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Rekombinantni oslabeny mikrobialni patogen obsahujici
alespoti jednu molekulu nukleové kyseliny kodujici antigen
pochazejici z mikroorganizmu Helicobacter, kde tento patogen
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imunilogickou ochranu proti skute¢nym patogendim.
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Rekombinantni oslabeny mikrobidlni patogen obsahujici ales-
poii jednu molekulu nukleové kyseliny kédujici antigen pocha-

zejici z mikroorganizmu Helicobacter.

Oblast techniky

Do rozsahu vynédlezu spadaji nové rekombinantni Zivé vak-
ciny, které propuj¢uji ochrannou imunitu proti infekci vyvo-
lané mikroorganizmem Helicobacter pylori. Vyndlez rovnéiZ
popisuje zpusoby screeningu antigend H. pylori pro optimali-

zacl vakcin.

D vadni v ik

Helicobacter je Gram-negativni bakteridlni patogen spo-
jovany s vyskytem gastritidy, ¥Yalude&nich v¥edd a karcinomu
¥aludku. %aludek je kolonizovan n&kolika zdstupci rodu Heli-
cobacter, a to p¥edev&im druhy H. pylori, H. heilmanii a H.
felis. A%koliv je H. pylori mikroorganizmem nejcastéji spo-
jovanym s infekcemi &lov&ka, bylo zjisténo, ze H. heilmanii
a H. felis &lov&ka rovn&% infikuji. V zemich Tfetiho svéta,
ale i v primyslové vysp&lych zemich, je pozorovana Vysoka
prevalence infekci vyvolanych H. pylori. Je zndmo, Ze ze
vdech virulentnich faktord popsanych u H. pylori je ke kolo-
nizaci gnobiotickych vep¥® a "nahych" mySi (nude mouse)
naprosto nepostradatelnd ureaza. Uredza je enzymem sloZenym
ze dvou strukturnich podjednotek (UreA a UreB). D¥ivéjsi
studie naznadovaly, Ze ordlni imunizace za pouziti rekombi-
nantni UreB spolu s toxinem cholery byly u my8i schopny
zabranit kolonizaci ¥aludku mikroorganizmy H. felis a H.
pylori (Michetti a dalsi, Gastroenterology, 107:1002 aZz
1011, 1994). Oralni aplikaci rekombinantnich antigenu UreB
viak bylo v né&kolika p¥ipadech dosaZeno pouze Zasteclné

ochrany. Daldimi antigeny H. pylori, které poskytuji Castel-



nou ochranu proti kolonizaci Zaludku, jsou 87 kDa vakuolarni
cytotoxin VacA (Cover a Blaser, J. Biol. Chem., 267:10570,
1992; Marchetti a dal$i, Science, 267:1655, 1995) a 13 kDa a
58 kDa heat shock proteiny HspA a HspB (Ferrero a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:6499, 1995).

Je znamo, %e oslabeni patogenové, nap¥iklad baktérie ja-
ko nap¥iklad Salmonella, slouZi jako 4¢inné %2ivé vakciny.
Prvni naznaky G&innosti oslabenych baktérii Salmonella jako
dobrych vakcin v humdnni mediciné se objevuji ve studiich
vyuZivajicich chemicky mutovany kmen Salmonella typhi Ty2la
(Germanier a Furer, J. Infect. Dis., 141:553 a¥ 558, 1975).
Tyto vakciny byly Usp&Sné€ testovany na dosp&lych dobrovolni-
cich (Gilman a dal8i, J. Infect. Dis., 136:717 az 723, 1977)
a pozd&ji na d&tech v rozsdhlém terénnim pokusu Vv Egypté
(Whadan a dal8i, J. Infect. Dis., 145:292 az 295, 1982).
Oraln& podavand vakcina Ty2la byla G&innad pfi ochrané 96%
egyptskych d&ti vakcinovanych b&hem t¥iletého pozorovéni. Od
té doby byly vyvinuty nové vakciny zaloZené na oslabenych
¥ivych baktériich Salmonella (Hone a dalsgi, Vaccine, 9:810
a¥ 816, 1991), u nichZ je diasledkem dob¥e definovanych muta-
ci v chromozomu vznik nevirulentnich kmenl schopnych po
orédlni aplikaci indukovat silnou imunitni odpov&d (Tacket a
dal8i, Vaccine, 10:443 aZ 446, 1992; a Tacket a daldi, In-
fect. Immun., 60:536 a%¥ 541, 1992). Mezi dal&i vyhody vakcin
zaloZenych na oslabenych Zivych baktériich Salmonella pat¥i,
ve srovnani s d¥ive masov& pouZivanymi tyfovymi vakcinami
(Levine a dal$i, Typhoid Fever Vaccines, Vv publikaci "Vacci-
nes", edito¥i Plotkin S. A. a Mortimer E. A., jun., Phila-
delphia: WB Saunders, strany 333 aZ 361, 1988), jejich bez-
pe&nost, snadnd aplikace, dlouhodobid ochrana a neexistence

nezadoucich reakci.



Podstata vyndlezu

vzhledem k moZ¥nosti pouZivani my3i jako Yivo&igného mo-
delu, u kterého se predpokléada, ze mimikuje infekeci 1idi
patogenem S. typhi, byly k aplikaci antigeni ve velké mife
pouZivdny mutantni kmeny S. typhimurium. Nejcasté&ji pouZiva-
nym zplisobem oslabeni S. typhimurium je cilend mutageneze
gend ovliviiujicich syntézu aromatickych aminokyselin. Tyto
kmeny, oznalované jako mutanty aro, vykazuji zanedbatelnou
patogenicitu, coZ bylo za pouZiti téchto konstruktl prokazé-
no na ¥ivo&isnych modelech a p¥i klinickém testovani na
lidech (Hoiseth a Stocker, Nature, 291:238 az 239, 1981;
Tacket a dal3i, viz. vySe). Silnd imunogenicita vakcin zalo-
Yenych na Zivych bakteriich Salmonella byla s vyhodou vyuZi-
ta k aplikaci heterolognich antigenli. Exprese specifickych
antigent v oslabenych bakteriich Salmonella vyvolala u my$i
imunitu vadi n&kolika bakteridlnim patogenum. PouZiti rekom-
binantnich Zivych vakcin, které jsou schopny exprimovat
antigeny pochédzejici z Helicobacter a chranit tak vakcinova-
ného %ivodicha, nebyla dosud popsédna. PouZiti oslabenych
%ivych vakcin za Glelem 1lé&by infekce vyvolané mikroorganiz-
my Helicobacter rovnéZ nebyla zvetejn&na. Divodem je skutel-
nost, %e v prubé&hu infekce mikroorganizmem Helicobacter je
indukovéna silnd imunitni odpov&d, kterd nicméné nevede
k vytvo¥eni ochranné imunity. Je tudi¥ velmi pYekvapivé, Ze
ochranné imunitni reakce je dosa%eno pouZitim oslabenych
rekombinantnich bakteridlnich bun&k slouZicich jako nosice
antigendl a schopnych exprimovat molekulu DNA kédujici né&jaky
antigen pochdzejici z Helicobacter. Oslabené rekombinantni
bakteridlni bufiky exprimujici né€jaky antigen pochézejici
z Helicobacter jsou z¥ejm& schopny vyvolat via&i tomuto hete-
rolognimu antigenu mikroorganizmu Helicobacter kvalitativné
odlifnou imunitni reakci ve srovnédni s imunitni reakci vacéi

homolognimu antigenu Helicobacter,. Neochrannéd imunitni
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odpovéd je tudi¥ pY¥ekvapivé transformovana na imunitni reak-
ci chranici organizmus proti infekci mikroorganizmy Helico-
bacter. Toto neodekdvané zjidt&ni umoZiiuje vyuZiti oslabe-
nych rekombinantnich patogent, nap¥iklad bakterialnich bu-
n&k, zejména pak zadstupcl rodu Salmonella, jako nosilu pro
screening (testovdni) antigent vyvolédvajicich ochrannou
imunitni reakci, ddle pak pouZiti antigend vyvolavajicich
ochrannou imunitni reakci (identifikovanych zplsobem popsa-
nym vySe) v jakékoliv vakcin& proti infekcim zpisobenym
zdstupci rodu Helicobacter a pouziti oslabenych rekombinant-
nich baktérii jako nosi&d antigenl vyvolévajicich ochrannou
imunitni reakci k imunizaci proti infekcim zpuisobenym mikro-
organizmy Helicobacter u lidi a jinych savcu.

Do rozsahu vyndlezu tudi¥ spadd oslabeny rekombinantni
patogen, ktery obsahuje alespoii jednu heterologni molekulu
nukleové kyseliny kdédujici n&jaky antigen pochézejici
z Helicobacter, kde zmin&ny patogen je schopen exprimovat
uvedenou molekulu nukleové kyseliny nebo je schopen vyvolat
expresi této nukleové kyseliny v cilové butice. Ve vyhodném
provedeni je zmin&nou molekulou nukleové kyseliny molekula
DNA.

Oslabenym patogenem je kmen mikroorganizmu, ktery je
schopen zpusobit infekci a ve vyhodném provedeni indukovat
G&innou imunologickou ochranu proti skutednému patogenu,
nicmén& tento oslabeny patogen neni sadm o sob& patogenni.
Oslabenym patogenem miZe byt néjakd baktérie, virus, houba
nebo parazit. Ve vyhodném provedeni se jednd o n&jakou bak-
térii, nap¥iklad Salmonella jako naptiklad S. typhimurium
nebo S. typhi, Vibrio cholerae (Mekalanos a dalsi, Nature,
306:551 a¥ 557, 1983), Shingella jako nap¥iklad S. flexneri
(Sizemore a dal&i, Science, 270:299 aZ 302, 1995; Mounier a
dalZi, EMBO J., 11:1991 a% 1999, 1992), Listeria jako nap¥i-

klad L. monocytogenes (Milon a Cossart, Trends in Microbio-



logy, 3:451 a% 453, 1995), Escherichia coli, Streptococcus
jako nap¥iklad S. gordonii (Medaglini a daldi, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 92:6868 a% 6872, 1995) nebo Mycobacterium
jako nap¥iklad bacil Calmette-Guerinové (Flynn, Cell. Mol.
Biol., 40, Suppl. 1, 31 a% 34, 1994). Ve vyhodném provedeni
je zmin&nym patogenem oslabend enterobaktérie jako napfiklad
Vibrio cholerae, Shingella flexneri, Escherichia coli nebo
Salmonella. Nejvyhodn&ji pouZitym oslabenym patogenem je
néjaky zastupce rodu Salmonella, nap¥iklad mutant aro Salmo-
nelly. Oslabenym patogenem miZe byt nicmén& i néjaky virus,
nap¥iklad oslabeny virus vaccinia, adenovirus nebo poxvirus.

Molekula nukleové kyseliny vnesend do daného patogena
kéduje antigen pochézejici z Helicobacter, ve vyhodném pro-
vedeni n&jaky antigen H. felis, H. heilmanii nebo H. pylori,
vyhodn&ji pak antigen H. pylori. Tento antigen pochazejicl
z Helicobacter miZe byt nativni polypeptid odvozeny
z Helicobacter, imunologicky reaktivni fragment takového
polypeptidu nebo imunologicky reaktivni varianta nativniho
polypeptidu nebo jeho fragmentu. Antigenem pochdzejicim
z Helicobacter miZe byt rovn&% ochranny sacharid nebo pepti-
dovy mimotop napodobujici trojrozm&rnou strukturu nativniho
antigenu odvozeného z Helicobacter. Peptidové mimotopy mohou
byt ziskdny z peptidovych knihoven exprimovanych na povrchu
bakteridlnich bun&k (PCT/EP96/01130). Transformované buiiky
mohou samoz¥ejm& rovn&% obsahovat n&kolik molekul DNA kédu-
jicich rozdilné antigeny odvozené z Helicobacter.

Molekuly nukleovych kyselin kédujici antigeny pochdazeji-
ci z Helicobacter mohou byt umist&ny na mimochromozomalnim
vektoru, nap¥iklad n&jakém plazmidu, nebo mohou byt integro-
vany do bun&&ného chromozomu daného patogena. Je-1li dany
patogen pouZit jako vakcina, je obvykle upfednostiiovana

chromozomdlni lokalizace.



Oslabené baktérie mohou byt pouZity k transkripci a
translaci zmin&né molekuly nukleové kyseliny p¥imo v této
bakteridlni bufice nebo mohou byt vyuZity k p¥eneseni zminéné
molekuly nukleové kyseliny do infikované cilové bunky, a
dand molekula DNA je tudiZ transkribovdna a/nebo translato-
vdna v cilové eukaryotické buifice. Tento postup nep¥imé bak-
teridlni vakcinace, v této p¥ihlaSce oznacovany jako gene-
ticka vakcinace, byl Uspé&Zné& aplikovan s vyuzitim mikroorga-
nizmu Shingella jako vektoru (Sizemore D. R., Branstrom A.
A. a Sadoff J. C., Attenuated Shingella as a DNA delivery
vehicle for DNA-mediated immunization. Science, 270:299 az
302, 1995).

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je antigenem pochdzejicim
z Helicobacter uredza, podjednotka uredzy nebo jejich imuno-
logicky reaktivni varianta nebo fragment nebo peptidovy
mimotop. V jiném vyhodném provedeni vyndlezu je antigenem
pochdzejicim z Helicobacter n&jaky polypeptid sekretovany
z Helicobacter, jeho imunologicky reaktivni varianta nebo
fragment nebo peptidovy mimotop. Zpusob identifikace gent
Helicobacter kédujicich tyto sekretované polypeptidy a
zv1a3t& pak adheziny byl popsdn v mezindrodni patentové
prihlaSce PCT/EP/02544, kterd je zde uvedena zadmé€nou za
ptreneseni jejiho celého obsahu do popisu tohoto vynadlezu.
Tento zpusob zahrnuje:

(a) vytvoteni genové banky DNA z H. pylori v hostitelském
organizmu nesoucim inducibilni transpozon spojeny néja-
kym markerem sekreéni aktivity,

(b) inzerci zmin&ného transpozonu do DNA z H. pylori a

(c) vyu%iti daného markeru k selekci klonl obsahujicich gen
kédujici sekretovany protein, ddle pak s moZnosti

(d) provedeni op&tovné transformace H. pylori s vyuZitim
DNA z klont® obsahujicich geny vykazujici sekrecni akti-

vitu, kde vysledkem této op&tovné transfekce je vytvo-



¥Yeni izogennich mutantnich klond H. pylori tim, Ze do-
jde k integraci p¥islus$né DNA do chromozomu a
(e) selekce detekujici mutantni kmeny H. pylori deficientni

v adhezi.

Vhodnymi p¥iklady antigenl, které mohou byt ziskany po-
stupem popsanym vySe, jsou antigeny vybrané ze skupiny zahr-
nujici antigeny AlpA, AlpB, jejich imunologicky reaktivni
varianty, fragmenty nebo peptidové mimotopy. Nukleotidova a
aminokyselinova sekvence antigenl AlpA a AlpB byla popséna
v mezindrodnich patentovych p¥ihl&8kach PCT/EP96/02545 a
PCT/EP96/04124, které jsou zde uvedeny zaménou za pfeneseni
jejich celého popisu do rozsahu tohoto vyndlezu. Nukleotido-
vad a aminokyselinova sekvence AlpB jsou navic zobrazeny jako
SEK. ID. C.: 1 a 2, a nukleotidovd a aminokyselinova sekven-
ce AlpA pak jako SEK. ID. C.: 3 a 4.

Je nicméné rovné€Z predstavitelné, Ze je pouZit intrace-
luldrni antigen, ktery miZe byt prezentovan na povrchu buiky
nap¥iklad autokatalytickym Sté&penim, kde tento antigen p¥i-
spivad k imunologické ochrané.

Prezentace (vystaveni na povrchu butliky) antigenl pocha-
zejicich z Helicobacter v rekombinantnich patogenech podle
vyndlezu miZe byt dosaZeno ruznymi zpusoby. P¥isluSny anti-
gen nebo antigeny mohou byt v rekombinantnich patogenech
syntetizovany konstitutivné&, inducibilné& nebo miuZe byt je-
jich syntéza zavisld na fazi Zivotniho cyklu patogena. P¥i
konstitutivni nebo inducibilni expresi antigenu pochazeji-
cich z Helicobacter mohou byt pouZiti zndmé expresivni sys-
témy popsané napr¥iklad v publikaci Sambrook a dal$i, Molecu-
lar Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, 1989.

Ve vyhodném provedeni jsou antigeny exprimovany

s vyuZitim expresivniho systému ovlivné&ného fézi Zivotniho



cyklu patogena. Takové expresivni systémy slouzici

k produkci a prezentaci cizich antigend v hybridnich Zivych
vakcindch jsou popsdny v prihlasce EP-B-0565548, ktera je
zde uvedena za&mé&nou za p¥eneseni jejiho celé&ho obsahu do
popisu tohoto vyndlezu. V téchto expresivnich systémech
ovlivnénych fazi Zivotniho cyklu patogena se molekula nukle-
ové kyseliny kédujici antigen pochézejici z Helicobacter
naléza pod kontrolou signédlni sekvence, kterd je v patogenu
v podstaté neaktivni, a kterd miZe byt aktivovéna sponténnim
p¥emisténim né&€jaké nukleové kyseliny, nap¥iklad reorganizaci
DNA v patogenu, nap¥iklad procesem inverze urcité DNA, pro-
cesem delece urcité DNA, procesem replikace urcité DNA nebo
mechanizmem "specific slipped strand mispairng" (specifické
"nespravné" parovani opakujicich se sekvenci p¥i replikaci
DNA) .

Rekombinantni butiky obsahujici expresivni systém ovliv-
nény fadzi Zivotniho cyklu patogena jsou schopny vytvaret dvé
subpopulace, A a B. K rozdé&leni do téchto dvou subpopulaci
dochédzi spontdnni reorganizaci v rekombinantni nukleové
kyseliné, p¥ilemZ subpopulace A je sama o sobé& infekéni a
vyvolavd imunologickou reakci, zatimco subpopulace B, ktera
je regenerovand ze subpopulace A, produkuje alespoil jeden
heterologni antigen odvozeny z Helicobacter a v kontextu
s timto heterolognim antigenem vyvolava p¥isluSnou imunolo-
gickou reakci.

Aktivace promotorové sekvence ¥idici expresi antigenu
odvozeného z Helicobacter miZe byt dosaZeno p¥imo reorgani-
zaci p¥islu&né nukleové kyseliny nebo nep¥imo aktivaci genu
kédujiciho protein, ktery ¥1di expresi genu kdédujiciho anti-
gen odvozeny z Helicobacter. Tato nep¥imd aktivace je repre-
zentovadna systémem, ktery umoZiiuje produkci antigenu pochéa-
zejiciho z Helicobacter prost¥ednictvim kaskadové reakce,

kterd mize byt uskutednéna napr¥iklad tak, Ze gen p¥imo ¥ize-



ny reorganizaci DNA kéduje RNA polymerdzu, kterd specificky
rozpozndva promotor ¥idici expresi genu odvozeného

z Helicobacter, nebo gen p¥imo ¥izeny reorganizaci DNA kd&du-
je n&jaky reguldtor, ktery né&jakym odlisnym, nicméné speci-
fickym mechanizmem indukuje expresi daného genu odvozeného

z Helicobacter. Ve vyhodném provedeni vyndlezu je promotoro-
vou sekvenci ¥idici expresi antigenu odvozeného

z Helicobacter promotor odvozeny z bakterioféga, nap¥iklad
promotor T3, T7 nebo SP6, a aktivace promotorové sekvence je
dosa¥eno reorganizaci nukleové kyseliny, jejimZ disledkem je
produkce p¥isludné bakteriofdgové RNA polymerédzy v patogenu.

Expresivni systémy ovlivnéné fazi Zivotniho cyklu pato-
gena mohou byt upraveny tak, aby umoZiovaly produkci antige-
nu pochdzejiciho z Helicobacter v p¥edem stanoveném mnoz-
stvi. Této skutednosti miZe byt nap¥iklad dosaZeno modifika-
ci nukleové sekvence promotoru ¥idiciho expresi, ktery je
aktivovan mechanizmem reorganizace p¥islusSné nukleové kyse-
liny, a/nebo vloZenim dal8ich reguladnich prvkia.

Antigeny pochdzejici z Helicobacter mohou byt v patogenu
podle vyndlezu produkovdny intraceluldrné, jakoZ i extrace-
luldrné&. Jako extraceluldrni sekredni systém mohou byt na-
pt¥iklad pou¥ity autotransportérové systémy jako napriklad
systém IgA-protedza (napf¥iklad EP-A-0254090) nebo systém
vyuzivajici adhezin AIDA-1 v E. coli (Benz a dal8i, Mol.
Microbiol., 6:strana 1539, 1992). Jinymi vhodnymi systémy
pro transport p¥es vn&jEi membrdnu jsou transportéry vyuZi-
vajici toxin RTX, nap¥iklad transportni systém vyuZivajici
hemolysin v E. coli (Hess a dal8i, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 93:11458 aZ 11463, 1996).

Patogen podle vynédlezu miZe, mimo molekuly nukleové ky-
seliny kédujici antigen pochédzejici z Helicobacter, nést i
n&jakou jinou heterologni nukleovou kyselinu, naptiklad

molekulu DNA kédujici imunomoduladni polypeptid kvantitativ-



né& nebo kvalitativn& ovliviiujici imunitni reakci. P¥ikladem
takovych imunomodula&nich polypeptidd jsou imunostimulaéni
peptidy, cytokiny jako nap¥iklad IL-2, IL-6 nebo IL-12,
chemokiny, toxiny jako napt¥iklad cholerovy toxin B nebo
adheziny.

Do rozsahu vyndlezu rovnéZ spadaji farmaceutické p¥i-
pravky zahrnujici jako aktivni sloZku néjaky oslabeny rekom-
binantni patogen popsany vySe, spolu s (nepovinné&) farmaceu-
ticky p¥ijatelnymi rozpou$tédly, nosic¢i a adjuvans. Ve vy-
hodném provedeni je zmin&nym p¥ipravkem Ziva vakcina. Zplsob
vakcinace je z4avisly na volbé& vektoru pouZitého pro vakcina-
ci. Vakcinace miZe byt provedena ve formé& jedné davky nebo
opakovanou aplikaci. Vhodné davkovani zdvisi na rlznych
parametrech jako nap¥iklad charakteru vektoru pouZitého
k vakcinaci nebo na zplsobu aplikace. Jedna vakcinadéni davka
obvykle obsahuje p¥ibli¥né& 10° a% 10%® bun&k (CFU - colony
forming unit), ve vyhodném provedeni p¥ibliZ¥n& 10° aZ 10*°
bun&k (CFU). MiZe byt zvolena aplikace na povrch sliznice

-

(nap¥iklad aplikace o&ni, intranazdlni, ordlni, rektdlni,

v

vagindlni, na sliznici Zaludku, st¥ev nebo molovych cest)
nebo parenterdlni podini (nap¥iklad subkutdnni, intradermal-
ni, intramuskulédrni, intravendzni nebo intraperitonedlni).
Zplsob p¥ipravy Zivych vakcin zahrnuje formulaci oslabeného
patogena ve farmaceuticky G&inném mnoZstvi spolu

s farmaceuticky p¥ijatelnymi rozpoudt&dly, nosiéi a/nebo
adjuvans.

Farmaceuticky p¥ipravek podle vyndlezu miZe byt formulo-
van v jakékoliv form&, nap¥iklad jako suspenze ve vhodném
kapalném nosi&i jako nap¥iklad vodé nebo mléce, jako tobolka
nebo tableta a podobné&. Ve vyhodném provedeni vynalezu je
pripravkem lyofilizovany produkt, ktery je p¥ed pouZitim

rozsuspendovan v kapalném nosici.
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Do rozsahu vyndlezu dile spadd zpusob p¥ipravy oslabené-
ho rekombinantniho patogena popsaného vySe, kde tento zpisob
zahrnuje kroky: a) vloZeni molekuly nukleové kyseliny kddu-
jici antigen pochdzejici z Helicobacter do oslabeného pato-
gena, &imZ dojde k vytvo¥eni rekombinantniho patogena, na-
p¥iklad transformované bakteridlni bulnky, ktery je schopen
exprimovat vy$e zmin&nou molekulu nukleové kyseliny nebo je
schopen vyvolat expresi vySe zmin&né molekuly nukleové kyse-
liny v cilové bufice; a b) kultivaci vySe zmin&ného oslabené-
ho rekombinantniho patogena za vhodnych podminek. Je-1i
patogenem n&jakd bakteridlni butika, miZe byt molekula nukle-
ové kyseliny kédujici antigen pochdzejici z Helicobacter
umist&na na mimochromozomalnim plazmidu. Je nicmén& rovnéZz
mo¥né vloZit p¥isludnou molekulu nukleové kyseliny do chro-
mozomu patogena.

Do rozsahu vyndlezu ddle spadd zpusob identifikace anti-
genli pochdzejicich z Helicobacter, které v savCim hostiteli
vyvoldvaji ochrannou imunitni reakci. Tento zplsob identifi-
kace zahrnuje nasledujici kroky: a) expresi genetického
materidlu pochdzejiciho z Helicobacter v oslabeném patogenu;
a b) testovani schopnosti vyvolat v sav&im hostiteli ochran-
nou imunitu proti infekci Helicobacter u takto vytvorenych
klond. Ve vyhodném provedeni je tento proces identifikace
provadé&n v expresivnim systému ovlivnéném f&zi Zivotniho
cyklu patogena, ktery umoZiuje stabilni expresi v8ech anti-
gent pochdzejicich z Helicobacter. Rekombinantni klony mohou
byt nidsledn& aplikovany "spolen& ve smé&si" za UCelem oralni
imunizace pokusnych Zivo&ichd, jako napf¥iklad myS$i. Potenci-
4l t&chto klont G&inkovat jako ochranné antigeny je nédsledné
stanovovan infikaci mikroorganizmem Helicobacter, napfiklad
kmenem H. pylori adaptovanym k infekci my8i. Existuje tudiZ
mo¥nost primé selekce optimalizovanych vakcin viacéi H. pylo-

ri.
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Popi Lragkt 5] 1

Vyndlez je ddle ilustrovan ndsledujicimi obréazky a se-
znamem sekvenci.

Obrizek 1 je schématickym zndzorné&nim vektoru pY¥YZ97 pro
expresi uredzy. V tomto vektoru jsou geny kdédujici podjed-
notky UreA a UreB uredzy umistény pod transkripéni kontrolou
promotoru T7 ¢10. Mezi promotorem T7 a geny kdédujicimi urea-
zu se nachézi misto odpovédné za vazbu na ribozom (RBS -
ribosome binding site). Plazmid ddle obsahuje pocétek repli-
kace (ori), gen kdédujici B-laktamdzu (bla; selek&ni marker)
v &ty¥i termindtory T7 v ¥adé za sebou.

Mimo exprese Yizené promotorem T7 miZe byt rovné€z, pro-
st¥ednictvim kryptického promotoru umisté&ného na plazmidu
pYZ97 proti smé&ru transkripce od promotoru T7, vyvolédna (s
nizkou intenzitou) konstitutivni exprese podjednotek UreA a
UreB.

Na obrazku 2 je zndzorn&na nukleotidovad sekvence oblasti
regulace transkripce exprese uredzy a zacCdtek aminokyselino-
vé sekvence podjednotky A uredzy na plazmidu pY¥Yz97.

Obrizek 3 je schématickym zndzornénim expresivnich kazet
pYZ88, pYZ84 a pYZ1l1l4 RNA polymerdzy T7 (T7RNAP), které
mohou byt integrovany do chromozomi baktérii.

V kazet& pYZ88 s vysokou hladinou exprese je promotor
lambda PL umist&n v opa&né orientaci proti sméru transkripce
od genu T7RNAP. Gen k&dujici teplotné senzitivni represor cl
857 (cI) je ¥Yizen prav& timto promotorem. Termindtor
z bakteriofdga fd (£dT) je situovéan proti sm&ru transkripce
od genu cI. Gen gin (Mertens, EMBO J., 3:2415 aZ 2421, 1984)
kéduje enzym ¥idici mechanizmus reorganizace DNA. Sekvence
DNA kédujici tRNA Arg je umisténa po sméru transkripce od
genu gin.

Ve fazi A je promotor PL odpovédny za expresi genu

T7RNAP ¥izen ve sm&ru genu cI857 a genu gin. Dusledkem toho
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je skute&nost, %e p¥i permisivni teplot& 28°C je produkovén
aktivni represor a je sniZena intenzita transkripce genu
¥izenych promotorem PL. P¥i vysSSi teploté je intenzita tran-
skripce gentd tizenych promotorem PL zvySena, protoZe pfi
takovém vn&€jdim vlivu je represor alespoil ¢astecné inaktivo-
vadn. Zmin&né teplotné& zavislé zvysSeni intenzity rovnéz vede
k odpovidajicimu zvySeni exprese genu gin, ktery jako ¥idici
enzym katalyzuje inverzi promotoru PL a pY¥echod do féze B,
ve které je exprimovan gen T7RNAP.

V systému pYZ88 s vysokou hladinou exprese je terminator
transkripce fdT umist&n mezi genem pro rezistenci viG&i kana-
mycinu (km) a promotorem zmin&ného genu. V tomto usporéadani
je potlaena syntéza antisense RNA orientované obricené
vzhledem ke genu T7RNAP, kterd za normdlnich okolnosti
p¥ipivad ke sniZeni intenzity exprese T7RNAP. Dusledkem je
vysokd exprese T7RNAP.

V systému pYZ84 se st¥edni hladinou exprese je termind-
tor transkripce fdT umist&n mezi promotorem PL a poclatkem
genu T7RNAP. V tomto usporadani je potladena exprese mRNA
pro T7RNAP. Navic je translace mRNA pro T7RNAP ovlivnéna
antisense RNA. Dusledkem je dosaZeni pouze mirné exprese.

V systému pYZ11l4 s nizkou hladinou exprese je do promo-

toru PL navic zavedena delece o délce 100 paru bazi (APL).

z2 z .

V tomto uspo¥ddani je aktivita promotoru PL podstatné€ sniZe-
na, co? vede k niZ3i expresi T7RNAP a tudiZz k potlaceni
exprese genu UreA/B. U tohoto konstruktu je jiZ pozorovan
vliv kryptického promotoru pYZ97.

Na obriazku 4 jsou zndzorn&ny vysledky testu ELISA dete-
kujiciho protilatky proti H. pylori p¥itomné v intestindlni
tekutin& imunizovanych my$i. Prdzdny sloupec - neimunizovana
a neinfikovand kontrolni skupina; $rafovany sloupec(l) -

kontrolni skupina PBS; &rafovany sloupec (2) - kontrolni

skupina Salmonella; Srafovany sloupec (3) - SL3261(pYZ97).
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Na obrdzku 5 jsou zndzornény vysledky testu ELISA dete-
kujiciho protildtky proti H. pylori p¥itomné v séru imunizo-
vanych my8i. Prdzdny sloupec - neimunizovand a neinfikovana
kontrolni skupina; 8rafovany sloupec(l) - kontrolni skupina
PBS; 3rafovany sloupec (2) - kontrolni skupina Salmonella.
Panel A: jako testovaci antigen byl pouZit H. pylori, kmen
Pl (uredza®). Panel B: jako testovaci antigen byl pouZit H.
pylori, kmen P11 (uredza’).

Obrdzek 6 zndzorfiuje uredzovou aktivitu v Zaludeéni tka-
ni imunizovanych my8i po infikaci prost¥ednictvim H. pylori.

SEK. ID. ¢: 1 a 2 znézoriiuji nukleotidovou sekvenci genu
AlpB pro adhezin z H. pylori (SEK. ID. C: 1) a odpovidajici
aminokyselinovou sekvenci (SEK. ID. C: 2) kdédovanou timto
genem.

SEK. ID. C: 3 a 4 znazortiuji nukleotidovou sekvenci genu
AlpA pro adhezin z H. pylori (SEK. ID. C: 3) a odpovidajici
aminokyselinovou sekvenci (SEK. ID. C: 4) kdédovanou timto
genem.

SEK. ID. C: 5 a 6 znazortiuji nukleotidovou sekvenci ob-

lasti regulujici transkripci genu pro uredzu a pocatek ami-

nokyselinové sekvence podjednotky A uredzy v plazmidu pYZ97.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Klonovani genl ureA a ureB

Strukturni geny ureA a ureB kédujici ureédzu byly klono-
vadny z chromozomdlni DNA klinického izolétu P1 (df¥ive 69A)
izolovaného na University of Amsterdam a poskytnutého Dr.
Jos van Puttenem. Tyto geny byly izolovany metodou PCR
s vyuzitim dvojice primert YZ019 (57 -
GGAATTCCATATGAAACTGACTCCCAAAGAG-3") a RH132 (57~

CTGCAGTCGACTAGAAAATGCTAAAGAG) . Sekvence zminénych primert
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byla odvozena ze sekvenci v databdzi GenBank (p¥istupova
&isla M60398, X57132). Nukleotidovad sekvence primeru YZ019
zahrnuje nukleotidy 2659 aZz 2679 z publikované sekvence a
dédle obsahuje regulalni sekvenci translace (down stream box;
Sprengart M. L. a dal8i, Nuc. Acid. Res., 18:1719 aZ 1723,
1990) a restrikd&ni misto Ndel. Nukleotidova sekvence primeru
RH132 zahrnuje nukleotidy 5071 aZ 5088 z publikované sekven-
ce a dale pak restrikéni misto SalI. Produkt amplifikadéni
reakce mé&l velikost 2,4 kbp (2400 parl bazi), coZ zahrnuje
celou kédujici oblast genu ureA a ureB z chromozomu Helico-
bacter, vyjma podatku transkripce a terminadnich sekvenci.
Prelisdtény fragment vznikly PCR reakci byl Stépen restriké-
nimi enzymy Ndel a Sall a vloZen do odpovidajicich klonova-
cich mist plazmidu pYZ57 (s promotorem T7), ¢imZ byl vytvo-
¥Yen plazmid pYZ97.

pYZ57 byl ptvodné odvozen z plazmidu pT7-7, ktery je po-
psan Taborem (Current Protocols in Molecular Biology, 16.2.1
az 16.2.11, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New
York, 1990). Do kostry plazmidu pT7-7 byly néasledujici stra-
tegii zavedeny v rlUznych mistech dva terminédtory transkrip-
ce: (1) Tandemové termindtory T7. Restrikénimi enzymy Eco-
RI/HindIII byl z plazmidu pEP12 (Brunschwig a Darzins, Gene,
111:35 aZ 41, 1992) vys$tépen fragment o velikosti 2,2 kbp a
tento p¥eligtény fragment byl zaligovan do vektoru pBA
(Mauer J. a dalsi, J. Bacteriol., 179:794 aZ 804, 1997).
Produkt ligadni reakce byl rozsStépen enzymy HindIII a Clal.
Vznikly fragment HindIII/Clal o velikosti 2,2 kbp byl na-
sledné vloZen do predem Stépeného plazmidu pT7-7. (2)
Z plazmidu pDS3EcoRV (poskytnul Dr. H Bujard; ZMBH, Heildel-
berg) byl pomoci Hpal/Ndel vyStépen fragment o velikosti 220
bp. Nésledné& byly pomoci polymerazy Klenow oba konce tohoto
fragmentu zatupeny. Purifikovany fragment rrnBT1l byl vloZen

do vySe zminéného plazmidu odvozeného z pT7-7, ktery byl
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nejprve Stépen pomoci BglIIl a vzniklé konce byly nasledné
zatupeny polymerdzou Klenow. Na obrédzku 1 je zndzornén cely
vektor pYZ97 pouzity k expresi gent kdédujicich podjednotky
UreA a UreB uredzy v S. typhimurium. Jak je naznadeno na
obrazku 1, geny kdédujici uredzu se nachdzeji pod kontrolou
promotoru T7 féga ¢10. Misto pro vazbu na ribozom (RBS) je
umisté&no mezi promotorem T7 a geny pro uredzu. Tento plazmid
didle obsahuje polatek replikace (ori) a gen kdédujici B-
laktamazu (bla; rezistence vici ampicilinu).

Na rozdil od exprese Yizené promotorem T7 nedochazi ke
konstitutivni expresi (se st¥edni intenzitou) podjednotek A
a B uredzy Y¥Yizené promotorem pro RNA polymerdzu ze Salmonel-
ly. Tento promotor je na plazmidu pY¥YZ97 umistén proti sméru
transkripce od promotoru T7. Za Glelem provedeni detailni
molekulové analyzy byl purifikovany fragment BglII/HindIII
z plazmidu pYZ97 klonovan do pCR-Script™ SK(+) (Amersham) a
sekvenovan. Sekvenadni data potvrdila p¥itomnost jednotli-
vych prvkd a jejich Gplnost (viz. obrdzek 2 a SEK. ID. C: 5
a 6):Cast genu ureA, regulacni sekvenci translace, RBS,
promotor T7 a termindtor Tl (rrnBT1l). Sekvencni analyza
rovnéZ odhalila oblast mezi termindtorem Tl a promotorem T7,
kde je lokalizovan promotor RNA polymerézy ze Salmonella.
Sekvenac¢ni data naznaCuji, Ze tento konstitutivni promotor,
jehoz motiv byl odhadnut na zdkladé strukturnich predikci,
je umistén mezi nukleotidy 222 a 245 (Lisser a Margalit,

Nuc. Acid. Res., 21:1507 az 1516, 1993).

P¥iklad 2

Imunologickéd ochrana prost¥ednictvim podani Zivé vakciny

Materidl a metody

Bakteridlni kmeny: Jako recipient plazmidovych konstruk-
td obsahujicich uredzu pochéazejici z H. pylori byla pouZita

ziva vakcina S. typhimurium kmen SL3261. S. typhimurium
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SL3261 je aroA mutant odvozeny z divokého kmene S. typhimu-
rium SL3261. S. typhimurium SL3261 je nevirulentni kmen,
ktery po ordlni aplikaci poskytuje my$im ochranu proti in-
fekci vyvolané S. typhimurium divoké&ho typu (Hoiseth a Stoc-
ker, 1981, viz. vySe). S. typhimurium SL3261 a kmeny z néj
odvozené obsahujici expresivni plazmid pYZ97 pro uredzu
(mimochromozomdlni) a expresivni kazety T7RNAP pYZ88, pYZ84
nebo pYZ114 (integrované do chromozomu) jsou popsany

v tabulce 1. Pro kultivaci bakterii p¥i 28°C byl pouzit
Luria Broth (LB, Zivny bujdén) nebo LB agar. K infikaci byl
pouZit kmen H. pylori divokého typu kultivovany p¥i 37°C na
miskach se sérem.

Imunizace my8i: My8i Balb/c ve sta¥i 4 tydny, zakoupené
od spole&nosti Interfauna (Tuttlingen, N&mecko), byly pF¥ed
pouZitim k experimentim dva tydny adaptovany na podminky
zv8¥ince. Pr¥edimunizadni sérum bylo ziskdno retroorbitdlnim
odb&rem 150 pl krve z kaZdého jedince. Jeden a t¥i t¥ydny po
imunizaci byly retroorbitdlni odbé&ry u vSech pokusnych zvi-
Yat opakovany.

P¥i této studii bylo pouZito osm skupin po pé€ti jedin-
cich v&etn& kontrol (tabulka 2). Skupina A - kontrolni sku-
pina, nebyla ani imunizovdna Salmonellou ani infikovéna H.
pylori divokého typu. VS8echny zbylé skupiny byly imunizovany
ordlné. Skupina B, negativni kontrolni skupina, nebyla imu-
nizovana Salmonellou, ale byla infikovéna H. pylori divokého
typu. My3i ze skupin C aZ G byly imunizovany vakcinami Sal-
monelly a infikovadny H. pylori. Posledni skupina H byla
imunizovana rekombinantni uredzou B v kombinaci s toxinem
cholery a byla rovnéZ infikovana.

P¥ed imunizaci byly my8$i ponechany pf¥es noc bez pevné
potravy a 4 hodiny bez vody. Za Glelem neutralizace pH
v Zaludku bylo mySim prost¥ednictvim nerezového ocelového

katetru ordln& aplikovéno 100 ul 3% roztoku hydrogenuhlidi-
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tanu sodného. Nésledné& bylo myS$im ze skupiny B podéno 100 ul
PBS a mySim ze skupin C a¥ G 1,0 x 10° CFU (colony forming
unit) mikroorganizmi Salmonella v celkovém objemu 100 ul.
My$im ve skupiné H bylo celkem &¢ty¥ikrat v jednotydennich
intervalech aplikovdno 100 pl smési rekombinantni ureazy B

z H. pylori spolu s toxinem cholery. Po kaZzdé imunizaci byla
mySim vrdcena voda i potrava.

Infikace prost¥ednictvim H. pylori: Cty¥i tydny po prvni
orédlni imunizaci byly my8i ze skupin B aZz H infikovéany H.
pylori. P¥ed vlastnim infikaci byly myS$i ponechény p¥es noc
bez pevné potravy a 4 hodiny bez vody. ProstY¥ednictvim nere-
zového ocelového katetru bylo mySim ordlné aplikovano 100 pul
3% roztoku hydrogenuhliditanu sodného a ndsledné pak davka
5,0 x 10° CFU mikroorganizm@ Helicobacter pylori. Po infika-
ci byla my$8im vracena voda i potrava.

Odebirédni krve a tkadné my3im: Dvandct tydnd po prvni
imunizaci byly my8i ponechéany p¥es noc bez pevné potravy a
nasledné usmrceny za Glelem analyzy stupné ochrany a imunit-
ni reakce. Findlni odebrani krve p¥imo ze srdce a usmrceni
zlomenim vazu bylo provaddéno v narkdéze navozené podanim
methoxyfluoranu. Za aseptickych podminek byly kaZdé mySi
opatrné odejmuty slezina a Zaludek a tyto orgdny byly aZ do
dal8iho zpracovadni umistény na led do jednotlivych steril-
nich nddob. Za Gfelem izolace intestindlni tekutiny byly
mySim odebrédny tenké a tlusté st¥evo.

Zpracovadni Zaludku a m&¥eni uredzové aktivity: Stupen
kolonizace my&iho Zaludku H. pylori byl stanovovan na zakla-
dé& p¥itomnosti aktivni uredzy v této tkani. K tomuto hGcelu
byl pouZit Jatrox-test (Rohm-Pharma GmbH, Weiterstadt, Né-
mecko) . Zaludedni sliznice byla exponovdna a promyta PBS a
polovina antrdlni &asti Zaludku byla okamZité umisténa do
mikrozkumavky Eppendorf obsahujici substrat pro mé¥eni ureé-

zové aktivity. Po 4 hodinové inkubaci p¥i pokojové teploté
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byla zm&¥ena absorbance p¥i vlnové délce 550 nm. Zbytek
Yalude&ni tkan& byl p¥ed dalZimi experimenty skladovédn p¥i -
20°C. Hodnoty uredzové aktivity ziskané ze Zaludkl mySi,
které nebyly imunizovany ani infikovany H. pylori, byly
poufity ke stanoveni referen&ni hladiny oznalujici absenci

infekce H. pylori a tudiZ ochranu Zivocichi.

Tabulka 1

Kmeny vakciny na bdzi S. typhimurium exprimujici UreA a

UreB
Kmeny EXprese ureazy Zdroj
S. typhimurium SL3261 negativni Hoiseth a Stocker
S. typhimurium SL3261 Konstitutivni
tato studie
pYZ97 Nizka
S. typhimurium Vysoka hladina exprese ]
tato studie
SL3261::pYZ88pYZ97 indukovanad T7
S. typhimurium St¥edni hladina exprese ]
tato studie
SL3261::pYZ84pYZ97 indukovana T7
S. typhimurium Nizk& hladina exprese
tato studie
SI1,3261::pYZ114pYZ97 indukovana T7
Tabulka 2

Skupiny my$i pouZitych k imunizaci

Poldet oralnich

Skupina Imunogen ) . .

imunizaci
A zZadny 0
B oralni imunizace PBS 1
C S. typhimurium SL3261 1
D S. typhimurium SL3261 pYZS7 1
E S. typhimurium SL3261::pYZ88pYZ97 1
F S. typhimurium SL3261::pYZ84pYZ97 1
G S. typhimurium SL3261::pYZ114pYZ97 1
H Uredza B spolu s toxinem cholery 4
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Vysledky:

U 100% my3i z kontrolnich skupin (skupiny B a C) byla
pozorovana infekce H. pylori. U my3i imunizovanych rekombi-
nantnimi oslabenymi patogeny (skupiny D, E, F, G) byla pozo-
rovana infekce v intervalu 0% a% 60% p¥ipadl (100% a¥ 40%
ochrana) . Imunologickd ochrana nekorelovala s humoralni
odpovédi proti UreA a UreB coZ naznaduje, ¥e mimo humoralni
imunity je k ochran& proti infekci H. pylori nezbytnd buné&d&-
nd imunita. Ziskané vysledky naznaduji, ¥e ordlni imunizace
mySi prost¥ednictvim UreA a UreB aplikovanych oslabenym
kmenem S. typhimurium je G&innd p¥i indukci intenzivni
ochranné reakce proti kolonizaci ¥aludku H. pylori.

U myS8i imunizovanych rekombinantni uredzou B spolu
s toxinem cholery byla za vy3e uvedenych experiment&lnich
podminek pozorovéna podstatn& vy$Si uredzova aktivita, ne¥
tomu bylo p¥i aplikaci oslabenych rekombinantnich patogenu

podle vynélezu.

Vysledky testovani uredzové aktivity jsou uvedeny

v tabulce 3.
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Tabulka 3

Kontrola

TwWowm

Kontrola

Kontrola

O0O0OOoOo

Kontrola

mmmmm

Kontrola

it Wt B i |

Kontrola

Kontrola

rxrxrxrxxrx

Kontrola

My&

N h W - U WN - g B WN - LS I A B X Y U wnN - G DWW - N o WN -

D h N =

E 550nm, 4h

0,085
0,081
0,116
0,099
0,101
0,107

0,394
0,464
0,329
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P¥iklad 3

Konstrukce a molekulovad analyza riznych rekombinantnich
kment S. typhimurium exprimujicich podjednotky UreA/UreB.

Popis kmend S. typhimurium pouZitych p¥i imunizacich.

S. typhimurium SL3261(pYZ97) (konstrukt A): Jako p¥ijem-
ce plazmidového konstruktu obsahujiciho rekombinantni uredzu
(pYZ97) byl pouZit vektor Zivé vakciny kmene S. typhimurium
SL3261.

S. typhimurium SL3261: :série YZ (pYZ97) (konstrukt B):
Tyto kmeny pouZité jako vektory jsou odvozeny z kmene S.
typhimurium SL3261, ktery byl doplné&n o expresivni kazety
RNA polymerézy T7 (T7RNAP) schématicky znédzorné&né na obrézku
3. Tyto expresivni kazety kéduji gen pro T7RNAP, ktery je
exprimovan ve dvoufédzovém reZimu ("zapnuto/vypnuto"), jak je
popséano v patentové p¥ihldSce Yan a dal8i ("Two phase system
for the production and presentation of foreign antigens in
hybrid live vaccines", PCT/EP91/02478). PouZitd kazeta miZe
byt integrovdna do chromozomu baktérie a této bufice miZe
tedy v reZimu "zapnuto" dodavat optimdlni mnoZstvi T7RNAP
pro aktivaci expresivnich plazmidd zavislych na T7RNAP (jako
nap¥iklad pYZ97).

Principem kazety YZ84 je p¥itomnost promotoru PL faga
lambda umisténého na fragmentu, ktery miZe byt invertovan
invertdzou Gin féga Mu (Yan a Meyer, J. Biotechnol., 44:197
az 201, 1996). V zavislosti na orientaci promotoru PL je bud
exprimovan gen gin (reZim "vypnuto") nebo gen pro T7RNAP
(reZim "zapnuto"). V plazmidu YZ84 jsou obsaZeny nésledujici
regulaéni prvky: (1) Teplotnd senzitivni represor faga lamb-
da cIis (cI), ktery p¥i teploté& 28°C blokuje promotor PL, a
ktery pri 37°C tento promotor blokovat p¥estdvd; (2) Termi-
nator fd (fdT) sniZujici expresi genu gin tak, aby bylo
dosaZeno mirné drovné inverze promotoru PL na fragmentu,

ktery miZe byt invertovan.
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Dvoufézovy expresivni systém umoZiuje vysokou hladinu
exprese cizorodych antigent, jako nap¥iklad podjednotek A a
B uredzy. Je dob¥e znamo, Ze vysokd (rovell exprese cizoro-
dych antigent sniZuje Zivotaschopnost vektoru Salmonella a
potlacduje tudiZ imunitni reakci a z toho divodu i ochranny
potencidl vakciny. Bylo prokédzano, Ze zminény dvoufazovy
systém md p¥irozenou schopnost zvyS$it Zivotaschopnost rekom-
binantnich Salmonell exprimujicich velké mnoZstvi cizorodého
antigenu. V konstruktu B je exprese genu ureA a ureB Yrizena
pfedevSim silnym promotorem T7, coZ md za nasledek vysokou
hladinu exprese té&chto podjednotek uredzy. Je-1li expresivni
kazeta pro T7RNAP v pozici "vypnuto" a neni-1li tedy p¥itomna
zadna T7RNAP, jsou geny ureA a ureB konstitutivné exprimova-
ny v menSich mnoZstvich a tato exprese je ¥izena promotorem

Salmonelly.

Analyza podjednotek UreA/B produkovanych riznymi kmeny
S. typhimurium pouZitymi k imunizaénim experimentum.

Konstrukty A a B S. typhimurium byly nejprve analyzovany
na SDS-polyakrylamidovych gelech za Géelem zjisténi, zda-1i
exprimuji podjednotky UreA a UreB. Rekombinantni kmeny byly
p¥i 37°C kultivovany v kapalném LB médiu (zaolkovaném
z kultury péstované p¥es noc) doplnéném ampicilinem na kon-
centraci 100 pug/ml. V exponencidlni fazi rustu byly bakterie
zcentrifugovany, ziskand buné&lnd peleta byla rozsuspendovana
v pufru 10 mM Tris-HCl a 10 mM EDTA (pH 8,0) a hustota bunék
byla ve v8ech p¥ipadech upravena na hodnotu Asg, = 1. Takto
ziskand bakteridlni suspenze byla smichdna se stejnym obje-
mem vzorkového pufru (Sambrook J. a dalsSi, Molecular Clo-
ning: a Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) a povarena
po dobu 5 minut. 20 pl této suspenze bylo naneseno na dva

10% SDS-polyakrylamidové gely; jeden gel byl barven mod¥i
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Coomassie a proteiny z druhého gelu byly elektroforeticky
preneseny na nitroceluldzovou membrdnu a didle zpracovany
metodou Western blot. Nitroceluldézovd membrédna s p¥enesenymi
proteiny byla 45 minut p¥i pokojové teploté& blokovana v 10%
(w/v) roztoku odtudn&ného mléka ve fyziologickém roztoku
pufrovaném Tris-HCl (TBS; 100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH
7,2) . Po tf¥ech promytich v TBS-0,05 % (v/v) Tween-20 byla
nitroceluldézovad membréna inkubovdna p¥es noc p¥i 4°C
s krali¢i protildtkou proti UreB (AK201) v ¥ed&ni 1:2000
v 5% (v/w) roztoku odtudné&ného mléka v TBS. PouZité sérum
bylo zisk&no k krdlika imunizovaného rekombinantni podjed-
notkou B uredzy p¥elisSténou afinitni chromatografii. Membra-
na byla t¥ikrdt po dobu 10 minut promyvana roztokem 0,05 %
(v/v) Tween-20 v PBS a nédsledn& po dobu 45 minut p¥i pokojo-
vé teploté& inkubovdna s kozi protildtkou proti krdli&im IgG
konjugovanou s k¥enovou peroxid&zou v 5% (w/v) roztoku od-
tuén&ného mléka v TBS. Po t¥ech promytich roztokem 0,2%
(v/v) Tween-20 (za podminek popsanych vySe) byla membréna
obarvena za pouZiti soupravy ECL (Amersham, N&mecko) postu-
pem doporudenym vyrobcem.

Konstrukt A: Na gelu barveném Coomassie byly v celkovém
bunééném lyzdtu konstruktu A (S. typhimurium kmen
SL3261 (pYZ97)) pozorovany prouzky proteind o velikosti 67
kDa a 30 kDa; tyto molekulové hmotnosti odpovidaji podjed-
notce UreB, respektive UreA. V kontrolnich drahdch obsahuji-
cich celkovy lyzat ze S. typhimurium kmen SL3261 nebyly tyto
proteiny pozorovany. Analyza stejnych proteinovych vzorki
metodou Western blot za pouziti kralidi protilatky proti
UreB potvrdila, Ze prouZek o velikosti 67 kDa pozorovany na
gelu barveném Coomassie je skutedné& UreB. Exprese UreB pro-
stfednictvim S. typhimurium kmene SL3261(pYZ97) byla rovn&?
stanovovana v riznych fézich rdstu kultivaci po dobu 2, 6 a

11 hodin p¥i 37°C. Ve v8ech fdzich ristu, vdetné& stacioniarni
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faze, byla pozorovdna exprese UreB. V &asnych fazich ristu
byla tato exprese nicméné& vys3i. Vysledky ziskané
z experimentl s kmenem SL3261(pYZ97) naznaluji, Ze proteiny
UreA a UreB jsou pro Salmonelly netoxické a p¥i 37°C mohou
byt exprimovany v jakékoliv fiazi bakteridlniho rtstu.
Konstrukt B: Podobna analyza byla provedena i u kon-
struktu B. Srovnédni obou konstruktd analyzou SDS-PAGE odha-
lilo, Ze konstrukt B produkuje vysoké hladiny UreA a UreB,
zatimco konstrukt A se vyznaduje nep¥ili¥ velkou expresi
téchto proteind. V prub&hu rlistu konstruktu B je v delim
Casovém Useku exprese UreA a UreB konstantn& vysokd, a to i
bez selekce antibiotiky. Tato skutenost potvrzuje vyjimed-
nou produktivitu konstruktu B ve srovnadni s konstruktem A.
V souhrnu ziskand data naznaduji, Ze polypeptidy UreA a
UreB pochédzejici z H. pylori mohou byt exprimovény v S.
typhimurium, aniZ by na tyto producenty m&ly negativni vliv,
a jsou tudiZ, jsou-1li aplikovény prost¥ednictvim vektord
Salmonella, vhodné pro experimenty zkoumajici imunologickou

ochranu Zivodichu.

Stabilita plazmidd

Stabilita plazmidd je nezbytnd k zajist&ni stabilni ex-
prese antigend kédovanych geny, které byly do t&chto plazmi-
dd klonovéany.

Stabilita plazmidd in vitro: Jako indik&tor stability
plazmidu byl vyuZit marker rezistence vi&i ampicilinu p¥i-
tomny na plazmidu pYZ97 a nevyskytujici se v baktériich S.
typhimurium SL3261, které tento plazmid neobsahuji. S. ty-
phimurium kmen SL3261 byl kultivovan p¥i teplot& 28°C
v kapalném LB médiu a to aZ do 100 generace (viz. d¥ivE&jsi
publikace Summers D. K. a Sherrat D. J., Cell, 36:1097 aZ
1103, 1984). KaZdou desétou generaci byl stanovovan polet

CFU (colony forming unit; polet bakterii schopnych vytvorit
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kolonii na LB agaru) rezistentnich vi&i ampicilinu vzhledem
k celkovému poltu CFU. Zminéné stanoveni bylo provadé&no
vysetim mikroorganizmi Salmonella ve stejnych ¥ed&nich na
misky s LB agarem bez ampicilinu a na misky s LB agarem
dopln&nym ampicilinem na koncentraci 100 ug/ml.

Stabilita plazmidd in vivo: Stabilita plazmidd in vivo
byla analyzovéana urcenim celkového poltu CFU a podtu CFU
rezistentnich vidi ampicilinu ze slezin my$i, a to druhy a
sedmy den po ordlni infikaci té&chto my8i prost¥ednictvim S.
typhimurium SL3261(pY¥Z97) v mnoZstvi 5,0 x 10° CFU. MySi
byly Salmonellou infikovany oralni cestou postupem popsanym
vySe. Druhy a sedmy den po infikaci byly my3i v narkéze
navozené methoxyfluoranem usmrceny a za UG&elem dal$iho zpra-
covani jim byla sterilné& odebrédna slezina. Sleziny byly
nasledné v Petriho miskédch roz¥ezdny na malé kousky, smicha-
ny s 1 ml ledové studené deionizované vody a slezinné butiky
byly rozsuspendovany nékolikandsobnym protaZenim p¥es jehlu
o primé€ru 1 mm. Ziskand bun&lnd suspenze byla poté vyseta na
misky s LB agarem s nebo bez ampicilinu v koncentraci 100
pg/ml. Misky byly p¥es noc inkubovany p¥i 37°C a nasledujici
den byl stanoven polet kolonii.

Stabilita plazmidd in vivo byla analyzovédna po infikaci
mySi jednou ordlni divkou S. typhimurium SL3261 (pYZ97)

v mnoZstvi 5,0 x 10° CFU. Druhy a sedmy den po infikaci byly
mySim odebrany sleziny a slezinné bufiky byly za d&elem kvan-
tifikace celkového pod&tu CFU a CFU rezistentnich vi&i ampi-
cilinu vysety na misky s LB agarem. Ze slezin odebranych po
48 hodindch bylo izolovdno 2,0 x 10* CFU rezistentnich vadi
ampicilinu (tabulka 4). Sedmy den po imunizaci se podet CFU
sniZzil na 56, nicméné vSechny byly op&t rezistentni va&i
ampicilinu. Ziskand data naznacduji, Ze plazmid pYZ97 je

v mikroorganizmu Salmonella stabilni jak za podminek in

vitro tak in vivo, a je tudiZ vhodny k charakterizaci pod-
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jednotek uredzy coby ochrannych antigent viéi kolonizaci
zaludku mysSi prost¥ednictvim H. pylori. Maly polet kolonii
kmene Salmonella SL3261 ziskany sedmy den po infikaci potvr-
zuje, Ze tento kmen je oslabeny, coZ umoZiiuje jeho bezpedné

pouziti k aplikaci uredzy do organizmu mySi.

Tabulka 4
PoCet kolonii kmene S. typhimurium SL3261pYZ97 ze slezin

mySi a hodnoceni stability plazmidu pYZ97 in vivo.

Doba po infikaci Celkovy polet CFU® |Procento Amp" CFU”

2 dny 2,0 x 10’ 100

7 dni 56 100

% PoCet CFU S. typhimurium (ze slezin my8i dva a sedm
dni po or&dlni aplikaci 5,0 x 10° CFU S. typhimurium
SL3261pYZ97) izolovanych z misek s LB agarem bez p¥idavku
antibiotika.

® Procentudlni zastoupeni CFU rezistentnich vidi ampici-
linu v celkovém poltu CFU izolovanych ze slezin mySi.

Tabulka 5

Stanoveni uredzové aktivity a podtu H. pylori rezistent-

nich viadi streptomycinu v Zaludku my8i imunizovanych Salmo-

nellou exprimujici UreA a UreB

Uredzova ak- N
Skupina myS$i Pocet CFU
tivita®

Neinfikovani kont-

5 0,058 + 0,004 0+ 0
rolni skupina
Kontrolni skupina 2,7 x 10° *
5 0,427 + 0,059
PBS 1,0 x 10°
SL3261pYZ97" 5 0,057 + 0,006 62,6 + 97,3

d

Uredzova aktivita je uvedena ve tvaru prumér + sméro-

datnd odchylka.
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® Stanoveni CFU kmene H. pylori P76 rezistentnich vad&i
streptomycinu bylo provedeno vysetim &asti Zaludku na misky
ze sérem s pridavkem streptomycinu v koncentraci 200 pg/ml.
H. pylori byly identifikovény na zidklad& morfologie kolonii,
uredzové aktivity a pozorovdnim sv&telnym mikroskopem. Hod-
noty jsou uvedeny ve tvaru CFU + standardni odchylka.

¢ My$i imunizované kmenem S. typhimurium SL3261pYZ97 ex-
primujicim UreA a UreB pochdzejici z H. pylori (jak je po-

psdno v oddile Materidl a Metody).

Priklad 4

Experimenty stanovujici na myS8im modelu miru ochrany
proti infekci H. pylori, a to s vyuZitim rdznych rekombi-
nantnich kmend S. typhimurium exprimujicich podjednotky
UreA/UreB.

Popis kmenl Helicobacter pylori pouZitych p¥i experimen-
tech.

Kmen H. pylori P11l deficientni v uredzové aktivité je
odvozen z kmene Pl mutagenezi vyuZivajici minitranspozon
TnMax5 (transposon shluttle mutagesis), postupem popsanym
v p¥ihlaSce autor Haas a dal3i ("Verfahren zur Identifizie-
rung sekretorisher Gene aus Helicobacter pylori";
PCT/EP96/02544) . Inzerce minitranspozonu TnMax5 na 3°-konec
genu UreA m&la za ndsledek defektni expresi gend ureA a
ureB, a to vzhledem k jejich propojené transkripci.

Kmen H. pylori P49 adaptovany na organizmus my3$i byl pt-
vodné vytvoren Dr. J. G. Foxem (MIT, Boston, MA) z izolatu
ziskaného z kolek. Kmen H. pylori P76 je kmen rezistentni
vigi streptomycinu, odvozeny z kmene P49 metodou homologni
rekombinace s chromozomdlni DNA kmene H. pylori NCTC11637
rezistentniho vi&i streptomycinu, popsaného v publikaci
autora P. Nedenskov-Sorensen (J. Infect. Dis., 161:365 a¥%

366, 1990).
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VSechny kmeny H. pylori byly kultivovany p¥i 37°C
v mikroaerobni atmosfé¥e (5% O, 85% N, a 10% CO;) na miskéch
se sérem (Odenbreit S. a dalsi, J. Bacteriol., 178:6960 aZz
6967, 1996) doplnénym (tam kde to bylo Zadouci) streptomyci-

nem v koncentraci 200 ug/ml.

Profylakticka imunizace mysSi.

Imunizacni experimenty byly provadény za Glelem testova-
ni schopnosti UreA a UreB aplikovanych ve vektoru Salmonella
ochranit mys$i p¥ed kolonizaci Zaludku mikroorganizmy H.
pylori. Celkem bylo provedeno pét nezdvislych imunizadnich
experimentli. PY¥i kaZdém experimentu bylo pouZito pé€t skupin
myS8i o péti jedincich: (1) neinfikovanou kontrolni skupinou
byly my8i, které nebyly ani imunizovény Salmonellami, ani
infikovany H. pylori P49 divokého typu nebo odvozenym kmenem
P76 rezistentnim viadi streptomycinu; (2) kontrolni skupinu
PBS tvo¥ily mys$i, které nebyly imunizovany (byl jim apliko-
van PBS), a které byly ordlné infikovany H. pylori; (3)
kontrolni skupinu Salmonella tvo¥ily mySi, které byly imuni-
zovany oslabenym kmenem S. typhimurium SL3261 a infikovany
H. pylori; a (5) imunizovanou skupinou Salmonella byly mySi
imunizované odpovidajicim rekombinantnim konstruktem S.
typhimurium (A + B) exprimujicim UreA a UreB a nésledné
infikované H. pylori.

P¥ed imunizaci byly my$i ponechdny p¥es noc bez pevné
potravy a 4 hodiny bez vody. Za UG&elem neutralizace pH
v Zaludku bylo mySim prost¥ednictvim nerezového ocelového
katetru ordlné aplikovdno 100 pl 3% roztoku hydrogenuhlidi-
tanu sodného. OkamZit& po neutralizaci Zaludku bylo mySim
z kontrolni skupiny PBS aplikovano 100 ul PBS a mySim
z kontrolni skupiny Salmonella bylo aplikovéno 5,0 x 10° CFU
S. typhimurium kmene SL3261 a mySim z imunizované skupiny

Salmonella bylo aplikovéno 5,0 x 10° CFU jednotlivych rekom-
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binantnich konstruktd v celkovém objemu 100 pl. Po imunizaci
byl myS8im opé&t obnoven p¥isun potravy a vody.

Sty¥i tydny po imunizaci byly mySi z kontrolni skupiny
PBS, z kontrolni skupiny Salmonella a myS$i z imunizované
skupiny Salmonella infikovany 1,0 x 10° CFU H. pylori. P¥ed
infikaci byly my3i ponechdny p¥es noc bez pevné potravy a 4
hodiny bez vody. Po ordlni aplikaci 1,0 x 10’ CFU H. pylori
kmene P49 nebo P76 bylo my$im podano prost¥ednictvim nerezo-
vého ocelového katetru ordlné& 100 pl 3% roztoku hydrogenuh-
li&itanu sodného. Po infikaci byl my$im op&t obnoven pI¥isun

potravy a vody.

P¥iklad 5

Imunologické analyzy profylaktické imunizace provadeéné
s vyuzitim rlznych rekombinantnich kmend S. typhimurium
exprimujicich podjednotky ureA/ureB na mySim modelu.

Odb&r krve a intestindlni tekutiny mySi za tGCelem séro-
logickych analyz.

U v8ech my3i byla ve vzorcich krve a intestindlni teku-
tiny stanovovédna intenzita protildtkové reakce. P¥ed imuni-
zaci a t¥i tydny po imunizaci (p¥ed infikaci prost¥ednictvim
Helicobacter) bylo my$im retroorbitdlné odebréno 150 ul
krve. Posledni odb&r byl proveden 11 tydnd po imunizaci
Salmonellou (6 tydnd po infikaci) nabodnutim srde&niho svalu
za anestézie metoxyfluoranem. Na konci experimentu byla
my3im odebrdna tenkd st¥eva a tato ddle (s men$imi Gpravami)
zpracovadna postupem popsanym d¥ive (Elson C. O. a dalsi, J.
Immunol. Meth., 67:101 a% 108, 1984). Strudné vzato, obsah
st¥ev byl odstran&n promytim 2 ml roztoku 50 mM EDTA (Rie-
del), pH 7,5 obsahujiciho inhibitor trypsinu ze sdéjovych
bobtd (Sigma) v koncentraci 0,1 mg/ml. Celkovy objem byl
pomoci 0,15 M NaCl upraven na 5 ml. Vzorky byly intenzivné&

vortexovany, centrifugovany 10 minut p¥i 2500 otackach za
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cees o000 .

minutu (Heraeus, N&mecko) a k supernatantim bylo p¥idano 50
pl 100 mM fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF; Serva) v 95%
ethanolu. Poté nésledovala centrifugace p¥i 13000 ot&&kéach
za minutu po dobu 10 minut p¥i teplot& 4°C (Hermes). K takto
ziskanym supernatantuim bylo p¥id&no 50 pl 100 mM PMSF a 50
pl 2% azidu sodného (Merck) a tyto vzorky byly p¥ed p¥idav-
kem 250 pl 7% bovinniho sérového albuminu (Biomol) ponechdny
15 minut na ledu. Poté byly vzorky aZ do dal&iho pouZiti
uskladnény p¥i -20°C.

Analyza protilatek z my8iho séra a st¥evni mukézy nami-
Yenych proti uredze provad&nd metodou ELISA.

Je znémo, Ze ordlni imunizace Salmonellou vyvolava pro-
tildtkovou odpovéd s imunoglobuliny typu IgA. Reakce typu
IgA vi&i podjednotkdm uredzy byla stanovovana metodou ELISA,
a to u myS$i imunizovanych S. typhimurium (konstrukty A + B)
a u kontrolni skupiny myS$i. Rozpustné extrakty H. pylori P1
a odvozeného mutantniho kmene P11l deficientniho v uredzocvé
aktivité& byly p¥ipraveny sonikaci (Branson, Danbury, Conn.)
ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfore&nanovym pufrem
pétkrat v 5 sekundovych intervalech (35% pulst) po dobu 45
sekund. Ziskand suspenze byla po dobu 10 minut centrifugova-
na (Heraeus, N&mecko) p¥i 13000 ot&&kach za minutu a teplotd&
4°C, ¢imZ byly odstranény nerozbité builkky. Po stanoveni
obsahu proteind soupravou BioRad byl ziskany supernatant
pouZit jako antigen. 96-jamkové mikrotitra&ni desti&ky
(Nunc, N&mecko) byly potaZeny 50 ul antigenu v koncentraci
50 pg/ml v uhliditanovém pufru, pH 9,6, a inkubovéany ptes
noc p¥i teploté& 4°C. Jamky byly po dobu 45 minut p¥i pokojo-
vé teploté& blokovany 1,0% (w/v) odtudnd&nym mlékem ve fyzio-
logickém roztoku pufrovaném Trisem (TBS) a nasledn& t¥ikrat
promyty v TBS-0,05% Tween 20. PY¥i stanoveni (provadé&ném
v triplikéatech) bylo 50 ul séra (v ¥ed&ni 1:100) nebo vypla-

chu st¥ev (v Yed&ni 1:2) v 0,5% (w/v) odtudné&ném mléku-TBS
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umisté€no do jamek a ponechédno p¥es noc p¥i 4°C. Nasledn&
byly jamky t¥ikrdt promyty v TBS-0,05% Tween 20 a do v3ech
jamek byla p¥idédna kozi protildtka konjugovana s k¥enovou
peroxidazou (Sigma, ¥edéni 1:3000) nami¥end proti mySim IgA.
Inkubace probihala p¥es noc p¥i 4°C. Barevni reakce probiha-
la p¥i 37°C po dobu 30 minut a jako substrat byl pouZit
orthofenylendiamin spolu s peroxidem vodiku v pufru octanu
sodného. Reakce byla zastavena p¥idavkem 10 N H,SO, a na
Ctelce destidek (Digiscan, Asys Hitech GmbH, Rakousko) byla
stanovena absorbance p¥i vlnové délce 492 nm.

Sliznidni protildtky: (Konstrukt A) Z ka%dé my3i usmrce-
né na konci experimentu byla odebrdna intestinilni tekutina
(Sest tydnl po infikaci H. pylori) a za pouZiti celkovych
bunéénych extraktd H. pylori divokého typu (P1) a mutantniho
kmene H. pylori deficientniho v uredzové aktivit& (P11) byla
tato intestindlni tekutina testovédna na p¥itomnost protiléa-
tek namifenych proti uredze. Jak ukazuje obrazek 4, proti-
latkova odpovéd typu IgA proti extraktu H. pylori divokého
typu byla u imunizovangch myS$i 10-ti ndsobn& vy33i neZ u
myS81 neimunizovanych nebo u my3i, které nebyly infikovany.
Sliznic¢ni protildtkova odpovéd IgA vi&i mutantnimu kmeni H.
pylori deficientnimu v uredzové aktivit& byla u vSech my$i
velmi nizkd coZ naznaluje, Ze v&tSina protildtkové odpovédi
typu IgA ve stf¥ev€ imunizovanych my3i byla nami¥ena proti
ureaze.

Sérové protilétky: (Konstrukt A) Hladina sérovych proti-
latek typu IgA nami¥enych proti H. pylori divokého typu a
kmenu H. pylori deficientnimu v uredzové aktivit& byla sta-
novena p¥ed imunizaci, t¥i tydny po imunizaci (p¥ed infika-
ci) a 10 tydnG po imunizaci (6 tydnd po infikaci H. pylori).
Jak lze vidét z obrdzku 5 (panel A), u my3i imunizovanych S.
typhimurium (konstrukt A) exprimujicim uredzu (konstrukt A)

byla koncentrace protilatek proti H. pylori divokého typu
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t¥i tydny po imunizaci 20-ti nédsobn& a 10 tydn po imunizaci
34-ndsobné vy88i neZ v séru pred imunizaci. Protilatkova
odpovéd typu IgA (v séru) vi&i kmenu H. pylori deficientnimu
v uredzové aktivit& byla ve t¥etim a 10 tydnu u vSech skupin
myS8i, v&etné mySi imunizovanych konstruktem A S. typhimuri-
um, nizkad (obrédzek 5, panel B), co¥ naznaduje, ¥e pYrevaZna
&ast protildtkové odpov&di typu IgA je u imunizovanych mySi
nami¥ena proti podjednotkdm uredzy. Nizké hladiny sérovych
protilatek nami¥enych proti H. pylori divokého typu byly
rovnéZ pozorovany u neimunizovanych my$i v desiatém tydnu coZ
naznacluje, Ze infikace prost¥ednictvim H. pylori provedeni
t¥i tydny d¥ive byla dostadujici k indukci specifické proti-
latkové odpovédi u té&chto my$i. Odpov&d typu IgA vadi H.
pylori divokého typu byla ve t¥etim tydnu po imunizaci pro-
st¥ednictvim S. typhimurium SL3261 (kontrolni skupina Salmo-
nella) mirné€ zvySend. Tato skutelnost miZe byt vysv&tlena
pfitomnosti antigend u zdstupcd Salmonella, je¥ jsou schopny
indukovat produkci protildtek k¥iZov& reagujicich s H. pylo-
ri. Naproti tomu protildtkovd reakce vi&i kmenu H. pylori
deficientnimu v uredzové aktivit& byla u imunizovanych my3i
stejné nizkd jako u my3i neimunizovanych (obrézek 5, panel
B) . Tento vysledek naznaduje, Ze protildtkova odpovéd pozo-
rovanad u imunizovanych my3i je p¥evain& nami¥ena va&i urea-
ze. V séru myS$i kontrolni skupiny PBS nebo my3i imunizova-
nych S. typhimurium SL3261 byla v 10. tydnu pozorovana nizki
intenzita protildtkové odpov&di proti mutantu H. pylori
deficientnimu v uredzové aktivit& co? naznacuje, Ze pozoro-
vana protildtkova reakce je specifickou imunitni odpové&di
vi¢i antigenim H. pylori aplikovanym t&mto my3im p¥i infika-
ci provedené o t¥i tydny d¥ive. Slaba protildtkova reakce
proti kmenu H. pylori deficientnimu v uredzové aktivit& byla

ve t¥etim tydnu pozorovdna u my3i imunizovanych Salmonellou

exprimujici uredzu i u my3i imunizovanych Salmonellou ureizu
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neexprimujici, ale nebyla pozorovdna u my8i z kontrolni
skupiny PBS. Tato skutelnost potvrzuje pritomnost k¥iZove
reagujicich epitopd v proteinech pochdzejicich ze Salmonelly
a H. pylori. (Konstrukt B): P¥i sérologickych analyzach mys$i
imunizovanych sérii konstruktl B bylo dosaZeno podobnych
vysledkd coZ naznaduje, %e v&t3i produkce antigend rekombi-
nantnimi zastupci Salmonella vyrazn& nezesiluje protiléatko-
vou odpové&d'.

Analyza mySich sérovych protildtek proti uredze metodou
imunoblotu.

Byla analyzovdna exprese UreA a UreB v S. typhimurium
nezbytnd k indukci specifické imunitni odpovédi u mySi.
Identifikace in vivo exprese UreA a UreB byla provedena
sledovanim protildtek proti UreA a UreB v séru mySi imunizo-
vanych Salmonellou (konstrukt A) a my3i z kontrolnich sku-
pin. Antigeny z celych bun&k H. pylori byly p¥ipraveny z H.
pylori kmene Pl divokého typu. Baktérie byly sebrany ze t¥i
misek se sérem, rozsuspendovdny v PBS a centrifugovany p¥i
5000xg po dobu 10 minut. Ziskand bun&&ni peleta byla rozsus-
pendovéna v pufru o sloZeni 10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA,
PH8,5, a ve vSech p¥ipadech byla bun&&ni hustota upravena na
standardni hodnotu Agey=1,0. Tato bakteridlni suspenze byla
smichdna se stejnym objemem vzorkového pufru s SDS (Sambro-
ok, 1989) a va¥ena po dobu 5 minut. Na 10% SDS-
polyakrylamidovy gel bylo naneseno 20 pul takto p¥ipraveného
vzorku. Nésledné byly proteiny preblotovany (elektropfenos)
na nitroceluldzovou membrdnu a tato byla roz¥ezana na prouz-
ky, které byly po dobu 45 minut p¥i pokojové teploté bloko-
vany v 10% (w/v) odtudn&ném mléce v TBS (100 mM Tris-HC1,
150 mM NaCl, pH7,2). Po trojndsobném promyti roztokem TBS-
0,05% (v/v) Tween-20 bylo k prouZkim membrany pridéno,

v Yed€ni 1:80, my$i sérum v 5% (w/v) odtu&né&ném mléce v TBS

a inkubace probihala p¥es noc p¥i 4°C. Séra byla ziskéna
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z neimunizovanych my3i a my%i imunizovanych Salmonellou. Po
t¥ech promytich byly prouZky nitroceluldzové membrany inku-
bovany s kozi protildtkou konjugovanou s k¥enovou peroxida-
zou namifenou proti myZim IgG (Sigma) v ¥ed&ni 1:3000 v 5%
(w/v) odtuéné&ném mléce v TBS. K obarveni byla, postupem
doporudenym vyrobcem, pouZita chemiluminiscendni souprava
ECL (Amersham, N&mecko) .

Séra z imunizovanych a neimunizovanych mySi byla ziskéna
3 tydny po imunizaci (p¥ed infikaci H. pylori) a tato séra
byla testovdna s vyuZitim bun&&nych lyzatd kmene P1 H. pylo-
ri divokého typu exprimujiciho UreA a UreB. P¥i pouZziti séra
mySi imunizovanych konstruktem A byly identifikovany protei-
ny o velikosti 67 kDa a 30 kDa, co% odpovida podjednotkam
UreB (67 kDa) a UreA (30 kDa). Zmin&né proufky nebyly pozo-
rovany na membrandch inkubovanych se sérem z neimunizovanych
mySi nebo my8i imunizovanych pouze Salmonellou co¥ naznadu-
je, %Ze uredza exprimovand kmenem Salmonella pouzitym
k vakcinaci byla schopna indukovat specifickou protilatkovou
odpovéd vi&i UreA i UreB pochédzejici z kmene H. pylori divo-
kého typu. Obdobné vysledky byly ziskdny za pouZiti kon-
struktu B.

Priklad 6

Stanoveni kolonizace Zaludku mikroorganizmem H. pylori u
mySi imunizovanych rlznymi rekombinantnimi kmeny S. typhimu-
rium exprimujicimi podjednotky ureA/ureB na mySim modelu H.
pylori.

Zpracovani Zaludkd a m&¥eni uredzové aktivity.

Testovani uredzové aktivity: Analyza stupn& ochrany vi&i
kolonizaci Zaludku mikroorganizmem H. pylori byla providdé&na
mé&fenim uredzové aktivity v antrdlni &asti Zaludku mySi.
Méfeni uredzové aktivity je velmi spolehlivou, citlivou a

specifickou metodou ke stanoveni infekce mikroorganizmem H.
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pylori (Konzervativni vyvoj Helicobacter pylori p¥i onemoc-
néni Zaludenimi v¥edy. 1994. Helicobacter pylori p¥i one-
mocnéni Zalude&nimi v¥edy. JAMA, 272:strana 65) a je rutinné&
pouZivadno p¥i klinickych stanovenich (Kawanishi M. S. a
dalsi, J. Gastroenterol., 30:16 a¥ 22, 1995; Kamija S. a
dalsi, Eur. J. Epidemiol., 9:450 a% 452, 1993; Conti-Nibali
S. a dalgi, Am. J. Gastroenterol., 85:1573 a¥ 1575, 1990) a
pfi vyzkumu provdd&ném na zviratech (Gottfried M. R. a dal-
§1I, Am. J. Gastroenterol., 85:813 a¥ 818, 1990). Jatrox-test
(Rhon-Pharma GmbH, Weiterstadt, N&mecko) byl pouZit

v souladu s doporudenim vyrobce. Jedendct tydnt po imunizaci
Salmonellou byly my8i usmrceny a za aseptickych podminek jim
byly opatrné€ odejmuty Zaludky. Ka%dy Zaludek byl umist&n do
ledového PBS ve sterilni nidob& a Yezem podél malého zak¥i-
veni provedeného sterilnim ost¥im byla obna¥ena sliznice. Za
Gcelem odstran&ni zbytkl potravy byl Zaludek proplachnut PBS
a roz¥iznut tak, aby byla odd&lena antralni &&st od t&la
zaludku. Polovina antrdlni &&sti ¥aludku byla okam¥it& umis-
t&na do mikrozkumavky Eppendorf obsahujici 500 ul substréatu
pro uredzu z Jatrox-testu. Vzorky byly inkuboviny 4 hodiny
pfi pokojové teplot& a nasledn& byla stanovena absorbance
pri vlinové délce 550 nm (Asso) . Ke stanoveni referendni hla-
diny byly pouZity hodnoty uredzové aktivity ziskané

z Zaludkd my$i, které nebyly ani imunizovany ani infikovany.
Referen¢ni hladina odpovida prim&rné hodnot& uredzové akti-
vity v Zaludcich 5 testovangych neimunizovanych a neinfikova-
nych my8i plus hodnota dvojnésobku standardni odchylky.
Hodnoty ureézové aktivity vyS3i ne? referen®ni hladina byly
povaZovany za signdl kolonizace %aludku mikroorganizmem H.
pylori, zatimco hodnoty ni¥$i ne¥ referen&ni hladina byly
povaZovany jako negativni (nep¥itomnost H. pylori

v Zaludku) .
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Kultivace: Leva &ast antrdlni &&sti ¥aludku ziskanych
z mySi infikovanych kmenem P76 H. pylori rezistentnim vad&i
ampicilinu byla umist&na na misky se sérem doplnénym strep-
tomycinem na koncentraci 200 pug/ml. Inkubace probihala za
standardnich podminek. Po t¥ech dnech byly narostlé bakté-
rie, na zdklad& morfologie kolonifi, pozorovani pod mikrosko-
pem a stanovenim uredzové aktivity, identifikovéany jako H.
pylori. U kaZd&ho vzorku my3iho ¥aludku byl na ka¥dé misce
stanoven poCet H. pylori schopnych tvo¥it kolonie (CFU).

Uredzova aktivita (konstrukt A versus konstrukt B): MySi
imunizované prost¥ednictvim p¥ibli¥n& 5,0 x 10° CFU Salmo-
nella a infikované pomoci p¥ibli¥n& 1,0 x 10° CFU H. pylori
kmene P49, jakoZ i my3i z kontrolni skupiny, byly usmrceny
v narkéze a v antrdlni &&sti %aludkt byla stanovovana urea-
zova aktivita. Z obrdzku 6 vyplyva, ¥e 100% my8i imunizova-
nych pomoci UreA a UreB aplikovanych prost¥ednictvim kon-
struktu A Salmonelly m&lo uredzovou aktivitu ni¥si ne¥ refe-
ren¢ni hladina co? naznaduje absenci kolonizace %aludku
mikroorganizmem H. pylori. Naproti tomu 100% neimunizovanych
myS8i (PBS) a my$i imunizovanych pouze kmenem SL3261 S. ty-
phimurium m&lo hodnoty uredzové aktivity daleko p¥evy$ujici
referenni hladinu coZ naznaduje, %e v t&chto p¥ipadech je
Zaludek kolonizovan mikroorganizmem H. pylori. Ke stanoveni
referen&ni hladiny uredzové aktivity byla pouZita skupina
mySi, které nebyly imunizovany ani infikovany.

U my$i imunizovanych konstruktem B Salmonelly byly zjis-
tény hodnoty uredzové aktivity prevySujici referendni hladi-
nu coZ naznaduje kolonizaci ¥aludku t&chto mySi mikroorga-
nizmem H. pylori pouZitym k infikaci. Zjisténé hodnoty ureéa-
zové aktivity jsou u této skupiny nicmén& ni¥Si nes je tomu
u kontrolni skupiny cof naznalduje, ¥e u my31 imunizovanych
konstruktem B Salmonelly bylo dosa¥eno d&ste&né ochrany

(obrdzek 6). Konstrukty A a B Salmonelly indukuji podobnou
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protildtkovou odpovéd, ale 1i%i se v expresi podjednotek
ureA a ureB. Z této skutelnosti vyvozujeme, ¥e mno¥stvi
exprimovaného antigenu uredzy je dileZité pro ziskani opti-
malni ochrany.

Konstrukt A: Za G&elem korelace mezi kolonizaci ¥aludku
mikroorganizmem H. pylori a uredzovou aktivitou byl proveden
dalsi imunizalni experiment, p¥i n&m¥ byly my$i ordlné& imu-
nizovany konstruktem A Salmonelly a nédsledn& infikovéany
kmenem H. pylori P76 rezistentnim vi&i ampicilinu. Hodnoty
ureazové aktivity korelovaly s po&tem identifikovanych CFU
H. pylori. U dvou z p&ti myS$i imunizovanych konstruktem
Salmonelly exprimujicim ureizu nebyly detekovdny %&dné CFU
H. pylori. Pram&rny polet CFU u v8ech imunizovanych mySi byl
pouze 62. Naproti tomu, prim&€rny podet CFU u neimunizovanych
mySi byl 2737, co¥ odpovidd 44-nasobnd vy8Si kolonizaci.
Ziskand data naznaduji, ¥e u mySi imunizovanych konstruktem
Salmonelly exprimujicim uredzu byla eliminovina nebo pod-
statn€ potladena kolonizace Zaludku mikroorganizmem H. pylo-

ri.
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SEZNAM SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE:

(1)
(A)

(B)
(C)
(E)
(F)

JMENO :

ULICE:
MESTO:

PRIHLASOVATEL:

Max-Planck-Gesellschaft zur Foerdung
der Wissenschaften e.V. Berlin
Hofgartenstr. 2

Mnichov

STAT: N&mecko

psC:

80539

(ii) NAZEV VYNALEZU: Rekombinantni oslabeny mikrobi&lni

patogen obsahujici alespoil jednu mole-
kulu nukleové kyseliny kédujici antigen
pochdzejici z mikroorganizmu Helicobac-

ter.

(iii) POCET SEKVENCI: 6

(iv)

ADRESA PRO KORESPONDENCTI :

(A) ADRESAT: CERMAK-HOREJS-VRBA, Advokatni a paten-

tova kancelay

(B) ULICE: N&rodni 32

(C) MESTO: Praha 1

(D) STAT: Cesk& Republika
(E) psC: 116 66

(v) STROJNE CITELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA: Floppy disk
(B) POCITAG:

39
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(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release &. 1.0, Verze ¢&.

P

(2) INFORMACE O SEK. ID. &.:1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1557 part bazi
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) POCET RETEZCU: jeden
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovai)

(vi) PUVODNI 2ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Helicobacter pylori

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: alpB

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A) NAZEV/KLIC: cDs
(B) UMISTENT: 1..1554

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK. ID. C.:1:

ATG ACA CAA TCT CAA AAA GTA AGA TTC TTA GCC CCT TTA AGC CTA GCG
48
Met Thr Gln Ser Gln Lys Val Arg Phe Leu Ala Pro Leu Ser Li; Ala
1 5 10

TTA AGC TTG AGC TTC AAT CCA GTG GGC GCT GAA GAA GAT GGG GGC TTIT
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96
Leu Ser

ATG ACC
144
Met Thr

CCG GGT

192
Pro Gly
50

ACA ACA
240
Thr Thr
€5

GCC GGG
288
Ala Gly

GAT TTG
336
Asp Leu

ACT AAT
384
Thr Asn

GCT ACT
432

Ala Thr
130

AGA ARA

480
Arg Lys
145

AAT ATC
528
Asn Ile

CAG CTC
576
Gln Leu

Leu

TTT

Phe
35

Lys

Asn

ACT

Thr

TAT

AGT

Ser
115

ACT

Thr

ATG

Met

TTT

Phe

AGT

Ser

Ser
20

GGG

Gly

ATC

Ile

Asn

TTG

Leu

ccc

Pro
100

GGT

Gly

AGC

Ser

GTT

Val

CAA

Gln

GAG

Glu
180

Phe

TAT

Tyr

Lys

ACC

Thr

GGC

Gly
85

ACT

Thr

AGT

Ser

AAT

Asn

GAC

Asp

GGC

Gly
165

CTT

Leu

Asn

GAA

Glu

GCC

Ala

AAT

Asn
70

Asn

TTG

Leu

AGT

Ser

AAG

Lys
TCT

Ser
150

Asn

AAC

Asn

Pro

TTA

Leu

GAA

Glu
55

ATC

Ile

CTT

Leu

Asn

AGT

Ser

CCT

Pro
135

ATC

Ile

Asn

ACC

Thr

vVal

GGT

Gly
40

GAA

Glu

Asn

TTT

Phe

ACT

Thr

AGT

Ser
120

TGT

Cys

Lys

Asn

GCT

Ala

. .
®0es coss

Gly Ala

25
GTG

Gln Vval

TTA GCC

Leu Ala

ATT GCA

Ile Ala

ATG AAC

Asn
90

Met

AGT AAT

Ser Asn

105
GGT GGT

Gly Gly

TTC

Phe Gln

ACT TTG

Thr Leu

ACC ACG

Thr
170

Thr

AGC GTT

Ser Val
185

41

Glu
GTC

Val

GGC

Gly

GGC

Gly
75

CAA

Gln

ATC

Ile

GGT

Gly

GGT

Gly

AGT

Ser
155

AGC

Ser

TAT

Tyr

Glu

CAn

Gln

TTG

Leu
60

ACA

Thr

TTA

Leu

ACA

Thr

GCG

Ala

AAC

Asn
140

Gln

Gln

TTG

Leu

Asp

Can

Gln
45

TTA

Leu

GGA

Gly

GGC

Gly

caa

Gln

GCC

Ala
125

CTG

Leu

Asn

ACT

Thr

Gly
30

GTG

Val

Asn

GGC

Gly

AAT

Asn

TGT

Cys
110

ACA

Thr

GAT

Asp

ATC

Ile

CTC

Leu

TAC

TYyr
130

Gly Phe

Lys Asn

TCT ACC

Ser Thr

AAT GTC

Val
80

Asn

TTG ATT

Leu Ile
95

GGC ACT

Gly Thr

GCC GCT

Ala Ala

CIT TAT

Leu

AGC AAG

Ser Lys
160

TCC AAC

Ser Asn-

175
ATG

Met Asn



TCG TTC
624
Sexr Phe

ACT AAT
672

Thr Asn
210

ATC CTA

720
Ile Leu
225

GCT GCC
768
Ala Ala

TCC GCT
816
Ser Ala

GTG ChA
864
Val Gln

AAC GCT
912

Asn Ala
290

AAT ATT

960
Asn Ile
305

ACT TTG
1008
Thr Leu

TGG CTT
1056
Trp Leu

ALC GGG
1104
Asn Gly

TTA

Leu
1985

can

Gln

Lys

GCA

Ala

AAC

Asn

AAT

Asn
275

Asn

GAT

Asp

GCT

Ala

GGG

Gly

TTT

Phe
355

AAC

Asn

GCT

Ala

Gln

GCG

Ala

GCC

Ala
260

ATC
Ile

ATC

Ile

Gln

Lys

AAT

Asn
340

ATC

Ile

GCC

Ala

TAT

Tyr

GCT

Ala

TTT

Phe
245

GGG

Gly

GTC

Val

AGC

Ser

GCG

Ala

GTT

Val
325

TTT

Phe

ACT

Thr

Asn

GGA

Gly

TCA

Ser
230

TTG

Leu

AAC

Asn

AAT

Asn

AAT

Asn

CGA

Arg
310

AGC

Ser

GCC

Ala

Lys

Asn

AAT

Asn
215

ATC

Ile

GAT

Asp

GAT

Asp

AAT

Asn

TCA

Ser
295

TCT

Ser

GCT

Ala

GCC

Ala

ATC

Ile

CAA

Gln
200

GGG

'Gly

ACT

Thr

GCC

Ala

TTG

Leu

TCT

Ser
280

ACA

Thr
ACC
Thr

TTG

Leu

GGT

Gly

GGT

Gly
360

GCG

Ala

GTT

Val

ATG

Met

GCT

Ala

AGC

Ser
265

Gln

GGC

Gly

Gln
AAT
Asn

AAC

Asn
345

TAC

Tyr

42

GGT

Gly

ACC

Thr

GGG

Gly

TTA

Leu
250

GCT

Ala

AAC

Asn

TAT

Tyr

CTA

Leu

Asn
330

AGC

Ser

AAG

Lys

GGG

Gly

GCT

Ala

cca

Pro
235

GCG

Ala

AAG

Lys

GCT

Ala

can
Gin
TTA

Leu
315

GAG

Glu

TCT

Ser

Gln

caa

Gln

GAA

Glu

TTA

Leu

GTG

Val
300

AAC

Asn

CTT

Leu

CAA

Gln

TTC

Phe

TTT

Phe
205

Gln

GGT

Gly

CAT
His
TTC

Phe

ACG

Thr

285

AGC

Ser

AAC

Asn

Lys

GTG

Val

TTT

Phe
365

Gln

ATC

Ile

GAT

Asp

GTT

Val

ACT

Thr
270

CTA

Leu

TAT

ACC

Thr

GCT

Ala

AAT

Asn
350

GGG

Gly

AAC

Asn

GCT

Ala

AGC

Ser

TTC

Phe
255

AGC

Ser

GCC

Ala

GGC

Gly

ACA

Thr

ARC

Asn
335

GCG

Ala

GAA

Glu

AAC

Asn

TAT

Tyr

GGT
Gly
240
AAC

Asn

TTG

Leu

AAC

Asn

GGG

Gly

ARC

Asn
320

cca

Pro

TTT

Phe

Asn



AAG AAT
1152
Lys Asn

370

GGC GTG
1200
Gly Vval

385

GGG GTG
1248
Gly val

AGT AGG
1296
Ser Arg

GAT ACT
1344
Asp Thr

CCT ACA
1392
Pro Thr

450

AAC TTT
1440
Asn Phe

465

ATA GAA
1488
Ile Glu

GCT GGC
1536
Ala Gly

GTC TAT
1557
Val Tyr

GTG

Val

GGT

Cly

GGG

Gly

AGT

Ser

TAC

Tyr
435

GCG

Ala

GGT

Gly

ATC

Ile

GGT

Gly

GGC

Gly
515

GGC

Gly

Asn

ACT

Thr

CTT

Leu
420

ATC

Ile

ACG

Thr

ATC

Ile

GGT

Gly

GCT

Ala
500

TAC

Tyr

TTA CGC

Leu Arxrg

GGC CCT

Pro
390

Gly

GAT GTG

Asp Val

405
AAT GCG

Asn Ala

AGC ACG

Ser Thr

TTC

Lys Phe

TTG "AAA
Leu Lys
470

GTG CAA

Val Gln
485

GAA GTG

Glu Vval

GCC TTC

Ala Phe

TAC

375
ACT

Thr

CTT

Leu

GGC

Gly

CTA

Leu

Gln
455

Lys

ATC

Ile

Lys

TAA

TAC

Tyr

TAC

TAC

Tyr

TTC

Phe

AGA

Arg
440

TTC

Phe

GAC

Asp

CCT

Pro

TAC

Tyr

GGC

Gly

Asn

TTT

Phe
425

Asn

TTG

Leu

TTG

Leu

ACG

Thr
TTC

Phe
505

43

' .
888 0P

TTC

Phe

Gln

GTG

Val
410

GGG

Gly

AGC

Ser

Phe

Lys

ATT

Ile
480

CGC

Arg

TTC

Phe

GTC

Val
395

TTT

Phe

GGG

Gly

TCT

Ser

GAT

Asp

AGC

Ser
475

TAC

CCT

Pro

-

-

2rnecne
L]

AGC

Ser
380
AAT TTG

Asn Leu

AGC CGC

Sexr Arg

ATC

Ile Gln

CAG CTT

Gln Leu
445
GTG GGC
val
460

Gly

CAT

His Asn

ACT

Asn Thr

TAT AGC

Tyr Ser

Al
L]
TR XY

exzs

AAC GGC

Asn

CTC ACT

Leu Thr

TCT TTT

Phe
415

Ser

CTC GCca

Leu Ala
430

GCG AGC

Ala Ser

TTA CGC

Leu Arg

CAG CAT

Gln His

TAC TAT

Tyr Tyr
4395
GTG TAT
Val
510

Tyr

GCG

Ala

TAT

Tyr
400

GGT

Gly

GGG

Gly

AGA

Arg

ATG

Met
TCT

Ser
480

Lys

TGG

Trp



(2) INFORMACE O SEK.

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

iD.

»

C.:2:

(A) DELKA: 518 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE:

Met Thr Gln Ser Gln

1

Leu Ser
Met Thr
Pro Gly

50

Thr Thr
65

Ala Gly
Asp Leu
Thr Asn
Ala Thr

130

Arg Lys
145

Asn Ile

Gln Leu

Ser Phe

Thr Asn
210

Ile Leu
225

Ala Ala

Leu
Phe

35
Lys
Asn
Thr
Tyxr
Ser
115
Thr
Met
Phe
Ser
Leu
195
Gln

Lys

Ala

Ser

20
Gly
Ile
Asn
Leu
Pro
100
Gly
Ser
Val
Gln
Glu
180
Asn
Ala

Gln

Ala

5

Phe
Tyx
Lys
Thr
Gly

85
Thr
Ser
Asn
Asp
Gly
165
Leu
Ala
Tyr

Ala

Phe
245

Lys
Asn
Glu
Ala
Asn

70
Asn
Leu
Ser
Lys
Ser
150
Asn
Asn
Asn
Gly
Ser

230

Leu

SEK.

ID.

»

C.:2:

Val Arg Phe

Pro

Leu

Glu

55

Ile

Leu

Asn

Ser

Pro

135

Ile

Asn

Thr

Asn
215

Ile

Asp

Val
Gly

40
Glu
Asn
Phe
Thr
Ser
120
Lys
Asn
Ala
Gln
200
Gly

Thr

Ala

Gly

25
Gln
Leu
Ile
Met
Ser
105
Gly
Phe
Thr
Thr
Ser
185
Ala
val

Met

Ala

44

Leﬁ

10
Ala
Val
Ala
Ala
Asn

90
Asn
Gly
Gln
Leu
Thr
170
val
Gly
Thr

Gly

Leu
250

Ala
Glu
Val
Gly
Gly

75
Gln

Ile

Gly

Gly

Ser
155

Ser

Gly
Ala
Pro

235

Ala

[ XX 4

Pro

Glu

Gln

Leu

60

Thr

Leu

Thr

Ala

Asn

140

Gln

Gln

Leu

Ile

Gln

220

Ser

Gln

Leu
Asp
Gln

45
Leu
Gly
Gly

Gln

Ala

125

Leu
Asn
Asn
Thr
Phe
205
Gln

Gly

His

Ser
Gly

30
val
Asn

Gly

Asn

Cys
110
Thr
Asp

Ile

Leu

Tyxr
190
Gln
Ile

Asp

Val

L XX

Leu

15
Gly
Lys
Ser
Asn
Leu

95
Gly
Ala
Leu
Ser
Ser
175
Met
Asn
Ala

Ser

Phe
255

Ala

Phe

Asn

Thr

Val

80

Ile

Thr

Ala

Lys
160
Asn

Asn

Asn

.Tyr

Gly
240

Asn



Ser
Val
Asn
Asn

305
Thr

Trp
Asn
Lys
Gly
385
Gly
Ser
Asp
Pro
Asn
465
Ile

Ala

Val

Ala

Gln

Ala
290
Ile
Leu
Leu
Gly
Asn
370
val
Val
Arg

Thr

Thr
450

Phe G

Glu

Gly

Asn
Asn
275
Asn
Asp
Ala
Gly
Phe
355
Val
Gly

Gly

Ser

Tyr
435

Ala

Ile

Gly

Gly
515

Ala
260
Ile
Ile
Gln
Lys
Asn
340
Ile
Gly
Asn
Thr
Leu
420
Ile
Thr
Ile
Gly
Ala

500

Tyr

Gly Asn Asp Leu

Val
Ser
Ala
vVal
325
Phe
Thr
Leu
Gly
Asp
405
Asn
Ser
Lys
Leu
val
485

Glu

Ala

Asn

Asn

Arg

310

Ser

Ala

Lys

Arg

Pro
390

val

Ala

Thr

Phe

Lys

470

Gln

Val

Phe

Asn
Ser
285
Ser
Ala
Ala
Ile
3758
Thr
Leu
Gly
Leu
Gln
455
Lys

Ile

Lys

Ser
280
Thr
Thr
Leu

Gly

Gly
360

Phe

440

Phe

Asp

Pro

Tyr

Ser Ala
265

Gln Asn

Gly Tyr
Gln Leu

Asn Asn
330

Asn Ser
345

Gly Phe
Asn Gln

Asn Val
410

Phe Gly
425

Asn Ser
Leu Phe
Leu Lys
Thr Ile

490

Phe Arg
505

45

Lys
Ala
Gln
Leu
315
Glu
Ser
Gln
Phe
Val
395
Phe
Gly
Ser
Asp
Ser

475

Pro

Glu

Leu

val

300

Asn

Leu

Gln

Phe

Ser

380

Asn

Ser

Ile

Gln

Val

460

His

Asn

Tyr

Phe
Thr
285
Ser
Asn
Lys
vVal
Phe
365
Tyr
Leu
Arg
Gln
Leu
445
Gly
Asn
Thr

Ser

Thr
270
Leu
Tyr
Thr
Ala
Asn
350
Gly
Asn
Leu
Ser
Leu
430
Ala
Leu
Gln

Tyx

val
510

Ser Leu
Aia Asn
Gly Gly
Thr Asn

320

Asn Pro
335

Ala Phe
Glu Asn
Gly Ala
Thr Tyr

400

Phe Gly
415

Ala Gly
Ser Arg

Arg Met

His Ser
480

Tyr Lys

Tyr Trp



(2) INFORMACE O SEK. ID. C.:3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1557 paru bazi

(B) TYP: nukleovid kyselina

(C) POCET RETEZCU: dva

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vi) PUOVODNI ZDROJ:

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: Helicobacter pylori

(B) KLON: alpB

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:

(A) NAZEV/KLI¢: cDs

(B) UMISTENI: 1..1554

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK. ID. &.:3:

ATG ATA ARA
48

Met Ile Lys
520

AGC ATA AGT
96

Ser Ile Ser

535

CAG CTC GGG
144
Gln Leu Gly

AGC GAC GAA
192
Ser Asp Glu

TTA AAC AAC

240
Leu Asn Asn
585

TTC TCC CaA
288

Phe Ser Gln
600

AAT GGT AGC
336

Asn Gly Ser

615

AAG

Lys

TAT

Tyr

CAA

Gln

CTC

Leu
570

AAC

Asn

TAC

GAT

Asp

AAT

Asn

GCC

Ala

GTIC

Val
555

GCC

Ala

ACC

Thr

CTT

Leu

GTG

val

AGA

Arg

GAA

Glu
540

ATG

Met

AGA

Arg

GGA

Gly

TAT

Tyr

TCT

Ser
620

ACG CTG TIT

Thr
525

GAT

Asp

caa

Gln

GAG

Glu

GGC

Gly

TCG

Ser
605

GCG

Ala

Leu

GAT

Asp

GAT

Asp

CTT

Leu

AAC

Asn
590

CTT

Leu

AAC

Asn

46

Phe

GGA

Gly

GTC

Val

AAC

Asn
575

ATC

Ile

TTA

Leu

GCT

Ala

CTT

Leu

GGG

Gly

Gln
560

GCT

Ala

GCA

Ala

GGG

Gly

CTT

Leu

AGT

Ser

TTT

Phe
545

AAC

Asn

GAT

Asp

GGG

Gly

GCT

Ala

TTA

Leu
625

CTAa

Leu
530

Phe

cca

Pro

GTA

val

GCG

Ala

TAC

Tyr
610

AGT

Ser

GCC

Ala

ACC

Thr

GGC

Gly

ACG

Thr

TTG

Leu
595

ccCC

Pro

GGT

Gly

CTT

Leu

GTC

val

GGC

Gly

Asn
580

AGT

Ser

ACA

Thr

GCG

Ala

TGC

Cys

GGT

Gly

GCT

Ala
565

AAC

Asn

AAC

Asn

Lys

GTA

Val

GCT

Ala

TAT

Tyr
550

Lys

ATT

Ile

GCT
Ala

CTC

Leu

GGC

Gly
630



TCT GGG
384
Ser Gly

ACT Caa
432
Thr Gln

ACT GAC
480
Thr Asp

AAC ACC
528

Asn Thr
680

GGG AAT

576
Gly Asn
695

GGA ACT
624
Gly Thr

CAA ACT
672
Gln Thr

ATC TTA
720
Ile Leu

GAA GCT
768

Glu Ala
760

AAT TCA

816
Asn Ser
775

CAA GCG
364
Gln Ala

ACT

Thr

AGC

Ser

AGG

Arg
665

AAT

Asn

GTG

Val

AGT

Ser

TAC

Tyr

AAT

Asn
745

TTC

Phe

GCC

Ala

GTT

Val

TGT

Cys

ACT

Thr
650

ATT

Ile

TTC

Phe

TTT

Phe

AGT

Ser

TCC

Ser
730

Asn

AAC

Asn

GCT

Ala

TAT

Tyr

GCG

Ala
635

TGC

Cys

TTA

Leu

cCcC

Pro

TTT

Phe

GCT

Ala
715

ACA

Thr

GCA

Ala

TCT

Ser

TTT

Phe

AAC

Asn
795

GCT

Ala

ACC

Thr

AGC

Ser

ARC

Asn

AAT

Asn
700

AGT

Ser

Gln

GCG

Ala

GCC

Ala

ACA

Thr
780

GAG

Glu

GCA

Ala

GIT

Val

ACG

Thr

ATG

Met
685

GCG

Ala

GGA

Gly

GCT

Ala

AAC

Asn

GTA

val
765

GGT

Gly

CTC

Leu

GGG

Gly

GCG

Ala

ATC

Ile
670

Gln

ATG

Met

ACT

Thr

ATC

Ile

TTG

Leu
750

GCC

Ala

TTG

Leu

ACT

Thr

ACG

Thr

GGC

Gly
655

GGC

Gly

Gln

AAT

Asn

AGT

Ser

Gln
735

CTC

Leu

GCC

GTG

vVal

Lys

47

GCT GGT GGC

Ala
640

TAT

Tyr

AGC

Ser

CAG

Gln

AAG

Lys

GGT

Gly
720

TAC

Tyr

AAG

Lys

AAC

Asn

Gln

AAC

Asn
800

Gly

TAC

Tyr

CAG

Gln

CTC

Leu

GCT

Ala
705

GCG

Ala

CIT

Leu

Gln

ATT

Ile

GGC

Gly
785

ACC

Thr

Gly

TGG

Trp

ACT

Thr

ACC

Thr
690

TTA

Leu

ACT

Thr

CAA

Gln

GAT

Asp

GGG

Gly
770

ATT

Ile

ATT

Ile

CTC

Leu

AAC

Asn
675

TAC

Tyr

GAG

Glu

GGT

Gly

GGC

Gly

GAA

Glu
755

AAT

Asn

ATT

Ile

AGC

Ser

Ser

CCT

Pro
660

TAC

Tyr

TTG

Leu

AAT

Asn

TCA

Ser

Gln
740

TTG

Leu

AAG

Lys

GAT

Asp

GGG

Gly

CTT

Leu
645

AGC

Ser

GGC

Gly

AAT

Asn

AAG

Lys
GAT

Asp
725

Gln

CTC

Leu

GAA

Glu

Gln

AGT

Ser
805

Asn

TTG

Leu

ACG

Thr

GCG

Ala

AAT

Asn
710

GGT

Gly

AAT

Asn

TTA

Leu

TTC

Phe

TCT

Ser
790

GCG

Ala



GTT ATT
9512
Val Ile

CGC GCT
360
Arg Ala

GAT AAA
1008
Asp Lys

840

CCC Caa
1056
Pro Gln

855

TTT TAC
1104
Phe Tyr

ATC GGT
1152
Ile Gly

GGC TTT
1200
Gly Phe

GGG ACT
1248
Gly Thr

920

TCT GTG
1296
Ser Vval

935

TTC CAA
1344
Phe Gln

ATC AAT
1392
Ile Asn

AGC

Ser

AGT

Ser
825

ATC

Ile

TTC

Phe

ACC

Thr

TTG

Leu

AGA

905
GAT

Asp

GAT

Asp

TCC

Ser

AAC

Asn

GCT

Ala
810

Gln

AAT

Asn

AGA

Arg

Lys
CGC
830

TCC

Ser

GTG

Val

ATG

Met

ACG

Thr

ACG

Thr
970

GGG

Gly

CTC

Leu

GCG

Ala

GCC

Ala

ATA

Ile
875

TAT

Tyr

ACT

Thr

TTG

Leu

GGC

Gly

cTC

Leu
955

CAC

His

ATA

Ile

CCT

Pro

cTC

Leu

GGG

Gly
860

GGC

Gly

TAT

Tyr

Gln

TAT

Tyr

TTT

Phe
940

AGA

Arg

TTC

Phe

AAC TCC AAC

Asn Ser Asn

AAC

Asn

AAT

Asn
845

AAC

Asn

TAT

Tyr

GGT
Gly
AAT

Asn

AAC

Asn
925

TTT

Phe

GAT

Asp

CAG

Gln

GCT

Ala
830

AAT

Asn

AGC

Ser

Lys

TTC

Phe

Asn
910

ATC

Ile

AGC

Ser

GAC

Asp

TTC

Phe

" GTA

CAA

Gln
815
CTT TAT

Leu Tyr

CAA GTG

Gln val

CGT TCA

Arg Ser

TTC

Gln Phe
880
TTT TCT
Phe
895

Ser

GGG

Val Gly

TTT AGC

Phe Ser

GGT ATC

Gly Ile

CCC ALT

Asn
960

Pro

CTC TTT

Leu Phe

975

48

AAC

Asn

AGA

Arg

ACG

Thr
865

TTC

Phe

TAT

TTA

Leu

cGcC

Arg

caa

Gln
945

GTG

Val

GAC

Asp

Asn

GCG

Ala

AGC

Ser
850

AAT

Asn

GGG

Gly

AAC

Asn

TAC

Tyr

TCC

Ser
930

TTA"

Leu

Lys

TTC

Phe

GCT

Ala

CAA

Gln
835

ATG

Met

ATT

Ile

AAG

Lys

GGA

Gly

ACT

Thr
915

TAT

Tyr

GCC

Ala

TTG

Leu

GGT

Gly

GTG

820
GTA

Val

ccT

Pro

TTA

Leu

Lys

GCG

Ala

900

TAT

Tyxr

Gln

GGT

Gly
CAT
His

ATG

Met
980

CAA

Gln

ACT

Thr

TAC

AAC

Asn

AGG

Arg
885

AGC

Ser

GGG

Gly

AAC

Asn

GAG

Glu

GGG

Gly
965

AGG

Arg

GGG

Gly

TTG

Leu

TTG

Leu

GGG

Gly
870

AAT

Asn

GTG

Val

GTG

val

CGC

Arg

ACC

Thr
850

ATG

Met



AAC TTC GGT AAG

Asn Phe Gly Lys

GTG GAA TTT GGC

1440

1488

98

5

‘Val Glu Phe Gly Vval
1000

TCA GCA GGG ACT ACC
1536

Ser Ala Gly Thr

1015

TCT TAT GGG TAT

1557

Ser Tyr Gly Tyr

(2)

Met
Ser
Gln
Ser
Leu

65
Phe

Asn

Ser

Thr

TCA

Ser

TTG

Leu

GTA

990

e

3

]

. * e
. - ses
. .
(X e

985

GAC GGG AAA TCC AAC CGC CAC AAC CAG CAC ACG

Asp Gly Lys Ser Asn Arg His Asn Gln His Thr

GTG GTG CCT ACG ATT TAT AAC ACT TAT TAC AAA

Val Val Pro Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys
1005

GTG AAG TAT TTC CGT CCT TAT AGC GTT TAT

Val Lys Tyr Phe Arg Pro Tyr Ser Val Tyr

1020

TTC TAA

Phe

1035

INFORMACE O SEK. ID. C.:4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(A) DELKA: 518 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK.

Ile Lys Lys Asn Arg Thr

Ile

Leu

Ser

Gly

Gly

Ser
Gly

35
Glu
Asn
Gln

Ser

Thr
115

Tyr

20
Gln
Leu
Asn
Tyx
Asp
100

Cys

5

Ala

Val

Ala

Thr

Leu

85

val

Ala

Glu Asp
Met Gln
Arg Glu

55

Gly Gly
70

Tyr Ser

Ser Ala

Ala Ala

ID. &.:4:

Leu Phe
Asp Gly
25

Asp Val
40

Leu Asn

Asn Ile

Leu Leu

Asn Ala
105

Gly Thr
120

49

Leu

10
Gly
Gln

Ala

Ala

Gly
90

Leu

Ala

1010

1025

Ser
Phe
Asn
Asp
Gly

75
Ala

Leu

Gly

Leu

Phe

Pro

val-

60

Ala

Tyxr

Ser

Gly

Ala Leu
Thr Val
30

Gly Gly
45

Thr Asn
Leu Ser
Pro Thr
Gly Ala

110

Thr Ser
125

Cys

15
Gly
Ala
Asn
Asn
Lys

95

Val

Leu

TGG

Trp
1030

Ala
Tyr
Lys
Ile
Ala
80
Leu-

Gly

Asn



Thr Gln Ser

Thr
145
Asn
Gly
Gly
Gln
Ile
225
Glu
Asn
Gln
Val
Arg

305

Asp

130

Asp
Thr
Asn
Thr
Thr
210
Leu
Ala
Ser
Ala
Ile
290
Ala
Lys
Gln
Tyx
Gly
370

Phe

Thr

Arg

Asn

Val

Ser
195

Tyr
Asn
Phe
Ala
Val
275
Ser
Ser
Ile
Phe
Thr
3585
Leu

Arg

Asp

Thr Cys Thr

Ile

Phe

Phe

180

Ser

Ser

Asn

Asn

Ala
260

Tyr

Ala

Gln

Asn

340

Lys

Arg

Ser

Val

Leu
Pro
165
Phe
Ala
Thr
Ala
Ser
245
Phe
Asn
Gly
Leu
Ala
325

Ala

Ile

Tyxr

Thr

Leu
405

Ser
150
Asn
Asn
Ser
Gln
Ala
230
Ala
Thr
Glu
Ile
Pro
310
Leu
Gly
Gly
Tyr

Gln
390

Tyr

Val
135
Thr
Met
Ala
Gly
Ala
215
Asn
Val
Gly
Leu
Asn
295
Asn

Asn

Asn

Gly
375

Asn

Asn

Aia
Ile
Gln
Met
Thr
200
Ile
Leu
Ala
Leu
Thr
280
Ser
Ala
Asn
Ser
Lys
360
Phe

Asn

Ile

Gly
Gly
Gln
Asn
185
Ser
Gln
Leu
Ala
Val
265
Lys
Asn
Leu
Gln
Arg
345
Gln
Phe

Val

Phe

50

Tyx
Ser
Gln
170
Lys
Gly
Tyr
Lys
Asn
250
Gln

Asn

Gln

Val
330
Ser
Phe
Ser

Gly

Ser
410

Tyr
Gln
155
Leu
Ala
Ala
Leu
Gln
235
Ile
Gly
Thr
Ala
Asn
315
Arg

Thr

Phe

Leu
395

Arg

Thr
Leu
Thr
Gln
220
Asp
Gly
Ile
Ile
Aén
300

Ala

Ser

Asn

Gly

r Asn

380

Tyr

Glu
Gly
205
Gly
Glu
Asn
Ile
Ser
285
Ala
Gln
Met
Ile
Lys
365

Gly

Thr

Pro
Tyr
Leu
Asn
190
Ser
Gln
Leu
Lys
270
Gly
Val
vVal
Pro
Leu
350
Lys

Ala

Tyr

Ser Tyr Gln

Ser
Gly
Asn
175
Lys
Asp
Gln
Leu
Glu
255
Gln
Ser
Gln

Thr

Tyr
335
Asn
Arg
Ser

Gly

Asn
415

Leu
Thr
160
Ala
Asn
Gly
Asn
Leu
240
Phe
Ser
Ala
Gly
Leu
320
Leu
Gly
Asn

Val

Val
400

Arg



Ser

Phe

Ile

Asn

465

Val

Ser

Ser

Val
Gln
Asn
450
Phe
Glu

Ala

Tyr

Asp

Ser
435

Asn

Gly
515

Met
420
Thr
Thr
Lys

Gly

Thr
500

Tyr

Gly
Leu
His
Leu
Val
485

Thr

Ser

Phe

Arg

Phe

Asp

470

val

val

Phe

Phe
Asp
Gln
455
Gly

vVal

Lys

(2) INFORMACE O SEK. ID. &.:5:

(1)

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:

(R)
(B)
(C)
(D)

(A) NAZEV/KLIC: CDs

(B) UMISTENI: 567.

Ser
Asp
440
Phe
Lys

Pro

Tyr

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 656 parQ bazi

POCET RETEZCU: dva
TOPOLOGIE: linedrni

.656

. .

s0s e
eceas

®0ve oo see sen oe (X ]

Gly Ile Gln Leu Ala Gly Glu Thr
425 430

Pro Asn Val Lys Leu His Giy Lys
445

Leu Phe Asp Phe Gly Met Arg Met
460

Ser Asn Arg His Asn Gln His Thr
475 480

Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys

490 495

Phe Arg Pro Tyr Ser Val Tyr Trp
505 510

TYP: nukleova kyselina

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK. ID. (.:5:

AGATCTATGA ATCTATGATA TCAACACTCT

60

TGAGGCATCA AATAAAACGA AAGGCTCAGT
120

GTTTGTCGGT GAACGCTCTC CTGAGTAGGA

1

80

CGAAGCAACG GCCCGGAGGG TGGCGGGCAG
240

TACCGTTGAT CTTCCTATGG TGCACTCTCA

3

00

GGGTCATGGC TGCGCCCCGA CACCCGCCAA

3

60

51

TTTTGATAAA TTTTCTCGAG GTACCGAGCT

CGAAAGACTG GGCCTTTCGT TTTATCTIGTT

CAAATCCGCC GGGAGCGGAT TTGAACGTTG

GACGCCCGCC ATAAACTGCC ACAAGCTCGG

GTACAATCTG CTCTGATGCG CTACGTGACT

CACCCGCTGA CGCGCCCTGA CGGGCTTGTC
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TGCTCCCGGC ATCCGCTTAC AGACAAGCTG TGACCGTCTC CGGGAGCTGC ATGTGTCAGA
420

GGTTTTCACC GTCATCACCG AAACGCGCGA GGCCCAGCGC TTCGAACTTC TGATAGACTT
480

' CGAAATTAAT ACGACTCACT ATAGGGAGAC CACAACGGTT TCCCTCTAGA AATAATTTTG
540

TTTAACTTTA AGAAGGAGAT ATACAT ATG AAA CTG ACT CCC ARMA GAG TTA GAC
593

Met Lys Leu Thr Pro Lys Glu Leu Asp

520 525

ARG TTG ATG CTC CAC TAC GCT GGA GAA TTG GCT ARA AAA CGC AAA GAA
641

Lys Leu Met Leu His Tyr Ala Gly Glu Leu Ala Lys Lys Arg Lys Glu
530 535 540

ArA GGC ATT AAG CTT
656
Lys Gly Ile Lys Leu
545

(2) INFORMACE O SEK. ID. C.:6:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK. ID. C.:6:

Met Lys Leu Thr Pro Lys Glu Leu Asp Lys Leu Met Leu His Tyr Ala
i 5 10 15

Gly Glu Leu Ala Lys Lys Arg Lys Glu Lys Gly Ile Lys Leu
20 25 30

52



PATENTOVE NAROKY

. Rekombinantni oslabeny mikrobidlni patogen obsahujici
alesponl jednu molekulu nukleové kyseliny kédujici antigen
pochédzejici z mikroorganizmu Helicobacter, kde tento pa-
togen je schopen exprimovat zminénou molekulu nukleové
kyseliny nebo je schopen vyvolat expresi zmin&né molekuly

nukleové kyseliny v cilové buiice.

. Patogen podle ndroku 1, kde timto patogenem je néjaka

enterobaktérie, zvlas&té pak butika Salmonelly.

. Patogen podle naroku 1 nebo 2, kde timto patogenem je

mutant aro Salmonelly.

. Patogen podle jakéhokoliv z narokd 1 aZz 3, kde zminénym
antigenem pochdzejici z Helicobacter je uredza, podjed-
notka uredzy, jejich imunologicky reaktivni fragment nebo

peptidovy mimotop.

. Patogen podle jakéhokoliv z ndroku 1 aZz 3, kde zminé&nym
antigenem pochdzejici z Helicobacter je polypeptid sekre-
tovany z Helicobacter, jeho imunologicky reaktivni frag-

ment nebo peptidovy mimotop.

. Patogen podle jakéhokoliv z nérokd 1 az 3 a 5, kde zminé-
ny antigen pochézejici z Helicobacter je vybran ze skupi-
ny zahrnujici antigeny AlpA, AlpB, jejich imunologicky

reaktivni fragmenty nebo peptidovy mimotop.
. Patogen podle jakéhokoliv z narokd 1 aZ 6, kde zminénd
molekula nukleové kyseliny kédujici antigen pochézejici

z Helicobacter miZe byt exprimovdna v zavislosti na fazi

53



10.

11.

12.

13.

. Patogen podle n&roku 7,

zivotniho cyklu.

kde zminénd molekula nukleové
kyseliny kédujici antigen pochdzejici z Helicobacter je
pod kontrolou expresivniho signdlu, ktery je v patogenu
v podstaté neaktivni, a ktery miZe byt aktivovadn reorga-
nizaci nukleové kyseliny vyvolané mechanizmem reorganiza-

ce nukleové kyseliny v tomto patogenu.

. Patogen podle naroku 8, kde timto expresivnim signdlem je

promotor bakteriofdga a aktivace je dosaZeno reorganizaci
DNA, kterd ma za nésledek produkci odpovidajici RNA poly-

merédzy bakteriofdga v daném patogenu.

kde tento
(druhou)

Patogen podle jakéhokoliv z nérokd 1 az 9,
patogen dale zahrnuje alespoil jednu dalsi mole-
kulu nukleové kyseliny kédujici néjaky imunomoduladni po-
lypeptid, a kde zminény patogen je schopen exprimovat
uvedenou druhou molekulu nukleové kyseliny.
vyznadc¢uijici

Farmaceuticky p¥ipravek s e

t I m, Ze tento p¥ipravek zahrnuje jako aktivni sloZku
rekombinantniho patogena podle jakéhokoliv z narokd 1 az
(volitelnég)

10 spolu s farmaceuticky p¥ijatelnymi roz-

poustédly, nosidi a adjuvans.

2

P¥ipravek podle néroku 11 vyznacuijici

t im, Ze timto p¥ipravkem je Ziva vakcina, ktera je

vhodnd pro parenterdlni aplikaci nebo aplikaci na sliz-
niéni povrchy.
Zplsob p¥ipravy Zivé vakciny vy znaduijici

s e t 1 m, Ze tento zplsob zahrnuje formulaci farma-
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14.

15.

16.

)
.
3 oo
.

*ese oo . . LX)

ceuticky G&inného mnoZstvi oslabeného patogena podle ja-
kéhokoliv z ndrokl 1 aZ 10 spolu s farmaceuticky p¥ija-

telnymi rozpoustédly, nosici a/nebo adjuvans.

ZplUsob p¥ipravy rekombinantniho oslabeného patogena
podle jakéhokoliv z ndrokd 1 aZ 10
vyznaduijici S t 1m,

e Zze tento zpusob za-

hrnuje kroky:

a) vlozeni molekuly nukleové kyseliny kdédujici antigen
pochdzejici z Helicobacter do oslabeného patogena, &imZ
je vytvoren rekombinantni oslabeny patogen, ktery je

schopen exprimovat zminénou molekulu nukleové kyseliny
nebo je schopen vyvolat expresi této molekuly nukleové

kyseliny v cilové builce; a

b) kultivaci zmin&ného rekombinantniho oslabeného patoge-

na za vhodnych podminek.

Zpisob podle naroku 14 vyznadcuijici s e

t 1 m, Ze zminédnd molekula nukleové kyseliny kédujici
antigen pochdzejici z Helicobacter je umisténa na mimo-

chromozomédlnim plazmidu nebo je vloZena do chromozomu.

Zpusob pouZitelny k identifikaci antigend pochdzeijicich
z Helicobacter schopnych indukovat ochrannou imunitni re-
akci v savéim hostiteli vyznadcduijiciti

S €

t I m, Ze tento zplUsob zahrnuje kroky:

a) vytvo¥eni expresivni genové banky mikroorganizmu Heli-
cobacter v oslabeném patogenu a
b)

screening klond z této genové banky za tGlelem identi-
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fikace klonl schopnym indukovat v sav&im hostiteli

ochrannou imunitni reakci proti infekci mikroorganizmem

Helicobacter.
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Obr. 2

1 AG ATC TAT GAA TCT ATG_ATA TCA ACA CTC TTT TTG ATA AAT TTT CTC GAG GTA CCG AGC
Bglil EcoRV Xhol

rrnB T1

60 TTG AGG CAT CAA ATA AAA CGA ARG GCT CAG TCG RAAR GAC TGG GCC TTT CGT TTT ATC TGT

5

120 TGT TTG TCG GTG AAC GCT CIC CTG AGT AGG ACA AAT CCG CCG GGA GCG GAT TTG AAC GTT
35

180 GCG ARG CAR CGG CCC GGA GGG TGG CGG GCA GGA CGC CCG CCA TRA ACT GCC ACA AGC TCG

-

10

240 GTA CCG TTG ATC TTC CTA TGG TGC ACT CTC AGT ACA ATC TGC TCT GAT GCG CTA CGT GAC
300 TGG GTC ATG GCT GCG CCC CGA CAC CCG CCA ACA CCC GCT GAC GCG CCC TGA CGG GCT TGT
360 CTG CTC CCG GCA TCC GCT TRC AGA CRA GCT GTG ACC GTC TCC GGG AGC TGC ATG TGT CAG

420 RGG TTT TCA CCG TCA TCA CCG ARA CGE GCG AGG CCC AGC GCT TCG ARC TTC TGA TAG ACT
P17

480 TCG AAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA CCA CAA CGG TTT CCC TCT AGA AAT AAT TTT
down stream box

Xbal
RBS YZ019 -

540 GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AAA CTG ACT CCC AAA GAG TTA GAC ARG TTG
Met Lys Leu Thr Pro Lys Glu Leu Asp Lys Leu

600 ATG CTC CAC TAC GCT GGA GAA TTG GCT AAR ARA CGC ARA GAR ARA GGC ATT AAG CTT
Met Leu His Tyr Ala Gly Glu Leu Ala Lys Lys Arg Lys Glu Lys Gly Ile Lys Leu
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Absorbance (492 nm)
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