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(57)  Anotacia:

Opisuje sa imunogénny prostriedok, ktory obsahuje: a)
také mnoZstvo materialu obsahujuceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vyCistenych z kazdej z 20 beZne rozliSujicich
OspC skupin alebo ii) OspC varianty alebo OspC mi-
metika uvedenych OspC antigénov, priom tieto OspC
varianty alebo OspC mimetikd maji taku Struktoru,
ktora je dostatoéne podobna prirodnému OspC, aby in-
dukovali ochranmi imunitu; b) fyziologicky prijatelny
nosi¢, ktory je dostatotny na vyvolanie, u cicavcov,
ktori st citlivi na lymsk boreliézu, imunitnej odpove-
de, ktora ich chrani pred lymskou boreliézou. Dalej je
opisané pouZitie kombinécie antigénov na vyrobu vak-
ciny na lieCenie alebo predchadzanie lymskej borelioze
cicaveov. Rekombinantny expresny vektor obsahujici
sekvenciu kodujicu OspC antigén ktoréhokolvek z 20
beZne rozliSujicich OspC skupin a hostitel'ska bunka,
ktora je transformovana tymto expresnym vektorom.
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Oblast' techniky

Tento vynalez sa tyka imunogénneho prostriedku,
sekvencie rekombinantnej DNA, rekombinantného ex-
presného vektora obsahujliceho sekvenciu kodujiicu
OspC antigén a hostitel'skej bunky, ktor4 je transformo-
vana tymto expresnym vektorom. Tento vynélez sa tyka
tieZ sposobu rekombinantnej pripravy OspC antigénu a
sposobu jeho pouZitia na imunizaciu cicavca proti lym-
skej boreligze.

Doterajsi stav techniky

Lymské choroba alebo lymska borelidza si pojmy,
ktoré sa pouZivajii pri opise roznych klinickych prizna-
kov stvisiacich s klieSfovymi spirochétovymi infekcia-
mi, ktoré vyvolavaji lymské ochorenie Borrelia. Medzi
zname priznaky lymského ochorenia patri choroba po-
koky [erythema migrans (EM) alebo acrodermatitis
chronica atroficans (ACA)] a choroba nervového systé-
mu [neuroboreliéza) a kibov [artritida). Infikované a po-
Skodené mdZu byt i iné organy a tkaniva. Lymska cho-
roba je roz$irena na celom svete a je najéastejou choro-
bou spdsobenou kliestom, tak v USA, ako aj v Eurépe.
Rozsah klinickych priznakov oby&ajne stivisiacich s lym-
skou chorobou v Europe je vacsi ako v USA. Ochorenie
koZe a nervového systému je v Europe bezné, v USA o-
jedinel¢, zatial' o artritida je beZnej8ia v Amerike ako v
Eurépe. Klinické priznaky v Severnej Amerike sa zdaji
byt podpriznakmi tych, ktoré st pozorované v Eurépe.

Lymska choroba sa oby&ajne lieci antibjotikami. Lie-
Cenie sa viak Sasto oneskoruje vzhladom na zloZity kli-
nicky obraz a nedostatok vieobecne dostupnych a spo-
Pahlivych diagnostickych testov. Ak choroba prejde do
chronického stavu, lietenie antibiotikami je taZsie a nie
je vidy uspesné. Pravdepodobnost perspektivy, Ze dojde
k stalemu poskodeniu, sa d'alej zvySuje s predizenou do-
bou infekcie. Je teda potrebna ockovacia latka, ktora bu-
de chranit’ pred lymskou chorobou.

Opisané sii dva antigény z Borrelie, kiord spdsobuje
lymsku chorobu a ktoré mozu chrénit’ pred infekcion a-
lebo chorobou spdsobenou tymto organizmom, ako to
bolo dokdzané na zvieracich modeloch lymskej choroby.
Ticto antigény, OspA a OspC (alebo ,pC*), su teda
pravdepodobnymi kandiditmi na zahmutie do vakeiny,
ktoré je uréena na ochranu proti lymskej chorobe, pozri
Simon a kol.: eurdpsky patent &. 418 827, Fikrig a kol.:
Science 250, 553 (1990), Preac-Mursic a kol.: Infection
20, 342 (1992). OspA a OspC maji mnohé vlastnosti
spoloéné. Obidva su lipoproteinmi, ktoré sa nachadzaji
na povrchu buniek (Howe a kol Science 227, 645
(1985), Bergstrom a kol.: Mol. Microbiol. 3, 479 (1989),
obidva st kédované plazmidom (Barbour a kol.: Science
237, 409 (1987), Marconi a kol.: J. Bacteriol. 175, 926
(1993), gény tychto proteinov sii pritomné vo vacSine
kmetiov (Barbour a kol.: J. Infect. Dis. 152, 478 (1985),
Marconi a kol.: J. Bacteriol. 175, 926 (1993) a obidva e-
xXistujii v nasobnych serologicky rozdielnych formach
(Wilske a kol., 1989).

Existencia nasobnych, serologicky rozdielnych fo-
riem tychto antigénov je prekazkou vyvoja OspA a/alebo
OspC vakciny na ochranu proti véciine, ak nie proti
vietkym formam lymskej choroby. Bolo napriklad opi-
sané (Fikrigom a kol.: J. Inmun. 148, 2256, 1992), Ze i-
munizacia jednou serologickou formou OspA, akou je
rekombinantny OspA kmefia N40, nemusi chranit’ proti

stimulacii kmefiom, ktory exprimuje iny OspA, napriklad
kmefiom 25015. Je teda nutné vyvinit' taki typizaini
schému na klasifikaciu a skupinu réznych variantov anti-
génu (t. . OspA a/alebo OspC), ktord by mohla urtit’ op-
timalnu zmes serologicky rozdielnych foriem antigénu
(antigénov), ktoré s potrebné na dosiahnutie Sirokej
ochrany.

Pre OspA bol ako typizaény nastroj pomocou obme-
dzeného mnoZstva monoklondlnych protilatok vyvinuty
serotypizatny systém. Tymto spdsobom bolo opisanych
7 serotypov OspA (Wilske a kol.: Ann. N. Y. Acad. Sci.
539, 126, 1988). Analyza polymorfie di¥ky restrikéného
fragmentu (RFLP) OspA génov z 55 roznych eurdpskych
a severoamerickych kmetiov identifikovala Sest’ roznych
genoskupin (Wallich a kol.: Infection and Immunity 60,
4856, 1992). OspA proteiny zo severoamerickych izol4-
tov sa zdaji byt dostatone jednotné, pretoZe 12 zo 14
OspA patrilo k OspA typu I a dva k OspA typu IIL
Oproti tomu OspA z eurdpskych izolitov su ovela hete-
rogénnejsie a zahmuju reprezentantov OspA typu I (18),
I (17), IV (4) a V (1). Konstrukcia fylogenetického
stromu na zaklade sekvenénych tdajov pre 12 OspA
proteinov z jednotlivych kmefiov B. burgdorferi podpo-
ruje zistenie RFLP analyzy, ale chyba eSte informécia o
sekvencii izolatov dvoch zo Siestich genoskupin. V si-
&asnosti neexistuje Ziadny typizacny systém pre OspC.

Inym zamerom pri vybere prisluSnych antigénov na
zahrnutie do vakciny je to, &i si odvodené od kmeiiov,
ktoré su epidemiologicky déleZité pre chorobu. V polo-
vici osemdesiatych rokov bolo povaZované za isté, Ze
patogénne baktérie pochidzaji z obmedzeného poctu
klonov veFmi pribuznych baktéri, ktoré maja v niekto-
rom smere selektivnu vyhodu pri vzniku ochorenia. Této
klonalna hypotéza bola od toho Casu potvrdend, pozri
Achtman a kol.: J. Infect. Dis. 165, 53 (1992). Je teda
vePmi pravdepodobné, Ze medzi mnohymi kmeiimi Bor-
relia spdsobujucimi lymski chorobu a ktoré sa v prirode
vyskytuji, existuje len obmedzeny pocet , klonov®, ktoré
st velmi prisposobené na to, aby spdsobovali cicavcom,
najmé Fudom, toto ochorenie. Pri vyvoji vakciny na
ochranu proti ochoreniu cicavcov a teda aj Tudi, je roz-
hodne dblezité identifikovat’ klony sivisiace s ochore-
nim, a potom by sa Gsilie mohlo sfstredit’ na tieto klony.
Je nutné vysvetlit' populaéni $truktru druhu Borrelia
spbsobujicu lymski chorobu a identifikovat’ klony sivi-
siace s tymto ochorenim.

Doteraz boli na vySetrenie popula¢nej Struktiry Bor-
relia spdsobujicej lymski chorobu pouZivané rézne spd-
soby, medzi ktoré patri:

a) RFLP analyza genomovej DNA alebo Specifickych
génov (LeFebvre a kol.: J. Clin. Microbiol. 27, 636,
(1989), Marconi a Garon: J. Bacteriol. 174, 241 (1992),
Postic a kol.: Res. Microbiol. 141, 465 (1990), Stahl-
hammar-Carlemalm a kol.: Zbl. Bak. 274, 28 (1990), A-
dam a kol.; Infect. Immun. 549, 2579 (1991), Wallich a
kol.: Infect. Immun. 60, 4856 (1992)),

b) DNA-DNA hybridizacia (LeFebvrea kol.: J. Clin.
Microbiol. 27, 636 (1989), Postic a kol.: Res. Microbiol.
141, 465 (1990)),

¢) analyza 16S rRNA hybridizaciou na oligonukleotidové
sondy (Marconi a kol: J. Clin. Microbiol. 30, 628
(1992)), alebo sekvenovanim (Adam a kol.: Infect. Im-
mun. 59, 2579 (1991), Marconi a Garon: J. Bacteriol.
174, 241 (1992)),

d) ruénym vytla€anim l'ubovolne senzibilizovand poly-
merizovana retazova reakcia (Welsc a kol.: Int. J. Sys-
tem. Bacteriol. 42, 370 (1992)),




SK 279968 B6 .

¢) elektroforéza (multi-locus enzyme electrophoresis)
(Boerlin a kol.: Infect. Immun. 60, 1677 (1992)) a

f) serotypizicia izolatov (Peter a Brett: Zbl. Baktk. 277,
28 (1992)).

Medzi vysledky, ktoré boli ziskané tymito réznymi
postupmi, existuje velkd zhoda. V3eobecne plati, Ze sa
zdd, Ze izolaty Borrelia, ktoré spdsobuji lymskua chorobu,
je mozZné rozdelit’ do aspoit troch hlavnych skupin. Niekto-
ri vyskumnici skutogne veria, Ze genetické rozdiely medzi
¢lenmi tychto skupin st dostatotné na opodstatnenie roz-
delenia na tri rézne druhy: B. burgdorferi sensu stricto (typ
kmetia B31), B. garinii sp. nov. (typ kmetia 20047) a dru-
hy ozna¢ené B. afzelii alebo ,,skupina VS461 Borrelia“,
pozri Baranton a kol.: Int. J. Syst. Bacteriol. 42, 378
(1992) a Marconi a Garon.

Ostava 1plne objasnit’ vyznam existencie tychto roz-
nych skupin na vyvoj vakciny. Z iidajov Wallicha a kol.:
Infection and Immunity 60, 4856 (1992) je jasné, Ze e-
xistuje silnd asocidcia medzi genoskupinou, ku ktorej
izolat patri, a typom OspA, ktory je produkovany: izolaty
zo skupiny obsahujicej kmeii B31 (genoskupina AAA
alebo B. burgdorferi sensu stricto) produkuji OspA typ |
(v3etkych izolovanych 30 kmefiov), izolaty zo skupiny
obsahujticej kmeti 20047 (genoskupina BBB alebo B. ga-
ranii sp. nov.) oby¢ajne produkuji OspA typ II (17/19),
boli ale tieZ zaznamenané typy V (1/19) a VI (3/39),
izolaty z klonu obsahujuceho kmeii B023 (genoskupina
BBA alebo skupina VS 461) produkuji OspA typ IV
(4/4), zvy$né dva izolaty (genoskupina B, B/A, A) pro-
dukuji OspA typ III.

Izolaty lymskej choroby zo Severnej Ameriky patria
vi&sinou k jednej skupine (genoskupina AAA alebo B.
burgdorferi sensu stricto), reprezentovanej kmefiom B3 1,
a vysledne produkuja OspA typ 1. To ukazuje, Ze vakcina
obsahujiica OspA typ I mdZe byt dnes postatujiica na
ochranu proti va¢Sine izolatov spdsobujacich lymski
chorobu v Severnej Amerike. V Eurdpe je to zloZitejsie,
pretoze tu boli ndjdené v3etky tri hlavné klony a tomu
zodpoveda i zvySend rozmanitost’ pritomnych typov Os-
PA (genotypy I, 11, IV, V, VI). Nebolo zistené, Ze by Os-
pA chranil v dvoch $tadiach, uskutoénenych s izolatmi
lymskej choroby z Eurdpy, &o tieZ dokazalo vhodnost
OspC ako ochranného antigénu, pozri US patentova pri-
hlagka ¢. 07/903 580 a Preac-Mursic a kol.: Infection 20,
342 (1992).

Dosial’ nebolo zname, ¢i bol OspC klonovany dedi¢-
ne so $pecifickymi typmi OspC obmedzenymi na pri-
slusné skupiny lymskej choroby (t. j. na B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii sp. nov., alebo skupinu VS461).
PretoZe OspC je kddovany plazmidom (Marconi a kol.: I.
Bacteriol. 175, 926 (1993)), predpokladalo sa, Ze existo-
val plazmidom sprostredkovany prenos génu OspC me-
dzi réznymi druhmi izolatov lymskej choroby. Ak ide o
tento pripad, potom rézne typy OspC, o ktorych je zna-
me, Ze existuju, ale ktoré neboli definované, by sa nutne
dedi¢ne neklonovali.

Podstata vynilezu

Predmetom tohto vynélezu je poskytnat efektivnu
OspC vakcinu so Sirokym skriZzenym ochrannym (¢in-
kom na v3etky klony proti lymskej chorobe u cicavcov,
zvolenim OspC prostriedkov zaloZenych na definova-
nych OspC skupinéach rozli§enych fenotypickym typizo-
vanim (OspC ,,sérovar” typizovani), RFLP typiza¢nou a-

nalyzou a sekven&nou analyzou viacerych rozmanitych
kmefiov z celého sveta.

Dalej bol zisteny OspC klon, ktory sa dedi¢ne Klo-
nuje. Preto je teraz moZné interpretovat’ vysledky OspC
typizatnych schém z pohladu epidemiologickej informa-
cie z opisanej ,typizatnej schémy zndmeho membrano-
vého antigénu* CMAT, ktoré bolo pouZité na objasnenie
Struktiry klonovej populdcie kmeiiov Borrelia lymskej
choroby. Z toho istého ddvodu je moiné vybraf naj-
vhodnejiie prostriedky OspC vakciny bud’ a) na navrh-
nutie vakcin na ochranu proti kmeitom prevladajucim v
definovanych geografickych oblastiach, alebo b) na Spe-
cificku a preferenénit ochranu proti klonom alebo klono-
vym klastrom B. burgdorferi sivisiacu s epidemiologic-
ky ddlezitym ochorenim.

Na dosiahnutie tohto a d'al3ich predmetov bol ziska-
ny podla jedného uskutoZnenia tohto vynalezu imuno-
génny prostriedok, ktory obsahuje:

a) také mnoZstvo materialu obsahujuceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia spdsobujticich lymskid cho-
robu v podstate vy&istenych z kazdej z 20 bezne rozlisuju-
cich OspC skupin na obrazku 11, alebo ii) OspC varianty
alebo OspC mimetiké uvedenych OspC antigénov, pritom
tieto OspC varianty alebo OspC mimetikA maju taka
Struktaru, ktord je dostatofne podobné prirodnému OspC,
aby indukovali produkciu ochrannych latok, a

b) fyziologicky prijatelny nosi¢, ktory je dostatodny na
vyvolanie u cicavcov, ktori st citlivi na lymsku borelié-
zu, imunitnej odpovede, ktora ich chrani pred lymskou
boreliézou.

Podl'a dallicho uskutognenia uvedeny imunogénny
prostriedok obsahuje jeden alebo viac, vyhodne dva ale-
bo viac OspC antigénov Borrelia, spdsobujucich lymsku
chorobu, z 20 bezne rozlidujicich OspC skupin na ob-
razku 11 alebo OspC variant alebo OspC mimetik uve-
denych antigénov, ako je definované pod ad ii) a fyziolo-
gicky prijatelny nosi¢, ako je to tieZ uvedené pod ad b).

Podra d'al$icho uskutognenia tohto vynélezu sa ziska
imunogénny prostriedok, ktory obsahuje také mnoZstvo
materidlu obsahujiceho i) jeden alebo viac OspC antigé-
nov Borrelia spdsobujiicich lymski chorobu v podstate
vycistenych z kaZdej OspC skupiny na obrazku 19 expri-
movanej jednym alebo viacerymi klonmi alebo klonovymi
klastrami stvisiacimi s ochorenim [udi (HDA) alebo ii)
OspC varianty alebo OspC mimetika OspC antigénov, pri-
¢om tieto OspC varianty alebo OspC mimetiké maji takd
Strukturu, ktord je dostatone podobné prirodnému OspC,
aby indukovali produkciu ochrannych latok, a fyziologicky
prijatelny nosi&, ktory je dostatodny na vyvolanie u cicav-
cov, ktori su citlivi na lymskil boreliézu, imunitnej odpo-
vede, ktora ich chrani pred lymskou boreliézou.

Vyhodnym uskuto¢nenim je uvedeny imunogénny
prostriedok, ktory obsahuje jeden alebo viac, vyhodne
dva alebo viac OspC antigénov OspC skupiny podra ob-
réazku 19, alebo OspC varianty alebo OspC mimetik4, a-
ko je uvedené pod ad ii), a fyziologicky prijatelny nosic,
ako je uvedené pod ad b).

Vo vyhodnom uskutocneni je imunogénny prostrie-
dok podl'a tohto vynalezu navrhnuty ako ochrana proti
kmefiom Borrelia, spdsobujicich lymski chorobu, pre-
vladajiicim v prislunej zemepisnej oblasti, ako je Sever-
nd Amerika, Eurépa alebo Rakusko. Ako vyhodné
uskutofnenie je nérokovand kombinovanid OspA/OspC
vakcina, ktora je lep§ia ako vakcina pripravena z ktoré-
hokol'vek antigénu samotného.

Tento vynalez opisuje tieZ rekombinantné spdsoby
produkcie novych OspC antigénov spoloZne s DNA sek-
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venciami, expresnymi vektormi a transformovanymi
hostitel'skymi bunkami.

Dal$ic moZnosti, vlastnosti a vyhody tohto vynalezu
budi zrejmé z nasledujiiceho podrobného opisu. Je to
potrebné chapat’ tak, Ze podrobny opis a 3pecifické pri-
klady uskutolnenia, aj ked’ predstavuji vyhodné usku-
to¢nenia vynalezu, si tu uvedené len ako ilustrécie, pre-
toZze odbornikom v oblasti techniky budi na zaklade
tohto podrobného opisu zrejmé rozne mozné zmeny a
modifikacie v rozsahu tohto vynélezu.

V nasledujiicej Casti opisu su struéne opisané obrazky.
Obrazok 1 opisuje 77 kmetiov Borrelia, ktoré boli pouZité
v pokusoch tohto vyskumu. Je opisana krajina povodu a
biologicky zdroj (t. j. lovek, kliedt alebo zviera), z ktoré-
ho boli tieto kmene izolované. Je uvedeny tiez klinicky
materidl, z ktorého boli ziskané Pudské izolaty, a priznak
ochorenia (skratky: CSF znamend mozgovomicchovy
mok, ACA znamena akrodermatitida chronicka atroficka,
EM znamené erytéma migrujica). Su tu uvedené taktieZ
vlastnosti 5 dal$ich kmetiov, ktoré neboli experimentalne
Studované, pretoZe v niektorych analyzach boli pouZité
publikované informécie tykajuce sa tychto kmetiov.

Obréazok 2 uvéadza zoznam adries vietkych dodavate-
lov kmeriov. Obrazok 3 uvadza zoznam monoklonélnych
protilitok a ich antigénové 3pecifiki. Je oznateny tieZ
homoldgny reagujici kmeii a izotyp monoklonalnej pro-
tilatky.

Obrazok 4 uvédza jednotlivé skdre a reprezentativne
kmene kaZdého CMAT vyriedeného CMAT typizainou
schémou.

Obrazok 5 ukazuje dendrogram klastrovej analyzy
uskutotneny s CMAT typizalnymi dajmi. Je uvedend
taktieZ frekvencia vyskytu CMAT medzi testovanymi
kmeiimi, ako je zoskupenie jednotlivych CMAT klastrov
(vietky CMAT s vitSou ako 50 % podobnosti) a CMAT
podskupin (vietky CMAT s vig3ou ako 20 % podobnosti).

Obrazok 6 ukazuje reaként zostavu panelulé OspC-
-$pecifickych monoklonalnych protildtok s kmetimi roz-
nych sérovanych typov.

Obrazok 7 ukazuje velkosti restrikénych fragmentov
ziskanych PCR amplifikaciou OspC génov (pripravenych
ako je uvedené v priklade 4) rozstiepenych enzymami
Dpnll, Ddel a Dral. Sii tieZ uvedené daje, ktoré opi-
suji 35 jedine&nych zostdv restrikénych fragmentov (t. j.
35 OspC RFLP typov) identifikovanych analyzou udajov
restrikénych fragmentov z 82 kmeilov uvedenych v zo-
zname typov kmeilov vybranych ako reprezentantov
kazdého z OspC RFLP typu.

Obrazok 8 ukazuje priradené Ciasto&né nukleotidové
sekvencie 24 OspC génov vybranych z kmertiov patria-
cich OspC RFLP typov 1 aZ 24 na obrazku 1.

Obrazok 8a ukazuje vpiné sekvencie novych OspC
génov podl'a obrazku 8 vritane 3' konca. Obrizok 8a
taktiez obsahuje sekvencie OspC génov kmefiov H13 a
28691.

Obrazok 9 ukazuje priradené &iasto&né aminokyseli-
nové sekvencie odvodené z nukleotidovych sekvencii
podl'a obrazku 8. Oblast, ktord bola sekvenovana, zod-
poveda prvym 92 % maturovaného OspC proteinu.

Obrazok 9a ukazujc Gplné aminokyselinové sekven-
cie novych OspC antigénov podla obrizku 9 vrétane C-
-konca. Obrazok 9a obsahuje tieZ sekvencie OspC anti-
génov kmetlov H13 a 28691.

Obrazok 10 znazorfiuje dendrogram sekven&nych -
dajov OspC proteinu podl'a obrazku 9 ukazujuci fyloge-
neticky vzdjomny vzfah medzi sekvenciami a stupiiom
identity sekvencie. Tato analyza bola pouZita na zarade-

nie OspC proteinov do OspC skupin. Prvky OspC skupi-
ny obsahuji pribuzné OspC sekvencie s vitSou ako 80
identitou. Je tieZ uvedené, 7¢ OspC proteiny sa zhlukuji
(kastruji) druhovo Specifickym spdsobom, ¢o poukazuje
na to, Ze OspC protein sa dediéne klonuje.

Obrazok 11 je zoznamom 20 OspC skupin a uvadza
kmene vybrané ako predstavitelov tychto skupin.

Obrézok 12 sihmne uvéadza vysledky CMAT a OspC
typizatnych analyz 82 kmeriov z obrazku 1. Tieto Gdaje
st zoradené podl'a OspC skupiny a RFLP-typu, aby zna-
zomili vyskyt frekvencie, s ktorou kmene patria do pri-
sludnej OspC skupiny. Kmenc, ktoré neboli priradené k
OspC skupine, st oznagené 99. St uvedené biologické a
zemepisné pdvody tychto kmetiov, aby sa umoznilo po-
rovnanie tychto parametrov s OspC skupinou. Hodnoty
CMAT boli priradené 5 kmetiom, pre ktoré bol publiko-
vany opis, ale ktor¢ neboli testované (t. j. kmene B. bur-
gdorferi, B. afzelii a B. garanii odpovedaji CMAT 1,3 a
4). OspC sérovary neboli priradené vietkym kmetiom; 5
kmeriov bolo nedostupnych (NA), d'alie neboli testova-
né (NT), pretoZe exprimujii nedostatoéné mnoZstva
OspC na spolahlivi typizéciu, a nicktoré boli testované,
ale boli nereaktivne (NR) s panelom monoklondinych
protilatok.

Obrézok 13 uvadza zoznam sekvencii mapovanych
OspC epitopov spolu s frekvenciami ich vyskytu medzi
analyzovanymi kmeiimi. Na konci tabufky st monoklo-
ny zoradené do kategorii podl'a frekvencie, s ktorou rea-
guji so 77 kmefimi v tejto Stadii.

Obrazok 14 ukazuje mapu generalizovaného OspC
proteinu  oznafujiceho umiestnenie epitopov mnohych
BBM moncklonélnych protildtok oznatenych ich ¢islami.

Obrazok 15 ukazuje vysledky pokusov aktivnej imu-
nizcie pouZitim modelu gerbil. Skupiny zvierat boli i-
munizované vytistenymi variantmi OspC proteinov bud’
rovnakych (H7) alebo réznych OspC skupin (ZS7, PKO
a W) na vybrany kmetl Orth. Vysledky ukazuju, Ze exis-
tuje silnd skrizend ochrana, ak sa imunizuje variantom
rovnakej skupiny, ktora je exprimovana vybranym kme-
fiom, a tiez Ze existuje mala alebo Ziadna ochrana, ak sa
imunizuje OspC variantom inej OspC skupiny na vybra-
ny kmefi.

Obrazok 16 zhrnuje informacie o OspC typizécii a
distribtcii fudskych izoldtov medzi réznymi OspC typ-
mi. Je uvedena tieZ $pecifickost a prevaha OspC proti-
latok pritomnych v 'udskom sére pri lymskej chorobe z
Ceskej republiky. Specifickost OspC protilatky bola de-
finovana testovanim na panel 18 réznych kmetiov Borre-
lia reprezentujicich 16 OspC skupin.

Obréazok 17 ukazuje kvasinkovy expresny vektor pPC-
-PP4 s OspC kodujiaci sekvenciu pod transkriptnou kon-
trolou metanolom indukovateného AOX-1 promotora.

Obrazok 18 ukazuje vysledky pokusov aktivnej imu-
nizacie pouZitim modelu gerbil. Zvierata boli imunizo-
vané vy¢istenym OspC proteinom odvodenym od kmeiia
Orth B. burgdorferi a rekombinantne produkovanom v P.
pastoris GS115/pPC-PP4. Vysledky ukazuji na silni
ochranu OspC proteinom odvodenym od Borrelia i od
kvasiniek.

Obrazok 19 ukazuje priklady prostricdkov OspC
vakciny navrhnutych ako ochrana proti klonom alebo
klonovym klastrom Borrelia spdsobujucich lymski cho-
robu stivisiacich so $pecifickym ochorenim l'udi.

V d'alsej &asti opisu je podrobne opisany tento vyna-
lez. Pomocou sérovaru, polymorfie dizky restrikéného
fragmentu (RFLP) a sekvenénej analyzy opisanych po-
drobnejdie, bolo zistené, Ze napriek vysokému stupilu
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heterogenity OspC proteinu v réznych izolatoch lymskej
choroby, sa OspC proteiny mdZu zostavit do obmedze-
ného pottu skupin na zaklade, okrem iného, podobnosti v
sekvencii aminokyselin. Zavery tohto zistenia si podfa
tohto vynalezu realizované navrhnutim vakcinovych
prostriedkov, ktoré vzhladom na rdzne kmene davajii vy-
soku tirovett skriZenej ochrany, ktora predtym nebola do-
siahnuta.

Aby sa ziskala takato skriZena ochrana, musi existo-
vat’ schopnost’ predpovedat’ efektivnost’ zloZiek prislus-
nej vakeiny pri ochrane proti vietkym moZnym kmetiom
spOscbujicich ochorenie. Podl'a tohto vynalezu sa tento
problém rie3i tym, Ze heterogenita zloZiek ochrannych
antigénov vo vakcine odraZa heterogenitu nachadzajicu
sa v prirode. Najmi potom v OspC proteine sa toho do-
siahne pripravou vakcin, ktor¢ obsahuji predstavitelia
vietkych OspC skupin zistenych tu opisanou sekventnou
analyzou. Prikladom takéhoto prostriedku je, Ze do vak-
ciny sa prida 20 OspC proteinov, ktoré si reprezentantmi
vietkych uvedenych OspC skupin. OspC skupina je defi-
novana sama osebe skupina OspC proteinov, ktord ma
vacEiu ako 80 % identitu v sekvencii aminokyselin oproti
92 % identite maturovaného OspC proteinu, t. j. okrem
informdcii pre leader sekvenciu 18 aminokyselin a kon-
covu sekvenciu 16 aminokyselin, ako je uvedené na ob-
razkoch 9, 9a a 10.

Tento vynalez sa tyka teda imunogénneho prostried-
ku obsahujliceho jeden alebo viac OspC antigénov v
podstate vygistenych z kaZdej z 20 OspC skupin, ktoré
prvykrét opisali autori tohto vynalezu. Pouzitie napriklad
20 antigénov je zlepSenim oproti perspektive zahrnutia
vietkych moznych OspC variantov najdenych v prirode
(pozri 35 tu opisanych OspC RFLP typov). Podla iného
aspektu tohto vyndlezu sa prostriedok vakciny lymskej
choroby d'alej zjednodus$i obmedzenim poltu antigén-
nych zloZiek takym spdsobom, ktory nezniZuje ochrannii
G&innost’ vakciny, spojenou aplikaciou OspC typizal-
nych udajov a epidemiologickych tudajov. Prikladmi
tohto postupu, ako si podrobnejSie opisané, su
a) navrh vakcinovych prostriedkov na pouZitie v prislus-
nej zemepisnej oblasti, ako je Severna Amerika a Euré-
pa, alebo v prisludnej krajine, akou je Rakiisko a
b) navrh vakciny, ktora je uréena ako $pecifickd ochrana
len proti tym klonom, identifikovanych CMAT analyzou,
ktoré suvisia s ochorenim fudi.

V jednom uskutolneni podfa ad a) je pripravend
vakcina na pouZitie v Severnej Amerike a obsahuje anti-
gény, ktoré su predstavované len tymi OspC skupinami,
ktoré boli pozorované v americkych kmefoch, najma v
skupine 2 a 3 (pozri obrazok 12).

Podla iného uskutolnenia sa pripravuje vakcina na
pouZitic v Severnej Amerike, ktord obsahuje kmene zo
skupin 2, 3, 18 a 20. Na identifikéciu klonov Borrelia
spbsobujicich lymskd chorobu bola CMAT analyzou
uskutoénend 3truktirna analyza populdcie. ,,CMAT
(typ)* je definovany ako jedineény devatmiestny vysle-
dok pochadzajici z kombinovaného skére variantov
molekulovych hmotnosti deviatich detegovanych zna-
mych membranovych antigénov, v niektorych pripadoch
rozne rozliSiteFnych danym radom monoklonélnych pro-
tilatok Specifickych pre tieto antigény. ,,CMAT klaster
je skupinou pribuznou CMAT (typov) s aspofi 50 % po-
dobnostou v ich CMAT vysledku. ,CMAT skupina* sa
tu pouZiva na oznatenie skupiny CMAT typov, ktoré
maji viac ako 20 % podobnost’ v ich CMAT vysledku.
CMAT skupina mbZe teda obsahovat' niekol’ko CMAT

klastrov, ktoré d’alej méZu obsahovat niekolko CMAT
typov.

»Klon* je definovany ako CMAT typ obsahujici viac
ako jeden kmeti alebo inak, klon znamend skupinu kme-
fiov, ktoré maju rovnaky CMAT typ a su teda povaZova-
né za pochadzajice zo vieobecného dediéného kmetia.
»Klonovy klaster” je skupinou pribuznych klonov na a-
rovni CMAT Kklastra (t. j. takd, Ze jej CMAT typy maju
vasiu ako 50 % podobnost). ,Klon siivisiaci s ochore-
nim &loveka™ je taky klon, o ktorom je moZné na zaklade
epidemiologickych a klinickych udajov uviest, Ze asto
stvisi s ochorenim &loveka. Podobne ,klonovy klaster
siivisiaci s ochorenim &loveka™ je taky klonovy klaster, o
ktorom je moZné na zéklade epidemiologickych a klinic-
kych tdajov uviest,, Ze Casto suvisi s ochorenim Eloveka.
V uskuto¢neni podla ad b) sa teda pripravuje OspC vak-
cina proti CMAT klonom 1.2.4 a 3.2.13 a klonovym
klastrom 4.2.17, 4.2.18, 4.2.20 a 4.2.22, ktoré sivisia s
ochorenim ¢loveka.

O OspC je zname, Ze je vhodnym imunogénnom na
vyvolanie ochrannej imunitnej odpovede vo zvieracich
modeloch lymskej choroby, ak vybranym organizmom je
rovnaky izolat lymskej choroby, z ktorého je odvodeny
OspC. Ale vd’aka sérologickej heterogenite OspC protei-
nov medzi kmefimi Borrelia lymskej choroby sa predpo-
kladalo, Ze imunizacia OspC z jedného kmeila nemusi
chrénit’ proti infekcii Sirokym rozpétim izolatov Borrelia
lvmskej choroby. Bola zistend potreba vyhodnotit' tento
predpoklad zaloZeny na 3tudiéch skriZenej ochrany (pri-
klad 6). Na ziklade tychto Studif je zrejmé, Ze vakcina
zaloZena na OspC by mala obsahovat' niekolko serolo-
gicky rozdielnych foriem OspC. Predpokladom pros-
triedku takejto nasobnej OspC vakciny je znalost’ stupfia
rozdielnosti réznych foriem OspC a toho, ako spolu tieto
rozdielne formy suvisia. Tato informécia sa potom apli-
kuje podla tohto vynalezu pri vyvoji novych vakcino-
vych prostriedkov proti lymskej chorobe, ktord spdso-
buje Borrelia.

Prvym stupiiom, ktory vedie na ziskanie potrebnej
informécie, bol vyvoj typizatného systému zaloZeného
na monoklonélnej protilatke (priklad 1) na charakterizo-
vanie OspC proteinov z roznych kmeiiov Borrelia sposo-
bujacich lymsku chorobu. Aby sa zistilo, Ze sa bude a-
nalyzovat najSir3ie rozpitie OspC proteinov, bol Studo-
vany velky pocet kmefiov Borrelia spésobujicich lym-
sk chorobu (t. j. bolo vybratych 62 z 82 kmetiov uvede-
nych na obrdzku 1 ako produkujicich dostatoéné mnoz-
stvo OspC, ¢o umoZiiuje rozumnu charakteriziciu) z
rozmanitych zemepisnych miest a izolovanych z Fudi
(napriklad pokozky, mozgovomiechovej kvapaliny a kr-
vi), zvierat a klie$tov. Inym kI'di€ovym aspektom tejto a-
nalyzy bolo pouzitie velkého po¢tu monoklonalnych
protilatok Specifickych na OspC (uvedené v priklade 25),
ktoré boli produkované nielen na jeden OspC protein, ale
na $est’ rdznych OspC proteinov, &im sa zvySuje rozma-
nitost OspC epitopov schopnych byt rozliSenych a teda
zvy3uje sa GGinnost rozlifovat rozne OspC proteiny. U-
daje ziskané touto analyzou jasne ukézali, Ze existuje
velky stupeti sérologickej homogenity medzi OspC pro-
teinmi z r6znych zdrojov. Prikladmi tychto reakénych
zoskupeni 16 réznych typov, alebo sérovarov, OspC, kto-
ré boli identifikované v zbierke 13 monoklonalnych pro-
tilatok, st uvedené na obrazku 6. 12 kmefiov bolo nety-
pizovatelnych, pretoZe nereagovali so Ziadnou z mono-
klonalnych protilatok.

Aj ked’ typizécia OspC serologickymi prostriedkami
bola vysoko efektivna, nebola vSak uplnd, pretoZe vyZa-
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duje jednak, aby OspC bol exprimovany ako hlavny
protein a jednak, Ze je dostupny rad protilatok so irokym
rozpitim Specifikdcie. Z vysledkov serovarovej analyzy
bolo jasné, Ze Uplné spekitrum antigénovej rozmanitosti
nebolo detegované pouzitymi monoklondlnymi protilat-
kami, aj ked’ boli vybrané tak, aby sa tento problém mi-
nimalizoval. Heterogenita OspC bola preto d’alej $tudo-
vani analyzovanim polymorfie diZok retrikénych frag-
mentov (RFLP), ku ktorej dochadza v OspC géne (pri-
klad 3). Analyza Gdajov 82 kmefiov (t. j. experimentalne
tdaje zo vietkych 77 kmefiov v nadej zbierke kultir a in-
formicie odvodené z 5 publikovanych OspC sekvencii -
- pozri obrézok 1) odhalili pritomnost’ 35 réznych RFLP
OspC typov. Aj ked' tento spdsob deteguje viac variacii,
ako je zrejmé zo serovarového typizovania, medzi vy-
sledkami ziskanymi tymito dvoma spdsobmi existuje
mimoriadne dobra zhoda (obrazok 12).

Klasifikacia kmefiov Borrelia na serovary a RFLP-
-typy podla ich OspC proteinu alebo génu umoziiuje
podra tohto vynalezu zvolit' na podrobne;jiiu charakteri-
zaciu obmedzeny poget OspC variantov, ktoré sa repre-
zentativne na populéciu ako celok. Bol teda vybrany pa-
nel 29 kmetiov obsahujiici jeden alebo viac predstavite-
fov kaZzdého z najtastejSie pritomnych OspC typov.
OspC gén bol amplifikovany PCR a bola stanovena
nukleotidova a odvodend aminokyselinova sekvencia
(pozri priklad 4). Aminokyselinovéa sckvencia maturova-
ného OspC proteinu (od cystelnu 19 ; pozri US patentova
prihlaska ¢. 07/903 589, uvedena ako odkaz) bez posled-
nych 16 aminokyselin bola pouZitd na stanovenie vzd-
jomného vztahu medzi OspC proteinmi réznych OspC
serovarov/RFLP-typov.

Ako dal3ia kontrola platnosti typizaénych systémov
a na zistenie, ¢i existuje d’aldia heterogenita v danom
OspC type, bol skimany vzajomny vztah medzi blizko
pribuznymi OspC proteinmi od rovnakého OspC typu.
Nukleotidova a odvodend aminokyselinova sekvencia
OspC proteinov z 24 kmetiov si uvedené na obrazkoch 8
a 9 (t. j. 22 sekvencii z tejto 3tudie a 2 publikované sek-
vencie pre kmene 2591 a PBI). Dendrogram ukazujci
fylogeneticky vzajomny vztah medzi OspC proteinom je
uvedeny na obrazku 10.

Imunogén zaloZeny na OspC antigéne podla tohto
vynélezu obsahuje zmes réznych serologickych foriem
prirodzene sa vyskytujiceho OspC proteinu. V inom
uskuto¢neni podla vyndlezu imunogenny prostriedok ob-
sahuje OspC varianty alebo OspC mimetika OspC anti-
génov. Okrem OspC proteinu ziskaného z buniek Borre-
lia lymskej choroby, ako je uvedené, sa teda mézu pou-
zivaf' rekombinantné OspC varianty prirodzene sa vy-
skytujicej molekuly (,,OspC varianty*) a ,,mimetika® -
- zlGteniny, ktoré maji mimotopy a ktoré napodobiiuji
OspC epitopy.

Do kategérie OspC variantov patria napriklad oligo-
peptidy a polypeptidy zodpovedajiice imunogénnym
Castiam OspC molekuly a akejkofvek neproteinovej i-
munogénnej Casti OspC molekuly. Variant je teda chapa-
ny tak, Ze zahrnuje polypeptid, ktory je homolégny s pri-
rodnym OspC molekulou a zachoviva si nipadné imu-
nologické vlastnosti prirodnej OspC molekuly. V tomto
zmysle ,,homolégia“ medzi dvoma sekvenciami zahmuje
podobnost’ kratkej identity indukujicej odvodenie prvej
sekvencie od druhej. Napriklad polypeptid je ,homoldg-
ny* s OspC vtedy, ak obsahuje aminokyselinovii sekven-
ciu, ktord zodpoveda epitopu rozliSenému OspC ¥peci-
fickymi protilatkami alebo T-bunkami. Takéto sekvencia
moéZe byt dlhd len s niekolkymi aminokyselinami a mo-

Ze byt linedrnou determinantou alebo sekvenciou, ktora
vznikne vtedy, ak aminokyseliny z oddelenych &asti linc-
amnej sekvencie si priestorovo postavené vedla seba za
proteinovym vinutim alebo vtedy, ak sii podrobené modi-
fikacii kovalentnej vizby. Aminokyselinové sekvencie,
ktaré sii antigénnymi determinantmi na G&ely podra tohto
vynélezu, mbZu byt stanovené napriklad technikou ana-
lyzy monoklonalneho mapovania, ktoré je odbornikom v
oblasti techniky znéme, pozri Regenmortel: Immunology
Today 10, 266 (1989) a Berzofsky a kol.: Immunological
Reviews 98, 9 (1987). Napriklad podla tohto vynalezu
OspC antigén obsahuje jednu alcbo viac z nasledujicich
sekvencii aminokyselin (obrézok 13):

1) VKLSESVASLSKAA,

2) TDNDSKEAILKTNGT,

3) KELTSPVVAETPKKP,

4) FVLAVKEVETL,

5) YAISTLITEKLKAL,

6) PNLTEISKKITDSNA,

7) ASANSVKELTSPVV,

8) SPVVAETPKKP,

9) GKKIQQNNGLGA a

10 ) SPWAESPKK,

alebo varianty, alebo mimetika uvedenych sekvencii e-
pitopov. Vo vyhodnom uskutoZneni by vakcina obsaho-
vala peptidy zodpovedajiice serotypovo Specifickym e-
pitopom vybranym z jedného alebo z viacerych tu opisa-
nych OspC proteinov z OspC skupin. Studie skrizene;
ochrany (priklad 6) ukazujd, Ze ochranna imunita je se-
rotypovo indukovana $pecifickymi epitopmi. Prikladom
serotypového pecifického epitopu je sekvencia &islo 2 z
kmetia Orth, ktora je rozliSovana monoklonalnymi pro-
tilitkami BBM38 a BBM39, ktoré su Specifické pre
OspC proteiny z OspC skupiny 5 (serovar 4). Tento epi-
top zodpoveda predpokladanému epitopu (DNDSKE)
predpovedanému z analyzy hydrofilnosti Orth OspC. Je
moZné predpokladat, Ze potencidlne serotypovo 3peci-
fické epitopy sa vyskytuju medzi aminokyselinovymi
zvy3kami 120 aZ 155 (zatinajic od prvého cysteinového
zvysku) v OspC proteinoch z inych OspC skupin (priklad
4). Takato vakcina mdZe obsahovat’ varianty alebo mi-
metikd peptidovych sekvencii, ako je to d’alej opisané.
Testovanie podobnosti tohto typu je moZné uskutoéiiovat
tieZ $tidiom kompetitivnej inhibicie v pripade protilatok
alebo proliferaciou T-bunkami.

Polypeptidy, ktoré sa kvalifikuji ako OspC varianty
podla tychto kritérii, sa méZu pripravovat podla tohto
vynilezu konvenénymi reverznymi genetickymi sp6-
sobmi, t. j. navrhnutim genetickej sekvencie zaloZenej na
aminokyselinovej sekvencii, alebo konvenénymi gene-
tickymi strihovymi spdsobmi. Napriklad OspC varianty
sa moZu produkovat’ technikami, ktoré zahrnuju miestne
riadeni mutagenézu alebo oligonukleotidom riadend
mutagenézu, pozri napriklad ,Mutagenesis of Cloned
DNA* v Current Protocols in Molecular Biology* 8.0.3 a
nasl. (Ausubel a kol,, re., 1989) (,,Ausubel*).

Inymi OspC variantmi v tomto vynaleze su moleku-
ly, ktoré zodpovedaji &asti OspC, alebo ktoré obsahuji
¢ast’ OspC, ale nesiihlasia s prirodnou molekulou a ktoré
majii imunogénnu aktivitu OspC vtedy, ak si pritomné
samotné, alebo ak si napojené na nosi€. OspC variant
tohto druhu by mohol byt reprezentovany skutoénym
fragmentom prirodzenej molekuly, alebo by mohol byt
polypeptidom, ktory je syntetizovany de novo alebo re-
kombinantne.

Na pouZitie v rekombinantnej expresii OspC alebo
OspC variantu by polypeptidova molekula kédujica ta-
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kuto molekulu vyhodne obsahovala sekvenciu nukleoti-
dov zodpovedajiicu poZadovanej aminokyselinovej sek-
vencii, ktora je optimalizovana pre zvolen¢ho hostitela,
pokial’ ide o pouZity kodon, iniciaciu translacie a expre-
siu komeréne vhodného mnozstva OspC alebo poZadova-
ného OspC variantu. Vektor vybrany na transformovanie
zvoleného hostitel'ského organizmu takouto polynukieoti-
dovou molekulou by mal tiez umoZziiovat ucinné zachova-
nie a transkripciu sekvencie kodujlcej polypeptid. Kodu-
jica polypeptidovd molekula méze kédovat chimémy
protein, to znamend, Zze mdZe mat’ nukleotidovu sekvenciu
kodujacu imunologickt ¢ast’ OspC molekuly odStiepitelne
napojent na kodujucu sekvenciu ne-OspC Casti, akou je
signalny peptid pre hostitel'ski bunku.

Na izolovanie DNA segmentu, ktory koduje OspC
molekulu, sa podla publikovanych spdsobov pripravi
celkovdi DNA Borrelie spdsobujiica lymski chorobu,
pozri napriklad Maniatis a kol.: Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratories,
NY 1982) a Baess: Acta Pathol. Microbiol. Scand. (Sect.
B) 82, 780 (1974). Takto ziskand DNA sa mdZe Ciastod-
ne rozdtiepit’ reStrikénym enzymom. Ziska sa viac-mengj
nahodna zostava gendmovych fragmentov. Na tento udel
je vhodny enzym s tetranukleotidovym rozlisovacim
miestom, akym je Sau3A (Mbol). Fragmenty z tohto
¢iasto¢ného $tiepenia sa potom moézu frakcionovat’ podla
velkosti, napriklad odstred'ovanim sachar6zovym stup-
fiom, (pozri Maniatis) alebo elektroforézou na géle s pul-
zujlicim polom, pozri Anal. Trends in Genetics (novem-
ber 1986), str. 278. Ziskaju sa tak fragmenty s dlzkou,
ktora je porovnatelna s DNA kodujiicou OspC molekulu.

Podl'a dobre znamych opisanych spdsobov, napriklad
v Ausubelovi na 5.0.1 a nasl., méZu byt vybrané frag-
menty klonované do vhodného klonovacieho vektora.
Takto ziskand DNA by sa potom mohla vloZit' napriklad
do miesta BamHI klonovacieho vektora puC18. Chimér-
ne plazmidy alebo fag, okrem iného, produkované napo-
jenim fragmentov vybranych velkosti na klonovaci vek-
tor, sa potom modZzu transformovat do E. coli alebo do i-
nych hostiteI'skych buniek, kde st testované na expresiu
kédovaného proteinu. Na prehl'adavanie kniZnic sa mézu
pouZit’ rozli¢né spdsoby, ktorymi sa identifikuje klon ob-
sahujuci OspC gén. Medzi tieto spdsoby patri hybridi-
za¢né prehl'adévanie sondou 3pecifickou pre OspC, akou
je oligonukleotidova sonda, alebo vyhladavanie expresie
OspC antigénu pomocou imunologického &inidla $peci-
fického pre OspC. Posledné je mozné uskutoliiovat’ i-
munoblotovanim kniZnice anti-OspC monoklonalnymi
protilatkami alebo Specifickou polyklonalnou protilatkou
pripravenou zo Zivotichov imunizovanych vy&istenym
OspC. Sotva je raz klon obsahujici DNA kédujuci OspC
v kniZnici identifikovany, mdZe sa izolovat DNA, Gplne
charakterizovat” oblast kodujiica OspC protein (ako je
sekvenovanie) a nasledne je mozné DNA pouZit na pri-
pravu OspC expresnych vektorov vhodnych na pripravu
OspC-aktivneho proteinu.

Ako bolo uvedené, na ziskanie efektivneho imuno-
génu by mala byt 3truktira rekombinantne exprimova-
ného pC proteinu dostatoéne podobnd Struktire prirod-
ného (nedenaturovaného) OspC, aby protein indukoval
produkciu ochrannych protilatok. Je vyhodné exprimo-
vat’ DNA kédujicu OspC tak, Ze nenastane intracelular-
na proteolyza a agregécia expresného produktu v denatu-
rovanej forme. Jednym zo spdsobov, ako zabranit' to-
muto problému je rekombinantne produkovat’ pC v sys-
téme hostitel-vektor, ktory poskytuje sekréciu pC z hos-
titel'skej bunky, vyhodne priamo do kultivaéného média.

Jednym takymto systémom je Bacillus subtilis. Je mozné
skonstruovat’ vhodny sekreény vektor pre B. subtilis na-
viazanim signalnej sekvencie B. amyloliguefaciens
-amylazy, pozri Young a kol.: Nucleic Acid Res. 11, 237
(1983), na Bacillus plazmidovy vektor pUB110, ako to
opisal Ulmanen a kol.: J. Bacteriol. 162, 176 (1985).
Podra tohto pristupu sa sekvencia koédujica cudzi protein
klonuje v smere vldkna prométora a ribozémového
vizbového miesta a signélnej -amylazy. Transkripcia a
translacia OspC je pod kontrolou -amylazového proma-
tora translaéného postupu tejto konstrukcie. Sekrécia pC
z hostitel'skej bunky sa dosiahne -amylazovou signalnou
sekvenciou. Tento vynélez zahrnuje expresné vektory,
ktoré sit funk&né v prokaryotoch rovnako ako v eukary-
otoch. Boli opisané podobné vektory na pouZitie v kva-
sinkach. Tymito vektormi je moZné dosiahnut’ expresnu
sekréciu OspC v kvasinkach. Vhodny expresny vektor je
mozné skondtruovat naviazanim sekvencie kddujicej
OspC na indukovatelny prométor v kvasinkovom repli-
ka¢nom plazmide. Podla tohto pristupu sa sckvencia ké-
dujica cudzi protein klonuje v smere vldkna, napr. AOX-
1 prométora. Transkripciu a translaciu je moZné induko-
vat’ pridanim metanolu ku kultivaénému médiu. Je moz-
né ziskat’ bud’ intracelularnu expresiu, alebo sekréciu cu-
dzieho proteinu (naviazanim signélnej sekvencie na ko-
dujicu sekvenciu maturovaného proteinu). Vyhodnym
kvasinkovym kmetiom je Pichia pastoris. V kvasinkach,
najmi P. pastoris, boli ziskané vysoké vytarky expres-
nych produktov.

Inym spésobom exprimovania OspC v systéme hos-
titel-vektor, ktory sa vyhyba proteolyze, agregacii a de-
naturécii, je pouZitie virusu vakcinie ako vektora schop-
ného expresie v rozli¢nych hostitel'skych bunkach cicav-
cov citlivych na infekciu vakcinii. Tento pristup by vy-
Zadoval pripravu rekombinantného vektora odvodeného
od virusu vakcinie, v ktorom je pC gén umiestneny pod
kontrolu prométora, spolu so signdlmi translacie a sekré-
cie vhodnych na exprimovanie OspC proteinu u hostitela
infikovanc¢ho vakciniou, pozri US patent & 4 603 112,
ktorého obsah je tu zahmuty ako odkaz, tento plazmid by
obsahoval tieZ 5' k oblastiam kontroly transkripcie a 3' k
3' signalom terminicie a polyadenylacie, obklopujicej
sekvencie, ktoré prispievajii na homolégnu rekombinéciu
v genome vakcinie divokého typu. Ak sa do hostitel'skej
bunky infikovanej vakciniou zavedie konStrukcia tohto
druhu, obklopujice sekvencie riadia rekombinéciu medzi
plazmidovym vektorom a virusom vakcinic tak, Z¢ klo-
nované Struktiima sekvencia (tu kddujica OspC) sa stava
jej stcastou, mnoZi sa a je exprimovana virusom vakci-
nie. Oblast medzi obklopujicimi sekvenciami vyhodne
obsahuje tieZ taky selektovatelny marker, Ze v pritom-
nosti selekéného média preZijh len tie bunky, ktoré obsa-
huju rekombinovany virus vakcinie (a v tejto suvislosti
sekvenciu kodujlicu polypeptid s aktivnym OspC).

Rekombinantny virus vakcinie produkovany tymto
spdsobom je moZné pouZit’ na infikovanie buniek cicav-
cov, akymi st bunky Vero, alebo bunky CVI, ktoré su
vhodné na fermentatny rast s vysokou hustotou. OspC-
-aktivny protein exprimovany v tychto bunkdch poéas
fermentacie by mal byt sekretovany do fermentatného
média, z ktorého by bol vy&isteny zndmymi spdsobmi.

Okrem prirodného OspC a OspC variantu zahrnuje
tento vynalez zlaCeniny (,mimetikd“), ktoré napodob-
fiuju OspC epitopy (,mimotopy*). Jednym z prikladov
mimetika je anti-idiotypovd protilatka, t. j. protiltka,
ktord je produkovanad imunizovanim Zivo¥icha protilat-
kou, ktora sa Specificky viaZe na epitop na antigéne. An-
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tiidiotypova protilétka rozliSuje a zodpoveda spojenému
miestu na prvej protilitke. Tvar tohto miesta spojenia
preto velmi pripomina epitop, ktory spadne do spojova-
cicho miesta prvej protilitky. Pretoze antiidiotypova
protilatka m& miesto spojenia, ktorého tvar napodobiuje
pdvodny antigén, méZe byt pouZivani ako vakcina na
vznik protilatok, ktoré reagujii s pévodnym antigénom,
pozri Fineberg a Ertl: CRC Critical Reviews in Immu-
nology 7, 269 (1987). Prislusné mimetik4 je mozné iden-
tifikovat’ testovanim pomocou OspC protilitky, ktora
deteguje, ktoré zliceniny sa na fiu viaZu alebo by mohli
byt produkované molekularnym modelovanim, pozri
Morgan a kol.: ,Approaches to the Discovery of Non-
Peptide Ligands for Peptide Receptors and Peptidases® v
Annual Reports in Medicinal Chemistry (Academic Press
1989),:str., 243 a d'al3ie.

Vakeina podla tohto vynélezu je uréend na imuniza-
ciu Zivoticha vritane Eloveka, ktory na flu reaguje, proti
lymskej chorobe. Pojem ,imunogén® znamena antigén,
ktory vyvolava 3pecifickil imunitnti odpoved’ smerujicu
na humoralnu alebo bunkami sprostredkovand imunitu, v
tomto pripade na infekciu Borrelii. ,,Jmunita® teda zna-
mena schopnost’ jednotlivca T'ahic odolavat’ alebo pre-
konavat’ infekciu v porovnani s jednotlivcami, ktori nie
st imunizovani, alebo znasat’ infekciu bez toho, aby boli
klinicky ovplyvneni.

Imunogén podla tohto vynalezu méze d'alej obsaho-
vat prijatePny fyziologicky nosi&. Takéto nosite sa vel-
mi dobre zndme z doterajSicho stavu techniky. Patria
medzi nich makromolekularne nosice. Prikladom vhod-
ného nosia pre cicavcov je tuberkulinovy PPD, hovidzi
sérovy albumin, ovoalbumin alebo KLC (kezyhole lim-
pet hemocuanin). Nosi¢ by mal byt’ vyhodne netoxicky a
nealergicky.

Imunogén méZe d’alej obsahovat pomocné &inidlo,
akym je hlinita zli¢enina, voda, emulzia rastlinnych ale-
bo minerdlnych olejov (napr. Freundov adjuvant), lipo-
z6my, ISCOM (imunostimulany komplex), vo vode ne-
rozpustné skl4, polyaniény (akym je poly A:U, dextran-
sulfit alebo lentinan), netoxické analégy lipopolysacha-
ridov, muramyldipeptid a imunomodula¢né zlideniny
(napriklad interleukiny 1 a 2) alebo ich kombinacie. Vy-
hodnym pomocnym &inidlom je hydroxid hlinity. Imu-
nogenita méZe byt zvyena tieZ u tych cicavcov, ktori
dostali Zivé oslabené bakteridlne vektory, ako je Salmo-
nella alebo Mycobacteria, alebo virusové vektory podob-
né vakcinii, ktoré exprimuji OspC aktivny polypeptid.

Sposoby pripravy takychto imunogénov su dobre
zname v danej oblasti techniky. Napriklad imunogén
podfa tohto vynilezu mdZe byt lyofilizovany na nasled-
nu rehydrataciu vo fyziologicky prijatefnom nosidi, a-
kym je soPny alebo iny fyziologicky roztok. V kazdom
pripade sa vakcina podfa tohto vynélezu pripravuje
zmieSanim imunologicky efektivneho mnozstva OspC s
nosi¢om v takom mnoZstve, ktoré poskytuje pozadovanii
koncentriciu imunogénnej w&inncj zlozke vakciny.
MnoZstvo tejto zlozky vo vakcine bude zavisiet od ci-
cavca, ktory je imunizovany, pri¢om sa berie do uvahy
vek a hmotnost’ subjektu, rovnako ako imunogenita imu-
nogénnej zlozky pritomnej vo vakcine. Vo vitsine pri-
padov bude mnoZstvo imunogénnej zlozky vakciny v
rozpiti od 1 do 100 g na antigén v davke, vyhodne od 10
do 50 g na antigén v davke.

V este inom uskuto&neni podla vynalezu imunogen-
ny prostriedok pozostava z jedného alebo z viacerych
OspC antigénov, OspC variantov, OspC mimetik alebo
OspC antigénov v podstate vycistenych z kazdej OspC

skupiny na obrazku 11 exprimovanych klonmi a klono-
vymi klastrami sivisiacimi s Pudskym ochorenim, ako jc
to opisané v priklade 1.

Tento vynalez teda podl'a narokov 1 aZ 3 zahrnuje i-
munogenné prostriedky OspC antigénov Borrelia lym-
skej choroby obsahujice jeden alebo viac, vyhodne
dvoch alebo viac, OspC antigénov z 20 beine rozlise-
nych OspC skupin, ako to dokumentuje obrazok 11, ale-
bo jeden alebo viac OspC antigénov z kazdej z 20 bezne
rozli%enych OspC skupin podl'a obrazku 11. Okrem uve-
denych OspC antigénov méZe tito kombinacia obsaho-
vat OspC varianty alebo OspC mimetikd uvedenych
OspC antigénov, OspC variantov alebo OspC mimetik,
ktoré maju taka Strukturu, ktord je dostatoéne podobna
prirodnému OspC na indukovanie ochrany ochrannymi
protilatkami.

Obrazok 11 znazoriiuje sckvenciu podstatnych epito-
pov. Podl'a tohto vyndlezu sem patria OspC antigény,
ktoré obsahuja jeden alebo viac takychto epitopov. Tieto
antigény alebo polypeptidy podla tohto vynalezu teda
obsahuji aspoii epitolovi sekvenciu, ktora je uvedens na
obrazku 13. Tato epitopova sekvencia mdZe byt taka
kratka, ako je aminokyselinova sekvencia uvedend v za-
tvorkach na obrazku 13.

Ako daldie uskutognenie tento vynélez obsahuje tiex
imunogénne prostriedky, ktoré obsahujii bud’ jeden alebo
viac, vyhodne dva alebo viac, OspC antigénov OspC
skupin podfa obrazku 19 alebo jeden alebo viac antigé-
nov z kazdej OspC skupiny podl'a obrazku 19. Tieto i-
munogénne prostriedky st obsiahnuté v patentovych na-
rokoch 4 az 6.

V inom uskuto¢neni sa pripravuje imunogénny pros-
triedok na ochranu proti kmefiom Borrelia spdsobujtcich
lymskt chorobu v prisluinej zemepisnej oblasti. Podl'a
jedného uskutoénenia sa pripravuje teda vakcina, ktord
vyhodne chrani proti takym kmefiom Borrelia sposobu-
Jucich lymski chorobu, ktora sa najviac vyskytuje v Se-
vernej Amerike. V inom uskutoéneni sa pripravuje vak-
cina, ktora vyhodne chrani proti takym kmetiom Borrelia
spdsobujicich lymski chorobu, ktoré sa najviac vysky-
tuje v Eurpe. V tretom uskutoéneni sa pripravuje vakci-
na proti takym kmefiom Borrelia sposobujucich lymski
chorobu, ktoré sa najviac vyskytuji v Rakdsku. Vakci-
nové prostriedky pre kaZdii z tychto zemepisnych oblasti
sl uvedené na obrazku 7.

Okrem OspC vakcinovych prostriedkov sa uvaZuje
tieZ 0 kombinovanej OspA/OspC vakcine, pretoZe tato
vakcina méZe byt lep§ia ako vakcina pripravena s kaz-
dym antigénom samostatne z tychto dévodov:

1. preto, Ze kmene Borrelia spdsobujice lymské chorobu
nemusia vZdy exprimovat' jeden alebo druhy z tychto
antigénov, ale vZdy exprimuju bud’ OspA alebo OspC,

2. bolo opisané, Ze existuje nepriamoiimerna regulacia
tychto dvoch antigénov, t. j. takd, Ze ak je expresia jed-
ného zniZend (napriklad ako odpoved’ na imunitna odpo-
ved’), expresia druhého je zvy3en4,

3. aspofl v in vitro §tididch s OspA bolo dokézané, Ze
mbZu vznikat mutanty, ktoré unikaji vakcine. Existuje
teda problém, ktory je mozZné obist' zahrnutim druhého
antigénu do vakciny, pretoze dvojitd muta&na schopnost
v dvoch nezévislych antigénoch je nepravdepodobna,

4. imunitnd odpoved® otkovanych na prislu$ny antigén
nie je jednotna. Zahmutim dvoch antigénov sa zvysuje
pravdepodobnost, Ze jednotlivec, ktory zle odpovedd
bud’ na OspA alebo na OspC, by bol chraneny vyvolanim
ochrannej odpovede na iny antigén.
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Nakoniec, ofakava sa, Ze by mohol existovat’ syner-
gicky efekt a Ze by sa vakcinou, ktord obsahuje OspA i
OspC, mohla ziskat' va¢3ia imunita.

Podla jedného uskuto¢nenia by sa jeden alebo viac
OspC proteinov z OspC skupin 1 aZ 20 mohlo skombi-
novat’ s jednym alebo s viacerymi OspA proteinmi, ked’
st exprimované Borrelia kmeiimi B31, Orth, H4 a KL11.

Podl'a iného uskuto¢nenia kombinovana OspA/OspC
vakcina pre USA obsahuje OspC z OspC skupiny 2 a 3
spolotne s OspA exprimovanym kmefimi B31. Podla
d'al8ieho uskutoénenia kombinovana OspA/OspC vakci-
na na pouZitic v Eurépe obsahuje 14 OspC z OspC sku-
pin2,4aZz7,9, 10, 12, 13, 14, 15 aZ 17 a 19 spolo¢ne s
OspA exprimovanym kmefimi B31, Orth, H4 a KL11.
Podla d’aldieho uskutoénenia kombinovani OspA/OspC
vakcina pre Rakiisko obsahuje OspC zo skupin 2, 4 aZ 7,
10,13 a19.

Tento vynélez opisuje tieZ pouZitic kombindcie anti-
génov, ktoré si obsiahnuté v uvedenych imunogennych
prostriedkoch, na vyrobu vakciny na lie¢enie alebo pred-
chadzanie lymskej boreliozy cicavcov. Vyhodnym
uskuto¢nenim tejto vakciny je vakcina pre €loveka.

SpOsoby pripravy vakcin podla tohto vyndlezu su
navrhnuté tak, aby zabezpetili zachovanie identity a i-
munologického Gginku 3pecifickych molekal a neobsa-
hovali neziaduce mikrobiologické znetistenia. Kone¢né
produkty sa dodévaju a udrZiavaji v aseptickych pod-
mienkach. Spdsob imunizacie cicavca proti lymskej cho-
robe spotiva v poddvani efektivneho mnoZstva imunogé-
nu tomuto cicavcovi. Podavanie sa méZe uskutodtiovat
hociktorym sposobom zndmym z doterajSicho stavu
techniky. Medzi vhodné spdsoby podévania patri napri-
klad podavanie uvedenej vakciny cicavcom, u ktorych sa
predpokladé, Ze budi napadnuti kliedtami nestcimi Bor-
relia, sposobujiceho lymska chorobu, priblizne 6 mesia-
cov aZ 1 rok pred dobou predpokladaného styku s tymto
kliestom. MoZe sa pouZit’ akékol'vek imuniza¢na cesta, o
ktorej sa predpoklada, Ze smeruje na vyvolanie prisludnej
imunitnej odpovede podl'a tohto vynélczu, aj ked’ vyhod-
né je parenteralne podavanie. Medzi vhodné formy po-
davania patria subkutanne, intrakutanne alebo intramus-
kularne injekcie alebo prostriedky vhodné na oralne, na-
zalne alebo rektalne podavanie.

Pojem ,,v podstate vy€isteny* znamena homogénny
protein, ktory neobsahuje Ziadne toxické zloZky, ¢im sa
zniZuje pravdepodobnost nepriaznivej reakcie. Pojem
~homogénny* v tejto sivislosti znamena, Ze aspoti 80 %
(hmotn. k obj. dielom) proteinu znamena Gplne cely a
neporuseny OspC a takmer cely zvySok predstavuje roz-
kladné produkty OspC. Ak st teda pritomné nedistoty a-
ko zlozky prostredia a d’al$ie Borrelia proteiny, potom i-
ba v stopovych mnoZstvich. Homogénny OspC mdéZe
pozostavat’ z viac ako jednej serologickej formy OspC.

Tymto spdsobom tento vynélez umozZiluje odstrane-
nie neZiaducich, potencionalne imunogénnych proteinov,
ktoré by mohli indukovat protilatky a spdsobit’ $kodlivé
autoimunné reakcie v imunizovanom cicavcovi. Uvedeny
spOsob Cistenia zabezpeuje tieZ reprodukovatelnost’ pri-
pravy vakciny.

Vyhodny spdsob ¢istenia zahrnuje nasledujace stup-
ne:

a) rozruenie buniek Borrelia, ktoré spdsobuji lymskua
chorobu, a frakcionaciu odstred’ovania na ,,membranové“
a ,cytoplazmové™ zloZky,

b) extrakciu membranovej frakcie nedenaturujucim de-
tergentnym &inidlom a nésledné odstred’ovanie za ziska-

nia supernatantu, ktory obsahuje solubilizovany protein,
pridom sa nerozpustny material odstrani ako peleta, a

c) frakcionacia solubilizovaného antigénu chromatogra-
fiou na idnexe (dietyalaminoetylovy alebo ,DEAE") a
eluovanie adsorbovanych antigénov gradientom chloridu
sodného.

Sposob &istenia moze zahriiovat' zahustovanie a d’al-
3ie Cistenie antigénov:

a) chromatografiou na hydroxylapatite, pri¢om adsorbo-
vané antigény su eluované zvySujicim sa obsahom fosfo-
re¢nanu v pufri, a/alebo

b) afinitnou chromatografiou na imobilizovanom kove,
pricom adsorbované antigény sti eluované imidazolom,

Medzi d'alSie elu¢né spdsoby zndme v oblasti techni-
ky patri eliicia zniZenim pH alebo zvy3ujicej sa koncen-
tricie chloridu aménneho, histidinu alebo inej latky s a-
finitou na chelatovany kov.

Rozbitie buniek sa mdZe uskutoénit’ lyzovanim bu-
niek tak, Ze sa vytrepavaji ako suspenzie v bunkovom
mlyne s malymi sklenenymi perlitkami, posobenim ul-
trazvuku alebo vo francizskom mlyne. Antigény sa mo-
Zu extrahovat tiez priamo z povrchu buniek mikroorga-
nizmu tym, Ze sa na bunky posobi detergentnym &inid-
lom, zmenou iénovej sily bunkového prostredia alebo
miernym posunutim teploty. MdZe sa ticz pouZit' vycho-
diskovy materidl obsiahnuty v zdhyboch membrén, ktory
sa uvolfiuje z buniek.

Extrakcia membranovej frakcie sa uskutodtiuje de-
tergentnym cinidlom, ktoré méa vyhodne dobré solubili-
zalné vlastnosti, je nedenaturujice a je zlugitelné s
chromatogtafiou na ionexe. Vyhodnym obojakym deter-
gentnym ¢inidlom je detergentné &inidlo 3-14 vyrabané
Calbiochom, aj ked’ je moZné pouZit' akékoFvek deter-
gentné &inidlo alebo organické rozpiifadlo, ktoré ma u-
veden€ vlastnosti. Detergentné Cinidlo sa typicky pouZi-
va v koncentrécii 1 % (hmotn. k obj. dielom). Je vSak
mozné ho pouzivat' v rozpiti od 0,01 do 10 % (hmotn. k
obj. dielom). Extrakcia detergentnym &inidlom sa usku-
totfiuje pri teplote od 0 do 60 °C vyhodne pri 37 °C, a
mala by trvat’ od 10 miniit do 8 hodin, vyhodne | hodinu.
Okrem detergentného ¢inidla sa na zlepSenie procesu
solubilizacie mdZu pouZivat' cheotrépne inidl4, akym je
mocovina.

Antigény solubilizované detergentnym cinidlom sa
potom frakcionuji DEAE-chromatografiou. Vyhodne sa
pouziva DEAE ionexova Zivica, mézu sa vak pouzivat i-
né anexové alebo katexové Zivice alebo ich kombinacie.
Podl’a tohto vynalezu ionexova Zivica obsahuje nerozpus-
tnd matricu, na ktord sa nakondenzuju nabité skupiny.
Medzi funké&né skupiny, ktoré sa pouZivaji v anexoch, pat-
ri skupina aminoetylova (AE), dietylaminoetylova (DE-
AE) a kvartérna aminoetylova (QAE) skupina. Katexy
moZu mat’ karboxymetylovi (CM), fosfo- alebo sulfopro-
pylovi (SP) skupinu. Aj ked’ sa vzorky nanA3aji na kolénu
v tris-pufti obsahujiicom obojaké detergentné &inidlo 3-14
(1 %) a antigény sa eluuju gradientom chloridu sodného,
mdZu byt rovnako u¢inné i iné prostricdky.

Antigény sa moéZu zahustovat' naviazanim na hydro-
xylapatit spdsobmi zndmymi v doterajSom stave techni-
ky. Inym alebo doplnkovym postupom, podla ktorého sa
antigény mézu dalej zahust'ovat’ alebo vy&istit’, je afinit-
na chromatografia na imobilizovanom kove. Tento spo-
sob je vyhodny pre chromatografiu na hydroxylapatite
pri Cisteni OspC, pretoZe sa dosiahne lep3ie oddelenie
OspC od OspB.

Vyhoda uvedeného nedenaturujuceho &istiaceho po-
stupu spo¢iva v tom, Ze sa zachovava trojrozmerna kon-
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formécia proteinu, ¢im sa zachovavaji vetky kombinu-
Juce miesta protilatky nachadzajiicej sa v prirodnych
proteinoch vratane tych, ktoré funguji pri ochrane. Ak je
protein denaturovany, vizbové miesta mézu byt &astod-
ne alebo Gplne znitené a kapacita antigénu indukovat
protilatky proti antigénnym miestam bude potom zodpo-
vedajiicim spdsobom zniZena. Takto zmenené proteiny
by boli potom neZiaduce na pouitie vo vakeinach.

Tento vyndlez d'alej opisuje rekombinantny prostrie-
dok novych OspC antigénov, ktoré st zndzomené na ob-
razku 9a. Tento vynélez opisuje tie nové DNA sekven-
cie kédujace OspC antigény podfa obréazku 9a. Tieto
DNA sekvencie st uvedené na obrazku 8a. Vynélez opi-
suje tiez tie DNA sekvencie, ktoré majt aspoit 80 % ho-
mol6giu s akoukol'vek sekvenciou na obréazku 8a.

Vynélez opisuje tieZ rekombinantné expresné vekto-
ry v prokaryotickych a eukaryotickych hostitel'skych
bunkéch, najmi expresné vektory pouzitelné v kvasin-
kach, vyhodne Pichia pastoris. Podla vyhodného usku-
tocnenia tohto vynalezu je expresny vektor indukovatel’-
ny metanolom.

Vynalez opisuje nové OspC antigény akymi si i) an-
tigény kédované hociktorou sekvenciou podfa obrazku
8a alebo ii) antigény, ktoré maju aspoit 80 % homolégiu
s ktoroukofvek aminokyselinovou sekvenciou podra ob-
razku 9a.

Vynalez je podrobnejsie opisany v nasledujticich pri-
kladoch uskutoénenia, ktoré su ilustratné a v Ziadnom
pripade nie je potrebné ich chapat’ ako obmedzenie roz-
sahu tohto vynalezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1

CMAT typizovanie kmefiov Borrelia burgdorferi a
klastrova analyza vysledkov, ktoré umoZiiujii objasnenie
CMAT klastrov, CMAT skupin a klonov a klonovych
klastrov ,,savisiacich s ochorenim ludi®.

Z viacerych zdrojov, ktorych zoznam je uvedeny na
obrazku 2, bolo ziskanych 77 kmetiov (pozri obrazok 1),
Starostlivost’ bola venovana tomu, aby zbierka obsaho-
vala kmene rozneho zemepisného povodu a z viacerych
najréznejsich epidemiologickych a klinickych pripadov.

Zo vietkych kmetiov boli pripravené membranové
frakcie nasledujicim spdésobom:

Bunky Borrelia sposobujice lymski chorobu boli
ziskané odstredovanim (7 000 x G, 20 minit, teplota
4 °C), bunkova peleta bola dvakrat premyta PBS obsa-
hujiicom 5 mM MgCl, a bola stanovena susina buniek.
Premyté bunky boli potom lyzované vytrepavanim zmesi
v bunkovom mlyne Vibrogen (model VI4, Buhler).
Trojminutové cykly vytrepavania s chladenim (4 °C) boli
opakované dovtedy, pokial lyzovanie nebolo vy&ie ako
99 %, podla vyhodnotenia mikroskopicky v tmavom po-
li. Lyzat sa potom sfiltroval filtrom zo sintrovaného skla,
aby sa odstrénili sklenené perlitky. Zadrzané perlitky sa
premyli pufrom na zvy3enie vytazku bakterialnych anti-
génov vo filtrate. Lyzat sa potom odstred’oval 20 mindt
pri 7 500 x G pri teplote 4 °C. Bola ziskan4 surovi mem-
brinova frakcia oznadend ako membranova frakcia 2 a-
lebo ,Isp* (peleta ziskana pri nizkej rychlosti) frakcia.
Supernatant sa d’alej odstred’oval 30 mintt pri 100 000 x
G pri teplote 40 °C. Takto sa ziska &istejiia membranova
frakcia oznadena ako membranové frakcia 1 alebo Hhsp*
(pcleta ziskand pri vysokej rychlosti). Obidve membra-
nové frakcie sa dvakrat premyli 100 mM tris-HCl puf-

rom, pH 7,4 v pévodnych podmienkach odstred'ovania).
Membranova frakcia 2 sa pouZije na typizovanie, zatial
o membranova frakcia 1 sa nech na &istenie antigénu.

Membrénové proteiny pritomné v membranovych
frakciach 2 kaZdého kmeiia sa potom analyzovali SDS-
-PAGE, ako to opisal Laemml U. K.: Nature (London)
227, 680 (1970). Variacic v molekulovej hmotnosti boli
stanoven€ porovnanim s elektroforetickou pohyblivostou
mnoZstva Standardnych proteinov zahrujticich rozsah
molekulovych hmotnosti plného spektra markerov mem-
branovych antigénov pouzitych v analyze.

Antigény sa prenesii na nitrocelulézovy filter a iden-
tifikujii sa panelom monoklonalnych protilatok, napri-
klad spdsobmi imunoblotovania dobre znsmymi z oblasti
techniky, pozri Ausubel a kol.: 2 Current Protocols in
Molecular Biology 10.8.1 a nasl. (1992). Monoklonalne
protilatky sa pripravuji dobre zndmou technolégiou hyb-
ridémov, pozri Kohler a Millstein: Nature 256, 495
(1975). Vo vyhodnom uskuto¢neni tohto vynalezu sa a-
nalyzujii kmene uvedené na obrdzku 1. Veobecne plati,
Ze vyber membréanového antigénu na zahrnutie do analy-
zy je dany:

a) dostupnostou monoklonalnych protilatok ich detego-
vat a rozlidit ich od po&etnych inych antigénov pritom-
nych v SDS-PAGE profiloch membranovych antigénov
bakterialnych kmetiov,

b) antigénom, o ktory ide, pritomnym vo vyznamnom
podiele analyzovanych kmetiov, t. j. vieobecnym antigé-
nom,

©) skutoénostou, Ze mde byt reprodukovatelne detegova-
ny vo viacerych, oddelene pripravenych membranovych
frakciach rovnakého kmefta, 1. j. Ze neexistuje Ziadny do-
kaz na intra-kmeiiovii variciu prislu¥ného antigénu,

d) skutotnostou, Ze antigénovy marker je stabilne expri-
movany v rovnakom izolate po nasobnej kultivacii a pasa-
Zovani a po znatnom ¢ase skladovania (aZ dva roky) a

€) chybajiicim dokazom v publikovanej vedeckej literati-
re o tom, Ze gény kédujice markery si extrachromozo-
maélne dedené alebo Ze variacie antigénov boli pod $peci-
fickym mechanizmom antigénovej variacie, ktora sme-
ruje k intra-kmenovej variacii.

Obrézok 3 zndzoriiuje monoklonalne protilatky pou-
Zité na identifikéciu 9 znAmych antigénov pouZitych v a-
nalyze (E90, E 59, E 43, Fl1a, E29, E22 antigény, kombi-
novany antigén E18 + E20 a E10 antigén). Tieto antigény
su zoradené podl'a molekulovej hmotnosti a v pripade, v
ktorom existuje viac ako jedna monoklonalna proti latka,
podlz ich nepatrne sa odliujicej reaktivity (napriklad
E60 a E43) a podFa reakénej zostavy antigénu s mono-
klonalnymi protilatkami.

Obrazok 4 uvadza zoznam v3etkych jedine¢nych
kombindcii 9 zistenych vysledkov analyzovanych kme-
fiov, ktoré st reprezentované devitmiestnym &islom.
Toto devdtmiestne &islo je povaZované za zndmy typ
membranového antigénu (CMAT) tohto kmeiia. Na sta-
novenie vzdjomn¢ho vztahu medzi vietkymi pozorova-
nymi CMAT bola uskuto&nena klastrova analyza a to
stanovenim genetickej odlinosti kaZdého antigénu a sta-
novenim nevéazenej nepodobnosti vypoéitanej z tdajov
vietkych jedine¢nych CMAT. Nepritomnost' vysledkov
Jjednotlivych znamych antigénov bola povaZovana tak, a-
ko keby tieto Uidaje chybali. Vytvorend matrica bola po-
droben4 klastrovej analyze spdsobom skupiny vaZeného
péru pouZitim aritmetickych priemerov (Sneath a Sokal)
na osobnom pocita¢i kompatibilnym s IBM s programom
CSS Statistica Statsoft.
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Vysledny dendrogram klastrovej analyzy je uvedeny
na obrdzku 5. Tento dendrogram skutoéne ukazuje, Ze
populacia Borrelia spésobujica lymski chorobu je dobre
Struktirovand. Vynesenim vlastnych hodnét, pri ktorych
dochadza ku kazdému klastrovému stuptiu, do grafu je
moZné vybrat’ najvhodnejin hladinu, pri ktorej je moZné
baktérie zaradit’ do kategorif.

NajidealnejSimi miestamni na rozdelenie pre nasledu-
juce stupne klastrovania su tie body na krivke, kde si
hlavné skoky vo vlastnych hodnotach. Ako ukazuje den-
drogram na obrazku 5, dochadza k tomu tam, kde je roz-
diel v CMAT vysledkom medzi 68 a 88 %. Toto delenie
deli populéciu na Styri hlavné skupiny oznatené ako
CMAT skupiny. K druhému hlavnému skoku vo vlast-
nych hodnotich na postupné klastrovanie dochadza tam,
kde je rozdiel v CMAT vysledku 40 a 52 %. Toto delenie
rozdeli kazda CMAT skupinu na dva alebo tri klastre
jednotlivych CMAT. Z dévodu vhodnosti bol rozdiel vy-
sledku 80 % uvaZovany ako hladina, pri ktorej dochadza
k zoskupeniu CMAT a 50 % ako hladiny, pri ktorej do-
chédza ku klastrovaniu.

Z predchadzajuceho je zrejmé, Ze populdcia B. bur-
gdorferi sa méZe rozdelit’ na $tyri hlavné CMAT skupi-
ny, ka?d4d z nich pritom pozostiva z dvoch aZ troch
CMAT klastrov. Kazdy CMAT klaster bol sim zloZeny z
jedného az piatich jednotlivych CMAT. Porovnanie
tychto vysledkov s vysledkami taxonomickych Studii
$truktirnej analyzy inych populacii [Marconi a Garon: J.
Bacteriol. 174, 241 (1992), Boerlin a kol.: Infect. Immun.
60, 1677 (1992), Baranton a kol.: Int. J. System Bacte-
riol. 42, 378 (1992)] ukazuje, ze skupina CMAT 1 zod-
povedd génovému druhu Borrelia burgdorferi sensu
stricto, 7e skupina CMAT 3 je ekvivalentna s Borrelia
afzelii, tieZ zndma ako ,,skupina VS461%, a Ze skupiny
CMAT 2 a 4 zodpovedaju B. garinii sp. nov. Dévod, pre-
¢o CMAT analyza rozdelila génové druhy B. garinii na
dve CMAT skupiny, nie je jasny, ale moZe to byt preto,
Ze bolo pouzitych menej markerov ako v pripade izoen-
zymovej clektroforetickej Studie (Boerlin a kol.: Infect.
Immun. 60, 1677 (1992) .

Ak si pozrieme vyskyty prisludnych kmerov v kaz-
dom CMAT (obrazok 5), je zrejmé, ze 7 CMAT ma viac
ako jedného reprezentanta a moZu byt teda povaZované
za klony, t. j. kmene, ktoré majii vieobecnt pribuznost.
V skutofnosti 67 % vsetkych kmeiov patri prave do
troch roznych CMAT klonov, napriklad CMAT 4 (klon
1:2:4) obsahuje 12 kmeiiov, CMAT 13 (klon 3:2:13) ob-
sahuje 23 kmeiiov a CMAT 18 (klon 4:2:18) 15 kmetiov.
Je pozoruhodné, Ze bolo zistené, Ze 76 % (31 z 41) ana-
lyzovanych ludskych izolatov je distribuovanych medzi
tieto tri hlavné kmene. Dalej je pozoruhodné, ¥e ak sa
CMAT 17, 18, 20 a 22 povaZuju spolotne ako &ast pri-
buzného klonového klastra, vietky patria k CMAT klas-
tru 4.2 a potom suvislost' s ochorenim ludi je az 87 %.
Vd’aka tejto Gzkej sivislosti s ochorenim Fudi mézu byt
povaZované za klony alebo klanové klastre ,suvisiace s
ochorenim Fudi“ (HRA) (pozri definicia). Ak si pozrieme
typy izolatov nachadzajucimi sa medzi tymito tromi
hlavnymi klonmi, je zrejmé, Ze napriklad CMAT 13 si-
visi s chronickym syndrémom pokozky ACA (5 kme-
fiov) a Ze tento klon vieobecne suvisi so syndrémami
pokozky (17 z 19). Oproti tomu zda sa, ze d’aldie dva
HDA kmene maji prevahu pri $ireni ochorenia, to zna-
men4, ?e su izolované z krvi alebo CSF pacientov trpia-
cich na neuroboreliézu alebo lymsku artritidu. V pripade
CMAT Kklastra 4.2 (t. j. CMAT 17, 18, 20 a 22) epide-
miologické tdaje ukazuji na tizku stvislost’ s neurobore-

lidzou. Z 10 Tudskych izolatov 6 ich bolo izolovanych z
CSF materialu alebo z pacientov s neuroborelibzou a 4
boli izolované z pacientov s ECM, syndrémom normalne
svisiacim s akatnym ochorenim, ktoré mdze tieZ sivisiet
s neuroborelidzou. Savislost kmeilov CMAT 4 s priznak-
mi nie je celkom jasna, pretoZe 2 z Pudskych izolatov bolo
izolovanych z krvi, 3 z CSF a | z pacienta s EM.

DalSou analyzou epidemiologickych tidajov tykaju-
cich sa réznych kmeriov bolo zistené, Ze tri hlavné klony
alebo klonové klastre maju rozdielne zemepisné rozsire-
nie a Ze tato vlastnost’ zodpoveda vieobecnym rozdielom
v primarnom syndrome lymskej choroby pozorovanej v
tychto oblastiach. Napriklad CMAT 4 je najviac prevla-
dajuci CMAT pozorovany v Severnej Amerike, v oblasti,
kde prevladaju priznaky artritidy. Bolo zistené, Ze
CMAT 13 a CMAT 18 boli potvrdené prevazne v sever-
nej strednej Eurdpe, kde prevlddaju neurologické prizna-
ky a priznaky chronického ochorenia pokozky. Z 3 hlav-
nych kmeiiov len CMAT 4 bol zisteny jednak v Severnej
Amerike, jednak v Eurépe (Francizsko, Rakisko, Rus-
ko), pri¢om v obidvoch svetadicloch je vel'mi rozgireny.
Je zaujimavé, ze v oblastiach strednej Eurépy, najmi v
Rakusku a Svajtiarsku, kde je lymska choroba endemic-
ka, existujii spoloéne vietky tri hlavné klony shvisiace s
ochorenim ludi.

Uvedomujuc si skutoénost, Ze ochorenie Tudi sposo-
buje prave jeden klon (CMAT 4) v skupine CMAT 1 (Bor-
relia burgdorferi sensu stricto), jednym klonom (CMAT
18) skupiny CMAT 3 (Borrelia afzelii) a klonovym klas-
trom (CMAT klaster 4.2) skupiny CMAT 4 (B. garinii sp.
nov.) umoZiiuje, v stlade s tymto vyndlezom, sustredit” sa
na tieto klony/klonové klastre s ciefom navrhnat’ vakciny,
akou je OspC vakcina alebo kombinovana OspC/OspA
vakeina, ktoré proti nim Specificky chrania. Tato vakcina
by potom mohla byt vyuZivana v tych zemepisnych ob-
lastiach, v ktorych tieto klony extrémne prevladaja. Dalej
potom, vzhl'adom na to, Ze rézne klinické priznaky savisia
s roznymi klonmi, je moZné zacielif vakcinu proti tymto
klonom. Vysledkom je teda navrhnit’ tak( vakcinu, ktora
chrani proti Specifickym priznakom.

Priklad 2

Vyvoj OspC serovarovej typizaénej schémy na ana-
lyzovanie serologickej variacie OspC antigénu Borrelia
spdsobujiiceho lymsku chorobu

Priprava anti-OspC protilatok

Bol pripraveny pancl 25 monoklonalnych protilatok
oproti a) Styrom vy¢istenym OspC proteinom odvode-
nych od 1) rakaskeho kmetia Orth (BBM 34 az 39), 2)
nemeckého kmetia PKO (BBM 42 az 45), 3) &eskoslo-
venskych kmeniov E61 (BBM 46, 47 a 49) a 4) KL10
(BBM 40 az 41), b) OspC proteinom obohatenej zmesi
antigénov odvodenych od rakuskeho kmetia W (BBM
22, 24, 25, 27, 28 a 29) a ¢) membranovej frakeii 2 es-
kého kmeiia M57 (BBM 75 az 77).

Specifickost anti-OspC proteinu rdznych monoklo-
nalnych protilatok bola potvrdend blotovou analyzou
proti membranovej frakcii kmefia W alebo M57 v pripa-
de BBM 22, 24, 25, 27 a2 29 a BBM 75 aZ 77, v pripade
d'al3ich potom radovou blotovou analyzou oproti prisius-
ne vy&istenému proteinu.

Membranova ELISA

Sérotypizacia OspC proteinov sa uskuto&fiuje Stan-
dardnym spdsobom membréanovej ELISA. Membranové
frakcie 2 kmefiov, pripravenych podla prikladu 1, sa
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zriedi na 0,1 mg/ml fosfore¢nanom pufrovanym solnym
roztokom (PBS), pH 7,4 a rozdeli sa do jednotlivych ja-
miek mikrotitrovacich dosiek. Dosky sa nechajii vysusif
pri teplote 37 °C cez noc. Pred pouzitim sa dosky dvakrat
premyji v PBS, potom sa do kaZdej jamky prida 50 |
zriedeného roztoku protilatky v PBS obsahujicom 1 %
Pudského albuminu a dosky sa inkubujit hodinu pri tep-
lote 37 °C. Dosky sa potom $tyrikrat premyj pred prida-
nim protilatky konjugovanej s anti-my3imi IgG alkalic-
kymi fostétmi. Tieto dosky sa inkubuji d'al$iu hodinu pri
teplote 37 °C, potom sa 3tyrikrét premyju, prida sa sub-
strét, aby sa vyhodnotilo mnoZstvo naviazanej protilétky.

Pbvodne boli vietky kmene testované proti vietkym
25 monoklondlnym protilatkam, aby bolo vidiet, ktoré
monoklony boli najvhodnejie na sérotypiza&né ugely.
Boli robené pokusy, aby sa zistili jednotné pozitivne a
negativne testovacie kritérid. Ukézalo sa viak, Z¢ to nie
Jje moZné pre velmi rozdietne drovne expresie OspC an-
tigénov v rdznych kmefoch. Na prekonanie tohto prob-
Iému boli membranové frakcie 2 analyzované spdsobom
Westernového blotovania, prenesené na nitrocelulézu a
zafarbené farbivom Aurogold. Tie kmene, ktoré neex-
primovali Ziadne alebo exprimovali len malé mnozstvo
OspC proteinu (celkom 15 kmetiov), ¢o bolo posidené
na zéklade nepritomnosti hlavného proteinu s molekulo-
vou hmotnost'ou v rozpiti 22 000 a2 28 000, boli zo ¥ti-
die odstranené. Naprick tomu vo viacerych pripadoch
(napriklad, ak sa pouZiva BBM 28, 29, 37,43 a 45), este
stale nebolo moZné pozorovat rozdiely medzi pozitiv-
nymi a negativnymi vysledkami. Tieto monoklonalne
protilatky boli teda povaZované za nevhodné na typizat-
né Geely. Vietky tieto protilatky rozli¥uji zname epitopy
a majG teda mahi diskriminaéni hodnotu. Na ziklade -
dajov pévodnej analyzy kmefiov bolo tie? zistené, Ze
mnohé monoklondlne protilatky rozliuju podobné epito-
py, napriklad BBM 24, 25 a 27, BBM 38 a 39 a BBM 75,
76 a 77. Preto bol pouzity v konetnej sérovarovej typi-
zalnej schéme len jeden z kaZdej skupiny (BBM 24,
BBM 39 a BBM 77). Odstranenim tychto kmetiov a mo-
noklonalnych protilatok bolo potom mo¥né stanovit kri-
téria pozitivnej reakeie, ktorymi st tie, v ktorych ziskané
hodnoty optickej hustoty boli vyznamne (trikrat) vyssie
ako hodnota pozadia negativnych kmefiov. V praxi to
znamend, Ze pozitivny vysledok md hodnota optickej
hustoty (OD) va&si ako 0,6. Vietky pozitivne reakcie boli
potom potvrdené analyzou Westernovym blotovanim
rovnakych membrénovych prostriedkov. Vysledkom a-
nalyzy Westernovym blotovanim bolo zistenie, ¢ BBM
48 silne skriZene reaguje s proteinom s velkostou asi
60 000 hmotn. jednotiek a Ze poskytuje mnohé falogné
pozitivne vysledky pri analyze ELISA. BBM 48 bol teda
tieZ vynechany zo sérovarovej analyzy. Désledkom bolo,
Ze sérovarova analyza bola trocha zjednodusend pouZitim
len 13 z pvodnych 25 dostupnych anti-OspC protilatok.

Nasleduje izolacia reakénej zostavy kazd¢ho kmetia s
lplnym panelom 13 monoklonélnych protilatok. Kazda
Jednotliva zostava sa oznadi ako ,sérovar” (pozri obri-
zok 6). V zbierke konelne analyzovanych 62 kmefiov
bolo pozorovanych 16 jedinednych sérovarov, &o ukazuje
na velky stupefi sérologickej hetcrogenity tohto mem-
branoveho proteinu. Podet pozorovanych pozitivnych re-
akcii medzi jednotlivymi sérovarmi bol medzi 1 a 7.

Na obrézku 12 je uvedeny tplny zoznam sérovarov
zistenych pre kady kmeil. Ako je vidief, 12 kmefiov
(19 % z analyzovanych kmeiiov) nereagovalo so Ziadnou z
panelu 13 monoklonalnych protilatok (oznatené ,NR, t. j.
nereaktivne) a boli povaZované za netypizovatelné. Spo-

lo¢ne s kmetimi, ktoré boli vynechané pre chybajiicu alcbo
nizku expresiu (15 kmefiov), nemohlo byt typizovanych
celkom 22 % z dostupnych kmeitov. Frekvencia vyskytu
sérovarov medzi 78 kmetimi, ktoré mohli byt jednoznatne
typizované, boli znatne premenné. Bol pozorovany len je-
diny reprezentant sérovarov 6, 8 a 9, zatial’ &0 10 kmefiov
malo sérovar 2, najobvyklejsi sérovar. Existuje tizky vza-
jomny vzt'ah medzi skupinou a genotypom OspC proteinu
a jeho sérovaru. Vo vécSine pripadov sa zd4, Ze pomer je
1 : 1, napriklad v skupinich 1, 2, 4, 5,7, 9, 10, 14 a 15.
Skupiny 3, 12, 13, 17, 18 a 19 bud’ nemohli byt testované,
alebo neboli typizovateIné pri pouiti bezne dostupnych
monoklonalnych protilatok. Skupiny 6, 8 a 11 mézu byt
d'alej sérologicky rozdelené na 2 alebo 3 sérovary. Je viak
zaujimavé si vimnat, e genotypy tychto skupin maju tiez
istd réznorodost. Jeden sérovar (sérovar 16) bol zisteny vo
viac ako v jednej skupine (skupina 16 a 20). To mdZe na-
stat’ preto, Ze v tomto sérovare existujil len dve pozitivne
reakcie a teda beiné monoklondlne protilatky neboli
schopné rozligit’ medzi tymito skupinami.

Priklad 3
Analyza polymorfie dizky redtrikénych fragmentov
(RFLP) OspC heterogenity

Klonovany bol gén OspC z kmefia Orth. Uvedenym
sposobom (US patentova prihlaska & 07/903 580) bola
stanovend sekvencia nukleotidov. Oligonukleotidy zod-
povedajice susednému (kédujici vlakno, ATGAA-
AA AGAATACATTAAGTGC, #art kédom podéiar-
knuty) a vzdialenému (nekédujiici vlakno, TAATTA-
AGGTTTTTTTGGAGTTTCTG, stop kodon pod¢iar-
knuty) koncu OspC génu z kmefia Orth boli potom pou-
Zité na polymerizadnu retazovit reakciu (pozri priklad 4)
na amplifikdciu OspC génov zo 77 kmefiov nalej zbierky
kultdr. Vietky testované kmene. vratane 14 kmefiov zo
Spojenych 3tatov americkych, davali PCR fragmenty
predpovedanej velkosti (627 az 642 p. n.), o ukazuje, e
plazmidom kédovany OspC gén nie je len stabilne udr-
Ziavany, ale prevlada ovela viac, ako bolo dosial’ pred-
pokladané. Zlyhanie detekcie OspC antigénu v kultdrach
rastlcich in vitro je nepravdepodobné pre nepritomnost
OspC génu, alebo skdr pre nepritomnost alebo nizku
hladinu antigénu, ktory je exprimovany.

Polymorfia medzi OspC génmi z réznych kmefiov
bola stanovend analyzou zostavy restrikénych fragmen-
tov ziskanych po Stiepeni PCR amplifikovaného OspC
génu (pripraveného, ako je to opisané) redtrikénymi en-
zymami Dpnll, Ddel a Dral. Analyza Gidajov z 82 kme-
fiov (t. j. experimentélne udaje zo vietkych 77 kmeiiov
naSej zbierky kultdr + informacie odvodené z 5 publiko-
vanych OspC sekvencii, pozri obrazok 1) potvrdili pri-
tomnost’ 35 rdznych RFLP OspC typov. Podet a velkost’
fragmentov experimentélne stanovenych $tandardnymi
postupmi bola potvrdend mnohymi prikladmi sekveno-
vania, . j. pre aspoii jedného reprezentanta RFLP typov 1
az 23 a typu 24 je zaloZen na sekven¢nych adajoch Pa-
dula a kol. RFLP zostavy stvisiace s kazdym RFLP ty-
pom sl uvedené na obrazku 7. Ak sa dostupné, boli na-
miesto zmeranych hodndt vyhodne uvedené velkosti
fragmentov odvodené od informacif o sekvencii (RFLP
typy 1 a2 24). Upiny zoznam RFLP typov pre kady a-
nalyzovany kmefi je uvedeny na obrazkn 12.

Priklad 4

PCR amplifikacia a sekvenovanie nukleotidov rdz-
nych alel OspC génu a klastrové analyza odvodenych a-
minokyselinovych sekvencii
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Ako je to opisané v prikladoch 1 a 2 a sGhmne uve-
dené na obrazku 12, bolo moZné roztriedit’ kmene Borre-
lia na OspC sérovary a OspC RFLP typy. Boli vybraté
kmene predstavujuce OspC RFLP typy 1 aZ 17 a 19 az
23, OspC gén bol amplifikovany polymerizatnou refa-
zovou reakciou a bola stanovena sekvencia nukleotidov a
odvodend sekvencia aminokyselin. V niekolkych pripa-
doch bol Studovany vzdjomny vztfah medzi vePmi pri-
buznymi OspC proteinmi ako daldia kontrola platnosti
typizaénych systémov a ako kontrola na d'alsiu nedete-
gavani heterogenitu OspC typov. Celkom bolo PCR am-
plifikovanych a sekvenovanych, ako je to uvedené, 27
OspC génov. Informécie o sekvencidch boli pouZité na
klasifikaciu OspC proteinov do OspC skupin.

Materialy a spésoby

Suspenzia zmrazenych zasobnych buniek Borrelia
bola roztopena a 2 1 (5.10° az 1.10° buniek/m1) tejto
suspenzie sa odstred'ovalo 5 minGt pri najvy$sej rychlosti
v mikroodstredivke Heraeus Biofuge A. Peleta buniek
bola resuspendovand v 10 1 1 x TAQ-pufri (Boehringer
Mannheim), prevrstvend 50 1 minerdlnym olejom
(Pharmacia), inkubovana 8 minit vo vriacom vodnom
kapeli a potom hned’ umiestnend na I'ad. K bunkovému
lyzatu sa pridalo 90 1 zmesi reakénych &inidiel [9 |
10 x Tag polymcrizadného pufru, Bochringer Mannheim,
21 10 mM dNTP roztoku, Boehringer Mannheim, 5 1
primeru 2 (ATGAAAAAGAATACATTAAGTGCG), 10
mM zasobny roztok, 5 I primeru 2 (AATTAAGTTTT-
TTTGGAGTTTCTG), 10 mM zésobny roztok, 0,5 1 Tag
polymerazy s koncentraciou 5000 jedn./ml, Boehringer
Mannheim, a 68,5 | vody]. DNA amplifikicia bola
uskutodnend v zariadeni LKB Thermocycler (95 °C
26 sekind, 53 °C 60 sekind a 70 °C 84 sekind, 30 cyk-
lov). Amplifikécia bola sledovana analyzovanim 5 1 pro-
duktu na 1 % (hmotn. k obj. dielom) agarového gélu v
tris-acetatovom pufri (40 mM tris-acetat, 2 mM EDTA,
pH 8,0), zafarbenim etidiumbromidom a pozorovatelna
pod UF svetlom. Amplifikované produkty boli zahustené
mikroodstredujiicou kazetou Spin Bind (FMC). DNA
bola izolovana v 30 1 vody. Izol4cia bola sledovana v 2 |
vytisteného produktu na agarovom géle, ako je to uve-
dené.

Amplifikované DNA fragmenty (2 az 7 1) boli na
sekvenovanie pripravené na zariadeni LKB Thermocyc-
ler (25 cyklov: 36 sekund pri 95 °C, 30 sekund pri 53 °C
a 80 sekund pri 70 °C) pomocou sekvenanénej sipravy
Auto Cycle Sequencing Kit (Pharmacia) s primer-
mi 5'-ATGAAAAAGAATACATTAAGTGCG-3'
a 5'-ATTAAGGTTTTTTTGGAGTTTCTG-3'. Vzorky
boli elektroforezované na 6 polyakrylamidovom sekve-
nanénom géli automatickou sekvenanénou aparatirou s
laserovou fluorescenciou (ALF) (Pharmacia LKB) podl'a
opisu uvedeného vyrobcom. Udaje o sekvenciach nukle-
otidov z ALF boli zhromazdené a analyzované progra-
mom DNASIS, odvodené sekvencie proteinov progra-
mom PROSIS (Pharmacia LKB).

Aminokyselinové sckvencic OspC proteinov z 24
roznych kmeilov spirochét lymskej choroby (t. j. 22 sek-
vencii z tejto Studie a 2 publikované sekvencie pre kme-
ne 2591 a PBI) boli zoradené rychlou pribliznou met6-
dou podla Wilburyho a Lipmana: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80, 726 (1983). Takto ziskany podrobny vysledok
bol pouzity na skon$truovanie dendrogramu spdsobom
UPGMA (forma klastrovej analyzy) podl'a Sneatha a So-
kala. Tieto analyzy boli uskuto¢nené programom Clustal,
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zndmom z Higgins a Sharp: CABIOS 5, 151 (1989) a
Higgins a kol.: CABIOS (1991).

Vysledky a diskusia

Zoradené nukleotidové a odvodené Ciastodné amino-
kyselinové sekvencie OspC génov a proteinov z 24 kme-
fiov predstavujicich 24 réznych RFLP typov s uvedené
na obrazku 8 a 9. PretoZe aminokyseliny predchadzajice
prvy cysteinovy zvySok (aminokyselina 19 v Orth sek-
vencii) v OspC proteine znamenajui leader sekvenciu a
nie si pritomné v maturovanom proteine (sekvencia
FISC je predpokladanym miestom $tiepenia signalnymi
peptidmi), neboli zahrnuté na porovnanie sekvencii. Na
karboxylovom konci proteinu bolo vynechanych 16 ami-
nokyselin. Tieto aminokyseliny zahrnuji oblast zodpo-
vedajiicu vizbovému miestu primeru 2 (ekvivalent po-
slednych 7 aminokyselin) a potom medzeru 9 d'al3ich a-
minokyselin, pokial’ sa neziskaja udaje prvej sekvencie.
Zda sa, Ze tato koncova ¢ast OspC génov je vo velkej
Casti zachovana a ma mens$iu déleZitost’ pri vzniku roz-
manitosti pozorovanej medzi OspC proteinmi, ako uka-
zuje schopnost’ amplifikovart’ a sekvenovat’ OspC gén vo
vietkych testovanych kmetioch pomocou primeru 2. Na-
vy3e, monoklondlne protilatky, ktoré sa viazu na tato
oblast OspC, s vel'mi reaktivne (napriklad BBM 29, 42
a 45 na obrazkoch 13 a 14).

OspC sekvencie st velmi variabilné s najvzdialenej-
§imi pribuznymi aminokyselinovymi sekvenciami (B.
burgdorferi kmefi 297 a B. garinii kmeti IP90), pritom
maju len 59 % identitu aminokyselinovej sekvencie
(80 % podobnost). Ziadne rozdiely medzi sekvenciami
neboli v3ak zistené medzi ¢lenmi rovnakého RFLP typu,
¢o poukazuje na to, Ze tento typizatny spdsob velmi
presne predstavuje heterogenitu medzi OspC génmii (t. j.
OspC sekvencie kmetiov VS215, VS219 a DK7 RFLP
typu 1 su identické so ZS7, kmeiimi IP2 a 26816 RFLP
typu 2 st identické s B31, kmeitimi H15 a ACAI RFLP
typu 6 s rovnakeé, kmene PKO a DK62 RFLP typu 7 su
identické s JSB, kmene H4 a W RFLP typu 10 sii rovna-
ké, kmene 871104 a KL11 RFLP typu 13 st identické a
kmene 20047 a VS185 RFLP typu 14 si rovnaké).

Stupeti pribuznosti medzi tiastoénymi OspC amino-
kyselinovymi sekvenciami stanoveny klastrovou analy-
zou je reprezentovany ako dendrogram na obrazku 10.
OspC proteiny z kmetiov rovnakého druhu si pribuznej-
Sie ako OspC proteiny z réznych druhov. V kazdom dru-
hu st viak zrejmé znagné odli¥nosti. Rozdielnosti OspC
sekvencie st zv143t' velké medzi kmetimi B. garinii, ako
ukazuje hib3ie vetvenie pozorované v tejto &asti fyloge-
netického stromu a vacsi pocet OspC variantov suvisia-
cich s B. garinii ako s d’al§imi dvomi druhmi Borrelia.
Klonalna $truktira OspC dedi¢nosti predpoklads, Ze ne-
existuje Ziadna vyznamna vymena genctického materialu
ani intragénovou rekombinéciou, ani horizontilnym pre-
nosom plazmidom kdédovaného OspC medzi réznymi
druhmi Borrelia spdsobujicich lymski chorobu.

OspC proteiny boli priradené k OspC skupinam.
OspC skupina je definovand ako taka skupina OspC
proteinov, ktoré maju vys8iu ako 80 % identitu aminoky-
selinovej sekvencie oproti predchadzajiiceho 92 % matu-
rovaného OspC proteinu, t. j. okrem informicie pre lea-
der sekvenciu s 18 aminokyselinami a poslednymi 16 a-
minokyselinami. Na obrazku 1 je uvedenych 18 réznych
OspC skupin, ale dve dal§ie OspC skupiny (19 a 20) boli
identifikované z neuplnej informacie o sekvencii OspC
proteinov z kmefiov H13 a 28691, ktoré neboli zahrnuté
v dendrograme.
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Napriek velkej rozmanitosti OspC proteinov je zacho-
vana prva tretina maturovaného OspC proteinu (obrazok
10), kmene rovnakého druhu maji 80 az 90 % identitu
sekvencii v tejto oblasti. Ale identita sekvencii medzi
OspC proteinmi z roznych kmetiov nie je v tejto Casti pro-
teinu tak vysoka vd'aka pritomnosti kmefiovo $pecifickym
sekvengnym motifom na aminovom konci OspC proteinu.
Ako bolo uvedené, &ast’ OspC na karboxylovom konci,
ktord nebola uvedena, je zrejme tieZ vo vysokom stupni
zachovand. Intervenujica oblast (t. j. dolné dva bloky na
obrézku 9 medzi aminokyselinovymi zvyskami KKI a NS)
je vel'mi premenna a je hlavnym zdrojom rozmanitosti si-
visiacej s OspC. Je potrebné odakavaf, Ze sérotypovo Spe-
cifické epitopy s vniitri tejto premenlivej oblasti. Analyza
profilov hydrofilnosti sekvencii jednotlivych proteinov
spdsobom podla Hoppa a Woodsa zistila, Z¢ najvy&ie
hydrofilné maximum, ve'mi predpovedajice existenciu e-
pitopu, leZ{ vnutri tejto oblasti. Napriek velkej premenli-
vosti medzi OspC sekvenciami v tejto oblasti, predpokla-
dany epitop nemenne leZi medzi zvyskami aminokyselin
120 az 155 maturovaného proteinu. V OspC kmeni Orth sa
hydrofilné maximum vyskytuje vo zvySkoch 136 az 141
(DNDSKE), oblasti s vysokou flexibilitou a predpoklada-
nou otétkou, to sii parametre, ktoré by tiez naznadovali e-
pitop (analyzy uskutodiiované pomocou PC/GENE).

Priklad 5
Mapovanie epitopu anti-OspC monoklonalnych protila-
tok

Epitopy niektorych anti-OspC monoklonalnych pro-
tilitok boli mapované komeréne dostupnou supravou
Custom Designated Epitope Scanning Kit od firmy
Cambridge Research Biochemicals Ltd., Gradbrook
Park, Northwich, Cheshire, Anglicko. Tato zostava pou-
Ziva alebo spdsob pin technolégie opisany Geysenom a
kol. . J. Immunol. Methods 102, 259 (1987), analyzu E-
LISA s biotinylovanym peptidom alebo spésob bodové-
ho blotovania opisany vyrobcom. Jedinym stupiiom bolo
2026 syntetizovanych testovanych peptidov, prekryvaju-
ce 10méry sekvencii OspC proteinov si uvedené na ob-
rdzku 9. Do analyzy boli tieZ zahrnuté prekryvajice pep-
tidy sekvencie signalneho proteinu kmefia Orth a C kon-
ce OspC proteinov kmeiiov Orth PKO a B31.

Kombinovana sekvencia sekvenénych peptidov rea-
gujlcich s monoklonilnou protilitkou je opisani ako
»uplnd sckvencia epitopu®. Obrdzok 13 uvadza uplni
sekvenciu epitopu tychto monoklondlnych protildtok,
ktorymi sa tieto epitopy mohli rozliovat. Sekvencia u-
vedend v hranatych zitvorkach zahmuje aminokyseliny
bezné pre vietky reagujiice peptidy a tvori teda dolezith
Cast’ epitopu. Umiestnenic kaZdej tplnej sekvencie v ge-
neralizovanom OspC proteine je uvedené na obrazku 14.
V jednom pripade je dané (obrazok 13) a uvedené (obré-
zok 14) &islo epitopov, ktoré by mohli byt rozlidené, ale
len pre prvé, t. j. pre najreaktivnej3ie. V pripadoch, ked’
monoklonélne protilatky reaguji s peptidmi zodpoveda-
Jjucimi podobnym oblastiam vo viac ako jednom OspC
proteine, je uvedena len monoklonalna latka pre kmeii
Orth. Naopak, ak monoklonalna protilitka nereaguje s
Orth proteinom (napriklad BBM 43), je uvedena reagu-
Jjica sekvencia pre homologny kmeti (PKO). Dole na ob-
razku 13 st monoklonalne protilatky zoradené do kate-
gorii na zaklade frekvencie vyskytu toho epitopu, ktory
rozliduju, ¢o je uvedené v hornej &asti tohto obrazku. A-
ko je vidiet, viac ako polovica z nich rozliduje vysoko
Specifické epitopy, v ktorych sa vyskytuje menej ako 10
z analyzovanych kmetiov. Pit' z monoklonalnych proti-
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latok rozliduje epitopy vyskytujiicich sa medziproduktov,
zatial’ o sedem ostavajicich je moZné povarovat za
protilatky, ktoré rozlidujii bezné epitopy, pretoze sa vy-
skytuji vo viac ako 25 zo 77 analyzovanych kmefiov.
Monoklonalne protilétky, o ktorych bolo zistené, Ze sa
vhodné na sérovarovii analyzu, si na obrazku 13 oznate-
né hviezditkou. Je zaujimavé poznamenat, Z¢ to boli
primarne monoklonalne protilatky, ktoré rozliduji bezné
epitopy (BBM 28, 29, 34, 37, 42, 43 a 45), alebo epitopy
vyskytujuce sa ako medziprodukty (BBM 22, 35 a 40),
ktoré by mohli byt jednoznatne zmapované. V skutod-
nosti by mohli byt zmapované len 3 monoklonaine pro-
tilatky, ktoré by mohli byt povazované za typovo $peci-
fické (BBM 38, 39 a 44), t. j. reagujice s menej ako 10
kmetimi. Ako BBM 38, tak aj 39 maju rovnakii zostavu
reakcii kmefiov a mapovali rovnaki oblast’ (aminokyse-
liny 155 a 170). Na zéklade hydrofilnosti sekvencie ami-
nokyselin proteinu Orth hydrofilné maximum a predpo-
kladand -ot4tka sa zhoduje s touto oblast'ou, parametra-
mi vysoko indikativnymi pre epitop. Epitop BBM 44 le¥i
medzi aminokyselinami 79 a 90, &o je tieZ znadne pre-
mennd oblast. Nane$tastic nemohol byt zmapovany
Ziadny z epitopov inych typovo Specifickych monoklo-
nélnych protilatok, ¢o poukazuje na to, Ze su zavislé od
konformécie molekuly. PretoZe viak vsetky 3 typove
Specifické protilatky mapujii oblasti, ktoré st medzi naj-
premenlivej$imi oblastami proteinu, je velmi pravdepo-
dobné, Ze st tieZ v inych typovo 3pecifickych epitopoch.
Je zaujimavé, Ze BBM 28, ktory reaguje s epitopom vy-
sokej frekvencie, tieZ mapuje rovnaké oblasti ako BBM
38 a 39. Ddvody tejto skutoénosti nie si zname. MéZu tu
viak existovat’ malé rozdiely v potte a skuto¢nych ami-
nokyselinach, ktoré s vo vdzbovom mieste, €o je pridi-
nou tejto nejednoznadnosti. Styri z protildtok (BBM 29,
42, 43 a 45), ktoré reaguju s obvyklym epitopom, mapuji
protein na vzdialenom C konci (aminokyseliny 200 az
212), pricom dva d’aldie reaguji blizko N konca tohto
proteinu (aminokyseliny 41 az 67), v oblastiach, ktoré si
vel'mi konzervativne. Monoklonalne protilatky rozliduji
epitopy s vyskytom medziproduktov mapovanych vnitri
polozachovanych oblasti (aminokyseliny 103 az 114 a
aminokyseliny 176 az 196) molekuly. Tieto vysledky
boli potvrdené tieZ d'al$im pokusom, v ktorom bolo tes-
tované viacmocné krali¢ie sérum 3pecifické pre membra-
nové frakcie 2 kmetiov, z ktorych kazdy exprimuje 16 sé-
rovarovych variantov OspC proteinu proti 203 prekry-
vajicim peptidom Orth proteinu. Boli najdené skriZene
reagujice epitopy v hore zachovanych a polozachova-
nych oblastiach. Je zaujimavé, Ze séra z kmefiov CMAT
skupiny 1 (B. burgdorferi sensu stricto) nereaguju skri-
Zene tak &asto ako séra z kmeiiov CMAT skupiny 3 (B.
afzelii) a 4 (B. garinii).

Priklad 6
Stadic skriZzenej ochrany gerbil

Na zistenie, ¢i je moZna skrizena ochrana medzi roz-
nymi skupinami OspC, boli vy¢istené OspC proteiny z B.
burgdorferi kmefia ZS7 (OspC skupina 1), B. afzelii kme-
fia PKO (OspC skupina 7) a B. garinii kmeita W (OspC
skupina 10) a pouZité ako imunogény v modeli lymske)
boreliézy gerbil proti stimulacii kmefiom Orth B. afzelii
(OspC skupina 5). Na testovanie vnitri skupiny bol ako i-
munogén proti kmetiu Orth pouzity OspC z kmetia H7
(OspC skupina 5). OspC z kmetia H7 patri k rovnakému
sérovaru a RFLP typu ako OspC z kmeria Orth.

Gerbilam bola podand alebo jedna subkutinna imu-
nizicia vy¢isteného OspC (20 g proteinu/200 1) s po-
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mocnym C&inidiom TiterMax # R-1 (CytRx), t. j. bola pri-
pravend ako emulzia vody v oleji (skvalen) so syntetic-
kym imunomodulatorom (kopolymér CRL89-41), alebo
gerbilam boli podané dve intraperitonedlne injekcie
OspC (10 g proteinw/500 1) s hydroxidom hlinitym ako
pomocnym ¢inidlom. Vy¢istené antigény boli pripravené
z kmeiiov podl'a spésobov opisanych v USA patentovej
prihlaske &. 07/903 580, ktorej obsah boltu uz skor zahr-
nuty ako odkaz. Tri a pol tyZdiia po prvej imunizacii boli
z off a plazmy odobraté vzorky krvi pripravene;j tak, aby
mohla byt zistena protilatkovd odpoved’ na imunogén v
ase stimulécie (podobne bolo postupované s neimunizo-
vanymi kontrolnymi zvieratami). Po Styroch tyZdiioch od
prvej imunizécie bolo zvieratim podanych intraperitone-
alne 104 buniek (ID50 25 az 100) kmetia Orth, rovnako
ako skupine neimunizovanych kontrolnych zvierat. Po-
davana supenzia bola tieZ titrovana u neimunizovanych
gerbil, aby sa stanovila potrebnd davka na infikovanie
50 % zvierat, Po d'alSich dvoch tyzdiioch boli zvieratd
stimulované davkou 104 zabité a mechir, srdce, adviny
a slezina boli kultivované v médiu BSK. Kultiry boli
skiimané na pritomnost’ spirochét v tyZdilovych interva-
loch od druhého do Siesteho tyZdila po naoCkovani, mik-
roskopiou v tmavom poli. Bola tiez odobrata krv a ziska-
na plazma bola analyzovana Westernovym blotovanim
na sérokonverziu, t. j. na vyvinutie protilatok po stimula-
cii na antigény z kmeiia Orth inych ako imunogén. Bola
zistend dobra zhoda medzi kultivaénymi a sérologickymi
testami pouZitymi na zistenie, ktoré zvierata boli infiko-
vané. Na stanovovanie ID50 bolo pouZité len sérologické
testovanie, ale v tomto pripade zvierata sa nechali vykr-
vacat’ 3 tyZdne po stimulacii. Dal &as bol poskytnuty na
to, aby protilatkova odpoved’ v infikovanych gerbildch
bola dostatoéne silna a aby mohla byt Pahko zistite'nd.
Medzi druhmi neexistovali Ziadne znamky skriZenej
ochrany, t. j. OspC proteiny z OspC skupin 1 (B. bur-
gdorferi) a 10 (B. garinii) boli neti¢inné ako imunogény
proti podanému kmeiiu Orth (B. afzelii). Podobne nee-
xistovala Ziadna zndmka skriZenej ochrany medzi roz-
nymi OspC skupinami rovnakych druhov, t. j. OspC
protein z izolatu OspC skupiny 7 (kmeri PKO B. afzelii)
bol neiddinny ako imunogén proti podanému kmeiiu Orth,
ktory exprimuje OspC protein z OspC skupiny 5. Oproti
tomu imunizacia OspC proteinom z kmetta 117 (OspC
skupina 5) bola u€innd na kmefi Orth (OspC skupina 5).
Tieto adaje (obrazok 15) ukazujl, Ze skrizend ochrana
medzi OspC skupinami je nepravdepodobna a Ze je moZ-
na ochrana vnutri jednej skupiny. Na ochranu proti
vitSine kmetiov Borrelia sposobujicich lymski chorobu
by mala byt a¢inn& nasobna vakcina obsahujica jeden
alebo viac typov OspC proteinov z kazdej OspC skupiny.

Priklad 7
Frekvencia zemepisného rozirenia roznych skupin OspC
proteinov suvisiacich s ochorenim Fudi

Vzhfadom na vysoky stupefi premenlivosti OspC
proteinu je mimoriadne ndroéné navrhnat' vakcinové
prostriedky, ktoré poskytuji dobré ochranné krytie a
pritom nevyZaduji zahrnutic mimoriadne vysokého
podtu variantov na dosiahnutie tohto ciel'a. Jednym sp6-
sobom optimalizovania vyberu OspC variantov by bolo
stanovenie, ktoré OspC varianty svisia s ochorenim l'udi
a vyskytuji sa vel'mi ¢asto. Vzécne OspC varianty alebo
OspC varianty vzécne stvisiace s ochorenim Pudi by tak
boli z akéhokol'vek vakcinového prostriedku vylicené s
minimalnou stratou G¢innosti vakciny. A dalej, ak je
vakcina uréend len na pouZitie v prisludnej zemepisnej
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oblasti, nebolo by nutné zahrnat’ do nej tie OspC varian-
ty, ktoré neprevladaji v Borrelia spdsobujucej lymsku
chorobu v tejto oblasti. VyuZitim epidemiologickych a
OspC typizatnych informéacii o kmeiioch Borrelia pou-
Zitych v tejto Stadii (obrazok 12) je mozné vybrat' OspC
varianty, ktoré by mali byt vo vakcine (vakcinach) ob-
siahnuté.

Analyza izolatov B. burgdorferi (CMAT skupina 1 za-
hrnujica kmeit 25015, celkom 23 kmeilov) ukazuje, Ze
najviac prevladajice OspC varianty medzi tymito kmefimi
su tie, ktoré patria k skupindm 1 a 2. Kmene skupiny 1 st
vietky eurdpskymi izoldtmi a méZu spdsobovat’ ochorenie
T'udi, aj ked’ len 1 z 5 kmefiov bol Tudskym izoldtom. To
mdZe znamenat, Z¢ ticto kmene nie sd vysoko virulentné.
Kmene skupiny 2 sui jedinym najobvyklejsim typom OspC
skupiny s 10 ¢lenmi. Na rozdiel od kmeiiov skupiny 1 s
ticto kmene velmi rozirené v izolatoch zo Spojenych
Statov americkych, Burdpy a Ruska. Kmene skupiny 2 uz-
ko savisia s ochorenim I'udi, priom 50 % izolatov sit kli-
nickymi vzorkami. Zvy$nych 8 testovanych izolatov B.
burgdorferi st victko izoldtmi zo Spojenych 3tatov ame-
rickych a s velmi rozmanité, pokial’ ide o OspC, ktoré
exprimuji, pretoZe kazdy kmeil exprimuje iny ospC RFLP
typ. Iba jeden z tychto kmetlov (kmeii 297, skupina 3) bol
izolovany z pripadu lymskej choroby. Kmene skupiny 2 a
3 patria s vynimkou kmefia 25015 k jednému z troch hlay-
nych klonov CMAT typu 1.2.4. sivisiacich s ochorenim
l'udi (obrazok 5).

26 kmenov B. afzelii (t. j. skupina VS461, CMAT
skupina 3) patri do 6 rdznych skupin: OspC skupin 4 az 8
a skupiny 16 s 3, 4, 6, 2, respektive so 4 ¢lenmi. Okrem
jedného japonského izolatu boli vetky tieto kmene z Eu-
ropy: Rakisko (14), Ceska republika (4), Dansko 1),
Nemecko (2), Taliansko (1), Slovinsko (1), Svédsko (1) a
Svajtiarsko (1). 28 % curépskych izolatov bolo Pudského
povodu, z toho 80 % izolatov bolo zo vzoriek pokoZky a
8 % zo vzoriek krvi. Tieto daje dokladuji velku savis-
lost medzi kmeiimi B. afzelii a vyvojom dermatologic-
kych foriem lymskej choroby. LCudské izolaty boli rov-
nomeme rozsirené i v roznych OspC skupinach. Rakiiske
izolaty patrili predov3etkym k skupinadm 4 aZ 6 (86 %),
ale jednotlivi predstavitelia boli najdeni tieZ v skupinach
7 a 8. Nizky vyskyt rakiiskych izolatov medzi OspC sku-
pinou 7 (t. j. 1/5) a nepritomnost’ izolatov zo skupiny 16
(0/4) ukazuje, Ze vnatri Eurépy sii zemepisné variécie s
previadanim réznych B. afzelii OspC skupin, ale kmene
B. afzelii z OspC skupin 4 aZ 8 a 16 st v Eur6pe vel'mi
rozsirené. Tieto kmene su takmer vyluéne &lenmi iného
klonu savisiaceho s ochorenim &loveka, konkrétne 3.2.13
(obrazok 5).

Tridsat kmetiov B. garinii (t. j. CMAT skupina 4,
vyludujuca atypické kmene 19857 a 19952 a CMAT 2
kmene 20047, IP90 a NBS16) mézZc byt d'alej rozdele-
nych do 9 OspC skupin a 2 RFLP typov, pre ktoré nee-
xistuje Ziadne priradenie do skupin. 53 % testovanych
kmenov B. garinii bolo I'udskymi izolatmi a tieto kmene
boli rozsirené vo vSetkych OspC typoch okrem jedného
(RFLP 34). 75 (12/16) z tychto kmefiov B. garinii bolo
izolovanych z pripadov neuroborelidzy, ostatné boli izo-
latmi z pokoZky. B. garinii teda primarne savisi s neuro-
horelidzou, aj ked sa predpoklada vyskyt izolatov z po-
koZky, pretoZe poranenie pokozky (EM) je priznakom
beznym pre vietky formy lymskej choroby bez ohladu
na priinné ¢inidlo. Kmene OspC skupiny 13 boli najob-
vyklejsie izolovanymi OspC typmi, 23 % (7/30) bolo B.
garinii OspC typov a 25 % (4/16) ludskymi izolatmi.
Kmene tejto OspC skupiny st ve'mi roziirené v Eurdpe
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a zahrnuj izoldty zo Siestich rdznych krajin. OspC sku-
pina 11 je tie velmi roziirend, vyskytuje sa &asto (17 %
alebo 5/30), ale sivislost s ochorenim Tudi je menej jas-
né, pretoZe len jeden izolat bol Pudského povodu. To ale
méZe ukazovat’ na chybu vo vzorke a na maly podet
izolovanych kmefiov. Je to mozné tie# aplikovaf na
kmene OspC skupiny 14 (4 kmene, ale len jeden Tudsky
izolat). Izolaty z inych OspC skupin (9, 10, 12, 15,17, 19
a RFLP typy 33 a 34) boli n4jdené menej Zasto. Na vak-
cinu proti rakuskej B. garinii by viak mali byt d’alej uva-
Zované OspC skupiny 10 a 19, pretoZe vietky 3tyri izolaty
B. garinii z Rakiiska patria k tymto 2 OspC skupinam.
Okrem priamej analyzy kmefiov Borrelia, ako je to
uvedené, je moZné stanovit' ticZ prevladajtce z roznych
OspC-variantov a ich savislost’ s I'udskou boreliézou ne-
priamo. To sa uskutotfiuje testovanim $pecifickosti
OspC protilatok v sére od pacientov s lymskou chorobou.
Na protildtky na OspC bolo testovanych 50 sér odobra-
tych pacientom v oblasti Prahy (Cesk4 republika), z kto-
rych malo EM (15), ACA (15), neurologické poruchy
(10) a priznaky sivisiace s kibmi a svalmi (10). Pri tes-
tovani proti panelu 18 kmefiov bolo zistené, ¥e 17 vzo-
riek sér (34 %) (3 EM, 10 ACA, 3 lymska artritida a 1
neuroboreliéza) reaguje s jednou alebo s viacerymi zo 16
testovanych OspC skupin (obrézok 16). 12 sér reagovalo
Specificky prave s jednou OspC skupinou [skupina 5
(4 x), skupina 7 (3 X), skupina 6 (2 x), skupina 8, 13 a 14
(1 x)]. Tri séra reagovali aj so skupinou 4, aj so skupinou
6, zatial’ ¢o 2 dalsie séra boli siroko skriZene reaktivne re-
agujlce so 6 a 8 z testovanych skupin. V Ceskej republike
sii teda pritomné kmene Borrelia exprimujiice OspC va-
rianty z OspC skupin 5 az 17, 13, 14 a mozno aj 4. Tieto
sérologické lidaje st v salade a teda podporujii vysledky
ziskan€ analyzou kmetiov v susednej krajine - v Rakiisku.
Na zéklade opisanych vysledkov beli pripravené
vakciny na pouZitie v:
1) Spojenych 3tatoch americkych: OspC z OspC skupin 2
a3,
2) Eurdpe: 14 OspC variantov z OspC skupin 2, 4 az 7,
9,10,12,13,14,15a217a19a
3) Rakisku: 8 alebo viac OspC z OspC skupin 2, 4 az 7,
10,13 a19.

Priklad 8

Expresia rekombinantného OspC v P. pastoris Kon-
$trukcia Pichia pastoris OspC expresného vcktora Rekom-
binantny P. pastoris/ E. coli vektor pre viac hostitelov
pHIL-Al (ziskany od Phillips Petroleum) bol pouZity na
klonovanie OspC kodujicej sekvencie B. burgdorferi.
Zvoleny bol panel kmetiov obsahujucich jeden alebo viac
predstavitelov z kaZdej skupiny. OspC gén bol amplifiko-
vany polymerdzovou refazovou reakciou. Kodujice sek-
vencie maturovaného OspC proteinu zadinajiice prvou a-
minokyselinou cysteinom (aminokyselina 19 v sekvencii
OspC proteinu z kmefia Orth) bola amplifikovand pouzi-
tim primerov 3pecifickych pre kmeil odvodeny od OspC
nukleotidovych sekvencii, ako je to opisané v USA paten-
tovej prihlaske 07/903 580 (eurdpsky patent 0 522 560).

Na vytvorenie §' a 3' konca B. burgdorferi Orth OspC
génu bola uskutodnend polymerazova refazova reakcia
(PCR) v podstate tak, ako je to opisané v priklade 4 s po-
uZitim aminokoncového primeru PC-F so sekvenciou
5'-AAATGTGTAATAATTCAGGAAAGG-3' a primeru
PC-B na karboxylovom konci so sekvenciou
5'-ATTAAGGTTT. TTTGGAGTTTCTG-3'. Podéiar-
knuta sekvencia v primeri PC-F je identicka s transla¢-

nym §tartovacim kodénom maturovaného OspC proteinu
av primeri PC-B s translaénym stop kodénom.

Stratégia klonovania (redtrikéné miesto vo vektore a
v primeroch pouZitych na PCR) na vloZenie OspC ké-
dujiicej sekvencie B. burgdorferi kmeii B31, PKO, ZS7,
KL10 a E61 do pHIL-A1 je sithmne uvedena v tabulke 1.

Vektor pHIL-Al sa roziticpi pdsobenim Sful. Pre-
¢nievajice konce sa doplnia Klenowovou polymerdzou
za vzniku zarovnanych koncov. Vy¢&isteny PCR fragment
obsahujlici sekvenciu kédujicu OspC sa cez noc liguje s
vektorom. Této ligadna zmes sa pouZije na transforméciu
prisluinej E. coli DHS5. Na d’al§iu amplifikéciu plazmidu
sa vyberi na LB-Amp doskach kolénie rezistentné na
ampicilin. Minipreparacia (Maniatis a kol., 1982) sa tes-
tuji a analyzujii podla dizky restrikéného fragmentu.
Plazmid, ktory m4 OspC gén, sa ozna&i pPC-PP4 (obra-
zok 17). Pripravi sa vy¢istena pPC-PP4 DNA. Sekvencie
sa potvrdia sekvenovanim DNA. Vygisteny plazmid
pPC-PP4 sa prenesie do P. pastoris kmefia GS115 NR-
RL-Y 11430 (Gregg a kol.: Mol. Cell. Biol. §, 3376
(1985)) spdsobom, ktory opisal Dohmen a kol. (Yeast 7,
691) a na MD doskach sa vyber transformanty.

kmeii B. vektor
burg- primer PHIL-A1
dorferi rozitiepeny
o S-AR ACGATG TNT ART AATTCAGGO ARAT | oo —
$-GGATTAAGGTTTTTTTGGTTTCTG-3
S_GGGACTTCGAAACGA ATG TGTAATAAT
TCA3
KLIO | 5 GGTGGG GGA ATT CAT TAA GGT TTT-3* Stul/EcoRI
S_TTT GGA-3
SCGGAAAAAAAACTICGAAACGA — ATG
TGTAA-¥
S.TAATTCAGGGAAG GGA AAT CATTAA-3 | SfulEcoRl
Zs7 5.GGT TTT TTT GGA-3'
T CGGA AAAAAAACTICGAAACGA — ATG
TGTAA-Y
B3l S.TAATTCAGGGAAG GGA AAT CATTAA3 | STuVEcoRI
5.GGT TTT TTT GGA-3'
S-COOP.AAAAP AACTTCGAARACGA — ATG
TGTAAS'
E6l S_TAATTCAGGAAAG GGA AAT CATTAA-» | Sful/EcoRl
5.GGT TTT TTT GGA-3'
S .CGGAAAAAAAAPACTICGAAACGA ATG
TGTAA-3
PKO S-TAATTCAGGGAAG GGA AAT CAT TAA-¥' Stul/BeoRI
5.GGT TTT TTT GGA-3'

Tabul’ka I uvadza oligonukleotidové primery pouZité
na PCR amplifikaciu kédujicu sekvencie maturovaného
OspC proteinu réznych kmetiov Borrelia lymskej choro-
by. St uvedené tiez restrikéné enzymy pouZité na vloZze-
nie sekvencie kodujicej OspC do vektora pHIL-Al.

Expresia rekombinantného OspC v P. pastoris

Z MD dosicek boli odobraté P. pastoris GS115/pPC-
PP4 transformanty a nechali sa rast’ v 3 ml MG médiu pri
teplote 30 °C za stileho mieSania do optickej hustoty
(OD 600) 2 az 10. Na indukciu OspC syntézy sa | ml
kultiry odstred’uje, premyje sa raz MM, nesuspendujc sa
v 3 ml MM alebo v MMY 1-médiu a inkubuje sa 2 dni pri
30 °C za stileho mieSania. Expresia OspC sa indukuje
pritomnostou metanolu v rastovom médiu. Podiely kul-
tiry sa odoberaji a lyzity sa analyzuji Westernovym
blotovanim pomocou OspC 3pecifickej monoklonalnej
protilatky BBM 45.
[' vietko v nasledujicich médiach je vyjadrené ako
mnozstvo/]
MD: kvasinkova dusikova baza (YNB, 13,4 g), siran a-
ménny (5 g), biotin (400 mg), glukéza (2 %)
MG: YNB, siran aménny, biotin, glycerol (10 ml/1), fos-
foretnan draselny (100 mM)
MMY: MM, kvasinkovy extrakt (10 g), kazein (20 g)].
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Cistenie rekombinantného OspC

P. pastoris GS115/pPC-PP4 bunky boli izolované od-
stredovanim (3000 x G, 5 minat, 4 °C). Premyté bunky
sa resuspenduji v 150 mM tris/HCI1 pufri, pH 7,4 a tato
suspenzia sa pridd k sklenenym perli¢kdm. Bunky sa
potom lyzuji vytrepavanim zmesi v bunkovom mlyne
Vibrogen(R) (model V14, Biihler). Lyzat sa potom od-
filtruje na filtri zo sintrovaného skla, aby sa odstranili
sklenené perlitky. Lyzat sa odstreduje 5 minut pri
3000 x G a pri teplote 4 °C. Supernatant sa potom d'alej
odstred’uje hodinu pri 100 000 x G a teplote 4 °C. ,.Su-
pernatant ziskany pri vysokej rychlosti sa pouZije na
d’al3ie ¢istenie OspC antigénu.

OspC antigény sa frakcionuju DEAE-chromatogra-
fiou, ktorych priklad je uvedeny.
koléna: Protein-PAK DEAE SPW od firmy Waters
vzorka: 45 ml dialyzovaného antigénového prostriedku
rovnovézny pufor (A): 10 mM tris/HC1, pH 7,5
eluény pufor (B): 10 mM tris/HC1, 1 M NaCl, pH 7,5
prietok: 4 m1/min.
stupeii: 0 % B 70 minut, 0 aZ 100 % 50 mindt.

Koléna sa ekvilibruje pufrom A. Antigény sa eluuju
zvySujicimi sa mnoZstvami NaCl. Na identifikaciu frakeii,
ktoré obsahuj prislusny antigén, sa &asti frakcii vyzrazaju
acetonom a pelety sa analyzuji SDS-PAGE a/alebo imu-
noblotovanim. Frakcie z delenia DEAE ionexovou chro-
matografiou obohatené OspC antigénom sa dalej istia a-
finitnou chromatografiou na imobilizovanom kove, ako je
to opisané v eur6pskom patente 0 522 560.

Priprava OspC proteinu vo velkej mierke vo fermentore

Priprava OspC bola skiimana v kontinualnom fer-
mentatnom cykle. Kazdy cyklus bol uskutoéneny s fer-
mentorom opatrenym monitormi a kontrolami pre pH,
rozpusteny kyslik, rychlost mieSania, teplotu, prietok
vzduchu a prietok kyslika. Teplota bola udrZiavana na
30 °C. VytaZok buniek bol stanovovany z mokrej hmot-
nosti premytych buniek.

Oc¢ka na fermentaéné cykly sa nechali rast’ v 2 | Er-
lenmeyerovych bankéch obsahujiicich 500 ml modifiko-
vaného FM21 média, ako je to opisané v eurépskom pa-
tente 0 263 311. Fermantagné kultiry vyrastené po dav-
kach boli mnoZené s glycerolom, ako jedinym zdrojom
uhlika a energie. Kontinualne kultiry mali staly privod
glycerolu, pokial’ koncentracia biomasy nedosiahla 500
az 700 g hmotnosti vlhkych buniek na liter. Sotva sa
odoberu kontrolné vzorky, do kultiry sa pridava metanol
ako napajanie zmesou metanol-soli-biotin pocas niekol’-
kych dni tak, aby sa koncentracia metanolu udrZiavala
medzi 0,05 a 1,5 % hmotn. Produkovana biohmota sa
kazdy deti odstratiuje. P. pastoris bunky sa izoluji od-
stredovanim a resuspenduji sa v pufri (150 mM
tris/HC1, 3 mM EDTA, 1mM hydrochlorid bezamidinu,
0,01 % hmotn. NaN3, pH 7,4). Na francizskom lise sa
ziskaji bunkové lyzaty. Koncentrdcia OspC proteinu
bola stanoveni spésobom podla Bradforda. Predbeziné
vysledky ukézali, Ze do%lo k asi 100-nasobne zvySenému
vytazku OspC antigénu (na objemovil jednotku kultiry)
v P. pastoris v porovnani s vytaZzkami ziskanymi v kme-

fioch B. burgdorferi.

Stidie imunizacie a stimulécie (ochrany) OspC antigénu
odvodeného od P. pastoris

Stadie ochrany boli uskutottiované na gerbilach, ako
je to opisané v priklade 5. Na ochrannd ucinnost” bola
testované 25 mg mnozstva OspC z P. pastoris (klonované
z kmetia Orth) alebo Borrelia kmeiia Orth, ako to ukazuje

obrazok 18. Vsetky gerbily imunizované OspC odvode-
nym od P. pastoris boli chranené proti homolégnemu
kmetiu Orth. Vysledky st porovnatelné so 3tidiami
ochrany ziskanymi s OspC antigénom odvodenym od
Borrelia.

PATENTOVE NAROKY

1. Imunogénny prostriedok, vyznadujici
sa tym, Zeobsahuje:
a) také mnoZstvo materidlu obsahujlceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vyCistenych z kazdej z 20 beZne rozliSovanych
OspC skupin na obrazku 11, alebo ii) OspC varianty ale-
bo OspC mimetikd uvedenych OspC antigénov, pri¢om
tieto OspC varianty alebo OspC mimetikd majui taki
Struktiru, ktora je dostatotne podobné prirodnému OspC,
aby indukovali ochranntl imunitu, a
b) fyziologicky prijatelny nosi¢, ktory je dostatoiny na
vyvolanie, u cicavcov, ktori si citlivi na lymskad borelié-
zu, imunitnej odpovede, ktord ich chrani pred lymskou
borelidzou.

2. Imunogénny prostriedok, vyzmnadujici
sa tym, Zeobsahuje:
a) také mnoZstvo materidlu obsahujiceho i) dva alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby z 20 bez-
ne rozliSovanych OspC skupin na obrazku 11, alebo ii)
OspC varianty alebo OspC mimetika uvedenych OspC
antigénov, pri¢om tieto OspC varianty alebo OspC mi-
metikd maji takd Struktiru, ktora je dostatone podobna
prirodnému OspC, aby indukovali ochranni imunitu, a
b) fyziologicky prijatel'ny nosi¢, ktory je dostatodny na
vyvolanie, u cicavcov, ktori si citlivi na lymska borelié-
zu, imunitnej odpovede, ktord ich chrani pred lymskou
borelidzou.

3. Imunogénny prostriedok, vyznadujuci
sa tym, Zeobsahuje:
a) také mnoZstvo materialu obsahujiceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vy&istenych z kazdej z OspC skupiny na obrézku 19
exprimovanej jednym alebo viacerymi klonmi a klono-
vymi klastrami stvisiacimi s ochorenim fudi (HDA), a-
lebo i) OspC varianty alebo OspC mimetiké uvedenych
OspC antigénov, pri¢om tieto OspC varianty alebo OspC
mimetikd maji takd $truktiru, ktord je dostatolne po-
dobna prirodnému ospC, aby indukovali ochrannd imu-
nitu, a
b) fyziologicky prijatelny nosi¢, ktory je dostatoiny na
vyvolanie, u cicavcov, ktori si citlivi na lymski boreli6-
zu, imunitnej odpovede, ktora ich chrani pred lymskou
boreliézou.

4. Imunogénny prostriedok, vyznadujici
sa tym, Zecobsahuje:
a) také mnoZstvo materialu obsahujiceho i) dva alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby z OspC
skupin na obrazku 19 exprimovanych jednym alebo via-
cerymi klonmi alebo klonovymi klastrami suvisiacimi s
ochorenim I'udi (HDA), alebo ii) OspC varianty alebo
OspC mimetiké uvedenych OspC antigénov, priom tieto
OspC varianty alebo OspC mimetika maju takd Struktd-
ru, ktoré je dostatoéne podobna prirodnému OspC, aby
indukovali ochrannd imunitu, a
b) fyziologicky prijatefny nosi&, ktory je dostatodny na
vyvolanie, u cicavcov, ktori su citlivi na lymski borelié-
zu, imunitnej odpovede, ktord ich chrani pred lymskou
borelidzou.
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5. Imunogénny prostriedok podra naroku 1 alebo 4,
vyznatujhici sa tym, Ze je ureny na
ochranu proti kmeitom B. burgdorferi prevladajacich v
prisluSnej zemepisne;j oblasti.

6. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 7 na pou-
Zitie v Severnej Amerike, vyznadujldci sa
ty m, Zeobsahuje:

a) také mnoZstvo materialu obsahujiceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vydistenych z kaZdej z OspC skupiny 2 a 3, alebo ii)
OspC varianty alebo OspC mimetikd uvedenych OspC
antigénov, pri¢om tieto OspC varianty alebo OspC mi-
metikd maja taka $truktiru, ktora je dostatone podobna
prirodnému OspC, aby indukovali ochranni imunitu, a
b) fyziologicky prijatelny nosi¢, ktory je dostatoény na
vyvolanie, u cicavcov, ktori si citlivi na lymsku borelio-
zu, imunitnej odpovede, ktora ich chrani pred lymskou
chorobou.

7. Imunogénny prostriedok podla ktoré¢hokol'vek z
nirokov l az6, vyznadéujici sa tym, Ze
tento material d’alej obsahuje OspA antigén z B. burgdor-
feri B31.

8. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 5 na pou-
Zitie v Eurépe, vyznadujlci sa tym, Ze
obsahuje:

a) také mnoZstvo materialu obsahujuceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vycistenych z kazdej OspC skupiny 2, 4 az 7, 9, 10,
12 az 17 a 19, alebo ii) OspC varianty alebo OspC mi-
metikd uvedenych OspC antigénov, pri¢om tieto OspC
varianty alebo OspC mimetika maji taki $truktiru, ktora
je dostato¢ne podobné prirodnému OspC, aby indukovali
ochranni imunitu, a

b) fyziologicky prijatelny nosi¢, ktory je dostatotny na
vyvolanie, u cicavcov, ktori st citlivi na lymsku borelio-
zu, imunitnej odpovede, ktora ich chrini pred lymskou
boreliézou.

9. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 7 na pou-
zitie v Rakisku,vyznaéujici sa tym, Ze
obsahuje:

a) také mnoZstvo materidlu obsahujitceho i) jeden alebo
viac OspC antigénov Borrelia lymskej choroby v pod-
state vycistenych z kazdej OspC skupiny 2, 4 az 7, 9, 10,
12 az 17 a 19, alebo ii) OspC varianty alebo OspC mi-
metikd uvedenych OspC antigénov, pri¢om tieto OspC
varianty alebo OspC mimetika majui taka Struktiru, ktora
je dostato¢ne podobna prirodnému OspC, aby indukovali
ochrannil imunitu, a

b) fyziologicky prijateny nosig, ktory je dostatodny na
vyvolanie, u cicaveov, ktori st citlivi na lymsku borelié-
zu, imunitnej odpovede, ktord ich chréni pred lymskou
boreliézou.

10. Imunogénny prostriedok podfa ktoréhokol'vek z
narokov 8 alebo 9, vyznadujiuci sa tym,
Ze tento material obsahuje antigény z OspA antigénov z
Borrelia kmetiov B31, Orth, H4 a KL10.

11. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 1 alebo 3,
vyznadujlici sa tym, Ze tento material
obsahuje antigény zo skupiny i} alebo ii), ktoré si vydis-
tené z celych buniek Borrelia lymskej choroby.

12. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 1 alebo 3,
vyznadujuci sa tym, Ze tento material
obsahuje antigény zo skupiny i) alebo ii), ktoré si produ-
kované rekombinantnymi technikami v eukaryotickom
hostitel'ovi a st vycisteng.

3. Imunogénny prostriedok podla naroku 12,
vyznadujici sa tym, Ze hostitefom je
kvasinka.

14. Imunogénny prostriedok podla naroku 17,
vyznadujaci sa tym, Zehostitelom jeP.
pastoris.

15. Imunogénny prostriedok podl'a naroku 1 alebo 4,
vyznadujici sa tym, Z antigény obsa-
huji jeden alebo viac epitopov so sekvenciou aminoky-
selin, ktora je vybrata zo skupiny pozostavajiicej z:

1. VKLSESVASLSKAA,

2. TDNDSKEAILKTNGT,

3. KELTSPWAETPKKP,

4. FVLAVKEVETL,

5. YAISTLITEKLKAL,

6. PNLTEISKKITDSNA,

7. ASANSVKELTSPW,

8. SPWAETPKKP,

9. GKKIQQNNGLGA a

10. SPWAESPKK,

alebo varianty alebo mimetikd tychto epitopov, pric¢om
tieto varianty alebo mimetikd majui taku Struktaru, ktora
je dostatoéne podobna prirodnému epitopu, aby induko-
vali ochranni imunitu.

16. Imunogénny prostriedok podfa néroku 15,
vyznafujaci sa tym, Ze obsahujekazdy
z epitopov 1) az 10).

17. Imunogénny prostriedok podla naroku 15 alebo
16, vyznatujici sa tym, Zedalej obsa-
huje pomocné ¢inidlo.

18. Imunogénny prostriedok podla néroku 17,
vyznatujaci sa tym, Ze pomocnym Ci-
nidlom je hydroxid hlinity.

19. Imunogénny prostriedok podla ktoré¢hokolvek z
nirokov 1 22 18, vyznadujtici sa tym,
Ze ochrannym mnoZstvom je mnoZstvo od 1 do 100 g na
antigén na davku.

20. Imunogénny prostriedok podla naroku 19,
vyznadujdaci sa tym, Z ochrannym
mnoZstvom je mnoZstvo od 10 do 50 g na antigén na
davku.

21. Imunogénny prostriedok podl'a ktoréhokolvek z
nirokov 1 a2 20, vyznadujhci sa tym,
Ze cicaveom je Elovek.

22. Imunogénny prostriedok podla ktoréhokolvek z
narokov 1 a7z 25, vyznadéujici sa tym,
Ze ochrannym mnoZstvom je také mnoZstvo, ktoré je
preventivne pre lymskd boreliézu alebo ktoré zlep3uje
lymsku borelidzu.

23. Sekvencia rekombinantnej DNA, ktord obsahuje
sekvenciu nukleotidov ktorejkol'vek sekvencie OspC gé-
nu z kmettov 28691, 25015, SZ7, 297, SIMON, E6l,
ACAIl, H9, J1, VS461, M57, W, VSDA, NBS23a,
20047, KL.10, 1P90, NBS1AB, KL11 a H13 podla ob-
razku 8a.

24. Sekvencia rekombinantnej DNA kddujiica OspC
antigény kmetiov 28691, 25015, SZ7, 297, SIMON, E61,
ACAIL, H9, JI, VS461, M57, W, VSDA, NBS23a,
20047, KL10, IP90, NBS1AB, BITS, KL11 a H13 podla
obrazku 9a.

25. Sekvencia rekombinantnej DNA podla néaroku
23, pri¢om tato DNA sekvencia je aspofi z 80 % homo-
ldgna s ktoroukol'vek sekvenciou OspC génu podla ob-
razku 8a.

26. Rekombinantny expresny vektor obsahujuci sek-
venciu kddujticu OspC antigén ktoréhokol'vek z 20 beZne
rozli§ujicich OspC skupin podl'a obrazku 11.
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27. Rekombinantny expresny vektor podfa naroku
26, ktory obsahuje sekvenciu rekombinantnej DNA pod-
l'a narokov 23 a 25.

28. Expresny vektor podl'a naroku 26 alebo 27, ktory
znamena vektor pre viac hostitefov pre eurokaryotic-
ké/prokaryotické bunky hostitel’a.

29. Expresny vektor podl'a naroku 28, ktory sa repli-
kuje v kvasinkach, vyhodne v P. pastoris a v E. coli.

30. Expresny vektor podla ktoréhokol'vek z nérokov
26 aZz 29, pri¢om expresia OspC génu je transkripéne
kontrolovana indukovatelnym prométorom.

31. Expresny vektor podl'a naroku 30, pri¢om expre-
sia sekvencie kddujicej OspC je indukovatelna metano-
lom.

32. Hostitel'ska bunka, vyznacujica sa
tym, Ze je transformovanid expresnym vektorom
podla ktoréhokol'vek z narokov 26 az 31.

33. OspC antigén, ktory
i) je kédovany ktoroukol'vek sekvenciou podla narokov
23 a7z 25, alebo
ii) md aspofi 80 % homolégie.

34. Pouzitic kombinacie antigénov, ktoré sit obsiah-
nuté v imunogénnom prostriedku podl'a ktoréhokol'vek z
narokov 1 aZ 33 na vyrobu vakciny na lieCenie alebo
predchidzanie lymskej boreliézy u cicavca.

35. PouZitie kombinacie antigénov podla niroku 34,
pricom efektivnym mnoZstvom je od 1 do 100 g na anti-
gén na davku.

36. Pouzitie antigénov podla naroku 35, pricom e-
fektivnym mnoZstvom je od I do 50 g na antigén na dav-
ku.

54 vykresov
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Kmene Borrelia pouZité v tejto Stadii

kmeti krajina &lovek kliest zviera odkaz na darcu
Kénig  Rakisko I.ricinus I. Livey
Orth Rakasko I.ricinus I. Livey

HB1 Rakusko krv E. Aberer

(myozitida)

W Rakisko CSF G. Stanek

Hi Rakisko pokoZka E. Aberer
H10 Rakisko pokozka E. Aberer
H11 Rakisko pokozZka E. Aberer
H13 Rakisko pokozka E. Aberer
H15 Rakisko pokozka E. Aberer
H2 Rakisko pokozka E. Aberer

H5 Rakilisko pokoZka E. Aberer
Hé Rakisko pokozka E. Aberer

H8 Raklsko pokozZka E. Aberer

H9 Rakisko pokoZka E. Aberer
Simon  Rakisko pokozka E. Aberer
H12 Rakisko pokoZka (ACA) E. Aberer
H14 Rakisko pokoZka (ACA) E. Aberer
H7 Rakisko pokoZka (ACA) E. Aberer

H4 Rakisko pokoZka (EM) E. Aberer
KL10 Gesks rep. I.ricinus J. Jirous
KL11 Ceské rep. I.ricinus J. Jirous
KL5 Beska rep. I.ricinus J. Jirous
KL6 Ceska rep. I.ricinus J. Hercogové
KC10 Ceskd rep. krv J. Hercogova

(kardiak)

C78 Ceskd rep. krv (NB) J. Hercogova
M5 7 Ceskd rep. CSF J. Hercogova
E180 Ceskd rep. pokoZka (EM) J. Hercogova
E51 Ceskd rep. pokofka (EM) J. Hercogové
E61 Ceskd rep. pokoZka (EM) J. Jirous

Obr. 1
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Kmene Borrelia pouZité v tejto $tGdii (pokralovanie)
kmeri krajina ¢lovek kliedt zviera odkaz na darcu
DKé Dansko CSF Theisen a kol.: J. Clin.
Microbiol. 31, 2570 (1993)
DK7 Dénsko pokoZka (ACA) Theisen a kol.: J. Clin.
Microbiol. 31, 2570 (1993)
DK26 Dansko pokoZka (EM) Theisen a kol.: J. Clin.
Microbiol. 31, 2570 (1993)
153 Francizsko I.ricinus G. Baranton
20047 Francazsko I.ricinus G. Baranton
IPI Francizsko CSF G. Baranton
IP2 Francizsko  CSF G. Baranton
zZS7 Nemecko I.ricinus DMS (5527)
PBI Nemecko CSF Jauris-Heipke a kol.:
Med. Microbiol. Imunol.
182, 37 (1993)
P1H Nemecko pokoZka (ACA) V. Preac-Mursic
PKO Nemecko pokoZka (AM) J. Jirous
MK5 Madarsko I.ricinus A. Lakos
MK6 Madarsko I.ricinus A. Lakos
BITS Taliansko I.ricinus M. Cinco
Gaultier Taliansko pokoZka (EM) M. Cinco
Jl Japeonsko I.persulcatus G. Baranton
Litva Litva I.ricinus J. Bunikis
IP21 Rusko I.persulcatus E.L. Kornberg
IP9S0O Rusko I.persulcatus S. Bergstrom
IR210  Rusko I.ricinus E.L. Kornberg
JSB Slovinsko pokoZka E. Ruzic
871104 Svédsko CSF J. Jirous
NBS16  S8védsko Neuroborrelios S. Bergstrom
NBSlab S$védsko Neuroborrelios S. Bergstrom
NBS23a Svédsko Neuroborrelios S. Bergstrom
NBS23b Svédsko Neuroborrelios S. bergstrom
Obr. 1 (pokradovanie)
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Kmene Borrelia pouZité v tejto $tiddii (dokondenie)

kmeri krajina ¢lovek kliedt zviera odkaz na darcu
ACAl Svédsko pokoZka (ACA) S. Bergstrom
IRS Svaj&iarsko I.ricinus ATCC (35211)
vs102  Svajéiarsko I.ricinus 0. Peter
vsi16  Svajéiarsko I.ricinus 0. Peter
vs185  Svajéiarsko I.ricinus 0. Peter
vs215  Svajé&iarsko I.ricinus 0. Peter
vs219  Svaj&iarsko I.ricinus 0. Peter
vs461  Svajliarsko I.xicinus G. Baranton
VSBM Svajéiarsko CSF 0. Peter
VSBP Svajdiarsko CSF 0. Peter
VSDA S8vajiarsko CSF 0. Peter
26815 USA detika J.F. Anderson
19857 USA kralik J.F. Anderson
26816 USA hrabos J.F. Anderson
21347 USA my3/biele tlapky J.F. Anderson
2591 usa mys/biele tlapky Padula a kol.:
Infect. Immun.
61, 5097 (1993)
25015 USA I.dammini J.F. Anderson
27579 USA I.dammini J.F. Anderson
27985 USA I.dammini J.F. Anderson
28354 USA I.dammini J.F. Anderson
28691 USA I.dammini J.F. Anderson
B31 usa I.dammini ATCC (35210)
19952 Usa I.dentatus J.F. Anderson
Son 188 USA I.pacificus J. Jirous
HB4 usa krv J. Jirous
297 USA CSF J. Jirous

Obr. 1 (dokonfenie)
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Adresy doddvatelov kmetfiov

Dr. G. Stanek: Viedenskd univerzita, Ustav hygieny,
Kinderspital Gasse 15, 1095 Viedeil, rakisko

J. Bunikis, Vilnius University, Lab. of Zosmoses, P.0. Box
472, 232007 Vilnius 7, Lithmgmiam, USA

ATCC, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852-1776

Dr. G. Baranton, Pasteur Institute, 28 rue du Dr. Roux,
75724 Ced 15 Paris, Francizsko

Dr. J. Jirous, Ustav hygieny a epidemiologie, Svobarova 48,
100 42 Praha 10, Cesk& republika

Doc. S. Bergstrdém, University of Umed, Mikrobiologické oddé&-
leni, 901 87 Umea, Svédsko

Dr. M. Cinco, University of Trieste, Mikrobiologicky¢ dstav,
Via Flemin 22, Trieste, Taliansko

Dr. J. F. Anderson, Danderyd Hospital, Oddelenie infeké&nych
chordb, 182 88 Dandery, Svédsko

Dr. V. Preac-Mursic, Pettenkofer Institute, Pettenkoferstr.
9a, 8000 Minchen, Spolkova republika Nemecko

Dr. E. Aberer, II. oddelenie dermatolégie, Alserstrasse 4,
1090 Viedeii, Rakisko

Prof. G. Stierstedt, danderyd Hospital, Oddelenie infeké&nych
chordb, 182 88 Dandery, Svédsko

Dr. J. Hercogova, dermatovenerologicka klinika, Karlova uni-
verzita, Bodimova 2, 180 81 Praha 8, Cesk& republika

Dr. R. Ruzic, Mikrobioclogicky astav, Zaleska 4, 61105 Ljubl-
jana, Slovinsko

Prof. E. Korenberg, The Gamaleya Institute, Vector Laborato-
ry, Gemeleya Strasse 18, 123098 Moskva, Rusko

Dr. A. Lakos, Central Hospital, Infect. Dis. P.0.Box 29,
1450 Budape&t, Madarsko

Dr. O. Peter, Institut Central des Hospitaux Val, 1950 Sion,
Svajeiarsko

Obr. 2
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BBM série monoklondlnych protil&tok pouZitych v CMAT analyze

BBM antigénova mol. hmotn. homolégny izotyp

monoklondlna  $pecifita homolégneho kmeii

protilatka antigénu

BBM 33 E 90 90,5 W/B31 IgGl
BBM 26 E 60 60,4 W/B31 IgGl
BBEM 20 E 60 60,4 W/B31 IgGl
BBM 21 E 59 58,7 W/B31 IgGl
BBEM 14 F la 42,2 W IgG1
BBM 17 E 43 43,1 W IgG1
BBM 16 E 43 43,1 W IgGl
BBM 1 E 29 29 B31 IgGl
BBM 12 E 22 22 B31 IgGl
BEM 10 E 20 20 B31 IGG1
BBM 32 E 18 18 W/B31 IgG1l
BBM 11 E 10 < 15,0 B31 1gG3

Obr.

3
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Popula¢nd Struktira pchorenia lymskou borelidzou
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Obr. 5
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Polymorfia aliky restrik&ngch fragmentov(RFLP) medziOspC gémmi

RFLP typ typ kmefia nestieperé Dpnif Dde1 Drat

1 ZS7 639 103, 189, 347 258, 381 120, 159, 360
2 B31 636 148,204, 284 255, 381 156, 480

3 25015 639 287,352 045, 141,453 104, 535

4 297 636 010, 149,206,271 120, 135, 381 156, 480

5 H9 642 284,358 255, 387 052, 104, 486
6 J1 639 284,355 639 052, 104, 483
7 ORTH 642 287,355 120, 135, 387 642

8 ACA1 639 206,433 032,223, 348 052, 104, 483
9 JSB 642 027,149, 175,287 165,222,255  040,116,213,273
10 E61 639 287,352 255, 384 156, 483

1 Simon 642 149,206, 287 089, 553 156, 486

12 M57 633 089,176,179,189 253,378 154, 222, 255
13 w 636  065,086,117,179,189 636 156, 480

14 KL10 639 122,235,282 114, 261, 264 155, 484

15 NBStab 639 235,404 114, 120, 141, 264 156, 483

16 IP90 639 115,120, 404 114, 120, 141, 264 156, 483

17 BITS 639 101, 115,120,303 639 052, 104, 483
18 PBI 627 627 027,228, 372 052, 104, 471
19 KL11 627 115,512 005,027,223,372 156, 471
20 20047 633 189,444 261,372 025, 104, 477
21 NBS23a 639 215,424 162, 213, 262 154, 483
22 V3461 633 149,206, 278 135, 498 104, 529
23 VSDA 630 119, 160, 355 255, 375 052, 104, 474
24 2591 642 281, 361 219, 423 156, 228, 258
25 H13 627 189,438 024,213, 390 156, 471
26 Son188 642 110,240, 290 205, 437 152, 430
27 28691 633 633 255,378 052, 104, 477
28 21347 633 290, 343 108, 132, 393 145, 488
29 26815 642 642 083, 559 095, 547
30 28354 642 642 245, 397 095, 547
31 19857 639 261,358 275, 382 298, 341
32 16952 633 67,197,375 260, 373 639
33 NBS16 633 090, 195, 348 240, 393 150, 483
34 153 642 267,375 120, 120, 402 160, 482

35 VS116 633 155,200,278 633 633

Obr. 7
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OspC skupiny a typy kmeriov
OspC skupina reprezentant
1 LS7
2 B31
3 297
4 H9
5 Orth
6 ACA1
7 JSB
8 E61
9 M57
10 W
11 KL10
12 BITS
13 KL11
14 20047
15 NBS23a
16 VS461
17 VSDA
18 2591
19 H13
20 28691

Obr. 11
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Biologicky a zemepisny pdvod kmefla Borrelia a asocidcia s CMAT a

OspC typmi

xmeti CMAT sku- RFLP séro- &lovek klieSt zviera krajina
pina var

IRS 1.1.01 1 1 NT I.ricinus Svajé&iarsko

ZS87 1.1.02 1 1 NT I.ricinus Nemecko

DK7 NT (1) 1 1 NA pokoZka (ACA) Dansko

v$215 1.1.02 1 1 01 I.ricinus 8vaj&iarsko

vs219 1.1.02 1 1 01 I.ricinus 8vajéiarsko

27985 1.2.04 2 2 02 I.dammini USA

B31 1.2.04 2 2 02 I.dammini USA

HB4 1.2.04 2 2 02 krv USA

IP1 1.2.0¢4 2 2 02 CSF Francizsko

IP2 1.2.04 2 2 02 CSF Francizsko

26816 1.2.04 2 2 02 hrabos USA

HB1 1.2.04 2 2 02 krv{myozitida) Rakisko

H3 1.2.04 2 2 NT pokoZka (EM) Rakisko

IP21 1.2{04 2 2 02 I.persulcatus Rusko

25015 2.2.11 2 3 02 I.dammini UsSa

297 1.2.04 3 4 NT CSF USA

H9 3.2.13 4 5 03 pokoZka Rakisko

H10 3.2.13 4 5 03 pokoZka Rakisko

H5 3.2.13 4 5 03 pokoZka Rakisko

Hl 3.2.13 4 5 03 pokoZka Rakiisko

Jl 3.1.12 4 6 03 I.persulcatus Japonsko

H7 3.2.13 5 7 04 pokoZka (ACA) Rakisko

Gaul -

tier 3.2.13 5 7 04 pokoZka (EM) Taliansko

H1l1 3.2.13 5 7 04 pokoZka Raklsko

Orth 3.2.13 5 7 04 I.ricinus Raklisko

Kénig 3.2.13 6 8 05 I.ricinus  Raklsko

H2 3.2.13 6 8 05 pokoZka Rakiisko

ACA1 3.2.14 6 8 NR poko¥ka (ACA) Svédsko

Obr. 12
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Biologicky a zemepisny p&vod kmeflov Borrelia a asocidcia s CMAT a
OspC typmi (pokrafovanie)

kmei CMAT sku- RFLP séro- <&lovek kliest zviera krajina

pina var

H15 3.2.13 6 8 06 pokoZka Rakiisko
H6 3.2.13 6 8 05 pokoZka Rakiisko
H14 3.2.13 6 8 05 pokoZka (ACR) Rakiisko
JSB 3.2.13 7 9 07 pokoZka Slovinsko
PKO  3.2.13 7 9 07 pokoZka(EM) Nemecko
DK26  NT(3) 7 9 NA pokoZka (EM) Dansko
P1H 3.2.13 7 9 07 pokoZka (ACA) Nemecko
H12 3.2.13 7 9 NT pokoZka (ACA) Rakisko
E61 3.2.13 8 10 08 pokoZka (EM) Ceskd rep.
Simon 3.2.13 8 11 09 pokoZka Rakisko
IR210 4.2.18 9 12 10 I.ricinus Rusko

KL5 4.2.18 9 12 10 I.ricinus Cesk& rep.
MS7 4.2.18 9 12 10 CSF Ceskéd rep.
H4 4.2.22 10 12 11 pokoZka (EM) Rakisko
W 4.2.22 10 13 11 CSF Rakisko
MK6 4.2.18 11 14 12 I.ricinus Madarsko
KL10 4.2.18 11 14 12 I.ricinus Cesk& rep.
NBS. 4.2.18 11 15 13 Neuroborrelibza §védsko

lab
Lithu-

ania 4.2.19 11 15 13 I.ricinus Litva
IP90 2,1.09 11 16 13 I.persulcatus  Rusko
VSBM 4.2.18 12 17 NR CSF Svaj&iarsko
BITS 4.2.17 12 17 NR I.ricinus Taliansko
PBI NT (4) i3 18 NA CSF Nemecko
DKé NT (4) 13 18 NA CSF Dansko
VSPB  4.2.18 13 19 NR CSF Svajéiarsko
KL11 4.2.18 13 19 NR I.ricinus Ceski rep.

Cbr. 12 (pokradovanie)
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Biologicky a zemepisny pdvod kmefiov Borrelia a asocidcia s CMAT a
OspC typmi (pokradovanie)

kmefi CMAT sku- RFLP séro- Clovek kliedt zviera krajina

pina var

g71. 4.2.17 13 18 NT CSF $védsko

104
KL6 4.2.18 13 19 NR I.ricinus Cesk&d rep.
MK5 4.2.18 13 18 NT I.ricinus Madarsko
E180 4.2.18 14 20 14 pokoZka (EM) Geskd rep.
VS102 4.2.18 14 20 14 I.ricinus 8vaj&iarsko
vs185 4.2.18 14 20 14 I.ricinus 8vajé&iarsko
20047 2.1.08 14 20 14 I.ricinus Francizsko
NBS 4.3.23 15 21 15 Neuroborrelidza $védsko

23a
NBS 4.3.23 15 21 15 Neuroborrelidza 8védsko

23b
vS461 3.2.13 16 22 16 I.ricinus 8vaj&iarsko
c78 3.2.13 16 22 NT krv (NB) Yeska rep.
KC90 3.2.13 16 22 NT krv(kardiak) Cesks rep.
ES51 3.2.13 16 22 16 poko¥ka (EM) Ceska rep.
vVSDA 4.2.18 17 23 NR CSF Svajéiarsko
2591  NT(1) 18 24 NA my3i s bielymi  USA

tlapkami

H13 4.2.20 19 25 NR pokozka Rakiisko
HS 4.2.20 19 25 NR pokoZka Rakisko
28691 1.2.04 20 26 16 I.dammini  USA
Son 1.2.03 99 27 NT I.pacificus USA
188
27579 1.2.04 99 27 NT I.dammini  USA

21347 1.2.05 99 28 NT my&Si s bielymi  USA

tlapkami
26815 1.2.06 99 29 NR defika UsA
28354 1.2.07 99 30 NR I.dammini USA

Obr. 12 (pokradovanie)
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Biologicky a zemepisny pdvod kmeiiov Borrelia a asocifcia s CMAT a

OspC typmi (dokondéenie)

kmefli CMAT sku- RFLP séro- J&lovek kliedt zviera krajina
pina var

19857 4.1.15 99 31 NT krdlik Usa

19952 4.2.16 99 32 NT I.dentatus USA

NBS16 2.1.10 99 33 NR Neuroborrelibza Svédsko

153 4.2,21 99 34 16 I.ricinus Francizsko

VS116 NA 99 35 NT I.ricinus 8§vaj&iarsko

Obr. 12 (dokond&enie)
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Frekvencia epitopu OspC proteinu medzi 77 kmeiimi testovanymi
membranovou ELISA pomocou' série BBM monoklondlnych protiléatok

BBM ¢&islo podet reakcii sekvencia primdrneho epitopu
BBM 22° 14 VKLS[ESVASL]SKAA
BBM 24°
BBM 25
BBM 27
BBM 28 29 TDNDS{KEAIL ]JKTNGT
BBM 29 41 KELT[ SPVVAET ] PKKP
BBM 34 37 F[VLAVKEVET]L
BBM 35° 17 YA{ISTLITEKLK]AL
BBM 36" 12
BBM 37 47 PNLTE{ ISKKI ]TDSNA
BBM 38 4 TDNDSKEAIL
BBM 39* 4 TDNDS[KEAIL ]KTNGT
BBM 40° 23 ASAN[SVKELT]SPVV
BBM 41° 2
BBM 42 49 S[PVVAETPKK]P
BBM 43" 32 SPVVAESPKK
BBM 44° 9 GK[KIQQONNGL ]GA
BBM 45 66 S[PVVAETPKK]P
BBM 46" 1
BBM 47 21
BBM 48 6
BBM 49* 9
BBM 75 3
BBM 76 3
BBM 77° 3

* znamena monoklondlne protildtky poslednykrdt poufité v analyze

sérovar

Obr. 13
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II. Zoradenie frekvencii reakcii

BBM polet reakcifi
&¢islo

nizky (0 aZ 10) stredny (10 aZ 24) vysoky ( >25)

frekvencia: 13 5 7

Obr. 13 (dokoné&enie)
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Umiestnenie mapovanych OspC epitopov
na generalizovanom OspC proteine

N-koniec Cc-konec

(L3)

28 29

38 L2

signédlny 37 3L 41‘-“ 35 39 22 L5 5
peptid h— - -
0 éD 160 1%0 260

Peptid &. 1-0203

- Reakcia McAb

Obr. 14
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SkriZend ochrana medzi proteinmi OspC z rbéznych OspC skupin

pokus testovany OspC antigén polet infikovangch/testovanych

OspC skupina zdroj imunizované neimuni-

zované

test. OspC Orth OspC?

A ZH7 10/10 1/10 10/10
B H7 0/10 0/10 10/10
c PKO 10/10 2/10 9/10
D 10 Wb 9/10 5/10 10/10

@ Ospc skupina 5
b g hydroxidom hlinitym ako pomocnym &inidlom a bez Titermaxu ako
v pokusoch A aZ C.

Obrxr. 15
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Stihrnné ddaje a_frekvencie gpecifickych anti OspC protilatok pri
Tudskej humordlnej odpovedi

OspC OspC OspC poSet polet kmeil pou%ity  frekven-

sku- geno- séro- kmenav ludskych pri 3tudiu cis (%)*
pina typ var izoldtov frekvencie '
1 1 1 5 1 %S7 6
2 2 2 9 5 B31 (IP2) 12
3 4 - 1 1 297 6
4 4 HS 29
1 -
5 7 4 4 3 ORTH 35
6 8 5 4 3 Hl4 12
H15 29
n.r.
7 9 7 5 3 JSB 18
10 8 1 1 E61 12
8 11 9
9 12 10 3 1 M57 6
10 13 11 2 2 W 0
11 14 12 2 - KL10
11 15 13 3 1 NSBlab

Obr. 16
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SGhrnné Gdaje a frekvencia &pecifick§ch anti OspC protilétok pri
Tudskej humordlnej odpovedi (dokonenie)

OspC  0OspC  OspC po¥et poXet kmef pou¥ity frekven-

sku~  geno- séro- kmendv ludskych pri &tvdiu cia ($)*
ping typ var izol4t frekvencie

12 17 n.r. 2 1 BITS 0
13 18 2 1 KL11 6
13 19 n.r.

14 20 14 4 1 20047 12
15 21 15 2 2

16 22 16 4 3 VS461 6
17 23 n.r. 1 1

i8 24 1 - H8 0
19 25 n.r. 2 2

20 26 16 1 -

-

celkovy polet pozitfvnych OspC séra-17
n.r. znamend nereaktivny

Obr. 16 (dokon&eni)
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Plazmid pP( - PP4

Clal23
Hind 129 Sacl 369

Pvu I 6359
Pst 16233

NruT 1624
Bl IT1676
Hind 1111971
EcoRV 2121

6987 p.n. PARSY

Bam HI 4810
Pvull 4738

Kpn1 3175
Sal 13563

Obr. 17
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antigén pomocné vybrany vybran4 infikovane/
&inidlo kmeh ddvka /testovaney

OspC Titermax Orth 1.10* 2/10

OspC/P. Titermax Orth 1.10* 0/10

pastoris ‘

Z4adny Titermax Orth 1.10* 9/10

Obr. 18
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pPriklady prostriedkov OspC vakcin urdenych na ochranu proti
klonom alebo klonovym klastrom Borrelia ochorenia lymskou bore-
1i6zou sGvisiacich so ¥pecifickym I'udskym ochorenim

vakcina proti HDA vakcina proti HDA vakcina proti HDA
klonu (CMAT 4) klonu (CMAT 13) klondlnemu klastru
Borrelia burgdorfe- Borrelia afzelii (CMAT 17, 18, 20 a
ri sensu stricto 22) Borrelia gari-

nii sp.nov.

skupina 2 " skupina 4 skupina 9
skupina 3 skupina 5 skupina 10
skupina 20 skupina 6 skupina 11
skupina 7 skupina 12

skupina 8 skupina 13
skupina 16 skupina 14
skupina 17
skupina 19

Obr. 19

Koniec dokumentu
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