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byl drfive znam jako 1p77. Urdend aminokyselinova sekvence
tohoto proteinu nevykaiuje Za4dnou homologii k jinym znadmym
antigenum Borrelii jako je OspA, OspB, OspC, OspD, OspE,

OspF a P27. Tyto proteiny zevniho povrchu vykazuji mezi 41% a
65% podobnosti s OspG (Tabulka 1).

Dosavadni stav techniky

Lymska choroba je nejéastéjsi vektorem prfenadsenou
infekéni chorobou mirného klimatu. Etiologické agens,
spirocheta Borrelia burgdorferi, zpusobuje u lidi
multisystemové onemocnéni, které miZe napadat kuzi, nervovy
system, klouby a srdce (8,44). Kmeny B.burgdorferi izolované
z ruznych biologickych zdrojua a geografickych oblasti jsou
heterogenni (2, 19, 38, 45, S0) a je predpokladano, Ze

v charakter manifestace onemocnéni je ovlivnén antigennimi
rozdily mezi kmeny spirochet. Aékoliv byly popsany mnohé

- pokusy klasifikovat B.burgdorferi podle imunologickych nebo
molekuldrnich kriterii, je taxonomie B.burgdorferi stale

kontraverzni a véci aktivniho vyzkumu.




Nyni je vyuzZzivano mnoZstvi antigeni B.burgdorferi jako je

zevni povrchovy protein A (OspA), OspB, pC a pl00 pro
serologickou diagnozu a jako moZnych kandidata pro vyvoj
vakciny (13, 14, 36, 38, 40, 41). Nicméné, diky jejich zfejmé
heterogenité, stdle chybi jasnd kriteria pro vyvoj druhové
specifickych diagnostickych standarda a pro vyvoj
polypeptidové vakciny, kterd zaruéi ochranu pred jakymkoliv

poddruhem.

Podstata vynélezu

Predkladany vynadlez objevuje dalsi lipoprotein
B.burgdorferi, ktery jé oznaden OspG. Tato molekula je
charakterizovidna molekuldrni hmotnosti pribliZné 22 kDa,
izoelektrickym bodem PI=5.2 a obsahuje 196 aminokyselin.
IZraly protein je dale charakterizovan jednou rozséhlou
hydrofobni doménou o pribliZné 20 aminokyselinidch na amino
termindlni ¢&¢4sti OspG. N-termindlni peptid koresponduje k

"leader signalnimu peptidu, ktery je nachdzen v typickych
prokaryotnich lipoproteinovych prekursorech. Na karboxy
konci hydrofobniho jadra je stépici misto predpokladané
rozpoznavané B.burgdorferi signidlni peptidasou. Potencialni
$tépici misto v OspG se nachdzi mezi serinem v poloze 19 a
cysteinem v poloze 20. Sekvence okolo 3tépiciho mista OspG

je L-1-1-S-C.

Oproti OspA, B, C, D, E, F a P27 e OspG gen prirozené
umistén na 55 kb plasmidu u B.burgdorferi ZS7. Byla
zaznamenana slaba zkrfiZenid reaktivita mezi OspG probou a 45
kb plasmidem. OspG ma aminokyselinovou sekvenci jak je dana
na Obrazku 1. Je dale charakterizovan tim, Ze je exprivovan
pouze béhem infekce a neni detekovatelny v B.burgdorferi

kultivované in vitro.



V souladu s tim prfedkladany vynalez poskytuje izolovany

protein odvozeny od B.burgdorferi charakterizovany tim, Ze
ma molekularni hmotnost okolo 20 - 22 kDa, jak je uréeno
dvourozmérnou SDS gelovou elektroforesou, a izoelektricky
bod mezi 4,9 a S,4.

Predkladany vyndlez dale poskytuje protein nebo
imunologicky nebo antigenné rovnoceny fragment nebo jeho
derivat alespon 80% homologie k aminokyselinové sekvcaci

znidzornéné na Obrazku 1.

Protein a jeho korespondujici DNA a RNA sekvence

nachdzeji vyuziti jak‘ve vakciné, tak na poli diagnostiky.

Preferované predkladany vynalez poskytuje protein majici
alesponn 85% homologii, lépe 90% homologii a nejlépe 95%

homologii k proteinu znazornénému na Obrazku I.

Protein predkladdaného vynalezu muZe byt fuzni protein, a
v tomto prfipadé je fuzni protein charakterizovan tim, Ze ma
¢4dst jeho aminokyselinové sekvence nebo jeji fragment.
Preferovanou éasti je alespon 80%, lépe 85% , jesté lépe
90%, a nejlépe 95% homologie k proteinové sekvenci Obrazku
1.

Preferované je protein alespon 70% &istoty jak je uréeno
SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforesou, lépe 80%
¢istoty a nejlépe alespon 90% &istoty.

Protein predkladaného vynalezu maZe byt lipoprotein, nebo
maZze byt produkovan jako protein bez jakychkoliv asocioanych
lipidd. Je—1i produkovan rekombinantnimi technikami bude

lipoprotein exprivovan se signalni sekenci. Stépeni signalni



sekvence kvali odstranéni N-koncovych 19 aminokyselin povede

k produkci molekuly bez lipidu.

Imunoblottovad analyza ukazuje, Z2e OspG je rozpoznan sérem
od mysi drive infikovanych intaktnimi spirochetami co?

napovida, Ze nativni protein je u tohoto druhu imunogenni.

Predkladany vynidlez dile identifikuje a sekvenuje gen pro
OspG. V souladu s tim vyndlez poskytuje DNA sekvenci
kédujici protein OspG nebo jeho fragment nebo jeho derivat.
Preferovania DNA sekvence je v podstaté dana na Obrazku 1.

Termin "v podstaté&" jak je zde pouZit znamené alespon 70%
identitu k sekvenci dané na Obrazku 1, lépe 80% identitu,
je3dté lépe alespon 85% identitu a nejlépe alespon 95%
identitu. Predkladany vynalez poskytuje DNA sekvenci majici
v podstaté sekvenci znazornénou na Obrazku !, nebo jeji
fragment, nebo DNA sekvenci, ktera hybridizuje zminénou
sekvenci a kterad koduje protein, ktery vykazuje OspG

antigenicitu.

DNA predkladaného vyndlezu miZe byt pripravena
enzymatickou polymeraci DNA, kterad miZe byt provedena in
vitro uZitim DNA polymerasy jako je DNA polymerasa I (Klenow
fragment) ve vhodném pufru obsahujicim nukleosid trifosfaty
dATP, dCTP, dGTP, a dTTP podle potrfeby pfi teploté 10 - 37
0C, obecné v objemu S0 pl nebo men3im. Enzymaticka ligace
DNA fragmenth miZe byt provedena uzitim DNA ligasy jako je
T4 DNA ligasa ve vhodném pufru jako je 0,08 M Tris (pH 7.4),
0,01 M MgClz, 0,01 M dithiotreitol, | mM spermidin, | mM ATP
a 0,1 mg/ml hovézi sérovy albumin, pfi okolni teploté 4 0C,
obecné v objemu S0 pl nebo men3im. Chemicka syntesa DNA

polymeru nebo jeho fragmentd miZe byt provedena konvené&nimi



fosphotriesterovou, fosphitovou nebo fosphoramiditovou

chemii, uzitim techniky pevné faze jako je ta, ktera je
popsadna v "Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene
Fragments - A Laboratory Manual" (vyd. H.G. Gassen and
A.Lang), Verlag Chemie, Weinheim (1982)), nebo v jiné
odborné publikaci, napriklad M.J.Gait, H.W.D. Matthes,
M.Singh, B.S. Sproat, a R.C. Titmas, Nucleic Acids Research,
1982, 10, 6234; B.S. Sproat a W. Bannwarth, Tetrahedron
Letters, 1983, 24, 5771; M.D. Matteucci a M.H. Caruthers,
Tetrahedron Letters, 1980, 21, 719; M.D. Matteucci a M.H.
Caruthers, Journal of the American Chemical Society, 1981,
103, 3185, S.P. Adams et al., Journal of the American
Chemical Society, 1983, 105, 661; N.D.Sinha, J.Biernat,
J.McMannus, a H.Koester, Nucleic Acids Research, 1984, 12,
4539; a H.W.D.Matthes et al., EMBO Journal, 1984, 3, 801.

Alternativné muZe byt kodujici sekvence odvozena od
B.burgdorferi mRNA uZitim znadmych technik (t.j. reverzni
transkripce mRNA pro generovani komplementidrniho cDNA
retézce), a komeréné dostupnych cDNA kitd.

Vyndlez neni omezen na specificky popsané sekvence, ale
zahrnuje vsechny molekuly kodujici protein nebo jeho

imunogenni derivat, jak je popséno vyse.

DNA polymery, které koduji mutanty proteinu vynalezu
mohou byt pripraveny mistné rizenou mutagenesi cDNA kodujici
protein pomoci konvenénich metod jako jsou ty, které
popisuje G. Winter et al., v Nature 1982, 299, 756 - 758
nebo Zoller a Smith 1982, Nucl. Acids Res., 10 6487 - 6500,
nebo pomoci deleédni mutagenese jak ji popisuje Chan a Smith
v Nucl. Acids Res., 1984, 12, 2407 - 2419 nebo G.Winter et
al., v Biochem. Soc. Trans., 1984, 12,224 - 225.



V jednom aspektu predkladany vynidlez poskytuje postup,

ktery zahrnuje tyto kroky:

i) prfipravu replikovatelného nebo integrujiciho
expresniho vektoru schopného v hostitelské burice exprese DNA
polymeru obsahujiciho nukleotidovou sekvenci, ktera koduje

zminény OspG protein nebo jeho imunogenni derivat;

ii) transformovani hostitelské bunky zminénym vektorem;

1ii) kultivovani zminénych transformovanych hostitelskych
bunék za podminek dovolujicich expresi zminéného DNA

polymeru za produkce zminéného proteinu:; a

iv) odbér uvedeného proteinu.

Termin "transformovani" jak je zde pouZit znamena
zavedeni cizorodé DNA do hostitelské bunky transformaci,
transfekci nebo infekci vhodnym plasmidem nebo virovym
vektorem za pouZ2iti konvenénich technik jak je popsédno v
Genetics Engineering; Eds. S.M. Kingsman and A.J. Kingsman;
Blackwell Sientific Publications; Oxford, England, 1988.
Termin "transformovany" nebo " transformant” je zde pouzit
na vyslednou hostitelskou burku obsahujici a exprivujici

poZzadovany cizorody gen.

Expresni vektor je novy a také tvori ¢ast vynalezu.

Replikovatelny expresni vektor miZe byt pripraven podle
vynalezu §tépenim vektoru kompatibilniho s hostitelskou
buitkou za vytvorfeni lineadrniho DNA segmentu majiciho
intaktni replikon, a kombinovanim uvedeného linearniho

segmentu za liga¢nich podminek s jednou nebo vice DNA
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molekulami které, spolu s uvedenym linedrnim segmentem
koduji pozadovany produkt jako je DNA polymer kodujici OspG
protein, nebo jeho fragmenty.

Tak maZze byt DNA polymer vytvoren prfedem nebo vytvorfen

béhem konstrukce vektoru, jak je Zadouci.

Volba vektoru bude &asteéné urédena hostitelskou bunkou,
kterad mazZze byt prokaryotni nebo eukaryotni. Vhodné vektory
zahrnuji plasmidy, bakteriofagy, kosmidy a rekombinantni
viry.

Priprava replikovatelného expresniho vektoru muZe byt
provedena konvendéné vhodnymi enzymy pro restrikci
polymerizaci a ligaci DNA postupy popsanymi, napriklad,

Maniatisem et al., ktery byl citovan vyse.

Rekombinantni hostitelsk4 bunka je pripravena podle
vyndlezu transformovanim hostitelské buriky replikovatelnym
expresnim vektorem podle vynalezu za transformujicich
podminek. Vhodné transformujici podminky jsou konvenéni a
jsou popsané napriklad v Maniatis et al. citovaném vyse,
nebo " DNA cloning” Vol. II. D.M. Glover ed., IRL Press LTD,
198S.

Vybér transformujicich podminek je urden hostitelskou

bunkou. Tak bakteriadlni hostitel jako je E.coli muZe byt

. o3etren roztokem CaClz (Cohen et al., Proc. Nat. Acad.Sci.,
1973, 69, 2110) nebo roztokem obsahujicim smés RbCl, MnCl:,
. octan draselny a glycerol, a pak

3-(N-morpholino)-propansulfonovou kyselinou, RbCl
a glycerolem. Savéi bunky v kultufe mohou byt transformovany

vapnikovou koprecipitaci DNA vektoru do bunék. Vynadlez také




zahrnuje hostitelské bunky transformované replikovatelnym

expresnim vektorem podle vynalezu.

Kultivovani transformovanych hostitelskych bunék za
podminek dovolujicich expresi DNA polymeru je provedeno
konvenéné, jak je popsano napriklad v Maniatis et al. a "DNA
cloning" citovanych vyse. Preferované jsou burice dopliiovany

ziviny a je kultivovana pri teploté nizsi nez 45 0C,.

Produkt je shromdZ?dén konvenénimi metodami podle
hostitele. Tam, kde je hostitel bakteridlni, jako je
E.coli, miZe byt lyzovan chemicky nebo enzymaticky
a proteinovy produkt miZe byt izolovan z vysledného lyzatu
nebo super variant. Tam kde je hostitel savéi mize byt
produkt obecné izolovan z 2ivného media nebo z bunék
prostého extraktu. Konvenéni techniky izolace proteinu
zahrnuji selektivni precipitaci, absorpéni chromatografii,
a afinitni chromatografii véetné monoklonalni protilatka

afinitni kolony.

Alternativné miZe byt exprese provedena na hmyzich
bunkdch za pouZiti vhodného vektoru jako je Baculovirus. V
jednotlivém aspektu tohoto vynalezu je protein exprivovan v
Lepidoptera bunk&ch za produkce imunogennich polypeptida.
pro expresi proteinu v Lepidoptera bunkach je preferovéano
pouZiti baculovirus expresniho systemu. V takovém systému je
expresni kazeta obsahujici sekvenci kodujici protein, ktera
je operativné navazina na baculovirovy promotor, typicky
umisténa do "shuttle" vektoru. Takovy vektor obsahuje
dostatec¢né mnoZstvi bakterialni DNA k $ireni "shuttle"
vektoru v E.coli nebo jiném vhodném prokaryotnim hostiteli.
Takovy "shuttle" vektor také obsahuje dostate&né mnoZstvi

baculovirové DNA pripojené k pozadované kodujici sekvenci



proteinu, takZe dovoluje rekombinaci mezi divokym typem
baculoviru a heterolognim genem. Rekombinantni vektor je pak
kotransfektovan do Lepidoptera bunék s DNA divokého typu
baculoviru. Rekombinantni baculoviry vzniklé z homologni
rekombinace jsou pak selektovdny a plaky jsou purifikovany
standardnimi technikami. Viz Summers et al., TAES Bull
(Texas Agricultural Experimental Station Bulletin) NR 1555,
Kvéten, 1987.

Postup exprese CS proteinu ve hmyzich bunkach je popsan
detailné v USSN 287,934 SmithKline RIT (WO/US 89/05550).

Produkce v hmyzich buitkdch maze také byt provedena
infikovanim hmyzich larev. Naprfiklad, protein miZe byt
produkovan v Heliothis virescens housenkach krmenim
rekombinantnim baculovirem podle vyndlezu spolu se stopovym
mno?stvim divokého typu baculoviru a pak extrakci proteinu z
hemolymfy po asi dvou dnech. Viz, naprfiklad, Miller et al.,
PCT/W088/02030.

Novy protein podle vynadlezu miZe byt také exprivovan ve
kvasinkach jak je popsano pro CS protein v EP-A-0 278 941.

Predkladany vynalez se také tvka kompozice vakciny

obsahujici OspG nebo jeho fragment nebo derivat.

Ve vakciné podle vyndlezu muZe byt vodny roztok
proteinu(a) pouzit primo. Alternativné miZe byt protein,
s nebo bez predchazejici lyofilizace, smichan nebo
absorbovan s jakymkoliv z mnoha znadmych adjuvans. Takova
adjuvans zahrnuji, ale nejsou na né omezena, hydroxid
hlinity, muramyl dipeptid a saponiny jako je Quil A. Zejména

preferovana adjuvans jsou MPL (monofosforyl lipid A)



a 3D-MPL (3 De-O-acetylovany monofosforyl lipid A). Dalsi
preferovand adjuvans jsou znama jako QS21. 3 D-MPL maze byt

ziskan od Ribi Immunochem nebo metodami popsanymi v UK
patentu ¢&.2220211, zatimco QS21 maZe byt ziskan od Cambridge
Biotech nebo metodami popsanymi v US patentu &. 5,057,540.
Jako dalsi alternativa miaZe byt protein enkapsulovéan

v mikroédasticich jako jsou liposomy nebo asociovadn s olejem
ve vodné emulzi. V je3té dalsi alternativé miZe byt protein
konjugovan na imunostimulujici makromolekulu jako je
usmrcenid Bordetella nebo tetanicky toxoid. V preferovaném
provedeni vynadlezu bude antigen predklddaného vyndlezu

obsahovat jiné Borreliové antigeny, zejména OspA.

Proteiny predkladdaného vynalezu mohou byt exprivovany
zivymi vektory jako je BCG, Listeria nebo Salmonela a pfi

pouziti fakonch vektori mohou byt vytvaAreny Z2ivé vakciny.

Priprava vakcin je obecné& popsana v New Trends and
Devolopments in Vaccines, Voller et al., (eds.), University
Park Press, Baltimore, Maryland, 1978. Enkapsulace v
liposomech je popsidna Fullertonem, US patent 4,235,877.
Konjugaci proteind na makromolekuly objasnuje, napriklad,
Likhite, US patent 4,372,945 a Armor et al., US patent
4,474,757.

Uziti Quil A popisuje Dalsgaard et al., Acta Vet Scand,
18:349 (1977).

Mnozstvi proteinu podle prfedkladaného vyndlezu pritomného
v kaz2dé davce vakciny je vybrano jako mnoZstvi, které
indukuje imunoprotektivni odpovéd bez signifikantnich
nepriznivych vedlejdich G&inku v typické vakciné. Takové

mnoZzstvi bude velmi zaviset na tom, ktery specificky



imunogen je vyuZit a na tom, jestliZe vakcina obsahuje

adjuvans. Obecné je ocekavano, Ze kaz?dia davka bude obsahovat
I - 1000 pug proteinu, vyhodné 1 - 200 pg. Optimalni mnoZstvi
pro jednotlivou vakcinu maZze byt uptfesnéno standartnimi
studiemi zahrnujicimi pozorovani titru protilatek a jinych
odpovédi subjekta. Po poéateéni vakcinaci mohou subjekty

dostat dalsi davku pro zvyseni jejich imunitni odpovédi.

Predkladany vynadlez se také tyka protilatek, preferovaneé
monoklonalnich protilatek, které jsou specifické pro OspG.
Takové protilatky nachédzeji uplatnéni v diagnostice a také v

prevenci Lymské choroby.

V alternativnim provedeni vyndlez poskytuje diagnosticky

kit obsahujici OspG antigen.

Priklady provedeni vynalezu

I. Material a metody

I.1. Kmeny Borrelia

Kmeny B.burgdorferi pouzité v této studii byly popsany
jinde (45). Borrelie byly kultivovany v modifikovaném
Barbour - Stoenner - Kelly II (BSK II) mediu (2) pri 33 0C.
Spirochety byly ziskany centrifugaci pri 10000 x g pri 4 0C
po 20 minut, dvakrat promyty v PBS a poditany mikroskopii v

temném poli.
Priprava a screening B.burgdorferi expresni knihovny
Genomova DNA byla pripravena z B.burgdorferi kmenu ZS7

lysozym/SDS metodou a DNA fragmenty byly generovany
sonikaci. Tupé zakoncdend DNA byla insertovana do pUEX1
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vektoru pouZzitim adaptorové klonovaci strategie (7,31).
Ligovana DNA byla transformovédna do E,coli MC1061 po c&emZ
nasledoval expresni screening uZitim imunitniho séra
ziskaného od DBA/2 my3i inokulovanych 104 (a méneg)
B.burgdorferi (ZS7) organismy.

I.2. Southern Blot hybridizace

Celkova genomovid DNA byla extrahovana z Borrelia
organismi jak bylo popsano dfive (32). PribliZné S pg DNA
bylo traveno 100 U restrikéni nukleasy (HindIII) podle
doporudeni vyrobce (Boehringer, Mannheim). Vzorky byly
podrobeny elektroforese uzitim 0.7% agarosového gelu. DNA
fragmenty byly transferovany do Hybon TM-N nylonové membrény
(Amersham) po ¢éemZ nasledovala UV - zkrfiZena vazba a
hybridizace. Kratce, pri pouziti 32P-znadenych prob byla
hybridizace provedena prfes noc pri 65 0C v 0,5 M
NaHPO4/7%NaDodSOs4, pH 7,2. Po promyti v 40 nM NaHPO/1%
NaDodSOs4, pH 7,2 pri pokojové teploté po 30 minut byla sucha
membrana autoradiografovana na Kodak XAR-5S filmu s
intenzifikovanym prohliZenim pri -80 O0C po {1 az 12 hodin.
Jako hybridizaéni proba byl pouzit 500 bp DNA fragment
zahrnujici LA7 kodujici region. 2adouci genovy fragment byl
ziskan z agarosového gelu s nizkou teplotou tani,
precipitovan ethanolem a radioznaden nadhodné nastartovanou

reakci jak je popsano.
I1.5. Gelova elektroforesa

Pro elektroforesu na jednorozmérovych SDS/PAGE gelovych
deskach podle Laemliho (21) bylo 40 pl kazdého lyzatu
(ekvivalentni k %108 organismi) smichiano s 10 pl S x

redukujicim vzorkem pufru.



Dvourozmérnid polyakrylamidova gelovad elektroforeza
byla provedena jak popisuje O'Farrel (29) za pouziti IEF
(Pharmacia/LKB amfolyty: 1,45% pH 3,5 - 10, 0,1% pH 2,5 -
4,0, 0,2% pH 9 - 11) v prvnim rozméru. Bylo pouZito stejné
mno?stvi lyzatu jako v pripadé jednorozmérové gelové
elektroforezy. Gely byly bud barveny stfibrem nebo
zpracovany pro Western blotting (15).

Proteolyza povrchu pouzitim proteinasy K (Boehringer -
Mannheim, Germany) byla provedena podle metody Barboura et
al., (20). Proteiny byly pak separovany SDS-PAGE a
jednotlivé antigeny byly identifikovany imunoblottingem.

I.6. Western blotting

Po dvourozmérové SDS-PAGE byly proteiny elektroblotovany
po 1 hodinu pfi konstantnim proudu (60 mA) do Hybond C
nitrocelulosové vrstvy (Amersham) za vyuziti semisuché
elektroblotingové komirky (BIO-RAD, Munich, Germany) podle
doporucéeni vyrobce. Po inkubaci pres noc ve blokujicim pufru
(S50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5% netuéného suieného mléka)
byly imunobloty inkubovany po 2 hodiny pfi pokojové teploté
s 1:100 (obj./obj.) rfedénim mySiho a lidského antiséra v 50
mM Tris-HC1l, 150 mM NaCl, 1% susSeného mléka, 0,2 % Tween 20
nebo se supernatantem kultury my3i mAbs (LA7).
Nitrocelulosové filtry byly promyty pétkrat v rfedicim pufru
a inkubovany dalsi hodinu s alkalicka fosfatasa -
konjugovanym kozim anti - krdliéim antiserem (Dianova,
Hamburg, Germany, 1:400 obj./obj.). Bloty byly promyty
¢tyfikrat ve vyse zminéném pufru a dvakrat v TBS a
imunoreaktivni prouzky pak byly vizualizovany pridanim 20 ml
DEA-pufru (0,1 M diethanolamin (Sigma), 0,02% NaN3, 5mM
MgCl:, pH 9,0) doplnéném S-bromo—4-chloro—-3-indolfosfatem
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(BCIP, Sigma; 165 pg/ml) a nitro blue tetrazolium (NBT,
Sigma, 330 pg/ml) jako substriatem. Reakce byla ukonéena
promytim membrany v 50 mM Tris-HC1, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA.

I.7. DNA sekvence

B.burdorferi genomové DNA fragmenty klonované do pUEX1
plasmidid (Amersham) byly sekvenovény uzitim T7Sequencing kit

(Pharmacia) podle doporuéeni vyrobce.
I.8. Aminokyselinova sekvenéni analyza

Simultani serazeni proteinovych sekvenci a konstrukeci

fylogenetického stromu bylo provedeno pouZitim HUSAR software.
I.9. Imunofluorescence

Organismy B.burgdorferi byly dvakrat promyty v PBS,
transferovany do adheznich sklidek (Superior, Bad Mergentheim,
FRG) (1 x 105 spirochet/reakéni pole), fixovany v absolutnim
ethanolu (2 minuty, -20 0C) a suseny vzduchem. Fixované
spirochety byly inkubovany s pfisusnou mAb, fedéné spirochety
byly inkubovany s fluorescein isothiokyanatem ve vlhké komtrce po
30 minut. Po tfech promytich v PBS byly preparaty vysetrovany
puoZitim fluorescentniho mikroskopu a dokumentovany uzitim 400
ASA cernobilého filmu (HP5; Illford, UK) .

1.10. Imunofluorescence

Organismy B.burgdorferi byly dvakrat promyty v PBS,
transferovany do adheznich sklicek (Superior, Bad Mergentheim,
FRG) 105 spirochet na reakéni pole, fixovany v absolutnim

ethanolu (2 minuty, -20 9C) a suSeny vzduchem. Fixované




spirochety byly inkubovany s jednotlivou MAb Ffedénou v PBS ve

vlihké komiarce po 30 minut. Po tfech promytich v PBS byly
spirochety inkubovany s fluorescein isothiokyanat - znaéenym
anti - my3im imunoglobulinovym antiserem (Medac, Hamburg,
Germany) v temné vlhké komurce po 30 minut. Po tfech promytich v
PBS byly preparaty vysetfovany poZitim fluorescentniho
mikroskopu a dokumentovany uzZitim 400 ASA dernobilého filmu

(HPS; « o« o Il11ford, UK).

ELISA B.burgdorferi specifické protilatky byly mésfeny v pevné
fazi ELISA systemu s B.burgdorferi B3l antigeny jak je popséno
drive (15).

2.1. PCR amplifikace &4sti ospG genu

OspG gen postradajici sekvenci kodujici hydrofobni "leader"
peptid byl PCR amplifikovan s oligonukleotidovymi primery § -
GTGGATCCAAGATTGATGCGAGTAGTG - 3’ (korespondujici nukleotidum 61
az 79) a 5 - GTGAATTCTATTTTTTATCTTCTATATTTTGAGGCTCTG - 3
(korespondujici nukleotidaim 560 aZ 590). Plasmidova pZS7 DNA byla
podrobena 30 cyklam PCR na DNA Thermal Cycler (Bio—-Med60).
Denaturace byla provedena pri 94 O0C po 60 s, tepelné zpracovani
pfi 48 0C po 90 s a extenze pri 72 0C po 90 s. Amplifikovany
fragment byl ligovan v ramedku s genem gluthathion S-
transferasy do pGEX-2T vektoru po digesci BamHI a EcoRI a byl

pouzit pro transformaci DHSa hostitelskych bunék.

2.2. Exprese a purifikace rekombinantniho OspG

Exprese gluthathion-S-transferasa-OspG fuzniho proteinu
v E.coli DHSa, afinitni purifikace a 5tépeni fuzniho proteinu
endoproteinasou trombinem bylo provedeno podle doporuéeni vyrobce

(Pharmacia).
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2.3. (3H) palmitat znadeni a Triton X-100 fazové rozdélovani

E.coli organismy s plasmidy nesoucimi kompletni (pZSX77)
zkracené (pOspG) verse ospG genu byly kultivovany za pritomnosti
(9,10-(n)-3H) palmitové kyseliny (specificka aktivita =S50
Ci/mmol, Amersham) a radioznadené lipoproteiny byly extrahovany
Triton X-100 rozdélenim do fazi jak bylo popsano drfive (46).

2.4. Vyvoj imunitniho séra a serologie

Imunitni séra byla ziskana od mysi dfive inokulovanych na
ocase bud 108 (C.B-17; IS anti-108) nebo 103 (DBA/2; IS anti-103)
zivymi B.burgdorferi spirochetami kmenu ZS7 nebo "primed" 5 - 10
pg lipidovaného (lip) 1ipOspA (BALB/c; IS anti-1ipOspA) nebo
rekombinantnim (rec) recOspG (BALB/c; IS anti-recOspA) s.c. s
adjuvans (ABM2; Sebac, Aidenbach, Germany) a posilenych po 10 a
20 dnech. Vsechna séra byla analyzovana ELISA na mnoZstvi
spirochety-specifickych imunoglobulinia (Ig) v bud kompletnim
lysatu spirochet (B.b.Ig) nebo v recOspA (OspA Ig) nebo recOspG
(OspG Ig) jak bylo popsano drive (39).

2.5. Pokusy ochrany

SCID mysi byly bud ponechdny bez o3etrfeni nebo rekonstituovany
bud normalnim my$im sérem (NMS) nebo poolovanym imunitnim sérem
(IS). Mnozstvi spirochet-specifickych IG (ELISA nebo kompletni
B.burgdorferi bunécné lyzaty) transferované s jednotlivym IS bylo
nasledujici: IS anti-108, 4,4 pg 1g/mys; IS anti-103, 4,5 pg/mys;
IS anti-1ipOspA, 5 pg/mys; IS anti-recOspG, 72 ng/mys. Pri
testovani na recOspG bylo mnoZstvi specifickych Ig asi 10 - 20
krat vyssi v IS anti-recOspG ve srovnani s IS anti-103. IS byly
podany i.p. a o hodinu pozdéji byly prijemci vystaveni 105
spirochetam (B.burgdorferi ZS7) s.c. Mysi byly zkoumany na vyvoj

klinické artritidy za podminek slepého pokusu na pritomnost
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spirochet kultivaci biopsii ucha v BSK mediu jak bylo popséano
drive (37,40).

2.6. Patologie

Vyvoj klinické artritidy v tibiotarsalnim skloubeni byl
monitorovan za podminek slepého pokusu jak bylo popsédno dfive
(37,40). Pouzité hodnoceni bylo nasledujici: + + , téZka; + méné
tedzka; (+) stredni; +/- mirny otok; (+/-) hraniéni otok,

zarudnuti{; a -, Zadné znamky artritidy.

Vysledky

Klonovani OspG a analyza rekombinantnich konstruktu

B.burgdorferi ZS7 genomovi4 DNA expresni knihovna byla
vysetrfovana imunitnim sérem od mysi drfive infikovanych 103
spirochetami (IS anti-103). U tohoto IS bylo ukazano drive, Ze
postrada protilatky proti OspA a OspB, ale udéluje ochranu SCDI
my3im proti nasledné infekci (35). Navic, toto IS rozpoznava dva
individualni proteiny s relativni molekularni hmotnosti 19 - 20
kDa a dva proteiny = 40 kDa, je-1li testovano na imunoblotech z
lyzatd celych bunék kmenu ZS7 separovanych dvourozmérovou gelovou
elektroforesou. Bylo identifikovano prfiblizné 20 klond s jednim
klonem ¢asteéné reaktivnim, ktery byl oznaden pZS77.
Rekombinantni plasmid pZS77 byl podroben restriké&ni analyze,
subklonovani a sekvencovani. Nukleotidovad sekvence OspG spolu s
aminokyselinovou sekvenci OspG jsou ukazany na Obrazku 1.
Konsensuadlni vazebné misto pro ribosom (GGAG) je umisténo 10 bp
"upstream" ATG start kodonu OspG genu.Dale "upstream" této
translaéni iniciaéni sekvence jsou -10 region (TATATT), v poloze
-70 a2 -64, a -35 region (TTGITA) v poloze ~105 az -100. Dvé
kratké invertované opakujici se sekvence ATATTT a TTACATTT byly
obsaZeny v tomto "upstream" regionu mezi polohou =118 az -49. ATG
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start kodon OspG genu v poloze +1 je nadsledovan otevfenym dtecim
ramedkem o S88 nukleotidech, korespondujicim s 196
aminokyselinovym proteinem s poéitanou molekularni hmotnosti
22049 kDa. MozZzny rho—nezavisly termindtor byl identifikovan mezi
pozici 620 a 656. Pripojeni DNA sekvence "upstream" ATG start
kodonu OspG genu s neddavno popsanym promotorovym regionem
ospE~ospF operonu jevi 94% identitu jak je uréeno GAP algoritmem.
Vsimnéme si, Ze ospG promotor obsahuje dva vysoce konzervované
oktamerové DNA motivy, ATGTATTT (v poloze —-187 az —-180) a
AATTACAT (v poloze —-120 az -113), které — jak bylo ukdzano drive
- asociuji s protein vazebnym mistem pro negativni reguladtorovou
molekulu, pojmenovanou MATa2 a reguluji genovou expresi v prubéhu
diferenciace kvasinky (5,25). Tyto DNA motivy byly identifikovany
na dvou genech MFa2 a BAR! od Saccharomyces cerevisiae a

obsahuji nedokonalé opakujici se sekvence motivu, ktery se podoba
imunoglobulinovému oktamerovému motivu ATTTGCAT. Jeste
zajimavéjsi je, Ze dal3i imunoglobulinovd (Ig) oktameru podobné
sekvence ATTTGCAA (v poloze —-154 a2 -147) je umisténa mezi dvéma
S.cerevisiae podobnymi motivy, které se 1i3i od Ig-oktamerového

motivu pouze jednou prechodnou substituci.

Aminokyselinova sekvenéni analyza OspG

Hydropaticky profil OspG napovida, Ze protein je z velké ¢&asti
hydrofilni s jednou hydrofobni doménou okolo 20 aminokyselin v
amino koncové &4sti. Tento N-koncovy region jevi podobnost s
"leader" signalnim peptidem prfitomnym v typickych prokaryotnich
lipoproteinech (51,52). Na COOH-konci signdlni sekvence je
putativni signalni peptidasu II rozpoznavajici motiv
Leu-X-Y-72-Cys (Obrazek 3a). Potenciadlni 3tépici misto v OspG je
umisténo mezi serinem v poloze 19 a cysteinem v poloze 20.
Spocitany izoelektricky bod je pl 5.2. Srovnani aminokyselinové
sekvence OspG se sekvencemi viech znamych proteind zevniho

povrchu B.burgdorferi, OspA - OspF a P27, ukazuje, 2e OspG
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vykazuje vysokou homologii s OspF (65%) (Tabulka 1). Navic,
bazicky N - koncovy peptidovy motiv M-N-K-K-M OspG je identicky s
tim, ktery je pozorovan u OspE a OspF.

Mapovani OspG

Plasmidova a chromozomalni DNA nékolika B.burgdorferi kmena
byla separovidna gelovou elektroforezou v pulznim poli a
hybridizovana ospA a ospG specifickymi probami. Vyhodnotili jsme
velikost plasmidu obsahujiciho ospA jako 53 kb pro némecky
B.burgdorferi izolat ZS7. OspA obsahujici plasmid kmene ACA-1 byl
st&?2i viditelny diky malému mnoZstvi DNA zavedenému do gelu, ale
byl pozorovan pri prodlouZené expozici (data nejsou ukazana). Pri
pouziti ospG proby byl pozorovan prominentni prouZek s lineadrnim
plasmidem okolo 48 kb a jeden slab3i s 45 kb plasmidem kmene ZS7.
Oproti tomu u amerického kmene B31 dva plasmidy velikosti 45 kb a
asi 35 kb hybridizovaly s ospG genovou probou. Poviimnéme si, Ze
nebyla pozorovana hybridizace, pokud byla pouZita genomova DNA z
B.garinii kmena ZQl a 20047 stejné jako z kmenu B.japonica HOl4.
V kontrolnim pokusu byla pouZita ospE-ospF proba odvozena od
kmenu ZS7 k urédeni toho, jestli mohou byt pozorovany odlisné
prouZky u téchto genomovych DNA. Tento pokus ukazal dva plasmidy
45 kb a 35 kb pro kmeny 7ZS7, B31, 20047 a 21038. DNA izolované z
jinych druhd Borelii, jako je B.coriaceae Co033, B.hermsii, a
B.turicatae, a z Treponema pallidum nehybridizovaly s ospG

probou, co? ukazuje specificitu pro druh B.burgdorferi.

RFLP ospG genu

Analyza polymorfismu délky restrikénich fragmenta (RFLP) ospG
endonukleasou HindIII ukazala alesponi sedm raznych hybridizaénich
vzorkd mezi 20 testovanymi B.burgdorferi izolaty: vétsiina
B.burgdorferi "sensu stricto” izolatd je charakterizovana dvéma
hybridizaénimi fragmenty 1,8 a 3,8 kb (Obrazek 6, linie 1); 3 z 6
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izolAtd B.garinii nehybridizovalo s ospG probou a B.garinii kmeny
20047 a S90 vykazovaly fragmenty 1,8 kb a 1,7 a 3 kb, v
prisluiném pofadi (data nejsou ukazana); mezi kmeny druhu B.
afzelii byly pozorovany alespon tfi razné hybridizaéni vzorky:
jeden prouZek 2.4 kb pro kmen ACA-1 (linie 3) a dva prouzky bud
1.9 a 2 kb pro kmen MMS (linie 4) nebo 2 a 5 kb pro kmen NE40
(linie 5).

Exprese OspG rekombinantniho proteinu v E.coli

Pri amplifikaci OspG PCR byly primery vybrany takovym
zpasobem, aby koneény rekombinantni produkt postradal 20
aminokyselinovych zbytka tvoficich "leader" peptid (46).
Amplifikovany OspG kodujici produkt byl insertovan v rameéku s
proteinovym nosidem expresniho vektoru pGEX-2T (Pharmacia,
Freiburg, Germany) a po indukci IPTG byl ziskan GST-OspG fusni
protein o priblizZné 44 kDa. GST-OspG fuzni protein byl obohacen z
E.coli lyzatu pouzitim gluthation—-agarosovych koralkd a naslednou
digesci vazby GST-OspG fusnich proteind mistné specifickou

proteasou.

Znadeni (3H) palmitatem

K urédeni toho, je-1i OspG exprivovan jako lipoprotein v E.coli
byly DHSa bunky transformovany bud plasmidem pZS77 nebo pOspG a
znadeny s (3H) palmitdatem (Obrazek 8). Plasmid pZS77 koduje
kompletni OspG prekursorovy protein s jeho normalni N-koncovou
signalni sekvenci, zatimco pOspG specifikuje protein, ktery ma
prvnich 21 zbytku OspG prekursoru nahrazeno sekvenci Met-Lys. Po
extrakci délenim do detergentni fdze a separaci SDS-PAGE byly
radioaktivni produkty vizualizovany fluorografii. E.coli bunky
obsahujici kompletni OspG gen (plasmid pZS77) exprivovaly 20 kDa
lipoprotein, ktery se déli do detergentni faze, zatimco

lipoprotein nemohl byt pozorovan u DH5a bunék obsahujicich




zkradceny ospG gen.

Subcelularni lokalizace OspG

K uréeni subcelularni lokalizace OspG v intaktnim organismu
byly spirochety osetfeny proteinasou K a nadsledné analyzovany
uzitim imuno-blotingu za pouziti anti-103 séra vyuzitého
k izolaci ospG z expresni knihovny. Anti-103 imunosérum
detekovalo &tyri proteiny nizké molekuldrni hmotnosti, které
d4asteéné vymizely po proteolyze, zatimco dvé struktury
molekuladrni hmotnosti v rozmezi = 40 kDa nebyly naruseny
osetrenim proteasou (17). K uré&eni toho, je-1i rOspG rozpoznan
anti-103 sérem bylo provedeno Western blotting. Po absorpci
anti-103 séra rOspG rozpoznavalo absorbované anti-103 sérum
stejné velké proteiny identické velikosti (Obr.7A) coZ napovida,
2e OspG nemusi byt pritomen mezi proteiny nizké molekularni
hmotnosti obsaZenymi v lyzatech in vitro kultivovanych ZS7 nebo
alternativné, proteolyza OspG se muZe vyskytnout. Aby se
potvrdila identita OspG a aby bylo zrfejmé, je—-1li OspG schopen byt
exprivovan v in vitro kultivované B.burgdorferi ZS7, hyperimunni
my3i nti-rOspG sérum selhalo v detekci OspG z 10? in vitro
kultivovanych 7ZS7 organismi.V nékterych experimentech mohla byt
pozorovana slaba neodekavana reaktivita s 40 kDa polypeptidem,
ktery muze byt bud variantou OspG nebo representuje
B.burgdorferi protein, ktery sdili nékteré epitopy s OspG. Aby se
zhodnotila exprese ospG genu v in vitro kultivovanych
B.burgdorferi ZS7 byla celkovd RNA izolovana a analyzovéana na
pritomnost opgG transkriptu Northern blot hybridizaci. Jako
kontrola pro in vitro expresi a RNA degradaci byl NC filtr
probovan ospA genovou probou. Oproti ospA probé, kterd se vazala
na jeden 2 kb transkript, ospG proba selhala v detekci ospG
transkriptu. Tyto vysledky napovidaji, 2e deficit v OspG expresi
béhem in vitro kultivace se jevi byt na drovni ospG transkripce

mRNA stability. Zatimco OspG nebyl detekovatelny v lyzatech z in



vitro kultivovanych B.burgdorferi ZS7 maZe byt exprese OspG

odlisnad béhem kultivace v savéim hostiteli. Imunoblotova analyza
za pouziti reprezentativnich vzorka séra od jak lidskych pacienttd
s Lymskou chorobou, tak od experimentalné infikovanych mysi
ukazala, %2e protilatky se specificitou pro OspG byly pritomny.

6 ze 13 vzorkt séra od pacienttd s dokumentovanou lymskou
boreliosou obsahovalo anti-OspG protilatky. Oproti tomu, vsechna
séra od zdravych diArci (n=8) neobsahovala protilatky
rozpoznavajici rOspG (data nejsou ukazana). Tato zjisténi

napovidaji, 2e OspG je exprivovan pouze v prubéhu infekce.

Castednd ochrana SCID my3i anti-OspG imunitnim sérem

Aby se testovala ochranni kapacita anti—-OspG imunitniho séra
byly SCID mys3i o3etfeny nasledujicim mnoZstvim B.burgdorferi
specifickych Ig z poolovanych (Immune Sera) IS pripravka: C.B-17
IS anti-108 (4,4 pg B.b. 1g/my3i), DBA/2 IS anti-103 (4,5 pg
B.b. 1g/mysi), BALB/c IS anti-1ipOspA (5 pg B.b. lg/mysi), a
BALB/c IS anti-recOspG (72 ng B.b. lg/mysi). Nicméné, IS
anti-recOspG obsahoval > 10 krat vice protilatek k recOspG ve
srovnani s IS anti-103. SCID mysi byly injikovany
intraperitoneidlné s indikovanym IS a nasledné vystaveny 105
B.burgdorferi organismim. Byl monitorovan vyvoj klinické
artritidy a prfitomnost spirochet v biopsiich z ucha. U
inokulovanych, ale jinak neoSetrfenych nebo (normalni mysi sérum)
MNS osetfenych my3i se vyvinula klinicka artritida od dne 6 p.1i.
s tézkymi otoky tibiotarsilniho skloubeni, které se vyvinuly mezi
dnem 13 a 24 (koneény bod). Jak bylo popsano vyse, SCID mysi
pasivné imunizované IS anti-108 nebo IS anti-103 a Is anti
1ipOspA nevykazovaly Z4dné nebo pouze marginalni priznaky
klinické artritidy. Oproti tomu, u SCID my3i pasivné
imunizovanych IS anti-recOspG se vyvoj artritidy pouze opozdil
jak ukazuje lehky otok mezi dny 6 a 18.Pozdéji se u téchto mysi

vyvinuly téz3i formy artritidy coZ ukazuje, 2e toto IS je méné
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a¢inné neZ jind IS v kontrole infekce. Fakt, Ze IS anti-recOspG
obsahoval > 10 krat vice protilatek k recOspG nez IS anti-103,
ale byl méné G&inny v ochrané napovida, Ze u IS anti-103 dalsi

specificity prispivaji ke kontrole infekce.
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(1) Obecné informace

(1) P¥ihlaSovatel
(a) Jméno: Max Planck Gesellschaft zur Forderung der
Wissenschaft e V
Ulice: Busenstrasse 10

(B)

(C) Mé&sto: Gottingen
(E) Zemé: Némecko

(

F) Podtovni kod (ZIP): D-3400

(A) Jméno: Deutsches Krebsforschungszentrum Stitung des
of fentilichen Rechts
) Ulice: Im Neuenheimer Feld 280
) M&sto: Heildelberg
E) Zemé: Némecko
) PoStovni kod (ZIP): D-6900

(ii) N&azev vyndlezu: Vakciny
(iii) Po&et sekvenci: 2

(iv) Poditadova &teci forma:
(A) Typ media: Floppy disk

(B) Poditad: IBM PC compatibilni
(C) Opera&ni system: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30 (EPO)

(2) informace pro sekvenci &.1:

(1) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 196 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinova



val

Leu

Lys

Asn

Lys

130
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(C) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypoteticky: ne
(iv) Anti-sense: ne

(v) Pavodni zdroj:

(A) organismus: B.burgdorferi

(B) jednotlivy izolat: Osp G

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 1:

Lys Lys Met Lys Asn Leu Ile Ile Cys Ala

Sar Cys Lys Ile AsSD Ala Ser Ser Giu Asp

2 25

Glu Lys Val Glu Gly Phe Leu Asp Lys Glu
3s 40

prs Asn Asn Ser Leu Phe Asn Pro Pz2 Pro

zis ASD Asn Thz Pro Val Leu Lys Ala Val

70 75

Gln Gla Glu Gly Lys Glu Glu Lys Glu Lys
8% 90

Asp Lys Ile Asp Lys Arg Lys Lys Glu Leu
100 105

Phe Gln Glu Phe Lys Glu Gln Val Glu Ser
118 120

Glu Lys Val Lys Lys Gla Gly Asn Ile Gly
135 140

val

Leu

-

~“eu

45

Val

Glu

Glu

Ala

125

Gln

Phe

Lvs

30

Mez

Leu

Lys

Gln
95

Ala

Gly

Leu

Asn

Glu

Arg

Glu

Leu
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Lys Ty=z Ala Lys Glu Leu Gly Val Asn Gly Ser Tyr Ser Val Asn AsD
145 150 155 160

Gly Thr Asn Thr Asn Asp Phe Val Lys Lys val Ile Asp Asp Ala Leu
1865 170 175

) prs Gln Asn Ile
Lys Asn Ile Glu Glu Glu Leu Glu Lys Leu Ala Glu Pzo

180 185 130

Glu Asp Lys Lys
* 188

(2) Informace pro sekvenci &.2:

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 591 paru basi
(B) typ: nukleovad kyselina
(C) typ Yet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(iii) Hypoteticky: ne

(iv) Anti-sense: ne

(v) pavodni zdroj:

(A) organismus: Borrelia burgdorferi



(B)

kmen:

33

zs7

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(B) klon: ospG

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 2:

ATGAATAAGA AAATGAARAA

60

AAGATTGATG CGAGTAGTGA

120

TTAGATAAARG AGTTAATIGSA

180

GTATTGCCSG CAAGTTCCCA

240
GGTGGTCARC
300
ATAGATAAAA
360
CAAGTTGAAT
420

CAAAAAGCTT
480

GGTACTAATA
540

GAAGAACTTG
331

ARGAAGGAAA

AN

GA

G'\

CTGCAACTGS

TAAAGTATGC

CTAATGATTT

AAAAGCTAGC

I

pre——— A FTWTY
- ol a b

e
+

AGATTTARAA

AGGTGACGAT

CSATAACACA

AGAAGAGAAA GAAAAAGAAA

ATTAGAAGAG GCTAGAARGA

AGAAAGTACT GAGAAAGTTA

~AAAGAATTG GGTGTAAATG

~GTAAARAAG GTTATAGATG

AGAGCTTCAR AATATAGAAG

TGTGCAGITY TTGTTTIGAT

CAAAATGTAA AAGAARRAAGT

CCTAATAACA GTCTGTITAA

CCCGTATTAA AAGCSGTIGEA

r—
P

TTCAA

AATTTCAAGA

GAAGTTATTC

ATGCTCTTAA

PP
AATT.C- TGC

TGAAGGATLL

TCCACCACCA

AGCAAAAGAT

AAAGGATAA

ATTTAAAGAA
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Tabulka 1: Lipoproteiny zevniho povrchu Borrelia burgdorferi

I | I | | I

jméno | zdroj| délka| MW | P1| plasmid | podobnost| odkaz.
| (kmen| (aa)| (kDa) | | loc. |s OspG (%) |
OspA 287 273 29.3 8.9 49 kb linear 48 .4 (47)
OspB B3l 296 31.8 9.9 49 kb linear 43.1 (4)
OspC B31 210 22.3 8.6 26 kb cirkul. 41.8 (30)
OspD B31 257 28.4 5.2 38 kb linear 45.6 (28)
OspE N40 171 19.2 8.1 45 kb 52.9 (22)
OspF N40 230 26.1 5.3 45 kb 64.9 (22)
tato
OspG 287 196 22 5.2 55 kb studie

P27 B29 248 28.9 8.6 49 kb linear 45.2 (32)
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Tabulka 2: Vyvoj klinické artritidy u jednotlivych SCID mySi
jednotlivym imunitnim

neofet¥enych nebo pfedem ogetYenych i.p.

sérem a nésledné inokulovanych 1x10° Borrelia burdorferi zS7

Transfer. my$

sérum . 6 13
None 1 - +/ =+
2. &HIEE T
NMS 1 @ HE
(5 ug/ mys] 2 =/(2) +/+
‘ 3 @IE T
IS anti-10 1 - -
(DBA/2) 2 - -
(4,5 pg spes. 3 == -
lg/_MYS | 4 - -
IS anti-108 1 =/- /-
(C.B-17) 2 - -/=
[4,4 ug spec. 3 - -
lg/. wmyS ] 4 p -1
IS anu- 1 &) -
lipOspA 2 == -
(BALB/c) [S5u 3 - -
g spec. 4 - -
lg/ my$
IS anti- l - (H)(+)
recOspG 2 - (+)(+)
(BALB/c) [72 3 - (+)(+)
ng spec. 4 - (F)(+)
lg/: my$
mAb LA 10* 1 - -
(5 ng spec. 2 - (+£)(+)
lgh my5:] 3 - (+)(+)
4 - (+)(+)
mABLA2*(5 1 - -
ug spec. 2 - -
1g/1 myS:] 3 - -
4 - -

18
s+

! |/v ]
b i [ ——
Ty T

=+/++
+r/++

T+ F

i e
—

(+) =+

+/+
+/+

)+

(-

klin. artritida za cenu p.i.

20

PR

-+

=
RISy TN
ndie ol S

[ e
/
Voo I

-1(Z)

+++
(£)(+)
++/++

++/++

=
++/++
el Ay

++/++

27

rekultivace

(ucho)

+H++

! ' / ! !
Il raline

e/
/=

+

++/E
++/-+
++/ =+
++/++

(+)(+)
L4/t
++/(+)

/et

-',

+ 4t

++ + +

Hodnoceni: ++ t&%ka, + méné t&%ka, (+) st¥edni, % mirny otok,

hranidni otok, zarudnutil, - zadné
levém tibiotarsdlnim skloubeni.
* mAb byly popsdny d¥ive (20, 35,

(£)

klinické zndmky na pravém nebo

39)
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PATENTOVE N AROKY

Purifikovany Osp G z B.burgdorferi nebo jeho imunologicky

funkéni derivat.

Purifikovany Osp G z B.burgdorferi, vy zna¢cu j ici
s e t i m, Z%e ma& zfejmou molekularni hmotnost 22 kDa,
izoelektricky bod PI okolo 5,2, a mad 196 aminokyselin, nebo

jeho imunologicky funkéni derivat.

. Purifikovany OspG z B.burgdorferi jak je v podstaté dany na
Obrazku 1.

Purifikovany OspG podle naroku 3, majici z alespon 80 %

homologii s aminokyselinovou sekvenci danou na Obrazku 1.

Purifikovany OspG podle narokd Ppro pouziti v lékarstvi.

. Kompozice vakciny obsahujici dale purifikovany OspG podle

jakéhokoliv z naroka | aZ 4.

Kompozice vakciny podle naroku 6 obsahujici dale jiny

antigen B.burgdorferi.

Kompozice vakciny podle naroku 6, obsahujici dale OspA antigen

B.burgdorferi.

. Kompozice vakciny podle jakéhokoliv z naroka 6 — 8

obsahujici dale QS21 nebo 3D-MPL.
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18.
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PouZiti OspG antigenu podle ndrokld 1 az 4
pro ptfipravu vakciny pro imunoprofylak-
tickou nebo imunoterapeutickou 1échu

pacientd trpicich nebo vnimavych k Lymské

chorobé.

Izolovand DNA sekvence kodujici OspG protein
nebo Jjeho imunologicky funkéni derivat

podle narokl 1 aZ 4.

Izolovand DNA sekvence kodujici OspG protein
podle nadroku 12 vyznadcuijicil se
t i m, Ze m& sekvenci v podstaté danou na
Obrazku 1.

Expresni vektor obsahujici DNA sekvencil
podle né&rokl 12 aZ 13.

Hostitelska bunka transformovana DNA

sekvenci podle ndroku 12 nebo 13.

Zplsob produkce purifikovaného OspG podle
ndrokd 1 a2z 4 vyznac¢uijici se ¢t
i m, e zahrnuje transformovani bunék
expresnim vektorem podle naroku 14 a
izolovani kultury téchto bunék a izolovéani

vysledného proteinu.

zplisob produkce vakciny obsahujici OspG
podle nérokd 1 aZ 4 vyznacd¢uijici
s e t i m, Ze zahrnuje smiseni uvedeného
OspG nebo jeho funkéniho derivéatu s
farmaceuticky pfijatelnym excipientem.

Diagnosticky kit, obsahujici OspG z
B.burgdorferi.
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