser
10
Asp Ser

Asn Thr

Ile val

Lys

Ala

Lys

Ala
60

Lys

Lys

Asn

Ser

Phe
60

Stranka 25

Ser

Lys

Glu

45

Gln

Lys

His

Ser

Thr

45

Thr

Gly
Ala
30

Phe

val

Asn

Thr
30

Leu

Lys

His Ala
15
Ala Ile

Lys Asp

Ala Leu

Pro Asn
15
Gln Ala

Thr Ile

Glu Asp

L]
seenee
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sekvence Tisting_ST25

Thr I1e Thr val Gln Lys Tyr Asp Ser Ala G
70 7

Asn

<210> 26

<211> 81

<212> PRT

<213> Borelja afzelii

<400> 26

Leu Glu val Lys Glu Gly Thr val
1 5

ser Gly Glu val Thr val Ala Leu
20

Thr Lys Lys Thr Gly Ala Trp Asp
35 40

Sser val Asn Ser Lys Lys Thr Thr
50 55

Thr ITe Thr val Gln L%s Tyr Asp
7
Thr

<210> 27

<211> 80

<212> PRT

<213> Borelia burgdorferi
<400> 27

Leu Lys val Thr Glu Gly Thr val
1 5

ser Gly Glu Ile Thr val Ala Leu
20
Lys Lys Ser Gly Thr Trp Asp Ser
35 40
Lys Asn Arg Thr Lys Thr Lys Gln
50 55
ITe Thr val GIn Asn Tyr Asp Ser

65 70

<210> 28
<211> 82

Thr

Asn

25

ser

Gln

Ser

Thr

Asp

25

Gly

Leu

Ala

Leu

10

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu
10

Asp
Thr

val

Gly

5

Ser

Thr

Thr

val

Gly
75

Ser

Thr

Ser

Phe

Thr
75

Lys

Asn

Ser

Phe

60

Thr

Lys

Asp

Thr

Thr

60

Asn

Stranka 26

Glu

Thr

Thr

45

Thr

Asn

Asn

ser

Leu

45

Lys

Leu

Ile

Thr

30

Leu

Lys

Leu

Ile

ser

30

Thr

Glu

Glu

Ala

15

Gln

Thr

Gln

Glu

Ser

15

Gly

Ile

Asp

Gly

1y Thr Asn Leu Glu Gly

80

Lys

Ala

Ile

Asp

Gly
80

Lys

Asn

ser

Thr

Lys



sekvence 1isting_ST25

<212> PRT
<213> Borelia garinii
<400> 28

Thr Leu Lys val Thr Glu Gly Thr val val Leu Ser Lys Asn Ile Leu
1 5 10 15

Lys Ser Gly Glu I1e Thr val Ala Leu Asp Asp Ser Asp Thr Thr Gln
20 25 30

Ala Thr gys Lys Thr Gly Lys Trp Asp Ser Lys Thr Ser Thr Leu Thr
5 40 45

Ile Ser val Asn Ser Gln Lys Thr Lys Asn Leu val Phe Thr Lys Glu
50 55 60

Asp Thr I1e Thr val GIn Lys Tyr Asp Ser Ala Gly Thr Asn Leu Glu

65 70 75 80
Gly Lys

<210> 29

<211> 81

<212> PRT

<213> Borelia burgdorferi

<400> 29

Leu val val Lys Glu Gly Thr val Thr Leu Ser Lys Asn Ile Ser Lys
1 5 10 15

ser Gly Glu val ser val Glu Leu Asn Asp Thr Asp Ser Ser Ala Ala
25 30

Thr Lys Lys Thr Ala Ala Trp Asn Ser Gly Thr Ser Thr Leu Thr Ile
35 40 45

Thr val Asn Ser Lys Lys Thr Lys Asp Leu val gge Thr Lys Glu Asn
55

Thr I1e Thr val Gln Gln Tyr Asp Ser Asn Gly Thr Lys Leu Glu Gly

65 70 75 80
Ser

<210> 30

<211> 81

<212> PRT

<213> Borelia garinii

<400> 30

Leu Thr val Thr Glu Gly Thr val Thr Leu Ser Lys Asn Ile Ser Lys
Stranka 27
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ser Gly Glu Ile Thr val
20

Asp Lys Lys Thr Gly Glu
35

Ser Lys Asnh Ser Gln Lys
50

Thr I1e Thr val Gln Asn

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

70

31
81
PRT
Borelia garinii

31

Leu Thr val Glu Ala Gly
5

Ser Gly Glu Ile Thr val
20

Asp Lys gys Ser Gly Thr
5

Ser Lys Asn Ser Gln Lys
50

Thr I1e Thr val Gln Lys

65

ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

32

15

PRT
Borelia

32

Ala

Trp

Pro

55

Tyr

Thr

Glu

Trp

Thr

55

Tyr

sekvence 1isting_ST25
10

Leu Asn Asp Thr Glu Thr Thr Pro

Lys
40

Lys

Asn

val

Leu

Asp

40

Lys

Asn

25

ser

Gln

Arg

Thr

Lys

ser

Gln

Thr

30

Asp Thr Ser Zgr Leu Thr

Leu val phe Thr Lys Glu
60

Ala 9}y Asn Ala Leu Glu

Leu Ser Lys Asn Ile Ser
10 15

Asp Thr Glu Thr ggr Pro

Lys Thr ser T?r Leu Thr
4

Leu val Phe Thr Lys Glu
60

Ala ggy Thr Lys Leu Glu

Ala val Glu Ile Ehr Lys Leu Asp Glu ige Lys Asn Ala Leu &gs

Stranka 28

Ala

Ile

Asn

Gly
80

Glu

Ala

Ile

Asn

Gly
80
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PATENTOVE NAROKY

1. Chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen, vyznaceny tim, Ze obsahuje dva az deset
imunodominantnich dsekdt vybranych ze skupiny zahrnujici orientované sekvence
imunodominantnich Gsek antigentt OspA z kment Borrelia burgdorferi sensu stricto PHe,
PKa, Borrelia garinii PBi, TN, N34, VS307, G25, PBr, T25 a Borrelia afzelii Pko, a
orientované sekvence imunodominantnich usekt antigeni OspC zkmend Borrelia

burgdorferi sensu stricto A, B, 1, Kb, Borrelia afzelii Pko a Borrelia garinii Pbi.

2. Antigen podle naroku 1, vyznaleny tim, Ze obsahuje dva aZ deset, s vyhodou sedm,
imunodominantnich tusekdi vybranych ze skupiny zahrnujici OspC orientované sekvence
imunodominantnich tseki antigend OspC z kment Borrelia burgdorferi sensu stricto A, B, 1,

Kb, Borrelia afzelii Pko a Borrelia garinii Pbi.

3. Antigen podle naroku 2, vyznaGeny tim, Ze OspC sekvence jsou vybrany ze skupiny

zahrnujici:

OspC-type B B. burgdorferi (SEQ ID NO. 18)
KKCSEEFSTKLKDNHAQLGIQGVTDENAKKAILKANAAGKDKGVEELEKLSGSLESL
SKAAKEMLANSVK

OspC-type K B. burgdorferi (SEQ ID NO. 19)
KKCSEDFTKKLEGEHAQLGIEQVTDENAKKAILITDAAKDKGAAELEKLFKAVENLA
KAAKEMLANSVK

OspC-type A B. burgdorferi (SEQ ID NO. 20)
KKCSETFTNKLKEKHTDLGKEGVTDADAKEAILKTQGTKTKGAEELGKLFESVEVLS
KAAKEMLANSVK

OspC-type I B. burgdorferi (SEQ ID NO. 21)
KKCSEEFTAKLKGEHTDLGKEGVTDDNAKKAILKTNNDKTKGADELEKLFESVKQL
SKAAKEMLTNSVK



OspC-PBi B. garinii (SEQ ID NO. 22)
KDCSEKFTTKLKDSHAELGIQSVQDDNAKKAILKTHGTKDKGAKELEELFKSLESLS
KAAQAALTNSVK

OspC-Pko B. afzelii (SEQ ID NO. 23)

KKCSEEFTNKLKSGHADLGKQDATDDHAKAAILKTHATTDKGAKEFKDLFESVEGL

LKAAQVALTNSVK

47

OspC C-termindlni usek (SEQ ID NO. 24)
ELTSPVVAESPKKN

4. Antigen podle naroku 2, vyznaceny tim, Ze ma sekvenci (SEQ ID NO. 7)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

5. Antigen podle naroku 2, vyznaceny tim, Ze ma sekvenci (SEQ ID NO. 16)

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MGSSHHHHHH
AQLGIQGVTD
ANSVKKKCSE
LEKLFKAVEN
DAKEAILKTQ
TAKLKGEHTD
KAAKEMLTNS
KDKGAKELEE
KQODATDDHAK
ELTSPVVAES

MASMTGGQOM
NAAGKDKGVE
AQLGIEQVTD
NSVKKKCSET
GKLFESVEVL
AKKATILKTNN
TKLKDSHAEL
AAQAALTNSV
DKGAKEFKDL

SSGLVPRGSH
ENAKKAILKA
DFTKKLEGEH
LAKAAKEMLA
GTKTKGAEEL
LGKEGVTDDN
VKKDCSEKET
LFKSLESLSK
AATLKTHATT
PKKN

GRGSMKKCSE
ELEKLSGSLE
ENAKKAILIT
FTNKLKEKHT
SKAAKEMLAN
DKTKGADELE
GIQSVQDDNA
KKKCSEEFTN
FESVEGLLKA

MASMTGGQOM
NAAGKDKGVE
AQLGIEQVTD
NSVKKKCSET
GKLFESVEVL
AKKAILKTNN
TKLKDSHAEL
AAQAALTNSV
DKGAKEFKDL

EFSTKLKDNH
SLSKAAKEML
DAAKDKGAAE
DLGKEGVTDA
SVKKKCSEEF
KLFESVKQLS
KKAILKTHGT
KLKSGHADLG
AQVALTNSVK

GRGSMKKCSE
ELEKLSGSLE
ENAKKAILIT
FTNKLKEKHT
SKAAKEMLAN
DKTKGADELE
GIQSVQDDNA
KKKCSEEFTN
FESVEGLLKA

AQLGIQGVTD
ANSVKKKCSE
LEKLFKAVEN
DAKEAILKTQ
TAKLKGEHTD
KAAKEMLTNS
KDKGAKELEE
KODATDDHAK
ELTSPVVAES

EFSTKLKDNH
SLSKAAKEML
DAAKDKGAAE
DLGKEGVTDA
SVKKKCSEEF
KLEFESVKQLS
KKATILKTHGT
KLKSGHADLG
AQVALTNSVK

ENAKKAILKA
DETKKLEGEH
LAKAAKEMLA
GTKTKGAEEL
LGKEGVTDDN
VKKDCSEKET
LFKSLESLSK
AATLKTHATT
PKKN

6. Antigen podle naroku 1, vyznafeny tim, Ze obsahuje dva az deset, s vyhodou osm,

imunodominantnich Usekd vybranych ze skupiny zahrnujici orientované sekvence



48

imunodominantnich sekd antigeni OspA z kmen0 Borrelia burgdorferi sensu stricto PHel,

PKa, Borrelia garinii PBi, TN, N34, VS307, G25, PBr, T25 a Borrelia afzelii Pko.

7. Antigen podle naroku 6, vyznaeny tim, Ze OspA sekvence jsou vybrany ze skupiny

zahrnujici:

OspA-PBi B. garinii (SEQ ID NO. 25)
LKVTEGTVVLSKHIPNSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNI
VFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGN

OspA-PKo B. afzelii (SEQ ID NO. 26)
LEVKEGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQ
LVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGT

OspA-PHei B. burgdorferi (SEQ ID NO. 27)
LKVTEGTVTLSKNISKSGEITVALDDTDSSGNKKSGTWDSGTSTLTISKNRTKTKQLV
FTKEDTITVQNYDSAGTNLEGK

OspA-TN, N34, VS307, G25 B. garinii, PWudll B. burgdorferi (SEQ ID NO. 28)
TLKVTEGTVVLSKNILKSGEITVALDDSDTTQATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKN
LVFTKEDTITVQK YDSAGTNLEGK

OspA-PKa B. burgdorferi (SEQ ID NO. 29)
LVVKEGTVTLSKNISKSGEVSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTSTLTITVNSKKTKD
LVFTKENTITVQQYDSNGTKLEGS

OspA-PBr B. garinii (SEQ ID NO. 30)
LTVTEGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKPKQL
VFTKENTITVQNYNRAGNALEGS

OspA-T25 B. garinii (SEQ ID NO. 31)
LTVEAGTVTLSKNISESGEITVELKDTETTPADKKSGTWDSKTSTLTISKNSQKTKQLV
FTKENTITVQKYNTAGTKLEGS



OspA C-terminalni dsek (SEQ ID NO. 32)

AVEITKLDEIKNALK
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8. Antigen podle naroku 6, vyznaceny tim, Ze ma sekvenci (SEQ ID NO. 15):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MGSSHHHHHH
SGEITVELND
TVQKYDSAGT
TGAWDSKTST
EGTVTLSKNI
KQLVFTKEDT
LDDSDTTQAT
AGTNLEGKLV
TSTLTITVNS
KNISKSGEIT
KENTITVONY
PADKKSGTWD
SAVEITKLDE

SSGLVPRGSH
SNSTQATKKT
NLEGNLEVKE
LTISVNSKKT
SKSGEITVAL
ITVQONYDSAG
KKTGKWDSKT
VKEGTVTLSK
KKTKDLVETK
VALNDTETTP
NRAGNALEGS
SKTSTLTISK
IKNALKKDLE

MASMTGGQOM
GKWDSNTSTL
GTVTLSKEIA
TQLVEFTKQDT
DDTDSSGNKK
TNLEGKTLKV
STLTISVNSQ
NISKSGEVSV
ENTITVQQYD
ADKKTGEWKS
LTVEAGTVTL
NSQKTKQLVE
ALKAALK

GRGSLKVTEG
TISVNSKKTK
KSGEVTVALN
ITVOKYDSAG
SGTWDSGTST
TEGTVVLSKN
KTKNLVETKE
ELNDTDSSAA
SNGTKLEGSL
DTSTLTISKN
SKNISESGEI
TKENTITVQK

9. Antigen podle naroku 6, vyznaceny tim, Ze ma sekvenci (SEQ ID NO. 17):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MASMTGGQQOM
GKWDSNTSTL
GTVTLSKEIA
TQLVETKQDT
DDTDSSGNKK
TNLEGKTLKV
STLTISVNSQ
NISKSGEVSV
ENTITVQQYD
ADKKTGEWKS
LTVEAGTVTL
NSQKTKQLVF
ALKAALK

GRGSLKVTEG
TISVNSKKTK
KSGEVTVALN
ITVQKYDSAG
SGTWDSGTST
TEGTVVLSKN
KTKNLVETKE
ELNDTDSSAA
SNGTKLEGSL
DTSTLTISKN
SKNISESGEI
TKENTITVQK

TVVLSKHIPN
NIVETKEDTI
DTNTTQATKK
TNLEGTLKVT
LTISKNRTKT
ILKSGEITVA
DTITVQKYDS
TKKTAAWNSG
TVTEGTVTLS
SQKPKQLVET
TVELKDTETT
YNTAGTKLEG

SGEITVELND
TVQKYDSAGT
TGAWDSKTST
EGTVTLSKNI
KQLVFTKEDT
LDDSDTTQAT
AGTNLEGKLV
TSTLTITVNS
KNISKSGEIT
KENTITVQONY
PADKKSGTWD
SAVEITKLDE

TVVLSKHIPN
NIVETKEDTI
DTNTTQATKK
TNLEGTLKVT
LTISKNRTKT
ILKSGEITVA
DTITVOKYDS
TKKTAAWNSG
TVTEGTVTLS
SQKPKQLVET
TVELKDTETT
YNTAGTKLEG

SNSTQATKKT
NLEGNLEVKE
LTISVNSKKT
SKSGEITVAL
ITVONYDSAG
KKTGKWDSKT
VKEGTVTLSK
KKTKDLVETK
VALNDTETTP
NRAGNALEGS
SKTSTLTISK
IKNALKKDLE

10. Vakcinaéni konstrukt, vyznafeny tim, Ze obsahuje nano- nebo mikro-partikularni nosi¢
obsahujici metalochelataéné vazici slozku, chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen
podle kteréhokoliv z narokd 1 az 10 vazany prostfednictvim metalochelatatné vézici slozky, a

dale jedno nebo vice adjuvans a/nebo Ferritin II.
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11. Vakcina k 1é¢b&é a prevenci Lymeské borelidzy pro humdanni a veterinarni pouZiti,
vyznadena tim, Ze obsahuje chiméricky polyepitopovy rekombinantni antigen podle

kteréhokoliv z naroku 1 az 9, a alespoii jedno adjuvans a/nebo Ferritin II.

12. Vakcina¢ni konstrukt podle naroku 10 nebo vakcina podle naroku 11, vyznacené tim, Ze
adjuvans je vybrané ze skupiny zahrnujici fosfore¢nan hlinity, hydroxid hlinity, siran
hlinitodraselny a molekularni adjuvans na bazi normuramylovych glykopeptidii, adjuvans na

bazi disperse &astic pFipravenych z biokompatibilnich polymert.

13. Vakcina podle naroku 11 nebo 12, vyznacena tim, Ze obsahuje vakcinacni konstrukt podle

naroku 10.
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Obr. 4
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Obr. 6

polyOspA
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Obr. 9
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Teplota ( °C)
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Obr. 10
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Obr. 11

Liposom
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Obr. 12

Liposomy s vazanym polyOspC

)
T

--- liposomy +polyOspC
~— liposomy
VA

N
o
1

Distribuce velikosti
podle poctu castic (%)

0 ; T rrr

10 100 1000
Velikost (nm)



TV ZpfY - 3zv

8/13
Obr. 13
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Obr. 15
A) B. afzelii
- . Aplikace Den
Protilatky OspA B. afzelii
Imunitni adjuvans 0 20 53 83
Pramérna hodnota ODa4so s.c ALUXID 0,111 0,341 0,246 0,166
Primérna hodnota ODaso id. ALUXID 0,118 0,158 0,129 0,181
Pramérna hodnota ODaso s.c PETGEL A 0,143 0,341 0,208 0,213
Primérna hodnota OD4so id. PET GEL A 0,132 0,474 0,331 0,291
Primérna hodnota OD4so s.c MT 03 0,137 0,122 0,066 0,107
Primérna hodnota OD4so | id. MT 03 0,090 0,144 0,081 0,163
Primérna hodnota OD4so s.c PET GEL A +MT03 MIC 0,207 0,388 0,328 0,418
Primérna hodnota OD4so id. PET GEL A +MT03 MIC 0,144 0,231 0,220 0,503
Protildtkova odpovéd OspA B. afzelii
MDen0
© @Den 20
(V5]
<t
]
o]
N Den53
BDen83

ALUXID ALUXID

. PETGELA  PETGELA | MT 03

" PETGELA

PETGEL A

: +MTOIMIC | +MTO3MIC
s i.d 5.0 : i.d. [ i.d. 5.¢ jd.
Imunitni adjuvans
Aplikace
B) B. garinii
L . Aplikace Den
Protilatky OspA B. garinii
Imunitni adjuvans 0 20 53 83

Prameérna hodnota ODa4s0 s.c ALUXID 0,156 0,416 0,317 0,323
Primérné hodnota ODaso id. ALUXID 0,221 0,197 0,121 0,111
Pramérna hodnota ODaso s.c PET GEL A 0,290 0,592 0,420 0,394
Primérna hodnota ODaso id. PET GEL A 0,834 0,974 0,730 0,725
Prumérna hodnota OD4s0 s.c MT 03 0,119 0,033 0,036 0,049
Pramérna hodnota ODaso id. MT 03 0,264 0,191 0,307 0,201
Priimérna hodnota ODaso s.c PET GEL A +MTO03 MIC 0,238 0,415 0,315 0,440
Primérna hodnota OD4so id. PET GEL A +MT03 MIC 0,145 0,357 0,339 0,587
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Protilatkova odpovéd OspA B. garinii
TR R
B T EDen0
0,8 emmemmeemnmnemsensann e B o
= @Den20
['s)
B e ¥
0
0,4 ~ocofeereneenemnemenaann 3Den53
0.2 - B Den 83
0,0 v {
ALUXID ALUXID PETGELA | PETGELA | MT03 | PETGELA = PETGELA
‘ : CAMTOIMIC | +MTO3MIC
X o id .t - st L i 5. i
Imunitni adjuvans
Aplikace
C) B. burgdorferi
Protilatky OspA Aplikace Den
B. burgdorferi Imunitni adjuvans 0 20 53 83
Primérna hodnota OD4s0 s.c ALUXID 0,091 1,439 1,202 1,165
Primérna hodnota ODa4so id. ALUXID 0,069 0,373 0,399 0,604
Prumérna hodnota OD4s0 s.c PET GEL A 0,123 1,148 0,733 0,823
Primérna hodnota OD4s0 id. PETGELA 0,498 1,538 1,449 1,450
Primérna hodnota OD4so s.c MT 03 0,217 0,099 0,082 0,302
Primérna hodnota OD4so id. MT 03 0,097 0,266 0,259 0,625
Prumérna hodnota ODa4so s.c PET GEL A +MT03 MIC 0,385 1,107 0,865 1,458
Priimérna hodnota ODa4so id. PET GEL A +MT03 MIC 0,134 1,038 0,868 1,352
Protilatkova odpovéd OspA B. burgdorferi
mOen?
o mDen 20
Q10 b e e e B e
b g
O ------------------------------------
o}
_______________ ODen$3
Den83
ALUXID ALUXID | PETGELA | PETGELA | MTO03 . PETGELA = PETGELA |
! : CAMTOIMIC | +MTO3MIC
5. i.d. se oA se o ad o se o id
Imunitni adjuvans
Aplikace
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Obr. 16
A) B. afzelii
L . Aplikace Den
Protilatky OspC B. afzelii
Imunitni adjuvans 0 21 42 69
Pramérna hodnota ODa4so s.c ALUXID 0,296 1,447 3,000 2,684
Primérna hodnota OD4so id. ALUXID 0,281 0,348 3,029 2,989
Primérna hodnota ODa4so s.c PET GEL A 0,283 0,237 1,321 2,051
Pramérna hodnota OD4so id. PET GEL A 0,210 0,311 2,321 2,333
Pramérna hodnota OD4so s.c MT 03 0,142 0,179 1,573 0,879
Pramérna hodnota OD4so id. MT 03 0,237 0,212 1,892 2,088
Pramérna hodnota OD4so s.c MPLA 0,182 0,224 0,923 0,732
Primérna hodnota OD4so id. MPLA 0,248 0,421 2,228 2,003

Protilatkova odpovéd OspC B. afzelii

2,0

ODaso

15

1,0

0,5

®Den2l

fDen42

EDen 69

o0 ALUXID ALUXID | PETGELA . PETGELA MT03 MT03 MPLA MPLA
.8 id. | 5.t i ‘ 5. ; i, ’ .t i.d.
Imunitni adjuvans
Aplikace
B) B. garinii
. Aplikace Den
Protilatky OspC B. garinii
Imunitni adjuvans 0 21 42 69

Prumérna hodnota OD4s50 s.c ALUXID 0,141 0,229 1,636 1,149
Pramérna hodnota ODaso id. ALUXID 0,189 0,229 1,580 1,474
Prumérna hodnota OD4so0 s.c PET GEL A 0,174 0,162 0,587 1,160
Priamérna hodnota ODaso id. PET GEL A 0,146 0,143 1,513 0,868
Priamérna hodnota ODa4so s.c MT 03 0,078 0,103 0,612 0,400
Priimérna hodnota ODaso id. MT 03 0,211 0,177 0,619 0,762
Priimérna hodnota ODa4so s.c MPLA 0,071 0,078 0,168 0,140
Primérna hodnota OD4so id. MPLA 0,130 0,125 0,307 0,302




oo (X ] o XX X
$olt oottt
. . eve o ¢ L] :
.... ... .qo‘ cwe
12/13
Protildtkova odpoved OspC B. garinii
MDen0
o ®len 2l
[72]
-t
Q
O
Dend2
E1Den 69
ALUXID ALUXID | PETGELA = PETGELA = MT03  MT03 MPLA MPLA
. i.d, S0 id. : 5.0 ; i $.C i i
Imunitni adjuvans
Aplikace
C) B. burgdorferi
Protilatky OspC Aplikace Den
B. burgdorferi Imunitni adjuvans 0 21 42 69
Pramérna hodnota ODaso s.c ALUXID 0,163 0,177 0,872 1,194
Primérna hodnota OD4so id. ALUXID 0,140 0,170 2,012 1,553
Primérna hodnota OD4so s.c PET GEL A 0,193 0,140 0,502 0,567
Prumérna hodnota OD4so id. PET GELA 0,104 0,099 1,036 0,773
Pramérna hodnota ODaso s.c MT 03 0,075 0,079 0,674 0,250
Primérna hodnota OD4so id. MT 03 0,125 0,101 0,958 1,043
Prumérna hodnota OD4so s.c MPLA 0,078 0,066 0,136 0,086
Pramérna hodnota OD4so id. MPLA 0,093 0,078 0,297 0,314
Protilatkova odpovéd OspC B. burgdorferi
bR L
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5. bl sk Coid s Coode L s S
Imunitni adjuvans
Aplikace
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Obr. 17
Den
Protilatky FERRITIN I - psi Imunitni
adjuvans 0 21 42 70 98 126
Primérna hodnota OD4so Aluxid 0,035 0,834 1,054 1,089 0,809 0,656
Prumérna hodnota OD4so PET GEL A 0,037 0,351 1,220 1,037 0,541 0,354
Primérna hodnota OD4s0 MT05 0,052 0,071 0,086 0,192 0,062 0,057
Prumérna hodnota OD4so MTO06 0,048 0,030 0,057 0,159 0,054 0,065

Protilatkova odpovéd - FERRITIN Il

ODaso

Den
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