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Popisuje se rekombinantni polypeptid, vykazujici zvyenou
imunogenicitu a obsahujici glykosylfosfatidylinositolovou
strukturu. Polypeptidem je naptiklad antigen, jako je
polypeptid parazita, zejména polypeptid z Plasmodium
falciparum, jako je protein cirkumsporozoit (CSP). Dile se
popisuje rekombinantni DNK vektor vhodny pro expresi
polypeptidu, zpiisoby vyvolani imunitni odpovédi proti
jednomu nebo vice epitopii polypeptidu a zplisoby produkce
modifikovanych polypeptidovych vakcin, které obsahuji
polypeptid.
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Modifikované polypeptidy vykazujici zvySenou imunogenitu

Oblast techniky

Vynalez se tykd modifikovanych polypeptidii vykazujicich zvySenou imunogenitu, zvlasté
polypeptiddi, které se modifikovaly lipidovou strukturou. Vynalez zviasté popisuje polypeptidy
parazith. které se modifikovaly lipidovou strukturou, a presnéji protein cirkumsporozoit
Plastmodium falciparum. Vynélez se dale tykd zplsobu vyvolani imunni odezvy proti
modifikovanym polypeptidiim, zpiisobu, vektoru a hostitele, které jsou vhodné pro produkci
polypeptidi, a vakcin, jenz obsahuji tyto polypeptidy.

Dosavadni stav techniky

Imunitni systém je komplex a neni zcela pochopen. Zpiisob, kterym hostitelsky imunitni systém
rozeznava cizorody imunogen, je vysvétlen pouze z &asti. U savci, jestlize se vystavi pasobeni
cizorodych proteind, je imunitni odezva znatn& riiznoroda. Stfedem zdjmu je proto libovolna
metoda ptipravy polypeptidii se zvySenou imunogenitou. Timto zpiisobem se da prekovat
problém slabé imunogennich epitopti.

Jednim zpiisobem, jak zdokonalit vakcinaci pomoci rekombinantnich proteind, je produkee vice
epitopi z vice jak jednoho proteinu, ktery pochazi z jednoho nebo vice infek&nich agens. Tento
pistup umoziiuje ziskat levnéjsi polyvalentni, G¢inn&jsi vakciny, které umoziiuji jednodussi
a bezpecnéj$i imunizaéni rezim. Av3ak takovy pfistup vyZaduje, Ze kazdy polypeptid se
produkuje v dostategném mnoZstvi, specificky protokol pro &iSténi kazdého peptidu, ktery se
pouziva k imunizaci, zabezpe¢eni optimalniho mnoZstvi peptidu. Utelem imunizace je najit
ptistupy, kde se vyvola silna imunitni odezva proti specifickym epitopiim, zatimco imunigeny
maji nizkou kvalitu nebo jsou ve smési jinych polypeptidd, jak se miZe pozorovat v urditych
situacich in vivo.

Nejéastéji se vyskytujici kauzativni agens malarie je Plasmodium falciparum, ktery se nachazi
v riznych formach ve hmyzich a lidskych hostitelich. P¥i pouziti inaktivnich forem parazit jako
vakein uréenych pro savce se ziskaly slibné vysledky. Hlavni omezeni viak je skuteCnost, Ze
sporozity neni mozné kultivovat a musi se izolovat ze slinnych 714z koméra. Za GCelem ziskat
ochranu se vyluduje pouziti inaktivovaného parazita jako takového.

Z dtivodu obejit tento problém se exprimovaly v heterolognich rekombinantnich systémech geny
kédujici specifické proteiny riznych forem Plasmodia. Tyto proteiny se s omezenym uspéchem
pouzily jako potencialni ochranny agens hostitele. V jiném pfipadé se v imuniza&ni studii vyuzily
peptidy, které odpovidaji definovanym oblastem antigenu, coZ vykazuje jista omezeni v piipadé
takovych imunizaci. Protein cirkumsporozoit (CSP) je jeden z antigent, které jsou pfitomny na
povrchu sporozit Plasmodium falciparum, které se do organizmu dostavaji hmyzim Stipnutim.
Tento protein se syntetizuje jako prekurzor polypeptidu, ktery se sklada z odstranitelné signalni
sekvence N—konce, z velké centralni repetice, ktera je na obou stranach lemovana oblastmi, zde
oznatenymi jako oblast I a oblast II, a kteréd obsahuje sekvence, jez jsou u ruznych druhi
Plasmodia konzervativni, a z hydrofébni domény C-konce. Opakujici se doména NANP se
sklada ztandemové repetice klastru aminokyselin asparagin-alanin-asparagin—prolin
((ASN-ALA-ASN-PRO),). Ukazalo se, Ze jde o G¢inny epitop CSP P. Falciparum, na ktery
reaguji B-buiiky. Syntetické peptidy, obsahujici takovou repetici, se pouZivaji s omezenym
aspéchem jako podjednotky vakciny v imunizani studii. Mapovaly se elementy odezvy T-bunék
na CSP protein vné segmentd repetice. V kazdém experimentu se pro imunizaci pouZilo velké
mnozstvi ¢isténych antigentl.




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 291013 B6

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynélezu je poskytnout modifikované proteiny, jako jsou proteiny Plasmodium
Jalciparum, které mohou vyvolat silnou imunitni odezvu i v ptipadg, Ze antigeny parazity nejsou
Cistény. Tento pfistup je zajimavy z hlediska dal$iho vyvoje vakcin obsahujicich celé buiiky,
které umoziiuji levn&jsi ale G¢inn&j3i imuniza&ni rezimy.

Zjistilo se, podle vynélezu, Ze antigen, k némuz se ptida glykosylfosfatidylinositolova kotva
(GPI) vyvola vyssi imunitni odezvu, nez odpovidajici antigen bez kotvy.

Vynilez tedy poskytuje rekombinantni polypeptidy vykazujici zvySenou imunogenitu, obsahujici
glykosylfosfatidylinositolovou struktur, kterd slouzi k vyvolani zvy$ené imunitni odezvy ve
srovnani s odpovidajicimi polypeptidy bez kotvy. Polypeptidem miize byt antigen, prednost se
diva antigenu parazita, jako je antigen Plasmodium falciparum podobny proteinu
cirkumsporozoit Plasmodium falciparum (CSP) nebo jeho modifikovana verze.

V popisu a v patentovych nérocich pouZivany termin ,,nebo jeho modifikovana verze* znamené
inkorporaci libovolného derivatu proteinu cirkumsporozoit, ktery vykazuje dostategnou
imunogenitu, aby do3lo k vyvolani imunitni odezvy. Do toho terminu se zahrnuji ne pouze celé
proteiny, ale také fragmenty nebo jejich mutované verze.

Vynélez se zde popisuje jako CSP protein Plasmodia falciparum. Aviak vynalez neni omezen
pouze na tento antigen. Pro odbornika je jednoduché nahradit CSP jinymi pozadovatelnymi
antigeny, a tak ziskat vyhodu vynélezu bez nutnych experiment.

Exprese CSP se dosdhlo v heterolognich rekombinantnich systémech (E. coli, kvasinky, virus
Vaccinia, bakulovirus, Salmonella, Dystyostelium discoidem.). Zjistilo se, ?e druhy slizovky
Distyostelium  se mohou pouZit jako G&inny eukaryotni expresni systém pro produkci
rekombinantnich proteinli. Ve srovnéni s jinymi expresivnimi systémy Distyostelium miZe
produkovat zcela stabilni polypeptid CSP (Fasel, N., Begdadi-Rais, C., Bernard, M., Born, C.,
Corradin, G., and Reymond, C.D., (1992) Gene 111, 157-163). Tento systém se pak pouZiva za
UCelem ziskani siln€j3i a déle trvajici imunitni ochrany, protoze nese kazdy epitop B a T bungk.

Slizovky Distyostelium je organizmus vhodny pro pouZiti pti biotechnologickych vyrobach. Je to
volné Zijici organizmus, jednoduse se kultivuje i udrzuje. Kmeny rostou na vrstvé bakterii, kde
Cas zdvojeni je 3 hodiny, v semisyntetickém médiu obsahujici glukézu, pepton a kvasinkovy
extrakt, kde doba zdvojeni je okolo 12 hodin nebo v bakteridlnich suspenzich, kde dosahuji
vysoké hustoty (az 10'® bungk na litr).

Zivotni cyklus Distyostelium zahrnuje ristovou a vyvojovou fazi. Vyvojova faze se spousti
vyhladovénim bun€k a charakterizuje se agregaci bun&k, které se pred tim vyskytovaly
Jednotlivé. Agregaci vznikd vicebun&tny organizmus, ktery se pak diferencuje a produkuje se
spory. V pfitomnosti bakterii nebo v bohatém médiu spéry vykli¢i, coz vede k obnoveni ristu.
Béhem tohoto vyvojového cyklu se produkuje difiizovatelné faktory. Nejméné jeden z nich
(cAMP) tim, Ze se vaze na sviij receptor vyvolava transkripci kazety specifickych genii (Loomis,
The Development Of Distyostelium discoideum, Acad. Press, 1982). Rustové vlastnosti
a transformadni kapacita Distyostelium discoideum umoZiiuji expresi cizich proteini, potom se
buiiky mohou levné kultivovat na bakteriich a exprese specifickych proteinii se miize kontrolovat
vyhladovénim v na Ziviny chudém médiu. Distyostelium discoideum je bezpeény, netoxicky,
nepatogenni volné& Zijici organizmus, ktery by se mohl uplatnit pfi vyvoji celobunééné vakciny,
avsak pro veterinarni Géely.

Dictyostelium discoideum se pak miize pouzit za u¢elem produkce modifikovanych polypeptidi
podle vyndlezu. Buiiky se transformuji vhodnym vektorem, kultivuji se za podminek, které
umoZiuji expresi a izolaci polypeptidu. Vhodny vektor zahrnuje sekvenci DNK kédujici
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polypeptid, jehoz DNK je spojena s pridavnou glykolipidovou kotevni sekvenci, ktera se nachazi
po sméru jeho transkripce, a svhodnou iniciadni a terminatni sekvenci. Sekvence DNK
ptednostné koéduje antigen parazita, jako je antigen Plasmodium falciparum, protein

cirkumsporozoit P. Falciparum (CSP) nebo jeho modifikovanou verzi.

Rada povrchovych bunéénych proteinii v riiznych organizmech je zakotvena v membranové
lipidové dvojvrstvé pomoci lykosylfosfatidylinositolové struktury (GPI). Tato komplexni
struktura se syntetizuje jako prekurzor glykolipidu a v endoplazmatickém retikulu se pfeméiuje
na glykoproteiny. Pfeména preformované kotvy GPI na urgity polypeptid je moZna pouze, je-li
pislusna signalni sekvence (zde oznatovana jako ,pfidavna glykolipidova kotevni sekvence)
obsazena v oblasti C—konce cilového proteinu. Ukézalo se, Ze signalni sekvence je zahrnuta do
skupiny 10 az 12 zbytkd umist&né proti sméru transkripce hydrofébni sekvence C—konce. Dale se
ukazalo, e v pripad& Distyostelium specifické proteiny jsou ukotveny pomoci GPI. Definovaly
se determinanty sekvence C—konce pro jeden z téchto proteind, jmenovité kontaktni misto A
(Noegel, A., Gerisch, G. Stadler, J. and Westphal, M. (1986) EMBO 1. 5, 1473-1476). Poté, co
se kotva GPI preméni na polypeptid, mize se §t&pit specifickou fosfolipdzou (GPl-fosfolipaza C
nebo D), coz vede k modifikaci hydrofébni povahy proteinu a to se projevi odliSnym délenim
zvlasté v detergentu, TX-114.

Podle vynalezu vektorova rekombinantni DNK obsahuje pfidavnou glykolipidovou kotvici
sekvenci, ktera se odvodila od kontaktniho mista a D. discoideum.

Vynalez déle popisuje zpisob produkee protilatek proti jednomu nebo vice epitopti polypeptidu.
Tato metoda zahrnuje imunizaci vhodného hostitele (napfiklad savce) za pouZiti polypeptidu
podle vynalezu a izolaci protilatek, které takto vznikaji. Jako alternativni postup se miiZe pouZit
celé sérum. Pro imunizaci se upfednostiiuje pouZiti polypeptidu ve formé celobuné&ného lyzatu
hostitelskych bun&k exprimujicich polypeptid.

Dale se vynalez tyki vakciny pro imunizaci hostitele, kterym je savec. Vakcina obsahuje
modifikovany polypeptid podle vynilezu v mnoZstvi, které je imunoprotektivni, spolu s vhodnym
excipientem. Imunoprotektivni mnoZstvi znamena obsah polypeptidu obsazeného v napiiklad
1-5x107, zejména v 2x10’ hostitelskych bunék transformovanych vektorem kédujicim polypeptid
a ptidavnou glykolipidovou kotvici sekvenci.

Popis obrazki na vykresech

Na obrézku &. 1 jsou znazornény expresivni vektory pro protein cirkumsporozoit (CSP).

Cast A. Presn&jsi popis konstrukce téchto dvou vektorii se uvadi v textu. Protein CSP, kterému
chybi prvnich 18 aminokyselin, se fazoval do ramce k vedoucimu peptidu UAG z P. falciparum
za UAA je konstrukce vektoru pEDII-CS49. Vektor pERIV-CS je odvozeny z pERII (v textu),
ktery obsahuje Tn5 neoR gen mezi promotorem aktinu 15 a termina¢nimi sekvencemi. GPI
kotvici doména proteinu CsA se umistila do ramce C. konce CSP (¢ast B). Symboly ,,Diskoidin
I“ a ,ras* oznadujici sekvence podporujici transkripci v buiikdch Distyostelium. Sipky ukazuji na
po&atecni mista transkripce. Cisla I, I a I1I oznaduji vysoce konzervativni domény proteinu CSP.

Cast B. Ve vektoru pERIV-CS CSP hydrofébni doména se zaménila za poslednich
49 aminokyselin proteinu CsA. Béhem klonovani se pridal dalsi prolin (P) mezi sekvence CSP
(podtrzeno) a CsA.

Na obrazku &. 2 je znizorn&na fosfolipidova modifikace CSP exprimovaného v buiikich
Discoideum. Proteiny extrahované z priblizné 2x10° bungk se kultivovaly s jednou jednotkou
(draha 1) nebo s 5 jednotkami (dréha 5) enzymu GPI-PLD po dobu jedné hodiny. Pak se
separovaly do TX-114 faze (Bordier, shora uvedeno) a analyzovaly se imunoblotem. Stabilné
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transformované buiiky se lyzovaly a separovaly se SDS PAGE proteiny se dale ptenesly na
nitrocelulézovou membranu. CSP se identifikovalo imunodetekei pouzitim (NANP)s, mono-
klondlnich protilatek Sp3E9. Molekulova hmotnost proteinu CSP (62kDa) se odhadla pouzitim
téchto standard: fosforylaza b (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumin vajecného bilku (42,7 kDa).

Vyznam symboli: Aq: vodni faze; Tx: TX-114 detergentova féze; 0: vzorky, kde se neaplikoval
enzym GPI-PLD.

Ptiklady provedeni vynilezu

Ptiklad 1: Uvod

Naésledujici priklad popisuje produkci CSP Plasmodium Jalciparum,  ktery se modifikuje
v Distyostelium  discoideum ptidanim glykolipidové kotvy a jeho pouZziti pfi imunizaci.
Polypeptid se exprimoval ve slizovce Distyostelium discoideum fazi vedouciho polypeptidu

a pfidavané glykosylfosfatidylinositolové signalni sekvence (GPI) ziskané z kontaktniho mista A
Distyostelium.

Mysi se imunizovaly celobunéénym lyzatem kultury Distyostelia, kde se exprimuje GPI
modifikovany protein. Vznikaji protilatky, které rozeznavaji dvé riizné oblasti polypeptidu. GPI
modifikované polypeptidy se mohou exprimovat v buiikach Distyostelia. Jak polypeptidy
vizolované formé, tak buiiky obsahujici polypeptidy se mohou pouzit pfi imunizaci,
v diagnostickych testech, v zékladnich studiich nebo maji potencial pro vakcinaci.

Pfiklad 2: Materiély a zptsoby

V nasledujicich experimentech se pouziva fada metod, které jsou pro odbornika v oblasti
molekularni biologie, chemie proteinii a imunologie dobfe znamé a dostupné. Takové metody se
nepopisuji vzdy do detaild.

Enzymy se ziskaly z komer&nich zdrojii a pouzivaji se zptisobem, ktery doporucuje vyrobce.

Bakteridlni média a zpisobu klonovani se popisuji v publikaci Sambrook et al. (Molecular’
cloning: A Laboratory Manual, CSH press 1989).

Monoklonani protilatky a NANP;, se ziskaly od F. Sinaglia (Hoffman La Roche Ald, Basel).

Priklad 3: Konstrukce plazmidi obsahujici CS

Vektor pEDII-CS 49

Expresivni vektor pEDI-CS se sklada z vektoru pVEIl (Maniak and Nelle, (1990) Nucl. Acids,
Res. 18, 5375), ktery obsahuje elementy diileZité pro rozmnoZovani a udrzovani prokaryontniho
hostitele (pocatetni misto replikace a gen rezistence a ampicilin), a z Tn903, ktery nese gen pro
rezistenci na neomycin zajist'ujici u eukaryontnich bungk rezistenci na geneticin (G418) za fizeni
transkripéni jednotky aktinu 15 z Distyostelia. Ptitomnost promotoru Discoidin 1 umoZiuje
vyvojové fizeni exprese sekvenci orientovanych po sméru transkripce a sekvence aktinu 8
zajit'uji spravnou terminaci RNK.

Pfi konstrukci expresniho vektoru pED-CS se Haelll/Rsal restrikéni fragment o velikosti
1161 bp genu CS NF54 (Caspers, P., Genz, R., Matile, H., Pink, J. R., and Sinigaglia, F. (1989)
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Mol. Biochem. Parisitol. 35, 185—-189) nejdfive zadlenil do Asp718/BamHI restrikéniho mista
vektoru pVEII pomoci Klenow DNK polymerazy. Dile se na DNK syntetizéru, Applied
Biosystem Model 380 B, syntetizovaly oba DNK fetézce sekvence kodujici vedouci peptid
kontaktniho mista A (CsA) a tii dal$i aminokyseliny. Nukleotidova sekvence syntetického
vedouciho peptidu je nasledujici:

57 - ATGTCTAGATTTTTAGTATTGATAATATTATATAATATTTTAAATAGTGCACATTCAG
CTCCAACCCAGGATCCATG-3”

Sekvence se potvrdila sekvenovanim replikovatelné formy M13mp18, kam se do restrikéniho
mista Smal zaélenil fragment z tupymi konci.

Izoloval se Xbal/BamHI restrikéni fragment obsahujici CsA vedouci peptid a zaclenil se do
Xbal/BamHI restrikéniho mista ve vektoru za vzniku expresivniho vektoru pEDII-CS.
V expresivnim vektoru pEDII-CS se pfirozeny termina¢ni kodon UAG zaménil za UAA
terminaéni kodén. Tato zaména probéhla tak, e velka &ast oblasti kodujici CSP se nahradila
fragmentem DNK aplifikovanym za pouZiti specifickych oligonukleotidt:

5 amplimér (umistény po sméru transkripce sekvence vedouciho peptidu CsA, obsahuje
BamHI restrik¢éni misto):

57 -ACCCAGGATACCCTTATTCCAG-37

3*  amplimér (odpovidajici poslednim kodénim genu CSP, ale obsahuje UAA terminaCni
kodén a restrikéni misto Sacl):

57 - AAAGCCGAGCTCTTAATTAAGGAACAAGAAGGATAAT - 3 ‘

Tyto oligonukleotidy nesou specificka restrikéni mista BamHI a Sacl, ktera se také nachazeji ve
vektoru pEDII-CS a pouzily se pfi nahradé segmentu genu CSP vektoru pEDII-CS. Pfi pouziti
této strategie se ziskal expresivni vektor pEDII-CS49, ktery produkuje protein CSP s jeho
piivodnim C-terminalnim polypeptidem.

Vektor pERIV-CS

Za G&elem exprese GPI modifikované formy proteinu CSP se zkonstruoval plazmid pERIV-CS.
Tento plazmid vznikl z pERIV, ktery sam vznikl z pERIL Jde o plazmid, ktery je kombinaci
fragmentu ras promotoru z Distyostelium, signélniho peptidu CsA, termina¢ni sekvence aktinu 6
a kazety neoR ve vektoru pGEM3. Za pouZiti restrikéntho enzymu EcoRV se z pDneo2 izolovala
kazeta neoR, kteréd zahrnuje promotor aktinu 15 z Distyostelium, bakterialni gen rezistance
Tn903 a termina¢ni sekvenci aktinu 15 z Distyostelium (Witke, W., Nellen, W., and Noegel, A.
(1987). EMBO J. 6, 4141-4148) a zaglenila se do pGEM13 (Promega corp.). Fragment izolovany
z vektoru pERI-CS zahrnujici ras promotor z Distyostelium-signalni peptid CsA (Fasel et al.,
dfive uvedeno) se zadlenil mezi restrikéni mista BamHI a EcoRI. Terminaéni sekvence aktinu 6
z pDneo2 se nejdfive klonovala do HindIll mista plazmidu pGEM4 (Promega corp.), aby se
ziskalo druhé restrikéni misto a pak se znovu izolovala a zatlenila se do BamHi restrikéniho
mista, které lezi vedle signalniho peptidu CsA. Konstrukce obsahujici terminalni sekvenci
aktinu 6 ve spravné orientaci se nazvala pERIL Tento plazmid se Stépil enzymy EcoRV/Xhol
a fragment DNK ziskany amplifikaci oblasti obsahujici pfidavnou glykosylfosfatidylinositolovou
kotevni sekvenci se zatlenil za pouziti vhodnych restrikénich mist. Dva oligonukleotidy
pouzivané pfi amplifikaci maji nasledujici sekvenci:
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5" amplimér (obsahujici restrik&ni misto EcoRV)
57 -CCCGGTACCAGGCCTGATATCTCCAACTCCAACTGAAAC-3”
3" amplimér (obsahujic restrikéni misto Xhol)
57 -CGGCTCGAGTTAAATTAATAAARACAAAAGAAATG-3"

Plazmid pERIV se $t&pil enzymy Asp718/EcoRV a do tohoto plazmidu se vélenila alela CSP
NF54. DNK proteinu CSP, ktera obsahuje gen CSP, ale nezahrnuje signalniho peptidu N-konce
a hydrofobni segmenty C—konce kédujicich CSP, se ziskala amplifikaci za pouZiti nasledujicich
ampliméri:

5" amplimér (obsahujici restrik&ni misto Asp 718)
5" CCCGGTACCATTATTCCAGGAATACCAGTGC-3"

3" amplimér (obsahujici restrikéni misto Haelll, které se miZe spojit s reatrikénim mistem
EcoRV)

57 -ATAGGCCACATTTTTCCATTTTACAAATTTTTITTTTC-3”

Amplifikovand DNK se po 3tépeni enzymy ASP178 a Haelll zadlenila mezi restrikéni mista
Asp718 a EcoRV plazmidu pERIV. Ziskany plazmid se ozna¢il pERIV-CS.

Priklad 4: Kultivace bunék Distyostelia, transformace a exprese

BuﬁkGy Distyostelia  se kultivuji v michané suspenzi v médiu HL-5 az dosihnou hustoty
5x10” bunék/ml a nechaji se vyhladov&t v PDF (pufrovaci fedici roztok) (Sussman, M. (1987)
Methods in Cell Biology (Spudich, J. A., ed.) pp9-29, Acad. Press, Inc., Orlando, FL). Razné
vektory se vnesly do bunék elektroporaci a exprimujici buiiky se vybraly zplisobem, ktery se
popisuje v publikaci Nellen, W., and Firtel, R. A. (1985) Gene 39, 155-163; Howard, P.X.,
Ahern, K.G., and Firtel, A. (1988) Nucleic Acids Res. 16,2613-1623).

Pfi expresy zavislé na promotoru Discoidin I se buiiky D. discoideum vyhladovély po dobu
4 hodin v michané suspenzi (160 ot./min.) v PDF pfi hustot& bungk 5x10° bunék/ml pokud neni
uvedeno jinak (Fasel et al., shora uvedeno).

V pfipadé konstrukci sras promotorem se buiiky vyhladov&ly po dobu 6 hodin v michané
suspenzi vPDF pfi hustotd bunék okolo 5x10° bun&k/ml a transkripce se vyvolala pfidanim
200uM cAMP a 10nM DIF (faktor vyvolavajici diferenciaci) (Morris, H.R., Taylor, G.W.,
Massento, M.S., Jermyn, K.A. Kay, R.R. (1987), Nature 328, 81-814) po dobu jedné hodiny
pokud neni uvedeno jinak (Louvion, J.F., Scholder, J. C., Pinaud, S., and Reymond, C.D. (1991)
Nucleic Acid Res. 19, 6133-6138).

Ptiklad 5: Analyza proteinu

Proteiny izolované z 2x10° bungk (v komirce o $ifce 4 mm) se povafily a 1x fedéném Laemmli
pufru po dobu 5 min., separovaly se na 10% SDS-PAGE (Sambrook, J., Fritsch, E.F., and
Manioatis, T. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual., 2" Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Proteiny se pienesly elektropfenosem na nitrocelulézu
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(imunoblot). K filtru se pfidalo padesat mikrogramii na mililitr anti-NANP monoklonalnich
protilatek (Sp3E9) (Boulanger, N., Matile, H., and Betschart, B. (1988) Acta. Tropica 45, 55-65)
a vie se inkubovalo pies noc pfi teploté mistnosti. Pro detekci navazanych anti-NANP protilatek
se pouzil protein A konjugovany s alkalickou fosfatizou a chemoluminiscenéni reakce
(Amersham).

Priklad 6: GPI-fosfolipazovy D—test

Testovala se citlivost CSP modifikovaného pomoci GPI na GPl-fosfolipizu D (GPI-PLD).
Buiiky s vektorem pERIV-CS se lyzovaly v roztoku 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,IM CaCL,,
0,08 % TX~100 ve &tyfech cyklech zmrazeni a rozmrazeni. K extraktu se pfidalo jedna nebo pét
jednotek enzymu GPI-PLD (Bohringer Manheim) a smés se inkubovala po dobu jedné hodiny
pfi teploté 37 °C. Pak se pfidal detergent TX-114 v roztoku 1xTBS obsahujici 1mM EDTA tak,
aby kone&na koncentrace byla 1% a separovala se vodni a detergentova faze. Vzorky se rozdélily
na 10% SDS polyakrylovém gelu a analyzovaly se imunoblotovanim pomoci SP3E9 mono-
klonalnich protilatek, jak se popisuje shora.

Priklad 7: ELISA

Sérum a monoklonalni protilatky vytvorené proti N-konci (aminokyseliny 22 az 125), repetici
NANP peptidu nebo C—terminélnimu (aminokyseliny 289 az 390) segmentu se testovaly
ELISOU. Vinylové desti¢ky se potahly riiznymi peptidy, promyly se a blokovaly 1% BSA
vroztoku PBS. Monoklonalni nebo sérové protilatky se sériové nafedily vroztoku 1%
BSA/PBS, ktery obsahuje 0,05 % Tween 20. Redén4 séra se piidala do antigenem potaZenych
komrek a inkubovala se po dobu 1 hodiny pfi teplot& mistnosti. Desti¢ky se promyly roztokem
PBS obsahujicim 0,05% Tween 20 a pfidalo se vhodné fedéni specifickych anti-IgG
navéazanych na peroxidazu. Ve se inkubovalo po dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti. Do kazdé
komirky se pridalo 100 pul roztoku peroxiddzového substratu a stanovila se A410. V pfipadé
mysich sér se jako posledni bod titraéni kiivky pro ELISU stanovilo fedéni séra, které vykazuje
hodnotu absorbance 2 SD vétsi neZ je priimér kontrolnich mysi.

Priklad 8: Imunizace zvifat a analyza antisér

Balb/c my3im se podkozni nebo intraperitonealni injekci aplikovalo dvakrét 25 pl nebo jednou
50 ul sonikované smési neupiného Freundova adjuvans a 2x10” bunék vpoméru 1:1. Po

4 tydnech se aplikace injekce zopakovala se stejnym materidlem. Po 10 dnech se shromazdila
séra a analyzovala se ELISOU:

Ptiklad 9.: Dosazené vysledky

Exprimoval se CSP modifikovany GPI a pouzil se pfi vyvoji Zivé vakeiny nebo diagnostického
testu. Hydrofébni terminalni segment CSP (poslednich 23 aminokyselin) se nahradil poslednimi
49 aminokyselinami kontaktniho mista A (CsA) polypeptidu obsahujiciho GPI kotvici doménu
(Noegel et al., dive uvedeno) (obrazek &. 1A a B). Fiizni gen CSP/CsA se za€lenil tak, aby jeho
exprese byla fizena promotorem ras (Louvin et al., shora uvedeno, Fasel et al., shora uvedeno).
Konstrukce se zavedla do bunék D. discoideum (pERIV-CS). Pro zjisténi piitomnosti CSP na
povrchu bun&k s vektorem pERIV-CS (se pouzily anti-CSP protilatky (data nejsou
publikovany). Promotor ras zpisobil, Ze pouze 20 az 40 % indukovanych bunék vykazalo
expresi. Byly to ty buiiky, které se diferencuji na prestalk cells (Reymond, C.D., Gomer, R.H,,
Mehdy, C., and Firtel, R.A. (1984) Cell 39, 141-148).
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Fazni protein CSP/CsA produkovany kulturou Distyostelium discoideum ma amfifilicky
charakter, coz se oekavé od proteinu modifikovaného GPI (Bordier, C. (1981) J. Biol. Chem.
256, 1604-1607, Conzelmann, A., Spiazzi, A., Hyman, R., and Bron, C. (1986) EMBO J.
5,3291-3296), protoze piechazi do detergentové faze TX-114 (obrazek &. 2). Za Wcelem
potvrzeni vyskytu GPI kotvy ve CSP/CsA fiiznim proteinu se buiiky lyzovaly ve tfech cyklech
mrazeni a op&tného rozmrazeni v 0,008 % TX-100. Bunéiné lyzity se travily po dobu jedné
hodiny s 1 nebo 5 jednotkami GPI-PLD. Odstranéni lipidové &asti fizniho proteinu CSP/CsA
pomoci 5-ti jednotek GPI-PLD zménilo jeho hydrofébni charakter a vyvolalo jeho piechod do
vodni féze (obrazek €.: 2), zatimco inkubace s jednou Jjednotkou enzymu méla omezeny G¢inek.
Tyto vysledky naznaduji pFitomnost GPI struktury v proteinu CSP exprimovaném v burikich
Distyostelia, coz znamena, e Distyostelium discoideum mize produkovat, zpracovat
a modifikovat heterologni proteiny parazitii pfidanim GPI kotvy.

Za ucelem potvrzeni schopnosti CSP modifikované GPI vyvolat imunitni odezvu se osum Balb/c
mysi podkoZné nebo intraperitonealné imunizovalo s 2x10’ celych bunék ve smési s Freundovym
nedplnym adjuvans. Deset dni po druhé injekei se analyzovala humorélni imunitni odpovéd’
pomoci testu ELISA proti syntetickym peptidiim z riiznych oblasti CSP (Tabulka 1). Stanovily se
protilatky proti imunodominantni oblasti repetice NANP, proti C—terminélni neopakujici se
oblasti (aminokyseliny 289-390), ale ne proti N-terminalnimu syntetickému peptidu s amino-
kyselinami 22 aZ 125. Je zajimavé, Ze pritomnost specifickych protilatek a titry protilatek nejsou
ovlivn&ny zpiisobem aplikace injekce (tabulka 1).

Tabulka 1: Test ELISA sér" my3i imunizovanych buiikami s vektorem pERIV-CS s peptidy
(NANP)so, M1 (189-390).

Zvite (NANP)s, titr ELISA M1 (289-390). titr ELISA
B (ip)° 1/1 000 1/900
G (sc) 1/5 000 1/900
R (ip) 1/5 000 1/900
Y (sc) 1/1 000 1/300
Y (ip) 1/5 000 1/900
W (ip) 1/1 000 1/900
kontrola® <1/10 <1/10

séra se ziskala 7 dni po aplikaci jedné injekce my3im Balb/c imunizovanych 2x10” bungk
mys3i se imunizovaly bud’ podkozng (sc), nebo intraperitonealné (ip)
kontrolni zvife dostalo injekci samotného netplného Freundova adjuvans

V kontrolnim experimentu se mysim aplikovala injekce bungk Distyostelium, které exprimuji
CSP syntetizovany pomoci vektoru pEDII-CS49. V tomto pfipadé ma CSP piivodni peptidovy
segment C—konce a neni modifikovany GPI kotvou. Pomoci testu ELISA se nestanovily Zadné

* protilatky proti riiznym segmentiim CSP (tabulka 2).

Tabulka 2: Test ELISA sér® mysi imunizovanych butikami s vektorem pEDII-CS49 s peptidy
(NANP)so, M1 (289-390) a M (22-125). :

Zvite (NANP), titr ELISA | M1 (289-390) titr ELISA [ M2 (22-125) titr ELISA
& 1° <1/10 <1/10 <1/10
8.2 <1/10 <1/10 <1/10
.3 <1/10 <1/10 <1/10
kontrola® <1/10 <1/10 <1/10
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séra se ziskala 7 dni po aplikaci jedné injekce my3im Balb/c imunizovanych 2x10’ bungk
my3i se imunizovaly bud’ podkozné (sc), nebo intraperitonealn€ (ip)
kontrolni zvife dostalo injekci samotného netiplného Freundova adjuvans

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni polypeptid se zvy3enou imunogenitou, majici navic glykosylfosfatidyl-
inositolovou skupinu, ktera se v ptirodnim polypeptidu nenachézi, polypeptid vyvolava vyssi
imunitni odezvu, ve srovnani s odpovidajicim polypeptidem bez glykosylfosfatidylinositolové
struktury.

2. Polypeptid podle naroku 1, kde polypeptid je antigen.
3. Polypeptid podle naroku 2, kde antigen je polypeptid parazita.
4. Polypeptid podle naroku 3, kde antigen parazita je polypeptid z Plasmodium falciparum.

5. Polypeptid podle naroku 4, kde antigen z Plasmodium falciparum je protein cirkumporozoit
(CSP) nebo jeho modifikované verze.

6. Rekombinantni DNK vektor pro expresi polypeptidu podle libovolného z narokd 1 az 5
obsahujici sekvenci DNK, kterda koduje polypeptid, pfi¢emz sekvence DNK je spojena
s pidavnou glykolipidovou kotevni sekvenci umisténou po sméru transkripce této sekvence,

s vhodnou inicia¢ni a termina¢ni sekvenci transkripce a popfipadé se sekvenci vedouciho
peptidu.

7. Rekombinantni DNK vektor podle naroku 6, kde sekvence DNK kéduje antigen parazita.

8. Rekombinantni vektor podle néroku 7, kde antigen parazita je antien z Plasmodium
falciparum.

9. Rekombinantni DNK vektor podle naroku 8, kde antigen z Plasmodium falciparum je
protein cirkumsporozoit (CSP) nebo modifikované verze tohoto proteinu.

10. Rekombinantni DNK vektor podle libovolného z naroki 6 az 9, kde pridavna glykolipidova
kotvici sekvence se ziska z kontaktniho mista A Disfostelium discoideum.

11. Rekomabinantni hostitelska buiika, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje rekombinant-
ni DNK vektor podle libovolného z naroki 6 az 10.

12. Rekombinantni hostitelska buitka podle naroku 11,vyzna&ujici se tim, Ze hostitel
je Distyostelidovy hostitel.

13. Rekombinantni hostitelska buitka podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze
Dystyostelidovy hostitel je druh Distyostelium, zv1a$té Distyostelium discoideum.

14. Zpusob vyroby modifikovanych polypeptidi podle nirokd 1 aZ 5, vyzna ujici se
tim, Ze se vhodné hostitelské buiiky transformuji vhodnym vektorem podle naroki 6 az 10,
kultivuji za podminek, které umoZituji expresi polypeptidu a popfipadé se polypeptid izoluje.
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15. Vakcina,vyznadujici se tim, Ze obsahuje polypeptid podle libovolného z naroki
1 az 5 v imunoprotektivnim mnoZstvi spolu s vhodnym ecipientem.

16. Vakcina podle néroku 15, vyznaéujici se tim, Ze imunoProtektivni mnozstvi
znamend obsah proteinu pfiblizné v poétu 1 aZ 5x107, zejména v po&tu 2x10’ hostitelskych bungk
podle nérokii 11 az 13, v jednotkové davce.

17. Rekombinantni polypeptid podle naroki 1 a2 S pro pouziti k imunizaci.

18. Pouziti rekombinantniho polypeptidu podle n&kterého z narokii 1 az 5 pro vyrobu vakciny.

2 vykresy

-10 -
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