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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka patogénneho mikroorganizmu B. bur-
gdorferi. Vynélez sa taktieZ tyka spdsobu izolacie a rekul-
tivicie patogénneho organizmu z imunodeficientnych po-
kusnych zvierat.

Doteraj§i stav techniky

Borrelidza-Lyme je v si€asnosti najéastej$im infekénym
ochorenim, ktoré sa prenada klie$tami. Toto ochorenie je vy-
volavané spirochetou Borrelia burgdorferi, tento mikroorga-
nizmus sa prendsa na ¢loveka predovietkym klie§tami kme-
fia Ixodes. Ochorenie je chronicka progresivna infekcia, na-
padajlica mnoZstvo organov ako je koZa, centralny a perifér-
ny nervovy systém, srdce, pecetl, l'adviny a svalovy a kostny
systém. Vzhl'adom na to, Ze dostatotna lie¢ba tohto ochore-
nia antibiotikami je tazkd, je v su¢asnej dobe uskutotiiovany
cely rad vyskumov ako zmenit' a zvy$it’ imunologicka odpo-
ved’ na infekciu uvedenym mikroorganizmom. U Tudi s
tymto ochorenim bol zisteny vysoky titer protilatok proti B.
burgdorferi, této skutotnost’ viak nebola Ziadnym ukazova-
tefom ochrany proti infekeii. Je pravdepodobné, Ze pdvodca
infekcie prechadza vel'mi rychlo z krvnych ciest do tkaniv,
kde uz nie je pre imunologicky systém bezprostredne dosiah-
nutelny. To znamen4, 7e ochrana protilatkou je moZné len
bezprostredne po zaliatku infekcie, kedy sa mikroorganiz-
mus nachadza este v krvnych cestach.

Skuto¢nost, Ze prirodzena infekcia B. burgdorferi bola
zistend u mnoZstva Zivodi3nych druhov, viedla k pokusom
vytvorit' laboratérne modely pre uvedené ochorenie, az
doteraz s obmedzenym aspechom. Pri nicktorych pokusoch
so $pecifickou odpoved'ou proti B. burgdorferi pri mySiach
bolo preukézané, Ze infekcia pri inbrednych mySich kme-
fioch, pestovanych uz dlhi ¢as s izoldtom B. burgdorferi
viedla k miernym, ale vyznamnym patomorfologickym
zmeném réznych orgénov, ako je mozog, srdce, plica a
T'adviny, pri¢om tieto zmeny boli porovnatelné so zmenami
u I'udi s tymto ochorenim, ako bolo uvedené v publikécii
Schaible a d’alsi, /1988/, Infect. Immun. 1, 41. Skuto¢nost,
Ze sa vytvorili len mierne zmeny, bola asi spdsobend pokle-
som schopnosti vyvolat’ protilatky a zniZenou virulenciou
mikroorganizmu, uZ dlho pestovaného in vitro alebo
schopnostami mys$i vyviniit' dostatodnti imunologicka od-
poved, ako to bolo opisané v publikéciach Johnson a dalsi,
/1984/, J. Clin. Microbiol. 20, 747, Schwan a dal3i /1988/,
Infect. and Immun. 56, 1837.

Vynalez si kladie za dlohu pripravit’ G&innit o¢kovaciu
latku proti uvedenému ochoreniu. Na tento Glel je treba
najprv ziskat vhodny laboratémy model. Bolo navrhnuté
pouzit kmeft my3i bez funk&nych T- a B-buniek, tzv. kmeii
Scid-my3i opisany v publikacii Bosma a d’al§i, /1983/ Natu-
re 10, 52, pretoze tieto my$i vyvini po infekcii B. bur-
gdorferi vo forme izolatov viacsystémové ochorenie a pre-
vazne polyarthritis a karditis. Na tomto modeli je moZné po
prvykrat skasat’ aéinnost’ okovacich latok proti uvedene-
mu ochoreniu.

Podstata vynilezu

Uvedené ciele sa dosiahli pasivnou ockovacou latkou
proti ochoreniu Lyme, ktorej podstatou je, Ze obsahuje Spe-
cifické monoklonalne protilatky proti jednému alebo
vi&Siemu podtu antigénov, a to proti antigénu 31kD /OspA/
a/alebo 34kD /SpB/ B. burgdorferi, hlavne OspA a/alebo

OspB B. burgdorferi, kmene B31, ATCC 35210 a/alebo
Z8§7, DSM 5527. Vyhodna je otkovacia latka, ktora obsa-
huje protildtku podl'a vynélezu z triedy IgG, najmi podtrie-
dy IgG2b alebo [gG1. PoutZitie protildtok podla vynilezu
posobi neoakavane na rozdiel od pouZitia inych protilatok,
napriklad proti povrchovému antigénu 41 kD B. burgdorfe-
ri /Flagelin/ pri imunodeficientnych pokusnych zvieratéch,
vyhodne Scid-my3iach, infikovanych Zivotaschopnou pato-
génnou B. burgdorferi, zvlast kmene ZS7 zbrzdenie z4palu
kibov, srdcového svalu a peene a to liplne alebo v znagnej
miere.

Protilatka podla vynélezu méZe byt spracovani na lie-
kova formu pri pouZiti beZnych nosi¢ov, plniv a pomoc-
nych latok.

Vynélez sa taktieZ tyka spdsobu vyroby pasivnej o¢ko-
vacej latky proti ochoreniu Lyme z lymfocitov alebo slezi-
novych buniek pokusného zvierata, vyhodne my$i po imu-
nizacii B. burgdorferi alebo &¢astami tohto mikroorganiz-
mu, vyhodne tplnymi mikroorganizmami B. burgdorferi
B31 a/alebo ZS7, pri€om sa z lymfocytov alcbo slezino-
vych buniek tohto zvierat'a ziska fiziou buniek hybridom,
produkujici monoklonalne protilatky podla vynélezu.

Vyndlez sa rovnako tyka patogénneho kmeiia B. bur-
gdorferi ZS7, DSM 5527.

Zvl&3tnym predmetom vynalezu je antigén z B. bur-
gdorferi ZS7, ktory Specificky reaguje s protildtkou podl'a
vynalezu, s retazcom aminokyselin z obr.1 alebo s imuno-
génnym epitopom tohto retazca. Vynilez sa tieZ tyka re-
kombinantnej DNA, ktora obsahuje.) retazec v obr. 1, 2.
retazec nukleovych kyselin, ziskanych z tohto retazca de-
geréciou genctického kédu alebo 3. retazec, ziskany z re-
tazca 1. a/alebo 2. za stringentnych hybridizaénych pod-
mienok, vietky tieto retazce sa kédom pre antigén 31 kD z
B. burgdorferi ZS7 alebo jeho imunogénny epitop. Strin-
gentné hybridizaéné podmienky su vysvetlené v publikacii
Maniatis a d’alii, Molecular Cloning. A Laboratory Manual
(1982), Cold Spring Harbor Laboratory, New York.

Obzvlast’ vyhodny je antigén podla vynalezu, ktory je
rekombinantnou bielkovinou s B-galaktozidazovym génom,
ato s fiziou alebo bez nej.

Vynélez sa taktieZ tyka rekombinantného vektora s ob-
sahom jednej alebo vét3ieho pottu képii rekombinantnej
DNA podl'a vynalezu. MdZe ist o prokaryoticky a/alebo e-
ukaryoticky vektor, vyhodne prokaryoticky vektor. Re-
kombinantny vektor méZe byt ulo’eny v bunke mimo
chromozémov, napriklad plazmid, alebo méZe byt integro-
vany do gendmu bunky, napriklad bakteriofag lambda. Vy-
hodne ide o plazmid a najmé o rekombinantny vektor pZS-
7/31-2, DSM 5528.

Vynilez sa tieZ tyka spdsobu ziskavania uvedenych anti-
génov sledovanim génovej banky B. burgdorferi pri pouZiti
protilatok podl'a vynalezu s izolaciou klonov, poskytujacich
pozitivnu imunologicku reakciu s pouZitou protilétkou.

PretoZe antigén podl'a vynalezu je moZné pouZit tie7
samotny k aktivnej imunizdcii, t. j. k indukcii tvorby proti-
latok v organizme, tyka sa vynalez ticZ aklivnej oCkovacej
latky, obsahujicej ako 0¢inni zlozku uvedeny antigén a
pripadne bezné nosite a pomocné latky. Vyhodne sa tento
antigén ziska cestou genetickej technologie.

Bolo mozné dokazat, Ze podanie nativneho alebo re-
kombinantného OspA normélnym mySiam vyvola tvorbu
protilatok, ktoré po pasivnom prenose na Scid-mysi, chra-
nia tieto my3i pred ochorenim. Obzvla3t bolo dokézané, Ze
rekombinantné OspA, vyvoldva imunologicki odpoved,
porovnatelnt s odpoved'ou na nativne OspA, takZe je moz-
né tito latku pouZit na vyrobu vakciny proti uvedenému o-
choreniu u l'udi.
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Vynélez sa taktieZ tyka spdsobu vyroby pasivnej o&ko-
vacej latky tak, Ze sa pokusné zvierata, vyhodne mysi, imu-
nizuji antigénom podfa vynélezu a z tychto zvierat sa po-
tom beZznym spdsobom ziskaji polyklonalne alebo mono-
klonélne protilatky.

Nakoniec sa vynélez tyka tiez spdsobu izolacie a rekul-
tivicie patogénnej B. burgdorferi tak, Ze sa z imunodefi-
cientnych pokusnych zvierat, vyhodne my$i, dopredu infi-
kovanych tymto mikroorganizmom mikroorganizmy zis-
kajii naspét, pricom ich patogenita je zachovana. ObzvI43t
vyhodny je postup, pri ktorom sa patogénny B. burgdorferi
ZS7, DSM 5527 ziskava z krvi a/alebo kibov infikovanych
Scid-my3i.

Vynalez bude dialej vysvetleny v prikladoch uskutog-
nenia na zaklade priloZenych vykresov.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Na obrazku 1 je znazornend DNA a retazec aminoky-
selin antigénu 31 kD, OspA z B. burgdorferi Z81.

Na obrazku 2 je znizornend imunologické charakteris-
tika rekombinantnej bielkoviny rZS7/31-2.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1
Indukcia arthritis, karditis a hepatitis pri Scid-my3iach
infekciou kmetiom B. burgdorferi ZS7

Infekcia my3i B, burgdorferi

Dospelé mySi kmena C.B-17 Scid (homozygot pre
Scid-mutaciu) a C.B.-17 sa infikuji podkoZnou injekciou
1x10% 5x 10° 1 x 10°alebo 1 x 10° Zivotaschopnych ale-
bo usmrtenych (UV-svetlo) B. burgdorferi do koretia
chvostu.

[zol4cia B. burgdorferi z klie§tov a my3i

Vyskumy boli uskutodtiované s uz dlho pestovanym
kmeitom B. burgdorferi B31, ATCC 35210 a s &erstvym
izoldtom ZS7, DSM 5527, ktory bol izolovany zo samice
kliesta kmetia Ixodes rizinus. Vietky kmene B. burgdorferi
boli pestované v modifikovanom Kellyho prostredi z publi-
kécie Barbour a d'al3i, (1983) Switzerland. Curr. Microbiol.
3, 123. Organizmy, izolované zo stredného &reva kliestov,
sterilizovanych etanolom alebo z krvi infikovanych mysi
boli spotiatku pestované v Kellyho prostredi s pridanim 8
pg/ml kanamycinu a 230 pg/ml fluoruracilu podl'a publika-
cie Johnson a d’alsf, (1984) J. Clin. Microbil. 1, 81.

Serologické testy

Zistenie pecifickych protilitok proti B. burgdorferi sa
uskuto&iiuje beZznym testom ELISA podFa publikacie Justus
a d’alsi, /1988/ Wehrmed. Mschr. 32, 263. Standardn kriv-
ka na obsah imunoglobulinu /Ig/ bola ziskana prevrstvenim
vyhibenia Ig proti mysiam /riedenie 1 : 500 roztoku séra,
Paesel, Frankfurt, SNR/ a titraciou obsahu celkového
mnoZstva IgG alebo IgM proti mys$i /Calbiochem, LaJolla,
USA/. Obdobnym spdsobom bol merany celkovy obsah
IgM a IgG v sére. Koncentracia tychto 3pecifickych proti-
latok sa udéva v pg/ml séra, vztahuje sa na Ig.

Imunofluorescencia a farbenie podi'a Gimmsy

30 pl krvi sa napipetuje do skimaviek hematokritu
/Becton a Dickinson, Heidelberg, NSR/ a potom sa odstredi
pri 5000 g v odstredivke pre hematokrit

/ECCO, NSR/. Skumavky sa rozrezi vo faze medzi sérom
acrytrocytmi a 5 pl séra sa nanesie na nosi¢ /Superior, Bad
Mergentheim, NSR/. Nosi¢ so vzorkou séra sa su¥i na
vzduchu a potom sa fixuje 100 % ctanolom 1 minutu pri
-20 °C. Po inkubdcii | hodinu s krali¢im hyperiminnym sé-
rom proti B. burgdorferi v riedeni 1: 100 pri teplote miest-
nosti sa nosi¢ patkrat premyje PBS a potom sa 1 hodinu
farbi pri pouZiti kozieho antiséra proti kralikom, konjugo-
van¢ho s FITC /riedenie 1:20, Jackson Lab., West Grove,
USA/. Potom sa nosi& premyje, ulozZi do zmesi glycerolu a
Zelatiny /Merck, Darmstadt, NSR/ a okamZite sa sleduje vo
fluorescentnom mikroskope. Neogetrené kvapky krvi sa u-
susia na vzduchu, fixuji v metanolc, farbia sa podla Giem-
sy /0,1 %, Merck, Darmstadt, NSR/, odfarbia v PBS a ulo-
Zia do prostriedku Entellan /Merck, Darmstadt, NSR.

Histologické preparéty a postupy pri farbeni

Rozne vniitorné organy, ako mozog, srdce, plica, pe-
Ceti, I'adviny, slezina a klby mysi, infikovanych B. bur-
gdorferi sa v roznom &ase po infekcii odstrénia a uchové-
vajll bud’ v kvapalnom dusiku na pripravu zmrazenych re-
2ov, alebo v 5 % formaldehyde v PBS na uloZenie do para-
finu alebo metakrylatu.

Potom sa vytvéraji rezy s hrabkou 4 az 7 pm, ktoré sa
farbia Hematoxylinom-Eosin a potom sa ukladaj do pros-
triedku Entellan /Merck AG, Darmstadt, NSR/. Imunohis-
tologické sledovanie sa uskutotfiuje pri pouZiti systému s
obsahom streptavidinu, biotinu a peroxidizy podl'a publi-
kécie Kramer a d’al3i, /1989/ Eur. J. Immunol. 19,151. Na-
sledujtica tabulka 1 ukazuje, Ze organizmy B. burgdorferi,
izolaty ZS7a B31 bolo moZné zistit' v krvi Scid-mysi, na-
otkovanych Zivotaschopnymi mikroorganizmami, po cely
¢as pokusu. Inak bolo mozné rekultivovat’ len spirochety
kmetia Z87, ale nie kmenia B31 in vitro. Pri porovnani re-
kultivovanych organizmov s primarnym izolatom ZS7 ne-
bolo moZné preukdzaf Ziadne zmeny v obsahu bielkovin
alebo v profile plazmidu. Po cely ¢as pozorovania bolo
mozné pri Scid-mySiach, infikovanych B. burgdorferi pre-
ukazat' len vePmi maly alebo Zadny titer irelevantnych
protilatok. Nebolo mozné dokazat Ziadne protilatky typu
IgM alebo IgG, Specifické proti uvedenému mikroorganiz-
mu. Naproti tomu dochddzalo pri kontrolnych mysiach
C.B.-17, rovnako infikovanych, k expresii velkého mno2-
stva celkovych protilatok Ig a sigasnc bolo mozné dokézat’
vysoky titer 3pecifickych protilatok IgM a IgG proti B.
burgdorferi. Medzi 7. a 22. ditom po infekcii izolatom ZS7
bolo moZné pozorovat’ pri Scid-my3iach prvé klinické pri-
znaky zépalu kibov, a to séervenanie a opuch oboch tibiote-
rélnych kibov, stav sa zhor3oval. Nebolo viak moZné pozo-
rovat Ziadne také priznaky pri Scid-mysiach, infikovanych
izolatom ZS7 po jeho oZiareni UV-svetlom alebo izolatom
B31, a to Zivotaschopnym, ani pri kontrolnych mysiach
C.B.-17, infikovanych Zivotaschopnym izolatom ZS7.

TieZ histopatologicky bolo mozné dokazat kibové
zmeny pri Scid-myS$iach, infikovanych Zivotaschopnym
izoldtom ZS7, ako je zrejmé z tabulky 1. Bolo moné do-
kézat taské poskodenie kibov, ktoré sa prejavovalo zépa-
lovou hyperplasiou synovidlnej vystelky, spojené s rozru-
Senim chrupavky a/alebo kosti. Dalej bol zisteny zapal ce-
I¢ho srdca a prienikom mononuklearnych buniek do endo-
kardu, myokardu a perikardu. Dalej bolo mo#né pozorovat
progresivny zipal pefene, pri¢om bolo moZné pozorovat
vznik peletiovej fibridzy, infiltrdcia mononukledrnych bu-
niek bola obmedzend na oblast’ portlnej Zily a velkych #il.
Mimo toho bolo moZné pozorovat’ mensie poskodenie hla-
vy, plic, mozgu a priedne pruhovanych svalov.
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Tabulka 1
. . B. burgdorferi Artridida Protilatky pg/ml®
Mysi ﬁr::; gdg;ézl ilzzkr:i’i Deteks(ia Izolacia™ | Klinicky ° histppa}o- CelkomIg Specifické Ig

v krvi loglcky 1 Y U Y
CB-17 | 287 | 5x10° 7 I - - - - 20 - -
Scid 36 + +B + + - 21 - -
(n=1) 49 + +B + + - 26 . -
59 + +B + + - 396 - -
787 1x10° 7 + - + + . 108 - -
23 + +B + + - 54 - -
ZS7 1x10° | 22 + - + + - 41 . -
29 + +G + + - - - -
87 + +B/G + + - - - -

737 1x10° - n.b. n.b. + n.b. n.b. n.b. nb.| nb.

1x10° - n.b. n.b + n.b. n.b n.b. nb.| nb.
1x108 [ 16 + + + + - - - -
ZSTuv, | Ix10° | 16 - - - - - - - -
B31 1x10° | 22 + - - - 26 37 - -
29 + - - - - - - -
- 22 - - - - - 47 - -
- 29 - - - - 54 364 - -
CB-17| ZS7 1x108 | 16 - - - - 2515 5963 (438 | 56
(n=7) 24 - - - - 2,145| 6374 |506 | 94
- - - - - - - 304 3,804 - -
- - - - - - - 216 1,952 - -

]

n.b.: nebolo prevedené

Priklad 2

Utinnost ¥pecifickej monoklonalnej protilatky proti
antigénu B. burgdorferi 31kD na priebeh Borreliozy-Lyme
pri Scid-my3iach

Ziskanie monoklondinej protilatky

Pri imunizicii my%i s neporufenym imunologickym
systémom dochédza pri infekeii B. burgdorferi k expresii
polyklonalnych protilatok, 3pecifickych pre B. burgdorferi,
ako je zrejmé z tabulky 1.

Mysie samice inbredného kmefia BALB/c vo veku 10
tyzdiiov boli imunizované B. burgdorferi, kmetiom B31,
ATCC 35 210, kmefl bol homogenizovany ultrazvukom. -
munizécia bola uskutotiované nasledujiicim sposobom:

Det 0: 200 pg antigénu Borrelia v Gplnom Freundovom
pomocnom prostriedku podkoZne.

Defi 21, 35, 49, 63: dal$ich 100 pg antigénu intraperi-
tonealne vo fyziologickom roztoku chloridu sodného, ktory
obsahuje fosfatovy timivy roztok.

Defi 66: vybratie sleziny a ziskanie suspenzie jednotli-
vych buniek.

Imunne slezinné bunky boli podrobené fizii s myelo-
movou bunkovou liniou Ag8-PAl $tandardnym spOsobom
pri pouZiti polyetylenglykolu podPa publikicie J. H. Peters,
H. Baumgarten, M. Schulze, Monoklonale Antikdrper,
SpringerVerlag, Heidelberg.

Produkty fizie boli naotkované do dosiek s 96 vyhibe-
niami. Po &smich diioch boli supernatanty kultiry sledova-
né skuskou ELISA v pevnej féze na pritomnost 3pecific-
kych monoklonalnych protilétok proti B. burgdorferi podla
zvrchu uvedenej publikdcie J. H. Peters a d’al3ich.

Bunky hybridomu z kultdr, produkujucich protilitky boli
po zriedeni dalej klonované. Supernatanty kultir jednotli-
vych klonov boli znovu vy3etrené skiskou ELISA v pevnej
faze, analyzou Western-Blot a immunofluorescenciou. Mo-
noklonalne protilatky LA-2 podtriedy 1gG2b boli produko-

Giemsove farbenie alebo imunofluorescencia, xx: izoldcia z krvi /B/ alebo kibov /G/
+ znamend stervenanie a opuch tibiotarsélnych kibov, 00: - znamena menej ako 7,5 pg/ml séra

vané monoklondlnou liniou hybridomu a touto liniou rovna-
ko vylu¥ované a reagovali pri skidke Western-Blot so Struk-
tirou 31kDa /Osp-A/ vietkych vy3etrovanych kmeiiov B.
burgdorferi, mimo iného tieZ izolaty ZS7 a B31. Tieto pro-
tilatky boli delené elektroforeticky na SDS-géli a tieZ skas-
kou Western-blot pomocou bielkoviny B. burgdorferi prene-
sené na membranu. Monoklondlne protilitky LA-26.1C
fanti-OspA IgGl/, LA 25.1 /anti-OspB, 34 kDa antigén,
1gG2b/ a LA 27.1 /anti OspB, 34 kDa antigén, IgG1/ je moz-
né ziskat a charakterizovat’ analogickym spdsobom.

Infekcia my3i B. burgdorferi ZS7

Scid-my3i C.B.-17 beli infikované podkoZne v oblasti
koretia chvosta mnoZstvom 1 x 10® Zivotaschopnych jedin-
cov izolatu B. burgdorferi ZST.

Osetrenic my3i antisérom

Infikované Scid-my3i boli oSetrené 2x tyzdenne réznymi
antisérami. Prvej skupine bolo podané sérum NMS /nor-
mélne mysie sérumy/, druhej skupine sérum IMS /iminne my-
Zie sérum/ a tretej skupine bolo podané sérum s obsahom
monoklonalnej protilatky LA-2 proti antigénu 31kD B. bur-
gdorferi. Davka antiséra bola v prvom tyZdni 100 pl alebo
100 pg pre LA-2, v druhom tyZdni 200 pl alebo 200 pg pre
LA-2 a v trefom tyZdni 300 pg alebo 300 pl pre LA-2.

Z nasledujficej tabul’ky 2 je zrejmé, Ze my3i Scid, neoset-
rené alebo o$etrené NMS mali po 12 ditoch klinické a histo-
patologické prejavy zapalu kibov, srdca a pegene. Oproti to-
mu monoklonalna protilitka LA-2 podstatne obmedzila tieto
priznaky. Klinicky doglo len k Iahkému sEervenaniu a histo-
patologicky len k marginalnym zmenam. Pri podani IMS ne-
bolo moZné pozorovat' Ziadne klinické prejavy.

Dékaz B. burgdorferi kultivaciou in vitro bolo mozné
ziskat' len pri neodetrenych mysiach alebo my3iach, o3etre-
nych NMS, nie viak v pripade LA-2 alebo IMS.
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Tabul’ka 2
OfSetrenie Scid-my3i C.B-17 antisérom po infekcii B. burgdorfe'ri
zapal klbov kardi- K B
Scid ., po 12 ditoch tis/Hepatitis preut. 2.
Antisérum - - burgdorferi
C.b-17 Klini histopato- | histopatolo- L
inicky . ; kultivaciou
logicky gicky
n=3 - + + + +
n=3 NMS + + + +
n=2 IMS - - - -
n=3 LA-2 X XX - -

x Pahké stervenanie kibov
xx len margindlne zmeny

Priklad 3
Klonovanie a expresia antigénu 31kD / OspA / z B. bur-
gdorferi ZS7

Priprava DNA

Vysokomolekuldrna DNA z kmetia B. burgdorferi ZS7
bola &isten4 po kultivacii v modifikovanom Kellyho pros-
tredi. Spirochety boli peletované odstredenim pri 10000 g a
trikrdt premyté PBS - tlmivym roztokom. Usudend peleta
bola znovu suspendovana v 10 ml TE s obsahom 10 mmol/l
tris a 1 mmol/l EDTA pri pH 4, potom bol na 15 minut pri
teplote 30 °C pridany lysozym v mnoZstve 5 mg/ml, nato
bola DNA uvolnend pridanim 1 ml 20 % SDS. Po pridani
1,5 ml roztoku NaCl s obsahom S mol/l bol roztok extraho-
vany rovnakym objemom fenolu a potom chloroformom.
DNA potom bola vyzraZana pridanim dvoch objemov ab-
solutneho etanolu s néslednou inkubaciou cez noc pri tep-
lote -20 °C. Po odstredeni bol zvy3ok rozpusteny v 0,5 ml
TE, potom bol inkubovany s DNA-4zou, jednoduchou
RNA-4zou A /20 pg/ml/ poas 45 miniit pri teplote
55 °C, nato bola na 1 hodinu pri teplote 37 °C pridané pro-
teindza K v mnoZstve 0,1 pg/ml. Potom bol pridany NaOAc
do koncentrécie 0,3 mol/l a zmes bola ako zvrchu extraho-
vana fenolom a chloroformom. Po vyzraZani etanolom bola
DNA znovu uvedena do roztoku v TE.

Priprava génovej banky

Vysokomolekuldarna DNA bola 3tatisticky rozdelena na
menSie ¢asti pdsobenim ultrazvuku po&as 3 sekind. Potom
bola pouzitd T4-DNA-polymeraza /30 minuat pri 37 °C/ a
Klenowov enzym /5 minut pri 20 °C/ k vyrovnaniu zakon-
¢enia vzniknutych fragmentov. Vzniknutd DNA bola po-
tom naviazana do miesta Stiepenia enzymu BamHI vektora
na expresiu pUEX] pri pouziti stratégie klonovania pouzi-
tim adaptéru podl'a publikécie Bresan and Stanley /1987/
Nucl. Acid. Ees., str. 1056. Po selekcii podla velkosti pri
pouZziti chromatografie s molekularnym sitom a prostriedku
Sephacryl S-1000 a po transformécii kompetentnych bu-
niek E. coli MC 1061 bol podiel rekombinantnych jedno-
tiek pre tvorbu plakov /pfu/ stanoveny nasledujicim spdso-
bom. na zvolené koldnie boli odobraté a pestované v 2 ml
selek¥ného prostredia LB s 25 pg/ml ampicilinu aZ do na-
sytenia. DNA plazmidu bola potom izolovana beZnym roz-
ruSenim za alkalickych podmienok a potom bola rozitiepe-
nd enzymom BamHI. Viac neZ 50 % analyzovaného plaz-
midu obsahovalo vélenené retazce DNA so strednym prie-
merom -1,5 kb.

Pestovanie na platniach a skrining génovej banky B. bur-
gdorferi ZS7

Bunky boli nanesené na dosku s rozmerom 24 x 24 cm
v mnoZstve 7000 pfu na jednej doske a boli inkubované cez
noc pri teplote 30 °C. Po prenose kol6nii na nitrocelulozovy
filter /NC/ bola indukovand expresia zloZenej bielkoviny s

obsahom pB-galaktozidézy dvojhodinovou inkubdciou pri
teplote 42 °C. Filter bol preneseny na papier Whatman
3MM, dopredu spracovany 5 % SDS a papier bol inkubo-
vany 25 minut pri teplote 95 °C. Potom boli bielkoviny po-
drobené elektroblotu pri pouZiti beZného zariadenia k pre-
vedeniu metédy Western blot pri pouziti Siastodne ususe-
ného materidlu. Po spracovani NC-filtrov DNA-4zou boli
imunoreaktivne klony identifikované s pouzitim monoklo-
nélnych protilatok. Nedpecifické vdzbové miesta na NC-
-filtroch boli nasytené $tvorhodinovou inkubéciou s PBS s
obsahom 0,2 % hmotnostnych Zelatiny a 3 mmol/l NaN; pri
teplote miestnosti. Nakoniec boli filtre inkubované 18 ho-
din za staleho pretrepavania so supernatantmi kultary anti-
31kD monoklondlneho klonu LA-2. Po ddkladnom premyti
/PBS + 1% objemové Tritonu X-100/, potom PBS + 0,5
mol/l chloridu sodného a nakoniec PBS + 1 mol/l chloridu
sodného, kazdy stupett trva 10 minit, boli filtre inkubované
1,5 hodin pri teplote miestnosti za stéleho pretrepavania s
kraliou protilatkou proti mySiemu IgG, poznagenou pero-
xidazou F/ab/, v riedeni 1: 10 000. Filtre boli znovu pre-
myt¢ ako zvrchu a potom boli inkubované s diaminobenzi-
dinom ako substratom pre peroxiddzu. Z 10* rekombinan-
tnych pfu reagovalo 20 klonov s monoklonalnou protilat-
kou LA-2.

Analyza ret’azca antigénu 31kD /OspA/

BezZnym spdsobom bola izolovana vélenend DNA rekom-
binantného kmetia E. coli, klonu s pozitivnou reakciou s
protilatkou LA-2. V&lenend DNA tohto klonu obsahovala
gén OspA, ktory je kodom pre antigén 3 LkD B. burgdorferi
v celej jeho dizke. Plazmid, ktory obsahoval tento refazec,
bol oznateny pZS-7/31-2 a bol oznaleny podla budapes-
tianskej zmluvy a bol uloZeny do verejnej zbierky pod &is-
lom DSM 5528.

Rekombinantna bielkovina, produkovand tymto pozi-
tivnym klonom bola oznadend rZS7/31-2 a bol stanoveny
kédovy retazec DNA génu OspA. Tento retazec je uvede-
ny na obr. 1 spolone s odvodenym retazcom aminokyselin
pre bielkovinu OspA.

Z obrazku 1 je taktieZ zrejmé, Ze antigén 31 kD z B.
burgdorferi je bielkovina, ktord obsahuje 273 aminokyse-
lin.

Priprava nezloZenej bielkoviny

A/ Klon, pri ktorom dochédza k expresii imunoreaktiv-
nej bielkoviny rZ87/31-2 bol pestovany cez noc pri 30 °C v
10 ml prostredia LB s ampicilinom. 1 ml kultury bol potom
pridany ku 100 ml selek&ného prostredia a material bol
pestovany pri 30 °C za prevzdusilovania aZ do hustoty 8§ x
x 107 buniek v 1 ml /Agp=0,2/. Expresia rekombinantnych
bielkovin bola dosiahnutd prenesenim buniek do teploty
42 °C. Po schladen{ a odstredeni boli bunky premyté timi-
vym roztokom STE, ktory obsahoval 10 mmol/l tris, 100
mmol/l chloridu sodného a 1 mmol/l EDTA pri pH 8,0 a
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ziskany material bol znovu uvedeny do suspenzie v 0,6 ml
timivého roztoku na rozru¥cnie buniek s obsahom 25 % sa-
charézy a 50 mmol/l tris pri pH 8,0. Po pridani 150 pl roz-
toku s obsahom 10 mg/ml lyzozymu bola zmes inkubovana
15 minut v lade a potom edte d'al§ich 15 minut v l'ade za
pritomnosti 18 pl roztoku s obsahom 10 mg/ml DNA-azy 1
za pritomnosti 5 ul 1 mol/l chloridu hore¢natého. Potom
bolo pridanych 250 pl 4 x zmesi zmécadiel /1 % Triton X
100, 0,5 % Deoxycholatu, 0,1 mol/l NaCl, 10 mmol/l tris, s
pH 7,4/ a zmes bola znovu inkubovani 5 minut v lade. Po
odstredeni bola usadenina dvakrat premyta timivym rozto-
kom A /50 mmol/l tris, 50 mmol/1 NaCl, 1 mmol/l EDTA s
pH 8,0/ a potom bol material znovu uvedeny do suspenzie
v deviatich objemoch timivého roztoku A s obsahom 8 M
modoviny a zmes bola 1 hodinu inkubovana pri teplote
miestnosti. Potom bola vzorka zriedend deviatimi dielmi
timivého roztoku B /50 mmol/l dihydrogenfosforenanu a
hydrogenfosforednanu draselného, 50 mol/I NaCl, 1 mmol/l
EDTA s pH 10,7/, zmes sa e$te 30 minut mie3a pri teplote
miestnosti a pH sa udrzuje hydroxidom draselnym na hod-
note 10,7. Potom sa pH roztoku upravi na 7,0 pridanim ky-
seliny chlorovodikovej a vzorka sa dialyzuje cez noc proti
timivému roztoku A pri teplote 4 °C, potom 10 minat pri
teplote 4 °C, nago sa odstreduje 10 minit pri teplote 4 °C a
10 000 ot./min. /rotor SS34/. Supernatant s obsahom re-
kombinantnej bielkoviny sa uchovava pri -20 °C.

B/ Vzhladom na to, Ze tento klon vyluduje imunoreaktivou
bielkovinu rZS7/31-2 tiez do Zivného prostredia, je moZné
listenie afinitnej chromatografie priamo zo supernatantu
kultary.

Priprava rekombinantnej nezloZenej biclkoviny OspA a
Cistenie afinitnej chromatografie.

Rekombinantné bielkoviny potom boli &istené afinitnou
chromatografiou. Na tento Géel boli na aktivovani Sepha-
rose CL 4B kovalentne viazané &istené monoklonalne pro-
tildtky LA-2. Dialyzovany extrakt mo&oviny bol s rekom-
binantnou bielkovinou naviazany na Sepharose CL 4B s
my$im IgG a nakoniec bola tito zmes pridand do stlpca
LA-2-Sepharosy CL 4B. Po intenzivnom premyti bola via-
zan4 rekombinantné bielkovina podrobena clicii zmesi 0,1
mol/] glycinhydrochioridu a 0,1 mol/l NaCl s pH 2,5. Po-
tom bolo pH tejto frakcie neutralizované okamzitym prida-
nim 1/10 objemu 0,5 mol/l K,HPO,. Frakcie s obsahom
bielkoviny boli koncentrované a dialyzované. Pomocou
elektroforézy na SDS-polyakrylaminovom géli bol stano-
veny stupeti Cistoty.

Imunologick4 charakteristika rekombinantnej bielkoviny
1Z87/31-2

Rekombinantna bielkovina rZS7/31-2 bola imunolo-
gicky skiimana. Na porovnanie bola pouZita rekombinantnd
bielkovina rB31/41-9 /povrchovy antigén 41 kD B. bur-
gdorferil.

Mikrotitratné platne s plochym dnom boli prevrstvené ex-
traktom rekombinantnej bielkoviny rZS7/31-2 a rB31/41-9 s
pouZitim extraktu z modoviny, pripadne extraktom kmefia
E. coli MC 1061, ktory bol pouZity k expresii génu. Ne3pe-
cifické vizbové miesta boli blokované 0,2 % Zelatinou v
roztoku chloridu sodného s obsahom fosfatového timivého
roztoku. Do vyhibenia takto pripravenych mikrotitratnych
platni boli pridané monoklonélne protilatky LA-2 /anti-31
kD, Osp-A/, La-1 /anti-41 kD, Flagellin/ a ACHT-2 /anti-
a.,-Antichymotrypsin/.

Viazané monoklonalne protilatky boli uvedené do reak-
cie s imunoglobulinmi, ¥pecifickymi proti my3iam a ozna-

Senymi peroxidazou. Viazané protilatky, oznadené peroxi-
dazou boli kvantitativne stanovené pomocou orthofenylen-
diaminy ako substraty na peroxidazu. Absorpcia pri 492 nm
/A4/ bola stanovena priamo na mikrotitracnej platni po-
mocou automatizovaného fotometra. Velkost' absorpcie je
priamo imern4 mnoZstvu viazanej monoklonalnej protilt-
ky. Monoklonalna protilatka LA-2 3pecificky reaguje s
bielkovinou 1ZS87/31-2, ale nie s MC 1061 alebo rB31/41-9.
Kontrolna reakcia monoklondlnej protildtky LA-1 je Speci-
fickd pre tB31/41-9. Monoklonalna kontrolna protilatka
ACHT-2 /negativna kontrola/ sa neviaZe na Ziadnu z uve-
denych bielkovin.

Na obr. 2 je znazornené, Ze dochadza k expresii anti-
génneho epitopu na rekombinantné bielkoviny rZS7/31-2
po klonovanie z genému B. burgdorferi ZS7, pri¢om tento
antigénny epitop je $pecificky rozpoznavany monoklonal-
nou protilatkou LA-2.

Priklad 4

Porovnanie 3pecifickych protilatok proti antigénu 31 kD
/OspA/ a 34 KD /OspB/ s protilatkami, ktoré si Specifické
pre antigén 41 kD /Elagellin/

Monoklondlne protilatky LA-2 a LA-26.1 rozpoznavaju
antigén 31 kD OspA a je moiné ich priradit’ k isotypu
IgG2b a IgGl. Monoklonalne protilatky LA-25.1 a LA-
-27.1 rozpoznéavaju antigén 34 kD OspB a je moZné ich pri-
radit’ k isotypu 1gG2b a IgGl. Monoklondlne protilatky
LA-10 a LA-21 su $pecifické pre periplazmaticki bielkovi-
nu 41 kD, spojenu s bitikmi B. burgdorferi a je mozné ich
priradit k isotypu IgG2a a IgGl. V3etky zvrchu uvedené
protildtky je moZné ziskavat’ spdsobom podla prikladu 2.
Malo by byt stanovené, &i tiez monoklondlne protilatky
proti inému antigénu B. burgdorferi poskytuji Scid-my-
§iam ochranu pred klinickymi prejavmi infekcie.

Polyklonalne imunne sérum anti-B31-/IMS/ bolo odob-
raté z my$i C57BL/6 91 dni po podkoZnom podani 1 x 10%
organizmov B. burgdorferi B31. Polyklonalna anti-ZS7
IMS bola odobrata z my3i C57BL/6 po 68 ditoch po pod-
koznom naotkovani 1 x 10® organizmov B. burgdorferi
ZS87. Obe séra obsahovali 60 pg/ml $pecifickych protilatok,
ako bolo moZné dokazat’ skiiskou ELISA podl'a publikacie
Schaible a dal§i, J. Exp. Med. 170 /1989/, 1427-1432.
Normalne my3ie sérum /NMS/ bolo odobraté z neinfikova-
nych my$i C57BL/6.

Od naockovania v intervaloch $tyri dni boli zvrchu u-
vedené protilatky alebo PBS tlmivy roztok podavané pa-
sivne intraperitoncalne Scid-my3iam nasledujicim sposo-
bom:
den 0 a3: 100 pl,
deit 7 a 10: 200 pl,
deri 13 a 17: 300 pl.

Scid-mysi, oSetrené protilatkami anti-ZS7 IMS, anti-
-B31 IMS alebo monoklonélnou protilatkou LA-2 nemali
adne viditelné klinické priznaky zapalu kibov, nedoslo ku
stervenaniu ani opuchu tibiotarzalnych kibov v priebehu 21
dni. Neobjavili sa ani priznaky zépalu srdca a petene. His-
topatologické vySetrenie nedokazalo zmenu kibov, srdca a
peéene pri Scid-mysiach, ktoré dostali ktorukolvek z tychto
protilatok.

Tier dalsie OspA 3pecifické monoklonalne protilatky
LA-26.1 /1gG1/ a OspB 3pecifické protilitky LA-25.1 a
LA-27.1 potladovali alebo zmieriovali vietky priznaky, tu
viak doslo k lahkym patologickym zmendm uvedenych or-
ganov.

Naproti tomu mali Scid-mysi po podani timivého roz-
toku PBS, NMS alebo monoklonélnej protilatky proti Fla-
gellinu /LA-10 alebo LA-21/ klinické priznaky typickej ar-
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tritidy, ako je zrejmé pri neo3etrenych mySiach a ako je u-
vedens v tabufke 3. Tazké priznaky sa zvy$ovali v priebehu
asu po naotkovani a po cely ¢as pozorovania sa nezmier-
nili. Zo Scid-my3i, dopredu o¥etrenych anti-ZS7 IMS alebo
LA-2 nebolo moZné izolovat' spirochety. Naproti tomu bolo

mozné dokazat' spirochety imunofluorescenciou a kultiva-
ciou z krvi tych Scid-mysi, ktoré boli odetrené podanim tl-
mivého roztoku PBS, NMS alebo monoklonalnymi proti-
latkami LA-25.1, LA-26.1, LA-27.1, LA-10 alebo LA-21.

Tabulka 3
Scid- - Histopato- preukdz. B. burg-
C.B-17 o$etrenie S#bgp Kl’“?".ka logicka periar- | carditis | dorferi kultivicia a
pocet mysi g artritis tritis/artritis imunofluorescencia
n=38 PSB (neg. kontrola) + + + +
n=3 NMS(neg. kontrola) + + + +
n=3 anti-B31 IMS - X +°
n=+ anti ZS7 IMS - - X -
n=6 LA-2 (OspA) 2b - - -~ -
n=3 LA-10 (Flagellin) 2a + + + +°
n=3 LA-21 (Flagellin) 1 + + +/- +
n=3 LA-26.1 (OspA) 1 + + + +°
n=3 LA-25.1 (OspB) 2b + + + +
n=3 LA-27.1 (OspB) i + + + +°

Stupeit patologickych zmien je oznatovany takto: - Ziadny, -- * subklinicky,

+/- mierny, + tazky

%= dokaz B. burgdorferi imunofluorescenciou nebol moZny u vietkych jedincov

Priklad 5
Vplyv antiséra my3i, imunizovanych OspA na priebeh o-
chorenia pri Scid-my3iach

V tomto pokuse bolo dokdzané, Ze podanie nativneho
OspA, izolovaného z B. burgdorferi ZS-7 alebo rekombi-
nantného OspA, izolovaného z baktérif E. coli, transformo-
vanych rekombinaninym plazmidom pZS-7/31-2, DSM
5528 vyvolava pri normalnych my3iach kmeila C57BL/6
tvorbu ochrannych polyklonalnych protildtok. V pripade, Ze
tieto protilatky si podané Scid-mySiam, chrania pred ocho-
renim. Bolo teda moZné dokazat, Ze rckombinantné OspA
vyvolava ochrannt imunologicku odpoved’, porovnatel'ni s
odpovedou na natfvne OspA. Vysledky a podrobnosti po-
kusu st uvedené v tabulke 4.

Ziskanie rekombinantného OspA je uvedené v priklade 3
Ziskanie nativneho OspA a imunizicia my3i tymto
materidlom bude d'alej opisana.

Ziskanie nativneho 31 kD a OspA

3,2 x 10" spirochet sa mie$a 2 hodiny pri 4 °C v 5 ml
PBS/7,5 ml n-butanolu za pritomnosti inhibitora proteazy
/5 mmol/l EDTA, 5 mmol/l benzamidinu a 0,5 mmol/l
PMSEF/ pri pouZiti magnetického mie3adla. Potom sa zmes
odstred'uje 90 mindt s 10 000 ot/min. a 4 °C v odstredivke
/Sorvall/. Vodna faza s obsahom povrchovej bielkoviny sa
izoluje a trikrat premyje chloroformom. Obsah bielkoviny
sa zist{ extinkciou pri 280 nm alebo testom BCA.

V géli s obsahom stricbra alebo metédou Westernblot s
krali¢im sérom proti B. burgdorferi je mozné dokazat' pre
kmeiti ZS7 hlavny pas s molekulovou hmotnostou 31 kj a
slabie pasy pri 20, 34 a 65 aZ 68 kj. V zmesi butanolu a
vody poskytuje kmeti B31 hlavny pés pri 31 kj a slabSie pa-
sy 20 a 34 kj.

Imunizacia my3i nativnym a rekombinantnym OspA

Mysi CS7BL6 a mysi C.B-17 boli otkované trikrat v
odstupe 7 a2 10 dni podanim 5 pg nativneho OspA kmeiia
B31 alebo 10 mg nativneho OspA kmetia ZS7, alebo re-
kombinantného OspA toho istého kmetia v 100 ul pomoc-
ného prostriedku / ABM3, Fa. Sebak, Ainenbach, NSR/

podkoZne v oblasti koreiia chvosta. Najskdr 3 tyZdne po
poslednom podani bolo moZné odoberat’ sérum 3 az 4 me-
siace. Obsah $pecifickych protildtok bol stanoveny metd-
dou ELISA.

Tabul’ka 4

Vplyv $pecifickych monoklonalnych a polyklonalnych
protilatok proti B. burgdorferi na spirochetosu a vyvoj za-
palu klbov pri infikovanych Scid-mySiach

. . P dokaz
Scid-my$i vyvoj zapalu B bur-
CB.-17 o$etrenie kibov tyzdnc ; .
odet gdorfer:
P 1 [ 23
_ PBS (negat.
n=6 kontrola) + |+ | + 6/6
n=06 LA-2 - - - 0/3
_ anti OspA ) ) )
n=2 | (hativna) IMS 02
_ anti OspA
n=3 (rekomb) IMS ) ) ] 073

Prva déavka protilatky bola podana intraperitonealne v
objeme 100 ul v dni 0, t. j. siéasne s infekciou B. bur-
gdorferi ZS-7, 1 x 10® organizmov podkozne do oblasti ko-
reita chvosta, Dal$ie davky protilatok boli podané v ditoch
4 /100 pl/, 7 /200 pl/, 11 /200 pl/, 14 /300 pl/, 18 /300 pl/,
vZdy intraperitoneélne.

PATENTOVE NAROKY

1. Patogénny mikroorganizmus B. burgdorferi, kmef
ZS7, DSM 5527.

2. Spdsob izolécie a rekultivacie patogénnych organiz-
mov B. burgdorferi, podl'a naroku 1, vyzna&uju-
ci sa tym, Zesazimunodeficientnych pokusnych
zvierat, vyhodne mysi, dopredu infikovanych infek&nym
organizmom tento organizmus ziska naspit, pri€om jeho
patogenita zostava zachovana.
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3. Sposob podlandroku2, vyznadlujici sa
tym, Ze sa patogénny organizmus B. burgdorferi ZS-7
ziskava z krvi a/alebo klbov infikovanych Scid-my3i.

2 vykresy
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Obr. 1
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