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Ochranné antigeny nebo fragmenty antigend, Jjejich POUZIT] ~—0

pro vyrobu vakciny, vakcina s jejich obsahem a zplsob jeji ;

vyroby

Oblast techniky

Vyndlez se tyka novych antigent metazoickych para-
zit® a jejich pouZiti k 1éZeni chorob, zplscbenych hlisty
a daldimi metazoickymi parazitami, zv1&8té& hlisty a para-

zity ze skupiny arthropodd u domécich zvirat.

Dosavadni stav techniky

Ka?dy druh domécich zvifat miZe trp&€t chorobami, kte-
ré jsou zplsobeny raznymi parazity, vietné rady eledi hlista
a arthropodd. Rada t&chto onemocné&ni mé velkou ekonomickou
zava¥nost. Jde napfiklad o haemonchosu, zpusobenou hlistem
Haemonchus contortus, ktery paraiituje v ruaznych Céastech za-
Yivaci soustavy preZvykavcl, vietné& ovci, od abomasum a? do
pravého Zaludku. Mladi i dospé&li Jedinci Haemonchus se zivi
krvi tak, e jejich Ustni &&st se pPisaje na malé krevni cé-
vy v Zaludedni sliznici. Ovce, v nichZ Zije velké mnoZstvi
t&chto parazitt, ztriceji velké mnoZstvi krve, coZ vede k
chudokrevnosti, celkovd zhor$enému zdravotnimu stavu a Cas-
to k uhynuti. Haemonchosa je &ast&j$i v tropickych a sub-
tropickych oblastech vzhledem k tomu, Ze neparazitickéd sta-
dia H. contortus 2iji na pastvinadch a vzhledem k nizkym tep-

lotém &asto nepreZiji zimni obdobi v mirném pasu.

Z hospoddrského hlediska maji‘velky vyznam také para-
ziti ze skupiny nematod, kte¥i se neZivi krvi. Napriklad
jde o parazity Ostertagia ostertagi a Ostertagia (Telador-

sagia) circumcincta (0. circumcincta byla v soulasné dobé&




reklasifikovéna jako T. circumcincta, pPestole novy nézev

jesté neni prilis rozSiren). Skot a ovce po infekci 0. oster-

tagi a O circumcincta této chorob& Casto podléhaji a oster-

tagiosa predstavuje v souCasné dob& jednu z nej

infekci hlisty v hospodéfskych chovech

£
G

vaiznéjsich

.

DalSimi parazitickymi &ervi hospodéarského vyznamu
Jsou rizné Zeledi hlistq, jako Trichostrojgylus, Nematocdirus,
Dictyocaulus, Cooperia, Ascaris, Dirofilaria, Trichuris,
Strongylus, Fasciola, Oesophafostomum, Bunostomum a Meta-
strongylus. Kromé& hospoda¥skych zvirat, domicich zvirat,
miZe dojit také k infekci 1idi, tyto infekce mohou byt smr-

telné a infekce hlisty tedy predstavuje zéavaZny problém ce-
losv&tového vyznamu.

DalSimi vyznamnymi metazoickymi parazity jsou rtzné
Celedi arthropodd, zv143t& ndkteri pavouci a rdzné deledi
hmyzG, zejména ektoparaziti, Zivici se nap¥iklad krvi (jako

exopterygota a endopterygota), Lucinia a klistata.

Zv148t€ je nutno uvést k1{&¥ata Celedi Boophilus spp,
Amblyomma spp, Argas spp, Rhipicephalus Spp, Hyalomma spp,
Ornithodorus spp, Dermacentor spp, Ixodes Spp, mouchy,
Lucilia, mouchy, které ssaji,

zv143té&
napriklad Stomoxys calcitrans,
Oestrus ovis, Hydrotaea irritans, Gasterophilus spp, Simulium
Spp, Lyperosia irritans, Haematobia spp, Tabanus spp, Chry-
somyia spp, Calliphora Spp, Phlebotomus spp, Glossina sSpp,
Hypoderma spp, Dermatobia Spp, a Cochliomyia spp, déle
Haematopinus eurysternus, Linognathus vittuli,

capillatus, Linognathus ovillus,

Solenopotes
a Menacanthus spp, mry,
jako Psoroptes Spp, Demodex spp, Sarcoptes spp, Chorioptes
Spp, Psorergates Spp, Dermanyssus spp, Ornithonyssus sSpp,

IR

LT o AT AT v YR e e
T "“}f:ﬁ -'=fﬁ;?s§(}‘§?%}§\i‘\3 A
é}};?!{t:ét?}f%, SLETA ,@‘ Rl g ekl ARy

X




Otodectes spp a Notoedres spp, dreplici, naptriklad Cteno-
cephalides canis a C. felis, ddle jeSté Melophagus ovinus
nebo Cimex spp.

4

Kromé vlastnich parazitickych GdinkG miZe jedtd
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fada arthropodd, ktefi se Zivi krvi, prenédSet rtzné pathoge-

ny, nap?iklad pathogenni prvoky nebo viry a zplsobit tak

dal$i choroby. Chovatelé jsou kaZdoro&n& podstatnég posSkozo-
- véni arthropody, ktery ssaji krev a onemocnénimi, které

tito paraziti prenéaseji.

Potlafeni parazitd ze skupiny hlistd a arthropodd

.

u pasoucich se stdd je predeviim moZno pouZiti anthelmintik,

endectosidd a/nebo insekticidnich létek ve spojeni s daldi-

mi opatfenimi, tykajicimi se zplisobu pastvy. Tyto postupy
jsou v8ak Casto nedostatedné predeviim proto, Ze Glinné lat-
ky Jje nutno podévat &dasto a pak také proto, Ze v posledni
dobé jsou paraziti stédle odolné&jdi proti ulinnym l&tkém,
mimoto je velmi nesnadné provést prislusSnéd opatreni u pa-

souciho se stéda.

Z tohoto divodu byly vyvijeny snahy potlalit parazi-

tdrni choroby u domécich zvirat imunologickymi postupy. S
velmi malymi vyjimkami (napriklad v pripadé& Dictyocaulus
viviparus u skotu) bylo prokézéno, Ze je to velmi obtiZné
a aZ dosud neexistuji b&Zné dodéavané vakciny v pripadé ne-
matodl, Zijicich v zaZivaci soustavé@ pFeZvykavci vietné

. Haemonchus a Ostertagia a také v pripadé nejlastéjSich pa-
razitdrnich arthropodu.

V poslednich letech se v8ak objevily zpravy o novych
bilkovinédch, které byly izolovény z Haemonchus a které by
mohly byt ochrannymi antigeny nejen proti Haemonchus, nybri
také proti celé Pad& pribuznych endoparazitd u domécich

I

B &,ll.ym& JERAMy 3 ’
&‘f 2 YR
4&emm&v;m




zvifat, jak je zPejmé ze souhrnné publikace Emery a Wagland
1991 Parasitology Today 7, 347 - 349.

Contortin, polymerni extracelularni cilkovina Erou-
bovicového tvaru, spojena s vnitfnim povrchem stfeva Hae-
monchus contortus byla poprvé popséna v publikaci Munn Tissue
and Cell, 1977, 9, 23 - 34, a bylo prokdzano, e v pripadg,
Ze je tato bilkovina podéna ve formé& surového extraktu ve
vysokych davkéch nékolika miligraml, je schopna chréanit
Jehniata proti haemonchose podle Muss 1987, Parasitology 94,
385 - 397. Vzhledem k tomu, Ze bylo nutno pouZit vysoké dav-
ky a vzhledem k malé Cistoté& injekdnich prostredkd nebylo
zcela jasné, zda ochrana v t&chto prfipadech byla vyvoléna
contortinem jako takovym nebo Jinymi antigeny, které byly
ve vakciné pritomny jako nedistota. V dalSich pokusech se
prokézalo, Ze ovce, imunizované takovymi prostredky s obsa-
hem contortinu vytvérely také protilatky proti dubletu bil-
koviny strevni membréany, H110D. Pozdéji se prokédzalo, e
ovce, chréané&né malymi davkami n&kolika set mikrogramd vyso-
ce Cist&ného H110D byly v podstaté& imunni proti haemonchose
(Munn, WO 88/00835 a Munn a Smith WO 90/11086). H110D nyni
predstavuje nejslibné€jsi vakcinu proti Haemonchus. Byla ob-
Jevena je3t& t¥eti bilkovina ze stfevni membrény Haemonchus
S antigennimi vlastnostmi a byla oznaena H45 (Munna Smith
WO 90/11086).

V literatufe jsou popsény také mén& Gsp&iné pokusy
identifikovat ochranné antigeny z Haemonchus a dal&ich Cele-
di hlistd. Napriklad z dospélych jedinec®i Haemonchus byl izo-
lovan glykoprotein membrany s molekulovou hmotnosti 45 000.
Tento materiél poskytoval p¥ibliZn& 50% ochranu pFi pouZiti
Jako imunogenni latka u moréat, infikovanjych timto parazi-
tem, pokud jde o sniZeni poltu hlistd (Sharp, Wagland a
Cobon WO 92/13889). U&inek této latky u ovei nebyl popsén.




Nebylo také popséno misto, v némZ se u hlista tento anti-
gen nachéazi a nebylo tedy prokédzéno, Ze by mochlo jit o po-
vrchovy materidl z vnit¥niho povrchu stfeva. Bylo uvédéno,
Ze surové frakce extraktl membrény Haemcnchus, které témé&r
urcité obsahovaly H11lOD sniZovaly podet vajilek a polet
hlistd o 88 a 75 %, prestofe nejsou uvéciny 2&dné informace,
tykajici se variaci v té&chto hodnotéch. Haemonchus contortus
prirozené neparazituje na mordatech. Misto preZivani po né-
kolik tydnG, tak jako tomu je u pPirozeného hostitele, kterym
Jje ovce, probihéd infekce u morat fasto pouze rudimentidrné,
takZe dochézi k vypuzeni tém&f vS8ech hlistl do 5 aZz 7 dnu

po infekci, to znamenéd daleko drive, neZ doséhnou dospélosti
(Wagland, Abeydeera, Rothwell a Ouwerkerk 198%, International
Journal of Parasitology, 19, 301 - 305). V pripadé& pokusu.
na morlatech, tak jak je popsén ve WO 92/13889 byla zvirata
usmrcena 5 nebo 6 dnd po infekeci, takZe jakykoliv rozdil me-
zl olkovanymi zvifaty a kontrolnimi zvifaty odréZel pouze
urychleni vypuzeni hlistd o jeden nebo dva dny. Tento.velmi
maly rozdil kontrastuje s G&inky, které budou ddle popsény

a byly popséany také ve svrchu uvedenych pfihlédskéch WO
88/00835 a WO 90/11086 a vzbuzuje pochybnosti, zda uvedené
laboratorni zvire je pro tento Glel vhodné. Tato pochybnost
bude dédle zdlraznéna v prub&hu prihla3ky na zaklad& pokusi,
pfi nichZ bylo prokézéno, Ze ta frakce extraktu membrany
Haemonchus, kteréd se vA¥e na lectin z pEenilného klilku Jje
schopna vysoce chrénit ovce, avsSak podle WO 92/13889 v pod-
staté obdobny prostredek nemél vibec Z&dny Glinek pfi stej-
nych pokusech u mordat.

V patentové prihlésSce WO 89/00163 se popisuje klono-
vani a exprese genu, ktery je kodovym Pet&zcem pro bilkovinu

z Trichostrongylus colubriformis s molekulovou hmotnosti

41 000, jde o parazita z téZe taxonomické skupiny, jako




Haemonchus, parazitujiciho v tenkém stfevéd ovce. Bilkovina
nebyla charaktierizovéna, uvadi se, e pfi vakcinaci ovei
bilkovinami rekombinantniho organismu, u n&ho¥ dochézi k ex-
presi genu doSlo ke sniZeni podtu vajiek i podtu hlistd po
napadeno Haemonchus ve srovndni s kontrolnimi ovcemi, avSak
sniZeni nebylo statisticky vyznamné a pokud by nedoSlo ke
zvy8eni G&inku, nebyl by popsany stupelfi ochrany prakticky
vyuZzitelny.

V posledni dobé& byla z Haemonchus contortus izolova-
na protedza cysteinu a kddovy gen pro tuto protadzu byl klo-
novan a do$lo k jeho expresi podle publikace Cox, Pratt,
Hageman a Boisvenue, 1990, Molecular and Biochemical Parasito-
logy, 41, 25 aZ 34. Tato protedza mé molekulovou hmotnost
35 000, Jjak bylo prokédzano elektroforézou na SDS-PAGE za re-
dukénich podminek, identifikovana byla také vice glykosylo-~
vanéd forma s molekulovou hmotnosti 37 000. Bylo uvéadéno, Ze
tato proteédza, kteréd rozklada fibrinogen, pravdépodobné bra-
ni sréZeni krve hostitele v prab&hu pfijmu potravy Haemonchus,
coZ pravdépodobné mi usnadnit prijem potravy parazitem a
straveni krve. Bylo popisovano, e ovce, JimZ bylo opakovand
injekéné podédno né&kolik set mikrogrami frakce, obohacend o
nativni protedzu cysteinu, byly chrénény proti Haemonchus
vzhledem k tomu, Ze u nich do3lo ke sniZeni podtu vajidek
ve vykalech a také ke sniZeni po&tu hlistd ve srovnini s kon-
trolnimi ovcemi po zatiZeni 2500 larvami Haemonchus podle
Boisvenue, Stiff, Tonkinson, Cox a Hageman, 1990, Proceedings
of the VIIth International Congres of Parasitology, str. 475.
AvSak podrobnosti, které byly o t&chto pokusech popsény v
US patentovych spisech &. 408 339 a 487 181 prokazuji, Ze
rozdily v podtu hlistd a vajidek u okovanych a kontrolnich
skupin byly pouze hrani&ni a nebyly statisticky vyznamné.

Z tretiho stadia larev Haemonchus byla ziskéna a &i%-
téna protedza s molekulovou hmotnosti 44 000 podle Gamble,
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Purcell a Fetterer, 1989, Molecular and Biochemical Parasi-
tology, 33, 49 - 58. Tato protedza, kterd byla definovéna
Jaxo metalloproteédza a k jejiZ inhibici nedochézi plisobenim i
pepstatinu zprostredkovévé ecdysi a nebyla pcdrobanéd zkoud- :
kam na ochranny G&inek. V publikzci Maki a Yznagisawawa, Jcur-
nal of Helminthology, 1986, 60, 31 - 37, se popisuje G&innost
karboxyl (aspartyl) a thiolprotedzy u dosp&lych jedinct
Schistosoma mansoni, Dirofilaria immitis, Angiostrongylus ;
cantonensis a Ascaris suum. Av8ak tyto G&inky nebyly frak- E
cionovény nebo charakterizovény, neni uvedeni molekulovd hmot- '
nost uvedenych latek a nebylo zkouméno, zda by mohlo jit o
protektivni antigeny.

Ze tretiho stadia larev 0. circumcincta byl izolovéan
glykoprotein s molekulovou hmotnosti 31 000 podle publikace
McGillivery, Young, Riffkin a Adler, 1989, International
Journal for Parasitology, 19, 473 - 478. Ovce, imunizované
touto latkou byly &Castedn& chrén&ny proti infekci uvedenym
parazitem podle WO 91/01150.

Z produkvl seKkrece a exkrece T. colubriformis byly

izolovany dvé bilkoviny s nizkou molekulovou hmotnosti

11 000 a 17 000 podle Savin a dal$i, 1990, Molecular and
Biochemical Parasitology, 41, 167 - 176, Dolpheide a dal3i,
1991, Molecular and Biochemical Parasitology, 45, 101 - 108.
Uvadi se nizky nebo variabilni stuped ochrany v pripad&, Ze
se rekombinantni formy téchto antigend pouZiji k imunizaci
ovei proti napadeni parazitem T. colubriformis (Emery and
Wagland 1991).

Pokud jde o parazity ze skupiny arthropodd, obsahuje
literatura nékolik mélo'ﬁdajﬁ.o navrhovanych -vakcinéach, kte-
ré se soustredi zejména na Boophilus micfoplus u skotu. Na-
priklad Johnson a déléi, 1986 uvadéji, Ze ochranné antigeny

proti B. microplus je moZno nalézt jak v rozpustné, tak
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vV nerozpustné frakci extraktd z dosp&lych samic podle
Johnson a dal8i, 1986, Int. J. Parasitol., 15(1) :27 - 34.
Vzhledem k tomu se pozd&ji objevily v literatube navrhy
ofkovat skot pFi pouZiti antigen z t&chto extrakta, ze-
Jména ze stfeva a larev a ze slinnych Zl4z, tyto postupy _
pro dospélé jedince i pro larvy byly popséany v Willadsen {
a dalsi, 1989, Int. J. Parasitol., 18(2) : 183 - 189, Wong
a dals$i, 1990, Parasite Immunology, 12: 75 -~ 83, Jackson

a dalsi, 1990, Parasite Immunology, 12: 141 - 151.

Existuje v8ak trvald potfeba nalézt nové a zlepZené
vakciny proti metazoickym parazitlm, zejména by mé&lo jit
o vakciny, pouZitelné proti $iroké Zkdle Seledi hlistd a/nebo
arthropoda.

Vynédlez si klade za Gkol nalézt nové antigeny, vhod-
né pro pouziti ve vakcinach proti metazoickym parazitim, ze-
Jména jako ochranné imunogenni latky pri potlalovéni chorob,

zpisobenych hlisty a dal$imi metazoickymi parazity.

Podstata vynélezu

Vynélez je zaloZen na zjisténi, Ze st¥fevo H. contor-
tus obsahuje proteolyticky &éinn? glykoproteinovy komplex,
ktery byl nazvédn H-gal-GP (glykoprotein s obsahem galaktosy
z Haemonchus) a ktery je schopen poskytnout imunitu proti

Haemonchus a piibuznym parazitim. Glykoproteinové komplexy, -
analogické H-gal-GP a ozna&ené Oo-gal-GP a Oc-gal-GP byly
izolovény z extraktd Ostertagia ostertagi a Ostertagia cir- -

cumcincta a podobnou proteolytickou G&innost bylo moZno po-
zorovat i u dal8ich hlistd, nap?iklad Trichostrongylus.
Takové komplexy, uvolnéné gz membrén, v nichZ jsou integrova-
ny, naptriklad p?fi pouZiti smaledel, jako je Triton X-100,

Jsou nové a je moZno je pouZit pri vyrobé& vakcin proti in-

fekcim hlisty. Enzymy, pfitomné u hlistd je moZno prokézat




~a

i u jinych druhQ metazoickych parazith, napfiklad u larev

masarek.

Podle jednoho provedeni vynédlezu tvec?i podstatu vy-
nadlezu ochranny antigen metazoickych parazitd nebo antigenni
fragmenty, sloZky nebo prekursory t&chtc antigend a také je-
jich funké&ni ekvivalentni derivéty, analogy nebo varianty
s protektivnim antigennim G&inkem proti jednomu nebo vétsi-

mu pocltu metazoickych parazith, pridemZ uvedeny antigen

a) mé& proteolytickou ufinnost,

b) v nativni formé jde o bilkovinu nebo bilkovinny kom-
plex, integrdlni s membrénou a p¥itomny v hranilni

oblasti rasinkovych bunék stfeva parazita,
c) je schopen vazat pepstatin a

d) Je schopen vazat lektin z p8enidného k1lilku a lektiny
se specifidnosti pro beta-vdzany N-acetylgalaktos-

amin.

Podstatu vynédlezu tvori také ochranné antigeny a
antigenni fragmenty, sloZky nebo prekursory a funkénd ekvi-
valentni derivaty, analogy nebo varianty téchto antigenu
pro pouZziti ke stimulaci imunni odpovédi proti metazoickym
parazitim u 1idi i u Zivodichl, odlidnych od &lové&ka, s vy-

hodou u ssavcia a zv14a3té u preZvykavedl.

Prekursorem antigenu miZe byt v&t3i bilkovina, které
po zpracovani, napriklad proteolytickym Stépenim uvolni vlast-
ni antigen. Takové prekursory mohou mit formu zymogenQ, to
znamend neGdinnych prekursord enzymi, které jsou aktivovany
proteolytickym Sté€penim, jde napfiklad o analogii se systé-
mem pepsin/pepsinogen nebo o analogii se znémymi zymogeny,

Geastnicimi se sloZitych reakci pPi srédZeni krve.
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Nové antigeny podle vyndlezu nejsou rozpoznavany
sérem ZivolichQ s prfirozenou imunitou. Jinak treceno, tyto
antigeny nejsou za béZnych podminek v nativni form& dostup-
né pro imunitni systém infikovaného hostitele a jsou ozna-

Covény za "skryté", "uzaviené" nebo "kryptické" antigeny.

Pokud jde o charakteristickou vazbu novych antigen@
podle vynalezu na lektin, bylo moZno prokédzat vazbu na Con
A a na lektiny z Lotus a z hréasku, coZ prokazuje pritomnost
zbytkl mannosy a/nebo fukosy. N&které lektiny vézany nejsou,
napriklad jde o lektiny z Datura a Bandeiraea, coZ ukazuje
na nepritomnost struktur, obsahujicich N-acetylglukosamin,
avSak vyjédfend je vazba na lektiny se specifinosti pro N-
-acetylgalaktosamin, zejména na beta-vizany N-acetylgalaktos-

amin, 2zv14Sté€ jde o lektiny z burskych ofiZkd a jacalinu.

Pokud jde o proteolytickou G&innost, bylo moZno ji
prokazat u b&Znych substritd pro proteazy, Jjako jsou azokolla-
gen, azokasein, hemoglobin, a Zelatina, mimoto byla prokézé-
na také specifickd G&innost, obdobnid G&innosti aspartylpro-
teindzy a neutrdlni endopeptidézy. Nap¥iklad G&innost, po-
dobné U&innosti aspartylproteinézy byla prokazéna pro vzorky
H-a O-gal-GP a u nékterych hlist, nap¥iklad u Trichostrongy-
lus. U&innost podobnou G&innosti neutralni endopeptidéazy je
moZno prokézat v extraktech s obsahem antigent podle vynéalezu.
Mimoto, pokud jde o specificky antigen H-gal-GP, predbéiné
Gdaje o Fetdzci nukleotidd z klonu cDNA, ktery je kodem pro
slozku H-gal-GP prokazuji podstatnou homologii se znamymi
neutralnimi endopeptidézami.

Vynédlez tedy rovné&Z zahrnuje ochranné antigeny meta-
zoickych parazitd, nebo jejich antigenni fragmenty, sloZky
nebo prekursory a funk&né ekvivalentni derivaty, analogy

nebo varianty té&€chto latek s ochrannym antigennim G&inkem
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proti jednomu nebo vé€tSimu poltu metazoickych parazita,
tento antigen m& G&innost typu aspartyl proteindzy a/nebo
neutrélni endopeptidézy a v nativni form& b&%¥i o integrélni

protein nebo proteinovy komplex membriny.

Dalsi hlavni vlastnosti antigen® podle vyndlezu je
skutelnost, Ze tyto latky jsou schopné se vézat na pepsta-
tin. Pepstatin je latka, kterd je znédmd jako inhibitor
aspartylprotedz a bylo také uvédéno, Ze je schopna se vazat
na metalloendopeptidédzy membrédn v&etn& neutrédlni endopep- :
tidazy. ' ;

Bylo prokézéno, Ze proteolytickou G&innost Haemonchus,

Ostertagia a Trichostrongylus je moZno inhibovat plsobenim

pepstatinu. Podstatu vyndlezu tvori také ochranné antigeny ,
antigenni fragmenty, jejich sloZky nebo prekurzory proti

metazoickym parazitum a také jejich funk&nd ekvivalentni

derivaty, analogy nebo varianty s ochrannou antigenni Géin-
nosti proti jednomu nebo v&t3imu poltu metazoickych parazi-
td, znakem t&chto antigent Jje schopnost se vazat na pepsta-
tin, v nativni formé& jsou tyto antigeny integrdlnimi bilko-

vinami nebo bilkovinnymi komplexy membrén.

Pokusy se stanovenim isoelektrického bodu prokazaly,
Ze isoelektricky bod pI pro antigeny typu hlykoproteint
podle vynélezu leZi pFibliZn& v oblasti pH 2 a% 7,5.

Sledovani elektroforézou na polyakrylamidovém gelu,'
PAGE, bylo provadéno pPFi pouZiti antigend podle vyndlezu
a bylo prokézano, Ze tyto antigeny se chovaji odli3né& na
redukujicich a nefedukujicich gelech. Pri provadéni elektro-

forézy opakovan& za reduk&nich podminek dochazi k tomu, Ze
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Siroké pésy, ziskané elektroforézou na neredukujicich ge-

Py
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lech se rozpadaji na men$i péasy. Jak bude dale podrobn&ji
uvedeno, Ze moZno proteolytickou a ochrannou G&innost an- %
tigeﬁu pripsat bilkovindm v jednotlivych nebo sloZenych

pésech, pFestoZe materidl z ndkterych pasd mh¥e mit vysSsi

T

ulinnost nez z jinych pésd. Je moZné, Ze antigeny podle
vynalezu predstavuji komplexy v&t3iho podtu enzymb.

V pripadé antigenu H-gal-GP, jsou vysledky elektro-
forézy PAGE podrobnéji popsény v pFikladu 1. Vyhodné pod- .
skupina antigend podle vyndlezu je tvoFena antigeny a je-
Jich fragmenty nebo sloZkami, tak jak Jjsou popsény v pPi-
kladu 1 a také jejich funk&nimi ekvivalenty, derivaty,
analogy a variantami v&etn& analogl z jinych rodd nebo
Celedi. Vyhodnymi antigeny podle vynédlezu tedy mohou byt

antigeny, které lze izolovat z Haemonchus nebo z jinych

rodl metazoickych parazitd, priemZz tyto antigeny maji p?i
elektroforéze na SDS-PAGE molekulové hmotnosti, tak jak
jsou uvedeny v tabulce 1.

V pripad& antigenu H-gal-GP, bylo prokéazano, Ze
ochranng G&innost antigenu je spojena s nékterymi sloZkami
pésh bilkoviny, tak jak bude podrobnéji déle popséno v po-
kusu 5 v prikladu 7.

Podstatu vyndlezu tvori také ochranné antigeny meta-~
zoickych parazith nebo jejich antigenni fragmenty, sloZky .

nebo prekurzory a také funk&né& ekvivalentni derivaty, ana- 3

logy nebo varianty s ochrannou antigenni Géinnosti proti -
Jednomu nebo vé&t3imu podtu metazoickych parazitd, tyto an-

tigeny tvori &&st integralnich bilkovin nebo bilkovinnych )
komplexl membrin ve sthevd Zeledi Haemonchus, maji moleku-
lovou hmotnost pFibli%n& 190 000 a3 205 000 pPi stanoveni
elektroforézou na SDS-PAGE na 5% gelu za neredukujicich
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podminek nebo molekulovou hmotnost 35 000 nebo 45 000 az
50 000, pri stanoveni elektroforézou na SDS-PAGE na 10%

gelu za neredukujicich podminek.

Z metazoickych parazitd je v prib&hu prihléadky véno-
vina zvladtni pozornost hlistd a arthropodim a ze druhé sku-
piny zv143td sajicimu hmyzu, zejména na hospoddrfskych zvi-
fatech. Z uvedenych parazitd je soustPedéna pozornost ze-

jména na rtzné &eledi, které jiZ byly svrchu uvedeny.

Pod pojmem "ochranny antigen' se rozumi takové enti-
geny, které jsou schopné vyvolat u hostitele odpov&d imun-
niho systému, kterd vede k jeho ochrané&, to znamena, Ze ve-
de ke vzniku efektorovych molekul, protilédtek nebo bunék,
které podkozuji, plsobi inhibici nebo uhynuti parazita a
tim "chrani'" hostitele pPfed klinickym onemocn&nim nebo sub-
klinickym onemocné&nim a pfed ztréatou produktivity. Takova
ochranné odpovéd se obvykle projevuje tvorbou protilatek,
schopnych zpisobit inhibici metabolickych funkci parazita
nebo vede ke sniZeni produkce vajicek a/nébo k uhynuti pa-

razitujiciho organismu.

V pPripad& urditych metazoickych parazitd, zejména
hlistd a téch ektoparazitl, kteri se Zivi krvi hostitele,
jako jsou v8i nebo roztodi i t&ch parazitld, kteri se Zivi
tkdnémi hostitele alespoil po urditou dobu, jako je masar-
ka, stredek, zakoZka svrabovéd, larvy strelka, bodalky a
k1i%t&, miZe ochrannéd imunologicki odpovéd hostitele vést
k uhynuti, zeslabeni a/nebo vypuzeni parazita z infikova-
ného Zivodicha. Jinak PFedeno, zAatéZ parazitickym organismem
se sniZuje a infikovany Zivolich se G&inné& bréni svou vlast-
ni imunologickou odpov&di. V nékterych jinych pripadech
v8ak je moZno pozorovat "epidemiologicky" G&inek, pPFi némiz
hostitel nemd bezprostfedni vyhody ze své vlastni imunolo-
gické odpov&di. Napfiklad v pripad&, Ze parazit Zije na
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imunizovaném hostiteli, miZe dojit ke sniZeni podtu para-
zitd nebo k zeslabeni parazitl v dané oblasti, takZe pozdé&-
ji vznikaji‘pfiznivéjéi podminky pro celé stéda. V pripadég,
Ze se imunizace provadi po nékolik let po sobé, dojde celko-
vé ke sniZeni ohroZeni parazity. To plati 2zv145t& pro ekto-
parazity z Celedi arthropoda, jako jsou kliZfata a mouchy,
vzhledem k tomu, Ze tento typ parazitd miZe rychle ménit

své hostitele. Timto zpUsobem inhibidni protildtky, piija-
té parazitem ve formé potravy mohou vyvolat svij G&inek po
opuSténi hostitele parazitem, av3ak tim, Ze parazit je usmr-
cen, zeslaben nebo je sniZena jeho schopnost rozmnoZovani,
miZe dojit k ochrand jinyéh hostitelld z téZe skupiny Zivo-

gicha.

Jak bude dale podrobnéji popséno, byla pro antigeny
podle vynélezu prokdzadna ochrannd imunogenni G&innost.
Dale bylo prokézano, Ze tato ochrannd Gdinnost pretrvava
1 po denaturaci antigend, napfiklad disociaci a/nebo re-
dukci. Jak jiZ rovn&Z bylo svrchu uvedeno, zvl14&td vysokou
GCinnost maji zejména n&které slo¥ky antigenniho komplexu
H-gal-GP z Haemonchus.

Podle vynédlezu je moZno vyuZit antigen metazoickych
parazitl, tak jak byl svrchu definovan a také jeho slozky,
fragmenty, prekursory, funk&n& ekvivalentni derivaty, ana-
logy nebo varianty s ochrannou antigenni G&innosti proti
Jjednomu nebo v&tZimu poltu metazoickych parazitd k vyrobé
vakciny, kterou je moZno zesilit imunologickou odpov&d pro- -
ti metazoickym parazitim u 1lidi i jinych Zivodichd, s vy-

P o . -~

hodou savecl a zv14a3t& preZvykavedl.

Podstatu vyndlezu tvori také vakcina, urdeni ke sti-
mulaci imunologické odpov&di proti metazoickym parazittm
u 1idi i u jingch Zivodichll, s vyhodou ssavell, tato vakcina

obsahuje jeden nebo vé&t3i polet svrchu uvedenych antigent
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nebo jejich sloZek, fragmentl, prekursoru, funkiné ekviva-
lentnich derivéatl nebo jejich analogi a variant s ochran-
nou antigenni G&innosti proti jednomu nebo vétSimu poltu
metazoickych parazit®, mimoto vakcina obsahuje farmaceu- ;
ticky nosid nebo Pedidlo. P¥i podéni této vakciny &lovéku ’
nebo Jjinym Zivo&ichim, s vyhodou ssavcum dochézi ke stimu-
laci imunologické odpov&di t&chto Zivolichu proti metazoic-
kym parazitQm.

Jak jiZ bylo svrchu uvedeno, do rozsahu vynélezu spa-
daji také funkiné ekvivalentni derivaty, analogy a varianty
nového antigenniho glykoproteinu. Pod pojmem "funkéni ekvi-
valent" se rozumi bilkoviny, které jsou pribuzné nebo jsou
odvozeny od pPirodnich bilkovinnych enzymi, pricemiz fetézéc
aminokyselin téchto latek je modifikovén tak, jedna nebo
vEt8i podet aminokyselin jsou nahrazeny Jjinou aminokyseli-
nou, pridény a/nebo vypustény, mimoto maZe jit o retézce,

v nich? byly n&které aminokyseliny chemicky modifikovény ,
napriklad deglykosylaci nebo glykosylaci, které si viak
zachovévaji schopnost vyvolat u hostitele tvorbu ochrannych
protilétek a/nebo funkdni imunitu proti parazitim. Takové
funkdné ekvivalentni varianty se mohou vyskytovat jako pri-
rodni biologické variace nebo je moZno je pPipravit znémy-
mi postupy. Napriklad funk&né& ekvivalentni rekombinantni
bilkoviny mohou byt pripraveny znamymi postupy, Jjako jsou
cilené vyvoléani mutace, nédhodné vyvoléani mutace nebo enzy-
matické 3t&€peni a/nebo vazba nukleovych kyselin. Jak bude
dédle podrobné&ji rozvedeno v pPfikladové Casti prihlasky na
analogickych antigennich komplexech H-gal GP a 0O-gal-GP,
takové funkéné ekvivalentni analogy se mohou vyskytovat u

riznych deledi parazitl.

Antigeny podle vyndlezu je moZno ziskat z celé rady
8eledi metazoickych parazitl, vietnd napfiklad nematodi
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Haemonchus, Ostertagia a Trichostrongylus. (Aby nedo3lo k

omylu, pojem "Ostertagia", tak jak je v prub&hu p¥ihléasky :
uzZivén, zahrnuje také deled Teladorsagie sp.). Vyhodné jsou ;
antigeny, oznalované jako antigeny "se Sirokym spektrem",
které jsou schopné stimulovat ochrannou odpovéa hostitele ;
nejen proti parazitu, z néjZ byly izolovény, nybrZ také ?
proti radé dalSich parazitd. Napfiklad glykoproteinovy kom- '
plex H-gal-GP z Haemonchus miZe vyvolat obrannou reakci a

ochranu proti raznym J&eledim nematodl Ostertagia a obrécené.

Jak jiZ bylo uvedeno, jednou z cest, jimiZ mohou an- i
tigeny podle vynalezu vyvolat obrannou reakci hostitele je :
vznik inhibidénich protildtek, které zpisobuji inhibici ris-
tu, rozmno¥ovani a/nebo vyvoje parazita. Takové protilétky g
a jejich fragmenty, schopné se véazat na antigen (naptriklad 1
F(ab)2, Fab a Fv, to znamend fragmenty z "variabilni" ob-
lasti protilédtky, které obsahuji misto pro vazbu antigenu),
které mohou byt monoklonélni nebb polyklonélni, tvori rov-
né? souldst podstaty vyndlezu stejné jako vakciny, které
tyto latky obsahuji, souldst podstaty vyndlezu tvori také
pouZiti té&chto protilédtek pro vyrobu vakciny k imunizaci
hostitele proti parazitim. Tyto inhibi&ni protilitky Jje
moZno ziskat pfi pouZiti idiotypickych protilatek. Naproti i
tomu antiidiotypické protilatky je moZno ve vakcinéch po- :
uzit jako imunogenni 1l&tky.

Antigeny podle vynédlezu je moZno pripravit extrakci
z parazitl, nap¥iklad z hlistl pPi pouZiti b&Znjch bioche-
mickych a laboratornich technik, jako jsou homogenizace ce-
lého parazita nebo pouze jeho stfeva s nédslednou izolaci
poZadovaného enzymu né&kterym z b&Znych &isticich postupt,
napriklad odstfedénim, selektivnim sraZenim, chromatografii

a podobné. Ve vyhodném provedeni zpusobu podle vyndlezu se
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vyuZzivad skutednosti, Ze cilové molekuly maji zvlasté selek-
tivni schopnost vazby pfi pouZiti afinitni chromatografie, ‘
v niZ se specifické vazné léatky immobilizuji na matrici v L

pevné fazi. B

Podstatu vyndlezu tvofi také zpUsob vyroby vakciny
pro pouZiti p¥i immunizaci 1idi i jinych Zivo&ichua, s vy-
hodou ssavcl proti infekci metazoickymi parazity, postup

- spodivéd v tom, Ze se z parazita pPipravi extrakt, obsahu-

jici alespodl jeden ochranny antigen ve svrchu uvedeném vy-

N znamu, tento antigen se &isti vazbou na immobilizovanou ?
fazi se specifickym vaznym partnerem pro tento angigen s
nadslednou eluci antigenu z immobilizované féze. Vhodnym
specifickym vaznym partnerem mohou byt napriklad analogy
substratu, Jjako inhibitor pepstatin a specifické oligosa-
charidy typu lektind, napfiklad ty, které jsou schopny se
specificky vézat na galaktosu, zejména Jjde o N-acetyl-
galaktosamin, vézany v poloze beta.

V prib&hu Fady pokusu bylo prokédzéno, Ze nékteré lek-
tiny jsou zv1a3té vhodnymi latkami pro pouZiti jako vazné
ldtky pPfi afinitni.chromatografii pro identifikaci glyko-
proteinid s potencidlnim ochrannym antigennim G¢inkem na
povrchu vnit¥fni stény streva parazita.

e TTIAT et DT

Podstatu vyndlezu tvori také zplUsob identifikace
ochrannych antigend u parazitQ, postup spoliva v tom, Ze
- se integrdlni frakce membrény parazita podrobi afinitni
chromatografii pfi pouZiti immobilizované faze, v niZz jsou i
- vézény jeden nebo v&t3i polet lektinl se specifidnosti pro :
N-acetylgalaktosamin.

Takovymi. lektiny jsou s vyhodou lektin z ara$idd .
nebo z jacalinu nebo jiné lektiny se spedifilnosti pro- ’

N-acetylgalaktosamin, vazany v poloze beta.
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Integralni frakci membrany parazitd je moZno snadno
pripravit pri pouZiti postupd, které se v oboru b&Zné
uzivaji, jde napriklad o extrakci smadedlem, napPfiklad
prostfedkem Triton X-100.

Postupy, zaloZené na afinitni chromatografii jsou
rovnéZz v oboru znamé a mohou zahrnovat systémy, provadé&né
po vséazkach nebo pri pouZiti sloupce. Je moZno pouZit ce-
lou Padu pevnych fézi, na n&Z mohou byt lektiny vazany,
napriklad gely, jako agarosu nebo sepharosu. B&Zné& se do-
dévaji naptriklad agarosové kulildky s navézanym araSidovym
nebo Jjacalinovym lektinem (Vector Laboratories).

Antigeny Jje moZno pripravit také s pouZitim rekombi-
nantni DNA pfi pouZiti b&Zn& uZivanych postupd, tak jak by~
ly popséany napfiklad v publikaci Sambrook a dal3i, 1989,
Molecular Cloning, a laboratory manual, 2. vydani, Cold
Spring Harbor Press. ’

Molekuly nukleovych kyselin, obsahujici kodovy nukleo-
tidovy retézec pro antigeny podle vyndlezu tvo¥i rovné:
souCést podstaty vynélezu.

PredbéZné sledovani Fet&zcl klonl, které odpovidaji
antigenu H-gal-GP. jiZ bylo provedeno. Ret&zec jednoho z
téchto klonl, ktery byl oznalen HG3, je zndzornén na obr.
33, jde o Fet&zec &. 1. Tento Fetdzec vykazuje podstatnou
homologii Fetézce s retdzci zndmych neutralnich enzymd
ssavcl, endopeptidédz, jak je moZno prokdzat srovnanim pri-
sluSnych retézclh aminokyselin, které je provedeno ne obr.
34 (Fet&zec &. 2).

Vyhodnd molekula nukleové kyseliny podle vynalezu

tedy obsahuje jeden nebo v&t3i polet nukleotidovych Fetdzcu,
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které v podstaté odpovidaji celému retdzci nebo &asti nu-
kleotidového retézce ¢. 1, tak jak je zndzorn&n na obr. 33
nebo mazZe jit o Petézec, ktery je degenerovanym Fetdzcem
nebo v podstaté homolognim PFetézcem nebo ktery s uvedenym
Fetézcem hybridizuje.

Molekuly nukleovych kyselin podle vynélezu mohou byt

molekuly DNA, cDNA nebo RNA s jednoduchym nebo dvojitym Fre-
tézcem, s vyhodou jde o DNA a Fetézce zahrnuji degenerova-
né, v podstaté homologni a hybridizujici PFet&zce, schopné 3
byt kodovym Petdzcem pro prisludny antigen nebo jeho frag- ¥
ment. Pod pojmem "v podstaté homologni'" se rozumi retézce
s alespori 60 %, s vyhodou nejméné 70 nebo 80 % homologie f
fetézce. Hybridizujici Petézce, spadajici do rozsahu vyna- "
lezu jsou takové PFetézce, které jsou schopné se vazat za
neomezujicich podminek (6 x SSC/50% formamid pfi teploté

mistnosti) a které se vymyvaji za mirn& omezujicich podmi-

nek (2 x SSC, teplota mistnosti,/vyhodnéji 2 x SSC, 42 °c)

nebo za vysoce omezujicich podminek, nap?riklad 2 x SSC a

65 OC, kde SSC obsahuje 0,15 M NaCl a 0,015 M citratu sod-

ného o pH 2,mbiZe v3ak také jit o Petdzce, které hybridizuji

za svrchu uvedenych podminek na zékladé degenerace genetic-

kého kodu.

Derivdty nukleotidovych Pet&zcl, schopné byt kddo-
vymi Petézci pro antigenné& G&inné antigeny nebo varianty ¢
antigenl podle vyndlezu je moZno pPripravit postupy, které ;

Jsou v oboru béiné provadény.

Antigeny podle vynédlezu je moZno pripravit v rekom-
binantni formé expresi v hostitelské bufice, kterd obsahu-
je rekombinantni molekulu DNA s nukleotidovym Fet&zcem,

tak jak byl svrchu Siroce definovan, operativné vézanym

na retézce pro rizeni exprese nebo je moZno pouZit




prostfedku nebo vektoru pro klonovani rekombinantni DNA

s obsahem molekuly takové DNA. Syntetické polypeptidy,

kK JjejichZ expresi dochazi za téchto podminek tvo?i rovnéz
souCédst podstaty vyndlezu (pojem "polypeptid", tak jak je
v prub&hu pFfihlé3ky uZivén, zahrnuje bilkoviny i peptido-
vé Yetézce kratdiho typu).

Antigen, k jehoZ expresi timto zpUsobem do3lo, mGZe
byt sloZenym polypeptidem, ktery obsahuje cely antigen
nebo &ast antigenu podle vyndlezu a mimoto dal$i polypep-
tid, pro n&jZ je kodem rekombinantni molekula DNA. M&Ze
Jit nap¥riklad o beta-galaktosidédzu, glutathion-S-transfe-
rédzu, antigen hepatitidy z jadra viru nebo jakykoliv Jiny

polypeptid, ktery se v oboru b&Zné& uZivéd pro tvorbu sloZe-
nych bilkovin.

Vynélez se tyka také vektorl pro klonovéni a expresi,
které obsahuji kodovou DNA pro antigen podle vynélezu a
zpusobl vyroby molekul rekombinantnich nukleovych kyselin
podle vynélezu, postup spolivad v tom, Ze se koédovy nukleo-
tidovy retézec pro antigen uloZi do nukleové kyseliny ja-
ko do vektoru, napfiklad do DNA. Tyto vektory pro expresi
obsahuji prislusné ridici ret&zce, napfiklad ¥idici prvky
pro translaci (jako kodony pro poditek a konec, mista pro
vazbu ribosomt) a Fidici prvky pro transkripci (nap¥iklad
oblasti promotor-operédtor, terminadni stop-Ptetdzce), vaza-
né ve spravném &tecim rédmci na molekulu nukleové kyseliny.
podle vynéalezu.

Vektory podle vynédlezu mohou zahrnovat plasmidy a vi-
ry (vEetné bakteriofidgu a eukaryotickych vird) tak, jak je

v oboru doloZeno a je moZno dosdhnout jejich exprese v raz-

nych systémech pro expresi, které jsou rovn&Z v oboru znamy
a které byly v oboru podrobn& popsany. Z vhodnych virovych




vektora je moZno uvést baculovirus a také adenovirus a viry
vaccinia. Rada dal3ich virovych vektord jiZ byla v oboru
popséana.

Pro uloZeni téchto vektord do prokaryotickych nebo
eukaryotickych bunék pro expresi nebo do zirodedné bun&ldné
linie nebo do somatickych bun&k k vytveo¥eni transgenickych
organismi byla popsdna Fada postupd. Vhodné postupy pro trans-
formaci a transfekci je tedy moZno nalézt v literatufe.

Podstatu vynédlezu tvori rovnéZ prokaryotické nebo euka-
ryotické hostitelské buflky po transformaci nebo transfekci,
které obsahuji molekulu nikleové kyseliny podle vynédlezu.

Z té&chto hostitelskych bundk je moZno uvést prokaryotické
burniky, jako E. coli, eukaryotické bufiky, jako kvasinky nebo
bunédny systém baculovirus-hmyzi bufky, transformovany bun&d-
ny materidl ssavcl a také trangenické Zivodichy a rostliny.
Zv1asté je nutno uvést transgenické nematody, napriklad po-
dle publikace Fire, 1986, EMBO J., 5, 2673, kde je podrobné

popsén trangenicky systém pro nematoda Caenorhabditis.

Vynédlez se také tyka zpUsobu vyroby antigenu podle
vynélezu. Tento postup spolivd v tom, Ze se p&stuje hosti-
telskad bufika, obsahujici kodovou molekulu nukleové kyseli-
ny pro cely antigen nebo pro jeho &&4st za podminek, pfi nichZ
dochézi k expresi a vznikly antigen se izoluje.

Antigeny podle vyndlezu a jejich funkin& ekvivalentni
varianty Jje moZno pripravit také chemicky, naptfiklad dobrPe

znadmou syntézou na pevné fizi podle Merrifielda.

Ve vodé rozpustné derivaty novych antigend, tak jak

byly svrchu popséany, tvori rovnéZ soulést podstaty vynédlezu.

Tyto rozpustné formy Jje moZno ziskat proteolytickym Stépenim,
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napriklad pri pouZiti enzymu elastdzy. Obecn& se roz3tépe-
nim antigenu pusobenim enzymu ziskaji dv& frakce, a to
frakce, rozpustnd ve sméaledlech, kterd zUstévi spojena s

membrénou a ve vodé& rozpustnd frakce.

Vakeinu je moZno pPipravit ze svrchu uvedenych materi-
410 béZnymi postupy. Pbvyklé vakciny mohou obsahovat jeden
nebo vét3i polet antigen nebo jednu nebo vét3{ polet proti-
latek podle vynédlezu, poptipad& spolu s jednim nebo v&tZim
poltem vhodnych pomocnych prostfedkl, jako jsou hydroxid
hlinity, saponin, quil A, nebo &ist3i formy, jako muramyl-
dipeptid, mineralni nebo rostlinné oleje, Novasomy, neion-
tové sledové kopolymery nebo DEAE dextran spolu s jednim
nebo vétSim poltem farmaceutickych nosidd nebo PFedidel. Vhod-
né noside zahrnuji kapalnd prostfedi, jako fyziologicky roz-
tok chloridu sodného a dal3i prostfedi, vhodni pro aplikaci
peptidl nebo polypeptidl Zivo&ichlm nebo lidem. Vakcina ma-

Ze obsahovat jesté dal8i sloZky, 'jako konzervadni &inidla.

Vakcina vSak muZe obsahovat také bun&dny materidl vi-
ru nebo hostitele, napriklad i mikroorganismus, miZe jit
0 virus vaccinia, adenovirus nebo o Salmonelly, tyto orga-
nismy mohou byt Zivé, usmrcené nebo atenuované a budou obsa-
hovat molekulu nukleové kyseliny, naprfiklad molekulu DNA
podle vynélezu pro stimulaci imunologické odpové&di proti
polypeptidim, pro n&% je kdodem uloZenid molekula nukleové
kyseliny.

Vakecinu je moZno podavat jakymkoliv z bé&Znych zpl-
sobl, napfiklad peroralné& nebo parenterialn&, naptiklad
nitrosvalové, poptripadé& v intervalech, je napPiklad moZno
podat dvé injekce v intervalech 7 aZ 35 dnu.

Podle vynalezu je moZno antigeny pouZit i v kombina-

ci s dalSimi ochrannymi antigeny, ziskanymi z téZe nebo




z 0dli&né Celedi parazitd. Vakcina podle vyndlezu tedy mi- 5
Ze obsahovat jeden nebo v&t3{ podet svrchu definovanych
antigena, napiiklad H-gal-GP spolu s antigeny H110D a H45,
které byly svrchu rovn&Z uvedeny. Takové kombinovand vak-
cina miZe obsahovat men3i mnoZstvi rdznych antigent ne?

vakcina, obsahujici pouze jediny antigen.

Vakcinu je moZno pouZit u 1idi i u jinych Zivodichq,
zejména u psd, kolek a domécich zvitat, zvl1asté preZvykav- it
cl. Zv143té& vhodné je podavani oveim, skotu, vepiam, kozém, ;

0 o
a jelenum.

Vynélez bude déle podrobhéji popsén v souvislosti s
antigeny z H. contortus, 0. ostertagi a 0. circumcincta,
tyto antigeny budou oznalovény H-gal-GP, Oo-gal-GP a
Oc-gal-GP. Skutelnost, Ze pravé tyto antigeny budou podrob-
néji popsény, to neznamena, Ze vynélez mé byt na tyto léatky
omezen, av3ak pouZiti té&chto antigend a/nebo ‘jejich sloZek
pro vyrobu vakcin a také tyto latky jako takové predstavuji

zv1asté vyhodné provedeni vynélezu.

Bilkovina H-gal-GP je integrélni bilkovina membréany ﬁ
na hranici rasinkového epitelu, ktery se nachdzi ve vnitp-
nim prasvitu stfeva Haemonchus. Tato bilkovina je glykosy-
lovéna a selektivné se vaZe na lektiny, které jsou specific-
ké pro N-acetylgalaktosamin. Bilkovina m& protedzovou G&in-
nost, kterou je moZno inhibovat pusobenim pepstatinu, spe-
cifického inhibitoru aspartyl protedzy. Za redukujicich pod-
minek se tato bilkovina pohybuje na SDS-polyakrylamidovém
gelu ve formé osmi hlavnich pasa. Z uVedenych divodd byla
oznalena jako glykoproteindvy komplex s obsahem galaktosy
z Haemonchus, H-gal-GP.

Vynélez bude déle popsan v souvislosti s prfiloZenymi

vyKresy.

<
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Prehled obrézkl na vykresech

Na obr. 1 je znézornéno srovnédni elektroforézy na
SDS-PAGE pro H-gal-GP, H11l0D a H-45, stanoveni bylo pro-
vedeno vZdy na 10% akrylamidovém gelu.

Dréhy 1 aZ 3 a 4 aZ 6 neredukujici a redukujici vzorky.

Drédhy 1 a 4 frakce, obohacend smé€si komplexu
H1l a H-45.

Drédhy 2 a 5 komplex H-45.

Dréhy 3 a 6 H-gal-GP.

V dréze 3 byly stanoveny pésy pro N-termindlni fetdz-
ce aminokyselin s molekulovou hmotnosti 47 000 a 50 000.

Na obr. 2 je zndzornéna elektroforéza na SDS-PAGE
pro H-gal-GP, stanoveni bylo provedeno na 5% gelech za ne-
redukujicich podminek. Do kaZdé drahy byl nanesen Jiny
vzorek H-gal-GP. Pismena oznaluji pésy, které byly izolo-
vény pro antigen p#i pokusu na ovcich, jde o pokus 5 z
pfikladu 7, jehoZ vysledek je uveden na obr. 22:

A

230 000 pro skupinu 15.

B 190 aZ 205 000 difuzni pés pro skupinu 16.
C= 170 000 pro skupinu 17.
D

= Celo barviva pro skupinu 18.

Na obr. 3 je znézornéna analyza'hlavniho péasu pro
H-gal-GP za redukujicich podminek po predchozi izolaci za
neredukujicich podminek.
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Dréha 1 H-gal-GP

Dréha 2 230 000 pésy s touto zjevnou molekulovou ?

Draha 3 170 000 hmotnosti byly vyriznuty z 5% ne-
redukujiciho gelu (napfiklad z

Draha 4 celo barviva obr. 2) a znovu pcérobeny elektro-

foréze za redukujicich podminek.

V dréaze 3 byl stanoven N-termindlni fetézec aminoky-
selin v pasech s molekulovou hmotnosti 45 000 a 48 0CO.

Na obr. 4 je znazornéno schematicky provedeni t¥i po- §
stupl pro pfipravu komplexu H-gal-GP.

Na obr. 5 je zndzornén vysledek elektroforézy na
10% redukujicim gelu SDS-PAGE pro frakce, ziskané néasle-
dujici chromatografii komplexu H-gal-GP na iontomdnidi

Mono Q: )

a) Vychozi materidl, izolovany s pouZitim lektinu z
aradida:
dréha 1 vychozi materidl, naneseny na sloupec
drédha 2 nenavéazané frakce

drédhy 3 aZz 5 materidl po eluci 140 mM NaCl

drdhy 6 a 7 materidl po eluci 400 mM NaCl,

. b) vychozi materidl, izolovany s pouZitim jacalinového
lektinu:
dréha 1 vychozi materidl, naneseny na sloupec,
dréha 2 _nenavazand frakce,

drahy 3 az 5 materidl po eluci 140 mM NaCl,

drdhy 6 a 7 materidl po eluci 400 mM NaCl,

& Te ,} g 6‘} '
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dréaha 8 materidl po eluci 500 mM NaCl,

dréaha 9 materidl po eluci 1M NaCl.

Na obr. 6 je zndzornéno srovnini elektroforézy na
SDS-PAGE pro sloZky extraktu membrdn H. contortus prostfed-
kem Triton X-100 po vazb& na lektiny z ara$idd, Vicia, Létus,
sojové boby nebo Dolichos.

Stejné velké podily extraktu v prostPedku Triton X-100
membrén H. contortus prochézely sloupcem s obsahem prebytku
nésledujicich lektinl, vézanych na agarosu.

1) lektin z ara3idd

2) lektin z Vicia villosa,

3) lektin z Lotus tetranoglobulus,
4) lektin ze sojovych bobd nebo

5) | lektin z Dolichos biflorus.

Navézany materidl byl ziskéan eluci prisluZnym cukrem, jak
Jje zrejmé z tabulky 2 a pak byl nanesen bez redukce na 5%
akrylamidovy gel, dréhy byly &islovéany stejnym zpOsobem
Jjako svrchu.

Na obr. 7 je zndzornéna vazba sloZek H-gal-GP na
biotinylované lektiny. H-gal-GP byl podroben elektroforéze
na 10% gelech za reduk&nich podminek, nadeZ byl uskute&nén
blot na membrénu typu immobilon. Blot byl roz¥ezan na &islo-
vané prouZky, které pak byly inkubovény s nésledujicimi bio-
tinylovanymi lektiny: 1) ZAdny lektin (negativni kontrola),
2) lektin z concanavalinu A, 3) lektin z Colky, 4) lektin
z p8eni&nych klidkh, 5) arafidovy lektin, 6) jacalihovy
lektin, 7) lektin ze sojovych bobl, 8) sukcinylovany lektin
z pSeniénych k1i&kld, 9) lektin z Helix pomatia. ProuZek 10
byl zbarven mod#i Coomassie pro barveni bilkovin.




Na obr. 8 je znazornéno optimélni pH pri pouZiti
Azocaseinu jako substridtu. Na ose Uselek je znédzornéno pH,
na ose poradnic absorbance pfi 405 nm. KFivky jsou oznadeny
® H-gal-GP, A Oc-gal-GP, + Oo-gal-GP.

Na obr. 9 je zndzornéno optimalni pH p¥i pouziti he-
moglobinu jako substritu. Na ose Uselek je znédzornéno pH,
na ose pofadnic absorbance pri 562 nm. Kfivky Jjsou oznaleny:
¢ H-gal-GP, 4 Oc-gal-GP, + Oo-gal-GP.

Na obr. 10 je zné&zornéna vazba komplexu H-gal-GP na i
lektin z aradidd p¥i pouZiti 10% gelu za redukujicich podminek:

draha 1 extrakt S4 z Haemonchus, naneseny na sloupec

s lektinem z ara$idqg,

drdhy 2 a% 5 frakce vrcholu, ktery byl ze sloupci eluovén
pfi pouziti 0,3M galaktosy.

Na obr. 11 je znézornéna vazba komplexu H-gal-GP na
Jjacalinovy lektin pPfi pouZiti 10% gelu za redukujicich

podminek:

drédha 1 materidl, naneseny na sloupec s obsahem jaceli-
nového lektinu (frakce Haemonchus S3, ktera
byla navézédna a vymyta z lektinu z pSenilnych
k1igkd),

drdha 2 nenavazanéd frakce, obohacenéd o H11l0D,

drédhy 4 aZ 7 frakce vrcholu, ktery byl ze sloupce vymyt
pri pouziti 0,8 M galaktosy.

Poznamka: Hlavni”pés ve vychozim materidlu je H110D. Tento
materidl se nevéZe na Jjacalinovy lektin a je tedy moZno jej

za uvedenych podminek odlidit jako materidl s o néco niZsi

molekulovou hmotnosti neZ 130 000 pro H-gal-GP.
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Na obr. 12 je znédzornéna selektivni vazba H-gal-GP
na agarosu s pepstatinem, byl uZit 10% gel za neredukuji-
cich podminek,

dréha 1 Haemonchus S3, naneseny na agarcsu s pepsta-

tinem pri nizkém pH 5,5,

draha 2 nenavézany materidl, bohaty na H110D,
dréha 3 materidl, vymyty pri pH 8,5,

drédha 4 material po eluci 1% SDS o pH 7,4,
dréha 5 H-gal-GP (positivni kontrola).

Na obr. 13 je znidzornéna selektivni vazba H-gal-GP
na agarosu s pepstatinem vietné pdst s molekulovou hmotnosti
47 000 a 50 000 (immunoblot z 10% gelu za neredukujicich
podminek, Jjako sonda bylo uZito sérum proti H-gal-GP)

s

dréha 1 nenavazany materiil, bohaty na H110D,

drédha 2 materidl, vymyty p?fi pH 8,5,

drédha 3 materidl po eluci 1% SDS o pH 7,4,

drédha 4 materidl, jes$t& vézany na agarosu S pepsta-

tinem po eluci 1% roztokem SDS (materiil
byl uvolnén vyjmutim agarosy ze sloupce a
povarenim agarosy s pufrem pro SDS-PAGE s
obsahem SDS a DTT),

dréha 5 H-gal-GP (positivni kontrola).

- Na obr. 14 je znazorndn kryostaticky Fez H. contortus,

barveny fluoresceniné znalenym araS$idovym lektinem. ~
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Na obr. 15 jsou znazornény kryostatické rezy H. con-
tortus, barvené fluorescentné znalenym lektinem z pSenil- g
nych k1i&ka.

Na obr. 16 jsou znazornény kryostatické rezy H. con-
tortus, barvené pomoci séra proti H-gal-GP.

Na obr. 17 jsou znédzornény Kryostatické rezy H. con- :
tortus, izolovaného z ovci, imunizovanych s pouZitim ﬁ
H-gal-GP a barveného antiserem, specifickym pro ovci imuno-
globulin.

Na obr. 18 je zndzornéna distribuce H-gal-GP v extrak-
tech membran H- contortus, které byly ziskédny s pouZitim
PBS (S1), Tween (S2) a Tritonu X-100 (S3).

Ve drahéch 3, 2 a 1 jsou vysledky extrakti v PBS,
Tween a Triton X-100 pros tejny vzorek hlistd. Vzorky byly
redukovany, podrobeny elektroforéze na 10% gelech, pak byl
uskutelnén blot a vzorky byly zpracovany jodistanem k dena-
turaci uhlohydrétﬁ, jako sonda bylo pouZito antiserum pro-
ti H-gal-GP.

Na obr. 19 je zndzorn&na vazba H-gal-GP a H110D na
lektin z p8eni&nych k1idka pfi pouZiti 10% gelu za reduku-
jicich podminek:

drédha 1 extrakt S3 Haemonchus po naneseni na sloupec

dréhy 2 aZ 8 postupné frakce, obchacené o H11l0D a H-gal-GP,
vymyté v rozsahu vrcholu pPi pouZiti 0,5 M
N-acetylglukosaminu,

Na obr. 20 je znédzornéna vazba H-gal-GP na agarosu
s pepstatinem pfi pouZiti 5% nebo 10% akrylamidovych gelt

za neredukujicich podminek:
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drédha 1 H-gal-GP po naneseni na sloupec agarosy s
pepstatinem,
drdha 2 materidl po desorpci ze sloupce pomoci 1% SDS

v 10 mM tris-HCl s 50 mM NaCl o pH 8,0.

Na obr. 21 je znadzornéna analyza hydrolytické Géinnosti
H-gal-GP pfi pouZiti gelu jako substratu. V horni casti jJe
moZno pozorovat zbytek 7,5% neredukujiciho akrylamidového
gelu s obsahem 0,1 % Zelatiny jako substréatu.

dréha 1 H-gal-GP, predem inkubovany s pepstatinem,

dréha 2 H-gal-GP bez predbé&Zného zpracovéni.

Na obr. 22 je znédzorndna frakcionace imunogenu pti

pokusech na vakcinaci ovci zplsobem podle prikladu 7.

Na obr. 23 jsou znézorndny vysledky pokusu 1, z pPri-
kladu 7. Je uvedeno prumérné mnoZstvi vajilek ve vykalech
pPi pouziti @ lektinu z p3enidnych k1idka (1), 4 u kon-
trol (2). Na ose Uselek jsou zndzornény dny po infekci, na

ose poradnic primé&rny polet vajilek/g vykall t+ stiedni chyba.

Na obr. 24 jsou zndzorn&ny vysledkd polusu 2 z pri-
kladu 7. OP&t je uvedeno prumérné mnoZstvi vajidek ve vyka-
lech pPi pouZiti @ lektinu z p3enidnych k1i&kd, material
je zbaven H1ll (S), 4 materidlu bez vazby na lektin (4),

+ kontrola (5). Na ose Gselek jsou zndzornény dny po in-
fekci, na ose pofadnic je uveden stfedni polet vajifek/g
vykall * stfedni chyba.

Na obr. 25 jsou zndzorn&ny vysledky pokusu 3 z ppri-

kladu 7. Op&t je uvedeno prumérné mnoZstvi vajicek ve vykalech

pro @ H1l0D (6), A pPi pouZiti aradidového lektinu (7),
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a u kontrol (8). Na ose uselek jsou uvedeny dny po infekci, )
na ose poradnic je uveden prim&rny polet vajiek/g vykall

t stifedni chyba.

Na obr. 26 jsou znézorndny vyslecky pokusu 4. Opé&t ‘
je uvedeno prumérné mnoZstvi vajiek ve vykalech pro & na- L
tivni vzorek (9), A u kontrol (12), + SDS (10), < SDS-DTT
(11). Na ose Uselek jsou uvedeny dny po infekci, na ose po-
Padnic pramé&rny polet vajilek/g vykalu x st¥edni chyba.

Na obr. 27 je znézornéna podobnost mezi H-gal-GP a

g e LIS RS L el

ekvivalentnimi bilkovinami z 0. circumcincta a O. ostertagi.
Vzorky byly podrobeny elektroforéze na 5% neredukujicim
akrylamidovém gelu a pak byl proveden blot pomoci membrany
immobilon. V blotu na levé strand byl jako sonda pouZit
biotinylovany araiidovy lektin, v blotu na pravé strané
bylo pouZito sérum proti H-gal-GP. Blot, v némZ bylo jako
sonda pouZito antisérum, byl pPredem inkubovén s 50 mM jo-
distanem k denaturaci potencidlnich epitopl uhlohydrétd,
které by mohly byt priinou zkiPiZené reakce. Zadné zabarve-
ni nebylo moZno pozorovat na kontrolnim blotu, ktery byl

inkubovadn v pritomnosti normé&lniho séra.
dréha 1 H-gal-GP
drédha 2 Oc-gal-GP,

dréha 3 Qo-gal-GP. , !

Na obr. 28 je zndzornéna vazba Oc-gal-GP na agarosu

S pepstatinem.

Stejnd mnoZstvi uvedené latky byla pridéna do zkumavek,

obsahujicich agarosové kulilky, vazané na pepstatin, ara-

§idovy lektin nebo lektin z Dolichos a zkumavky byly uloZeny




3 hodiny pti teploté 4 °¢c za opatrného michéni. Pak byly
kulilky odstfedény a supernatanty byly uchovany. Po tro-
jim promyti byly kulidky povafeny v co nejmensim mnoZstvi i
pufru pro vzorky SDS-PAGE a smé&s byla znovu odstfedéna. 9
Supernatanty z tohoto stupné, obsahujici materidl, plavodné g
vézany na agarosu a puvodni supernatanty byly naneseny na ;
5% neredukujici gely SDS-PAGE, pak byl proveden blot pFi ;
pouziti membrény immobilon, jako sonda byl pouZit biotiny- :
lovany araSidovy lektin. s

Vysledky prokézaly, Ze Oc-gal-GP se véiZe specificky -
na araSidovy lektin a na agarosu s pepstatinem, av8ak neva-

B SR

Ze se na agarosu s jinym vaznym materidlem, naptiklad na
lektin z Dolichos:

dréaha 1 nenavazany materidl z Dolichos,

draha 2 materidl, vazany na Dolichos, ‘
draha 3 materidl, nenavézany na lektin z ara3idd, [
drdha 4 materidl, véazany na lektin z ara3idg,

drédha 5 material nenavazany na pepstatin, é
dréha 6 materidl, vézany na pepstatin. %

Na obr. 29 je znédzornéna elektroforéza na 10% akryl-
amidovém gelu SDS-PAGE za redukujicich podminek pro antigen,
integréalné vézany na membrénu 0. circumcincta, ktery byl - r

v nésledujicich pokusech pouZit pro imunisaci.

drdha 1 extrakt S3 membrén z celych hlistd 0. circum- ﬁi
cincta pri pouZiti Tritonu X-100, &

drdha 2 frakce 83, kterd se védZe na ConA a byla uZita

imunizaci ovei v pokusu 1, pPikladu 8, i
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draha 3 frakce S3, kterd se nevéaie na ConA.

Ve zbyvajici dréze je moZno pozorovat latky, uzité

k oznaleni molekulové hmotnosti.

Na obr. 30 jsou znizorn&ny prumdrné polty vajilek ve
vykalech ovei po zatiZeni 5000 larvami 0. circumcincta,
vysledky Jjsou uvedeny pro kontrolni ovce a pro ovce, imuni-
zované na concanavalin A (ConA) vézanou frakei integréalnich
bilkovin. membrany O. circumcincta. Na ose isedek jsou znézor-
nény dny po aplikaci vajilek, na ose pofadnic Jje uveden pra-

m&rny polet vajidek/g vykall = stfedni chyba.

Na obr. 31 je znézornén vysledek blotd, k némuZz byla
u¥ita frakce z prikladu 8, vézanéd na ConA po elektroforéze
na 5% akrylamidovém gelu za neredukujicich podminek. Ve

frakci z pokusu 1 byla prokézéna pritomnost Oc~-gal-GP.

Dréha 1 ConA S3 frakce 0. circumcincta, jako sonda byl

uzit araSidovy lektin,
dréha 2 znadeni molekulové hmotnosti,

drédha 3 ConA S3 frakce O. circumcincta, Jjako sonda byl

pouZit lectin ConA.

Na obr. 32 je znézorn&no fluorescenéni barveni kryo-
statickych Pezd normdlnich dosp&lych jedincd O- circum-
cincta pPi pouziti fluoresceinu, kon jugovaného s era$idovym

lektinem.

Na obr. 33 je znédzornén Petézec nukleotidd pro klon
HG3. ‘

Na obr. 34 je znizorndn odvozeny Fetézec aminokyselin

pro klon HG3 a jeho srovnani s lidskym tetdzcem pro neutralni
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aminopeptiddzu. Oba Fetézce jsou odvozeny od cDNA. Oba Pe-
tézce obsahuji 33 % totoZnych aminokyselin, Groven podobnos- :
ti je 65 %. Srovnéni obou Fet&zcll bylo uskutedndno pri po-
uziti programu BESTFIT (University of Wisconsin zkufebni ?
baliek GCG). i

Na obr. 35 je zndzornén vysledek zkou3ky southern blot,
prokazujici hybridizaci klonu HGll na DNA genomu, odvozenou ;
od raznych metazoickych parazitf po roz3tépeni enzymem ;
EcoRI. Hybridizace byla uskutedn&na za mirnd omezujicich
podminek,

dréha 1 Haemonchus

dréha 2 Lucilia
dréaha 3 Nematodirus

drédha 4 Boophilus. .

Priklady provedeni vynéalezu

Priklad 1

Popis a biochemickd charakterizace komplexu H-gal-GP

i

1) Elektroforéza na SDS-PAGE

Komplex H-gal-GP, uZity pro tuto analyzu byl izolovén
2z extraktu Tritonem H-100 z dospé&lych Jedincd Haemonchus v
(Jak bude dale vysvétleno v pfikladu 2 a znazorn&no na obr.

4), byla uskute&néna afinitni chromatografie p#i pouZiti

araSidového lektinu po odstrandni soli a po koncentraci
chromatografii na iontom&ni&i Mono Q (Pharmacia). Byly ucho-

vény frakce, které byly vymyty v rozmezi koncentraci 100

N
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a 350 mM NaCl. Typicky vytéZek byl pFfibliZné 2 % celkové
bilkoviny z extraktu v Tritonu X-100, coZ znamend pribliZné

200 mikrogrami bilkoviny na 1 g hlista.

V pripadé, Ze byl komplex H-gal-GP podroben elektro-
foréze na 7,5% nebo 10% gelu bez redukce, byla ziskéna sku-
pina polypeptidd s molekulovou hmotnosti 200 000 nebo vy33i
spolu se svétleji se barvicim pérem pédsd s molekulovou hmot-
nosti pribliZzné 47 000 a 50 000, jak Jje zPejmé z obr. 1,
drédha 3. V pfipadé&, Ze koncentrace akrylamidu byla sniZena
na 5 %, rozdélil se materidl s vy$8i molekulovou hmotnosti i
na dva hlavni pdsy s molekulovou hmotnosti pribliZn& 230 000 f
a 170 000, jak je zrejmé z obr. 2. Mimoto Jje moZno pozorovat ;
slab8i péds polypeptidu s molekulovou hmotnosti 205 000 a
difusni zabarvenou oblast (obr. 2). Nejmen3i polypeptidy,

které bylo moZno pozorovat na obr. 1 ve dréze 3, zustaly
nerozdéleny v blizkosti &ela barviva.

Za redukujicich podminek se nefrakcionovany komplex
H~gal-GP na 10% akrylamidovém gelu rozdé€lil na pribliZné
osm pésu. V&tSina bilkoviny se nahromadila ve t¥ech pésech
s molekulovou hmotnosti 45 000 aZz 50 000, avsSak slabs8i pa-
sy bylo moZno pozorovat pPri molékulovych hmotnostech 33 000,
35 000, 37 000, 90 00O a 130 000, Jjak Jje zrejmé z dréhy
6 na obr., 1.

Dal3i analyza materidlu za neredukujicich podminek,
na peptidech, shrnutych v tabulce 1, byla provedena tak,
Ze tri hlavni pésy byly z 5% neredukujicich geld vyfiznuty,
to znamenéd pas o molekulové hmotnosti .230 000, 170 000 a
8elo barviva napfiklad na obr. 2 a po elektroeluci a zahud-
téni byla znovu provedena elektroforesa na 10% akrylamido- !
vém gelu za redukujicich podminek, jak je zFejmé z obr. 3.
Pas s molekulovou hmotnosti 170 000 se zFfejmé& rozd&lil na

dvé silné se barvici sloZky s molekulovou hmotnosti 45 000
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a 48 000, jak je zrejmé z dréhy 3 na obr. 3. Nejv&t3i péas

S molekulovou hmotnosti 230 000 byl sloZit&j3i a rozd&lil
se na p&t sloZek s molekulovou hmotnosti priblizZné& 130 000,
90 000, 48 000, 40 000 a 33 000, jak je ztejmé z dréhy 2

na obr. 3. Pasy v blizkosti &ela barviva se rozd&lily na
tFfi sloZky s molekulovou hmotnosti priblizné& 50 000, 47 000
a 35 000, jak je ztejmé z drédhy 4 na obr. 3. Prvni dva z
téchto péslh byly popsédny také ve draze 3 na obr. 1, kde byl
cely komplex H-gal-GP podroben elektroforéze na 7,5% nebo
10% gelu bez redukce.

Bilkoviny ze svrchu uvedenjych péast pfedstavuji sloZky
H-gal-GP podle vynélezu.

Tabulka 1

Zjevna molekulova hmotnost v tisicich pro polypeptidy
H-gal-GP za redukujicich a neredukujicich podminek

sloZky, vizualizované za
neredukCnich podminek

déleni po elektroeluci
za redukujicich podminek

by
A A L I N s

T10% gel 5% gel 10% gel
(230%* 130, 90, 48, 40, 33
(
(205 )*¥)

200-205 (190-200) : ¥%)
(
(170%X 48*, 45%,

50%

47 gelo barviva™ 50%, 47%, 35
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Byl stanoven N-termindlni retézec aminokyselin pro
uvedené polypeptidy.

XX - - e < < . . . .
Materidl z téchto pésu byl pouzit k imunizaci ovcl

v pokusu 5 v pfikladu 7. Polypeptidy s molekulovou
hmotnosti 205 000 a 190 aZ 200 000 byly pouZity spo-
lecné v jediné frakci.

Je tedy zPejmé, Ze komplex H-gal-GP je tvoren alespon
deseti odli3nymi sloZkami, stejn& jako material s molekulo-
vou hmotnosti 205 000 a 190 a% 200 000, ziskany za neredu-

kujicich podminek.

2) N-termindlni Petdzec aminokyselin pro &tyfi ze svrchu

uvedenych pésu

Gely, obsahujici dréhy, totgéné s drahami &. 3 na obr.
3 a &. 3 na obr. 1, byly pitipraveny a byl proveden blot pri
pouziti membrén (ProBlott - Applied Biosystems). Po zbarve-
ni mod¥{ Coomassie, byly proufky s obsahem para polypeptidd,
identifikovanych na obr. 1 a 3 vyriznuty z membrén a byl
stanoven N-termindlni Fet&zec aminokyselin pfi pouZiti za-
tizeni pro analyzu peptidovych Fetézclh, Applied Biosystems
Model 477A Peptide sequencer, &imZ bylo moZno prokézat pri-
tomnost néasledujicich PFetézch:

Obr. 3, dréha 3, molekulovd hmotnost 45 000:

Val-Asp-Asn-Val-Phe-?-Pro-Asn-Val-Gly-Leu (Fetézce &. 3 a 4)

molekulovad hmotnost 48 000:

Val-Glu-Arg-Thr-Asp-Ala-Arg-Met-Asn- (a -Glu- nebo -Asn-)

(Petdzce &. 5 a 6)
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obr. 1, draha 3, molekulovad hmotnost 47 000:
Val-Phe-Pro-His-Pro-Ile-Tyr-Asp-Tyr-Gln (PFetézec &. 7)
molekulova hmotnost 50 000:

Ala-?-Gln-Thr-Val-Phe-Pro-His-Lys (Ffetézec &. 8).

PFi reSerSich na poditadi nebylo moZno prokédzat Z&d-
nou podstatnou homologii se znamymi Feté&zci, ziskanymi z
riznych zdrojd.

3) Chromatografie na iontom&nidi

Komplex H-gal-GP v 10 mM Tris-HCl o PH 7,4 s obsahem
0,1 % objemové Tritonu X-100, byl navazan na iontom&nid
Mono Q a iontom&ni& byl uveden do rovnovainého stavu v tom-
téZ pufru. V&t3ina komplexu H-gal-GP se ze sloupce vymyva.
v rozmezi 140 a 400 mM NaCl, jak je z¥ejmé z obr. 5a a Sb.
Neni moZno prokézat rozd&leni na slo¥ky v tomto rozmezi
koncentraci chloridu sodného ani v pripadé, Ze se koncentra-
ce soli zvySuje po malych podilech.

4) Vazba na lektin
a) za nativnich podminek

Komplex H-gal-GP je moZno izolovat afinitni chromato-
grafii z extraktd membrén Haemonchus v Tritonu X-100 pri
pouziti rdznych lektind, vézanych na pevnou fézi, nap?iklad
na agarové kulidky, jak je zndzorndno na obr. 10 a 11 a po-
pséano v pPikladu 2. ‘

Stanovend relativni afinita nativniho komplexu

H-gal-GP pro n&které lektiny Je shrnuta v tabulce 2. S
vyJjimkou Dolichos biflorus si lektin se specifilnosti

iR e e
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pro N-acetylgalaktosamin uchovavaji selektivitu pro
H~gal-GP. Negativni vysledek pro Dolichos Jje pravdépodobné
dikazem toho, Ze v tomto pFipadé je afinita specifickd pro
N-acetylgalaktosaminy, vadzané v poloze beta a nikoliv v
poloze alfa.

SkuteCnost, Ze 1lektiny ConA, lektin z hrédSku a Lotusu
rovnéZ zadrZuji komplex H-gal-GP prokazuje, Ze tento mate-
ridl obsahuje glykoproteiny s mannosou a/nebo fukosou, kdeZto
negativni vysledky s Datura a Bandeiraea napovidaji pritom-
nost struktur bez N-acetylglukosaminu, Jjak je zPrejmé z tabul-
ky 2. AvSak vSechny lektiny, které nejsou schopné zadrZet
H-gal-GP, Jjsou schopné se na tuto latku véazat a nemaji Zad-
nou rozdilnou afinitu pro sloZky této latky, Jjak je zrejmé
z obr. 6.

b) za disociovanych a redukujicich podminek

a

Aby bylo mozZno stanovit, které slozZky H~gal-GP Jsou

glykosylovény, byl komplex redukovéan a disociovén elektro-
forézou na SDS-PAGE a pak byl uskutelnén blot na membrénu,
pricdemZ jako sondy byly pouZzity biotinylované lektiny. Vy-
sledky, které jsou zné&zornény na obr. 7 prokazuji, Ze nékte-
ré typy lektinu, napriklad lektin z folky, Jjsou schopné se
védzat na v&t8inu vzniklych pést, kdeZto jiné typy lektina,
napriklad araSidovy lektin, lektin z Helix pomatia a sukci-
nylovany lektin z pSenilnych k1liéka, jsou daleko selektiv-
néjSimi latkami. VS8echny lektiny s vyjimkou lektinu ze
sojovych bobll se silné vézaly na pds s molekulovou hmotnosti
130 000 a na o néco mens$i sloZku, takZe je pravdépodobné,

Ze v této oblasti se mlZe vytvofit dublet. Nékteré lektiny

a to zejména lektin z &odky, conA a lektin z pZeni&nych

k1i8kd zabarvuji difuzni oblast v rozsahu sloZky s moleku-
lovou hmotnosti 90 000. DalsSi lektiny, zv1a3té lektin z




pSenidnych k1i8kk, aradidovy lektin, Jjacalinovy lektin,
sukcinylovany lektin z pZenidnych k1ic¢kd a lektin z

Helix pomatia, reaguji difuznim zpusobem s glykoproteinem

s molekulovou hmotnosti 60 000 tak, Ze vzniké slabé zbarve-
ni modri Coomassie. Lektin ConA, jacalinovy lektin, lektin

z pSenidnych k1idkd a lektin z Zodky jsou rovn&Z schopné

se vazat velmi silnd na pés s molekulovou hmotnosti 50 000,
kdeZto pds s molekulovou hmotnosti 47 000 je mozno zvidi-

telnit pouze pPri pouZiti lektinu z Colky. .




T abulka 2

Relativni afinita rGznych lektinG, vazanych na agarosu, pro
H-gal-GP, H110D nebo H45.

lektin specifiénost cukru relativni afinita vazby cukr, uzity k eluci sloupce
H-gal-GP H110D H45

Concanavalin A alfa-D-mann,
alfa-D-glc +++ +t +++ 0,5M methylmannosid
pSenilné klicky

(Triticum vulg.) Aolmponzo>ovm.

NeuNAc +++ + ? 0,5 M N-acetylglukosamin
hréach 0,2M methylaminnosid +
(Pisium sativum) alfa-D-mann +++ ++ ? 0,2M methylglukosid

araSidy
(Arachis hypogea) beta-D-gal-(1-3)-
-D-gal NAC +++ - - 0,5M galaktosa

Jacalin (Artocar- beta-D-gal(1-3)-D-
pus integrifolia) -gal NAc +++ - - 0,8M galaktosa
sojové boby termindlné

(Glycine max) alfa,beta-vazany ++ - - 0,2M N-acetylgalaktosamin




Tabulka 2 -pokradovani

lektin specifidnost cukru relativni afinita vazby cukr, uzity k eluci
H-gal-GP H110D H45 sloupce
vicia villosa beta-~-D-gal(1-3)-
-D-gal NAc +
alfa,beta-termindlné
vazany gal NAc + - -

Lotus tetragonobulus
Dolichos biflorus

Datura stramonium

Bandeiraea (Griffonia)

simplicifolia

alfa-L-fukosa
alfa-D-gal NAc
beta-D-glc(1-4)-
-D-glc NAc

alfa-D-glc NAc
beta-D-glc NAc

0,2M N-acetylgalaktosamin

0,1M L-fukosa
0,2M acetylgalaktosamin

0,5M N-acetylglukosamin

0,2M acetylglukosamin
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5) 0&innost proteézy

Komplex H-gal-GP m& protedzovou ulinnost s optimem
pH v rozmezi 4,0 nebo 6,0 v ptipad®, Ze se jaxo substrat uZi-
je azokasein nebo hemoglobin, jak je zPejmé z obr. 7 a 8.
Tato G&innost je inhibovéna pepstatinem, ktery se silné& vaiZe
na H-gal-GP. Tuto posledni vlastnost je moZno vyuzit k oboha-
ceni komplexu H-gal-GP afinitni chromatografii.

8) Isoelektricky bod

Isoelektricky bod pro komplex H-gal-GP byl stanoven

pomoci predem vytvoPeného linedrniho gradientu pH v rozmezi
2 aZ¥ 9 v prGtokovém zaPizeni Miniphor. vétEina komplexu byla
vymyta pri pH 2 aZ 7,3. Toto 8iroké rozmezi je typické pro
glykoproteiny, v nichZ variabilni uhlohydrétové zbytky zpa-

sobuji heterogenitu néboje molekul.

’

Dva postupy pro vyrobu komplexu H-gal-GP z H. contortus

Tyto postupy Jjsou znédzornény na schematu na obr. 4
a budou podrobn&ji popsany v prikladech 2 a 3.

Extrakt z membran Haemonchus (S3) s pouZitim sméledla
byl pPipraven v postaté zpusobem podle mezindrodni patnetové
prihladky wW090/11086 (Munn a Smith).

Priklad 2

Dosp&li jedinci Haemonchus contortus byli homogeni-
sbvéni pri teploté 4 °c v acetétovém pufru nebo ve fyziolo-
gickém roztoku chloridu sodného s fosfatovym pufrem v kyse-
1ém nebo neutrdlnim prost¥edi, obsahujicim 1 mM EDTA a 1 mM
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PMFS Jjako inhibitory proteédzy. Homogenat byl odstfedén 20

minut prfi 10 000 g za obvyklych podminek a vznikléd usazeni-

na byla extrahovéana 0,1% prostPfedkem Tween 20 a znovu od-

stredéna. Tento postup byl opakovén a ziskand usazenina by-

la extrahovéna 2% prostredkem Triton X-100 a odstredéna za

b&Znych podminek. -Supernatant byl odstPedén .na ultraodstre-

divce 1 hodinu p¥i 100 000 g a tento supernatant (S3) se

pak nechal projit filtrem s prim&rem otvord 0,22 mikrometri

a pak byl 4x zFedén pufrem, k Fedé&ni byl pouZit pufr 10 mM .
Tris-HCl s obsahem 0,5 M NaCl, 0,01 % NaN3 pri pH 7,4.

Takto ziskany zFedény supernatant S3 byl podroben
afinitni chromatografii p#i pouZiti rdznych lektint, véaza-
nych na agarosové kulidky. Po naneseni zFed&ného supernatan-
tu na sloupec byl sloupec promyt nékolika objemy pufru a pak
byl materidl, véazany na lektin vymyvéan pPri pouZiti prislud-
ného cukru.

Relativni mnoZstvi vézaného H-gal-GP bylo pro jede-
nédct rGznych lektind stanoveno vizudlné& na gelech SDS-PAGE,
jak je popsédno na obr. 6. Vysledky, uvedené v tabulce 2
prokazuji, Ze se nékolik lektinQ védzalo na H-gal-GP, av3ak
specificky se vazaly pouze ty lektiny, které byly specifické
pro N-acetylgalaktosamin, féazany v poloze beta a z téchto
lektind se nejudinnéji vézal lektin z arafidl a z jacalinu.
Nebylo moZno prokéazat oddéleni sloZek H-gal-GP v pPripad& Zad-
ného z lektina, jak je zFejmé z obr. 6.

Pri pouZiti lektinu z ara$idd nebo z jacalinu prochéa-
zely bilkoviny H110D a H45 spolu s ostatnimi materidly sloup- .
cem, kdeZto komplex H-hal-GP zustal vééén ve sloupci. Tento
komplex pak bylo moZno vymyt v podstaté v &isté formé& pri
pouziti 0,3 nebo 0,8 M galaﬁtosy ze sloupcl s lektinem z ara-
§idd i jacalinu, jak je zFejmé z obr. 10 a 11.

ANt
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Pri pouZiti lektinu z p8enilnych k1i8Xd bylo dosaZeno
podobnych vysledkd p¥i eluci 0,5 M N-acetylglukosaminem aZ
na to, Ze urdity podil H110D zistal navéazén a pak byl vymyvén
spolu s komplexem H-gal-GP (jde o materi&l, ktery je moZno
pozorovat ve dréze 1 na obr. 11 po naneseni na sloupec s

lektinem z Jjacalinu). -

Priklad 3

Prikaz, %e pepstatin je specifickou a avidni vaznou latkou

pro H-gal-GP

Supernatant S3 byl nanesen p¥i nizkém pH v pufru s
vysokou iontovou silou, 20 mM octanu sodného s 1 M NaCl o~
pH 5,5 na sloupec, obsahujici pepstatin, vézany na agaro-
sové kulidky. VE&t3ina polypeptidd v&etn& H110D se na tuto
matrici nevézala (drdha 1 a 2 na obr. 12). Po promyti sloup-
ce né&kolika objemy uvedeného pufru bylo moZno vymyt malé
mno¥stvi H-gal-GP a daldich voln& vézanych materidld pri
zvy&eni pH na 8,5. V pripad&, Ze sloupec byl pak vymyvan
pufrem s nizkou koncentraci smafedla s vysokym nébojem
(naptiklad pFi pouZiti 1% dodecylsiranu sodného, SDS), byl
profil vymyvanych polypeptidd velmi podobny H-gal-GP, pres-
toZe dvojice péast, obvykle pozorovand p¥i molekulové hmot-
nosti 45 000 na 10% neredukujicich gelech byla men3i (dréha
4 na obr. 12). V pripad&, Ze byl materidl ze sloupce vyJjmut
a podiiy agarosy byly inkubovény s 5% SDS v pPfitomnosti di-
trhithreitolu DTT, bylo moZno vymyt frakci, obohacenou o
tyto chyb&jici pasy, cof znamené, Ze retence té&chto mate-
rialt byla velmi pevnéa, jak je zFejmé z drahy 4 na obr. 13.
Nebylo moZno prokézat Zadnou Glinnost protedzy ve vymytém
materidlu, co% znamend, Ze enzym nebyl funkéni v pritomnosti

dodecylsiranu sodného.
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Kontrolni pokusy byly provadény tak, Ze po promyti
kyselinou svrchu uvedenym zpQsobem byla agarosa vyjmuta ze
sloupce a promyta opakovanym odstrfedénim a znovu uvedenim
do suspenze v samotném pufru nebo v‘pufru:s obsahem aZ 2 %
deoxycholédtu nebo aZ 0,1 % SDS. PFi Zadném z t&chto zpraco-
véni nebylo moZno z agarosy odstranit podstatnéjsi mnoZstvi
H-gal-GP, coZ znamend, Ze ne3lo pouze o fyzikdlni zachyceni
nerozpustné bilkoviny na vrcholu sloupce. Zjidté&ni, Ze se
H-hal-GP nevédZe na nékteré sloupce, obsahujici konjugdt lek-
tinu a agarosy (tabulka 2 a drdha 5 na obr. 6) pPfedstavuje
daldi dikaz, Ze vazba na pepstatin-agarosu je specifické pro
urité vazné 1latky.

Priklad 4

H-gal-GP je uloZen na rozhrani vrstvy rasinkového epithelu
na povrchu vnitfniho prisvitu stfeva Haemonchus contortus,

kde je pritomen jako integrédlni glykoprotein membrény
a) UloZeni na rozhrani fasinkového epithelu streva

i) Kryostatické rezy dospé&lych jedincd H. contortus byly
barveny Pradou laktin@, znadenych fluorescendnimi barvivy.
Bylo prokédzano, Ze pPri pouZiti lektind z ara3idd a z p3enid-
nych kl1i&kl se selektivn& barvi rozhrani Pasinkového epitelu
stfeva, jak je zfejmé z obr. 14 a 15. N&které lektiny, na-
priklad Con A barvily v&t8inu struktur, kdeZto jiné lektiny,
napriklad Ulex barvily jen maly podil struktur nebo nebarvi-
ly Z&adné struktury. To prokazuje, Ze uvedené misto ve stPev-
ni st&n& obsahuje vazna mista pro lektin z p3enidnych kli&ka
a pro lektin z ara$idd neZ jiné anatomické struktury Haemon-

chus. Vzhledem k tomu, Ze se na lektin z ara3idd a p3enid-

nych kli&ka specificky vézZe pfévé H-gal-GP, nachézi se tato
ladtka pravdépodobné v uvedeném mistd stieva.




ii) Kryostatické Fezy dospélych jedincu H. Contortus by-
ly inkubovany se sérem ovci, imunizovanych pri pouZiti
H-gal-GP ve Freundové Uplném pomocném prostredku nebo se
sérem kontrolnich oveci, jimZ byl injekdné& podén pouze uve-
deny pomocny prostfedek (podrobnosti jscu uvedeny v pri-

" kladu 7, pokusy 3 a 4). Po dikladném promyti byly Yezy in-

kubovény s konskymi protiléatkami, specifickymi pro ovéi imu-
noglobulin a konjugovanymi s fluoresceinisothiokyanédtem. Po
daldim promyti byly Fezy pozorovany ve fluoresceninim mikro-
skopu.

ﬁezy, které byly inkubovény se sérem s protilétkémi
proti H-gal-GP mély specifickou fluorescenci v misté& hranid-
ni membrany Pfasinkovych stifevnich bun&k a také ve vrstvé pod
pokoZkou, jak je zFejmé z obr. 16. Zadné specifické zbarveni
nebylo pozorovano v Fezech, které byly inkubovény se sérem
kontrolnich oveci. Tyto vysledky prokazuji, Ze H-gal-GP je
uloZen v misté hraniéni membrany fasinkového epithelu a v

podkozni vrstvé Haemonchus.

iii) Kryostatické Pezy byly pripraveny z dosp&lych jedin-
c@ Haemonchus, izolovanych z oveci, které byly imunizovény
pomoci H-gal-GP ve Freundové Uplném pomocném prostredku ne-
bo z ovei, jimZ byl injek&né podédl pouze pomocny prostredek,
Jak Jje podrobné uvedeno v prikladu 7, pokusy 3 a 4.

Rezy byly inkubovény s protilatkami, specifickymi pro
imunoglobulin ovce a konjugovanymi s fluoresceinisothiokya-
nadtem. Po dlkladném promyti byly pak Fezy pozorovéany pod
fluorescendnim mikroskopem stejn& jako svrchu.

U nékterych, av3ak nikoliv u v8ech Fezl z hlistd,

kte¥i preZili imunizaci pri pouZiti H-gal-GP, bylo moZno
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prokazat specifickou fluorescenci. Tento jev byl ohranilen
na membranu Prasinkového epithelu stfevnich bunék, jak je
zFejmé z obr. 17. Zadné zbarveni nebylo pozorovéno u Fezl

Haemonchus 2z kontrolnich ovci.

Tyto vysledky prokazuji, Ze u nékterych hlistd, kte-
ri prezili imunizaci pomoci H-gal-GP, bylo moZno pozorovat
povlak ov&iho imunoglobulinu na hrani&ni membréné& st¥evniho
fasinkového epithelu. To znamend, %e H-gal-GP musi byt ulo-
Zen pravé v misté této membrény. Barveni ve vrstvd pod pokoZ-
kou, které bylo pozorovéno v pokusech in vitro podle p¥edcho-
ziho odstavce v tomto pPipadé nebylo moZno prokédzat. Pr{i&i-
nou tohoto jevu je pravdépodobné& skutednost, Ze se in vivo
imunoglobulin hostitele nedostédvd do styku s touto anatomic-
kou C¢éasti parazita.

b) Integralni glykoprotein membrény

V pripadé, Ze bloty, zpracované plsobenim jodistanu
a obsahujici extrakty z celych hlistd, ziskané pomoci PBS,
Tween a Triton X-100 (to znamené S1, S2 a S3, tak jak je
uvedeno na obr. 4), byly jako sondou zkoumény sérem proti
H-gal-GP, ziskan?m podle pokusu 3, bylo moZno pritomnost
H-gal-GP prokézat pouze v extraktu, Ktery byl ziskan pomoci
Tritonu Xx-100, jak je zFejmé z obr. 18. Tento vysledek, zis-
kany pomé&rné& citlivou zkouZkou prokazuje, Ze H-gal-GP neni
pritomen jako rozpustnd bilkovina cytoplasmy nebo jako peri-
ferni bilkovina membrény vzhledem k tomu, Z%e je zapotbebi
pouzit Triton Xx-100, aby bylo mo¥no tuto bilkovinu z bund&-
né membrany uvolnit.

Tento vysledek spolu s vysledky pro vazbu lektinu z
tabulky 2 prokazuje, Ze H-gal-GP je integrdlni glykoprotein
membrany.
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Priklad 5

Komplex H-gal-GP je odlidny od bilkovinného dubletu H110D
(WO 90/11086), od bilkovinného komplexu H45 (W090/11086),
od bilkoviny membrany s molekulovou hmotnosti 45 000
(W092/13889) i od fibrinolytické proteézy (EP-A-434309)

a) Rozdily mezi komplexem H-gal-GP, H110D a bilkovinnym
komplexem H45 '

i) Vazba lektinu

Prokézané relativni afinita komplexu H-gal-GP, H11l0D
a komplexu H45 pro urité lektiny Jje shrnuta v tabulce 2.
S vyjimkou Dolichos biflorus, kde nebyla vabec prokézéna
vazbam zadrZovaly lektiny se specifilnosti pro N-acetylga-
laktosamin komplex H-gal-GP, av8ak nikoliv H11l0D nebo kom-
plex HA45.

ii) Isoelektricky bod

Komplex H-gal-GP mi niZ3i iscelektricky bod neZ
H110D nebo komplex H45 a je moZno jej od té&chto latek oddé-
1it chromatografii na iontom&nidi. Napriklad velmi malé
mnoZstvi komplexu H5 se vaZ%e na Mono Q v rovnovéiné stavu
s 10 mM tris-HCl o pH 7,4 s obsahem 0,1 % objemovych Trito-
nux-100, coZ potvrzuje vysledky, popsané v publikaci Smith,
Munn, Graham, Tavernor a Greenwood, International Journal
for Parasitology, 1993, 23, 271 - 280. Maly podil, ktery byl
zadrZen, bylo moZno vymyt pfed H110D s pouZitim 50 mM NaCl.
VeSkery H110D byl desorbovén s pouZitim 200 mM NaCl, to zna-

mend jedt& pred tim, neZ se polal ze sloupce vymyvat nejvétsi

podil komplexu H-gal-GP.
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iii) Profil SDS-PAGE

Dublet H110D, jehoZ molekulové hmotnost 110 000
zGstéva nezménéna na redukujicim i neredukujiciﬁ materidlu,
jak je zPejmé z obr. 1, drdhy 1 a 4, je zPetelnd& odlidny ¥
od koﬁplékﬁ»H—gél-GP”za oﬁburpodminek, jak Jje zrejmé z obr. g
1, dréhy 1 a 3 a pak 4 a 6. Av3ak vzhledem k tomu, Ze re-
dukéni podminky podstatné méni profil komplexu H45, jak je
zfejmé z obr. 1, drdhy 2 a 5, je rozdil mezi timto komplexem
a komplexem H-gal-GP vice vyjadfen v pPipad&, Ze se vzorky :
srovnavaji za neredukujicich podminek (obr. 1 , drdhy 2 a g

3) a nikoliv za redukujicich podminek (obr. 1, drdhy 5 a 6).

iv) Vazba pepstatinu ' ?

Na agarosu s pepstatinem se nevdZe H110D ani H45, f1
agarosa s pepstatinem je prostfedi, k némuZ se velmi silné '
véZe komplex H-gal-GP, jak je zféjmé z obr. 12 a 13.

b) Rozdily mezi komplexem H-gal-GP a bilkovinou membrany
s molekulovou hmotnosti 45 000 (W092/13889)

i) Vazba lektinu

Za nativnich podminek se komplex H-gal-GP vaZe na
lektin z pSeniénych kli&kd, jak je zPejmé z tabulky 2 a z
obr. 19. Ochranné antigeny, popsané ve W092/13889 se na
tento lektin nevédZi, tato vlastnost je specificky vyuZivéana
pro &iSténi bilkoviny membrény s molekulovou hmotnosti
45 000.

ii) N-termindlni Fetdzec aminokyselin

N-termindlni ret&zec aminokyselin, tak jak je uveden
pro bilkovinu membrény s molekulovou hmotnosti 45 000 v
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mezindrodni prihlaSce W092/13889 pravdépodobné neobsahuje

ekvivalentni Gdaje pro slofky komplexu H-gal-GP s molekulo- ;
vou hmotnosti 45 000, 47 000, 48 000 nebo 50 GO0, tak jak ;
jsou popsény v Casti 2, prikladu 1. |

iii) Ochrannéd schopnost denaturovaného antigenu

Komplex H-gal-GP si uchovavé svou schopnost chréanit
ovce i po denaturaci po disociaci pasobenim SDS a po redukcil g
plisobenim dithiothreitolu, jak je zFejmé z pokusi 4 a 5 v '
prikladu 7. Bilkovina membrény s molekulovou hmotnosti 4% 000,
popsanéd v mezindrodni pfihléSce w092/13889 ztréci svou ochran-
nou schopnost jako antigen v pripad&, Ze byla zkouSena v
denaturované formé na morcatech.

c) Rozdily mezi komplexem H-gal-GP a fibrinolytickou
proteazou ’
i) Specifidnost substratu

V publikaci Cox, Pratt, Hageman a Boisvenue, Molecular
and Biochemical Parasitology, 1990, 41, 25 - 34, se popisuje
fibrinolyticky proteédza z Haemonchus a autoPi uvéadéji, ZzZe
tato latka je ochrannym antigenem pPfesto, Ze uvadéji nepre-
sv&d&ivé udaje ze dvou pokusd na ovcich v malém méritku,
dalgi Gdaje jsou uvedeny v EP &. 434 909 z roku 1990 (Cox
G. N., Milhausen M. a Hageman R.). Komplex H-gal-GP nemél "
Y4dnou proteolytickou G&innost pfi zkouSkéch s pouzitim
fibrinogenu, jak je zFejmé z tabulky 4 a z prikladu V).
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ii) Rozpustnost

Fibrinolyticka proteédza, popsand ve svrchu uvedené
publikaci byla ziskéna tak, Ze jedinci Haemcnchus byli ex-
trahovéni fyziologickym roztokem chloridu sodrného. V téch-
to extrakfech nebyib moiné prokézat4komp1°x H-gal-GP, kte-
ry je moZno ziskat z té&chto parasitd pouze s pouZitim smé-
&dla, nap?riklad Tritonu X-100, jak je ztejmé z obr. 4 a 5).

Priklad 6

H-gal-GP mé& vlastnosti aspartlyprotedzy

i) Optimé&lni pH

V predbé&inych pokusech bylo prokézéno, Ze komplex
H-gal-GP, &istény pomoci lektinu z - arad3idd hydrolyzuje pred-
nostné azokasein v pFitomnosti azokolagenu. Optimélni pH pro
tuto G&€innost se pohybuje v rozmezi 4 aZ 9, jak bylo proka-
zéno pri pouZiti pufru s 0,1 M acetdtem, fosfétem nebo Tris
pufru, jak je zrejmé z obr. 8. Optimdlni G&innost byla pro-
kézéna pro rozmezi pH 4,5 a% 6,5.

ii) Citlivost na inhibitory

Citlivost proteindzy na inhibitory byla zkoumdna p?ri
pouziti &ty?r rdznych vzorkd H-gal-GP, &i&t&ného pomoci lek-~
tinu z arasidld. Ve v8ech vzorcich bylo moZno enzymatickou

Géinnost témé¥ Gplné& inhibovat plsobenim pepstatinu, co? uka-

zuje na to, Ze proteolyza byla uskutelnéna pUsobenim aspar-
tylproteazy, jak je zrejmé z tabulky 3.
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Tabulka 3

Citlivost H-gal-GP a ekvivalentnich enzymQ z O. circumcincta

a 0. Ostertagi na inhibitory

inhibitor ’ typ zbyvajici G&innost v pritom-

proteindzy nosti inhibitoru v %

H-gal-GP Oc-gal-GP Oo-gal-GP

PMSF serin

(thiol) 100 104 84
E64 thiol 87,8 101 101
1,10-fenanthrolin metallo 97 94 99 |
EDTA metallo 97,8 ND ND
pepstatin karboxyl

(aspartyl) 8,5 23 0

ND = nebylo stanoveno.

Vysledky jsou prumérem ze &ty?¥ pozorovéni v pPipadé H-gal-GP
a ze dvou pozorovani v obou zbyvajicich pripadech.

\ .

iii) Afinitni chfdﬁatografie na agarose s pepstatinem

H-gal-GP, ¢i3té&ny podle fasti 1 pPikladu 1 byl nane-
sen na sloupec agarosy s pepstatinem v rovnovéZném stavu v
pufru s 25 mM octanu sodného o pH 4,5 s obsahem 1 M NaCl a
0,1 % objemového redukovaného Tritonu x-100 podle publikace
Do a dalsi, 1987, J. Biol. Chem., 262, 1037 - 1043. P#i da-
kladném promyvéni v rozmezi pH 4,5 a% 10 do3lo k desorpci
jen malého mnoZstvi bilkoviny. Av8ak pri eluci s pouZitim
1% SDS do$lo k desorpci v&tSiny H-gal-GP, jak je zPejmé z

obr. 20. H-gal-GP se nevaZe na agarosu, konjugovanou s vaznou
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latkou, pouZitou jako negativni kontrola, napriklad na lek-
tin z Dolichos. Tyto vysledky spolu s vysledky z pPfikladu

3 prokazuji, Ze H~gai~GP mé& silnou specifidnost pro pepsta-
tin, coZ je klasickou vlastnosti aspartylprotedz a v menZim
rozsahu membrénovych metalloendopeptiddz, jak je popséno v
publikaci Zoller H., 1990, Handbook of enzyme inhibitors,
VCH, Weinheim,SRN). Profil H-gal-GP na 5% nebo 10% nereduku-
Jicim gelu se neménil p¥ed vazbou nebo po vazb& na agarosu

S pepstatinem, jak je zPejmé z obr. 20. Tento vysledek pro-
kazuje, Ze H-gal-GP miZe byt komplexem s v&t3im poltem enzy-
ma nebo sm&si protedz se schopnosti vazat pepstatin nebo

smé€si té&chto enzyml a jejich prekursord.

iv) Analyza na gelu

H-gal-GP byl pPfedem inkubovéan v pPfitomnosti nebo v
nepritomnosti pepstatinu a pak byl materidl délen na 7,5%
gelech SDS-PAGE s obsahem 0,1 g Zélatiny na 100 ml za ne-~
redukZnich podminek. Po elektroforéze byl SDS vymyt prebyt-
kem Tritonu X-100 a gely byly inkubovany pPes noc pPri tep-
lotd 37 °C ve fosfétovém pufru o pH 6,0. Oblasti, v nich?
doSlo k proteolyze, byly zviditeln&ny barvenim mod¥i Coomas-
sie.

Vysledky byly variabilni, av3ak v jednom pripadé byla
proteolyza v korelaci s ob&ma hlavnimi péasy s vysokou moleku-
lovou hmotnosti pro komplex H-gal-GP i pro men3i sloku s
molekulovou hmotnosti pfibliZn& 45 000. V8echny oblasti G&in-
nosti byly citlivé na pepstatin. V jiném pPipad& byla G¢in-
nost lokalizovana pouze na pés komplexu s molekulovou hmot-
nosti 170 000 a bylo ji moZno zfejmé inhibovat pisobenim pep-
statinu, jak je z¥ejmé z obr. 21. Tato promdnliva vizualiza-
ce aspartylproteindz byla jiZ dfive popsédna a je pétrhé Zpa-
sobena pom&rné malou afinitou pfo ¥elatinu jéko substrat,
jak bylo popsédno v publikaci Simkin K. G., Chapman C.R. a
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Coles G. C., 1980, Experimental Parasitology 49, 281 -387.
Je tedy pravdépodobné, Ze H-gal-GP mé& Glinnost aspartyl-
proteinédzy, kterad je spojena se vi3emi pésy pro komplex,

které je moZno pozorovat za neredukujicich podminek.

V) Afinita H;gal—GP pro prirodni bilkoviny krve

H-gal-GP byl inkubovédn s fibrinogenem, albuminem,
hemoglobinem a také s azokaseinem (ve v3ech pPipadech v
mnoZzstvi 1 mg/ml v pufru o pH 5,5) pPed srédZenim nerozdté&-
pené bilkoviny pridanim stejného objemu 1 M roztoku kyse-
liny chloristé. Proteolyza byla sledovédna detekci uvolné-

ného dusiku z alfa-aminoskupin pfi pouZiti ninhydrinové
zkouSky podle publikace Mathews B. E., 1977, Symposium of
British Society of Parasitology, 15, 103 - 119.

Vysledky prokazuji, Ze H-gal-GP je zFetelné specific-

ky pro hemoglobin, jak je zPejmé z tabulky 4 a 2e optimdlni
pH pro tuto Glinnost je 4,0, jak je zrejmé z obr. 9.

Tabulka 4

Afinita H-gal-GP pro pfirodni bilkoviny krve a azokasein

substrat Proteolyza (absorbance p#fi 563 nm)
) fibrinogen 0,00

hemoglobin 5,12

albumin 0,77

azokasein 0,55
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P

vi) Inhibice proteolytické Glinnosti H-gal-GP sérem

.

imunnich ovcei

ST CTEI

Sérum ovei, imunizovanych H-gal-GP nebo pomocnym pro-
stredkem, tak jak je popséno v pokusu 3 p¥ikladu 7, bylo in-
kubovéno se stejnymi podily H-gal-GP. Sm&si pak byly analy-
zovany na proteolytiékou G&innost p¥i pouZiti azokaseinu ja- i
ko substratu. Vysledky, které jsou uvedeny v tabulce 5 pro- .
kazuji, Ze imunizace pusobenim H-gal-GP vyvoléava specifickou
inhibidni odpové&d, pravdépodobné na bazi protildtky, proti .
proteolytické G&innosti H-gal-GP.

Tabulka 5

AN L e, M

Inhibice H-gal-GP sérem imunnich ovci

sérum inhibice proteolyzy v %
pokus 1 pokus 2
kontrolni ovce 0 2
imunni ovce A 58 55 :
it
imunni ovce B 51 ' 59

Priklad 7

Ovce, imunizované podanim H-gal-GP jsou chréndny proti

napadeni Haemonchus contortus

Byla provedena frada pokusld s rlznymi frakcemi H. con-
tortur s cilem dosdhnout ochrany. Na obr. 22 je znizorn&n

diagram, shrnujici zplsob pFipravy imunogend pro ka¥dou

skupinu ovci v péti pokusech.
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Provedeni pokusu

P&t pokusl s imunizaci a ndslednym vystavenim infek-
ci bylo pfovedeno s pouzitim 19 skupin oveci v asovém pora-
di, které bude déle uvedeno. Zvirata ve v3ech pokusnych sku-
pinédch byla vyvéZena, pokud jde o pohlavi a hmotnost.

KaZd4d skupina méla obsahovat Sest nebo sedm zviPFat,
avSak jedna z ovci ve skupinédch 9 a 10 uhynula pred vysta-
venim infekci v dusledku moldovych kamenid. Antigeny, pouZité
k imunizaci v kaZdé skupiné jsou shrnuty v tabulce 6 a na
obr. 22. KaZdé ovce byla imunizovéna celkem ve trech &asovych
intervalech stejnou dévkou bilkoviny nebo v pripadé vsSech-
kontrolnich skupin podéanim pomocného prostredku ve fyziolo-
gickém roztoku chloridu sodného a pak byly ovce vystaveny
pusobeni 5000 larev H. contortus. VZdy byl pouZit Freundav
pomocny prostredek, olkovaci materiil byl podén nitrosvalo-
vé& v davce 1 nebo 2 ml do kaZdé zadni nohy. V&k ovci a Caso-
vy rozvrh pokusi se ponékud mé&nil v jednotlivych pokusech,

jak Jje podrobné uvedeno v tabulce 7.

Pokus 1

U&elem tohoto pokusu bylo stanovit ochrannou schopnost
frakce z extraktu membréan hlistd, ziskané pUsobenim Tritonu
X-100, 3lo o frakci, schopnou se védzat na lektin z p8enidnych
k1i&Kka. |

Tento imunogen byl vysoce Glinny, pokud jde o potla-
8eni mnoZstvi vajidek ve vykalech, které je moZno prokézat
po podéni larev ve srovnani s podtem u kontrolnich ovci, jak
je zPejmé z obr. 23. Vykaly imunizované skupiny obsahovaly

statisticky vyznamné niZs$i mnoZstvi Zivych hlistd neZ kontro-

ly a i pPi poréZce zistal tento pom&r zachovén, pridemZ
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hodnoty pomér mezi hodnotami pro samce a samice je vyznamné
vy88i neZ tyz pomér za bé&Znych podminek, jak je zFejmé z
tabulky 6.

Tento vysledek je v kontrastu s vyslecdkem, ktery byl
popsén v pokusu, uvedeném v pFihléd&ce W092/13889, pPri tomto
pokusu byla frakce, schopnd se vazat na lektin z pZenidnych
k1iZka jen malo G&innd jako ochranné létka pro mordata. Ty-
to rozdily mohou odréZet rozdily mezi zplsobem infekce, kte-
ry byl pouZit nebo miZe byt tento rozdil zpisoben skutednos-
ti, Ze v pokusech podle W092/13889 byl ve skutednosti ochran-
nou sloZkou H110D, ktery se na lektin z pdenidnych k1i&kd
nevaze, jak je zPejmé z obr. 19.

Skutelnost, Ze samice Haemonchus d¥ive podléhaly
U&inklm imunizace ne% samci, byla ji# d¥ive uvadéna v ji-
nych pokusech, naptiklad v publikaci Smith, 1993, Res. Vet.
Sci., 54, 94 - 101, kde se popisuje rovn&Z vliv antigenu ze
stfevni membrény. Tento jev je pravdépodobné zpisoben tim,
Ze ve&t8i samice spotPebuji rychleji v&t%i mnoZstvi krve ne®
samci, takZe se do jejich organismu dostdva vét3i mnoistvi
protilatek. Tyto jevy v3ak mohou byt zpisobeny také tim, 3e
vy§81 anabolické poZadavky samic, které kladou vajicka, &ini
tyto samice zraniteln&j$i v pripad&, Ze jsou blokovany enzy-
my, nutné pro vyZivu. M&Peni pom&ru samcl a samic je tedy
dalsim uZitednym parametrem p¥i stanoveni G&inkd, k nimZ do-
chézi p¥i Gsp&€3né imunizaci timto zplsobem.

Pokus 2

Vzhledem k tomu, Ze je znémo, Ze frakce, kterid se véa-
Ze na pSenilné klidky a ktera byla uZita ve skupiné 1, obsa-
huje ur&ité mnoZstvi bilkoviny H110D, o niZ jiZ bylo proké-

zédno, Ze mi vysoce ochranny Gdinek proti Haemonchus (Munn
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a Smith, 1990), bylo hlavnim cilem tohoto pokusu sledovat
u¢inky frakce, kterd se véaZie na pSeniéné klicky a ktera by-
la predem zbavena H110D chromatografii na iontoménili. Dru-
hé skupina zviPat pak byla imunizovéna frakci, ktersd se ne-
véZe na lektin z pSenilnych k1ilkd ani na lektin ConA (obr.
22), aby byl sledovén soulasné i Glinek neglykosylovanych
bilkovin membrény.

U obou imunizovanych skupin bylo moZno prokézat sni-
zeny polet vajilek neZ u kontrolnich skupin, jak je zrejmé
z obr. 24, av8ak pouze v pripadé poddvéni materidlu, ktery
se védZe na pSenilné klilky, bylo moZno prokézat statisticky
vyznamny rozdil ve v3ech dnech, v nichZ byl proveden odbér.
U 24dné z imunozovanych skupin nebylo moZno prokédzat statis-
ticky vyznamny rozdil oproti kontroldm, pPestoZe pri pouZiti
frakce, schopné se vézat na pSenidné klicky, bylo prokazano
podstatnd vétdi mnoZstvi samch neZ samic hlistl, jak je zrej-

7

mé z tabulky 6.

Pram&rny polet vajidek a hlistd u kontrolnich ovci
byl v tomto pokusu podstatn& niZsi ve srovnéni s kontrolnimi
pokusy ve zbévajicich &tyFech skupinéch, jak jéwzféjmé z obr.
23, 24, 25 a 26 a z tabulky 6, prifemZ dvé ovce mély velmi
nizké hodnoty. Tyto velké variace, zpUsobené pravdé&podobné

pouZitim stardich oveci v tomto pokusu ztéZovaly zjisténi sta-

tistické vyznamnosti, takZe by bylo zapot¥ebi cely pokus JjeSté

jednou opakovat.

Pokus 3

V tomto pokusu bylo cilem zkouSky znovu prokazat G&in-
nost frakce, kterid se vaZe na pSenilné klilky, prosté H11l0D
1 mlad8ich ovei, které snéze podléhaji infekci hlisty. Mezi

tim bylo prokézéno, Ze uvedenou frakci je moZno ziskat jedno-
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dus8im zplsobem pomoci afinitni chromatografie s pouZitim
lektinu z ara$idd, jak je zndzornéno na obr. 22 vzhledem

k tomu, Ze uvedend vaznd léatka nevéZe prokazatelné mnoistvi
H110D. Z tohoto dlvodu byla v pokuse 3 srovnédvéna ochranna
schopnost frakce, kterd se vaZe na lektin z arafidd (to zna-
menéd H-gal-GP) a H110D.

Polet vajifek ve vykalech byl v pPipadé obou skupin
imunizovanych ovei podstatné sni%en ve srovnani s poltem va-
Ji%ek u kontrolnich zvirat, jak Jje zrejmé z obr. 25, a sou-
Casné bylo moZno izolovat podstatné men$i polet hlistld s vy-
Jimelné& vysokym pomé&rem samct hlistd k samicim, jak je zPrej-
mé z tabulky 6.

Bylo proto moZno uzav¥it, %e H-gal-GP predstavuje
ochranny antigen pro Haemonchus.

Pokus 4

Cilem tohoto pokusu bylo potvrdit vysledky, které byly
ziskany v pokusech s ochrannou zvirat pri pouZiti nativniho
H-gal-GP a bylo také zapot¥ebi stanovit, zda si komplex podrZi
svoji ochrannou G&innost v disociované forméd nebo v redukované
a disociované formé&.

Z tohoto divodu byl podil H-gal-GP disociovéan inkubaci
s 0,5% SDS (hmotnostni pom&r SDS : bilkovina = 2,5 : 1) pPi
teplotd 25 °¢ po dobu 1 hodina. Druhy stejng velky podil byl
denaturovén disociaci p#i poufiti stejného mnoZstvi SDS v
kombinaci s 2,5 mM dithiothreitolem, DTT, Jjako redukdnim &i-
nidlem, inkubace trvala 5 minut p¥i teplotd 100 °c. Skupiny
10 a 11 byly imunizovéhy S pouZitim H-gal-GP, zpracovaného
témito postupy, skupin& 9 byl podan stejny nezpracovany po-
dil nativniho H-gal-GP, Jjak je zrejmé z tabulky 6.
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Mezi vSemi tfemi imunizovanymi skupinami a kontrolami
bylo moZno pozorovat statisticky vysoce vyznamné sniZeni pod-
tu vajidek ve vykalech i poltu hlistd, pPfesto Ze tento Glinek
byl nejvice vyznalen u nativni skupina a skupiny s SDS, jak
je zrejmé z obr. 26 a z tabulky 6. Stejné& jako v pPedchozich
pripadech byly samice hlistd citlivéj3$i na G&inky imunizace
neZ samci. Bylo moZno uzavPit, Ze ochranné epitopy H-gal-GP
zUstaly neovlivn&ny disociaci komplexu pusobenim SDS i dena-
turaci po disociaci SDS a redukci DTT. Tento vysledek kontras-
toval s vysledkem, ziskanym pfi pouZiti glykoproteinu membra-
ny s molekulovou hmotnosti 45 000 z mezinédrodni patentové
prihlasky &. W092/13889, z vysledkd vyplyvéa, Ze podjednotky
polypeptidl ze skupiny H-gal-GP je moZno podrobit zkoudkam
jednotlivé po jejich oddéleni a extrakci z SDS-akrylamidovych
gell.

Pokus 5

Vysledkem tohoto pokusu bylo vyzkouZet ochranny poten-
cidl antigenu z raznych polypeptidovych podjednotek H-gal-GP,
izolovanych pomoci neredukujici elektroforézy na SDS-PAGE.

Skupiny 13 a-14 byly imunizovény pri pouéiéi 500 a
200 mikrogrami kompléxu H-gal-GP, predem disociovaného SDS
naprosto stejnym zplsobem jako v pokusu 4. Skupiny 15 aZ 18
byly imunizovéany Jjednotlivymi sloZkami H-gal-GP po vyriznuti
z 5% gelu po rozdéleni komplexu pomoci SDS-PAGE za nereduku-
jicich podminek, jak je znédzornéno na obr. 22. Jak je zndzor-
néno na obr. 2, byl skupin& 15 injek&né& podén materidl s mo-
lekulovou hmotnosti 230 000, skupiné 16 byl podédn materidl
2z difuzni oblasti s molekulovou hmotnosti 190 000 aZ 205 000,
skupiné 17 byl podén materidl s molekulovou hmotnosti 170 000
a skupiné 18 byl poddn materidl, putujici spoleén& s Celem

barviva, Jjak je znédzornéno na obr. 2. Rezy gelu s obsahem




prfisludnych pésd byly znovu uvedeny do suspenze ve vhodném
objemu redidla a homogenizovany se stejnym objemem pomocné-
ho &inidla. MnoZstvi frakcionovaného komplexu H-gal-GP bylo
vypoliténo tak, ieiskupiném 15 aZ 18 byly podény davky odpo-
vidajiciho polypeptidu, ekvivalentni mnoZstvi, pritomnému

v 500 mikrogramech H-gal-GP, to znamené, Ze mnoZstvi bylo
ekvivalentni mnoZstvi, podanému skupin& 13. Kontrolni skupina
19 byla imunizovéna pouze pomocnym prostredkem.

S vyjimkou jediného zvifete (ovce 4), byly proti in-
fekci hlisty chrénény obé positivni kontrolni skupiny, kte-
ré byly imunizovény podénim komplexu H-gal-GP, disociované-
ho plsobenim SDS. Tuto skutednost bylo moZno prokédzat sniZe-
nym mnoZstvim vajidek ve vykalech a sniZenym mnoZstvim hlis-
td ve srovnani s kontrolnimi skupinami a také zvyfenim podilu
samch hlistd ve srovnani s podtem samic. V pripad&, Ze se
ovce 4 z vypoltld vyjme, byl propodet ochrany pro skupinu 13
nasledujici: podet hlistd 79 % a polet vajidek 87 % (jde o
pramérny polet v prdb&hu dnd 18 a¥ 35). Pro skupinu 14 byly
ekvivalentni vysledky pro hlisty 70 % a pro podet vajidek
ve vykalech 84 %. Z té&chto vysledkd bylo moZno uzaviit, Ze
niz8i davka, uZitéd pro imunizaci skupiny 14 nijak neovlivni-
la dosaZenou ochranu, takZe vysledek pro skupinu 13 byl ob-
dobny jako vysledek, jehoZ bylo dosaZeno svrchu v pokusu 4.

Daleko v&t8i individudlni variace bylo moZno nalézt
ve skupinach zvirat, které byly imunizovény rdznymi podjed-
notkami z rGznych pasd komplexu H-gal-GP. I tyto vysledky
v8ak prokazuji, Ze by chrany mohlo byt dosa¥eno pri pouZiti
podjednotek z pésu, které byly z gelu vyPiznuty po rozd&leni
komplex. Z pouZitych skupin byla nejlépe chréndna zvitata
ze skupiny 16, jimZ byl podén materidl z difuzniho pésu v
rozmezi molekulové hmotnosti 190 000 a%Z 205 000 a zvirata
ze skupiny 18, jimZ byl podan materidl, putujici spoledné
s Celem barviva.




Ochrana pro nejlépe chrénénou skupinu, jiZ byl podén
materidl z urlité podjednotky, je vSak méné reprodukovatelnd
neZ ochrana pfi imunizaci podénim celého komplexu. Tato sku-
teCnost miZe byt zp&sbbena tim, Ze pri elektroforetickém d&é-

leni miZe dojit k urditému podkozeni ochrannjych epitopd ne-
bo tim, Ze je zapotiebi kombinace vice ne? jedné podjednotky
k dosaZeni stélé a reprodukovatelné ochrany.

Ze svrchu uvedenych péti pokusd je tedy moZno uzavrit,
Ze komplex H-gal-GP pPedstavuje novy antigenni komplex, jimZ
Jje mozZno vyvolat”reprodukovatelnym zpusobem ochranu proti
Haemonchus. Ochrany je moZno dosédhnout pri pouzZiti komplexu
v nativnim stavu, v disociovaném stavu a dokonce i v reduko-

vaném a disociovaném stavu.

Vysledky z pokusu 1 aZ 4 jsou uvedeny v nésledujici
tabulce 6.
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Tabul

kK a 6

Ochrana ovei v pokusech 1 aZ 4, polet hlistd a pomdr samct

a samic hlistd Haemonchus

pokus skupina n antigen davka™ podet hlistd % samcd”
c. * SE(primér)
1 1 vé¥e se na 200 1086+326%  62,3+1,92
pSenidné kl1ig.
2 0 (kontrola) - 3068+416°  48,6%1,5°
3 pSen.k1lidky 140 1809x115%  63,1:2,82
-H110D
2 4 nenavazany 140 1387£350%  49,6:4,1°
na lektin
5 0 (kontrola) - 1644+344%2 51,5il,3b
6 H110D 160 518:133%  66,815,4°%
3 7 vazba na 200  1765:167°  64,2:3,12
arasidy
(H-gal-GP)
8 0 (kontrola) - 3744:187°  50,1:0,4°
9 nativni 200 1052£424% 75 546,22
H-gal-GP
10 H-gal-GP+SDS 500 902+295%  65,7:3,2%
4 11 H-gal-GP+SDS+ 500 1466+4762  70,615,42
+DTT
12 0 (kontrola) - - 3705:627°  56,145,4P




Vysvétlivky k tabulce 6:

mikrogramy bilkoviny, podané ovcim p¥i imunizaci.
a Vék v mésicich pfi prvni injekci
b Tydny po prvni vakcinaci

¢ Tydny mezi tfeti vakcinaci a infekci.

Tabulka 7

Rozdily v provedeni pokusG na ovcich

pokus v&k ovce? daldi interva% pfed doba usmrcenid
c. injekce infekci
1 2 4 a 7 1 23
2 8 3 a6 2 28
3 2 3 a6 / 2 34
4 5 3 a6 2 35
5 3 3 a6éb 2 34 nebo 35

Vysvétlivky k tabulce 7:

a az c: jako v tabulce 6

d Doba je uvedena ve dnech po infekci.
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Priklad 8
Ekvivalentni enzymy u &eledi Ostertagia

Extrakci Ostertagia circumcincta nebo Ostertagia
ostéftagi zpusobem, zndzornénym na obr. 4 s néslednou afi-
nitni chromatografii s pouZitim lektinu z araZidd se zis-
kaji bilkovinné komplexy, které jsou velmi podobné komplexu
H-gal-GP, jak je moZno usuzovat z jejich profild na SDS-PAGE,
které jsou zndzorn&ny na obr. 27. Stejné jako H-gal-GP maji
oba extrakty protedzovou G&innost proti azokaseinu a hemoglo-
binu ovci, optimdini pH je v rozmezi 4 a3 6,0, jak je zPejmé
z obr. 8 a 9, Gfinnost extraktd je moZno specificky inhibovat
pepstatinem, jak je zPejmé z tabulky 3. '

Stejnd mnoZstvi Oc-gal-GP byla uloZena do zkumavek,
obsahujicich agarosové kuli&ky, na n&Z byl vazén pepstatin,
lektin z ara%idd nebo lektin z doiichos a zkumavky byly Jjemné&
prot¥epavény 3 hodiny p¥i teplotd 4 °C. Pak byly kuliclky od-
stfedény a supernatanty s nenavazanym materidlem byly uchové-
ny. Kulilky byly t¥ikréat promyty, povafeny v co nejmensim

objemu pufru probelektroforézu na SDS-PAGE a znovu odstPed&ny.

Supernatanty z tohoto stupn& s obsahem materidlu, ktery se
navézal na agarosové kulilky byly podrobeny elektroforéze
na neredukujicim 5% gelu SDS-PAGE stejn& jako supernatanty
S nenavazanym materidlem, pak byl proveden blot na membranu

immobilon, jako sonda byl pouZit biotinylovany lektin z ara-
siaa.

Vysledky, které jsou znézorn&ny na obr. 28, prokazuji,
Ze se Oc-gal-GP véaZe specificky na lektin z ara$idd a na aga-
rosu s pepstatinem vzhledem k tomu, Ze se nevale na agarosu
S navéazanym negativnim kontrolnim vaznym materidlem, kterym
je lektin z dolichos.
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Sérum z oveil, imunizovanych s pouZitim H-gal-GP podle
pokusi 1 a 2 z pPikladu 7 reaguje zk¥iZend& s bilkovinnymi

epitopy komplexQ z Ostertagia, jak je zrejmé z obr. 27.

~ Vecelku tyto vysledky prokazuji, Ze H. contortus,
0. circumcincta a 0. ostertagi produkuji pFibuznou skupinu
antigenné obdobnych glykoprotinovych komplexQ s obsahem ga-

laktosy, které maji proteézovou Ulinnost, kterou je moino

inhibovat plsobenim pepstatinu.

Dal3i specifické vysledky budou uvedeny Vv nésledujicich

pokusech.

Pokus 1

Ovce, imunizované integréalnimi bilkovina membréany Ostertagia

circumcincta jsou chrénény proti infekci témito parazity

Byl proveden pokus, pFi némZ byly ovce imunizovény
frakci integrélnich bilkovin membrény Ostertagia circumcincta,
schopnou se vézat na Concanavalin A (ConA) a pak byly ovce
infikovany larvami uvedeného parasita a ziskany stupen ochra-
ny byl méfen ve srovnani s kontrolni skupinou.

Pfiprava antigenu byla vZdy uskutelnéna v ledu p¥ri
teplotd 4 °C, odstFeddni bylo provédino vidy p¥i 10 000 g
- po dobu 15 minut, neni-1li uvedeno jinak. Zmrazeni jedinci
0. circumcincta byli po rozmrazeni homogenizovéani v pufru
- (fyziologicky roztok chloridu sodného s fosféatovym pufrem
o pH 4, obsahujici néasledujici inhibitory proteédzy: 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF a 1 mM N-ethylmaleimidu). Homogenat byl od-
stfedé&n a usazenina byla znovu uvedena do suspenze v pufru
pro homogenizaci s obsahem 0,1 % objemovych Tween 20. Tento

postup byl jedté jednou opakovan a promytd usazenina s obsahem
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membrén hlistd byla znovu uvedena do suspenze a pak extraho-
véna dukladnym misenim 2 hodiny v homogenizadnim pufru s ob-
sahem 2 % Tritonu X-100, av3ak bez EDTA. Extrakt byl znovu
odstfed&n a vysledny supernatant byl pak odstPed&n v ultra-
ostredivce pFi 100 000 g po dobu 1 hodiny. Tento supernatant,
ktery Jje oznafovén S3 (obr. 29, drdha 1) a obsahuje solubili-
zované integrdlni bilkoviny membrény byl zfiltrovan pres filtr
s primé€rem otvord 0,22 mikrometrd po &tyPnisobném zredéni
pufrem (10 mM Tris-HCl o pH 7,4 s obsahem 0,5 M NaCl a

0,01 g/100 ml NaNs) a ziskany materidl byl nanesen na sloupec
ConA-agarosa. Nenavézany materidl (obr. 29, drahy 3 a 4) byl
doloZen a vézand frakce byla po dikladném promyti sloupce
eluovéna smési 200 mM alfa-methylmannosidu a alfa-methylglu-
kosidu (obr. 29, drédha 2). Tato frakce byla zbavena cukru

a soli filtraci na gelu Sephadex G-25, (Pharmacia), pak byla
koncentrovéna na sloupci iontomanide Mono Q (Pharmacia),
zFed&nd chladnym fyziologickym roztokem s fosfatovym pufrem,
PBS a emulgovéna spolu se stejnym ‘objemem Freundova Gplného
pomocného prostfedku.

Ctrnéact kFiZench ovei (Suffold), které byly chovany
na pastvé a ustéjeny tak, aby byla vyloudena pritomnost pa-
razitl ze skupiny nematodd, bylo rozd&leno do dvou skupin
S rovnovaznym poétem'jedincﬁ Jjednotlivych pohlavi a s pPib-
1iZ2n& stejnou pram&rnou hmotnosti, celkem bylo Sest ovei
imunizovano a osm ovci bylo kontrolnich. V pPibli¥n& sedmi
mésicich v&ku bylo ovcim z imunizované skupiny injek&né po-
déno 100 mikrograml antigenu, kontrolnim oveim byl podéan
pouze pomocny prostfedek. Do kaZdé zadni nohy v oblasti
m.semimebranosus a m. semitendinosus bylo vst#iknuto vZdy
1 ml vakciny. KaZdé skupiné byly po 3 a% 6 tydnech podény

znovu stejné injekce. Dva tydny po posledni injekci bylo
v8em ovcim perordln& podéno 5 000 larev O. circumcincta ve
tfetim stadiu. 0d druhého tjydne po podéani larev byl vidy
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dvakréit tydné stanoven polet vajiek ve vykalech a pé&t tydnt
po infekci byla zvirata usmrcena a byl stanoven celkovy po-
et hlista. ¢

Polet vajiégk ve vykalech byl u imunizovanych ovci S
podstatné niZ3i neZ u kontrolnich ovei v prdbd&hu celého po-
kusu, Jjak je zPejmé z tabulky 8 a z obr. 30. V pribé&hu 21
aZ 35 dnl bylo mnoZstvi vajiek u imunizované skupiny ve
srovnéni s kontrolni skupinou sniZeno o vice neZ 80 %.

Malé vzorky (5 aZ 10 %) obsahu abomasum a materiélu,

~

roz3tépeného ze sliznice byly sledovany na pritomnost hlis-
td. Nebylo moZno nalézt Z&dné larvy ve &tvrtém stadiu, u
v8ech hlistd doSlo k vyvoji aZ do patého stadia nebo do dos-
pé€losti. Celkovy podet hlistd byl pPibliZné o 60 % niZ&i u

imunizovanych ovci, coZ znamend statisticky vyznamny rozdil,

jak je zPejmé z nasledujici tabulky 8.

SR R




- 70 -~

T abulka 8

Polet vajidek ve vykalech a celkovy podet hlistd Ostertagia

u imunizovanych a kontrolnich ovci

Dny po ékperimentélni infekeci i
skupina ovece 14 18 21 25 28 32 35  hlisti® :
imunizované 1 o® 45 198 30 108 30 162 2673 | g

2 o 0o 1 8 38 24 15 321 !
3 0 0 1 12 27 15 48 905 :
4 O 0 2 24 33 15 36 322
5 7 207 315 162 108 63 207 2563
6 0O 1 63 72 198 135 189 2914

pramér 1,17 42,2 96,7 51,3 85,0 47,0 109,5 1616

prumér 9,62 283,5 414,0 256,5 493,0 514,1 502,7 3843

kontroly 7 0 342 459 72 495 387 450 3830 :
8 6 198 450 297 720 432 558 4979 ;

9 13 261 585 297 603 927 603 3202 ;

10 11 432 441 252 252 693 612 3993 ;

11 7 279 405 207 378 486 X 3806 f

12 9 396 297 369 1134 495 459 4189 ;

13 3 27 189 108 72 162 198 2088 ;

14 27 333 486 450 288 531 639 4568 - {

fi

hodnota P €0,05¢0,01¢0,01¢0,0140,0240,0140,01  £0,01
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Vysvétlivky k tabulce 8:

a = celkovy polet hlistl

b = polet vajilek/g vykall

X = nebyl-odebrén vzorek

P = statistick& vyznamnost rozdilu mezi prGmé&rem pro imuni-
zovanou a pro kontrolni skupinu pri provédéni T-testu.

Pokus 2

Dikaz, Ze ochranné antigeny zahrnuji glykoproteinovy komplex
Ostertagia circumcincta s obsahem galaktosy (Oc-gal-GP)

a) Frakce, schopnéd se védzat na ConA a uZitd k imunizaci
ovei v pokusu 1 byla podrobena elektroforéze na 10%
redukujicich gelech SDS-PAGE a pak byl provedeno blot
na membrénu immobilon. Jako sonda byl uZit biotinylo-
vany lektin z ara$idd a ukézalo se, Ze tato vaznéd lat-
ka je specifické& pro Oc-gal-GP, jak je zFejmé z obr.
28 a 29. Kladny vysledek (obr. 31) prokazuje, Ze
Oc-gal-GP, byl pritomen v ochranném antigenu.

b) Pri prfipravé Oc-gal-GP byly dosp&li jedinci 0. cir-
cumcincta zpracovéni aZ do stédia S3 a tento materidl
byl Cerpén pres sloupec s obsahem lektinu z ara$idd,
vazaného na agarosu, jak je popsano svrchu v poku-

~ ' su l. Sloupec byl promyt nékolika objemy pufru a pak
byl vazany materidl vymyvén 0,5 M galaktosou, &imZ
. byl ziskén Oc-gal-GP.

Bloty Oc-gal-GP byly ptripraveny svrchu uvedenym zpusobem
S tim rozdilem, Ze byly nejprve zpracovany jodistanem

kK rozruSeni uhlohydratovych epitopi a ke sniZeni po-
tencidlnich zkriZenych reakci (Woodward, Young a

SRR R T

T



Bloodgood, 1985, Journal of immunological methods, 78,

143 - 153). Jako sonda pro bloty bylo uZito imunni sérum

z prikladu 8, pokus 1 nebo vzorek Zaludedni 5%avy ovei,
prirozené imunnich proti infekeci 0. circumcincta (Smith,
Jackson, Jackson, a Williams, 1985, Joutnal of Comparative
Pathology, 95: 235 - 275). Antiserum proti antigenu, schop-
nému se vézat na ConA z pokusu 1 reagovalo s Oc-gal-GP,
avS8ak Zadnou reakci nebylo moZno pozorovat pfi pouZiti
Zaludedni $tavy z pPirozend imunnich Zivodicha. Tyto vy-
sledky podporuji pozorovani v pokusu 2a) svrchu, Z%e Oc-
-gal-GP se nachézi ve frakci, schopné se vazat na ConA a
uzité k imunizaci oveci, coZ soulasné& prokazuje, Ze také
Oc-gal-GP predstavuje "skryty" antigen.

Pokus 3
Prikaz, Ze Oc-gal-GP je bilkovina stievni membrany

Byly pripraveny kryostatické Pezy 0. circumcincta
a tyto Fezy byly zbarveny lectinem z ara%ida, konjugovanym
s fluoresceinem. Bylo moZno pozorovat intensivni fluores-
cenci v prub&hu celého stfeva, mimoto se o n&co ménd inten-
zivné zbarvily také dosud neidentifikované vnitPni struktu-
ry, jak je zrejmé z obr. 32. Vzhledem k tomu, Ze lektin z
ara8idh specificky véaZe Oc-gal-GP, je moZno tento vysledek
povaZovat za prikaz, Ze Oc-gal-GP je bilkovina stitevni
membrany.

Priklad 9

Ekvivalentni enzymy u &eledi Trichostrongylus

Proteolytick4 G&innost v extraktech dospé&lych jedin-

cd T. vitrinus byla sniena o 40 % v pritomnosti pepstatinu.
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Mimoto byla znalné sniZena v pritomnosti pepstatinu také
Ulinnost proteolyticky G&inného dubletu s molekulovou hmot-
nosti pribliZné 205 000, vizualizovaného za neredukujicich
podminek na gelu se Zelatinou. Tato pozorovéani prokazuji,
Ze T. vitrinus rovnéZ obsahuje aspartylproteinédzu podobné
jo Celedi Haemonchus a Ostertagie.

Priklad 10
Dikaz, Ze H-gal-GP obsahuje neutrédlni endopeptidézu

1. Detekce G&innosti, podobné neutrédlni endopeptidéze
a spojené s H-gal-GP ‘ :

Metody

U&innost proteindzy byla stanovena mikrozkousSkou pri
pouZiti azokaseinu jako substrédtu. H-gal-GP v mnoZstvi pri-
bliZn& 5 mikrogrami ve 20 mikrolitrech byl predem inkubovén
30 minut pri teploté 37 °c spolu s 200 mikrolitry sterilni-
ho 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,0 bez obsahu inhibitoru
(kontroly) nebo s obsahem inhibitoru aZ do konelné koncentra-
ce 1 mM. PouZité inhibitory byly pPipraveny jako 100 mM zéa-
sobni roztoky ve vod& s vyjimkou 4-hydroxybenzodtu m&dnaté-
ho (4HMB) a pepstatinu, tyto latky byly rozpudtény v methano-
lu. Zkoumanymi inhibitory byly dithiothreitol DTT, L-cystein,
redukovany glutathion, 4HMB, N-ethylmaleimid, EDTA, 1,10-
-fenanthrolin a pepstatin, (v8echny Sigma). Po pPredb&Zné in-
kubaci bylo priddno 20 mikrolitrd azokaseinu (5 mg/ml ve ste-
rilni destilované vod&, Sigma) a reakéni smé€si byly inkubova-
ny pres noc pri teploté 37 Oc. Paralelni slepé zkouSky, obsa-
hujici sterilni vodu misto H-gal-GP, byly zaFazeny- pro kazZzdy
zkoumany inhibitor a v8echny zkouSky byly uskutelnény ve dvo-
jim provedeni. Reakce byly zastaveny pridénim stejného objemu

1 M kyseliny chloristé (BDH chemicals) a uloZeny na 15 minut
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do ledu k vysraZeni neroz3t&pené bilkoviny, které pak byla
usazena Kratkym odstredénim pfi 11 000 g p¥i pouZiti mikro- :
odstfedivky. Hustota OD405 supernatantu byla stanovena po- %
moci analytického zaFizeni Monarch pro mikroodstredivky =
(Instrumentation Laboratory, Warringten, UK). Po odedteni
prislusné slepé zkouZky byl stupef inhibice vy jédren v pro-
centech jako zbyvajici G&innost ve srovnini s kontrolni
reakci.

2. Izolace a charakterizace klon lambda gtll, jde o P

kddové klony pro neutralni endopeptidézu

1. Izolace poly(A)+mRNA z dosp&lych hlistn

Dosp€li hlisti H. contortus, byli ziskédni z abomasum
experimentalné& infikovanych ovci, materiédl byl promyt fyzio-
logickym roztokem chloridu sodného a velmi rychle zmrazen

v kapalném dusiku. Zmrazeni parasiti byli rozdrceni na Jjemny
prédSek pri pouZiti moZdife a tlouku, predem zchlazeného na
-70 °C a pak byl materidl rozpu3tén v 5 ml extrakdniho pufru
S obsahem 4 M fuanidinisothiokyan&tu, 25 mM citrédtu sodného,
0,5 g/100 ml sarkosylu a 0,7 % objemovych 2-merkaptoethanolu
v‘destilované vodé. Po pridédni 5 ml sm&si fenolu a chlorofor-
mu byl roztok energicky michén 5 minut a pak je3t& 10 minut
inkubovéan v ledu. Vodna a organicki faze byly od sebe odd&le-
ni odstredé&nim pFfi 10 000 g a p#i teplotd 4 °C po dobu 30
minut, vodné féze byla odd&lena a RNA byla vysréZena pridénim
stejného objemu isopropanolu a chlazenim na Jjednu hodinu na
teplotu -20 °C. RNA pak byla odstredéna, znovu rozpusténa

v pufru pro extrakci a pak znOVu odstred&na svrchu uvedenym

zplisobem. Usazenina byla promyta 70% ethanolem, vysu$ena a
rozpuSténa v 0,5 ml sterilni destilované vody.
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Poly(A)+mRNA byla izolovédna chromatografii na oligo-
-dT-celulose zpusobem podle publikace Efstratiadis a dal$i,
1876, Cel;, 7, 279 - 288. Materiél po chromatografii byl pak
vysréZen ethanolem vysu3en a znovu rozpustén v 10 aZ 20 mikro-

litrech sterilni destilované vody.

2. Syntéza cDNA a priprava banky lambdagtll

Z 1 mikrogramu poly(A)+mRNA byla pripravena cDNA s
dvojitym Pet&zcem p¥i pouZiti pfisluZného balilku (Amersham)
podle néavodu vyrobce. Syntéza prvniho Fetézce byla uskutelné-
na pri pouZiti reverzni transkriptdzy AMV a pPri pouZiti néhod-
né zvolenych hexanukleotidovych primerd. Syntéza druhého re-
t&zce byla uskutedn&na p¥i pouZiti RNézy H a DNA polymerazy
1 z E. coli. Nakonec byla k vypln&ni koncl cDNA uZita T4 DNA
polymeréza. Pak byla cDNA navédzéna do bakterioféagu lambdagtll
pPi pouZiti prisludného balidku RPN 1280 (Amersham). Postup
byl uskutednén tak, Ze na smé&s cDNA byly navézény adaptorové
fet&zce pro EcoRI, nenavazané molekuly adaptoru byly ze smé-
si odstrandny filtraci na gelu a cDNA s retézcem delSim neZ
500 bp byla odd&lena pro vazbu v lambdagtll. "Upravend" za-
kon&eni cDNA byla fosforylovéna reakci s T4 polynukleotidki-
nazou a rfiznd mnoZstvi 100, 75 nebo 40 ng tohoto materidlu
bylo navdzédno do 1 mikrogramu lambdagtll. Vazné smési byly
inkubovény in vitro (Boehringer) a podily byly naneseny na
E. coli Y1090 v pPritomnosti isopropylthiogalaktopyranosidu
IPTG a S5-brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosidu
X-gal ke stanoveni rekonbinadniho titru. PFi kaZdé vazné re-
akci bylo ziskéno pfibliiné 2 x 10° rekombinantnich féagu.
Fagy, u nichz dochazelo k expresi slozek H-gal-GP, bylo moz-
no odd&lit sledovanim imunitnich reakci pri pouZiti 10 re-
kombinantnich fagh a ov&iho antiséra proti H-gal-GP, Jjak bude

dédle popséno.
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3. Imunologické zkoudky

Banka cDNA lambdagtll byla nanesena na vrstvu bundk
E. coli Y1090 v ?etriho miskédch s prumérem 90 mm pPi husto-
té 1000 fagd na jednu plotnu s L-agarem a ampicilinem. Plot-
ny byly inkubovény p#i teplotd 42 °C tak dlouho, aZ bylo mozZ-
no pozorovat plaky, pribliZn& 4 hodiny, a pak byly prekryty
nitrocelulosovymi filtry, predem nasycenymi 10 mM IPTG a pak
usuSeny na vzduchu. Plotny s filtry byly inkubovény pPes noc
pri teplot& 37 °c. Nésledujiciho dne byly filtry odstranény
a dukladné promyty TBST (50 mM tris ve volné formé&, 150 mM
NaCl o pH 8,0 s obsahem 0,05 % objemovych Tween-20) a pak
byly blokovény inkubaci 1 hodinu v 5% kofiském séru v TBST.
Pak byly filtry inkubovény s ov&im antisérem proti H-gal-GP,
zfedénym v poméru 1 : 500 v TBST s obsahem 5 % korniského séra,
inkubace trvala 4 hodiny. Po dal&im ddkladném promyti TBST
byly filtry inkubovény s konskym antisérem proti imunoglo-
bulinu ovce , konjugovanymi s peroxidézou (1:200 v TBST)
celkem 2 hodiny a po promyt{ byl imunopositivni fég vizua-
lizovéan inkubaci s vyvijecim roztokem DAB (10 mg diaminobenzi-
dinhydrochloridu v 50 ml vody s obsahem 50 mikrolitrd 30%
peroxidu vodiku (Sigha). Imunopositivni plaky byly izolovény
& znovu naneseny na plotnu, aby bylo moZno ziskat Sisté plaky
postupnymi opakovanymi cykly, p¥i nich3 se provéadi imunolo-
gicka zkouSka a vybrané fagy se znovu pé€stuji. Timto zplso-
bem bylo z mnoZstvi lO5 féagh ziskdno sedm positivnich faga,
které byly déle analyzovéany vymyvénim protilatek.

4, Eluce protiléatek

Rekombinantni fagy byly nanesena na plotny na E. coli
Y1090 pPi hustoté 10° na plotnu s prim&rem 90 mm a pak byly.

inkubovény 4 hodiny p¥i teplotd 42 °C. Pak byly plotny prekryty
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nitrocelulosovymi filtry, nasycenymi IPTG a inkubovany :
pfes noc pri teploté& 37 °c. Pak byly filtry d@kladné promyty %
TBST a pak inkubovany 4 hodiny s ovlim sérem proti H-gal-GP. '
Vézand protilédtka byla vymyvéna dvojim prichodem sluéniho
pufru s obsahem 5 mM glycinu, 500 mM NaCl a 0,2 % Tween 20,
pH 2,3, kaZdy prachod trval 2 minuty. Ziskané 4 ml roztoku
protilédtky byly neutralizovéany pfridénim 200 mikrolitra 1 M

. Tris-HCl o pH 7,4, pak byl roztok tPikrédt zredén 5% kofiskym

sérem v TBS (TBST bez Tween 20) a pak byla pres noc provedena

. inkubace s prouzZky pro Western blot H-gal-GP, oddélenymi 7,5%
SDA-PAGE. Nésledujici promyvéni, inkubace s druhou protilétkou
a vizualizace pri pouziti roztoku DAB, byly provedeny svrchu

uvedenym zpusobem.

5. Amplifikace uloZené ¢DNA v imunopositivnim fégu pomoci

PCR a Southern blot

Prisludnéd c¢DNA pro uléZeni byla ziskédna v preparativ-
nich mnoZstvich amplifikaci pomoci PCR p?¥i pouZiti primerd
pro oblasti, sousedfci s mistem pro klonovéni EcoRI v lambda-
gtll podle Saiki a dalsi, 1988, Science, 239, 487 - 491. Po-
stup byl provadén tak, Ze Céstice fégl byly promyty z izolo-
vanych plakd do 50 mikrolitrd sterilni destilované vody v
Eppendorfové& zkumavce s objemem 0,5 ml. Po kratkém cyklu
zmrazeni a rozmrazeni bylo 25 mikrolitrd supernatantu pouZi-
to pro PCR-reakci podle svrchu uvedené publikace. Primery
byly navézény pri teplot& 55 °C. Produkty PCR byly frakcio-
novédny na 0,8% agarosovém gelu nebo na 7,5% polyakrylamidovém
gelu ve form& blokd a produkty byly vizualizovéany barvenim
pomoci ethidiumbromidu na agarose nebo pomoci stfibra v pri-

padé polyakrylamidu.

Mimoto byly produkty amplifikace uloZené cDNA pomoci
PCR~reakce frakcionovany na agarosovém gelu a pak byl proveden
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Southern blot na nylonové membréné (Hybond-N, Amersham) ka-
pilarnim prenosem podle publikace Maniatis a dalsi, 1982,
Molecular Cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbour
Laboratory. 100 ng DNA jako sonda pro blot bylo ziskéno
PCR-amplifikaci fégu HG3 svrchu uvedenym zpusobem pfi znale-
ni digoxygeninem podle névodu vyrobce pfi pouéitiwbéliékﬁ
pro znafeni a detekci nukleovych kyselin (Boehringer). Hyb-
ridizace byla provaddéna za vysoce omezujicich podminek

(5 x ssC, 0,5 g blokujiciho ¢inidla/100 ml, 0,1 g N-lauryl-
sarkosinu/100 ml a 0,02 g SDS/100 ml v 50% formamidu) pres
noci pri teplot& 42 °c. DNA, pouZitd jako sonda, byla pridé-
na v koneéné koncentraci 25 ng/ml do hybridizadniho roztoku.
Po promyti za vysoce omezujicich podminek (kone&né promyti
0,1 x SSC, 0,1% SDS po 15 minut p¥i teplot& 65 °C), byla
hybridizace vizualizovina imunologickou detekci p¥i pouZiti
antidigoxygeninu, konjugovaného s alkalickou fosfatizou po-
moci enzymaticky katalyzované barevné reakce (Boehringer).

’

6. Analyza retézce

Ret&zce uloZené na cDNA po PCR-amplifikaci byly sub-
sklonovéany ve vektoru PCR 1000 (In-Vitrogen) podle navodu
vyrobce. Ret&zec DNA byl stanoven dideoxy reakci na konci
Fet&zce podle publikace Sanger a dal3i, 1977, Proceedings
of National Academy of Science 79, 5463 - 5467. Reakce ke
stanoveni Fetézce byly provedeny p¥ri pouZiti balidkd T7

pro analyzu retézce (Pharmacia) a navézani primeru i ostatni
reakce byly uskutednény presné podle navodu vyrobce. Reakdni
produkty byly frakcionovany na 6% polyakrylovém gelu ve for-
mé blokﬁ‘s 50% moCovinou, jako pufr pro vyvijeni byla uZita
smés tris, acetdtu a EDTA a elektroforéza byla provadéna aZ
6 hodin pri sté&lé hodnot& 50 W. Po elektroforéze byly bloky
uloZeny do smési'kyseliny octové,'methanolﬁ a vody v poméru

LI REIACRTL U LTI NI LT e T L e T e T




- 79 -

5 : 5 : 90 na 40 minut, pak byly usuSeny na filtraclnim pa-
piru Whatmna 31 a rozdélené fragmenty DNA pak byly identi-
fikovany autoradiografii p¥es noc pri teploté mistnosti.
DNA a odvozeny retézec aminokyselin byly srovnévény s exis-

tujicimi Petézci v databazich GENBANK a EMBL,

Vysledky
1. Neutrélni endopeptidédza v H-gal-GP - biochemické
detekce

0&innost typu neutralni endopeptidézy byla v pPipad&
H-gal-GP prokazovéna citlivosti na inhibitory proteinézy
pri pouZiti azokaseinu jako substréatu. Vysledky typické ana-
lyzy Jjsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9

Citlivost proteolyzy asokaseinu pUsobenim H-gal-GP pri pH

7 na Padu inhibitord proteinézy

inhibitor ’ zbyvajici G&innost %
O inhibitor (kontrola) 100 100
dithiothreitol : 48 44
cystein 0 0
glutathion 87 85
4-hydroxybenzodt m&dnaty 88 91
N-ethylmaleimid e 74 77
EDTA | 25 10
1,10-fenanthrolin 26 23
pepstatin 75 85

R
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V tabulce 9 je inhibice vyjédfena v procentech G&in-
nosti ve srovnéni s kontrolami, p?i nichZ nebyl uZit 2adny
inhibitor. Uvedené vysledky ze dvou odd&lenych analyz byly 5
provedeny na téZe SarZi H-gal-GP. '

rEnzymaticﬁé 0&innost byla inhibovéna chelatadnimi
¢inidly EDTA a 1,10-fenanthrolinem a také thiolovymi reakd-
nimi &inidly dithiothreitolem a cysteinem. U&innost byla
Jen malo ovlivnéna puisobenim 4-hydroxybenzodtu méanatého,
ethylmaleimidu, pepstatinu a glutathionu. Tento profil in-
hibice je v souladu s poznatky, dfive uvedenymi pro neutril-
ni endopeptidézy ssavcd podle souhrnné publikace Kenny, 1977,
Proteinases in mammalian cells and tissues, Ed: Barrett A.J.,

Elsevier.

2. Mokkulova analyza H-gal-GP-positivnich rekombinant
fagu lambdagtll ,
Pri imunologickych zkoudkach bylo z 105 rekombinantnich
labdagtll ziskano 7-imunopositivnich fagd. Pokusy s eluci
protilatek prokéazaly, Ze jedind protilétka, kterou bylo mozZno
vymyt z rekombinantniho fagu a kterd byla oznalena HG3 zte-
telné rozpoznavala H—ga1~GP na prouZcich Western blot, pPi-
pravenych z redukujicich gelld SDS-PAGE. Protiléatka, ziskané
z nerekombinantniho lambdagtll nerozpozniva sloZky H-gal-GP,

CoZ prokazuje specifi&nost reakce s protiladtkou HG3. Ampli-
fikovana uloZend DNA z HG3, byla uZita jako sonda pro Southern

blot uloZené DNA, amplifikované z ostatnich imunopositivnich

plakh, prifemZ pri pouZiti rekombinantni HG11 byl ziskén po- .
zitivni hybridizadni signdl. Velikost cDNA pro HG3 a HG1ll

byla 212 bp a 1019 bp.

Byl stanoven Gplny nukleotidovy Pret&zec (obr. 33) a
Uplny Fetézec aminokyselin (obr. 34) pro HG3. HG3 mé 33%
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totoZnost a 65% podobnost s lidskou neutrélni endopeptidé-

zou, jde tedy o velmi vyznamnou homologii. Analyza Fetézce

HG11l jesSté pokraluje, avSak oblast, odpovidajici HG3 jiZz by- :
la identifikovéna a prokazuje 96% totoinosﬁ na Grovni nukleo- :
tidG. Je tedy pravdépodobné, Ze HGll je variantou HG3. Tako-

vé Jériace'mohou vznikat v dusledku pritomnosti pfirodnich
biologickych variant mezi rdznymi kmeny v ruznych Zivotnich

stéddiich Zivotniho cyklu hlistl. Mimoto mohou existovat vice-

Eetné enzymatické formy (isoenzymy), k jejichZ expresi mazZe

dochézet o0dli3nym zplsobem v prubéhu vyvoje parasita nebo

u kmend odli&ného plvodu.

Priklad 11

Prikaz existence kodovych gent pro neutrdlni endopeptidézy
u rdznych metazoickych parazitu: hybridizace klonu HGll na

DNA genomu z metazoickych parazitl, rozStépenou EcoRI

Aby bylo moZno pripravit DNA z ruznych metazoickych
parazitd (Haemonchus, Licilia, Nematodirus, a Boophilus),
byly viZdy 2 g téchto Zivodichl velmi rychle zmrazeny v kapal-
ném dusiku a pak byl materidl umlet v kapalném dusiku na
jemny préSek. Tento préSek byl pomalu pridén ke 25 ml pufru
(0,05 M tris-Hcl o pH 8,0, 0,1 M EDTA, 1 g Sarkosylu/100 ml,
0,05 mg/ml proteindzy K) a sm&s byla inkubovéna 2 hodiny pPi
teploté 65 °c. pak byla suspenze dvakrédt extrahovéana Jjednim
objemem fenolu s chloroformem, pak je3té& dvakrat dvéma obje-
my chloroformu a pak byl materidl vysréZen ethanolem. SraZe-
nina byla uvedena do suspenze ve 20 ml pufru s obsahem Tris
a EDTA (TE, pH 8,0) pres noc pri teploté 4 °c za protiepéava-
ni a pak byl material dialyzovéan dvakrat proti jednomu litru
pufru TE. RNA byla odstran&na inkubaci s RNazou A typ I,
prostou DNézy (Sigma) v konedné koncentraci 20 mikrogrami/ml

po dobu 1 hodina pri teploté 37 oC, pak byl material jednou
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extrahovén smé€si fenolu a chloroformu, pak je3t& jednou
chloroformem a pak byl materiil vysrd¥en ethanolem stejnym
zplisobem jako svrchu. SraZenina byla dvakréat promyta etha-
nolem s koncentraci 70 % objemovych a pak byla znovu uvede-
na-do suspenze v 1 ml pufru TE jako svrchu.

5 mikrograml DNA genomu bylo roz3t&peno pFes noc enzy-
mem EcoRI p#i teplot& 37 °C a pak byla provedena elektrofo-
réza, bylo uZito vZdy 5 mikrogramd materidlu v jedné draze
na gelu s obsahem 1 g agarosy na 100 ml v tris-acetatovém
pufru. Pak byl gel pouZit pro zkou3ku Southern blot kapilar-
nim pFenosem tak, jak je uvedeno v publikaci Maniatis a dal-
g§i, 1982, svrchu, pPi pouZiti membrény Hybond-N (Amersham -
International). DNA byla fixovdna na membranu p’i pouZiti
ultrafialového svétla podle doporudeni vyrobce.

Klon HG1l byl rozStépen pomoci enzymd Sacl a BamHI,
materiél byl podroben elektroforéze a byl izolovan fragment
0 velikosti 750 bp. UloZend &&st byla radiocaktivn& oznalena
pri pouZiti 32P—dCTP pri pouziti zkuSebniho balidku Nick Trans-
lation kit (Promega Biotech) podle navodu vyrobce. Znadend
DNA byla oddé&lena od neﬁa&ézaného oznaleni chromatografii

na sloupci.

Southern blot byl predem hybridizovéan v hybridizadnim
roztoku (6x SSC, 50% formamid, 5x Denhardttv roztok, 0,1 %
SDS) celkem 3 hodiny pPri teplot& 28 °c a pak byl hybridizovéan
pfi mirné vymezenych podminkach v p¥itomnosti radioaktivné
znaené sondy pres noc pri teploté 28 °C. Pak byl blot pro-
myvan 10 minut pfi teplotd mistnosti, nade? byl znovu 1 hodi-
nu promyvan pri teplotd 42 °

C, oboji promyvani bylo provede-
no pfi pouZiti 2x SSC s 0,1 % SDS. Po autoradiografii byl
blot inkubovén celkem 30 minut p¥i teplotd 42 °C v 0,4 N
hydroxidu sodném, aby do$lo k odstrandni sondy. Odstranéni




sondy pak bylo potvrzeno uloZenim vysledného vzorku p¥es noc
do autoradiografického zarizeni.

Pak byl blot znovu hybridizovan za mirn& Fizenych pod-
minek pfi pouZiti téZe sondy. Predbéiné hybridizace a hybri-
dizace byly pfovédény svrchu u&edenym zpusobem aZ na to, Ze
postup byl provadén pri teploté 24 °c. Vzorky byly promyvany
rovnéz stejné jako svrchu, s tim rozdilem, Ze druhé promyvéni
trvalo 30 minut prfi teploté 24 °c.

Pri provadéni zkousSky Southern blot s pouZitim sondy
HG1l je moZno prokazat, Ze nejen dochazi k vazbé na DNA z
Haemonchus, nybrz dochédzi k vazbé i na DNA jinych metazoic-
kych parazitl ze skupiny Haemonchus, Lucilia, Nematodirus
a Boophilus, jak je zrejmé z drah 1 aZ 4 na obr. 35. Tuto
skutelnost bylo mozZno potvrdit hybridizaci za mélo vymeze-

nych i za mirné Fizenych podminek.

I3

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Ochranny antigen metazoickych parazitl nebo anti-
genni fragmenty, sloZky nebo prekursory tohoto antigenu a
Jeho funkéné ekvivalentni derivéaty, analogy nebo varianty
§ ochrannym antigennim G&inkem proti jednomu nebo v&t3imu
poltu metazoickych paraziti, antigen je schopny se vézat na
pepstatin a v nativni formé€ jde o integrdlni bilkovinu nebo
bilkovinny komplex membrany.

2. Antigen, antigenni fragment, sloZka, prekursor,
funkén& ekvivalentni derivét, analog nebo varianta podle
naroku 1, které

a) mé proteolytickod U&innost,

b) v nativni formé&€ je uloZen v, hranidni oblasti Pasinko-
vych bunék stPeva parasita a

c) Je schopen se véazat na lektin z p3enidného k1li&ku a
na lektiny se specifilnosti pro beta-vazany N-acetyl-
galaktosamin.

3. Antigen, antigenni fragment, sloXka, prekursor,
funk&né ekvivalentni derivat, analog nebo varianta podle
naroku 1, v nativni form& schopny se vazat na lektiny Con A,
lektin z hréaSku, lotusu, Helix pomatia, ara%idd a jacalinuf

4. Antigen, antigenni fragment, sloZka, prekursor,
funk&né& ekvivalentni derivat, analog nebo varianta podle
nékterého z narokd 1 a% 3 s G&innosti, podobnou aspartyl-
proteinédza a/nebo neutrdlni endopeptidéze.

5. Antigen, antigenni fragment, sloZka, prekursor,
funkéné ekvivalentni derivat, analog nebo varianta podle
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nékterého z narokl 1 a% 4, ziskatelny z hlistd rodu Haemon-

chus, Ostertagia a Trichostrongylus.

6. Antigen, antigenni fragment, sloZka, prekursor,
funkdné ekvivalentni derivat, analog nebo varianta podle
nékterého z ndrokd 1 aZ 5 s distribuci molekulové hmotnosti
na SDS-PAGE podle tabulky 1.

: 7. Antigen, antigenni fragment, sloZka, prekursor, ;

funkdné ekvivalentni derivéat, analog nebo varianta podle i
nékterého z narokd 1 aZ 6, ziskatelny ze stifeva Celedi
Haemonchus, s molekulovou hmotnosti pFibliZné& 190 000 aZ
205 000 pPri stanoveni elektroforézou na SDS-PAGE na 5% ge-
lu za neredukujicich podminek nebo s molekulovou hmotnosti
35 000 nebo 45 000 aZ 50 000 p?ri stanoveni elektroforézou
na SDS-PAGE na 10% gelu za neredukujicich podminek.

8. Antigen, antigenni fragﬁent, sloZzka, prekursor,
funk&né ekvivalentni derivat, analog nebo varianta podle
nékterého z narokd 1 aZ 7 pro pouziti p¥i stimulaci imuno-
logické odpovédi proti metazoickym parazitim u &lovéka ne-
bo jinych Zivo&ichi.

9. PouZiti antigenu metazoickych parazitd a jeho slo-
ek, fragmentl, prekursord, funkiné ekvivalentnich deriva-
tl, analogl nebo variant podle n&kterého z néroku 1 aZ 7 pro
vyrobu vakciny pro stimulaci imunologické odpovédi proti me-

tazoickym parazitdm u &lov&ka nebo jinych Zivolichl.

10. Vakcina pro stimulaci imunologické odpovédi proti
metazoickym parazit@m u 1idi i u jinych Zivo&ichl, v.y z n a-
Eujici se tim, Ze obsahuje alespoil jeden antigen
nebo jeho slozku, frégment, prekursor, funkéné ekvivalentni

derivat, analog nebo variantu podle n&kterého z nérokia 1 aZ

Bires - 25 T PNy MY R VR TR T ARV T T LN R B T e e CREATATN
BB R n\u.l&‘}x;ﬂi&i&?mt’}%mA&@R@'&ﬁ‘&f#\ﬁk A R s
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7 spolu s nosilem nebo Fedidlem, pfijatelnym z farmaceutic-
kého hlediska.

11. Vakcina podle néroku 10, vy znad u j ic i
s e tim, Ze obsahuje alespoil jeden antigen, uvedeny v
naroku 10 spolu s alespoii jednim antigenem ze skupiny H110D,
H45 a jejich sloZek.

12. Zplsob stimulace imunologické odpovédi proti me-
tazoickym parazitim u &lov&ka nebo u jinych Zivodichd,
vyznadujici se tim, Ze se poddvd vakcina
podle néaroku 10 nebo 11.

13. Protilédtka nebo jeji fragment, schopny se vézat
na antigen, vy znadcujici se tim, Ze dochazi
k selektivni vazb& této protildtky na antigen, antigenni '
fragment, sloZku, prekursor, funkén& ekvivalentni derivat,
analog nebo variantu podle nékterého z narok® 1 a% 7 nebo
na idiotyp protiléatky, schopné vézat antigen.

14, Zplsob vyroby vakciny pro pouZiti p?i imunizaci
1idi nebo jinych Zivo&ichl proti infekci metazoickymi pa-
razity, vyznadcdu jici se tim, Ze se pripravi
extrakt parazita s obsahem alesporl jednoho ochranného anti-
genu podle nékterého z narokd 1 aZ 7, tento antigen se z
extraktu Cisti vazbou na imobilizovanou fézi s obsahem spe-
cifické vazné latky pro antigen a pak se antigen z imobi-
lizované féze vymyva.

15. Zpusob identifikace ochrannych antigend v meta-
zoickych parazitech, vy znadu jici se tim,

Ze se frakce parazita, tvoPtici integralni &éast membrany

podrobi afinitni chromatografii pfi pouZiti imobilizované
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faze s jednim nebo vét3im podtem navézanych lektinQ se
specifitnosti pro N-acetylgalaktosamin.

16. Zpusob podle néroku 14 nebo 15, vy zn a & u -
Jici se tim, Ze specifickou vaznou létkou nebo

lektinem Jje lektin z ara$idl nebo jacalinu.

17. Molekula nukleové kyseliny s obsahem kodového
nukleotidového retézce pro antigen, antigenni fragment, i
sloZku, prekursor, fqpkéné ekvivalentni derivéat, analog,

nebo variantu antigenu podle n&kterého z nérokia 1 aZ 7.

18. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 17,
obsahujici alespofi jeden nukleotidovy fretézec, ktery odpo-

vaddi &Asti Petézce nebo celému nukleotidovému Fetézci, zna-

zornénému na obr. 33 nebo Fetézci, ktery Jje degenerovan ne-
bo je v podstaté homologni nebo je schopen hybridizace s

’

uvedenym retézcem.

19. Vektor pro expresi nebo klonovéni, obsahujici
molekulu nukleové kyseliny podle n&kterého z néroka 17 a 18.

20. Hostitelsk& buiika nebo transgenicky organismus,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje molekulu nu-
kleové kyseliny podle néaroku 17 nebo 18.

21. Zpasob vyroby antigenu, antigenniho fragmentu,
sloZky, prekursoru, funkiné ekvivalentniho derivétu, analogu
nebo varianty podle nékterého z ndorkd 1 az 7, vy zn a -
Eujici se tim, Ze se péstuje hostitelskéd bunka
s obsahem kodové molekuly nukleové Kyseliny pro cely antigen

’

nebo jeho Cast a po expresi se antigen izoluje.

A



22. Ochranny antigen metazoickych parazitd nebo jeho
antigenni fragmenty, sloZky, prekursory, funkéné ekvivalent-
ni derivaty, analogy nebo varianty s ochrannym antigennim
Géinkem proti alespoﬁ Jednomu metazoickému parazitu, anti-
gen mé& G&innost, podobnou G&innosti aspartylproteinézy
a/nebo neutrilni endopeptidazy a v nativni form& tvo®i bil-

kovinu nebo bilkovinny komplex, integrédlni pro membrénu.

23. Ochranny antigen metazoickych parazitd nebo jeho
antigenni fragmenty, sloZky, prekursgry, funkéné ekvivalent-
ni derivéty, analogy nebo varianty s ochrannym antigennim
GCinkem proti alespof jednomu metazoickému parazitu, antigen
je Casti nebo tvori &a&st integrélni bilkoviny nebo bilkovin-
ného komplexu membriny ze stieva &eledi Haemonchus, mé mole-
kulovou hmotnost p#ibli%n& 190 000 a¥ 205 000 pfi stanoveni
elektroforézou na SDS-PAGE na 5% gelu za neredukujicich pod-
minek nebo molekulovou hmotnost 35 000 nebo 45 000 aZ 50 000
pri stanoveni elektroforézou na SDS-PAGE na 10% gelu za ne-
redukujicich podminek.

Zastupuje:
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/:7C3J4; Schematické znizorné&ni dvou postupu pro pripravu
komplexu H-gal-GP

Homdgenét doépé vch jedincl Haemonchus v PBS+° ' g
inhibitory proteazy A

Standardni odstredéni
(nap?.10 000 g, 20 minut)

peleta supernatant (S1)

extrakt s 0,1% Tweenem 20, 10 000 g 20 min,
opakovéni 1x

peleta. — supernatant (S2)

B G, S A G
AP R S N A T

S LT

. extrakt s 2 % Tritonem X-100, 10 000g 20 min. . g

pelete— supernatant

100 000 g, 1 h.

peleta . supernatant (s3)

Filtrace, (0,22 ,u), red&ni

X4 s 10mM tris 0,5M NaCl,

0,01 % azid pH 7,4
afinitni chromatografie ___ | afinitni chroma
s lecminem (metoda 1) ' tografie s inhibi-

A\l

torem proteizy :

napr. lektin z pSenid- ?me%o%a 2) ;
nych kli&ka, arasida apf. pepstatin, "
nebo jacalinu, vazany' 4zany na agarosu :
na agarosu 3
vazba - promyti vazba v

a eluce a eluce |

. H11+H45+
l dal3i materiil

z z araSida
p3enid- nebo jacalinu _ ?;gai;Gi 3
nych klidkua l Eigty? ate
L_.Mono Q — H-gal-GP
ionto- (v podstat& &isty)

ménid
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D
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FIG. 7

P I B S R B, 2 W T P

7

";’s" :
2
TS
FORSERR
SRR VT

e

.

(RO
PELDI TR
A e

R
: "-}\'llf"

3

eIy
ey VR N
DS PO A

e 22 Rvyile & Lie

ot ¢

T




-

FIG. 8
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\HSMWLNLN Frakcionace imunogeni uZitych k vakcinaci ovci

Tritonovy extrakt membran Haemonchus

lektin z p3eniénych
k1lidka

A~

» araSidovy lektin

' o

frakce po >
promyti frakce ce=H-gal-GP
(skupina 2) (skupiny 7 a 9)

v )
. SDS+DTT samotngu SDS
lektin Con A (skupina 11) (skupiny 10, 13 a 14)

A

» vazné vazna frak frakce po promyti

frakce g4=» vazna frakce
po promyti

(skupina 4) _ elektroforéza
na 5 % neredukujicich
ionto- <€—

akrylamidovych gelech

ménic Q,

H1l1l AIIHIIV.<mNUm lektinu =z

(skupina 6) pSeni&nych klicku
H1l=H-gal-GP
(skupina 3)

250 000 190-205 000 170 000 cCelo barviva
(skup.15) (sk. 16) (sk.17) (skupina 18)
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