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Polypeptidy BASB029 a polynukleotidy kdédujici tyto
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Izolovany polypeptid %/

Oblast techniky

Ptedkladany vynalez se tyka polynukleotidi (dale zde
oznagovanych jako ,polynukieotid (polynukleotidy) BASB029" nebo
_BASB029“, polypeptidd kédovanych témito nukleotidy (dale zde
oznadovanych jako ,BASB029“ nebo ,polypeptid (polypeptidy)
BASB029), rekombinantnich materialii a zpUsobu jejich vyroby. Dalsi
provedeni se tyka zpUsobl pouZiti téchto polypeptidl a polynukleotidl
véetné& vakcin proti bakteriainim infekcim. V dalsim provedeni se
vynalez tyka diagnostickych testl pro detekci infekce nékterymi

patogeny.

Dosavadni stav techniky

Neisseria meningitidis (meningokok) je gramnegativni bakterie,
ktera se &asto izoluje z lidského horniho respiracniho traktu.
P¥ilezitostn& zpusobuje invazivni bakteridini onemocnéni jako je
bakteremie a meningitida. Vyskyt meningokokového onemocnéni
vykazuje geografické sezénni a meziroéni rozdily (Schwartz, B.,
Moore, P. S, Broome, C. V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (dodatek), S18 -
S24, 1989). Vétsina onemocnéni v zemich mirného pasma je
zplisobena kmeny sérotypu B a ¢&etnost jejich vyskytu v celkové
populaci kolisa v rozmezi 1 az 10/100 000 obyvatel/rok (Kaczmarski,
E. B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55 - 9, 1995; Scholten, R.
J. P. M, Bijlmer, H. A, Pooiman, J. T. a dalsi, Clin. Infect. Dis. 16: 237
- 246, 1993; Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E., a dal$i, Epidemiol.
Infect., 105: 119 - 126, 1990).

Vétsinou v centraini Africe se vyskytuji epidemie s pfevazujici

séroskupinou A meningokok(, pficéemz nékdy je Cetnost vyskytu az
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1000/100 000 obyvatel/rok (Schwartz, B., Moore, P. S, Broome, C. V.,
Clin. Microbiol. Rev. 2 (dodatek), S18 - S24, 1989). Téméf vSechny
pfipady meningokokového onemocnéni jsou zplsobeny meningokoky
séroskupiny A, B, C, W-135 a Y a v soucCasnosti je dostupna
tetravalentni polysacharidova vakcina A, C, W-135, Y (Armand, J.,
Arminjon, F., Mynard, M. C, Lafaix, C., J. Biol. Stand. 10: 335 - 339,
1982).

Polysacharidové vakciny se v soucasnosti stale zlep$uji jejich
chemickou konjugaci s nosnymi proteiny (Lieberman, J. M, Chiu, S. S.,
Wong, V. K., a dal$i, JAMA 275: 1499 - 1503, 1996).

Vakcina pro séroskupinu B neni dostupna, protoZe bylo zjisténo,
ze kapsularni polysacharid typu B je neimunogenni, pravdépodobné
proto, 2e ma strukturni podobnost se sloZzkami hostitelského
organismu (Wyle, F. A, Artenstein, M. S., Brat, M. L. a dalsi, J. Infect.
Dis. 126: 514 - 522, 1972; Finne, J. M., Leinonen, M., Makela, P. M.,
Lancet ii.: 355 - 357, 1983).

JiZ mnoho let byla provadéna fada vyzkum( s cilem vyvinout
vakciny zaloZené na vnéj§i membrané meningokokt (de Moraes, J. C.,
Perkins, B., Camargo, M. C. a dals$i, Lancet 340: 1074 - 1078, 1992,
Bjune, G., Hoiby, E. A., Gronnesby, J. K. a dal8i, 338: 1093 - 1096,
1991). Nékteré vakciny prokazaly ucinnost u starSich déti (> 4 roky)
a u dospivajicich od 57 % do 85 %.

V téchto vakcinach je pfitomno mnoho slozek vnéj§i membrany
bakterii, jako je PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa, FrpB a pfispévek téchto
jednotlivych slozek k pozorované ochrané stale vyZzaduje dalSi
definice. Pouzitim zvifecich nebo lidskych protilatek se ukazalo, ze
nékteré slozky vnéj§i membrany bakterii jsou potencialné vhodné pro
indukci ochranné imunity, jako je TbpB a NspA (Martin, D., Cadieux.
N., Hamel, J., Brodeux, B. R, J. Exp. Med. 185: 1173 - 1183, 1997,
Lissolo, L., Maitre-Wilmotte, C., Dumas, P., a dal$i, Inf. Immun. 63:
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884 - 890, 1995). Mechanismy ochranné imunity zahrnuji baktericidni

aktivitu a opsonofagocytézu vyvolané protilatkou.

Pro kombinaci vSech mechanismli  zprostfedkovanych
protilatkami byl pouzit model zvifeci bakteremie (Saukkonen, K.,
Leinonen, M., Abdillahi, H., Poolman, J. T., Vaccine 7: 325 - 328,
1989). Obecné pfijimana domnénka je, Ze baktericidni mechanismus
zprostredkovany pozdni slozkou komplementu je kliCovy pro vyvolani
imunity proti onemocné&ni meningokoky (Ross, S. C., Rosenthal P.J.,
Berberic, H. M., Densen, P. J., Infect. Dis. 155: 1266 - 1275, 1987).

Cetnost infekci Neisseria meningitidis v poslednich nékolika
desetiletich dramaticky vzrostla. Tento vzrist byl pfipisovan vzniku
kmenl s viceéetnou rezistenci na antibiotika a rostoucim poctem lidi
s oslabenym imunitnim systémem. Neni jiZ neobvyklé izolovat kmeny
Neisseria meningitidis, které jsou rezistentni na nékterd nebo vSechna
standardni antibiotika. Tento jev vyvolal naléhavou potfebu novych
antimikrobialnich prostfedk(, vakcin, zplisobl pro systematicke

prozkoumavani légiv a diagnostickych testd na tento organismu.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka BASBO029, zvlasté polypeptidl
BASB029 a polynukleotidd BASB029, rekombinantnich materiall
a zpUsobi jejich vyroby. V dal§im provedeni se vynalez tyka zpusobl
pouziti té&chto polypeptidi a polynukleotidd, véetné mj. prevence a
lé¢eni mikrobialnich onemocné&ni. V dalSim provedeni se vynalez tyka
diagnostickych  testt  pro  detekci onemocnéni  spojenych
s mikrobialnimi infekcemi a stavy souvisejicimi s t&mito infekcemi, jako
jsou testy pro detekci exprese nebo aktivity polynukleotidi nebo
polypeptidid BASB029.

Ze znéni nasledujiciho popisu a jinych ¢&asti predkiadané

pfihlasky budou odbornikovi v oboru zfejmé i rGzné zmény a



10

15

20

25

30

modifikace spadajici rovnéz do podstaty a rozsahu pfedkladaného

vynalezu.

Podrobny popis vynalezu

Pfedkladany vynalez se tyka polypeptidd a polynukleotidi
BASB029, které se popisuji podrobngji dale. Vynalez se zviasté tyka
polypeptid a polynukleotidi BASB029 bakterie Neisseria meningitidis,
ktera je pfibuzna homologii aminokyselinové sekvence s proteinem
povrchovych fibril (HSF) Haemophilus influenzae. Piedkladany vynalez
se zvlasté tyka BASBO029 s nukleotidovymi a aminokyselinovymi
sekvencemi uvedenymi v SEQ ID No.. 1, 3 a SEQ ID No.: 2, 4. Je
zfejmé, e sekvence uvadéné ve vypisech sekvenci nize jako ,DNA®,
znamenaji ptiklad jednoho provedeni vynalezu, protoZe odbornikovi
s b&znou znalosti oboru bude jasné, Ze tyto sekvence mohou byt

pouzity v polynukleotidech obecné, v&etné ribopolynukieotidu.

Polypeptidy

V jednom provedeni pfedkladaného vynalezu se poskytuji
polypeptidy Neisseria meningitidis oznaované zde jako ,BASB029" a
,polypeptidy BASB029“ stejné jako jejich biologicky, diagnosticky,
profylakticky, klinicky nebo terapeuticky pouZitelné varianty a

prostiedky s obsahem téchto latek.
Piedkladany vynalez dale poskytuje:

(a) izolovany polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci,
ktera ma alespofi 85% identitu, vyhodné&ji alespont 90% identitu, jesté
vyhodnéji alespofl 95% identitu, nejvyhodnéji pfiblizné 97 az 99% nebo
pfesnou identitu, se sekvenci SEQ ID No.: 2, 4;

(b) polypeptid kédovany izolovanym polynukleotidem
obsahujicim polynukleotidovou sekvenci, ktery méa alesponn 85%

identitu, vyhodn&ji alespori 90% identitu, je$té vyhodnéji alespoft 95%
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identitu, nejvyhodnégji pfiblizné 97 az 99% nebo pfesnou identitu, se
sekvenci SEQ ID No.: 1, 3 v priubéhu celé délky SEQ ID No.: 1, 3;

nebo

(c) polypeptid kédovany izolovanym polynukleotidem
obsahujicim polynukleotidovou sekvenci, ktera koéduje polypeptid,
ktery ma alespofi 85% identitu, vyhodnéji alespofi 90% identitu, jesté
vyhodné&ji alespoil 95% identitu, nejvyhodnéji pfiblizné 97 az 99% nebo

pfesnou identitu, se sekvenci aminokyselin SEQ ID No.: 2, 4.

Polypeptidy BASB029 poskytované v SEQ ID No.: 2, 4 jsou
polypeptidy BASB029 z Neisseria meningitidis, kment ATCC 13090 a
H44/76.

Vynalez také poskytuje imunogenni fragment polypeptidu
BASBO029, tj. sousedici ¢asti polypeptidu BASB029, ktery ma stejnou
nebo v podstaté stejnou imunogenni aktivitu jako polypeptid obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID No.: 2, 4. Tzn., Ze fragment
(v pfipadé potfeby navazany na nosi¢) je schopen zvysit imunitni
odezvu, ktera rozpozna polypeptid BASB029. Takovy imunogenni
fragment mze napiiklad zahrnovat polypeptid BASB029 s chybéjici
N-koncovou uvodni sekvenci a/nebo transmembranovou doménou
a/nebo C-koncovou ukotvovaci doménou. Ve vyhodném provedeni
obsahuje imunogenni fragment BASB029 podle vynalezu v podstaté
veskerou extracelularni doménu polypeptidu, ktery ma alespon 85%
identitu, vyhodné&ji alespoii 90% identitu, je§té vyhodnéji alespoit 95%
identitu, nejvyhodné&ji pfiblizné alespon 97 az 99% identitu, vzhledem k
SEQ ID No.: 2, 4 po celé délce SEQ ID No.: 2.

Fragmentem je polypeptid s aminokyselinovou sekvenci, ktera je
zcela stejna jako ¢&ast, ale ne veSkera jakakoli aminokyselinova
sekvence nebo jakykoli polypeptid podle vyndlezu. Stejné jako
u polypeptidii BASB029, fragmenty mohou byt ,samostatné®, nebo

mohou byt obsaZeny uvnitf vétSiho polypeptidu, ze kterého tvofi Cast
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nebo oblast, nejvyhodnéji jedinou spojitou oblast v jediném veétsim

polypeptidu.

Mezi vyhodné fragmenty patfi napfiklad zkrdcené polypeptidy
obsahujici &ast aminokyselinové sekvence SEQ ID No.: 2, 4 nebo
jejich variant, jako je spojita fada zbytk(, které obsahuji amino- a/nebo
karboxykoncové sekvence aminokyselin. Vyhodné jsou take
degradaéni formy polypeptidi podle vynalezu, které jsou produkovany
hostitelskou bufikou nebo v hostitelské bufce. Vyhodné jsou dale
fragmenty charakterizované strukturnimi nebo funk&nimi znaky, jako
fragmenty obsahujici alfa-helix a oblasti vytvafejici alfa-helix, beta-list
a oblasti vytvafejici beta-list, otoéeni a oblasti vytvafejici otoceni,
svinuti a oblasti vytvafejici svinuti, hydrofilni oblasti, hydrofobni
oblasti, alfa-amfipatické oblasti, beta-amfipatické oblasti, pruzneé
oblasti, oblasti tvofici povrch, oblasti vazajici se na substrat a oblasti

s vysokym indexem antigenicity.

Dalsi vyhodné fragmenty zahrnuji izolovany polypeptid
zahrnujici aminokyselinovou sekvenci obsahujici alespon 15, 20, 30,
40, 50 nebo 100 sousedicich aminokyselin z aminokyselinové
sekvence SEQ ID No.: 2, 4, nebo izolovany polypeptid obsahujici
aminokyselinovou sekvenci zahrnujici alesporl 15, 20, 30, 40, 50 nebo
100 sousedicich aminokyselin zkrdcenych nebo vypusténych

z aminokyselinové sekvence SEQ ID No.: 2, 4.

Fragmenty nebo polypeptidy podle pfedkladaného vynalezu
mohou byt pouzity pro vyrobu odpovidajiciho polypeptidu s pinou
délkou metodou peptidové syntézy; proto mohou byt tyto fragmenty
pouzity jako meziprodukty pro vyrobu Uplnych polypeptidd podle

pfedkladaného vynalezu.

Zvlasté vyhodné jsou varianty, ve kterych je v jakékoli kombinaci
provedeno nékolik, 5 - 10, 1 -5, 1 - 3, 1 - 2 nebo 1 substituci, deleci

adici aminokyselin.
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Polypeptidy nebo imunogenni fragmenty podle vynalezu mohou
byt ve formé& ,zralého“ (maturniho) proteinu nebo mohou byt Casti
vétsiho proteinu, jako je prekurzor nebo fuzni protein. Casto je
vyhodné zahrnout navic sekvenci aminokyselin, ktera obsahuje
sekvence se sekredni funkci nebo Uvodni sekvence, prosekvence,
sekvence napomahajici gisténi jako je nékolik histidinovych zbytki
nebo dodateéna sekvence pro dosaZeni stability pfi vyrobée
rekombinantniho proteinu. Navic je také mozné uvaZit pfidani
exogenniho  polypeptidu nebo lipidového  zakonCeni  nebo
polynukleotidovych sekvenci pro zvy$eni imunogenniho potencialu

hotové molekuly.

V jednom provedeni se vynalez tyka rozpustnych fuznich
proteinll ziskanych metodou genetického inZenyrstvi, které obsahuji
polypeptid podle pfedkladaného vynalezu nebo jeho fragment a rizné
¢asti konstantnich oblasti nebo lehkych nebo téZzkych retézci
imunoglobulinG  rdznych podtfid (IgG, IgM, IgA, IgE). Jako
imunoglobulin je vyhodna konstantni ¢ast tézkého fetézce lidského
IgG, zejména IgG1, pficemz fuze probihd v oblasti ohybu (hinge
region). V konkrétnim provedeni muze byt &ast Fc jednoduse
odstranéna pfidanim §tépici sekvence, kterda muze byt rozStépena

faktorem srazlivosti krve Xa.

Vynalez se dale tyka zplUsobll vyroby téchto fuznich proteind
metodami genetického inzenyrstvi a jejich pouZiti pro screening leciv,
diagn6zu a terapii. Dalsi provedeni vynalezu se také tyka
polynukleotidi koédujicich tyto fuzni proteiny. Piiklady technologie
fuznich proteinll je mozZno nalézt v mezinarodnich patentovych
pfihlaskach WO 94/29458 a WO 94/22914.

Proteiny mohou byt chemicky konjugovany nebo exprimovany
jako rekombinantni fuzni proteiny umoziujici produkci vysSich
koncentraci v expresnim systému v porovnani s nefuzovanym

proteinem. Fuzni partner muze napomdahat pfi poskytovani T-
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helperovych epitopl (imunologicky fuzni partner), s vyhodou T-
helperovych epitopl rozpoznavanych u ¢lovéka, nebo napomahat pfi
expresi proteinu (zvy$ovani exprese) pfi vy8Sich vytéZcich, nez je
tomu u nativniho rekombinantniho proteinu. S vyhodou bude fuznim
partnerem jak imunologicky fuzni partner, tak i partner zvys$ujici

expresi.

Mezi latky s funkci fuzniho partnera patii protein D z
Haemophilus influenzae a nestrukturni protein z viru chfipky, NS 1
(hemaglutinin). Dal§im fuznim partnerem je protein znamy jako LytA.
S vyhodou se pouziva C-koncova c¢ast molekuly. Protein LytA je
odvozen ze Streptococcus pneumoniae, ktera syntetizuje N-acetyl-L-
-alaninamidazu, amidazu LytA, (kédovanou genem lytA gen {Gene, 43
(1986), str. 265 - 272}) tedy autolysin, ktery specificky degraduje
nékteré vazby v peptidoglykanové kostfe. C-koncova doména proteinu
LytA je odpovédna za afinitu k cholinu nebo nékterym cholinovym
analoglm jako je DEAE. Tato vlastnost byla vyuZita pro vyvinuti
expresnich plasmidl E. coli C-LytA pouzitelnych pro expresi fuznich
proteinti. Purifikace hybridnich proteind obsahujicich fragment C-LytA
na svych aminovych koncich byla jiz popsana {Biotechnology: 10,
(1992) str. 795 - 798}. Je mozné pouzivat opakujici ¢ast molekuly
LytA, ktera se nalézd na C-konci a zadina na azbytku 178, napfiklad
zbytky 188 - 305.

Do predkladaného vynalezu také patfi varianty vy8e uvedenych
polypeptidt, tj. polypeptidy, které se lisi od referenénich polypeptidi
konzervativnimi substitucemi aminokyselin, pfiéemZz zbytek je
substituovan jinym zbytkem s podobnymi vlastnostmi. Mezi takové
typické substituce patii substituce mezi Ala, Val, Leu a lle; mezi Ser a
Thr; mezi kyselymi zbytky Asp a Glu; mezi Asn a GIn; a mezi

bazickymi zbytky Lys a Arg; nebo aromatickymi zbytky Phe a Tyr.

Polypeptidy podle predkladaného vynalezu mohou byt
pfipraveny jakymkoli vhodnym zpUsobem. Mezi tyto polypeptidy patfi
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izolované, v pfirodé se vyskytujici polypeptidy, polypeptidy vyrobené
rekombinantnimi technikami, synteticky vyrobené polypeptidy, nebo
polypeptidy vyrobené kombinaci téchto metod. Prostfedky pro vyrobu

téchto polypeptidl jsou v oboru dobfe znamy.

v

Nejvyhodnéjsi je, jestlize je polypeptid podle vynalezu odvozen
z Neisseria meningitidis, ale s vyhodou mlZe byt ziskan z jinych
organismi stejného taxonomického rodu. Polypeptid podle vynalezu
mdZe byt také napfiklad ziskan z organism0 stejné taxonomické tfidy

nebo fadu.

Polynukleotidy

Pfedmétem vynalezu je poskytnuti polynukleotidil, které koduji
polypeptidy BASB029, zviasté polynukleotidy, které kéduji polypeptid
oznactovany zde jako BASB029.

Ve zvlasté vyhodném provedeni vynalezu zahrnuje polynukleotid
oblast kédujici polypeptidy BASB029 obsahujici sekvenci uvedenou
v SEQ ID No.: 1, 3, ktera zahrnuje gen s Uplnou délkou nebo jeho

variantu.

Polynukleotidy BASB029 uvedené jako SEQ ID No.: 1,3 jsou
polynukleotidy BASB029 pochéazejici z kmenl Neisseria meningitidis
ATCC13090 a H44/76.

V dal8im provedeni vyndlezu se poskytuji izolované molekuly
nukleovych kyselin kodujici a/nebo exprimujici polypeptidy BASB029
a polynukleotidy, zvlasté polypeptidy a polynukleotidy Neisseria
meningitidis BASB029, vcetné napfiklad neprocesovanych RNA,
ribozymovych RNA, mRNA, cDNA, genomovych DNA, B- a Z-DNA.
Dal§i provedeni vynalezu zahrnuji biologicky, diagnosticky,
profylakticky, klinicky nebo terapeuticky pouzitelné polynukleotidy
a polypeptidy a jejich varianty a prostfedky s jejich obsahem.
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Dal$i prfedmét vynalezu se tyka izolovanych polynukleotidQ
véetné alespon jednoho genu s Uplnou délkou, ktery kéduje polypeptid
BASB029 s dedukovanou sekvenci aminokyselin SEQ ID No.: 2, 4

a polynukleotidy s nimi Uzce pfibuzné a jejich varianty.

V dal$im zvlasté vyhodném provedeni vynalezu se poskytuje
polypeptid BASB029 z Neisseria meningitidis zahrnujici nebo
sestavajici ze sekvence aminokyselin SEQ ID No.: 2, 4 nebo jeji

varianty.

S pouzitim zde poskytovanych informaci, jako je
polynukleotidova sekvence uvedena v SEQ ID No.: 1, 3 mlzZe byt
ziskan standardnimi metodami klonovani a screeningu, jako jsou
metody klonovani a sekvenovani fragmentl chromozomalni DNA z
bakterie pouzitim bunék Neisseria meningitidis jako vychoziho
materidlu a s naslednym ziskanim klonu s Uplnou délkou,
polynukleotid podle vynalezu kédujici polypeptid BASB029. Napriklad
pro ziskani polynuklieotidové sekvence podle vynalezu jako je
polynukleotidova sekvence uvedena jako SEQ ID No.: 1, 3, se typicky
testuje knihovna klon chromozomalni DNA Neisseria meningitidis v E.
coli nebo jiném vhodném hostiteli pomoci radioaktivné znaCeného
oligonukleotidu, s vyhodou 17-meru nebo del8iho, odvozeného
z 8asteéné sekvence. Klony nesouci DNA identickou s DNA sondy
mohou byt potom odli§eny pouzitim podminek stringentni hybridizace.
Sekvenovanim jednotlivych klont, které byly takto pomoci hybridizace
identifikovany, sekvenaénimi primery odvozenymi z puavodni
polypeptidové nebo polynukieotidové sekvence, je potom mozné
prodluzovat polynukleotidovou sekvenci v obou smérech pro zjisténi
sekvence uplného genu. Toto sekvenovani se pohodiné provadi
napfiklad pouzitim denaturované dvojietézcové DNA vyrobene
z plasmidového klonu. Vhodné techniky se popisuji v publikaci
Maniatis, T., Fritsch, E. F.. a Sambrook a dalsi, MOLECULAR
CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2. vydani; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989) (viz zvlasté
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gast Screening By Hybridization 1,90 a Sequencing Denatured Double-
Straed DNA Templates 13,70). Pro ziskani genu s Uplnou délkou mizZe
byt také provedeno pfimé sekvenovani genomické DNA. Pro ilustraci
je mozZno uvést, ze kazdy polynukleotid uvedeny v SEQ ID No.: 1, 3

byl objeven v knihovné DNA odvozené z Neisseria meningitidis.

Kazda sekvence DNA uvedena v SEQ ID No.: 1, 3 navic
obsahuje otevieny &teci ramec kédujici protein s pfiblizné stejnym
po&tem aminokyselinovych zbytkl, jako se uvadi v SEQ ID No.: 2, 4
s dedukovanou molekulovou hmotnosti, kterou je mozZno vypocist
pomoci hodnot molekulovych hmotnosti aminokyselinovych zbytk,

které jsou dobfe znamé odbornikdim v oboru.

Polynukleotid sekvence SEQ ID No.: 1 koduje mezi start
kodonem na nukleotidu ¢&islo 1 a stop kodonem, ktery zacina na
nukleotidu &islo 1783 SEQ ID No.: 1, polypeptid SEQ ID No.: 2.

Polynukleotid SEQ ID No.: 3 mezi start kodonem na nukleotidu
gislo 1 a stop kodonem, ktery za¢ina na nukleotidu 1774 SEQ ID No.:
3, koéduje polypeptid SEQ ID No.: 4.

V dal8im provedeni poskytuje predkladany vynalez izolovany
polynukleotid, ktery obsahuje nebo ktery se sklada z:

(a) polynukleotidové sekvence, ktera ma ma alespofi 85%
identitu, vyhodnéji alespoit 90% identitu, jesté vyhodnéji alespoil 95%
identitu, nejvyhodnéji alespofi 97 az 99% nebo pfesnou identitu, se
SEQ ID No.: 1, 3 podél celé délky SEQ ID No.: 1, 3; nebo

(b) polynukleotidové sekvence kédujici polypeptid, ktery ma
alespon 85% identitu, vyhodnéji alespon 90% identitu, jesté vyhodnéji
alespont 95% identitu, jesté vyhodnéji alespon 97 az 99% nebo 100%
pfesnou identitu, se sekvenci aminokyselin SEQ ID No.: 2, 4 podél
celé délky SEQ ID No.: 2, 4.

Polynukleotid kodujici polypeptid podle pfedklddaneho vynalezu

véetné homologl a orthologd z druhl jinych neZ je Neisseria
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meningitidis, mohou byt ziskany zplsobem zahrnujicim kroky
screeningu vhodné knihovny za podminek stringentni hybridizace
(napfiklad s pouzitim teploty v rozmezi 45 az 65 °C a pfi koncentraci
SDS od 0,1 do 1 %) se znadenou nebo detekovatelnou sondou, ktera
je slozena nebo ktera obsahuje sekvenci SEQ ID No.: 1, 3 nebo jeji
¢ast; a izolaci Uplného genu a/nebo genomickych klonl obsahujicich

uvedenou polynukleotidovou sekvenci.

Vynalez poskytuje polynukleotidovou sekvenci, ktera je identicka
po celé své délce s kodujici sekvenci (otevieny &teci ramec) v SEQ ID
No.: 1, 3. Vynalez také poskytuje koédujici sekvenci pro zraly
polypeptid nebo jeho fragment samu o sobé stejné jako kodujici
sekvenci pro zraly polypeptid nebo fragment uvniti &teciho ramce
s jinou kodujici sekvenci, jako je sekvence kodujici Uvodni nebo
sekreéni sekvenci, pre-, nebo pro- nebo preproproteinovou sekvenci.
Polynukleotid podie vynalezu mlze také obsahovat alespon jednu
nekodujici sekvenci, véetné napfiklad bez omezeni alespoi jedné
nekddujici sekvence na 5 a 3’ konci, jako jsou pfepisovane, ale
nepfekladané sekvence, terminacni signaly (jako jsou rho-dependentni
a rho-independentni terminaéni signaly), vazebna mista ribozom,
Kozakovy sekvence, sekvence stabilizujici mRNA, introny a

polyadenylaéni signaly.

Polynukleotidova sekvence mlze také obsahovat daisi kédujici
sekvenci, kterd koduje dal$i aminokyseliny. Napfiklad muize byt
zakédovana markerova sekvence, ktera umozfiuje purifikaci
fuzovaného polypeptidu. V nékterych provedenich vynalezu je
markerovou sekvenci hexahistidinovy peptid, jak jej poskytuje vektor
pQE (Qiagen, Inc.), a ktery se popisuje v publikacich Gentz a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86: 821 - 824 (1989), nebo znacku (tag)
HA peptidu (Wilson a dal$i, Cell 37: 767 (1984), které mohou byt oba
pouzity pfi Cisténi s nimi fuzované polypeptidové sekvence.

Polynukleotidy podle vynalezu také bez omezeni zahrnuji
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polynukleotidy obsahujici strukturni gen a s nim pfirozené asociované

sekvence, které fidi genovou expresi.

Nukleotidova sekvence kodujici polypeptid BASB029 SEQ ID
No.: 2, 4 mlze byt identicka s polypeptidovou koédujici sekvenci
obsazenou v nukleotidech 1 aZ 1782 SEQ ID No.: 1, nebo sekvenci
kédujici polypeptid obsaZzenou v nukleotidech 1 az 1773 SEQ ID No.:
3. Alternativné muze jit o sekvenci, ktera je disledkem redundance
(degenerace) genetického kodu, a ktera také koéduje polypeptid SEQ
ID No.: 2, 4.

Termin ,polynukleotid kdédujici polypeptid®, jak se zde pouziva,
zahrnuje polynukleotidy, které obsahuji sekvenci kédujici polypeptid
podle vynalezu, zvlasté bakterialni polypeptid a konkrétnéji polypeptid
Neisseria meningitidis BASB029 s aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID No.: 2, 4. Tento termin také zahrnuje
polynukleotidy, které obsahuji jedinou spojitou oblast nebo nespojité
oblasti kodujici polypeptid (napfiklad polynukleotidy pferusene
integrovanym fagem, integrovanou vloZzenou sekvenci, integrovanou
vektorovou sekvenci, integrovanou transpozonovou sekvenci, nebo
nespojitou v dusledku editece RNA nebo reorganizace genomové
DNA) spolu s daldimi oblastmi, které mohou rovnéz obsahovat kédujici

a/nebo nekédujici sekvence.

Vynalez se dale tyka variant polynukleotidd popisovanych
v pfihladce, které koduji varianty polypeptidu s dedukovanou
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID No.: 2, 4.

Fragmenty polynukieotidl podle vynalezu mohou byt napfiklad
pouzity pro syntézu Uaplnych (full-length) polynukleotidi podle
vynalezu.

Dal8i zvlasté vyhodna provedeni jsou polynukleotidy kodujici
varianty BASB029, které maji aminokyselinovou sekvenci polypeptidu

BASB029 SEQ ID No.: 2, 4, ve které jsou nékolik, maly pocet, 5 az 10,

1 az 5, 1 az 3, 2, 1 nebo zadny zbytek aminokyseliny nahrazeny,
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modifikovany, vypustény a/nebo pfidany, pfiéemz mozna je jakakoli
kombinace. Mezi té&mito pfipady jsou zvlasté vyhodné tzv. micici
(silent) substituce, adice nebo delece, které nemeni viastnosti a G€inky
polypeptidu BASB029.

Dal$i vyhodna provedeni podle vynalezu jsou polynukleotidy,
které maji alespofi 85% identitu po celé jejich délce s polynukleotidem
kédujicim  polypeptid BASB029 s aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID No.: 2, 4, a polynukleotidy, které jsou s témito
uvedenymi polynukleotidy komplementarni. V této souvislosti jsou
zvlasté vyhodné polynukleotidy s alesponi 90% identitou po celé jejich
délce se stejnym vyse uvedenym polynukleotidem, a mezi nimi jsou
zvlasté vyhodné polynukleotidy, které maji identitu alespon 95 %.
Navic jsou v této skupiné polynukieotidi s identitou 95 % vysoce
vyhodné polynukleotidy s identitou alespori 97 % a mezi témito jsou
zvlasté vysoce vyhodné polynukleotidy s identitou alesport 98 % a

vy

alespoi 99 %, pficemz jesté vyhodné&jsi je identita 99 %.

Mezi vyhodna provedeni patfi polynukleotidy kédujici
polypeptidy, které si zachovavaji v podstaté stejnou biologickou funkci
nebo aktivitu jako zraly polypeptid kédovany DNA SEQ ID No.: 1, 3.

Podle jednoho z vyhodnych provedeni vynalezu se poskytuji
polynukleotidy, které hybridizuji, zvlasté za stringentnich podminek,
s polynukleotidovymi sekvencemi BASBO029, jako jsou polynukleotidy
v SEQ ID No.: 1, 3.

Vynalez se dale tyka polynukleotidd, které hybridizuji se zde
poskytovanymi polynukleotidovymi sekvencemi. V tomto ohledu se
vynalez tyka zvlasté polynukleotidl, které hybridizuji s popisovanymi
polynukleotidy za stringentnich podminek. Jak se zde pouZiva, terminy
,stringentni podminky“ a ,stringentni podminky hybridizace® znamenaji
hybridizaci, ke které dojde pouze v pfipadé, jestlize je mezi
sekvencemi shoda alespoil 95 % a s vyhodou alespoil 97 %.

Konkrétnim pfikladem podminek stringentni hybridizace je inkubace
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pfes noc pfi teploté 42 °C v roztoku obsahujicim 50% formamid, 5 x
SSC (150 mM NaCl, 15 mM citran trojsodny), 50mM fosforecnan
sodny (pH 7,6), 5 x Denhardtiv roztok, 10% sulfat dextranu a
20 pg/ml denaturované DNA lososiho spermatu upravené pasobenim
stfiznych sil, a s naslednym promyvanim hybridizaéniho nosi¢e v pufru
0,1 x SSC pfi pfiblizné 65 °C. Podminky hybridizace a prani jsou dobfe
znamé a jejich piiklady se uvadéji v publikaci Sambrook, a dalsi,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. druhé vydani, Cold Spring
Harbor, N. Y, (1989), zvlasté v kapitole 11. U polynukleotidovych
sekvenci podle pfedkladaného vynalezu muZe byt také pouzita

hybridizace v roztoku.

Vynalez také poskytuje polynukleotid slozeny z nebo obsahuijici
polynukleotidovou sekvenci ziskanou screeningem vhodné knihovny
obsahujici Upiny gen pro polynukleotidovou sekvenci uvedenou v SEQ
ID No.: 1, 3 za stringentnich podminek hybridizace pomoci sondy,
ktera ma sekvenci této polynukleotidové sekvence uvedené v SEQ ID
No.: 1, 3 nebo jeji fragment; a izolaci této polynukleotidové sekvence.
Mezi fragmenty pouzitelné pro ziskani takového polynukleotidu patfi

napfiklad sondy a primery, které se zde popisuji na jinych mistech.

Jak bude diskutovano na jinych mistech napfiklad ve vztahu
k testovani polynukleotidi podle vynalezu, tyto polynukleotidy mohou
byt pouzity jako hybridizaéni sonda pro RNA, cDNA a genomovou DNA
pro izolaci cDNA s uplnymi délkami a genomickych klonl kodujicich
BASBO029 a pro izolaci cDNA a genomickych klonl jinych genl, které
maji vysokou identitu, zviasté vysokou sekven&ni identitu, s genem
BASB029. Tyto sondy budou obecné obsahovat alespoin 15
nukleotidovych zbytkl nebo parl bazi. S vyhodou budou mit tyto
sondy alespofi 30 nukleotidovych zbytkdl nebo parl bazi a mohou
obsahovat alespot 50 nukleotidovych zbytkl nebo pari bazi. Zvlaste
vyhodné sondy budou obsahovat alespont 20 nukleotidovych zbytkl
nebo parl bazi a budou =zaroveii obsahovat méné nez 30

nukleotidovych zbytkl nebo pari bazi.
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Kédujici oblast genu BASB029 miZe byt izolovana screeningem
pouzitim sekvence DNA poskytované v SEQ ID No.: 1, 3 pro syntézu
oligonukleotidové sondy. Znaceny oligonukleotid se sekvenci
komplementarni k sekvenci genu podle vynalezu se potom pouzije pro
screening knihovny cDNA, genomické DNA nebo mRNA pro zjisténi,

které molekuly z knihovny s touto sondou hybridizuji.

V soutasnosti je k dispozici nékolik zplsobd pro ziskani molekul
DNA s plnou délkou nebo pro prodluzovani kratkych usekl DNA, které
jsou znamé odbornikim v oboru, napfikiad zpusoby zaloZené na
metodé Rapid Amplification of cDNA ends (RACE) (viz napfiklad
Frohman, a dal$i, PNAS USA 85: 8998 - 9002, 1988). Nedavneé
modifikace této techniky, které se napfiklad nazyvaji Marathon™
technology (Clontech Laboratories Inc.), podstatné zjednodusily
hledani deldich molekul cDNA. V technologii Marathon™ byly
pfipraveny cDNA z mRNA extrahované ze zvolené tkané a
,adaptorové“ sekvence navazané na oba konce. Potom se provadi
amplifikace nukleové kyseliny (PCR) pro namnoZeni ,chybgjiciho® 5'-
konce DNA s pouzitim kombinace oligonukleotidovych primerd
specifickych pro gen a pro adaptor. Reakce PCR se potom opakuje
s pouzitim ,nested" primer(, tj. primerl navrZzenych tak, aby teplotné
hybridizovaly s amplifikovanym produktem (typicky primer specificky
pro adaptor, ktery teplotné hybridizuje dale od 3'-konce adaptorove
sekvence a primer specificky pro gen, ktery teplotné hybridizuje od 5'-
konce zvolené genové sekvence). Produkty této reakce mohou byt
potom analyzovany sekvenovanim DNA a uplna DNA muze byt
zkonstruovana bud navazanim produktu pfimo na existujici DNA za
ziskani uplné sekvence nebo provedenim oddélené PCR s plnou

délkou s pouzitim nové informace o sekvenci pro navrh primeru 5'.

Polynukleotidy a polypeptidy podle vynalezu mohou byt pouZity
naptikiad jako reaké&ni &inidla pro vyzkum a materialy pro vyzkum
lé¢eni a diagnozy onemocnéni, zvlasté onemocnéni Clovéka, jak bude

dale diskutovano v souvislosti s analyzami polynukleotidd.
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Polynukleotidy podle vynalezu, které jsou oligonukleotidy
odvozené se sekvence SEQ ID No.: 1 - 4, mohou byt pouzity u zde
popisovanych zpUsobd, ale s vyhodou pro PCR, pro zjisténi, zda jsou
nebo nejsou zde identifikované polynukleotidy v bakterii nebo
infikované tkani zcela nebo z&asti transkribovany. Tyto sekvence
budou také pouzitelné pfi diagndza stadia infekce a typu infekce

vyvolané patogenem.

Vynalez také poskytuje polynukleotidy, které koduji polypeptid,
ktery je zralym proteinem, plus daléi amino- nebo karboxykoncové
aminokyseliny, nebo aminokyseliny uvnitf zralého polypeptidu (jestlize
napfiklad zrala forma obsahuje vice neZ jeden polypeptidovy fetézec).
Tyto sekvence mohou mit mj. tlohu pfi Upravé (procesovani) proteinu
z formy prekurzoru do formy zralého proteinu, mohou umoziovat
transport proteinu, mohou prodluZovat nebo zkracovat pologas
proteinu nebo mohou umoziovat manipulaci s proteinem pro testovani
nebo vyrobu. Jak je tomu obecné in vivo, dal§i aminokyseliny mohou

byt procesovany mimo zraly protein celularnimi enzymy.

Pro kazdy polynukleotid podle vynalezu se poskytuje
polynukleotid, ktery je s nim komplementarni. Je vyhodné, jestlize jsou
tyto komplementarni polynukleotidy uplné komplementarni ke

kazdému polynukieotidu, se kterym jsou komplementarni.

Prekurzorovy protein, ktery obsahuje zralou formu polypeptidu
fuzovanou k jedné nebo vice prosekvencim mlize byt inaktivni forma
polypeptidu. Kdyz se prosekvence odstrani, tyto inaktivni prekurzory
se obecné aktivuji. N&které nebo v8echny prosekvence mohou byt
pfed aktivaci odstranény. Obecne se takové prekurzory nazyvaji

proproteiny.

Navic ke standardnim oznaéenim nukleotidd A, G, C, T/U muze
byt pro popis ur&itych polynukleotidi podle vynalezu pouzito oznaceni
_N“. ,N“ znamena, Ze na takto oznacené poloze v sekvenci DNA nebo

RNA se muze objevit jakykoli ze ¢tyf nukleotidi DNA nebo RNA, av8ak



10

15

20

25

»

.
ses e
XXX
.
evsoe

]
seve
eone
L]
ovesve

se0e oo (X} eee X ]

je vyhodné, jestlize N neni nukleova kyselina, ktera by poskytla, pokud
se provadi ¢teni ve spravném ¢&tecim ramci a pokud se N bere v
kombinaci se sousedicimi kombinacemi nukleotid(, kodon pfed¢asné

trminace takového &teciho ramce.

Je tedy mozné shrnout, Ze polynukleotid podle vynalezu muize
kodovat zraly protein, zraly protein plus Uvodni sekvenci (ktery mlze
byt oznadovany jako preprotein), prekurzor zralého proteinu obsahujici
jednu nebo vice prosekvenci, které nejsou uvodnimi sekvencemi
preproteinu, nebo preproprotein, ktery je prekurzor proproteinu, a ktery
obsahuje Gvodni sekvenci a jednu nebo vice prosekvenci, které se
obecné v prabéhu kroku procesovani odstrani za vytvofeni aktivni

a zralé formy polypeptidu.

Podle jednoho provedeni vynalezu se poskytuje pouziti
polynukleotidu podle vynalezu pro terapeutické nebo profylaktické

pouZiti, zvlasté genetickou imunizaci.

Pouziti polynukleotidu podle prfedkladaného vynalezu pfi
genetické imunizaci bude obvykle vyuZivat vhodné metody dodavani,
jako je pfima injekce plasmidové DNA do svalG (Wolff a dalsi, Hum.
Mol. Genet. (1992) 1: 363. Manthorpe a dalsi, Hum. Gene Ther. (1983)
4: 419), dodani DNA v komplexu se specifickymi proteinovymi nosigi
(Wu a dalsi, J. Biol. Chem. (1989) 264: 16985), koprecipitace DNA s
fosforeénanem vapenatym (Benvenisty & Reshef, PNAS USA, (1986)
83: 9551), zapouzdfeni DNA v rlznych formach liposoml (Kaneda a
dalSi, Science (1989) 243: 375), bombardovani ¢asticemi (Tang a
dalSi, Nature (1992) 356: 152, Eisenbraun a dali, DNA Cell. Biol.
(1993) 12: 791) a infekce in vivo s vyuzitim klonovanych retroviralnich
vektorl (Seeger a dal$i, PNAS USA (1984) 81: 5849).
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Vektory, hostitelské burky, expresni systémy

Vynalez se také tyka vektord obsahujicich polynukleotid nebo
polynukleotidy podle vynalezu, hostitelskych bunék, které jsou
vytvofeny metodou genetického inZenyrstvi vektory podle vynalezu a
vyroby polypeptidi podle vynalezu rekombinantnimi technikami. Pro
vyrobu takovych proteind mohou byt také pouZity bezbun&éné
translaéni systémy pouzitim kyselin RNA odvozenych z konstruktd
DNA podle vynalezu.

Rekombinantni polypeptidy podle predkliadaného vynalezu
mohou byt vyrobeny zplsoby dobfe znamymi odbornikim v oboru
z hostitelskych  bunék pfipravenych  genetickym inZenyrstvim
a obsahujicich expresni systémy. V dalsim provedeni se tedy
predkladany vynalez tyka expresnich systéma, které obsahuji
polynukleotid nebo polynukleotidy podle predkladaného vynalezu,
hostitelskych bunék, které byly ziskany metodami genetického
inZenyrstvi s pouZitim téchto expresnich systémi a vyroby polypeptid
podle vynalezu rekombinantnimi technikami.

Pro rekombinantni vyrobu polypeptidl podle vynalezu mohou byt
hostitelské burky upraveny metodami genetického inzenyrstvi tak, aby
obsahovaly expresni systémy nebo jejich &asti nebo polynukleotidy
podle vynalezu. Zavedeni polynukleotidu do hostitelské buriky mlze
byt uskuteénéno zplsoby popsanymi v mnoha standardnich
laboratornich manualech, jako je Davis, a dal8i, BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, (1986) a Sambrook, a dal§i, MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2. vyd., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989), jako je napfiklad
transfekce pouzitim fosfore¢nanu vapenatého, transfekce
zprostfedkovana DEAE  dextranem, transvekce,  mikroinjekce,
transfekce zprostiredkovana kationtovym  lipidem, elektroporace,

transdukce, vnaseni skrabanim, balistické vnageni a infekce.
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Reprezentativnimi priklady vhodnych hostiteli jsou napfiklad
bakterialni burky, jako jsou buiiky  streptokokl, stafylokoka,
enterokokd, E. coli, streptomycet, kyanobakterii, Bacillus subtilis,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus  influenzae a  Neisseria
meningitidis; burfiky hub, jako jsou kvasinkové buniky, Kluveromyces,
Saccharomyces, a basidiomycety, Candida albicans a Aspergillus;
hmyzi buiky, jako jsou buiky Drosophila S2 a Spodoptera Sf9:
ZivoCisné buriky jako jsou burikky CHO, COS, HelLa, C127, 3T3, BHK,
293, CV-1 a buiky Bowesova melanomu; rostlinné buriky, jako jsou

bufiky gymnospermu nebo angiospermu.

Pro vyrobu polypeptidi podle vynalezu muze byt pouzita cela
rada expresnich systémd. Mezi takové vektory patfi mj. vektory
odvozené z chromozomd, epizomi a vird, napfiklad vektory odvozené
Z bakterialnich plasmidd, bakteriofagl, transpozond, kvasinkovych
epizomd, inzerénich element(, kvasinkovych chromozomalnich
elementd, vir( jako jsou bakuloviry, papovaviry, jako je SV40, vakcinie,
adenoviry, viry drdbezich nestovic, viry pseudorabies, pikornaviry,
retroviry a alfaviry a vektory odvozené z jejich kombinaci, jako jsou
vektory odvozené z plasmidovych a bakteriofagovych genetickych
elementd, jako jsou kosmidy a fagmidy. Konstrukty expresnich
systém( mohou obsahovat Fidici oblasti, které reguluji a pfipravuji
expresi. V tomto smyslu mize byt pro expresi obecné pouzit jakykoli
systém nebo vektor vhodny pro udrZovani, propagaci nebo expresi
polynukieotidi a/nebo pro expresi polypeptidu v hostiteli. Do
expresniho systému miZe byt vioZena pfislusna sekvence DNA
jakoukoli z fady znamych a rutinnich technik, jako jsou napftiklad
postupy uvadéné v knize Sambrook a dalsi, MOLECULAR CLONING,
A LABORATORY MANUAL (vySe).

U rekombinantnich expresnich systéml v eukaryotickych
organismech mohou byt zavedeny do exprimovaného polypeptidu
vhodné sekreéni signaly pro umoznéni sekrece pfekladaného proteinu

do lumen endoplazmatického retikula, do periplazmatického prostoru
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nebo do extracelularniho prostfedi. Tyto signaly mohou byt ve vztahu

k polypeptidu endogenni nebo muze jit o heterologni signaly.

Polypeptidy podle pfedkladaného vynalezu mohou byt izolovany
a Cistény z rekombinantnich bunéénych kultur znamymi zpisoby,

vCetné sraZeni siranem amonnym nebo ethanolem, extrakce

kyselinami, aniontovou nebo kationtovou iontoménic¢ovou
chromatografii, fosfocelulézovou chromatografii, chromatografii
vyuZzivajici hydrofobni interakce, afinitni chromatografii,

hydroxylapatitovou chromatografii a lecitinovou chromatografii.
Nejvyhodnéji se pro &iSténi pouziva afinitni chromatografie s ionty
kovu (ion metal affinity chromatography, IMAC). Pro regeneraci aktivni
konformace proteinli v pfipadé denaturace polypeptidu bé&hem
intracelularni syntézy, izolace a/nebo purifikace mohou byt pouzity

dobfe znamé techniky refoldingu.

Jako expresni systém mlze byt také pouZit rekombinantni Zivy
organismus, jako je virus nebo bakterie. Pfisludny gen mlzZe byt
vloZzen do genomu zivé rekombinantni bakterie nebo viru. Inokulace
a infekce in vivo timto Zivym vektorem povede k expresi antigenu in
vivo a indukci imunitnich odpovédi. Viry a bakterie pouzivané k tomuto
ucelu jsou napfiklad viry nestovic (napf. vakcinia, driibeZi nestovice,
kanarCi nes$tovice), alfaviry (Sindbis virus, Semliki Forest Virus,
Venezuelian Equin Encephalitis Virus), adenoviry, viry spojené
s adenoviry, pikornaviry (poliovirus, rhinovirus), herpesviry (varicella
zoster virus, atd), Listeria, Salmonella, Shigella, Neisseria, BCG. Tyto
viry a bakterie mohou byt virulentni nebo oslabené rliznymi zpusoby

pro ziskani Zivych vakcin. Tyto Zivé vakciny tvofi také &ast vynalezu.

Diagnostické, prognostické, sérotypové a mutaéni testy

Tento vynalez je také zaméfen na pouzZiti polynukleotid(
a polypeptidd BASB029 podl vynalezu pro pouziti jako diagnostickych
reagencii. Detekce polynukleotidi a/nebo polypeptidi BASB029
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v eukaryotech, zvlasté savcich a zviasté u Cclovéka poskytuje
diagnostickou metodu pro diagnézu onemocnéni, stadia onemocnéni
nebo odpovédi infekéniho organismu na l|é&iva. Eukaryoty, zvlasté
savci a zvlasté Clovék, zvlasté jedinci infikovani nebo s podezienim na
infekci organismem obsahujicim gen nebo protein BASB029, mohou
byt detekovany na urovni nukleovych kyselin nebo aminokyselin fadou
dobfe znamych zplsobl stejné jako pouzitim zde popisovanych
metod.

Polypeptidy a polynukleotidy pro prognézu, diagnézu nebo jiné
analyzy mohou byt ziskany 2z domnéle infikovanych a/nebo
infikovanych télesnych materiald jednotlivel. Polynukleotidy z
jakychkoli téchto zdrojl, zvlasté DNA nebo RNA, mohou byt pouzity
pfimo pro detekci nebo mohou byt enzymaticky amplifikovany pouzitim
PCR nebo jiné techniky amplifikace pfed analyzou. Stejnymi zplsoby
také mohou byt pouzZity RNA, zvlast€¢ mRNA, cDNA a genomova DNA.
PouZitim amplifikace mulze byt provedena analyzou genotypu
zvoleného polynukleotidu organismu charakterizace druh(i a kmena
infek&niho organismu nebo organismu pfitomného v jednotlivci. Delece
nebo inzerce mohou byt detekovany zménou velikosti amplifikovaného
produktu v porovnani s genotypem referenéni sekvence zvolené
z pfibuzného organismu, s vyhodou rozdilnych druhl stejného rodu
nebo rozdilnych kmenl stejného druhu. Bodové mutace je mozZno
identifikovat  hybridizaci amplifikované DNA se znadenymi
polynukleotidovymi sekvencemi BASB029. Uplné nebo vyznamnym
zpusobem souhlasici sekvence mohou byt odliSen z nedostate&né
nebo podstatnéji odliSnych duplext stépenim DNazou nebo RNazou
pro DNA, popfipadé RNA, nebo detekci rozdild v teplotach tani nebo
renaturacnich kinetikach. Rozdily v polynukleotidové sekvenci mohou
byt také detekovany zménami v elektroforetické pohyblivosti
polynukleotidovych fragmentl v gelech ve srovnani s referenéni
sekvenci. Toto porovnani muze byt provadéno s pouzitim nebo bez

pouziti denaturaénich €inidel. Rozdily mezi polynukleotidy mohou byt
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také detekovany pfimym sekvenovanim DNA nebo RNA, viz napfikiad
Myers a dals$i, Science, 230: 1242 (1985). Zmény sekvence v urfitych
specifickych polohach mohou byt také odhaleny testy s nukledzovym
chranénim, jako jsou testy s RNazovou, V1 a S1 ochranou nebo
metody chemického §tépeni, viz napfiklad Cotton a dalsi, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 85: 4397 - 4401 (1985).

V dal$im provedeni je mozno vytvofit soubor oligonukleotidovych
sond obsahujici nukleotidovou sekvenci. BASBO029 nebo jeji fragmenty,
pro provadéni uc€inného screeningu napfiklad genetickych mutaci,
sérotypu, taxonomické klasifikace nebo identifikace. Metody
technologie soubor( (array technology) jsou dobfe znamé a jsou
obecné pouziteiné a mohou byt pouzity vyfeSeni fady otazek
v molekularni genetice v€etné genové exprese, genetického
propojovani a genetické variability (viz napfiklad Chee a dalsi,
Science, 274: 610 (1996)).

V dal8im provedeni se tedy predkladany vynalez tyka

diagnostického kitu, ktery zahrnuje:

(a) polynukleotid podle pfedkladaného vynalezu, s vyhodou

s nukleotidovou sekvenci SEQ ID No. 1, 3, nebo jeji fragment;

(b) nukleotidovou sekvenci komplementarni se sekvenci podle

odstavce (a);

(c) polypeptid podle piedkladaného vynalezu, s vyhodou
polypeptid SEQ ID No.: 2, 4 nebo jeho fragment; nebo

(d) protilatku proti polypeptidu podle pfedkladaného vynalezu,
s vyhodou proti polypeptidu SEQ ID No.: 2, 4.

Bude zrejmé, ze kazdy takovy kit (a), (b), (c) nebo (d) muze
obsahovat podstatnou slozku. Kit tohoto typu bude mj. pouzitelny pfi
diagnostice onemocnéni nebo vnimavosti na onemocnéni.

Predkladany vynalez se tyka také pouziti polynukleotidd podie

pfedkladaného vynalezu jako diagnostickych ¢inidel. Detekce
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mutované formy polynukleotidu podle vynalezu, s vyhodou SEQ ID
No.: 1, 3, ktera je asociovana s onemocnénim nebo patogenitou, bude
poskytovat diagnosticky nastroj, ktery mize pfispét k vyfeSeni nebo
definovat diagnézu onemocnéni, prognézu prib&hu onemocneéni,
uréeni stadia onemocnéni, nebo zjisténi vnimavosti na onemocneéni,
které je disledkem nedostate¢né exprese, nadmeérné exprese nebo
zménéné exprese polynukleotidu. Organismy, zvlasté infekeni
organismy nesouci mutace v takovém polynukleotidu mohou byt
detekovany na polynukleotidové Grovni fadou zplsobl, jako jsou

zpusoby popisované v piedkladané pfihlasce na jinych mistech.

Buriky z organismu nesouci mutace nebo polymorfismy (alelické
variace) v polynukleotidu a/nebo polypeptidu podle vynalezu mohou
byt detekovany na UGrovni polynukleotidd nebo polypeptidi fadou
zpusobll, coZ napfiklad umozni zafazeni podle sérotyp(i. Pro detekci
mutaci v RNA je napfiklad mozZno pouzit RT-PCR. Zvlasté vyhodné je
pouziti metody RT-PCR spolu s automatickymi detekénimi systemy,
jako je napfiklad GeneScan. Pro stejny uc¢el PCR mohou byt také
pouzity RNA, cDNA nebo genomickd DNA. Jako pfiklad je mozno
uvést pouziti primert PCR komplementarnich k polynukleotidu

kédujicimu polypeptid BASB029 pro identifikace a analyzu mutaci.

Vynalez dale poskytuje primery, u nichZ byly odstranény 1, 2, 3
nebo 4 nukleotidy z 5 a/nebo 3’ konce. Tyto primery mohou byt
pouzity mj. pro amplifikaci BASB029 DNA a/nebo RNA izolovanych ze
vzorku odvozeného z jednotlivce, jako napfiklad té&lesného materialu.
Tyto primery mohou byt pouzity pro amplifikaci polynukieotidu
izolovaného z infikovaného jednotlivce tak, Ze tento polynukleotid
muZe byt potom testovan rGznymi zplsoby s cilem zjistit sekvenci
polynukleotidu. Timto zpUsobem je moZzno detekovat mutace
v sekvenci polynukleotidu a vysledky pouzit pro diagnézu a/nebo
progn6zu infekce nebo jejiho stadia nebo prib&hu, nebo pro zjisténi

sérotypu a/nebo klasifikaci infek&niho Cinidla.
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Pfedkladany vynalez dale zahrnuje zpUsob diagnostiky
onemocnéni, s vyhodou bakterialnich infekci, je$t& vyhodnéji infekci
zpUsobenych Neisseria meningitidis, ktery zahrnuje zjiSténi zvySene
miry exprese polynukleotidu se sekvenci SEQ ID No.: 1, 3 ve vzorku
odebraného z jednotlivce, jako je télesny material. ZvyS8enou nebo
snizenou expresi polynukleotidu BASB029 je mozno meéfit pouZzitim
jakékoli z metod znamych v oboru zaméfenych na kvantitativni
stanoveni polynukleotidl, jako je napfiklad amplifikace, PCR, RT-PCR,
RNazova ochrana, northernovy prenos, spekirometrie a jiné metody

hybridizace.

Navic je mozno pouzit diagnostického testu podle vynalezu pro
detekci nadmérné exprese polypeptidu BASB029 v porovnani se
vzorky normalni kontrolni tkané napfiklad pro detekci pfitomnosti
infekce. Metody testu budou zpUsoby pouzivané pro stanoveni hladin
polypeptidu BASB029 ve vzorku odebraném hostiteli, jako je télesny
material, pficemz tyto zplsoby jsou v oboru dobfe znamé. Mezi tyto
testovaci metody patii radioimunologické analyzy, testy vyuZivajici
kompetitivni vazby, analyza Westernovym pfenosem, sendviCové

protilatkové analyzy, detekce protilatek a metody ELISA.

Polynukleotidy podle vynalezu mohou byt pouZity jako slozky
polynukleotidovych poli, s vyhodou poli nebo mfizi s vysokou
hustotou. Tato pole s vysokou hustotou jsou zvlasté pouzitelna pro
diagnostické a prognostické ucely. Napfiklad pro zjisténi pfitomnosti
uréité  polynukleotidové sekvence nebo pfibuzné sekvence
u jednotlivce je mozno pouzit souboru bodové nanesenych materialll
(spots), pfi€éemz kazdy ¢&len souboru obsahuje rlizny gen, a déle
obsahuje polynukleotid nebo polynukieotidy podle vynalezu, a
testovani pomoci sondy, napfiklad ziskané hybridizaci nebo
amplifikaci nukleové kyseliny ziskané z télesného vzorku. Takova
pfitomnost mlze indikovat pfitomnost patogenu, zvlasté Neisseria
meningitidis, a mQze byt pouZitelna pfi diagnéze a/nebo prognodze

onemocnéni nebo prabéhu onemocnéni. Vyhodné jsou mfize
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obsahujici fadu variant polynukleotidové sekvence SEQ ID No.: 1, 3.
Vyhodna je také mfiz obsahujici fadu variant polynukleotidove

sekvence kodujici polypeptidovou sekvenci SEQ ID No.: 2,4.

Protilatky

Polypeptidy a polynukleotidy podle vynalezu nebo jejich varianty
nebo buriky exprimujici tyto latky mohou byt pouZity jako imunogeny
pro vytvofeni protilatek, které jsou imunospecifické pro tyto polypeptid,
popfipadé polynukleotidy.

V nékterych vyhodnych provedenich podle vynalezu se poskytuji
protilatky proti polypeptidim nebo polynukleotiddm BASBO029.

Protilatky vytvofené proti polypeptidim nebo polynukleotiddim
podle vynalezu mohou byt ziskany podavanim polypeptidi a/nebo
polynukleotidi podle vynalezu, nebo fragmentl nesoucich epitopy
jedné nebo obou téchto skupin, analogl jedné nebo obou téchto
skupin nebo bunék exprimujicich zastupce jedné nebo obou skupin
zvifeti, s vyhodou zvifeti odliSnému od ¢lovéka, pouzitim rutinnich
protokolld. Pro vyrobu monoklonalnich protilatek je moZno pouZit
jakékoli techniky znamé v oboru, ktera poskytuje protilatky
produkované kontinualnimi bunéénymi kulturami. Mezi pfiklady patfi
rizné techniky, napfiklad popisované v Kohler, G. a Milstein, C.,
Nature 256: 495 - 497 (1975); Kozbor a dal8i, Imunology Today 4: 72
(1983); Col a dalsi, str. 77 - 96 v MONOCLONAL ANTIBODIES A
CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc. (1985).

ZpUsoby produkce jednofetézcovych protilatek (US patent No.
4,946,778) mohou byt upraveny pro produkci jednofetézcovych
protilatek  proti  polypeptidim nebo  polynukleotidim podle
predkladaného vynalezu. Pro expresi humanizovanych protilatek

imunospecifickych vi&i polypeptidim nebo polynukleotidim podle
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vynalezu mohou byt také pouzity transgenni mySi nebo jiné organismy

nebo zivo€ichové, jako jsou jini savci.

Pro volbu genl pro protilatky s vazebnymi aktivitami vzhledem
k polypeptidu podle vynalezu muze byt také pouzita technologie typu
phage display, bud ze skupiny v-genl nebo lymfocytl amplifikovanych
PCR z lidi, u kterych byl proveden screening na aktivitu anti-BASB029,
nebo z knihoven (McCafferty, a dalsi (1990), Nature, 348, 552 - 554;
Marks, a dalsi (1992), Biotechnology, 10, 779 - 783). Afinita téchto
protilatek mulze byt také zlepsena napfiklad michanim Fetézcl
(Clackson, a dalsi (1991), Nature, 352: 628).

Vyse popisované protilatky mohou byt pouZzity pro izolaci nebo
pro identifikaci klonl exprimujicich polypeptidy nebo polynukleotidy
podle vynalezu pro ¢isténi polypeptidd nebo polynukleotidi napfiklad

afinitni chromatografii.

Tak napfiklad protilatky proti polypeptidu BASBO029 nebo
polynukleotidu BASB029 mohou byt pouzity pro 1é€eni infekci, zviasté
bakterialnich infekci.

Mezi varianty polypeptidll patfi antigenné, epitopové nebo
imunologicky ekvivalentni varianty; tyto varianty tvofi dalSi zvlastni

provedeni pfedkladaného vynalezu.

Protilatka nebo jeji varianta je s vyhodou modifikovana, aby bylo
dosazeno jeji mensi imunogenicity u jednotlivce. Jestlize je napfiklad
timto jedincem  ¢lovék, protilatka mlze byt nejvyhodnéji
,humanizovana“, kde oblast nebo oblasti protilatky odvozené z
hybridomu uréujici komplementaritu, jsou transplantovany do lidské
monoklonalni protilatky, napfiklad jak se popisuje v Jones a dalSi
(1986), Nature, 321, 522 - 525 nebo Tempest, a dalSi (1991),
Biotechnology, 9, 266 - 273.
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Latky s antagonistickym a agonistickym u€inkem, testy a molekuly

Polypeptidy a polynukleotidy podle vynalezu mohou byt take
pouZity pro testovani vazby substratl a ligandi s malou velikosti
molekuly, napfiklad v buikach, bezbuné&énych preparatech,
chemickych knihovnach a smésich pfirodnich produkti. Tyto substraty
a ligandy mohou byt pfirodni substraty a ligandy, nebo mohou
napodobovat strukturu nebo funkci téchto latek, viz napf. Coligan, a

dal§i, Current Protocols in Imunology (2): kapitola 5 (1991).

Metody screeningu mohou jednodu$e méfit vazbu slouéeniny
pfipadajici v Gvahu na polypeptid nebo polynukleotid, nebo na bunky
nebo membrany nesouci polypeptid nebo polynukleotid, nebo fuzni
protein polypeptidu prostfednictvim znacky, kterd je pfimo nebo
nepifimo spojena se slouéeninou pfipadajici v uvahu. Alternativné
muUZe metoda screeningu zahrnovat kompetitivni reakci se znaenym
kompetitorem. Navic mohou tyto metody screeningu testovat, zda
slouc¢enina pfipadajici v Uvahu poskytuje signal vytvofeny aktivaci
nebo inhibici polypeptidu nebo polynukleotidu, s pouzitim detekCnich
systétml vhodnych pro bufky obsahujici polypeptid nebo
polynukleotid. Inhibitory aktivace se obecné testuji v pfitomnosti
znamého agonisty a pozoruje se vliv na aktivaci agononisty
pfitomnosti slou€eniny pfipadajici v uvahu. Pfi metodach screeningu
na inverzni agonisty nebo inhibitory mohou byt pouZity konstitutivné
aktivni polypeptidy a/nebo konstitutivné exprimované polypeptidy a
polynukleotidy, v nepfitomnosti agonisty nebo inhibitoru, testovanim,
zda sloucéenina pfichazejici v Gvahu poskytne inhibici nebo aktivaci
polypeptidu nebo polynukleotidu. Metody screeningu mohou dale
jednodus$e zahrnovat kroky michani slou€eniny pfipadajici v uvahu
s roztokem obsahujicim polypeptid nebo polynukleotid podle
pfedkladaného vynalezu za vytvofeni smési, méfeni aktivity
polypeptidu a/nebo polynukleotidu BASB029 ve smési a porovnani
aktivity polypeptidu a/nebo polynukleotidu BASB029 ve smési se

standardem. Pro vysoce vykonné metody screeningu pro identifikaci
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antagonisti polypeptidu podle predkladaného vynalezu stejné jako
fylogeneticky a/nebo funkéné pribuznych peptidl je mozno také pouzit
fuznich protein(, jako jsou proteiny vyrobené z ¢asti Fc a polypeptidu
BASB029, jak bylo popsano vySe (viz D. Bennett, a dalsi, J. Mol
Recognition, 8: 52 - 58 (1995); a K. Johanson, a dalsi, J. Biol. Chem.,
270 (16): 9459 - 9471 (1995)).

Polynukleotidy, polypeptidy a protilatky, které se vazou a/nebo
interaguji s polypeptidem podle pfedkladaného vynalezu, mohou byt
také pouzity pro konfiguraci metod screeningu pro detekci vlivu
pfidanych slou€enin na produkci mRNA a/nebo polypeptidu v bufikach.
Napfiklad metoda ELISA muze byt upravena pro méfeni
sekrenovanych hladin polypeptidu nebo s burfikami asociovanych
hladin polypeptidu pouzitim monoklonalnich a polyklonalnich protilatek
standardnimi metodami znamymi v oboru. Tak je mozno zjistit latky,
které mohou inhibovat nebo zvySovat produkci polypeptidu (nazyvané
take latky s antagonistickym, popfipadé agonistickym uginkem)

z vhodné manipulovanych bunék nebo tkani.

Vynalez také poskytuje zplsob screeningu slouéenin pro
identifikaci téch latek, které zvySuji (agonizuji) nebo blokuji
(antagonizuji) plsobeni polypeptidd nebo polynukleotidd BASB029,
zvlasté téch sloucenin, které maji bakteristatické a/nebo baktericidni
a€inky. Mezi zplsoby screeningu mohou patfit techniky s vysokou
prichodnosti. Napfiklad pro screening latek s agonistickymi nebo
antagonistickymi u€inky se inkubuje synteticka reakéni smés, bunécény
kompartment jako je membrana, bunéény obal nebo bunécna sténa,
nebo preparat vytvofeny z téchto prvkl s obsahem polypeptidu
BASBO029 spolu se znadenym substratem a/nebo ligandem takového
polypeptidu v nepfitomnosti nebo v pfitomnosti molekuly pfichazejici v
Gvahu, kterd mlze mit vzhledem k BASBO029 agonistické nebo
antagonistickeé ucinky. Schopnost molekuly pfichazejici v uvahu
agonizovat nebo antagonizovat polypeptid BASB029 se odrazi ve

snizené vazb& znaeného ligandu nebo snizené tvorbé produktu
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z takového substratu. Molekuly, které se vazou bez nasledkq, tj. bez
indukce U¢inkd polypeptidu BASB029, jsou nejpravdépodobnéji
dobrymi antagonisty. Molekuly, které se dobfe vazou a v zavislosti na
jednotlivych pfipadech zvySuji miru tvorby produktu ze substratu,
zvys$uji prenos signalu nebo zvys$uji aktivitu chemického kanalu, maji
agonistické ucinky. Detekce miry nebo koncentrace v zavislosti na
jednotlivych pfipadech, vytvafeni produktu ze substratu, pfevodu
signall nebo aktivity chemického kanalu muze byt zesilena pouZitim
reporterového systému. Reporterové systémy, které mohou byt v této
souvislosti uziteéné, zahrnuji, bez omezeni na kolorimetrické metody,
znacéeny substrat prevedeny na produkt, reporterovy gen odpovédny
za zmény v aktivité polynukleotidu nebo polypeptidu BASB029

a metody testovani vazby znamé v oboru.

DalSim piikladem testu na latky s agonistickym u&inkem na
BASB029 je kompetitivni test, ktery kombinuje BASB029 a latku
s potencialnim agonistickym u€inkem s molekulami, které se vazou na
BASB029, molekulami, které se vazou na rekombinantni BASB029,
pfirozenymi substraty nebo ligandy nebo latkami napodobujicimi
substrat nebo ligand, za vhodnych podminek pro test kompetitivni
inhibice. BASB029 muze byt znaéeny, napfiklad radioaktivitou nebo
slouéeninou umoznujici kolorimetrické stanoveni, takze Ize uréit pocet
molekul BASB029 navazanych na vazebnou molekulu nebo
pfemé&nénych na produkt a tak pfesné stanovit ucinnost latky

s potencialnim antagonistickym ucinkem.

Mezi latky s potencialnim antagonistickym uc€inkem patii mj.
malé organické molekuly, peptidy, polypeptidy a antibiotika, ktera se
vazou na polynukleotid a/nebo polypeptid podle vynalezu a tim inhibuji
nebo oslabuji jeho aktivitu nebo expresi. Latkami s potencialnim
antagonistickym G¢€inkem mohou byt také malé organické molekuly,
peptid, polypeptid jako je Uzce pfibuzny protein nebo protilatka, ktera
se vaze na stejna mista na vazebné molekule, jako je vazebna

molekula, aniz by indukovala uginky vyvolavané BASB029, ¢&imz
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zabrani plsobeni nebo expresi polypeptidli a/nebo polynukleotid
BASB029 tim, Ze se znemoZni vazba téchto polypeptidd a/nebo
polynukleotidi BASB029.

Mezi latky s potencialnim antagonistickym uc€inkem patfi mala
molekula, ktera se vaze na vazebné misto pro polypeptid a obsadi je,
¢imz se zamezi vazbé celularnich vazebnych molekul, takze se
zabrani normalni biologické aktivité. Pfiklady malych molekul zahrnuji
bez omezeni malé organické molekuly, peptidy nebo molekuly
podobné peptidim. Mezi dalSi latky s potencialnim antagonistickym
Gucinkem patfi antisense molekuly (viz Okano, J. Neurochem., 56: 560
(1991); OLIGODEOXYNUKLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBITORS
OF GENE EXPRESSION, CRC Press, Boca Raton, FL (1988), kde je
uveden popis téchto molekul). Mezi vyhodné potencialné
antagonistické slouc¢eniny patfi latky, které jsou pfibuzné s BASB029

nebo jsou jeho varianty.

V dalSim provedeni se pfedkladany vynalez tyka rozpustnych
fuznich proteinli ziskanych genetickym inzenyrstvim, které obsahuji
polypeptid podle pfedkladaného vynalezu nebo jeho fragment a rizné
¢asti  konstantnich  oblasti tézkych nebo lehkych fetézch
imunoglobulini  rGznych podtfid (1gG, IgM, IgA, IgE). Jako
imunoglobulin je vyhodna konstantni &ast téZkého fetézce lidskeho
IgG, zvlasté IgG1, kde fuze probiha oblasti ohybu. V konkrétnim
provedeni muze byt ¢ast Fc odstranéna jednoduse inkorporaci $tépici
sekvence, kterda mlOze byt rozstépena faktorem krevni srazlivosti Xa.
Predkladany vynalez se dale tyka zplsob( vyroby téchto fuznich
proteinli metodami genetického inzenyrstvi a jejich pouziti pro
screening léCiv, diagndézu a terapii. Dal8i provedeni vynalezu se také
tyka polynukleotidd kédujicich tyto fuzni proteiny. Priklady technologie
fuznich proteinli je mozno nalézt v mezinarodnich patentovych
pfihlaSkach No. WO 94/29458 a WO 94/22914.
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Kazda =z polynukleotidovych sekvenci poskytovana v
predkladaném vynalezu muZe byt pouZita pro vyzkum a vyvoj
antibakterialnich sloudenin. Kédovany protein mlzZe byt po expresi
pouzit jako cil pro screening antibakterialnich 1é¢iv. Navic mohou byt
polynukleotidové sekvence kodujici aminokoncové oblasti kodovaného
proteinu nebo Shine-Delgarnovu sekvenci nebo jineé sekvence
umoZfiujici translaci pfislusné mRNA pouzity pro zkonstruovani
antisense sekvenci pro fizeni exprese koédujici sekvence, o kterou se

zajimame.

Vynalez také poskytuje pouZiti polypeptidu, polynukleotidu,
agonisty nebo antagonisty podle vynalezu pro zasahovani do
podateéni fyzikalni interakce mezi patogenem nebo patogeny
a eukaryotickym, s vyhodou sav&im hostitelem, odpovédnymi za
naslednou infekci. Konkrétné mohou byt pouzity molekuly podle
vynalezu: pfi prevenci adheze bakterii, zvlasté grampozitivnich a/nebo
gramnegativnich bakterii, na eukaryotické, s vyhodou sav¢i proteiny
extracelularni matrix nebo zafizeni zasahujicich do organismu nebo na
proteiny extracelularni matrix v poranénich; pro blokovani bakterialni
adheze mezi proteiny eukaryotické, s vyhodou sav¢i extracelularni
matrix a bakterialnimi proteiny BASBO029, které zprostiedkuji
poskozeni tkané a/nebo pro blokovani normalniho postupu
patogeneze pro infekci iniciované jinak nez implantaci zafizeni do

organismu nebo jinymi chirurgickymi technikami.

Podle dalsiho provedeni vynalezu se poskytuji latky
s agonistickym a antagonistickym G¢inkem na BASB029, s vyhodou
latky s agonistickym a antagonistickym uc€inkem s bakteristatickym

nebo baktericidnim plsobenim.
Latky s antagonistickymi a agonistickymi G&inky podle vynalezu
mohou byt pouzity napfiklad pro prevenci, inhibici a/nebo léCeni

onemochnéni.
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V dalsim provedeni se predkladany vynalez tyka mimotop(
polypeptidu podle vynalezu. Mimotop je peptidova sekvence, ktera je
dostatetné podobna nativnimu peptidu (sekvenci nebo strukturou),
takZe je schopna rozpoznani protilatkami, které rozpoznavaji nativni
peptid; nebo je schopnéa vyvolat tvorbu protilatek, které rozpoznavaji

nativni peptid pfi navazani na vhodny nosi.

Peptidové mimotopy mohou byt navrZzeny pro konkrétni ugel
adici, deleci nebo substituci zvolenych aminokyselin. Peptidy mohou
byt tedy modifikovany pro G&ely usnadnéni konjugace na proteinovy
nosi¢. Napfiklad u nékterych metod chemické konjugace mize byt
zadouci vloZeni koncového cysteinu. V pfipadé peptidd konjugovanych
k proteinovému nosi¢i maze byt vhodné zavést hydrofobni zakoné&eni
na vzdaleném konci od konjugovaného zakonéeni peptidu, takze
nekonjugovany konec peptidu zlstava spojen s povrchem nosného
proteinu.Tim je umoznéno prezentovani peptidu v konformaci, ktera
nejblize napodobuje konformaci peptidu, ktera se vyskytuje v pfipadé
uplné nativni molekuly. Napfiklad peptidy mohou byt pozménény tak,
aby obsahovaly N-koncovy cystein a C-koncové hydrofobni amidované
zakoncCeni (tail). Alternativné je mozno provést adici nebo substituci D-
stereoizomerni formy jedné nebo vice aminokyselin za vytvofeni
vyhodného derivatu, napfiklad umozhujiciho dosaZeni zvyseni stability
peptidu.

Alternativné mohou byt peptidové mimotopy identifikovany
pouzitim protilatek, které jsou samy schopny vazat se na polypeptidy
podle pfedkladaného vynalezu, s pouZitim technik jako je technologie
typu prezentace fagy (phage display technology) (EP 0 552 267 B1).
Tato technika vytvafi velky pocet polypeptidovych sekvenci, které
napodobuji strukturu nativnich peptida a jsou proto schopny vazat se
na anti-nativni peptidové protilatky, ale nemusi nutné samy sdilet

vyznamnou sekvenéni homologii s nativnim polypeptidem.



10

20

25

30

ecee

Vakciny

Dal$i provedeni predkladaného vynalezu se tyka zpusobu
indukce imunologické odpovédi u jednotlivce, zvlasté savce, s vyhodou
Clovéka, ktery zahrnuje ockovaji jedince polynukieotidem a/nebo
polypeptidem BASB029, nebo jeho fragmentem nebo variantou
dostateénym zplsobem pro vyvolani tvorby protilatek a/nebo T-
buné¢né odpovédi pro ochranu tohoto jedince pfed infekci, zvlasté
bakterialni infekci a nejlépe infekci Neisseria meningitidis. Poskytuji
se také zplUsoby, pfi kterych tato imunologicka odpovéd zpomaluje
replikaci bakterii. Jes$té dal$i provedeni vynalezu se tyka zpflisobu
indukce imunologické odpovédi u jedince, ktery zahrnuje dodani
vektoru nukleové kyseliny, sekvence nebo ribozymu uvedenému
jedinci pro pfimou expresi polynukleotidu a/nebo polypeptidu
BASB029, nebo jeho fragmentu nebo varianty, pro dosazeni exprese
polynukleotidu a/nebo polypeptidu BASB029, nebo jeho fragmentu
nebo varianty in vivo s cilem indukovat imunologickou odpovéd, jako
je produkce protilatky a/nebo vyvolani T-bun&é&né odpovédi, véetné
napfiklad T-bunék produkujicich cytokiny nebo cytotoxickych T-bunék,
pro ochranu uvedeného jednotlivce, s vyhodou ¢&lovéka, pred
onemocnénim, at uz je nemoc u tohoto jedince vyvinuta nebo ne.
Jednim pfikladem podavani genu je jeho vpraveni do poZadovanych
bunék ve formé povlaku na ¢asticich nebo jinak. Takovy vektor
nukleové kyseliny miZe obsahovat DNA, RNA, a ribozym,
modifikovanou nukleovou kyselinu, hybrid DNA/RNA, komplex
DNA/protein nebo komplex RNA/protein.

Dalsi provedeni vynalezu se tyka imunologického prostredku,
ktery je schopny po zavedeni do jednotlivce, s vyhodou do &lovéka
schopného vyvolani imunologické odpovédi, vyvolat imunologickou
odpovéd na polynukleotid BASB029 a/nebo jim kddovany polypeptid,
pficemZ prostiedek obsahuje rekombinantni polynukleotid BASB029
a/nebo jim kédovany polypeptid a/nebo obsahuje DNA a/nebo RNA
kodujici a exprimujici antigen uvedeného polynukleotidu BASB029, jim
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kédovaného polypeptidu nebo jiného polypeptidu podle vynalezu.
Imunologickd odpovéd muze byt pouzita terapeuticky nebo
profylakticky a miZe mit formu protilatkové imunity a/nebo buné&né

imunity, jako je buné&&na imunita vyvolana bufikami CTL nebo CD4+ T.

Polypeptid BASB029 nebo jeho fragment mohou byt fuzovany
s pomocnym proteinem (koproteinem) nebo chemickou skupinou, které
mohou nebo nemusi samy o sobé& produkovat protilatky, ale které jsou
schopny stabilizovat prvni protein a produkovat fuzovany nebo
modifikovany protein, ktery bude mit antigenni a/nebo imunogenni
vlastnosti, a s vyhodou ochranné vlastnosti. Fuzovany rekombinantni
protein tedy s vyhodou dale obsahuje antigenni pomocny protein jako
je lipoprotein D z Haemophilus influenzae, glutathion-S-transferazu
(GST) nebo betagalaktosidazu, nebo jiny relativné velky pomocny
protein, ktery umozfiuje solubilizaci proteinu a jeho vyrobu a ¢isténi.
Navic mlzZe pomocny protein plsobit jako adjuvans ve smysiu
poskytnuti generalizované stimulace imunitniho systému organismu,
kterému byl protein podan. Pomocny protein maze byt navazan bud na

aminovy nebo karboxylovy konec prvniho proteinu.

Predkladany vynalez poskytuje prostfredky, zvlasté vakciny,
a zpUsoby zahrnujici polypeptidy a/nebo polynukleotidy podie vynalezu
a imunostimulaéni sekvence DNA, jaké se poskytuji v Sato, Y. a dalsi,
Science 273: 352 (1996).

Vynalez také poskytuje zplGsoby pouziti popisovaného
polynukleotidu nebo jeho konkrétnich fragment(, u kterych bylo
zjiSténo, Zze koduji nevariabilni oblasti povrchovych protein(
bakterialnich bunék, v polynukleotidovych konstruktech pouzitych
v experimentech s genetickou imunizaci na zvifecich modelech
tykajicich se infekce Neisseria meningitidis. Tyto experimenty budou
zvlaste uZite¢né pro identifikaci proteinovych epitopl schopnych
provokovat profylaktickou nebo terapeutickou imunitni odpovéd.

Pfedpokiada se, Ze tento pfistup umozni naslednou pfipravu zvlasté
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cennych monoklonalnich protilatek odvozenych z pozadovaného
organu Zivocicha Gspé&sné odolavajiciho nebo potladujiciho infekci, pro
vyvoj preventivnich prostfedkll nebo zplsobd Ié&eni bakterialni

infekce, zvlasté infekce Neisseria meningitidis u savc(l, zvlasté lidi.

Vynalez také zahrnuje vakcinu obsahujici imunogenni
rekombinantni polypeptid a/nebo polynukleotid podle vynalezu spolu
s vhodnym nosi¢em, jako je farmaceuticky pfijatelny nosi. Protoze
polypeptidy a polynukleotidy se mohou v Zaludku rozkladat, podavaji
se s vyhodou parenteralné, véetné napfiklad subkutanniho,
intramuskularniho, intravenézniho nebo intradermalniho podavani.
Mezi formulace vhodné pro parenteralni podavani patfi vodné
a nevodné sterilni injekéni roztoky, které mohou obsahovat
antioxidanty, pufry, bakteristatické sloudeniny a roztoky, které
umoziuji dosaZeni isotonického stavu s t&lesnou tekutinou, zvlasté
krvi jednotlivce; a vodné a nevodné sterilni suspenze, které mohou
obsahovat suspendujici nebo zahustujici &inidla. Formulace mohou
byt upraveny ve formé jednotkovych davek nebo zasobnik(
obsahujicich vétsi pocet davek, napfiklad uzavienych ampulich
a lahvickach a mohou byt uchovavany v lyofilizovaném stavu, pfiemz
bezprostfedné pfed pouzitim je nutné pouze pfidat sterilni kapalny
nosic.

Vakcina podle vynalezu miZe obsahovat adjuvantni systémy pro
zvySeni imunogenicity prostfedku. Adjuvantni systém s vyhodou

vyvolava preferenéné typ buné&éné odpovédi TH1.

Imunitni odpovéd muze byt rozliSena na dvé extrémni kategorie,
a to humoralni nebo buné&éna imunitni odpovéd (tradi¢neé
charakterizovana protilatkovym, popfipadé buné&&né-efektorovym
mechanismem ochrany). Tyto kategorie odpovédi se oznaduji jako
odpoveédi typu TH1 (odpovéd zprostiedkovana bufikami) a odpovéd
typu TH2 (humoralni odpovéd).
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Extrémni  imunitni odpovédi typu TH1 mohou byt
charakterizovany tvorbou antigenné specifickych, haplotypovée
omezenych cytotoxickych T-lymfocytl a odpovédi pfirozenych bunék -
zabije¢l. U mysSi jsou odpovédi typu TH1 ¢asto charakterizovany
vytvafenim protilatek subtypu 1gG2a, zatimco u lidi tyto odpovédi
vytvareji protilatky typu IgG1. Bunécéné odpovédi typu TH2 jsou
charakterizovany tvorbou Sirokého spektra imunoglobulinovych isotypl

vcetné u mysi 1IgG1, IgA, a IgM.

Je treba vzit v Uvahu, Ze hnaci silou stojici za vytvarenim téchto
dvou typl imunitnich odpovédi jsou cytokiny. Vysoké hladiny cytokin(
typu TH1 upfednostiuji indukci imunitnich odpovédi na dany antigen
zprostfedkovanych bufikami, zatimco vysoké hladiny cytokind typu
TH2 maji sklon upfednostiovat indukci humoralnich imunitnich

odpovédi na antigen.

Déleni imunitnich odpovédi na typ TH1 a TH2 v8ak neni
absolutni. Ve skute¢nosti bude jedinec podporovat imunitni odpovéd,
ktera se popisuje jako pfevazné TH1 nebo pfevainé TH2. Je v8ak
Casto vhodné uvazovat tfidy cytokinl z hlediska skupin popsanych
v my8ich klonech CD4+ ve T bunék autory Mosmannem a Coffmanem
(Mosmann, T. R. a Coffman, R. L. (1989) TH1 a TH2 cells: different
patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties.

Annual Review of Immunology, 7, str. 45 - 173).

Tradi¢né jsou odpovédi typu TH1 spojeny s produkci cytokin
INF-y a IL-2 T-lymfocyty. Dal$i cytokiny, ¢asto pfimo spojené s indukci
imunitnich odpovédi typu TH1, nejsou produkovany T-bufikami
(napfiklad IL-12). Naopak odpovédi typu TH2 jsou spojeny se sekreci
IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13.

Je znamo, Ze néktera vakcinaéni adjuvans jsou zvlasté vhodna
pro stimulaci cytokinovych odpovédi bud TH1 nebo TH2. Tradiéné
patfi mezi nejlep$i indikatory rovnovahy TH1 : TH2 u imunitni

odpovédi po vakcinaci nebo infekci pfimé méreni produkce cytokinl
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TH1 nebo TH2 T-lymfocyty in vitro po restimulaci antigenem, a/nebo
méfeni poméru lgG1 : IgG2a odpovédi protilatek specifickych pro

ur€ity antigen.

Adjuvans typu TH1 je tedy adjuvans, které pfednostné stimuluje
izolované populace T-bunék k produkci vysokych hladin cytokinl typu
THA1 pfi restimulaci antigenem in vitro, a podporuje vytvafeni jak CD8+
cytotoxickych  T-lymfocytd, tak i imunoglobulinovych odpovédi

specifickych pro antigen spojenych s isotypem typu TH1.

Adjuvans, ktera jsou schopna pfednostni stimulace bunécné
odpovédi TH1, se popisuji v mezinarodnich patentovych pfihlaskach
No. WO 94/00153 a WO 95/17209.

Jednim takovym adjuvans je 3-De-O-acylovany
monofosforyllipid A (3D-MPL). Ten je znam z GB 2220211 (Ribi).
Chemicky jde o smés 3-De-O-acylovaného monofosforyllipidu A's 4, 5
nebo 6 acylovanymi fetézci, ktera je vyrabé&na firmou Ribi
Immunochem, Montana. Vyhodna forma 3-De-O-acylovaného
monofosforyllipidu A se popisuje v evropském patentu 0 689 454 B1
(SmithKline Beecham Biologicals SA).

S vyhodou jsou &astice 3D-MPL dostate¢né malé, aby je bylo
mozno sterilizovat filtraci membranou 0,22 ym (evropsky patent no.
0 689 454).

3D-MPL bude pfitomen v mnozstvi 10 pg az 100 pg, s vyhodou
25 az 50 yg na davku, pfiemz antigen bude typicky pfitomen
v rozmezi 2 az 50 yg na davku.

Dal$i vyhodné adjuvans zahrnuje QS21, netoxicka frakce
vyéi§téna HPLC z kiry Quillaja Saponaria Molina. Tato latka miZe byt
popfipadé smichana s 3-De-O-acylovanym monofosforyllipidem A (3D-

MPL), popfipadé spolu s nosiCem.

ZpUsob vyroby QS21 se popisuje v US patentu No. 5,057,540.
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Nereaktogenni adjuvantni smési obsahujici QS21 byly popsany
jiz dfive (WO 96/33739). Tyto formulace obsahujici QS21 a cholesterol
se ukazaly pfi spole¢né formulaci s antigenem jako aspésna TH1-

stimulujici adjuvans.

Dal$i adjuvans, ktera jsou preferenénimi stimulatory bunécéné
odpovédi TH1, zahrnuji imunomodulaéni oligonukleotidy, napfiklad
nemethylované sekvence CpG popisované ve WO 96/02555.

e

Jako vhodné adjuvantni latky preferenéné stimulujici bunécnou
odpovéd TH1 je také mozZno uvaZovat kombinace ruznych TH1-
stimulujicich adjuvans, jako jsou smési uvedené vyse. Napfiklad QS21
maze byt formulovan spolu s 3D-MPL. Pomér QS21 : 3D-MPL bude
typicky fadové 1 : 10 az 10 : 1; s vyhodou 1 : 5 az 5 : 1 a CGasto
v podstaté 1 : 1. Vyhodné rozmezi pro dosaZeni optimalni synergie je
2,5:1az1:13D-MPL: QS21.

Ve vakcing podle predkladaného vynalezu je take s vyhodou
pfitomen nosié. Nosicem mulzZe byt emulze typu olej ve vodé nebo

hlinita sal, jako je fosfore¢nan hlinity nebo hydroxid hlinity.

Vyhodna emulze typu voda v oleji obsahuje metabolizovatelny
olej, jako je skvalen, alfa-tokoferol a Tween 80. Ve zviaste vyhodném
provedeni se antigeny ve vakcing podle vynalezu kombinuji v takovéto
emulzi s QS21 a 3D-MPL. Navic mize emulze typu olej ve vodé

obsahovat span 85 a/nebo lecitin a/nebo trikaprylin.

Pro podavani &lovéku budou QS21 a 3D-MPL typicky pfitomny
ve vakciné v rozmezi 1 pyg aZ 200 pg, jako 10 az 100 pg, s vyhodou
10 ug az 50 pug na davku. Emulze typu olej ve vodé bude typicky
obsahovat od 2 do 10 % skvalenu, od 2 do 10 % alfatokoferolu a od
0,3 do 3 % Tweenu 80. Pomér skvalen : alfatokoferol je s vyhodou
rovny nebo mendi neZ 1, protoZe takto vznikaji stabilnéjsi emulze.
Span 85 muize byt také pfitomen v mnozstvi 1 %. V nékterych
pfipadech mlZe byt vyhodné, aby vakciny podle predkladaného

vynalezu navic obsahovaly stabilizator.
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Netoxické emulze typu olej ve vodé s vyhodou obsahuji
netoxicky olej, napiiklad skvalan nebo skvalen a emulgator, napfiklad
Tween 80, ve vodném nosiéi. Vodny nosi¢ mlze byt napfiklad

fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem.

Zvlasté Gginna adjuvantni formulace obsahuje QS21, 3D-MPL a

tokoferol v emulzi typu olej ve vodé, jak se popisuje ve WO 95/17210.

Predkladany vynalez také poskytuje polyvalentni vakcinu
obsahujici vakcinaéni formulaci podle vynalezu v kombinaci s jinymi
antigeny, zvlasté antigeny pouZitelnymi pro |éCeni rakoviny,
autoimunitnich onemocné&ni a s nimi souvisejicich stavi. Takova
polyvalentni vakcina muze obsahovat adjuvans indukujici TH-1

odpovéd, jak bylo popsano vyse.

| kdyz byl vynalez popsan na uritych polypeptidech a
polynukleotidech BASB029, je zfejmé, Ze pokryva také fragmenty
v pfirodé se vyskytujicich polypeptidll a polynukleotidi, a podobné
polypeptidy a polynukieotidy obsahujici adice, delece nebo substituce,
které podstatnym zplUsobem neovlivni imunologické vlastnosti

rekombinantnich polypeptidi nebo polynukleotidi.

Antigen mlzZe byt také dodavan ve formé celé bakterie (zive
nebo usmrcené) nebo jako subcelularni frakce, pfi€emz tyto moZnosti
zahrnuji také samotnou N. meningitidis.

Prostredky, kity a podavani

V dal8im provedeni vynalezu se poskytuji prostfedky obsahujici
polynukleotid BASB029 a/nebo polypeptid BASB029 pro podavani do

buriky nebo do vicebuné&&ného organismu.

Vynalez se také tyka prostfedkl obsahujicich polynukleotid
a/nebo a polypeptid diskutovany vySe, nebo na né pUlsobici
agonistické nebo antagonistické latky. Polypeptidy a polynukleotidy

podle vynalezu mohou byt pouzity v kombinaci s nesterilnim nosiCem
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nebo nosigi pro pouziti v buiikach, tkanich nebo organismech, jako je
farmaceuticky nosi¢ pro podavani jednotlivci. Tyto prostfedky obsahuji
napfiklad aditivum do média nebo terapeuticky udinné mnozstvi
polypeptidu a/nebo polynukleotidu podle vynalezu a farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ nebo pomocnou latku. Mezi tyto nosice mohou bez
omezeni patfit fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky roztok,
dextréza, voda, glycerol, ethanol a jejich kombinace. Formulace by
méla byt pfizplisobena zplsobu podavani. Piedkladany vynalez se
dale tyka diagnostickych a farmaceutickych baleni a kitl obsahujicich
jednu nebo vice nadobek napinénych jednou nebo vice slozkami vyse

uvedenych prostfedk( podle vynalezu.

Polypeptidy, polynukleotidy a jiné sloueniny podle vynalezu
mohou byt pouZivany samostatné nebo spolu s jinymi latkami, jako

jsou terapeuticke latky.

Farmaceutické prostiedky mohou byt podavany jakymkoli
ag¢innym a pohodinym zpUsobem, véetné napfiklad topického,
oralniho, analniho, vaginalniho, intravenézniho, intraperitonealniho,
intramuskularniho, subkutanniho, intranazalniho nebo intradermalniho
podani.

Pfi lé&eni nebo prevenci mize byt Géinna latka podavana
jednotlivci jako prostfedek ve formé injekce, napfiklad jako sterilni

vodna disperze, s vyhodou isotonicka.

V  daldim provedeni poskytuje pfedkladany vynalez
farmaceutické prostfedky obsahujici terapeuticky G¢inné mnozstvi
polypeptidu a/nebo polynukleotidu, jako je rozpustna forma
polypeptidu a/nebo polynukieotidu podle predkladaného vynalezu,
peptid s agonistickym nebo antagonistickym ucinkem nebo slouéenina
s malou molekulou, v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosicem
nebo pomocnou latkou. Mezi tyto nosite patfi bez omezeni
fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky roztok, dextréza, voda,

glycerol, ethanol a jejich kombinace. Pfedkladany vynalez se dale tyka
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farmaceutickych baleni a kit obsahujicich jednu nebo vice nadobek
napinénych jednou nebo vice sloZzkami vy$e uvadénych prostfedkl
podle vynalezu. Polypeptidy, polynukleotidy a jiné latky podle
predkladaného vynalezu mohou byt pouzivany samostatné nebo spolu

s dal&imi sloueninami, jako jsou terapeutické slouceniny.

Prostfedek bude pfizplisoben zplsobu podavani, napfikiad
systémovému podavani nebo oralnimu podavani. Mezi vyhodné formy
systémového podavani patfi injekce, typicky intravenézni injekce.
Mohou byt také pouZity jine typy injekci, jako jsou subkutanni,
intramuskularni nebo intraperitonealni. Mezi alternativni prostiedky pro
systémové podavani patfi transmukosalni a transdermalni podavani
s pouzitim latek napomahajicich penetraci jako jsou Zlutove kyseliny
nebo fusidové kyseliny nebo daldi detergenty. Navic mohou byt
polypeptid nebo jiné slouceniny podle pfedkladaného vynalezu
formulovany v enterosolventnim nebo zapouzdfeném prostiedku a je
také mozné oralni podavani. Tyto slou¢eniny mohou byt také
podavany mistné a/nebo lokalizované, ve formé balzamu, past, geld,

roztokd, praskd atd.

Pro podavani savclim a zvlasté clovéku bude otekavana denni
davka uginné latky od 0,01 mg/kg do 10 mg/kg, typicky kolem 1 mg/kg.
Lékai urdi v kazdém piipadé skuteénou davku, ktera bude pro
jednotlivce nejvhodnéjsi, a ktera se bude ligit podle véku, hmotnosti
a reakce konkrétniho jednotlivce. Vyse uvedené davky jsou pouze
pfiklady pro primérného pacienta. Mohou samoziejmé existovat
jednotlivé pfipady, kdy jsou opravnény vy$8i nebo niz8i rozsahy davek,

které spadaji rovnéz do rozsahu vynalezu.

Posadované rozmezi davek zavisi na vybéru peptidu, ceste
podavani, povaze formulace, povaze nemoci a stavu jednotlivce
a usudku o$etfujiciho lékafe. Vhodné davky jsou vsak v rozmezi 0,1

az 100 pg/kg t&lesné hmotnosti pacienta.
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Vakciny jsou vhodné v injekéni formé&. Pro zvySeni imunitni
odpovédi je mozno pouzit béznych adjuvans. Vhodna jednotkova
davka pro vakcinaci je 0,5 az 5 pg/kg antigenu, pficemz tato davka se
s vyhodou podava 1 az 3 x a v intervalu jednoho az tfi tydnd.
S uvedenym rozmezim davek se u slou€enin podle vynalezu
nepozoruji nepfiznivé toxikologické uc€inky, které by vyloucily jejich

podavani vhodnym jedincim.

Je moZno odekavat 8iroké variace v potfebnych davkach
z hlediska riznych dostupnych slouéenin a rozdilnych ua¢innosti
riznych zplsobl podavani. Napfiklad se pfedpoklada, Ze u oralniho
podavani bude nutné podavat vyssi davky neZ v pfipadé podavani
intravendzni injekci. Variace téchto davek mohou byt upraveny podle
standardnich empirickych metod pro optimalizaci, jak se to v oboru

bézné provadi.

Databaze sekvenci, sekvence v realném prostiedi a algoritmy

Sekvence polynukleotidi a polypeptidi tvofi cenny zdroj
informaci, pomoci kterého Ize uréit dvou a tfirozmérné struktury stejné
jako identifikovat dal$i sekvence s podobnou homologii. Tyto pfistupy
jsou nejsnadnéji uskutec¢iovany uchovavanim sekvence na pocitaCove
¢itelném médiu a potom pouzitim uchovanych dat ve znamém
programu pro vypoéet makromolekularni struktury nebo pro hledani
databaze sekvenci pomoci znamych prohledavacich nastrojl, jako je

programovy balik GCG.

Vynalez také poskytuje zplUsoby analyzy charakteristickych
sekvenci nebo fetézcl, =zvlasté genetickych sekvenci nebo
kédovanych proteinovych sekvenci. Mezi vyhodné zpUsoby analyzy
sekvenci patfi napfiklad zpUsoby analyzy sekvenéni homologie, jako je
analyza identity a podobnosti, analyza struktury DNA, RNA a proteint,
uspofadani sekvence, analyza chranéni, analyza sekvenénich motivQ,

stanoveni otevieného ¢teciho rdmce, pouziti bazi nukleovou kyselinou,
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analyza vyuziti kodonu, snizeni po€tu bazi nukleove kyseliny a analyza

vrcholl sekvenaéniho chromatogramu.

Pro provadéni identifikace homologie se poskytuje pocditaova
metoda. Tato metoda zahrnuje kroky poskytnuti prvni nukleotidové
sekvence obsahujici sekvenci polynukleotidu podle vynalezu na
poditadové gitelném médiu; a porovnani uvedené prvni nukleotidové
sekvence s alespoii jednou druhou polynukleotidovou nebo
polypeptidovou sekvenci pro identifikaci homologie. Pogitacova
metoda se také poskytuje pro provadéni identifikace homologie,
pfi¢emz tato metoda zahrnuje kroky poskytnuti prvni polypeptidove
sekvence obsahujici sekvenci polypeptidu podle vynalezu na
poditadové &itelném médiu; a porovnani uvedené prvni polypeptidove
sekvence s alespoii jednou druhou polynukieotidovou nebo

polypeptidovou sekvenci pro identifikaci homologie.

Véechny publikace a odkazy, vEetné bez omezeni patentl a
patentovych pfihladek, citované v pfedkladané pfihlasce, jsou zde
zafazeny ve své Uplnosti odkazem, tak jako by kazda jednotliva
publikace nebo kaZdy odkaz byly uvedeny ve svém celku. Stejnym
zpUsobem jsou zde také zafazeny jakékoli uvadéeneé pfihlasky, jejichz

prioritu piedkladana pfihlaska narokuje.

Definice

"Identita", tak jak je znama v oboru, je vztah mezi dvéma nebo
vice polypeptidovymi sekvencemi, nebo mezi dvéma nebo vice
polynukleotidovymi sekvencemi podle konkrétniho pripadu, tak jak je
uréena porovnanim sekvenci. V oboru také ,identita* znamena stupen
pfibuznosti  sekvenci mezi  sekvencemi polypeptidu  nebo
polynukleotidu podle konkrétniho pfipadu, ktery je uréen shodou mezi
fetézci té&chto sekvenci. ,ldentita® maZe byt snadno vypoctena
znamymi zplsoby, v&etné& bez omezeni zpUsobl popsanych

v Computational Molecular Biology, Lesk, A. M, ed., Oxford University
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Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D. W, ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Cast |, Griffin, A. M, a Giriffin,
H. G, ed., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in
Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; a Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. a Devereux, J., ed., M. Stockton Press,
New York, 1991: a Carillo, H., a Lipman, D., SIAM J. Applied Math.,
48: 1073 (1988). Metody pro uréovani identity jsou navrzeny tak, aby
poskytly co nejvy$si shodu mezi testovanymi sekvencemi. Navic jsou
metody pro uréeni identity zakédovany ve vefejné dostupnych
poé&itatovych programech. Jako pocitacové programy pro uréeni
identity mezi dvéma sekvencemi je mozno uvést program GAP, ktery
je soudasti programového baliku GCG (Devereux, J., a dalsi, Nucleic
Acids Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP. BLASTN (Altschul, S. F.,
a daldi, J. Molec. Biol. 215: 403 - 410 (1990), a FASTA (Pearson a
Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85; 2444 - 2448 (1988). Skupina
programil BLAST je dostupna vefejnosti u NCBI i z jinych zdroja
(BLAST Manual, Altschul, S., a dal$i, NCBI NLM NIH Bethesda, MD
20894: Altschul, S., a dalsi, J. Mol. Biol. 215: 403 - 410 (1990). Pro
stanoveni identity mulze byt také pouzit dobfe znamy Smith

Waterman(v algoritmus.

Mezi parametry zadavané pro poravnani polypeptidove

sekvence patfi nasledujici:

Algoritmus: Needleman a Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 - 453 (1970)

Comparison matrix: BLOSSUMS62 from Henikoff a Henikoff, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 89: 10915 - 10919 (1992)

Gap Penalty: 8

Gap Length Penalty: 2

Program pouZitelny s témito parametry je dostupny jako program

"gap" u firmy Genetics Computer Group, Madison WI. VySe uvedene
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parametry jsou parametry, které jsou nastaveny jako vychozi (spolu

s parametrem ,no penalty” pro koncové mezery).

Parametry pro porovnani polynukleotidli jsou napriklad

nasledujici:

Algoritmus: Needleman a Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 - 453 (1970)
Comparison matrix: matches = +10, mismatch = 0

Gap Penalty: 50

Gap Length Penalty: 3

Dostupny jako: program "gap" firmy Genetics Computer Group,
Madison WI. Uvadéné parametry jsou nastaveny pro srovnavani

nukleovych kyselin jako vychozi.

Vyhodny vyznam vyrazu identita® pro polynukleotidy a
polypeptidy podle konkrétniho ptipadu se poskytuje v nasledujicich
Castech (1) a (2) nize.

(1) Provedeni  polynukleotidt  dale  zahrnuji izolovany
polynukleotid obsahujici polynukleotidovou sekvenci, ktera ma alespon
50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 nebo 100% identitu s referenéni
sekvenci SEQ ID No.: 1, pfiéemz uvedena polynukleotidova sekvence
mlze byt s referenéni sekvenci SEQ ID No.: 1 identicka, nebo muze
obsahovat az do ur¢itého celého &isla zmény nukleotidi ve srovnani
s referenéni sekvenci, pficemz tyto zmény (alterace) jsou zvoleny ze
skupiny zahrnujici alespof jednu deleci, substituci, véetn& tranzice a
transverze nebo inzerci nukleotidu, a kde uvedené zmény se mohou
vyskytovat v 5’ nebo 3’ koncovych polohach referenéni nukleotidové
sekvence, nebo na kterémkoli misté¢ mezi t&mito terminalnimi
polohami, a mohou byt rozprostieny bud jednotlivé mezi nukleotidy
referencni sekvence nebo v jedné nebo vice sousedicich skupin uvnit?
referenéni sekvence a kde uvedeny podet nukleotidovych zmén
stanoveny vynasobenim celkového mnoZstvi nukleotidd v SEQ ID

No.: 1 celym ¢&islem definujicim procento identity, vydélenim 100 a
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odectenim vysledku z uvedeného celkového poé&tu nukleotidd v SEQ
ID No.: 1, nebo:

Nn < Xp-(Xn ® ),

kde n, je pocCet nukleotidovych zmén, x, je celkovy podet
nukleotidd v SEQ ID No.: 1, y je 0,50 pro 50 %, 0,60 pro 60 %, 0,70
pro 70 %, 0,80 pro 80 %, 0,85 pro 85 %, 0,90 pro 90 %, 0,95 pro
95 %, 0,97 pro 97 % nebo 1,00 pro 100 %, a e je symbol operatoru
nasobeni, a kde jakykoli necelogiselny vysledek pro x, a y je
zaokrouhlen doll na nejblizsi celé &islo pfed odeé&tenim od x,. Alterace
polynukleotidové sekvence kédujici polypeptid SEQ ID No.: 2 mohou
vytvaret v této koédujici sekvenci mutace typu nonsense, missense
nebo frameshift a tim ménit polypeptid kddovany polynukleotidem po

téchto zménach.

Napfiklad polynukleotidova sekvence podle piedkladaného
vynalezu mlzZe byt identicka s referenéni sekvenci SEQ ID No.: 1, tj.
mize mit 100% identitu, nebo m(Ze obsahovat aZ do ur&itého
celoCiselného po¢tu zmén nukleovych kyselin ve srovnani s referenéni
sekvenci, takZe procentni identita je mensi nez 100 %. Tyto zmé&ny se
voli ze skupiny delece, substituce, véetné& tranzice a transverze, nebo
inzerce alespon jedné nukleové kyseliny, pfi¢emZ uvedené zmény se
mohou vyskytovat v 5 nebo 3’ koncovych polohach referenéni
polynukleotidové sekvence nebo kdekoli mezi témito koncovymi
polohami, rozprostfené bud jednotlivé mezi nukleovymi kyselinami
v referenéni sekvenci nebo v jedné nebo vice sousedicich skupinach
uvniti referencni sekvence. Pocet zmén nukleovych kyselin pro danou
identitu v procentech je uréen vynasobenim celkového poétu
nukleovych kyselin v SEQ ID No.: 1 celym &islem definujicim procentni
identitu délenou 100 a odeétenim vysledku od celkového podtu

nukleovych kyselin v SEQ ID No.: 1, neboli:

Nn < Xp-(Xney),
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kde n, je poCet zmén nukleovych kyselin, x, je celkovy po&et
nukleovych kyselin v SEQ ID No.: 1, y je napfiklad 0,70 pro 70 %, 0,80
pro 80 %, 0,85 pro 85 % atd., e je symbol operatoru nasobeni, a
jakykoli neceloCiselny vysledek pro x, a y se zaokrouhli doli na

nejblizsi celé &islo pfed odeétenim od x,.

(2) Provedeni polypeptidi dale zahrnuji izolovany polypeptid
obsahujici polypeptid s alespori 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 nebo
100% identitou vzhledem k referenéni polypeptidové sekvenci SEQ ID
No.: 2, kde polypeptidova sekvence mlze byt identicka s referenéni
sekvenci SEQ ID No.: 2 nebo mizZe obsahovat az do uréitého
celoCiselného poétu zmén aminokyselin v porovnani s referenéni
sekvenci, pfiemz uvedené zmény jsou zvoleny ze skupiny delece,
substituce, véetné konzervativnhi a nekonzervativni substituce nebo
inzerce alespon jedné aminokyseliny, a kde uvedené zmény se mohou
vyskytovat na amino nebo karboxykoncovych polohach referenéni
polypeptidové sekvence nebo kdekoli mezi témito koncovymi
polohami, rozprostfené bud jednotlivé mezi aminokyselinami
referencni sekvence nebo v jedné nebo vice sousedicich skupinach
uvnitt referentni sekvence, a kde uvedeny pocet zmén nukleovych
kyselin se uréi vynasobenim celkového po&tu aminokyselin v SEQ ID
No.: 2 celym ¢&islem definujicim procentni identitu dé&lenou 100 a
odectenim vysledku od uvedeného celkového po&tu aminokyselin
v SEQ ID No.: 2, neboli:

nas Xa‘ (Xa [ y),

kde n, je poCet zmé&n aminokyselin, x, je celkovy pocet
aminokyselin v SEQ ID No.: 2, y je 0,50 pro 50 %, 0,60 pro 60 %, 0,70
pro 70 %, 0,80 pro 80 %, 0,85 pro 85 %, 0,90 pro 90 %, 0,95 pro 95
%, 0,97 pro 97 % nebo 1,00 pro 100 %, a « je symbol operatoru
nasobeni, a kde jakykoli necelogiselny produkt x, a y je zaokrouhlen

dold na nejblizsi celé &islo pfed odedtenim od x,.
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Polypeptidova sekvence podle pfedkladaného vynalezu maze
byt identicka s referencni sekvenci SEQ ID No.: 2, takZe mlZe byt
stoprocentne identicka, nebo muze obsahovat az do uréitého
celoCiselného poctu zmén aminokyselin v porovnani s referenéni
sekvenci, takZze procentni identita je mensi neZz 100 %. Tyto zmény
jsou zvoleny ze skupiny delece, substituce, véetné konzervativni a
nekonzervativni substituce nebo inzerce alespon jedné aminokyseliny,
a kde uvedené zmény se mohou vyskytovat v amino nebo
karboxykoncovych polohach referenéni polypeptidové sekvence nebo
kdekoli mezi témito koncovymi polohami, rozprostfeny bud jednotlivé
mezi aminokyselinami referenéni sekvence nebo v jedné nebo vice
sousedicich skupinach uvniti referenéni sekvence. Poéet zmén
aminokyselin pro danou procentni identitu se ur&i vynasobenim
celkového poc¢tu aminokyselin v. SEQ ID No.: 2 celym ¢&islem
definujicim procentni identitu vydélenym 100 a odeétenim vysledku od

uvedeného celkového poétu aminokyselin v SEQ ID No.: 2, neboli:
na S Xa‘ (Xa [ ] y),

kde n. je pofet zmén aminokyselin, x, je celkovy podet
aminokyselin v SEQ ID No.: 2, y je napfiklad 70 pro 70 %, 0,80 pro
80 %, 0,85 pro 85 % atd., a  je symbol operatoru nasobeni, a kde
neceloCiselny vysledek x, a y je zaokrouhlen dold na nejblizsi celé

Cislo pfed odeétenim x,.

~Jednotlivec* nebo ,jednotlivci oznaduji organismus, tzn.
vicebunégny organismus véetn& savce, ptaka, opice, primata a
Clovéka.

»|1zolovany“ znamena zménény ,rukou &lovéka“ proti pfirozenému
stavu, tj. pokud se objekt vyskytuje v pfirodé&, byl zménén nebo vyjmut
z plOvodniho prostfedi nebo oboji. Napfiklad polynukleotid nebo
polypeptid pfitomny pfirozené v zivém organismu neni ,zolovany“, ale
stejny polynukleotid nebo polypeptid oddéleny od koexistujicich

materiald pfirodniho stavu je ,izolovany* ve smyslu pouziti tohoto
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terminu v pfedkladané pfihlace. Navic je polynukleotid nebo
polypeptid, ktery je zavedeny do organismu transformaci, genovou
manipulaci nebo jakoukoli jinou rekombinantni metodou je ,izolovany*,
i kdyZz je jesté pritomen v uvedeném organismu, pfiéemzZ tento

organismus mlze byt Zivy nebo nezivy.

~Polynukleotid“ nebo -polynukieotidy“ obecné oznacuji jakykoli
polyribonukleotid nebo polydeoxyribonukleotid, kterymi mohou byt
nemodifikovana RNA nebo DNA nebo modifikovand RNA nebo DNA

v€etné jednofetézcovych a dvoufetézcovych oblasti.

Termin ,varianta“ oznacuje polynukleotid nebo polypeptid, ktery
se liSi od referenéniho polynukleotidu nebo polypeptidu, ale zachovava
si nezbytné vlastnosti. Typicka varianta polynukieotidu ma odlignou
nukleotidovou sekvenci od dalSiho, referenéniho polynukleotidu.
Zmény v nukleotidové sekvenci varianty mohou nebo nemusi zménit
aminokyselinovou sekvenci polypeptidu kdédovaného referenénim
polynukleotidem. Zmény nukleotidii mohou vést k substitucim, adicim,
delecim, fGzim aminokyselin a zkracenim polypeptidu kédovaného
referenéni sekvenci, jak je diskutovano nize. Typicka varianta
polypeptidu se lisi v aminokyselinové sekvenci od jiného, referenéniho
polypeptidu. Obecné jsou rozdily omezeny na rozdily sekvenci varianty
vzhledem k referenénimu polypeptidu, které poskytuji celkové uzce
podobné sekvence a v mnoha oblastech identické. Varianta a
referenéni polypeptid se mohou odliSovat v aminokyselinové sekvenci
jednou nebo vice substitucemi, adicemi nebo delecemi v jakékoli
kombinaci. Substituované nebo viozené aminokyselinové zbytky bud
mohou byt nebo nemusi byt kddovany genetickym kédem. Varianta
polynukleotidu nebo polypeptidu se mize vyskytovat v pfirodé&, jako
napriklad alelicka varianta, nebo mQze jit o variantu, o které neni
znamo, Ze by se v pfirodé vyskytovala. Varianty polynukleotidi a
polypeptidl, které se v pfirodé nevyskytuji, mohou byt vyrobeny

technikami mutageneze nebo pfimou syntézou.
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~Onemocnéni znamena jakoukoli nemoc nebo nemoci
zplsobené nebo souvisejici s infekci zplisobenou bakterii, v&etné
napfiklad infekce horniho dychaciho traktu a invazivnich bakterialnich

onemocnéni jako je bakteremie a meningitida.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklady uvadéné dale se provadeéji standardnimi technikami,
které jsou v oboru dobfe znamé kromé vyjimek, které se podrobné
popisuji. Pfikiady jsou ilustrativni a neomezuji vynalez.

Priklad 1: Sekvenovani DNA genu BASB029 ze dvou kmeni N.
meningitidis pro Gcely vyzkumu a potvrzeni sekvence

A: BASB029 v N. meningitidis séroskupina B kmen ATCC13090

Gen BASBO029 se sekvenci SEQ ID No.: 1 byl poprvé objevem
v databazi Incyte PathoSeq, obsahujici neukonéené genomoveé
sekvence DNA N. meningitidis, kmen ATCC 13090 Translace
polynukleotidové sekvence BASB029 ukazané v SEQ ID No.: 2, méla
vyznamnou podobnost (52 % identita v 582 prekryvajicich se
aminokyselinach) s povrchovym fibrilarnim (HSF) proteinem

Haemophilus influenzae.

Sekvence genu BASB029 byla dale experimentalng potvrzena.
Ktomu uéelu byla extrahovéna genomickd DNA z 10'"° punék N.
meningitidis (kmen ATCC 13090) s pouzitim extrakéniho kitu pro
genomickou DNA QIAGEN firmy Qiagen GmbH, a 1 Hg tohoto
materialu byl amplifikovan polymerazovou fetézovou reakci pouzitim
primeru Hsf1 (5-GGG GCA TAT GAA CAA AAT ATA CCG CAT CAT
TTG GAA-3') [SEQ ID No.: 5] obsahujiciho vnitini misto Nde/
(podtrzeno) a primeru Hsf2 (5-GGG GCT CGA GCC ACT GAT AAC
CGA CAG ATG CGG A-3’) [SEQ ID No.: 6] obsahujiciho vnitfni misto
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Xho!l (podtrzeno). Tento produkt PCR byl &i$tén na gelu a bylo
provedeno sekvenovani DNA pouzitim sekvenaéniho kitu Big Dye
Cycle Sequencing kit (Perkin-Elmer) a sekvenatoru DNA ABI
373A/PRISM. Sekvenovani DNA bylo provadéno na obou fetézcich
s dvojnasobnou redundanci a uplnd sekvence byla usporadana
pouzitim programu SeqgMan ze softwarového baliku DNASTAR
Lasergene. Ziskana sekvence DNA ukazala 100% identitu se SEQ ID
No.: 1.

B: BASB029 v \. meningitidis séroskupiny B kmen H44/76

Sekvence kmenu BASB029 byla také zjistovana v dalsi bakterii
N. meningitidis séroskupiny B, kmen H44/76. Pro tento acel byla
extrahovana genomicka DNA z N. meningitidis, kmen H44/76 pouzitim
stejnych experimentalnich podminek, jako v pfikladu 1. Tento material
(1 pg) byl potom amplifikovan PCR s pouzitim primeriG Hsf1 a Hsf?2
specifickych pro gen BASB029. Byl ziskan fragment DNA o délce
4389bp, ktery byl §tépen restrik&nimi endonukleazami Ndel/Xho! a
vloZen do odpovidajicich mist klonovaciho/expresniho vektoru pET-
24b (Novagen) pouzitim standardnich technik molekularnj biologie
(Molecular Cloning, a Laboratory Manual, druhé vydani, ed:
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Cold Spring Harbor press 1989).
Rekombinantni vektor PET-24b/BASB029 byl potom sekvenovan
pomoci kitu Big Dyes (Applied Biosystems) a analyzovan na
sekvenatoru DNA ABI 373/A za podminek pfedepsanych dodavatelem.
Takto byl ziskan polynukleotid a dedukované polypeptidové sekvence
oznacené jako SEQ ID No.: 3, popf. SEQ ID No.: 4. Pousitim
programu PILEUP z baliku GCG bylo provedeno porovnani
polynukieotidovych sekvenci SEQ ID No. - 1 a3, pficemz vysledky jsou
uvedeny na obr. 1: mira identity zji$téna programem GAP byla 96,8 %.
PouzZitim stejného programu  PILEUP bylo provedeno srovnani
polypeptidovych sekvenci SEQ ID No - 2 a 4, které je uvedeno na obr.
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2; stuperi identity zjistény programem GAP byl 94,2 %. Souhrnné& je
mozno fFici, ze tyto udaje ukazuji na silnou konzervaci sekvence genu

BASB029 mezi dvéma kmeny N. meningitidis seroskupiny B.

Pfiklad 2: Exprese a purifikace rekombinantniho proteinu BASB029

v Escherichia coli

Konstrukce klonovaciho/expresniho vektoru PET-24b/BASB029
byla popsana v pfikladu 1B. Tento vektor nese gen BASBO029
izolovany z kmene H44/76 fuzovany s fadou 3esti histidinovych zbytka,
a je umistén pod fizenim silného promotoru genu 10 bakteriofaga T7.
Pro studium exprese byl tento vektor zaveden do kmene Escherichia
coli Novablue (DE3) (Novagen), ve kterém byl gen pro T7 polymerazu
umistén pod kontrolu regulovatelného /ac promotoru iIsopropyl-beta-D-
thiogalaktosidazy (IPTG). Kapalné kultury (100 ml) rekombinantniho
kmene Novablue (DE3) [PET24b/BASB029] E. coli byly ponechany rast
pfi 37 °C za michani az do dosaZeni optické density pfi 600 nm
(OD600) 0,6. V tomto miste byl pfidan IPTG na koneé&nou koncentraci
1 mM a kultura byla ponechana rist 4 dalsi hodiny. Kultura byla potom
centrifugovana pfi 10 000 ot/min 1 biomasa byla zmrazena pfi -20 °C
na alespofi 10 hod. Po roztani byla biomasa resuspendovana
Vv pribéhu 30 min pfi teploté 25 °C v pufru A (6M guanidinhydrochlorid,
01M NaH,PO4, 0,001M Tris, pH 8,0), 3 «x protlatena jehlou a
zcentrifugovana (20 000 ot/min, 15 min). Vzorek byl potom nanesen
Pfi pIném pritoku 1 mi/min na kolonu Hitrap s nanesenym Ni2+
(Pharmacia Biotech). Po naneseni byla kolona postupné promyta
40 mi pufru B (8M mocovina, 01M NaH,PO,4, 0,01M Tris, pH 8,0),
40 ml pufru C (8M mocovina, 0,1M NaH,PQ,, 0,01M Tris, pH 6,3).
Rekombinantni protein BASB029/His6 byl potom z kolony eluovan
30 ml pufru D (8M mocovina, 0,1M NaH,PQ,4, 0,01M Tris, pH 6,3)
S obsahem 500 mM imidazolu, pficemz byly jimany frakce 3 ml. Jak je
ukazano v obr. 3 (draha 1), z kolony byl eluovan vysoce obohaceny
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(Cistota pfi barveni coomassie byla odhadovana na vice nez 90%)
protein BASB029/His6, ktery se pohyboval pfi molekulové hmotnosti
66 kDa (66 000) (odhadovana relativni molekulova hmotnost). Tento
polypeptid byl reaktivni proti my$i monoklonalni protilatce zamérené
proti 5-histidinovému motivy (viz obr. 3, draha 2). Tato data spole&né
ukazuji, Ze gen BASB029 je moZno exprimovat a purifikovat
v rekombinantni formé (BASB029/His6) v E. coli.

Priklad 3: Imunizace mySi rekombinantnim BASB029

Casteéns purifikovany  rekombinantni protein BASB029
exprimovany v E. coli byl tfikrat vstfiknut mysim Balb/C ve dnech 0, 14
a 29 (8 zvifat/skupina). Zvifatim byly podany subkutanni injekce
obsahujici priblizné 5 Mg antigenu ve dvou riznych formulacich. Bud
adsorbovany na 100 Hg AIPQO4, nebo formulovany v emulzi SBAS?
(emulze SB62 obsahujici 5 yg MPL a 5 Hg QS21 na davku). Negativni
kontrolou byly mysi imunizované pouze emulzi SBAS2. Vzorky krve
byly odebrany ve dnech 29 (15 dnl po Il) a 35 (6 dnd po IIl) pro
detekci  specifickych anti-BASB029 protilatek. Specifické  anti-
BASB029 protilatky byly méfeny v oddéleném séru (z 10 mySi/skupina)
metodou westernového pfenosu na $esti rdznych kmenech NmB (obr.
4 abh).

Rozpoznani epitopii BASB029 v raznych kmenech NmB

westernovym prenosem

V tomto testu byla vySetfovana séra imunizovanych mysi
(spojena) westernovym pienosem na rozpoznavani epitopt BASB029
Sesti rlznych kmend Neisseria meningitidis B: H44/76 (B:15:P1.7, 18,
linie ET-5), M97 250987 (B:4:P1.15), BZ10 (B:2b:P1.2, linie A4),
BZ198 (B:NT*: -, linie 3), EG328 (B:NT*, linje ST-18), a ATCC 13090
Men B, stejné jako &asteiné purifikovaného rekombinantniho proteinu
BASB029 (*: NT: netypovano).
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Ve struénosti je mozno uvést, ze 10 ul (>108 bunék/draha)
kaZdého vzorku po smiseni se vzorkovym pufrem (10 min pfi 95 °C) se
nanese na gradientovy gel SDS-PAGE (Tris-glycin 4 az 20 %, Novex,
kod No. EC60252). Elektroforeticka migrace probihala pfi 125 VvV
90 min. Potom se proteiny pfevadéji na nitrocelulézovou membranu
(0,45 um, Bio-rad kéd No. 162 - 0114) pfi 100 V 1 hod na systému
Bio-rad Trans-blot system (kéd No. 170 - 3930). Filtr byl blokovan
pufrem PBS - 0,05% Tween 20 pfes noc pfi teploté laboratofe, pted
inkubaci s mys$im sérem obsahujicim protilatky anti-BASB029
pochazejici jak z formulace AIPOQq, tak i SBAS2. Tato séra se 100 x
fedi pufrem PBS - 0,05% Tween 20, a inkubuji se na nitrocelulézové
membrané 2 hod pfi teploté laboratore za mirného tfepani na systému
mini-blotter system (Miniprotean, Bio-rad kéd No. 170 - 4017). Po
tfrech opakovanych promyvacich krocich v pufru PBS - 0,05% Tween
20 po dobu 5 min, se nitrocelulézovd membrana inkubuje pfi teploté
laboratofe 1 hod za mirného trepani s pfislu§nym konjugatem
(biotinylované ovgi protilatky proti mysimu g, Amersham kéd No.
RPN1001) pfi fedéni 1/500 ve stejném promyvacim pufru. Membrana
S€ promyje tiikrat jako predtim a inkubuje se 30 min za michani
s komplexem streptavidin-peroxidaza (Amersham koéd No. 1051) pfi
redéni 1/1000 v promyvacim pufru. Po poslednich tfech opakovanych
krocich promyvani probiha vyvijeni pFi dobé& inkubace 20 min v 50 ml
roztoku obsahujiciho 30 mg 4-chlor-1-naftolu (Sigma), 10 ml
methanolu, 40 ml PBS 3 30 i H;0,. Barveni se zastavi

nékolikanasobnym promytim membrany destilovanou vodou.

Vysledky na obr. 4 a 5 ukazuji, 2e ve vsech testovanych
kmenech je pritomen oCekavany pruh v okoli 65 az 70 kDa (65 000 az
70 000), a dva hlavni pruhy v okoli 55 a 90 kD (55 000 a 90 000),
které jasné souviseji s timto proteinem BASB029 (polymery,
degradaéni produkty). To znamena, 3e protein BASB029 se
pravdépodobné exprimuje u vétsiny, pokud ne u vSéech kmeni NmB.

V obr. 4 se rekombinantni protein BASB029 objevuje ve formeé ctyr
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rozdilnych pruhd, dvou pfi oéekavanych molekulovych hmotnostech 65
az 70 kDa (65000 az 70 000), a dvou dalSich pFi velmi vysokych
molekulovych hmotnostech (>200 kDa, 200 000), které jsou
pravdépodobné agregaty rekombinantniho proteinu BASB029.

Priklad 4: Pritomnost protilatek anti-BASB029 v sérech zotavenych
pacientl

Pri tomto testu byla vySetfovana séra zotavenych pacient(
westernovym pfenosem na rozpoznavani &isténého rekombinantniho
proteinu BASB029.

Ve struCnosti, 5 pg €aste¢né purifikovaného proteinu BASB029
NmB se nanese na gradientovy gel SDS-PAGE (4 - 20%, Novex, kéd
No. EC60252) a provede se elektroforeticka migrace. Proteiny se
prfevedou na nitrocelulé6zovou membranu (0,45 pm, Bio-rad kéd No.
162-0114) pfi napéti 100 V po dobu 1 hod na blotovacim systému Bio-
rad Trans-blot system (k6d No. 170-3930). Potom se filtr blokuje
pufrem PBS-0,05 % Tween 20 pies noc pfi teploté laboratofe, pred
inkubaci s lidskym sérem. Tato séra se fedi stokrat pufrem PBS-0,05%
Tween 20, a inkubuji se na nitrocelulézové membrané 2 hod pfi
teploté laboratofe za mirného tfepani na systému mini-blotter system
(Miniprotean, Bio-rad kéd No. 170-4017). Po tiech opakovanych
krocich promyvani v pufru PBS-0,05% Tween 20 5 min, se
nitrocelulézovd membrana inkubuje pfi teploté laboratofe 1 hod za
mirného tfepani s vhodnym konjugatem (biotinylované ovéi protilatky
proti lidskému 1gG, Amersham kéd No. RPN1003) pfi fed&ni 1/500 ve
stejném promyvacim pufru. Membrana se tfikrat promyje jako predtim
a inkubuje se 30 min za michani s pouZitim komplexu streptavidin-
peroxidaza (Amersham kéd No. 1051) pfi fedéni 1/1000 v promyvacim
pufru. Po poslednich tfech promyvacich krocich se provede vyvijeni po
dobu 20 min v 50 ml roztoku obsahujiciho 30 mg 4-chlor-1-naftolu

(Sigma), 10 ml methanolu, 40 ml ultragisté vody a 30 ul H,O,. Barveni
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se zastavi nékolikanasobnym promytim membrany destilovanou

vodou.

Vysledky jsou ilustrovany na obr 6 a 7, které ukazuji, ze u vSech
sedmi sér rekonvalescentl doslo k reakci s rekombinantnim proteinem
BASB029 v okoli molekulovych hmotnosti 65 az 70 kDa (65 000 az
70 000), pficemz u vétsiny se také objevuji dva horni pruhy (>200 kDa,
200 000), pfitemz u nékolika z nich se objevuje pouze slaba reakce.
Reakce proti proteiniim s vysokou molekulovou hmotnosti potvrzuje,
Ze tyto dva pruhy jasné souviseji s proteinem BASB029, a Ze jde
pravdépodobné o jejich agregované formy. V &asti A obr. 6 a 7 jsou
vidét stejné reakce proti témto &tyfem pruhim u imunizovaného
mysSiho séra. To jasné potvrzuje, ze vSechny tyto &tyfi pruhy souviseji
s rekombinantnim proteinem BASB029. V obr 7 jsou také ukazana

negativni mysi séra, ktera s rekombinantnim proteinem nereaguiji.

UloZené materialy

Kmen Neisseria meningitidis séroskupina B byla uloZena ve
sbirce  American Type Culture Collection (dale "ATCC")
22. ervna 1997 pod  depozitnim  &islem 13080. Ulozeny
mikroorganismus byl popsan jako Neisseria meningitidis (Albrecht a
Ghon) a je lyofilizovany a zahrnuje knihovnu insertu 1,5 az 2,9 kb
zkonstruovanou z izolatu N. meningitidis. Toto uloZeni se popisuje
v Int. Bull. Bacteriol. Nomencl. Taxon. 8: 1 - 15 (1958).

UloZzeny kmen Neisseria meningitidis se zde oznaduje jako

,2ulozeny kmen* nebo jako ,DNA uloZeného kmenu®.

UloZzeny kmen obsahuje uplny gen BASB029. Sekvence
polynukieotidll obsazend v ulozeném kmenu stejné jako jakakoli
sekvence aminokyselin jakéhokoli polypeptidu kodovaného timto
nukleotidem je v pfipadé jakéhokoli konfliktu tykajiciho se popisu

sekvenci rozhodujici.
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UloZzeni kmene bylo provedeno v souladu s BudapeS$tskou
dohodou o mezinarodnim uznavani ukladani mikroorganism( pro Glely
udélovani patentld. Tento kmen bude neodvolatelné a bez omezeni
nebo podminek zpfistupnén po udéleni patentu vefejnosti. UloZzeny
kmen se poskytuje pouze pro pohodli odbornikll v oboru a uloZeni
neznamena, Ze by bylo povaZzovano za nezbyiné pro jasnost a Uplnost

popisu nebo jeho uskuteénéni.

Zastupuje:
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[zolovany polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci,
ktera ma alespon 85% identitu s aminokyselinovou sekvenci
zvolenou ze skupiny SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4 po celé déice
sekvenci SEQ ID No. 2, popfipadé SEQ ID No. 4.

Izolovany polypeptid podle naroku 1, ve kterém ma
aminokyselinova sekvence alespon 95% identitu
s aminokyselinovou sekvenci zvolenou ze skupiny SEQ ID No.
2, SEQ ID No. 4 po celé délce sekvenci SEQ ID No. 2,
popfipadé SEQ ID No. 4.

Polypeptid podle naroku 1, ktery obsahuje aminokyselinovou
sekvenci zvolenou ze skupiny SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4.

Izolovany polypeptid, ktery ma sekvenci SEQ ID No. 2, SEQ ID
No. 4.

Polypeptid obsahujici imunogenni fragment polypeptidu podle
nékterého z narokd 1 az 4, pricemz tento imunogenni fragment
je schopen zvySit imunitni odpovéd rozpoznavajici polypeptid
SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4.

Polypeptid podle naroku 5, kde imunogenni fragment je

navazan na nosic.
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Izolovany polynukleotid obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici  polypeptid, ktery ma alespon 85% identitu
s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID No. 2, 4 po celé délce
SEQ ID No. 2, popfipadé 4; nebo nukleotidova sekvence

s timto izolovanym polynukieotidem komplementarni.

Izolovany polynukleotid obsahujici nukleotidovou sekvenci,
ktera ma alesponn 85% identitu s nukieotidovou sekvenci
kédujici polypeptid SEQ ID No. 2, 4 po celé délce koédujici
oblasti, nebo nukleotidova sekvence s timto izolovanym

polynukileotidem komplementarni.

Izolovany polynukleotid, obsahujici nukleotidovou sekvenci,
ktera méa alespon 85% identitu se sekvenci SEQ ID No. 1, 3 po
celé délce sekvenci SEQ ID No. 1, popfipadé 3; nebo
nukleotidova sekvence s timto izolovanym polynukieotidem

komplementarni.

Izolovany polynukleotid podle nékterého z narokd 7 az 9, ktery
ma identitu se SEQ ID No. 1, 3 alespon 95 %.

Izolovany polynukleotid obsahujici nukleotidovou sekvenci
kodujici polypeptid SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4.

lzolovany polynukleotid obsahujici polynukleotid SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 3.

[zolovany polynukleotid obsahujici nukleotidovou sekvenci
kodujici polypeptid SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4 ziskatelny
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screeningem vhodné knihovny za stringentnich podminek
hybridizace pomoci zna€ené sondy se sekvenci SEQ ID No. 1,

SEQ ID No. 3 nebo jejich fragmentu.

Expresni vektor nebo izolovany Zivy mikroorganismus
obsahujici rekombinantni polynukieotid podie nékterého

z narokl 7 az 13.

Hostitelska bufika obsahujici expresni vektor podle naroku 14
nebo subcelularni frakci nebo membranu uvedené hostitelské
buriky exprimujici izolovany polypeptid obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, ktera ma alespoil 85% identitu
s aminokyselinovou sekvenci zvolenou ze skupiny SEQ ID No.
2, SEQ ID No. 4.

Zpusob vyroby polypeptidu obsahujiciho aminokyselinovou
sekvenci, ktera ma alespofi 85% identitu s aminokyselinovou
sekvenci zvolenou ze skupiny SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky, pfi
kterych se kultivuje hostitelskd bufika podle naroku 15 za
podminek dostate¢nych pro produkci uvedeného polypeptidu

a polypeptid se z kultivaéniho média izoluje.

ZpUsob exprese polynukleotidu podle nékterého z narokil 7 az
14, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky,
pfi kterych se transformuje hostitelska buitka expresnim
vektorem  obsahujicim alespoii jeden z  uvedenych
polynukleotidd a uvedena hostitelskd buika se kultivuje za
podminek dostateCnych pro expresi jakéhokoli z uvedenych
polynukleotid(.
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Vakcina, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
Géinné mnozstvi polypeptidu podle nékterého z narokld 1 az 6

a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Vakcina, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
uginné mnozstvi polynukleotidu podle naroku 7 az 13

a farmaceuticky Géinny nosié.

Vakcina podle nékterého =z naroki 18 nebo 19,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespof

jeden jiny antigen Neisseria meningitidis.

Protilatka imunospecifickd pro polypeptid nebo imunologicky

fragment podle nékterého z narokii 1 aZ 6.

ZplUsob diagnoézy infekce Neisseria meningitidis, ktery zahrnuje
identifikaci polypeptidu podle nékterého z narokl 1 az 6, nebo
protilatky, ktera imunospecificka je pro uvedeny polypeptid
pfitomny v biologickém vzorku Zivo€icha s podezienim na

takovou infekci.

PouZziti prostfedku obsahujiciho imunologicky uginné mnozstvi
polypeptidu podle nékterého z narokl 1 az 6 pfi vyrobé léku

pro pouziti pfi vyvolani imunitni odpovédi u zivodicha.
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Pouziti prostfedku obsahujiciho imunologicky u¢inné mnoZstvi
polynukleotidu podle nékterého z narokl 7 az 13 pfi vyrobé

Iéku pro pouziti pfi vyvolani imunitni odpovédi u zivoc¢icha.

Farmaceuticky prostfedek pouzitelny pfi [é&eni ¢&lovéka
s onemocnénim vyvolanym Nejsseria meningitidis,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje alespon
jednu protilatku proti p'olypeptidu podle nékterého z narokl 1

az 6 a vhodny farmaceuticky nosi¢.

Zastupuje:
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Obr. 1
Porovnani polynukleotidovych sekvenci BASB029.

ldentita vzhledem k SEQ ID No. 1 je oznacena te€kou a pomlcka
znamena chybéjici nukleotid.

. 20 . 40 .

Seqid]:ATGAACAAAATATACCGCATCATTTGGAATAGTGCCCTCAATGCCTGGGT:50

60 . 80 . 100
Seqidl:CGCCGTATCCGAGCTCACACGCAACCACACCAAACGCGCCTCCGCAACCG:100

- ]20 - ]40 *

Seqid1:TGGCGACCGCCGTATTGGCGACACTGTTGTTTGCAACGGTTCAGGCGAGT 150
Seqidd:. AA. ... A....150

160 . 180 . 200

Seqid1-ACTACCGAT---------GACGACGATTTATATTTAGAACCCGTACAACG: 191
Seqid3:G...A.A. .GAAGAGCAA. AL A............ .. Coooovvnn..2200

. 220 . 240 .

Seqid1:CACTGCTGTCGTGTTGAGCTTCCGTTCCGATAAAGAAGGCACGGGAGAAA:24]
Seqidde.....T..C........ TAG. AR ... . 250

260 . 280 . 300

Seqid1:AAG-- - AAGTTACAGAAGATTCAAATTGGGGAGTATATTTCGACAAGAAA:288
Seqid3:.. AAA.. . AGA.. . .A..... G...... C..........A..G.....:300

320 . 340 .
Seqid1:GGAGTACTAACAGCCGGAACAAATCACCCTCAAAGCCGGCGACAACCTGAA:338



360 . 380 - 400

Seqid1:AATCAAACAAAACACCAATGAAAACACCAATGCCAGTAGCTTCACCTACT:388
Seqid3: ------------------------------- GCAA382

. 420 . 440 .
Seqid1:(GCTGAAAAAAGACCTCACAGATCTGACCAGTGTTGGAACTGAAAAATTA. 438

460 . 480 - 500

Seqid1:TCGTTTAGCGCAAACAGCAATAAAGTCAACATCACAAGCGACACCAAAGG: 488
Seqid3:............... ' 1.

. 520 . 540 .

Seqid1:(TTGAATTTCGCGAAAAAAACGGCTGAGACCAACGGCGACACCACGGTTC.538
Seqid3:........ To..... G .. G532

560 . 580 . 600

Seqid]:ATCTGAACGGTATCGGTTCGACTTTGACCGATACGCTGCTGAATACCGGA.588
Seqid3:.C........... L :582

* 620 * 640 *

Seqid1:GCGACCACAAACGTAACCAACGACAACGTTACCGATGACGAGAAAAAACG: 638
Seqid3:............... 632

660 * 680 *

Seqid11:TGCGGCAAGCGTTAAAGACGTATTAAACGCAGGCTGGAACATTAAAGGCE. 683
Seqidd: ... 682



* 720 * 740 *

Seqidl: TTAAACCCGGTACAACAGCTTCCGATAACGTTGATTTCGTCCGCACTTAL:738
Seqid3: 0132

760 + 780 . 800
Seqid1:GACACAGTCGAGTTCTTGAGCGCAGATACGAAAACAACGACTGTTAATGT:788

. 820 . 840 .
Seqid]:GGAAAGCAAAGACAACGGCAAGAGAACCGAAGTTAAAATCGGTGCGAAGA: 838

860 . 880 . 900

Seqid1:CTTCTGTTATCAAAGAAAAAGACGGTAAGTTGGTTACTGGTARAGACAAA: 888
Seqidds......... 1 SRS 1.7

. 920 . 940 .

Seqid1:GGCGAGAATGATTCTTCTACAGACAAAGG(GAAGGCTTAGTGACTGCAAA: 938
Seqid3:.......... 6. G 2932

960 . 980 . 1000

Seqid1:AGAAGTGATTGATGCAGTAAACAAGGCTGGTTGGAGAATGAAAACAACAA: 988
SBOIT: « oo e et 1982

. 1020 . 1040 »
Seqid1:CCGCTAATGGTCAAACAGGTCAAGCTGACAAGTTTGAAACCGTTACATCA: 1038

1060 . 1080 . 100
Seqid1:GGCACAAATGTAACCTTTGCTAGTGGTAAAGGTACAACTGCGACTGTAAG:1088
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. 1120 . 1140 .
Seqid1:TAAAGATGATCAAGGCAACATCACTGTTATGTATGATGTAAATGT(GGCG: 1138

1160 . 1180 . 1200
Seqid1:ATGCCCTAAACGTCAATCAGCTGCAAAACAGCCGTTGGAATTTGGATTCC: 1188

. 1220 . 1240 .
Seqid):AAAGCGGTTGCAGGTTCTTCGGGCAAAGTCATCAGCGGCAATGTTTCGC(: 1238

1260 . 1280 . 1300
Seqid1:GAGCAAGGGAAAGATGGATGAAACCGTCAACATTAATGCCGGCAACAACA:1288

. 1320 . 1340 .

Seqid]:TCGAGATTACCCGCAACGGCAAAAATATCGACATCGCCACTTCBATGACC 1338
SeQId3:r . e T 1332

1360 . 1380 . 1400

Seqid]: CCGCAATTTTCCAGCGTTTCGCTCGGCGCGGGGGCGGATGCGCCCACTTT: 1388
Segid3:... .. G e 1382

- ] 420 - ]440 *

Seqid]:AAGCGTGGATGACGAGGGC6CGTTGAATGTCOGCAGCAAGGATGCCAACA: 1438
Seqidd:G......... N £ P S AG.A ... .:1429



1460 . 1480 . 1500
Seqidl:AACCCGTCCGCATTACCAATGTCGCCCCGGGCGTTAAAGAGGGGGATGTT: 1488

. 1520 . 1540 .

Seqid1:ACAAACGTCGCACAACTTAAAGGCGTGGCGCAAAACTTGAACAACCACAT: 1538
Seqid3e. . ..o e G...:1529

1560 . 1580 . 1600
Seqid1:CGACAATGTGGACGGCAACGCGCOTGCGGGCATCGCCCAAGCGATTGCAA:1588

. 1620 . 1640 .
Seqid1:CCGCAGGTCTGGTTCAGGCGTATCTGCCCGGCAAGAGTATGATGGCGATC 1638

1660 . 1680 . 1700

Seqid1:6GC6GCGGCACTTATCGCGGCGAAGCCGGTTATGCCATCGGCTACTCAAG: 1688
Seqid3: ................................ (..:1679

. 1720 . 1740 .

Seqidl: CATTTCCGACGGCGGAAATTGGATTATCAAAGGCACGGCTTCCGGCAATT: 1738

1760 . 1780 .

Seqid1:(GCGCOGCCATTTCOGTGCTTCCGCATCTGTCGGTTATCAGTGGTAA:1785
Seqid3; ............................................... 1776
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Obr. 2
Porovnani polypeptidovych sekvenci BASB029.

Identita vzhledem k SEQ ID No. 2 je oznagena teCkou a pomicka

znamena chybéjici aminokyselinu.

* 20 * 40 *

Seqid2;MNKlYRllWNSALNAWVAVSELTRNHTKRASATVATAVLATLLFATVQAS:50
SaQidd: .o oonee e e Ko .50

60 . 80 . 100

SeqidZ:T---TDDDDLYLEPVQRTAVVLSFRSDKEGTGEKE-VTEDSNWGVYFDKK:96
Seqid4:ANNEEOEE....D ..... VALLIVN . oo KE ... . A....E.:100

. 120 . 140 .

SeqidZ:GVLTAGTITLKAGDNLKlKQNTNENTNASSFTYSLKKDLTDLTSVGTEKL;146
Seqidd:..... RE... oot e .GN....................:144

160 . 180 . 200

SeqidZ;SFSANSNKVNlTSDTKGLNFAKKTAETNGDTTVHLNGIGSTLTDTLLNTG:196‘
Seqid4; ..... G ................ EG ....................... ]94

. 220 . 240 - .

SeqidZ;ATTNVTNDNVTDDEKKRAASVKDVLNAGWNlKGVKPGTTASDNVDFVRTY:246
Seq|d4244

260 . 280 . 300

SeqidZ:DTVEFLSADTKTTTVNVESKDNGKRTEVKIGAKTSVIKEKDGKLVTGKDK:296
Seqidd:. ..o SRR :294

. 30 . 340 .

SeqidZ:GENDSSTDKGEGLVTAKEV!DAVNKAGWRMKTTTANGQTGQADKFETVTS:346
Seqid4;...G....E ......................................... :344



360 . 380 . 400

SeqidZ:GTNVTFASGKGTTATVSKDDQGNITVMYDVNVGDALNVNQLQNSGWNLDS:B%

* 420 * 440 *

Seqid2:KAVAGSSGKVISGNVSPSKGKMDETVNINAGNNIElTRNGKNlDlATSMT:446
Seqid4: .................................................. :444

460 . 480 . 500

SeqidZ:PQFSSVSLGAGADAPTLSVDDEGALNVGSKDANKPVRITNVAPGVKEGDV:496
Seqid4: .................... GD-....... KD, ... :493

. 520 . 540 .

Seqi‘dZ:TNVAQLKGVAQNLNNHIDNVDGNARAGIAQAIATAGLVQAYLPGKSMMM:546
Seqidd:. ... R 2340

560 . 580 .

Seqid2:GGGTYRGEAGYAIGYSSISDGGNWIlKGTASGNSRGHFGASASVGYQW:594
S@QIGA: o e e e e e :591
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Obr. 3
Exprese a purifikace rekombinantniho BASB029 v E.coli.

) V podstaté vycisténa proteinova frakce BASB029 (vice nez 80%) byla
délena na polyakrylamidovém gelu s gradientem 4 az 20 % (Novex) za
podminek PAGE-SDS soudasné s markery molekulové hmotnosti. Gely
byly bud barveny Coomassie Blue R250 (draha 1) nebo analzyovany

westernovym pienosem pouzitim monoklonalini protilatky anti-(His5)

(draha 2).
1 2
175 KDA
| —83KDA
BASB029  66kDa — | D’ 62 kDA

— 47.5 kDA
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. Obr. 4

Rozpoznavani proteinu BASBO029 u n&kolika kment NmB sérem mySi
imunizovanych BASB028.

Kmen
13090 EG328 Rec BASB029 MW
- <
194
120
— - o
87
_—-—-’ Qo A ERRr ey - , < 4—-——-
— 64

52

39

26
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Obr. 5
Rozpoznavani proteinu BASB029 u nékolika kmend NmB sérem mysi
’ imunizovanych BASB029.
Kmen
BZ198 BZ10 M97 250687  NGP165 H44/76 MW
194
120
— ’ W——r S— W’ Wneaamnend
87
> ) “"" — 52

26
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Obr. 6
Protilatky anti-BASB029 v sérech uzdravenych pacientt (¢ast B)

a imunizovanych mysi (¢ast A).

Cast A Cast B
A-BASB029
Abs 262068 261732 262117 261659 MW
— - i
—

194
120
87
= 64
52
39

26
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Protilatky anti-BASB029 v sérech uzdravenych pacientd (¢ast B)

a imunizovanych mysi (Cast A).

194

120

87

64
52

30

26

MW

Cast A

Neg. kontroly

& —

/

Mysi protilatky
anti-BASB029

261469

Cast B

261979 261328

arse

cerean
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