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(54) Pouiiti prostiedku obsahujiciho Helicobacter
ureasovy peptid, pouziti protilatky, ktera
rozpozniva Helicobacter ureasu, pouZiti
anti-idiotypové protilatky na Helicobacter
ureasu, prostfedek pro lé¢eni
gastroduodendlniho onemocnéni, prostiedek
pro lééeni Helicobacter infekce, pouZiti
prostiedku obsahujiciho Helicobacter pylori
ureasovy polypeptid a prostiedek pro prevenci
Helicobacter pylori infekci

(57) Je popsino pouziti prostiedku obsahujiciho Helicobacter
urcasovy peptid pro ptipravu léCivého pripravku pro léceni
gastroduodendlniho onemocnéni savcl. Je popsino také
pouziti protilatky, kterd rozpozndvéd Helicobacter ureasu, a
antiidiotypové protildtky na Helicobacter ureasu pro piipra-
vu lé¢ivého pfipravku pro lé¢eni savce infikovaného Heli-
cobacter.Je popsdn prostfedek obsahujici Helicobacter
ureasovy peptid, a prostfedek uziteény pro léCeni Helico-
bacter pylori infekce Clovéka, ktery obsahuje ure B pod-
jednotku Helicobacter pylori ureasy, mukozni adjuvans a
hydroxyapatit. Dile je popsan prostfedek uZiteény pro 1éce-
ni gastroduodendlniho onemocnéni savce.
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uzZiti anti-idiotypové protilitky na Helico er ureasu, pro-
stfedek pro lé&c&eni qastroduodenélniho cnaenccnénl, prostfedek
pro léceni Helicobacter infekce, pouZitl prostfedku ocbsahujici-
ho Helicobacter pylori ureasovy polypeptid a prostfedek pro

prevenci Helicobacter pylcri infekcl

Oblast techniky

PfedloZeny vyndlez se tykd pouZiti prostfedku obsahujiciho

Helicobacter ureasovy peptid, pouZiti protildtky, ktera roczpo-
znadva Helicobacter ureasu, pouZiti anti-idiotypové protilatky
na Helicobacter ureasu, prostfedku pro léceni gastroduodenalni-
ho onemocn&ni, prostfedku pro léfeni Helicobacter infekce, pou-
?iti prostfedku obsahujicino Helicobacter pylori ureasovy poly-
peptid a prost¥fedku pro prevenci Hellicokacter pylori infekci.
PredloZeny vyndlez se tedy tykd prevence a léceni Zalude&nich
infekci u savca, vcetné &lovéka. Podrobné&jl se ptedloZeny vy-
nalez tykd vakciny, kterd je vhodnd pro pouZiti pro prevenci
a lé&eni Helicobacter infekce savcl, vCetné& Clovéka, a zpasobu
l8deni 1idi, ktefi trpi Zaludedni infekci a jejimi dasledky,
jako je chronicka gastritida nebo pepticky vfed, a pro prevence

rakoviny Zaludku.

Dosavadni stav techniky

Helicobacter infekce Zaludedni vystelky Clovéka zp@sobuji
gastritidu, jsou hlavnim faktorem ve vyvojl peptickych vEeda
a Zalude&niho lymfomu a mohou byt rizikovym faktorem pro vyvo]
rakoviny Zaludku [(Blaser M.J.: "Gastric Campylobacter-like Or-
ganisms, Gastritics and Peptic Ulcer Disease" v Gastroenetero-
logy 93, 371 (1987), Graham D.Y.: "Campylobacter pylori and
Peptic Ulcer Disease2" v Gastroenterology 196, 615 (1989), Par-
sonnet J. a spol.: "Hellicobacter pylori Infection in Intestinal
and Diffuse-Type Gastric Adenocarcinomas" v J. dNatl. Cancer

Inst. 93, 640 (1%91), Wotherspoon A.C. a spol.: "Regression of
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Primary Low-Grade B-Cell Gastric Lymphoma of Mucosa-Asscociated
Lynphoid Tissue Type After Eradication of Hellicobacter pylori'
v Lancet 342, 575 (1993).]. Nejcastdjsim infekdnim &inidlem je
Helicobacter pylori, nasledovany mnohem méné Castym Hellicobac-
ter heilmanii. Helicobacter pylori je tenky gramnegativni mi-
kroorganismu tvaru S, ktery se béZné isocluje po blopsii Zaludku
dospé&lych 1 dé&ti s histologickym prakazem gastritidy nebo pep-
tického zvfedovaténi. D@kaz pricinného vzajemného vztahu mezi
Helicobacter pylori a gastroduodendlnim onemocnénim pochdzi ze
studii lidskych dobrovolnik@, pacient@ se vfedy a rakovinou Za-

ludku, gnotobiotickych prasat a bezmikrobnich, tj. sterilnich'
hlodavca. Pokud jde o etiologii, Kochovym postuldtfm bylo vy-
hové&no dosaZenim histologicky potvrzené gastritidy u pfedem ne-
infikovanych jednotlivcf po poZiti Zivotaschopnych mikroorga-
nism@ [Marshall B.J. a spol.: "Attempt to Fulfill Koch’s Postu-
late for pyloric Campylobacter" v Med. J. Aust. 142, 436
(1985), Morris A. a spol.: "Ingestion of Campylobacter pylori-
tis Causes Gastritis and Ralsed Fasting Gastric pH" v Am. J.
Gastroenterol. 32, 192 (1987), Engstrand L. a spol.: "Inocu=-
lation of Barrier-Born Pigs With Helicobacter pylori: A Useful
Animal Model for Gastritis Type B" v Infect. Immun. 53, 1763
(1990), Fox J. G. a spol.: "Gastric Coleonization by Campylo-
bacter pylori Subsp. Mustelae in Ferrets" v Infect. Immun. 56,
2994 (1988), Ffox J.G. a spol.: "Helicobacter mustelae-Associ-
ated Gastritis in Ferrets: An Animal Model of Helicobacter
pylori Gastritis in Humans" v Gastroenterology 99, 352 (19%0),
Lee A. a spol.: "A Small Animal Model of Human Helicobacter
pylori Active Chronic Gastritis" v Gastroenterology 99, 1315
(1990), Fox J.G. a spol.: "Helicobacter Felis Gastritis in
Gnotobiotics Rats: An Animal Model of Helicobacter pylori
Gastritis" v Infect. Immun. 59, 785 (1991), Eaton K.A. a spol.:
"Campylobacter pylori Virulence Factors in Gnotobiotic Piglets™®
v Infect. Immun. 57, 1119 (1989).] a lécCenim, kterym se vymytl
Helicobacter pylori, &imZ se odstrani gastritida, a u pacient®
s onemocnénim peptickym vfedem dochdazi ke sniZeni frekvence
recidiv {[Peterson W.L.: "Hellicobacter pylori and peptic Ulcer

Disease" v N. Engl. J. Med. 324, 1043 (1991)y.].
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da, Ze souvisejl s Helicobacter infekcli, pat#i akutni, chronic-
k& a atrofni gastritida, peptické viedové onemocnéni vcetn2 jak
Zaludecnich tak duodendlnichn vEieda, rakovina Zaludiu, chrcnicka
dyspepsié se silnou erozivni gastroduodenitidou, Gporna nevie-
dovd dyspepsie, intestindlni metaplasie a MALT lymfom nizkého
stupné. Helicobacter infekce je také zakladni pric¢inou asympto-

matické chronické gastritidy.

Pfres in vitro citlivost na mnoho antimikrobidlnich &ini-
del, se in vivo potlaZeni existujicich Helicobacter pylori in-
fekci &asto obtiZné& dosahuje antimikrobidlnimi &inidly (Czinn
§.J. a Nedrud J.G.: "Oral Immunization Against Helicobacter
pylori" v Infect. Immun. 59, 2359 (1991).]. Tento mikrcorga-
nismus se nalézd v mukdznim potahu ptfekryvajicim Zaludedni
vystelku a V'Zaludeén;ch jamkdch. To jsou mista, ktera zFfejmé
neumoZiuji dosaZeni pFislusnych antimikrobidlnich hladin, 1
kdyZz se antibiotika podavajl oralné ve vysokych davkach. V
dnesni dobé& vétsSina autorit doporuluje "trojiteée léceni', kon-
krétné vismutovou s21 v kombinacli s takovymi léc¢ivymil pflivrav-
ky, jako je tetracyklin a metronidazol, po dobu 2 aZ 4 tydna.
' (&innost tohoto neko jinych chemoterapeutickych reZim2 vsak
Casto z@stdva pod optimdalni Grovni. Nedavno panel lékarskych
experta Narodnich dstav@ zdravi doporucil pro léZeni peptickych
vFedd trojitou terapil s vismutem, tetracyklinem a metronidazo-
lem podavanou po dobu dvou tydna (Cimons M.: "Drug Combination
Found Effective on Peptic Ulcers'" v L.A. Times v Al4 (10. dnora
1994).]. Toto 1éCeni je vsak obvykle doprovazeno diarecu a maZe
vést k vaZnym nepfiznivym reakcim na léCivy ptipravek [viz
Dick-Hegedus E. a Lee A.: "Use of a Mouse Model to Examine
Anti-Helicobacter pvylori Agents" v Scand. J. Gastroenterol. 26,
909 (1991).]. Lé&eni antibiotiky také nemusi vyZasit problém
opétné infekce. V nd3kterych studiich existuje dakaz vysokého
vyskytu opétné infekce (Coelho L.G. a spol.: "Duodenal Ulcer

and Eradication of H. pylori in a Developing Countries: An
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18-month Follow-Up sStudy" v Scand. J. Gastroenterol. 27,
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(1992).]. Exlstuje tedy velkda potfeba vakciny, kKtera oy
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mohla pouZivat pro léCeni infekce a pro pfedchazeni budoucich

infekcin.

V souZasné dobé je o rolli mukdznich imunnich systéma v Za-
ludku zndmo jen velmi ma&lo. Distribuce bunék produkujicich imu-
noglobulin (Ig) v normdlni Zaludecni dutiné& ukazuje, Ze IgA
plasmové bunky tvofi aZ 80 % z celkové populace plasmovych bu-
nék. Polet plasmovych IgA bunék pFitomnych v Zaludeé&ni dutiné
je srovnatelny s jinymi mukdznimi membrdnami [Brandtzaeg P.:
"Role of J Chain and Secretory Component in Receptor-Mediated
Glandular and Hepatic Transport of Immunogobulins in Man'" v
Scand. J. Immunol. 22, 111 (1985), Brandzaeqg P. a spol.: "Pro-
duction and Secretetion of Immunoglobulins in the Gastroin-
testinal Tract" v Ann. Allergy 59, 21 (listopad 1987).]. Cetné
studie u 1idi (Wyatt J.I. a spol.: "Local Immune Response to
Gastritis Campylobacter in Non-ulcer Dyspepsia" v J. Clin.
Path. 39, 863 (1986).] a u zvifecich modeld [Fox J.G. a spol.:
"Helicobacter mustelae-Associated Gastritis in Ferrets: An Ani-
mal Model of Helicocbacter pylori Gastritis in Humans" v Gastro-

enterolecgy 29, 352 (1990), Fox J.G. a spol.: "Helicobacter fe-

lis Gastritis in Gnotobiotic Rats: An Animal Model of Helico-
bacter pylori Gastritis" v Infect. Immun. 59, 785 (1991), Fox
J.G. a spol.: "Local and Systematic Immune Responses in Murine
Helicobacter felis Active Chrcnic Gastritis" v Infect. and
Immun. 61, 2309 (1993).] prokdzaly specifické IgG a IgA odpo-
védi v seru a v Zalude&nich sekretech jako odpovdd na Helico-
bacter infekci. AvSak zjisténi, Ze Helicobacter pylori infekce
pEFetrvava jako chronicka infekce po 1léta, navzdory indukci
lok&lni a systémové imunni odpové&di, neni povzbuzujici pro

vyvoj imunitnich strategii.

Lee a spol. pcpsali schopnost infikovat bezmikrobni hlo-
davce bakteril Helicobacter felis, blizce pfibuznou s Helico-
bacter pylori, a reprodukovatelné dokumentovall histologickou
gastritidu {Lee A. a spol.: "A Small Animal Model of Human He-
licobacter pylorl Active Chronic Gastritis'" v Castroenterology

99, 1315 [1990), Fcx J.G. a spol.: "Hellicobacter felis GCastri-
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tis in Gnotobiotic Rats: An Animal Model of Helicobacter pylori
Gastritis"” v Infect. Immun. 5%, 7385 (1921).]. ©d té doby Jje
tento par bakterie-hostitel pfijat jako dobry model pro studium
Hellicobacter-vyvolané gastritidy a jeji iniciujlici faktory [tee
A. a spol.: "Pathogenicity of Helicobacter pylori: A Perspec-
tive" v Infect. Imnun. 61, 16C1 (19932).]. Infekce mys31i H. felis
vede k podobné patnologické ocdpovédi, jako Jje ta, kterda byla
nalezena u 1idi infikovanych H. pylori; oba typy infekcl vedou
k aktivni, chronické gastritid& [Lee a spol.: Gastroenterology
99, 1315 (1990).]. Vyzkumnici zjistili, Ze Helicobacter felis
md stejnou vnimavost na antimikrobialni terapii jako Helicobac-
ter pylori. Model H. felis/my$ se pouZiva pro vyvoj novych 1lé-
&eni infekce H. pylori [Dick-Hegedus E. a Lee A.: "Use of a
Mouse Model to Examine Anti-Helicobacter pylori Agents" v
Scand. J. Gastroenterol. 26, 909 (1991), Chen a spol.: "Immuni-
zaticn Against Gastric Helicobacter Infectiocn in Mouse/Helico-
bacter felis model" v Lancet 339, 1120 (1992).]. Czinn a spol.
ukdzall, Ze opakovand oralni imunizace surovym lyzdtem Helico-
bacter pylori s pfisadou toxinu cholery indukuje u mysi a fre-
tek silnou gastrointestinalni IgA anti-Helicobacter pylori od-
povéd [Czinn S.J. a Nedrud J.G.: "Oral Immunization Against
Helicobacter pylori" v Infect. Immun. 5%, 2339 (1991).]. Chen
a spol. a Czinn a spol. neddvno popsali, Ze oralnl imunizace
surovym lyzdtem H.fellis indukovala u mysi ochranu proti H.
felis infekcl (Chen a spol.: "Immunization Against Gastric
Helicobacter Infection 1in Mouse/Heliccbacter felis Modél"
{letter) v Lancet 339, 1120 (1992), Czinn a spol.: "Oral
Immunization Protects Germ-Free Mice Agalnst Infection from
Helicobacter felis" v Proceedings of the DDW, American Gas-
troenterological Association, 1321, A-331 (10. aZ 13. kvétna
1992), Czinn a spol.: Vaccine 11, 637 (1993).]. PfFesna povaha
antigenu (antigenf) odpové&dného (odpové&dnych) za indukci této
ochrany v$ak nebyla stanovena a nebyla uvedena Zadna informace
o tom, ¥e by ochranny antigen (ochranné antigeny) H. felis,
ktery (Které) indukuje (indukuji) ochranu proti tomuto patho-
genu, indukoval(y) zkFiZenou ochranu I na jiné druhy Helico-

bacter.




G

My jsme poprvé ukdzali, Ze Helicobacter pylori a H. felis
sdilely antigenni determinanty ziskanim monoklondlnich proti-
ldtek po ordlni imunizaci mys$i ultrazvukovymni 1lyzaty (tzv.
sonikaty) bud Helicobacter pylori neko H. felis a Ze né&které
z té&chto protildtek, smérované protli Helicobacter pylori, by
mohly zk¥iZené& reagovat s H. fells a nacopak [Michetti P. a
spol.: "Specificity of Mucosal IgA Response in Balb/C Mice
Following H. felis or Helicobacter pyleori Challenges" v Pro-
ceedings of the DDW, American Gastroenterological Association,
1001, A-251 (10. aZ 13. kvétna 1992), Davin C a spol.: "Helico-
bacter pylori Urease Elicits Protection Against H. felis Infec-
tion in Mice" v Proceedings of the DDW, American Gastroentero-
logical Association, 1213, A-304 (16. aZ 19. kvétna 1993).],
ale podstata t&chto zkFiZenych reaktivit nebyla znama.

Na zdklad& hcnologie existujici mezi aminokyselinovynmi
sekvencemi rfznych zndmych ureas bylo navrZeno, Ze ureasa kobu
vychodoindického chlebovniku by se mchla pouZit jako vakcina
proti Helicobacter pylori {Pallen M.J. a Clayton C.L.: "Vacci-
nation Against Helicobacter pylori Urease" v Lancet 336, 186
(1990).]. Nicméné, pres homologii mezl sekvencemi raznych ureas
neni zkfiZend reaktivita pravidlem. Guoc a Liu pFfed lety ukaza-
1li, Ze ureasy z Proteus mirabilis, Proteus vulgaris a Providen-
cia rettgeri vykazuji navzdjem zk¥iZenou reaktivitu, zatimco
ureasy 2 bobu vychodoindického chlebovniku a Morganella morga-
nii jsou imunologicky jiné neZ t¥i prfedchazejici ureasy [Guo
M. a Liu P.V.: "Serological Specificities of Ureases of Proteus
Species'" v J. Gen. Microbiocl. ;;§,>1995 (1965).]. TakZe 1 kdyZ
antigenni zkFiZend reaktivita Helicobacter pylori ureasy s ji-
nymi Helicobacter ureasami byla od@vodnén& navrZena, neexisto-
vala Zadna data, kterd by ukazovala, Ze tomu tak skutelné je
aZz do té doby, neZ jsme ukazali, Ze né&které H. felis monoklo-
nalni protilatky zk¥iZen& reagovaly s Helicobacter pylori ure-
asou ([Davin C. a spol.: "Helicobacter pylori Urease Elicits
Protection Against H. felis Infection in Mice" v Proceedings

of the DDW, American Gastroenterological Association, 1213,

A-304 (16. aZ 19. kvétna 1993).]. J. Pappo dale ukazal, Ze
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mys$i, které byly infikovany H. felis, prcdukujl protilatky,
které zkifiZené& reaguji s Helicobacter pylcrl ureasou ale ni-
koliv urasou bobu vychodindického chlebov/nikul{J. Pappo: nepu-
blikovand data, 1993.]. Skutecnost, Ze ureasa bobu vychodcin-
dického chlebovniku nespadd do stejné imunologlické kategorie
jako Helilcobacter ureasa, ukazuje na to, Zs ureasa bobu vycho-
doindického chlebovniku nemusi byt uZite&na pro imunizaci proti
Helicobacter infekcim, coZ plati pro st¥fevni bakterie [Pimental
J.L. a Cook M.E.: "Improved Growth in the Progeny of Hens Immu-
nized with Jackbean Urease'" v Poultry Sci. 64, 434 (1988).].
Dadle pak pokusy imunizovat mysSi proti infekci H. felis oralnim-
nebo intraperitonedlnim poddnim ureasy bobu vychodoindického
chlebovniku vedly k ziskani protilatek proti urease vychodin-
dického chlebovniku, ale selhaly jako ochrana mysSi proti infek-
cli [Chen M. a spol.: "Failure of Immunization Against Helico-

bacter Using-Jack Bean Urease" v Acta Gastroenterol. Belg. 56,

94 (1993).7.

PouZitl antigenu, ktery je reak&nim produktem ureasy a
glutaraldehydu, je popsano v USA patentu €. 4 837 017 ("Urease
Antigen Product and Process") LeVeena a spol. ze 6. cervna
1989. Tento patent popisuije pouZiti antigenu pro sniZeni to-
xicity amoniaku zp@sobené organismy sStépicimi moovinu. LeVeen
a spol. popisuji injekci glutaraldehydem zpracované ureasy bobu
vychodoindického chlebovniku do krevniho ob&hu. LeVeenfiv patent
nepopisuje podani ureasového antigenu do mukézniho povrchu
savce, aby se stimulovala produkce protilatek lokdlnim imunnim
systémem. A dale, ve spisu neexistuje Zadny dakaz, Ze injekce
antigenu ureasy bobu vychodoindického chlebovniku by mohla
zabranit Helicobacter infekci nebo byt pouZita pro léceni

gastroduodendlni infekce zpfsobené Helicobacter.

Eaton a spol. ukazaly, Ze kultury mutantu H. pylori se
slabou ureasovou aktivitou nejsou schopny infikovat gnotobio-
tickd selata [Eaton a spol.: "Essential Role of Urease in the
Pathogeness of Gastritis Induced by Helicobacter pylori 1in

Gnotobiotic Piglets" v Gastroenterology 93, Aé54 (1990).!. Ea-
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ton nepopisuje pouZiti ureasového antigenu jako vakciny pro
prevenci Hellicokacter infekce nebo jako zp@sob léCenl Helico-

bacter infekce.

PouZiti Helicobacter pylori ureasy neko podobnych ureas,
jako vakciny proti Helicobacter pylori infekcl bylo jiZ dfive
navrZeno A. Labignem a je zahrnuto v nadrocich patentu podaného
6. Fijna 1988 Pasteurovym Ustavem v PariZi, Francie [Labigne
A.: "Sequences of Nucleotides Coding for a Protein Having an
Urease Activity", spis EPO 367 644 Al, 1989, mezindrodni spis
&. WO 90/04030, 19%0.]. Spis tohoto dokumentu v$ak neobsahuje
dakaz vakcinace ureasou jakékohokoliv savce proti Helicobacter
infekci. Tato Zast patentu Pasterova dstavu tedy nebyla zpraco-
vana pro praxi a pfFislusné naroky (ndrok 27 a 28, str. 16) by

emely byt povaZovany za platné. Navic se naroky tohoto doku-
mentu t9kajf‘proteinuls ureasovou aktivitou. Z niZe popsanych
pokus@ bude jasné, Ze enzymovd aktivita vakciny na bdzi ureasy

nenl potfebnd pro vyvolani ochrany po oralni imunizaci.

Navic, i kdyZ homolcgie sekvence s jinou bakteridlni urea-
sou by mohla podporovat pouZiti ureasy jako kadidata vakciny
protl Helicobacter pylori infekci, souZasnd znalost lidské He-
licobacter infekce by pouZiti ureasy jako kadidata vakciny
proti Helicobacter pylori infekci zajisté nepodporovala. Za
prvé, na rozdil od skuteZnosti, Ze infikovani jednotlivci Casto
maji silnou protilatkovou odpovéd na ureasu, anti-ureasova
imunitni odpovéd nevede k odstrané&ni neko regulaci infekce. Za
druhé, Helicobacter pylori je schopna transportovat ureasu z
bufiky a odstranit ji z jejiho povrchu [Evans D.J. a spol.:
"Urease—-Associated Heat Shock Protein of Helicobacter pylori®
v Infect. Immun. 60, 2125 (1992), Ferrero R.L. a Lee A.: The
Importance of Urease in Acid Protection for Gastric-Colonizing
Bacteria Helicobacter pylori and Helicobacter felis sp. nov."
v Microb. Ecol. Health Dis. 4, 121 (1991).]. Ureasa tedy nemusi
predstavovat prfislusny cil pro vyvoj ochranné mukdzni imunitni
odpovédi. O mukézni imunitni ochrané se uvaliuje, Ze je zpro-

stfedkovana hlavné sekretcovanym Iga, jehoZ aglutinujici aktivi-
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ta by byla narusena, kdyby mohl byt rozpoznany antligen odstra-

nén cilovym pathogenem. Za tfeti, ureasa s= 244 byt toxicka pro

epitelni bufiky v kultufe. Existuje podezfeni, Ze hraje roll p¥i

(e

degradaci sliznice a pfl peptickénm vEedovaténi Ln vivo [Mégraud

F. a spol.: "Further Evidence cf the Toxic Effect of Ammonia

3

Produced by Helicobaczter pylori Ureass <¢n Human Epithelial
Cells" v Infect. and Immun. 60, 18338 (15%2), Murakami M. a
spol.: "Gastric Ammonia has a Potent Ulcercgenic Action on the
Rat Stomach" v Gastroenterology 105, 1710 (1993).]. Jeji pouZzi-
ti jako antigenu m@Ze tedy byt toxické.

Nicméné& jsme si uvddomili, Ze tento antigen by mchl byt

potencidlné& G&innou vakcinou, jestliZe: '

- za prvé, bychom ho oralné dodavali v dostatecné vysoké
davce, aby se vyvolala silné&jsi imunitni cdpovéd neZ ta, kterd
exlistuje pfirozené,

- za druhé, nmnoistvi produkcvanych proctildtek by bylo do-
statedné vysoké na to, aby vazalo vsSechnu ureasu, odstranénou
nebo neodstranénou a

- za tfeti, pouZili bychom podjednotky ureasy nebo moleku-

larni Castice, Kkteré nejsou toxické.

Jiny aspekt tohoto vyndlezu popisuje pouZitl protilatek
proti urease k prevenci a léceni Helicobacter infekce. Evropska
patentova pfihlaska ¢. 91310042.1, pcdand Kunido Andou 31. £ij-
na 1991, kterd ndrokuje prioritu japonské patentové p¥rihlasky
&. 296609/90 z 1. listopadu 1990 nazvané "A Method for Produ-
cing a New Medicine for Both Treating and Preventing Peptic
Ulcer Diseases and Gastritis and Thus Formulated Medicines”,
popisuje ordlni poddvani polyklondlnich protilatek odvozenych
od hovEziho mleziva a hov3ziho sera pacient@m s aktivnl chro-
nickou gastritidou typu B a pacient@m s duodenalnim vFedem.
Andova prfihlaska popisuje pouZiti protildatkového pripravku
smérovaného proti mnoha antigengm v&etnd Helicobacter pylori
a nepopisuje pouZiti protilatky, proti urease pro leCenl nebo
pfedchdzenli Hellcobacter pylorl intekce. PouZlitl protilatek pro

léCeni ZaludaCniho onemccnéni u gnotobiotickych selat bylo po-
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psdano v USA patentech &. 5 253 178 a S 260 057 Cordleho a
Schallera s nazvem "Method and Product for the Treatment of
Gastric Disease'. Patenty Cordleho a Schallera popisujl pouZiti
protildtkového pFipravku, ktery neobsahuje pouze protilatky
proti Helicobacter pylori a nepopisuje pouZzitl protilatky proti
urease pro léceni nebo pFedchazeni Helicobacter pylori infekce.
Nagata a spol. popisuji pfipravek monoklondlni protildtky proti
Helicobacter pylori, ktery inhibuje ureasovou aktivitu [Nagata
K. a spol.: "Monoclonal Antibocdies Against the Native Urease
of Helicobacter pylori: Synergistic Inhibition of Urease Acti-
vity by Monoclonal Antibody Combinations” v Infect. and Immun.
60, 4826 (1992).]. Nagata a spol. nepopisuji pouZiti monoklo-
ndlnich protildtek proti urease pro léCeni nebo pFedchdzenl He-

licobacter pylori infekce.

V literatufe je dostupno velmi mdlo pfiklade terapeutic-
kych wvakcin., V&tsina z nich se tyka parenterdlni imunizace s
cilem stimulovat hostitelsky imunitni systém proti malignim na-
dor@m, modulovat imunitni systém pfi autoimunitnich onemocné-
nich, jako je revmatickd artritida nebo desenzibilizace u aler-
gickych stav@. Byly popsadny také terapeutické vakcinadni postu-
py proti raznym infekcim, vétSina z nich parenterdlnim zp@sobken
imunizace. Patfi mezi né& imunizace proti lepfe u lidi [Zaheer
S.A. a spol.: "Combined Multidrug and Mycobacterium w Vaccine
Therapy in Patients with Multibacillary Leprosy" v J. Infect.
Dis. 167, 401 (1993), Mukherjee A. a spol.: "Histopathological
Monitoring of an Immunotherapeutic Trial with Mycobacterium w."
v Int. J. Lepr. Other Mycobat. Dis. 60, 28 (1992).] spolecné
s antibiotickou terapii, vakcinaci proti Phythiosis insidiori,
mykologickou infekci u koni ([Mendoza L. a spol.: "Evaluation
of Two Vaccines for the Treatment of Phythiosis insidiori in
Horses" v Mycopathologia 119, 89 (1992).], nekontrolovana
studie poulZiti autovakcin v chronické osteomyelitidé [Sologub
V.V.: "Experience in Using an Autovaccine in Treating Patients
with Chronic Osteomyelitis" v Vrach, Delo 122 (1992).] a
systémova imunizace proti Cdmpylobacter fetus intekcl jalovic

a krav (Schurig G.G. D. a spol.: "Bovine Venereal Vibriosis:
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Cure of Genital Infection in Females by Systemic Immunization"
v Infect. and Immun. 11, 245 (1973).]. AZ do dneska byla prove-
dena pouze jedna ordalni imunotherapeuticka studlie 5 cilem sti-
mulovat mukdzni imunitnl systém, aby se l&Z:la (a zabranilo o-
pakovanému vyskytu) mukdzni infekce pfl Infekci urinarniho
traktu [{Schulman C.C. a spol.: "Oral Immunotherapy of Recurrant
Urinary Tract Infections: A DCouble-Blind Placebo-Controlled
Multicenter Study" v J. Urol. 150, 917 (1993).]. V této studii
Schulman a spol. pouZili lyzat vybranych E. coll kmen@ spolecné
se souasnym léenim antibiotiky, chemoterapeutiky nebo desin-
fek&nimi &inidly urindrniho traktu pro léZeni akutni infekce .
na podatku této studie. AZ dosud tedy Zadnad studie neukazala
G&innost terapeutické vakciny, pouZivané jako moncterapie, po-

davané do mukézniho imunitniho systému na bakteridlni onemoc-

\%
éni.

3

Novost terapeutické vakciny proti Helicobacter infekci po-
chazi také z pozorovadni, Ze H. pylori pfetrvava jako chronicka
infekce v Zalude&ni duting po fadu let navzdory vyvolanl inten-
zivni lok&lni a systémové imunitni odpovédi. Totoc pozorovani
bylo jiZ jako takové pFekdZkou pro vyvo]) profylaktické vakciny
proti Heliccbacter infekci, ale bylo 1 pfekaZkou pro vyvo]

terapeutické imunizace.

Existuje tedy potfeba efektivniho léCeni a prevence Heli-
cobater pylori indukované Zaludelni infekce u lidi. Nedavna da-
ta ukdzala moZnost ziskat vakcinu proti této infekci, ale nepo-
skytla jasnou identifikaci definovaného antigenu (definovanych
antigenf), obecného (obecnych) pro vsechny kmeny Helicobacter
pylori, ktery by mohl byt zahrnut do bezpecné a efektivni vak-

ciny.

V tomto vyndlezu jsme jako kandiddta vakciny identifikova-
11 ureasovy antigen z Helicobacter pylori a ukdazall jsme jeho
Gé¢innost na zvifecin modelu. Ukdzall jsme také poulitl Hellco-
bacter pylorl ureasového antigonu pFl lecen: a vynycenl Hell-

cobacter infekca. Cdle jsme ukazali, 22 samotna B podjednotka
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ureasy (ure B) je GZinnad jako vakcina uZiteinid pro prevenci a
léZenl Helicobacter infekci. Tyto vysledry byly neclekavané z

hlediska p¥irozené historie Helicobacter infekci.

Podstata vvnédlezu

Zjistill jsme, Ze je uZitedné imunizovat zviFata Helico-
bacter ureasovymi peptidy jak pro profylakticky G&inek tak
kvali léCeni. Imunizace zvifat Hellicobacter ureasovymi peptidy
zabranuje Helicobacter infekci a odstrafuje infekci u dfive in-
fikovanych zvifat. Tento zp@sob a vakcinové prostfedky jsou u-
ZiteCné p¥i prevenci a léCeni gastroduodendlnich onemocn&ni

souvisejicich s Helicobacter infekci.

Objevili jsme, Ze imunitu lze indukovat u savce® citlivych
na gastrointéstinélni/Helicobacter infekcl vyuZitim ureasovych
epitopf, které existuji na nebo kolem povrchu Helicobacter or-
ganismf a jejich pcuZitim jako vakcinovy cil. Imunitu lze indu-
kovat imunizaci pfirodni ureasou, lze ji vsSak také indukovat
rekombinantni ureasovou podjednotkou produkovanou jako enzyma-
ticky neaktivni a tedy netoxicka forma. Tento vyndlez poskytuje
zp@sob indukovani imunity na Helicobacter infekci poddavanim po-
lyaminokyselinového ptfipravku, tj. smdsi peptidd a/nebo pro-
teina, spoleCZné s prislusnym adjuvans, do mukézniho povrchu
savce. Tento polyaminokyselinovy p¥ipravek ptedstavuje mnoho
epitopf, které jsou charakteristické pro a vykazované ureasovym
enzymem endogennim pro infikujici Helicobacter organismus. Po-
davani polyaminokyselinového pfipravku se m@Ze provadét ordlni

cestou.

U&innd sloZka pFipravku me@Ze obsahovat pFirodni nebo bio-
syntetické epitopy a m@Ze mit razné formy. Mezi nevylerpavajici
seznam moZnych pFipravka patfl vyZisténé, pfirozené se vyskytu-
jici nebo rekombinantné produkované ureasové pfipravky bakteri-
dlniho nebo jiného pavodu, $tépy ureasy, napojené proteiny ob-
sahujici ureasové epitopy, zkriceneé formy ureasoveho enzyau

nebo peptidy homologni s aminokyselinovcu sekvenci ureasy. Je-
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likoZ vyvoj imunity zdvisi na indukci humoralnl a/nebo bunécné
imunitni odpovédi, kterd se Ze na infilkujlci Heliccbacter

va
organismus, vyhodnymi pEipravky jsou ty pEfilpravky, kte
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nebliZsim duplikatem epitopf ureasy endogennl pro infl
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organismus. Nap¥iklad pripravky, které maji epitopy ureas
Helicobacter pylori, jsou vyhodné pro podavani lidem citlivym
na Helicobacter pylori, pfipravky, které maji epltopy ureasy
H. felis, jsou vyhodné pro podavani lidem, ktefl jsou citlivi
na H. felis. Avs$ak, v souladu s daleZitym aspektem tohoto vy-
ndlezu, bylo objeveno, Ze se m@Ze pouZit ureasa z heterolognich
druh@. NapFiklad jsme ukdzali, Ze H. felis infekci u mysSi lze
zabrdnit podavanim ureasy 2z Helicobacter pylori. H. pylori
ureasa se tedy m@Ze pouZivat k ochrané proti H. pylori stejné
jako proti H. felis. H. felis je pFileZitostnou pricinou lidské
infekce a onemocnéni [Wegman W. a spol.: Schwelg. Med. Wochen-

schr. 121, 245 (1931).].

Podle prvniho provedenl se podle pfedloZeného vynadlezu
ziskavd zp@sob vyvolAni ochranné imunitni odpeovédi u savéiho
hostitele na Helicobacter infekci. Podle druhéno provedeni
pfedloZeného vyndlezu se ziskava zp@sob léCeni sav€iho hosti-

tele, ktery je infikovan Hellicobacter.

Podle prvniho aspektu pfedloZeného vyndlezu se tedy ziska-
va zp@sob vyvolani ochranné imunitni odpovédi na Helicobacter
infekci u sav&iho hostitele. Tento zp@sob zahrnuje stupeil poda-
ni do mukdézniho povrchu savce, v&etné Clovéka, imunologicky G-
¢inného mnoZstvi ureasového antigenu, s vyhodou Helicobacter
pylori ureasy, které je schopno vyvolat tuto ochrannou imunitni
odpovéd. Pojem '"zahrnuje" se zde pouZiva tak, tak je tc znamo

odbornikam z oblasti techniky.

Podle jednoho aspektu vynalezu se ziskava zp@sob vaoléni
ochranné imunitni odpovédi na Helicobacter infekcl u savciho
hostitele, pfi ¢em? imunologlicky efektivni mnoZstvl ureascveého
antigenu schopného vyvolat takovou ochrannou imunitni cirovad,

s vyhodou Helicobacter pyleri ureasy nebo Hellicobacter pylori
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ureasové B podjednotky, se podava do mukdzniho povrchu hosti-

tele.

Podle druhého aspektu pfedloZeny vynalez poskytujémzpasob
vyvolanil ochranné imunitni odpovédi na Hellicobacter infekci v
savcim hestitell. Tento zp@sob zahrnuje stupef poddani do mu-
kdézniho povrchu savce, vCetné 1lidi, imunologicky efektivniho
mncZstvi rekombinantni, enzymaticky neaktivni ureasové B pod-
jednotky Jjako antigenu, s vyhodou rekombinantni Helicobacter
pylori ureasové B podjednotky, schopné vyvolat tuto ochrannou

imunitni odpovéd.

V rozsahu tohoto vynadlezu je zahrnuto také 1lé&enl nebo
profylaxe savca, vietné& lidi, Helicobacter infekce, kdy se imu-
nologicky efektivni mnoZstvi ureasy nebo jeji podjednotky, kte-
ré je schopne vyvolat cchrannou imunitni odpov&d na Helicobac-
ter infekci, poddva do mukdznlho povrchu pacienta. Ureasa s vy-
hecdou znamend Helicobacter pylcori ureasu nebo Hellicobacter py-
lori ureasovou B podjednotku. Ureasa se s vyhodou podava sypkd
spolecné s hydroxylovanym fosforeénanem vapenatym, napfiklad
hydroxyapatitem. Je také vyhodné podavat Helicobacter pylori
ureasu spolefné s mukéznim adjuvans, B podjednotkou toxinu

cholery, muramyldipeptidem nebo jinymi adjuvans.

Podle jiného aspektu pfedloZeného vyndlezu se ziskava vak-
cinovy prostfedek vhodny pro prevenci Helicobacter infekce,
ktery obsahuje efektivni mnoZstvi ureasového antigenu, s vyho-
dou Helicobacter pylori ureasu, Helicobacter pylori ureasovou
B podjednotku nebo rekombinantni Helicobacter pylori ureasové
podjednotky, které je schopno v hostiteli vyvolat ochrannou i-
munitni odpovéd na Helicobacter infekci, spolednd s farmaceu-
ticky prijatelnym nosiem nebo Fedidlem. Vhodné nosice a vhodna
Fedidla jsou znama odbornikanm z oblasti techniky. Lze je na-
lézt napriklad v Remington’s Pharmaceutical Sclences (18. vyda-

ni, 1990).
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Vakciny podle tohoto vyndlezu se podivajl v takovénm o
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stvi, které snadno stanovi odbornici z oblasti techniky. Pro
dospé&lého bude vhodnd ddvka v rozmezi od 19 ug do 100 mg, na-
p¥iklad 50 ug aZ 50 mg. Vhodnou davkou pro dospé&lého bude také
davka v rozmezi od 5 pug do 300 mg. Podobna davkova rozmezi lze
pouZit pro déti. Mezi systémy nosica pro lidi patfi enterosol-
ventnil tobolky, které chriani antigen prfed kyselym prostfedim
Zaludku a které obsahujl ureascovy antigen v nerczpustné formé
jako napojené proteiny. Vakcina m@Ze byt u dospélych nebo déti
podédvana jako primarni profylaktické &inidlo, jako sekundarni
prevence, po Usp&sném vymyceni Helicobacter pylori v infikova-
ném hostiteli, nebo jako lécivé €inidlo s cilem indukovat imu-
nitni odpov&d v hostiteli, ktery je citlivy na vymyceni Hellico-

bacter pylori.

Jak bylo shora uvedeno, vhodnym nukéznim adjuvans je toxin
cholery. Jinymi adjuvans, ktera se mohou pouZit, jsou netoxicke
derivaty toxinu cholery, véetné jeho B podjednotky, a/nebo kon-
jugdty nebo genetickym infenyrstvim ziskana napojeni ureasového
antigenu s toxinem cholery nebo jeho B podjednotkou. Mezi dalsi
vhodné zp@soby podavani patfi bicdegradovatelné mikrotobolky,
imunostimuladni komplexy (ISCOM) nebo liposomy, genetickym in-
Zenyrstvim ziskané oslabené Zivé vektory, jako jsou viry nebo
bakterie, a rekombinantni {chimernl) Castice podobajicl se vi-
ram, napf. bluetongue. MnoZstvi pouZitého mukdzniho adjuvans
zAvisi na typu pouZitého mukdzniho adjuvans. JestliZe se napfi-
klad jako mukdzni adjuvans pouZivad toxin cholery, je vhodné ho
pouZit v mnoZstvi 5 pg aZ 50 ug, napfiklad 10 ug az 35 pug. Jest-
liZe se pouZiva ve form& mikrotobolek, bude toto mnoZstvi zavi-
set na mnoZstvi pouZitém v matrici mikrotobolek, aby se dosahlo
Zadouciho ddvkovani. Stanovenl tohoto mnoZstvi je ve schopnos-

tech zrucdného odbornika z oblasti techniky.

Vhodnymi nosiél pro vakciny podle vyndlezu jsou enterosocl-
ventni tobolky a polylaktid-glykolidové mikrokulidky. Vhodnymi
Fedidly jsou 0, 2N hydrogenuhliitan sodny a/nebo rocztok chlori-

du sodného.
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Jako nosi& pro Helicobacter pylori ureasu pro aplikaci na
mukézni povrchy je zvlasté vhodnym nosicem sypky hydroxylovany
fosfore&nan vapenaty (HCP). Pfedpoklada se, Ze konjugat Helico-
bacter pylori ureasa/hydroxylovany fosforednan vapenaty Je
transportovan pfes epitel, kde zvysuje polylg imunitni odpovéd.
Hydroxylovany fosforecnan vapenaty je s vyhodou ve formé mikro-
Castelek vhodnych pro transport pres epitel, zvlasté burnkami,
které jsou specializovdny pro tento GZel (M buniky). Vyhodnou
formou hydroxylovaného fosforecnanu vapenatého je hydroxyapa-
tit, komeré&né dostupny krystalicky hydroxylovany fosfore&nan
vapenaty Ca,;(PO,),(OH),.

Komeréné dostupny hydroxyapatit obvykle sestidvid z krystale
podobajicich se destiCkdm, které jsou chemicky a fyzikdlné& ana-
logické s anorganickym hydroxyapatitem v normalni tkani kosti.
PoZzivani hydroxyapati;u by tedy mohlo byt bezpecné, jak je vi-
dét z existence vyZivnych vdpenatych/fosforednych doplika odvo-
zenych od rozemletych kosti, kter£ jsou urCeny po pczivani. Ko-
mercni vysokorozpustny hydroxyapatit (od CalNiocehm) sestdva
z krystal@® s rozmanitou velikosti. Krystaly s vétsi délkou ne?Z
1 um pravdépodobné nebudou M bufkami pfijaty. Pro pouZiti pedle
vynalezu se tedy komeré&ni hydroxyapatitové krystaly rozldmou
na malé, relativné& jednotné krystalické fragmenty, napfiklad
padsobenim ultrazvuku. Podstatnd E&st hydroxyapatitu je s vyho-
dou pfitomna jako fragmenty o velikosti 0,01 aZ 1,0 um. Frag-
mentace se mfZe zméfit bud elektronovym mikroskopem nebo své-
telnou disperzi s pouZitim standardnich technik.

Vyhodnymi zp@soby poddvani Helicobacter pylori ureasového
antigenu jsou oralni, nosni, rektdlnl nebo o&ni zpfAsoby podid-
vadni. Oralni podavdni miZe poskytovat podavani do jiné g.i.

(gastrointestindlni) mukézy vEetnd intestinalni mukdzy.

Vakciny podle predloZeného vyndalezu se mohou podavat do
mukézniho povrchu ve form& aerosolu, suspenze, tobolky a/nebo
Cipku. ZpfQscb podavani bude zfejmy odbornikovi z oblasti tech-

niky a lze ho nalézt napfiklad v Remington’s Pharmaceutical
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Sciences (18. vydani, 1990).

Podle dalsiho aspektu predloZenénc vynalezu se u savciho
hostitele ziskdva zp@Qsob vyvolani pasivni occhrany pro
bacter infekci, ktery zahrnuje podavani iLmunologlcky efektiv-
niho mnoZstvi ureasovd specifické protilatky produkované v hos-
titelil imunizovaném ureasou, s vyhodou Heliccbacter pylori ure-
asou nebo Helicobacter pylori ureasovcu B podjednotkou, schop-
nou vyvolat ochrannou imunitni odpovéd na Helicobacter infekci,

do mukdzniho povrchu hostitele.

PfedloZeny vyndlez didle zahrnuje pasivni imunizaci savca,
vEetnd 1idi, proti Helicobacter infekci. Toho se dosahne poda-
vanim efektivniho mnoZstvi ureasové specifické protilatky, s
vyhodou efektivniho mnoZstvi Helicobacter pylorli ureasové spe-
cifické Iga honokloné;ni protilatky, do mukdzniho povrchu pa-

clienta.

JelikoZ ureasa Helicobacter pylori znamena antigen, ktery
hraje roli pfi indukovani ochranné imunity, dalsim aspektemn
tohoto vyndlezu je pouzZiti Helicobacter pylori ureasy Jako
diagnostického reak&niho ¢inidla pro m&feni imunitni odpovédi
osob, které obdrZely vakcinu zaloZenou na urease, nebo pro sta-
noveni toho, jestli jednotlivec je imunni nebo vnimavy (a tedy
jestli potfebuje vakcinaci). PfedloZeny vyndlez zahrnuje také
pouZiti ureasy a ureasové specifickych protildtek pro zkonstru-
ovani testa a sestav pro diagnosu Helicobacter imunity, zjisté-
ni vnimavosti na Helicobacter a definici imunitnich odpovédi

na vakciny.

Podle t¥etiho aspektu tento vyndlez poskytuje zp@socb léCe-
ni gastroduodendlniho onemocnéni savcf. Tento zpfsob zahrnuje
stupefi poddvani terapeuticky efektivnino mnoZstvi prostfedku,
ktery obsahuje Heliccobacter ureasové peptidy. Mezl gastroduode-

nalni onemocnédni v rozsahu tohoto vyndlezu patfl, ale nejsou

(

(13}

na né omezena, gastritida, peptické viedové onemocnéni, vietnd

jak Zaludecnich tak ducdenialnich vfeda, rakovina Zaludku, chro-
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nicka dyspepsie se silnou erozivni gastroduodenitidou, Gporna
vEedova dyspepsie, intestinadlni metaplazie, Malt lymfom nizkénho
stupné&, Helicobacter infekce, Hellcobacter pylcocri infelkce a He-
licobacter felis infekce. Pojem "ureasové peptidy" znamena, ale
neni na né& omezen, jakoukoliv ureasu nebo podjednotku ureasy,
bud pfirozen& se vyskytujici nebo ziskanou technikami rekombi-
nace DNA, stejné& jako jeho rozstépeny fragment nebo peptid, na-
pojené proteiny obsahujici celou ureasu, podjednotky nebo je-
jich fragmenty, neko zkracené ureasové konstrukce. Pod pojem
"yreasové peptidy" pat¥i také proteiny nebo peptidy, které maji
epitopy dostate&né homologni s epitopy Hellicobacter ureasy,
takZe protildtky, které rozpoznavaji epitopy Helicobacter urea-
sy budou rozpoznavat epitopy uvedenych peptid@ nebo proteinﬁ.

V podrobnéjsim aspektu tento vynalez poskytuje zplscbh lé-
Cenl gastroduodendlniho onemocnéni zpfsokeného Helicobacter in-
fekci. Helicobacter infekce mf@Ze znamenat, ale neni na né ore-

zena, Helicobacter pylori nebo H. felis infekcl.

Podrcbné&ji - tento vyndlez poskytuje zpascb léZeni gastro-
duodendlni nemoci zzdsobené Helicobacter infekcil, pFi ¢emZ pro-
stfedek obsahujici Helicobacter ureasové peptidy se podava do
mukdézniho povrchu. AniZ by byl typ mukdézniho povrchu pouZity
pro poddvani omezen, mAZe timto mukdéznim povrchem byt ordlni,

nosni, rektdlni nebo o&ni povrch.

Tento vynalez se tykd také podavani prost¥Fedku obsahuji-
ciho Helicobacter ureasové peptidy spolednd s mukdéznim adju-
vans. Mukdzni adjuvans m&Ze byt vybrdno z, ale neni na né ome-
zeno, toxinu cholery, procholeragenoidu, B podjednotky toxinu
cholery, houbovych polysacharidd zahrnujicich, ale bez omezeni,
schizofylan, muramyldipeptidu, derivata muramyldipeptidu, for-
bolovych ester@, mikrokulidek, ne-Helicobacter pylori bakteri-
alnich lyzata, lakilniho toxinu Escherichia coli, blokovych
polymerf, saponin@ a ISCOM. Jind mukdzni adjuvans mohou uvést
odbornicl z oblasti techniky. Lz2 je nalézt napfiklad v nasie-

dujicich citacich: 2zuma I.: "Synthetic Immunoadijuvants: Appli-
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cation to Non-Specific Hos< Stimulation and FPctentiation of
Vaccine Immunogenicity'" wve Yaccine 18, 1050 (13%92), Pockley
A.G. a Montgomery P.C.: "In vivo Adjuvant Effect of Interleu-

kins 5 and 6 on Rat Tear Iga Antlbody rResgenses" v Immunology
73, 19 (1991), Adam A. a Lederer E.: "Muramyl Peptides as Imnu-
nomecdulators" v ISI ATLAS OF SCIENCE 203 (1538), Clements J.D.
a spol.: "Adjuvant Activity of Escherichia coli Heat-labile
Enterotoxin and Effect on the Induction of Oral Tolerance in
Mice to Unrelated Protein Antigens' ve Vaccine §, 269 (1983),
Ben Ahmeida E.T.S. a spol.: "Immuncpotentiation of Local and
Systemic Humoral Immune Responses by ISCOMs, Liposcmes and FCA:
Role in Protection Against Influenza A in Mice" ve Vaccine 11,
1302 (1993) a Gupta R.K. a spol.: "Adjuvants -- A Balance Bet-

ween Toxicity and Adjuvancity" ve Vaccine 11, 290 (1993).

Mukéznf’adjuvans/maée b7t na ureasové peptidy také gene-
ticky nebo chemicky navazdno. Priklady tohoto typu napojeného
peptidu jsou zndmy odbornikam z obklasti techniky a 1lze Jje
nalézt v nasledujicich ciltacich: Czerkinsky a spol.: "Oral
Administration of a Streptococcal Antligen Coupled to Cholera
Toxin B Subunit Evokes Strong Antibedy Responses 1in Salivary
Glands and Extramucosal Tissues!" v Infect. Immun. 57, 1072
(1989), Nashar a spol.: "Current Progress in the Development
of the B Subunits of Cholera Toxin and Escherichia Coli Heat-
-Labile Enterotoxin as Carriers for the Oral Delivery of He-
terologous Antigens and Epitopes'" ve Vaccine 11, 235 (1993) a
Dertzbaugh a Elson: "Comparative Effectiveness of the Cholera
Toxin B Subunit and Alkaline Phosphatase as Carriers for Oral
Vaccines" v Infect. Immun. 61, 43 (1993). NapFiklad ureasova
B podjednotka by mchla byt exprimovdna jako chimerni protein,
ktery je geneticky navazan na B podjednotku toxinu cholery
pouZitim DNA expresniho vektoru obsahujiciho ure B nukleoti-
dovou sekvenci navdzanou na nukleotidovou sekvenci B podjed-

notky toxinu cholery.

V jiném pFibuzném aspektu tentce zpfsob zahrnuje podavanl

prostfedku obsahujicino Helicobacter ureasoveé peptidy, kde jsou
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tyto prostfedky dodavany v sypké formé&. Tento prostfedek maZe
byt dodavéan v supké formé& spoleZné s nosicem. losicem m@Ze byt
hydroxylovany fosforecnan vapenaty, napfiklad hydroxyapatit.
Pojem "hydroxyapatit'" znamend, ale bez omezeni na tento vyznam,
jak tomuto pojmu rozumé&jil odbornici z oblasti techniky, trihy-
droxyfosforecnan vapenaty, ktery je né&kdy znam také jako hydro-
xylovany fosforeénan vdpenaty. Toto je jenom pFiklad, ktery ne-

ni miné&n jako omezeni typu nosice, ktery se mAZe pouZivat.

Podle jiného pfibuzného aspektu poddvand davka prostfedku
obsahujiciho Helicobacter ureasové peptidy maZe byt v rozmezi
od 100 ug do 1 g, napfiklad 0,14 mg na kg té&lesné hmotnosti.
Odbornici z oblasti techniky v&di, Ze optimalni didvkovani vice
i méné zavisi na télesné hmotnosti pacienta, na nemoci, na
Zzp@sobu poddvanl a na dalsich faktorech. DAvkovdni se snadno
stanovi standardnimi Zp@soby. PoCet davek bude zaviset na one-
mocnéni, na provedenl prost¥edku a na datech G&innosti ziska-
nych z klirnickych zkouSek. Napfiklad pro primdrni program imu-
nizace se c&hem 1 mésice mohou podat 3 aZ 8 davek. Tento prabé&h

léCenl je p¥ikladem a nenl mindn jako omezujici.

Podle jednoho pFibuzného aspektu tento zpfsob zahrnuje po-
davani prostfedku obsahujiciho Helicobacter ureasové peptidy,
pEfi &emZ tento prostfedek se podava spolelné s mikrokuliékonm
nosiCem. Takovym mikrokuli&kovym nosiCem m@Ze byt napfFiklad,
ale neni na néj omezen, polylaktid-koglykolidovy biodegradova-
telny mikrokulickovy nosi&.

Podle jiného pfibuzného aspektu tento zp@sob zahrnuje po-
dadvanil prostfedku obsahujiciho Helicobacter ureasové peptidy,
pfi CemZ tento prostfedek obsahuje rekombinantni Zivy vektor,
ktery expresi poskytuje Helicobacter ureasovy peptid. Odbornici
z oblasti techniky rozpoznaji, Ze takovym Zivym vektorem m&Ze
byt napfiklad bakterialni nebo virovy vektor. Naptiklad, bez
jakéhokoliv omezeni, se ndZe Z2ivy vektor vybrat ze skupiny se-
stavajicl z= salmonella typhimurium, Salmonella typhi, Shigel-

la, Bacillus, Lactobacillus, BCG, Escherichia coli, vibrio cho-
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lerae, Campylobacter, kvasinel, Herpes viru, Adenoviru, Polio-
viru (viru dé&tské obrny), Vakcinlie a ptacich nesdtovic. Pro do-
davani ureasového peptidu se mfAZe pouZlt také takovy systém
nosice, ktery exprinuje Hellcobacter ureascvy peptid, jako jsou
G&stice podobné viru Bluetongue, ¢astice podooné Rotaviru a Ty
C4dstice. Podle vyhodnéno aspektu se Zivy vektor nebo systém no-

siCe mAZe podavat do mukdznino povrchu.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynadlezu zahrnuje zp@sob lé-
Ceni &lovéka infikovaného Helicobacter pylori, podle kterého
se ordlné poddva terapeuticky efektivni mnoZstvi prostfedku ob- .
sahujiciho ure B podjednotku Helicobacter pylori ureasy spolu
s mukdéznim adjuvans, které je vybradno ze skupiny sestavajicil
z toxinu cholery, procholeragenoidu, B podjednotky toxinu cho-
lery, houbovych polysacharid@ zahrnujicich, ale bez omezeni,
schizofylan,"muramyld;peptidu, derivata muramyldipeptidu, for-
bolovych esterqd, mikrokulidek, ne-Helicobacter pylori bakteri-
dlnich 1lyzata, lacilniho toxinu Escherichia coli, blokovych
polymer@, saponinf a ISCOM. ProstFedek se pcdava v sypkém stavu
spole&né& s hydroxyapatitem. Tento prostfedek se miZe podavat
se soucasnym ordlnin podavanim Zvykatelnych 1,0g MNaHCO,; tablet.
Pro G&ely tohoto vyndlezu pojem "spole&né s" zahrnuje jakykoliv
typ spolelného poddavani vcetné&, ale bez omezenl jenom na tyto,
chemického nebo genetické spoleného podavani, jako je tomu v

napojeném proteinu.

Podle &tvrtého aspektu tento vyndlez poskytuje zp@scb lé-
Zeni gastroduodendlniho onemocnéni savcd, ktery zahrnuje poda-
vani terapeuticky efektivniho mnoZstvi prostfedku obsahujiciho
protildtku, kterd rozpoznava Helicobacter ureasu. Mezl gastro-
duoden&lni onemocné&nli zahrnutd v rozsahu tohoto vyndlezu patfl
shora uvedend onemocnéni. Tyto zp@soby pouZivajl shora uvedeny
prostfedek, ktery obsahuje Helicobacter ureasové peptidy pro
vyvoladni protilatkové odpovédi u savca. Protilatky produkované
imunizovanym savcen se isolujl a poddavaijl se dotydnému savci.
Pripravek protildatek, ktaré rozpoznavaji dany antigen, jako je

shora uvedeny prostfedek, je znam odborniktm z oblastli techni-
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ky. Napfiklad polyklondlni a monoklonalnl protildtky se mohou
pfipravovat podle popisu uvedeného Harlowem E. a Lanem D.: An-

tibodies: A Laboratory Manual (1933).

V podrobnéjsim p#ibuzném aspextu se jako podivanid proti-
latka pouZivd monocklondlni protilétka. Pfipravek monoklendlni

protilatky je zndm odbornik@m z obklasti techniky.

Podrobné&ji - poddvanou protilidtkou je IgA protilatka, bud
polyklondlni nebo monoklondlni IgA protildtka. PEipravek mono-
klondlnich IgA protildtek je znam odbornik@m z oblasti techniky
a lze ho nalézt napfiklad v ndsledujicich citacich: Winner L.
a spel.: "New Model for Analysis of Mucosal Immunity: Intesti-
nal Secretion of Specific Monoclonal Immunoglobulin A from Hy-
bridoma Tumors Protects Against Vibrio Cholerae Infection" v
Infect. and Immun. 59, 977 (1%91) a Weltzin R. a spol.: "Bin-
ding and Transepithelial Transport of Immunoglobulins by Inte-
stinal M cells: Demonstration Using Monoclonal IgA Antibodies
Against Enteric Viral Proteins" v J. Cell Biol. 108, 1873
(1983) .

Pojem "protilatka" tak, jak je pcuZivan pro GZely tohoto
vynalezu, zahrnuje, ale neni na né& omezen, polyklonalni proti-
latky, monoklondlni protildtky a antiidiotypové protilatky.
Protilatka m@Ze byt pfirozen& odvozena od jakéhokoliv zvifete,
syntetizovana v bakterii, mfZe pochazet z jiného nezvifeciho
zdroje nebo chemicky syntetizovana nebo geneticky syntetizo-

vana.

Podle vyhodného aspektu tohoto vyndlezu se ziskdva zp@sob
léCeni 11di infikovanych Helicobacter pylori, ktery se vyznadu-
je tim, Ze se poddva terapeuticky efektivni mnoZstvi prostEedku
obsahujiciho IgA monoklonalni protilAtku, kterd rozpoznavad ure
B podjednotku Helicobacter pylori ureasy.

1
1

Podle pdteého aspektu tento vyndlez poskytuje prostfsisk
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huje Helicobacter ureasové peptidy. Gastrcduodenalnl onemocnéni
v rozsahu tohoto vyndlezu stejné jako Helicobacter ureasové
peptidy a mukédéznl adjuvans v rozsahu vynalezu jsou shora uve-

deny.

V pfibuzném aspektu tento prostiedek obsahuje Helicobacter

ureasové peptidy a mukdzni adjuvans.

Podle jiného pFibuzného aspektu je tento prostfedek v syp-
ké formé&. Prostfedek m@Ze existovat v sypké formé& spoclelné s
nosiem. Nosicem maZe byt napfiklad hydroxyapatit, jak shora .
uvedeno. To je jenom pfiklad, ktery neni zamysSlen jako omezenli

na typ nosice, ktery se ma@Ze pouZit.

Podrobnéji - prostfedek je pfitomen v sypké formé v kapal-
né suspenzi. )

V pfibuzném asvektu tento prostfedek obsahuje Helicobacter
ureasové peptidy spolednéd s mikrokulickovym nosicem. Takovymi
mikrokulic¢kami mchou byt napriklad, ale bez omezenl na né&, po-
lylaktid-koglykolidové biodegradovatelnémikrokulicCky. Ureasove
peptidy mohou byt obsaZeny v tobolkdch v biodegradovatelnych
mikrokulickdch. Polylaktid-koglykolidové mikrokulicCky se pcmalu
hydrolyzuji v p¥itomnosti vody, stavajl se tak ve vodé& rozpust-

né a tim dodavaji peptidy, které jsou v mikrokuliZk&ch obsaZe-

ny.

Podle jiného pFibuzného aspektu prostFedek obsahuje Heli-
cobacter ureasové peptidy, pfl CemZ prostfedek obsahuje rekom-
binantni Zivy vektor, ktery exprimuje Helicobacter ureasovy
peptid. Odbornici z oblasti techniky v&di, Ze takovym Zivym
vektorem mZe byt napfiklad bakteridlni nebo virovy vektor. Na-
pfiklad, bez jakéhokoliv omezeni, m@Ze byt Zivy vektor vybréan
ze skupiny, kterd sestava se Salmonella typhimurium, Salmonella
typhi, Shigella, Bacillus, Lactobacillus, BCG, Escherichia co-
1li, Vibrio cholera=, Campylobacter, kvasinek, Herpes viru, Ade-

n

noviru, viru détsxké obrny, Vakcinie a ptacich nestovic. Dale
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se m@Ze pro dodavidni ureasového peptidu pouZlt nosny systén,
ktery exprimuje Hellicobacter ureasovy peptid, jako jsou Cdstice

podobné viru Bluetongue, GAstice podobné Rotaviru a Ty &istice.

Ve vyhodném provedeni se ziskava prostfedek, ktery je uZi-
telny pro léceni Helicobacter infekce u &¢lovédka a ktery cbsahu-
je ure B podjednotku Helicobacter pylori ureasy, nukdzni adju-
vans, které je vybrdno ze skupiny sestdvajicl z toxinu cholery,
procholeragenoidu, B podjednotky toxinu cholery, houbovych po-
lysacharida zahrnujicich schizofylan, muramyldipeptidu, deriva-
ta muramyldipeptidu, forbolovych esterf, mikrokulicek, ne-Heli-
cobacter pylori bakteridlnich lyzatq, labilniho toxinu Escheri-
chia coli, blokovych polymerd, saponin@ a ISCOM a diale obsahuje
hydroxyapatit, pfi CemZ tento prostfedek je v sypké forms v ka-
palné suspenzi. Pojem "spoleCné& s" je shora vysvatlen.

Podle Sestého aspektu se ziskava prostfedek, ktery je uZi-
te&ny pro léCeni gastroduodenalniho onemocn&ni a ktery cksahuje
protildtku, kteri rozpoznava Helicobacter ureasu. Gastrcduode-
nadlni onemocnéni v rozsahu tohoto vyndlezu stejnd jako proti-

latky v rozsahu vynalezu jsou shora uvedeny.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se 2iskava prostfedek, kte-
ry je uZitelny pro léZeni gastroduodendlniho onemocn&ni a ktery
obsahuje IgA monoklondlni protildtku, kterd rozpoznava ure b

podjednotku Helicobacter pylori ureasy.

Bez ohledu na teorii autofi pfedloZeného vyndlezu v&Fi,
Ze podavanl ureasového antigenu nebo jeho B podjednotky do mu-
kézniho povrchu stimuluje obvykly mukdzni imunitni systém a
moZn&d lokalni mista v Zalude&ni sliznici indukujici imunitni
odpovéd vCetné objeveni se IgA protildtek specifickych na He-
licobacter pylori v Zaludelnich sekretech, co? brani Haslico-
bacter infekci. Vzhledem k tomu se zde pouZivaji pojmy "imuni-
zace" a "vackina" v Jjejich obvyklych vyznamech tak, jax jsou
znamy odbernikam z oblasti techniky a také pro oznadenl zzsobe

a prostredk@ pouZivanych pro léCeni Helicobacter infek:z, bez




omezeni na tyto vyznamy a bez jakeéehokoliv conledu na teorii,
pokud jde o mechanismus lécenl.

JelikoZ provadénl predklinickych pokusd varcin, které
kandidaty pro pouZiti u lidi, na zvifecich acdelech je r
vdci, predpokladi se, Ze metodologie pfedloZeného vyndle
G&innd u l1idi, zvlasté p¥i prevenci a léceni peptickych vieda,
gastritidy, ZaludeZnich malignich p¥ihocd a dalsich stava, K
nimZ dochdzi jako dasledek pfitomnosti Hellicobacter pylori a/

/nebo H. felis.

Na z&kladé& davkovani a pr@béhu léceni, které Uspésné od-
strafiuje infekci u mysiho modelu, by vyhodné rozmezi davkovani
bylo 100 pg aZ 10 g Helicobacter ureasovych peptida. Zrucny od-
bornik z oblasti techniky rozpozna pfislusnou droven davkovani
na zakladd® vyzkumu popsaného pro jiné oralni vakciny, jako Jj=
napfiklad vyzkum provadény s lyzdtem Escherichla coll (6mg dav-
ka denné aZ do celkem 540 mg) a enterotoxigennim E. coll vy&is-
t&nym antigenem (4 davky ro 1 mg) (Schulman a spol.: "Oral Im-
munotherapy of Recurrent Urinary Tract Infections: A Double-
~-Blind Placebo-Controlled Multicenter Study" v J. Urol. 150,
917 (1993), Boedeker a spol.: "Safety, Immunogenicity and
Efficacy in Human Volunteers of Biodegradable, Biocompatible
Microspheres Containing Colonization Factor Antigen/II (CFA/II)
as an Enteral Vaccine Against Enterotoxigenic E. coli (ETEC)"
v American Gastroenterological Assoc. 999, A-222 (1993).]. Bez
jakéhokoliv zamySleného cmezeni, pokud jde o pr@béh léceni, by
primdrni imunizace mohla probihat podavanim 3 aZ 8 davek po do-
bu 1 mé&sice [Boedeker: American Gastroeneteroleogical Assoc.

888, A-222 (1993).].

DoporuCovany zp@sob imunizace je podavanl Helicobacter u-
reasového peptidového prostfedku ve formé& kapaliny samotné nebo
suspenze obsahujici NaHCO; nebo podobny materiil pro docasnou
neutralizaci Zalude&ni kyseliny. Neutralizujici material maZe
byt dodavdn také oddi&lend v dobé, kdy je peptidovy prostfedek

poddvan, jako je tomu ve formé& Zvykatelnych NaHCO, tablet. Pro-
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stfedek se maZe pcdavat také ve formé entercsolventnich tobo-
lek. Tyto zp@soby pravdé&podobné zpfsobi ocbejitl problému degra-
dace ureasového prostfedku béhem prochdzenl hornim gastrointe-
stinadlnim traktem. Tyto zpAsoby jsou sounrnng uvedeny napfiklad
v pré&ci Levine a Norlega: "Vaccines to Prevent Enteric Infec-

tions" v Ballieres Clin. Gastro. 7, 501 (153%3).].

I kdyZ vysokd@ diavka toxinu cholery nenl vyhodnd jako mu-
kézni adjuvans pro pouZiti u &lovéka, pro lécZeni 1idi budou
uZite&nymi jind mukdzni adjuvans, kterd jsou znadma odbornikam

z oblasti techniky, jak shora uvedeno.

Odbornikovi z oblasti techniky bude zFfejmé, Ze k popsanému
vynidlezu lze udélat razné substituce a modifikace, aniZ by se

tyto odchylily od rozsahu a duchu vynalezu.

V nasledujici Zasti bude tento vynalez dile popsan s odka-
zem na doprovazejici vykresy, v nichZ obrdizky 1 aZ 238 jsou gra-

fickymi zndzornénimi vysledka uvedenych v tabulkach 1 aZ 9.

Obrazek 1 je grafickym zndzornénim vysledka z tabulky 1
test® na protildtky v seru (IgG) a intestindlnich sekretech

(IgA) u mysSi, které nebyly chrdanény po imunizaci ureasou.

Obrazek 2 je grafickym zndzorné&nim vysledk@ z tabulky 1
test@ na protilatky v seru (IgG) a intestindlnich sekretech
(IgA) u mysSi, které byly chrandny po imunizaci ureasou.

Obrdzek 3 je grafickym zndzornénim vysledk@ z tabulky 1
test@ na protilatky v seru (IgG) a intestindlnich sekreta (Igh)
umysi, které nebyly chrdnédny po imunizaci Helicobacter pylori,

na kterou bylo p@scbeno ultrazvukem.

Obrazek 4 je grafickym znizornénim vysledka = tabulky 1
testd na protilatky v seru (IgG) a intestinalnich sekreta (Igid)
u mysi, ktere byly chrdandny po imunizaci Helicobacter pylori,

na kterou bvlo p@sobeno ultrazvukemn.
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Obrazek 5 je grafickym znazornénim vy7sledk@ uvedenych v
tabulce 2 srovnadvajicich hladinu ochrany zisrané s Hellicobacter

pylori ureasou s ochranou ziskanou s Hellicobacter pylori, na

~r M !
ktercu bylc pfschbeno ultrazwvukem, a s toxinem cholery.

Obrazky 6A a 6B jsou grafickym zndzorn2nim vysledka uve-
denych v tabulkdch 53 a 6, které mé&fi ureasovou aktivitu u mysi,
které byly stimulovany po oralni imunizaci rekombinantnimi u-

reasovymi A a B pcdjednotkami.

Obréazek 7 je grafickym zndzornénim vysledk@ uvedenych v
tabulce 8, kterd méfFi ureasovou aktivitu Zaludecni tkané jako
vyraz Helicobacter infekce u mysi, které byly ndsledné léleny
Helicobacter pylori ure B podijednotkou, pouze toxinem cholery

a hydroxyapatitem (zdanlivé inunizovany) nebo neléceny.

Obrédzky 8A a 3B jsou grafickym znazornénim vysledka uvede-
nych v tabulce 9, které mé&fri ureasovou aktivitu jako projev He-
licobacter infekce u mys$i, kteréd byly ndsledné lécCeny Helico-
bacter pylori ure B podjednotkou nebo pouze toxinem cholery a
hydroxyapatitem (zdadnlivé imunizovany). U obrazku 8A byly mysSi
usmrceny a testy ureasy byly provedeny 2,5 tydne po posledni
imunizaci. U obrazku 8B byly my31l usmrceny a testy ureasy byly

provedeny 8 tydn@ po posledni imunizaci.

V dalsi Casti tohoto spisu byl pfedloZeny vyndlez popsan

podrobné&ji.

Autofi pfedloZeného vynélezu objevili, Ze oralni podani
mySim polyaminokyselinového pfipravku vykazujiciho epitopy He-
licobacter pylori ureasy zvysuje ochrannou imunologickou cdpo-
veéd proti H. felis u mysi, zvifecim modelu obecné pfijimané

hodnoty pro studie imunitni odpovédi na Helicobacter infekci

(Lee A. a spol.: "A Small Animal Model of Human Hellcobacter
pylori Active Chronic CGastritis" v CGastroenterology 99, 1315
(1990).] a rozpoznaného pathogenu zpesobujlciho gastritidu u

lidi [Wegman W. a spol.: Schwelg. Med. Wochenschr. 121, 245
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(1991).]. G&inek ochranné imunitni odpovddi spolivad v tom, Ze
v

i
imunizovand zvifata, jestliZe jsou stimulovana pathogen, maji
velice sniZeny vyskyt infekce pEl srovnani s neimunizovanymi
zvifaty. Ddle autcfi vyndlezu objevili, Z= cralnl imunizace u
mySi Helicobacter pyleri ureasovou B podjednotkou, produkovanou
enzymaticky neaktivnim rekombinantnim proteinem, zvysuje o-
chrannou imunologickou odpov&d u mys$i proti H. felis. U&inek
ochranné imunitni odpovédi spodiva v tom, Ze imunizovand zvi-
fata, jestliZe jsou stimulovdna pathogenem, maji také velmi
sniZeny vyskyt infekce pfi srovnani s neimunizovanymi zviFaty,

ktera byla infikovéna.

Autofi pFedloZeného vyndlezu objevili, Ze oralni podavani
Helicobacter ureasovych peptidf mysSim infikovanym H. felis vede
k cdstrané&ni infekce. Tento vysledek ukazuje, Ze ordlni poddva-
ni Helicockacter ureasovych peptida je 4&innym lécenim Helico-
bacter infeskce u savca. Ordlni poddvani Helicobacter pylori u-
reasové B podjednotky, produkované enzymaticky neaktivnim re-
kombinantnim proteinem vyznamné snizZuje Grovefi H. felis infekce
u infikovanych mysi p¥i srovnani s kontrolnimi infikovanymi

mysSmi.

Nasledujicl pfiklady jsou ilustracl vyndlezu a nejsou za-

mysleny jako jakékoliv cmezenl tohoto vyndlezu.

Priklady provedeni vvnalezu

A. Bakteridlni kultury a &isté&ni ureasy

Kmen Helicobacter pylori pouZity ve studii pochdzi z paci-
enta s ducdendlnim vfedem a byl kultivovdn na BHI agarosovych
deskdch do homogenity. Helicobacter pylori se kultivuje ve
vhodném mediu, typicky BHI (Brain-Heart Infusion) mediu, které
obsahuje 0,25 % (hmotn.) kvasinkového extraktu a 10 % (hmotn.)
plodového teleciho sera, doplnéném o 0,4 % (hmotn.) kvasinko-
vého extraxtu, 10 3% (hmotn.) plodového teleciho sera a 0,4 3

(hmotn.) Campylocbacter selektivniho dopliku (Skirrowtfyv dopl-
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ndk; Oxoid 69). Bakterie se inkubuji za mikroaercfilnich pod-
minek pFi 37 °C v nddobach, které jsou zataveny a tfepany 2 aZz
3 dny pFi 37 °C. Ziskd se tak kapalnd kultura. Kultura se maZe

Fipravit také v agarosovych deskdch obsahujicich BHI s 0,25

o

o 9

% (hmotn.) kvasinkového extraktu a 5 % (hmotn.) ovCl krve.za
mikroaerofilnich podminek 3 dny p#i 37 °C. MnoZstvi bakteril se
stanovi optickou hustotou BHI vzorku pfi 660 nm. Jedna jednotka
optické hustoty odpovida 10% bakterii. Kultury na agarosovych
deskach se nejdfive suspendujl ve 154mM chloridu sodném.

Jednim b&Zné& vyhodnym zdrojem polyaminokyselinovych urea-

sovych epitop je vyZist&na ureasa, napf. Helicobacter pylori
ureasa ziskana podle ndsledujiciho obecného postupu podle Dunna
a spol.: J. Biol. Chem. 265, 9464, ktery byl mocdifikovan jak
déle popsdno. Po kultivaci se Helicobacter pylori isoluje ve
vodé&, odstfeduije, rozmicha a opé&tovnym odstfedovanim se ziska
supernatant. Roztok obsahujicl ureasovou aktivitu Helicoktacter
pylori (zjisté&na rychlym ureasovym testem, viz niZe) se pak
chromatografuje na kolon& CL-6B. Frakce, které vykazujl silnou
ureasovou aktivitu, se spoji, dialyzujil se pfes noc a opat s
chromatografujl na anexovém gelu. Frakce se eluuji v pufru se
zvydujlcim se obsahem NaCl. Spojené frakce se silnou ureasovou
aktivitou se jednotlivé podrobi SDS na gelu s nasledujicim
obarvenim Coomassie barvou. Jako ureasa se identifikuji dva
razné pdsy odpovidajici molekulovym hmotnostem kolem 63 000 a
28 000. Frakce obsahujici ureasu se spoji. Ziskd se vycisténa
Helicobacter pylori ureasa s ¢&istotou v mezich 95 aZ 99 %

hmotn.
B. Oralni imunizace ureasou vyZi$ténou z Helicobacter pylori

I kdyZ je vyhodné pouZivat vyZisténou Hellicobacter pylori
ureasu ziskanou jak shora uvedeno jako antigenni material, je
tomu tfeba rozumét tak, Ze je moZné pouZit jako antigenni ma-
teridl také jakoukoliv ureasu nebo podjednotku ureasy, bud pfi-
rozené se vyskytujici nebo ziskanou technikou rekomblantni DNA,

stejné jako jejich rozsStépené fragmenty, napojené proteiny ob-
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sahujicl fragmenty ureasy nebo celou ureasu, zkrdcené ureasové
konstrukce nebo jiné peptidowvé nebo proteinové pfipravky, které
vykazujl ureasové epitopy, které jsou scheopny vyvolavat ochran-
nou imunitni odpovéd na Helicokacter infekci {71z niZe). Je te-
dy moZné pouZit ureasu, kterda ma podstatnou nomologii s Helico-
bacter pylori ureasou a ktera je efektivni pFi zvyseni zkFiZené
ochranné imunitni odpové&di na Helicobacter. PFikladem takové
ureasy je ureasa plodu vychcdoindického chlebovniku, kterada je
ze 70 % homologni s Helicobacter pylori ureasou. I kdyZ bylo
jednou uvaZovdno o tom, Ze ureasa plodu vychodoindického chle-
bovniku by byla G&innym antigenem p#i prevenci infekce Helico-
bacter, dnes uZ se nepfedpokladd, Ze by tomu tak bylo [Chen M.
a spol.: "Failure of Immunization Against Helicobacter Using
Jack Bean Urease" viz Acta Gastreoenterol. Belg. 56, 94
(1993).]. Tento vynalez neni tedy omezen na pouZiti neporusené
ureasy. Zahrnuije pouz%ti jakéhokoliv polyaminokyselinového pfi-
pravku, ktery vykazuje ureasové epltopy dostatec¢né& homologni
s Helicobacter pylori ureasou pro generaci ochranné imunologic-
ké odpovédil v hostiteli na Helicobacter infekcli. Vhodnd ureasa
musi mit dostatelnou homologii s H. pylori ureasou, aby vyvo-
lala ochrannou imunitni odpovéd na Helicobacter infekci. Typic-
ky se jako ureasovy antigen podle vyndlezu mfAZe pouZivat urea-
sa, ktera ma homologii v&t3i neZ 70 %, napfiklad 80 aZ 90 %,

vA&i Helicobacter pylori urease.

Mezi neomezujici seznam zdroja potencidln& uZite&nych ure-
asovych pfipravka pat¥i endogenni ureasové enzymy reznych druhg
Helicobacter, ureasa z jinych bakterii, jako je Klebsiella pneu-
moniae nebo Proteus mirabilis, a analogicky jakékoliv jiné ure-
asy za podminky, Ze tyto ureasy sdileji zkfiZend reaktivni epi-
topy s Helicobacter pylori ureasou. Ureasové geny v3ech té&chto
shora uvedenych organisma pfedstavuji potencialni nastroj pro
expresi rekombinantnich ureasovych produkt@ jako celého protei-

nu nebo jako jeho &ast.

Neomezujici seznam potencidlné uZitednych ureasovych pFi-
r

pravk@ zahrnuje peptidy generované z vydistédné ureasy (zd
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epitopy s ureasou.

Mezi dalsi zdroje potencia&lné uZite&nych epitopd patfi e-
pitopy identifikované jejich zkEiZenou reaktivitou s ureasou
jako vysledek vyhledavani anti-ureasovyml protilatkami. Tyto
peptidy mohou znamenat pfirozené se vyskytujici peptidy nebo
peptidy pochdzejici z chemickych syntéz. Tyto peptidy mohou byt
také vysledkem exprese rekombinantnich nahodnych oligonukleo-

tida.

Mezi dalsi zdroje potenciidlné uZite&nych epitopf patfli e-
pitopy podobné urease jaxo vysledek generace antiidotypickych
protilatek na ureasu. Tytc antiidiotypické protilatky, genero-
vané v Jjakémkoliv imunokocnmpetentnim hostiteli, se ziskavajl
imunizaci tohoto hostitele s antiureasovyal protilatkami s ci-
lem generovat protildtky namifené proti antiureasovym proti-

ldtkam, které sdilejl strukturni homologie s ureasou.

Zde uvedena diskuse se zaméfuje na pouzitl ureasy pfiroze-
né& produkované Helicobacter pylori (&ast B). Je vsak zfejmé,
Ze ureasa nebo jejl shora uvedené podjednotky nebo kontrukce,
které jsou schopny vyvolavat Zadanou ochrannou imunitni odpo-
v8d, se mohou vyradbét technikami rekombinantni DNA dobfe zna-
mymi v oblasti techniky. UZinnost pFislusnych prostfedkf maZe
byt stanovena rutinnim podévénim s vyuZitim zvifecich modeln,
ordlnim podavanim prislusné vakciny a stimulacl pathogenem po-
uZzitim postupu, Kktery je v podstaté podobny nebo identicky s

niZe popsanym postupem.

Odbornik@m z oblasti techniky bude zfejme, Ze se pro poda-
vani Helicobacter ureasovych peptida mohcou pouZivat jiné zpfso-
by. Napfiklad se ureasové geptidy mohou pedivat jako &ast pro-

stFedku s nosicem ve formé& mikrokuliCek. Bez omezenl typu mi-




32

krokuli&ek jako nosice m@Ze byt jednim pfikladem podavani urea-
sovych peptida jako &ast nosife prostfedku, kterym jsou poly-

laktid-koglykolidové biodegradovatelné mikrokulicky.

Jinym zpQsocbem podavanl Helicobacter ureasovych peptida
by byla exprese ureasovych peptida v rekombinantni formé& v Zi-
vém vektoru, naptfiklad bakteridlnim nebo virovém vektoru. Pro
zkonstruovani takového Zivého vektoru se nukleoctidové sekvence
kodujici ureasové peptidy zahrnou do genetického materidlu Zi-
vého vektoru. Tento Zivy vektor by se podaval jednotlivei kvali
zabranéni Helicobacter infekci a také kvali léceni jednotlivce,
jiZ infikovaného Helicobacter. Zru&ni cdbornici z oblasti tech-
niky vé&di, Ze mezi pFiklady pFislusnych Zivych vektord patfi
Salmonella typhimurium, Salmonella typhi, Shigella, Bacillus,
Lactobacillus, BCG, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Campylo-
bacter, kvasinky, Herpes vir, Adenovir, Poliovir (vir détské
obrny), Vakcinie a ptac¢i nestovice. Pro dodanl ureasového pep-
tidu se maZe pouZit systém rekombinantniho nosice, ktery expri-
muje Helicobacter ureasovy peptid, jako jsou castice podobné
viru Bluetongue, Castice podobné viru Rotavirus nebo Ty &dsti-
ce. Shora uvedeny seznam neni minén jako omezujici. Zivy vektor
nebo nosny systém by se s vyhodou pcdiaval mukdzné tak, Ze re-
kombinantnl ureasové peptidy exprimované Zivym vektorem by se

podadvaly do mukdézniho povrchu.

NiZe uvedend tabulka 1 a tabulka 2 a obrazky 1 aZ 5 popi-
suji vysledky ziskané u mySi, které byly ordlné& imunizovany vy-
¢isténou Helicobacter pylori ureasou. V prvnim pokusu se poda-
vani Helicobacter pylori antigenu provadi oralnim podavanim He-
licobacter pylori ureasy, ktera byla vy&isdténa tak, jak je to
popsano v €asti A a navdzana na krystaly hydroxyapatitu, ktery
se pouZije jako nosié pro zvys$eni navdazani a prijem M bufkami,
mySmi. Jako mukdézni adjuvans byl poddavan toxin cholery (Sigma).
V tomto pokusu se skupiny Sest tydnf® starych samidek mysi SPF
BALB/c 0., 7., 14. a 21, den ordalné lmunizuji 30 pg vyZisténé
Helicobacter pylori ureasy naviazané na 1 ng hydroxyapatitu s

10 pug toxinu cholery jako adjuvans. Tvto mysi se pak 25. a 30.
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den stimuluji dvakrat 10% H. felis. Pro G&ely srovnani se po-
dobné Sest tydn@ staré samicky mysi SPF BALB/c 0., 7., 14. a
21. den oralnd imunizuji 30 pug vy&isté&ného Hellicobacter pylori
lyzatu (zlskaného pfsobenim ultrazvuku,; tents lyzit zis]
sobenim ultrazvuku se né&kdy oznaduje jako scon
klad tabulka 1)) a 10 ug toxinu cholery. Tyto mysli se pak 23.
a 30. den stimuluji dvakrat H. felis. Helicocktacter pylecri ul-
trazvukovy lyzat (sonikat) se pfipravi isolovanim Helicobacter
pylori z bun&Znych kultur, peletovénim odstfedovanim a resus-
pendovanim pelet v 0,9% (hmotn.) chloridu sodném a ndsledujicim

p@sobenim ultrazvuku.

Jako kontrola se Sest tydna staré samicky mysi SPF BALB/cC
0., 7., 14. a 21. den oralné zdanlivé imunizuji 10 pg toxinu-
cholery a 1 mg hydroxyapatitu. Tyto mysSi se pak stimuluji 23.
a 30. den H. felis. Vﬁechny mys$i v této studii se 35. den usmr-

ti.

C. Oralni imunizace rekombinantnimi ureasovyml podjednotkami

Helicobacter pylori

Geny kodujici strukturni A a B podjednotky Helicobacter
pylori ureasy se ziskaji polymerasovou Fetézovou reakcl (PCR)
klonovadnim podle standardnich postup@ na zakladé drive publi-
kovanych sekvenci [Clayton C.L. a spol.: "Nucleotide Sequence
of Two Genes from Helicobacter pylori Encoding for Urease Sub-
units" v Nucleic Acid Res. 18, 362 (1990).]. Tyto geny se v1oZi
do vektoru (nazvaného pEV40) urcCeného pro vyéokou expresi a
snadné &iténi cizich gena v E. coli. Ve strucnosti - cizl gen
se vloZi po sméru vlidkna termorepresovatelného promotoru a do
té Casti sekvence, kterd koduje opakovani Sesti histidinf. Gen
ampR Jje v tomto vektoru pfitomen pro selexcl transformantda. Za
pEisludnych tepelnych podminek se ziskd rekombinantni grotein
doplnény o sest histidina na N-konci, coZ umoZiuje jednostup-
dové afinitini vyéistadni na niklové kolend. Jak Hellicopacter
pylori rekombinantni ureasové A talk B pocdjednotky se oddalene

is

exprimuji v E. coll a vylisti se na niklové kKolond na <Cilstotu
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vyssi neZ 95 % hmotn.

I kdy2 je vyhodné pouZivat rekombinantni Helicobacter py-
lori ureasu ziskanou jak shora uvedeno jako antigenni material,
je tomu tFeba rozumét tak, Ze je moZno jako antigenni materidl
také pouZit jakoukoliv ureasu nebo podjednctku ureasy ziskanou
technikou rekombinace (napf. napojené proteiny) exprimaci anti-
gennich mist ureasy, kterd je schopna vyvolat ochrannou imunit-
ni odpovéd na Helicobacter infekci. Je tedy moZné pFi konstruk-
ci pouZit ureasovy gen, ktery md podstatnou homologii s Helico-
bacter pylori ureasou a ktery je G&inny pro zvysSeni zk#iZené
ochranné imunitni odpov&di na Helicobacter. P¥iklady takové
ureasy Jje ureasa plodu vychodoindického chlebovniku, kterda ma
70% homologii s Helicobacter pylori ureasou, nebo H. felis ure-
asa, ktera ma 88% homologii s Helicobacter pylori ureasou. Ten-
to vyndlez tedy neni omezen na pouZiti Helicobacter pylori ure-
asovych genft a jejich genovych produktf, ale zahrnuje pouZiti
jakékoliv rekombinantni ureasy nebo jejich podjednotek, které
jsou dostatecné antigenicky blizké pro to, aby generovaly o=
chrannou imunologickou odpovadd v hostiteli Helicobacter infek-
ce. V rozsahu tohcto vynalezu je pouZiti jakékoliv ureasy nebo
podjednotky ureasy, at pfirozend se vyskytujici nebo ziskané
technikami rekombinantni DNA stejn& jako jejich rozitdpeného
fragmentu, napojeného proteinu obsahujici celou ureasu, Jjeji
podjednotky nebo fragmentu, nebo zkracené ureasové konstrukce,
kterd je GCinnd pfi sniZovadni drovn® Helicobacter infekce u
infikovaného savce. Typicky se jako rekombinantni ureasovy an-
tigen podle vyndlezu m@Ze pouZivat rekombinantni ureasa, ktera
ma 70 aZ 95% homologii, napfiklad 80 aZ 90% homologii, s Heli-

cobacter pylori ureasou.

Diskuse se zde soustfeduje na pouZiti rekombinantnich He-
licobacter pylori ureasovych A a B podjednotek produkovanych
E. coli (Cast C). Rekombinantni ureasa nebo jejich shora uvede-
né podjednotKky nebo konstrukce schopné vyvolivat Zadanou och-
rannou imunitni cdpoved se mohou pfipravovat jinymi technikaml

rekombinace DNA a jinymi eukaryotickymi nebo prokaryotickymi
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expresnimi vektory zndmymi odbornikam z oblasti techniky.

Tabulky 3, 4 a 5 niZe a obrazek 6 popisujil vysledky ziska-
né pfi ordlni imunizaci mysi rekombinantnimi Helicobacter pylo-
ri ureasovymi podjednotkami pfipravenymi v E. coli. V tomto po-
kusu se podavani Helicobacter pvlori antigzsnu provadi oralnim
podavanim mySim rekombinantnich Helicobacter pylori ureasovych
A nebo B podjednotek produkovanych v E. coli, vyZisténych jak
shora uvedeno a navazanych na hydroxyapatitové krystaly, pouZi-
vané jako nosic& pro zvysSeni vazby a pfijmu M bunkami. Jako mu-
kézni" adjuvans se podava toxin cholery (Sigma). V tomto pokusu’
se skupiny Sest tydn@ starych samiek mysi SPF BALB/c oralné
imunizuji 0., 8., 14. a 21. den 30 ug rekombinantni Helicobac-
ter pylori ureasové A podjednotky navadzané na 1 mg hydroxyapa-
titu s 10 upg toxinu cholery jako adjuvans. Tyto mysi se pak
stimuluji dvakrat 10® H. felis 32., 34 a 36. den. Pro Glely
srovnani se podobné Sest tydn@ staré samicky mysi SPF BALB/c
oradlné imunizuji 0., 8., 14. a 21. den 30 ug rekombinantni He-
licobacter pylori ureasové B podjednotky navazané na hydroxy-
apatit a 10 upg toxinu cholery. Tyto mysi se pak stimuluji tfi-
krat H. felis 32., 34. a 36. den. Jako kontrola se Sest tydng@
staré samilky mys$i SPF BALB/c cordiné zdanlivé imunizuji o., 8.,
14. a 21. den 10 ug toxinu cholery a 1 mg hydroxyapatitu. Tyto
myS$i se pak stimuluji 32., 34. a 36. den H. felis. VSechny my3si
v této studii se imunizujil a stimulujil soucasné. Zvirata se 48.

den (12 dn@ po stimulaci) nebo 10. tyden usmrti.
D. Analyza Zalude&ni biopsie, krve a intestindlniho sekretu

Biopsie se provedou ze Zaludku a krve ziskané ze srdce.
vnitfnosti se odstrani a promyji se 1mM PMSF (Boehringer) v PBS

pufru. Ziskajl se tak intestinalni sekrety pro analyzu ELISA.

Pti vyhodnoceni ochrany proti H. felis kolonizacl se Za-
ludeéni biopsie kaZdého zvifete analyzujl na pfitomnost H. fe-
lis vyhodnocovanim rychlé ureasové aktivity testea Jatrox HP

(Rohm Pharma) podle pokyna dodavatele. Strucné - Zaluded&nl bio-
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psie se ponofi do 0,5 ml dodavané smé&si moloviny a fenolové
Cervené, indikdtoru pH. Skutecnost, Ze jde o nekomeréni versi
smé&si moloviny a fenolové Cervenéd je zndma odbornik@m z cblasti
techniky. Tato smé&s m@Ze cobsahovat napfiklad Bacto kvasinkovy
extrakt (0,1 g), dihydrogenfosforecnan draselny (0,091 g), hy-
drogenfosfore&nan sodny (0,095 g), molovinu (20 g) a Bacto fe-
nolovou Cerveii (0,01 g) s vyslednym pH 6,9 pfli 25 °C. Ureasova
aktivita geﬁeruje z moloviny amoniak a hydrogenuhli&itan, néa-
sleduje barevnd zména roztoku smérem k vy3s$i absorbanci pfi 550
nm. Urasova aktivita se kvantitativné& vyhodnoti spektrofotomet-
rickou analyzou. Dals$i zp@soby vyhodnocovani ureasové aktivity:
jsou zFejmé odbornikam z oblasti techniky a lze je nalézt na-
pfiklad v citaci Mobley H.L.T. a Hausinger R.P.: "Mikrobial
Ureases: Significance, Requlation, and Molecular Characteriza-
tion'" v Mikrob. Reviews 53, 85 (1989).].

Zaludelni biopsie kaZdého zviFete zahrnuté v tomto pokusu
popsaném v &asti B byly kultivovany také na BHI agarosovych
deskach, doplné&nych jak shora uvedeno, pro detekci H. felis.
Po 3 aZ 10 dnech inkubace v mikrcaerofilnich podminkdch byla
pfitomnost H. felis potvrzena obarvenim Gram a stanoveninm urea-
sové aktivity. JelikoZ byly pro detekci H. felis v Zalude&nich
biopsiich mezi ureasovymi testy a H. felis kulturami b&hem prv-
ni ¥ady pokusa (viz tabulka 3) ziskény velmi vyznamné korelace,
byly pro detekci H. felis v pokusu popsaném v &asti C provadény
pouze testy ureasy gastrické biopsie. Detekce H. felis byla po-
tvrzena mikroskopiil dvéma nezdvislymi vyzkumnymi pracovniky po-
uZitim dvou rf@znych zbarveni (akridinovad oranZ a kresylova vio-
let).

Vzorky krve byly srdZeny 3 h za teploty mistnosti (RT),
serum byly isolovano a zmrazeno na -20 °C do dals$i analyzy. In-
testindlni sekrece byly 5 minut odstPFedovany pfi 4 °C, aby se
odstranily zbytky buné&k, a zmrazeny na =20 °C. Serum a intesti-
nalni vzorky kaZdého zvifete byly analyzovany testem ELISA na
antiHelicobacter aktivitu, podle standardnich postupa. Ve

struCnosti - deska s 96 jamkami se potdhne sonikdtem (ti. ly-




37
zatem ziskanym p@sobenim ultrazvuku) Helicobacter pylori, na-
sleduje nasyceni 5% beztuénya mlékem. Vzorky se seridlové zFedi
od 1:1 do 1:1000 a inkubuji se pfes noc pfi 4 °C na deskach
ELISA. Pro stanovenl mnoZstvi protildtek se pouZije biotinylo-
vany antimysSi IgG (serovy) z antimys$i Igd, ndsleduje streptavi-

din-kfenova peroxidasa.

Vyisledky H. felis stimulaci nasledujicich po imunizaci vy-
¢isténou Helicobacter pylori ureasou jsou uvedeny v tabulkach
1 aZ 3 a na obrazcich 1 aZ 4. Vysledky stimulaci H. felis na-
sledujici po imunizaci rekombinantnimi Helicobacter A a B pod-

jednotkami jsou uvedeny v tabulkdch 4 aZz 6 a na obrazcich 5 a

6.
Tabulka 1
mysi imunizace ureasovy kultura imunoglobuliny
c. test Gram serum intest.sekr.
12 h Ig  IgG Ig IgA
1 ureasa+HF + H. fells 27 0 25 258
2 ureasa+HF 0 0 264 273 221 246
3 ureasa+HF 0 0] 84 44 318 354
4 ureasa+HF + H. felis 81 42 12 5
5 ureasa+HF 0 0 98 137 126 234
6 ureasa+HF + 0 963 2093 31 22
7 ureasa+HF 0 0] 938 0 96 34
8 ureasa+HF 0 0 247 1010 214 128
9 ureasa-+HF 0 0 ND ND 43 23
10 ureasa+HF 0 0 50 0 124 99
11 ureasa 0 0 319 205 ¢ 53
12 ureasa 0 0 14 0 86 87
13 ureasa 0 0 0 0 0 0
14 ureasa 0 0 0 0 43 61
15 ureasa Q 0 53 0 110 127
16 ureasa ) 0 140 63 2l 37
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Tabulka 1 (pokracovani)

nys$i imunizace ureasovy kultura imunoglobuliny
c. test Gram serum intest.sekr.
12 h Iy IgG Ig IgA

17 ureasa 0 0 34 240 114 280 -
18 ureasa 0 0 ND ND 93 148
19 ureasa 0 0 45 0 135 216 .
20 ureasa 0 0 261 197 161 261
21 CT+HF 0 0 0 0 0] 2
22 CT+HF + H. felis 63 0 310 303
23 CT+HT + H. felis 90 0] ND ND
24 CT+HF + H. felis 21 0 150 192
25 CT+HF .+ H. felis 157 250 250 440
26 CT+HT + H. felis 103 135 214 138
27 CT+HF + H. felis 140 47 109 55
23 CT+HTF + 0 Q 0 16 15
29 CT+HF + H. felis 0 0] 0 0
30 CT+HF + H. felis ND ND ND ND
31 HP sonik&t+HF + H. felis 0 0 76 103
32 HP sonik&t+HF + H. felis 77 0] 11 33
32 HP sonikat+HF + H. felis 549 748 57 36
34 HP sonikat+HF 0 o] 660 153 180 236
35 HP sonikat+HF + H. felis 730 192 0 5
36 HP sonikat+HF + felis 32 0] 5 64 ]
37 HP sonikA&t+HF 0 0 400 400 312 1149
38 HP sonikAat+HF + H. felis1007 1360 149 26
39 HP sonik&at+HF 0 0 220 186 133 122
40 HP sonikat 0] 0] 873 1016 352 514
41 HP sonikéat 0 Q 727 899 126 191
42 HP sonikat 0 0 109 686 14 83
43 HP sonikat 0 0 147 949 167 97
44 HP sonikat 0 0] 345 1094 246 64
45 HP sonikat 0] 0 1217 1193 Z10 157
46 HP sonikat 0 0 21 0 2356 218




Tabulka 1 (dokonceni)

mysi imunizace ureasovy kultura imuncglobuliny
c. test Gram serum intest.sekr.
12 h Ig IgG Ig Iga
47 HP sonikat 0 0 329 210 241 276
48 HP sonikéat 0 0 1049 737 197 211

V tabulce 1, ktera se tyka pokusu popsaného v sekci B, "h"
znamend hodina, "Ig" znamenid imunoglobulin, "ND" znamend nesta-
noveno, '"ureasa+HF" znamend, Ze mysSi byly lmunizovany ureasou
(navazanou na hydroxyapatit spoleCn& s toxinem cholery) a potom
stimulovany H. felis, "'ureasa" znamend, Ze mysSi byly imunizova-
ny ureasou (navdzanou na hydroxyapatit spoleCné s toxinem cho-
lery) a nebyly stimulovany, "CT+HF" znamend, Ze mysi byly
zdanlivé imunizovany toxinem cholery a stimulovany H. felis,
"HP sonik&t+HF" znamend, Ze mysi byly imunizovdny Hellicobacter
pylori sonikdtem s toxinem cholery a stimulovany H. felis a "HP
sonikat" znamend, Ze mysi byly imunizovany Helicobacter pylori
sonikdtem s toxinem cholery a nebyly stimulovany. V tabulce 1
gisla u vysledke protildtek znamenaji absorbanci pfi 595 nm
nasobenou 1000. Pozadi, které bylo zméfeno v nepfitomnosti pro-

tilatek, bylo odelteno.

V¢ysledky pokus® popsané v Casti B ziskané na zakladé urea-
sovych testa Zalude&nich biopsii a obarvenim H. felis kultur
Gram jsou uvedeny v tabulce 2. Infekce byla definovana my3i s
jednim nebo vice znaky kolonizace H. felis zahrnujici ureasové

nebo Gram obarveni kultur.
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Tabulka 2
imunizace stimulace % infikowvanych % chranénych
ureasa H. felis 3/10 (30) 7/10 (70)
sonikat H. felis 6/9 (66) 3/9  (33)
CT H. felis 9/10 (90) 1/10 (10)
-

* p = 0,0198 (dvoupdsovy Fisherav pfesny test) pfi srovnani

s CT kontrolou :
™ p = 0,303 (dvoupdsovy Fisherav pFesny test) pfi srovnani

s CT kontrolou

Z vysledk® uvedenych v tabulkdach 1 a 2 je zFejmé, Ze sta-
tisticky vyznamnd ochrana proti stimulaci H. felis se ziska
oralni imunizaci Helicobacter pylori ureasou pfFi srovani s o-
chranou ziskanou bud pouZitim Helicobacter pylori sonikdtu nebo
toxinu cholery. Z tabulky 2 je vidét, Ze z celkem 10 imunizova-
nych zvifat pouze 3 se staly infekénimi pfil srovnani se 6 ze
zvifat imunizovanych Helicobacter pylori sonikatem a 9 ze zvi-

Q

Fat imunizovanych toxinem cholery. Tabulka 2 ukazuje, Ze 70 %

Q

zvifat bylo ochran&no proti H. felis p¥i srovnani se 33 % zvi-

Q,

fat imunizovanych Helicobacter pylori sonikatem a 10 % zvifat

imunizovanych toxinem cholery a potom podrobenych stimulaci H.
felis. Jinymi slovy, 90 % kontrolnich my$i vystavenych p@sobeni
H. felis bylo timto pathogenem infikovdno na rozdil od myéi‘i-
munizovanych Helicobacter pylori ureasou 28 dnf pfed jejich vy-
staveni p@sobeni H. felis, u nichZ dos$lo pouze ke 30% infekci.

To pfedstavuje vyznamné sniZeni infekce (p = 0,0198 u Fi-
sherova pfesného testu pfi srovnani s kontrolnimi mysmi). Jest-
liZe byly mySi ordlné& imunizovany Helicobacter pylori sonika-
tem, doslo k infekci ze 67 % (nevyznamné proti kontrole). O-
chrana ziskanda Helicobacter pylori ureasou je neodekavana a
nemohla byt pfedpovi3zena na zakladé vysledka pozorovanych po-

moci Helicobacter rylori sonikdatu.
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Pokud se tyka obrdazka 1 aZ 4, obrazek 1 je grafickym zna-
zorn&nim vysledka testf na protilatky v seru (IgG) a intesti-
nadlnim sekretu (Igd) u mysi, které nebyly chranény po imunizaci
ureasou. To jsou nmysi ¢islo 1, 4 a 6 v tabulce 1 a pfedstavujl
skupinu A. Obrdzek 2 ukazuje protildtkovou cdpovadd mysSi, které

5

ryly chrdnény po imunizaci ureasou (skupina B), tj. mysi 2, 3,

5 a 7 aZz 10.

Obrazek 3 a 4 se tykad vysledka ziskanych s mysmi Cislo 31
aZ 39. Obrdzek 3 (skupina C) popisuje protilatkovou opovéd my-
§1, které nebyly chrdndny po imunizaci Helicobacter pylori so-
nikitem (my$i &islo 31, 32, 33, 35, 36 a 38), a obrazek 4 (sku-
pina D) popisuje protildtkové odpovédi mysSi, které byly chrané-
ny po imunizaci Helicobacter pylori sonikatem (mysi Cislo 34,

37 a 39). Je zajimavé si na obrazcich 3 a 4 vSimnout, Ze IgA

(O]
1D
[
o
=3
=G
3}
fs

protilétkovélodpovédi'(ale nikoliv IgG) jsou vy vy -
kazujicich ochranu neZ u mysi, které nejsou chranény, coZ uka-
zuje na korelaci mezi ochranou a IgA odpovédi. Serové IgA odpo-
védi nevykazuji korelace. O mukdznim IgA, ale nikoliv o serovém
IgG, je zndmo, Ze hraje roli v ochrané proti bakterialnim in-
fekcim stFev [McChee J.R. a Kyono H.: "New Perspectives in Vac-
cine Development: Mucosal Immunity to Infections" v Infect.

Agents Dis. 2, 55 (1993).].

Vysledky korelace mezi detekci H. felis v Zalude&nich bio-

psiich ureasovymi testy a kulturami jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3
ureasovy test + ureascvy test - celkem
H. felis 16 0] 16
kKultura (+)
H. felis 2 30 32
kultura (-)
celkem 18 30 13

Fisherav pFesny test: p«0,0001
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Tabulka 3 ukazuje, Ze existuje velmi vyznamna korelace me-
z1i vysledky ureasovych test provadénych na Zaludecnich biopsi-
ich a identifikaci H. felis kulturami. VSechna zvifata uvedena
v tabulce 3, kterd byla positivni na ureasovou aktivitu, byla
histopatologicky positivni na H. felis. JelikoZ kultury detego-
valy méné Casto H. felis infekci neZ ureasové testy, ureasovée
testy byly zvyhodnény pro diagnosu H. felis infekce u my31I v
dalsich pokusech vzhledem k jejich lepsSi citlivosti. Tento pfi-
stup umoZfioval duplikaci ureasovych testa s vétsimi fragmenty
Zaludku kaZdé mysi a dale zvysoval citlivost ureasového testu.
PouZiti zp@isobu s nejvyssi citlivosti ddle zabranuje precenéni
ochrany ziskané vakcinovym p#ipravkem, ktery se testuje. Jest-
li?e se jako standard pro infekci pouZije positivni kultura,
ochrana indukovand po ureasové imunizaci béhem pokusu uvedeného
v &asti B je tak vyznamnd jako u spolecného pouZiti ureasového

testu a kultury (p = 0,021 proti p = 0,019).

Vysledky pokus@ popsanych v adsti C (rekombinantnl ureaso-
vé podjednotky), ziskané na zalkladé& ureasovych testf Zaluded&-

nich biopsii, jsou uvedeny v tabulce 4, 5 a 6 a na obrazku 6.

Tabulka 4
imunizace mys &. ureasovy test infekce
CT, usmrceny 12 dn® po 20 0,49 +
stimulaci 21 0,31 +
22 0,62 +
23 0,67 -
24 0,55 +
50 0,50 +
51 0,37 ¥
52 0,29 +
53 0,79 +

5.4 0,32 +




Tabulka 4 (pokracovani)
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ureasov:;

imunizace nys & 7 test infekce
ure A + HAP + CT, usmrceny 40 0,67 +
12 dnd po stimulaci 41 0,4 +
42 0,42 +
43 0,65 +
44 0,56 +
45 0,52 +
46 0,33 +
47 0,63 +
43 0,22 +
49 0,37
ure B + HAP f CT, usmrceny 25 0,15 -
12 dne po stimulaci 26 0,07 -
27 0,03 -
23 0,64 +
29 0,13 -
30 0,02 -
31 0,66 +
32 0,00 -
33 0,79 +
34 0,15 -
ure A + HAP + CT, usmrceny 68 0,00 -
10 tydna po stimulaci 69 0,07 -
70 0,42 +
71 0,00 -
72 0,00 -
ure B + HAP + CT, usmrceny 73 0,37 +
10 tydna po stimulaci 74 0,00 -
75 0,37 +
76 0,00 -
77 0,00 -
73 0,00 -
79 0,39 +
80 0,00 -
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Tabulka 4 (dokonceni)

imunizace mys &. ureasovy test infekce.
81 0,37 +
82 0,00 -

V tabulce 4 "CT" znamend toxin cholery, '"ure A" znamena
rekombinantni Helicobacter pylori ureasovou A podjednotku, "ure
B" znamend rekombinantni Helicobacter pylorl ureasovou B pod-
jednotku a "HAP" znamend hydroxyapatitové krystaly. Mysi 20 az
54 byly usmrceny 12 dna po stimulaci a mysi 63 aZ 82 10 tydna
(106 dn®) po stimulaci. Vysledky ureasového testu provedené z
biopsie Zaludku kaZdého Zivo&icha byly vyjadfeny jako hodnoty
oD (opticka hustota) pfi 550 nm. OD hodnota pro testovany roz-
tok samotny (0,075) byla odeltena jako pozadi od OD hodnoty
ziskané pro kaZdou my$. Positivni a negativni znaménka oznacuji
konelny stav infekce kaZdého zvifete podle positivity nebo ne-
gativity ureasového testu na detekci H. felis. Positivita: 0D,
hodnoty v&t$i neZ 0,2. Hodnota 0,2 byla zvolena pro definovani
positivni infekce, protoZe pfi této hodnoté lze pozorovat zménu

barvy roztoku Jatrox pouhym okemn.

Tabulka S
Ochrana mé&Fena 12 dnf po stimulaci

imunizace stimulace % infikovanych % chranénych

ureasova A H. felis 10/10 (1Q00) 0/10 (0)
podjednotka

ureasova B H. felis 3/10 (30) 7/10 (70)
podjednotka

CT H. felis 10/10 (100) 0/10 (0)

p = 0,0031 (dvoupdasovy Fisherfv presny test) pEi srovnani

s CT kontrolou




Tabulka 6
Ochrana mé&fena 10 tydn@ po stimulaci

imunizace stimulace % infikovanych % chranénych

ureasova A H. felis 1/10 (20) 4/5 (80)

podjednotka

ureasova B H. felis 4/10 (40) 6/10 (60) 7

podjednotka

* p = 0,003 (dvoupasovy Fisherav pfesny test) pfi srovnani
s CT kontrolou

" p = 0,01 (dvoupdsovy Fisher@v pfesny test) pFli srovnani

s CT kontrolou

Z vysledkd uvedenych v tabulkdch 4, 5 a 6 je viddt, Ze sta-
tisticky vyznamnad ochrana proti stimulaci H. felis se ziska c-
ralni imunizaci rekombinantni Helicobacter pyloril ureasovou B
podjednotkou pfi srovadni s ochranou ziskanou bud pouZitim re-
kombinantni Helicobacter pylori ureasové A podjednotky nebo
toxinu cholery. Na zdkladé tabulky 4 je vidét, Ze 12 dna po
stimulacl se z celkem 10 imunizovanych zvifat pouze 3 staly
infek&nimi ve skupiné& ureasové B podijednotky pfi srovnani se
vdemi 10 zvifaty imunizovanymi Helicobacter pylori A podjed-
notkou ureasy a 10 z 10 zvifat imunizovanych toxinem cholery.
Tabulka 4 ukazuje, Ze 70 % zvifat bylo ochranéno proti stimu-
laci H. felis p¥i srovnadni s 0 % zvifat imunizovanych Helico-
bacter pylori ureasovou A podjednotkou a 0 % zvifat imunizo-
vanych toxinem cholery a potom podrobenych stimulacli H. felis.
Jingmi ' 'slovy, 100 % kontrolnich mys$i vystavenych p@sobeni H.
felis bylo infikovdno na rozdil od mysi imunizovanych rekombi-
nantni Helicobacter pylori ureasovou B podjednotkou, kterych
bylo infikovdno pouze 30 %. To znamend vyznamné sniZeni infekce
(p = 0,0031 u Fisherova pFesného testu pfi srovnani s kontrol-
nimi mysmi). SkuteCnost, Ze ochrana pozorovana u Hellicobacter
pylori ureasy je zcela ziskdna imunizaci B podjednotkou ureasy

a ?e A podjednotka nema tento vliv, nebyla oCekavina na zaxladé
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nasich pokus? s vy3isté&nou ureasou. Tato definice Gloh 2 struk-
turnich pedjednotek ureasy pfi vzniku ochranné imunitni cdpové-
di je tedy nova. Cchrana ziskand rekombinantnimi ureasov?mi
podjednotkami, které jsou enzymaticky neaktivni, také popisuije,
Ze se netoxické formy ureasy mohou pouZit jako ordlni wvakcina
proti Helicobacter infekcl. Tyto vysledky dale ukazuji, Ze roz-
pozndni aktivnihc mista nenl pro cchranu potfebné, jelikoZ ne-
aktivni ureasovd B podjednotka velmi nepravdépodobné& indukuje
protilatky, které budou rozpoznavat a inhibovat katalytické

misto pfirodni ureasy.

Pokud jde o tabulku 6, je vidét, Ze v pfipadé 20 mysi u-
smrcenych 10 tydna po infekci 60 % (6 z 10 mysi) zvifat imuni-
zovanych ureasovou B podjednotkou a 80 % (4 mysSi z 5) zvifat
imunizovanych Helicobacter pylori ureasovou A podjednotkou bylo
ochréanéno préti H. feldis infekci. Skutednost, Ze ochrana ziska-
nad imunizacil ureasové B podjednotky trva celou dobu a Ze imuni-
zace ureasou A induxuje ochranu, kterd je zpoZdéna pfi srovnanli
s ochrancu indukovanou ureasovou B podjednotkou, nemohla byt
oCekavana z nasich pokusf s vycisténou ureasou nebo z jiného
dfive provedeného pokusu. Skutelnost, Ze imunizace ureascvou
A podjednotkou udé&luje ochranu, definitivné potvrzuje, Ze pro

ochranu neni potfeba rozpoznani aktivniho mista.

Obrazek 6 shrnuje vysledky ziskané po ordlni imunizaci re-
kombinantnimi ureasovymi A a B podjednotkami (popsano v tabul-
kdch 5 a 6).

Druha fada mysSi byla imunizovdna a testovdna na infekci
Helicobacter felis 10 tydn@ po stimulaci podle postupu popsané-
ho v Casti C. V tomto pfikladu se 12 mys$i zddnlivé imunizuje
samotnym toxinem cholery, 12 mysi se imunizuje rekombinantni
ure A podjednotkou a 10 my$i se imunizuje rekombinanantni ure
B podjednotkou. Stfedni hladina ureasové aktivity nalezenda ve
vzorcich Zaludku mysSi, které byly imunizovdny ure B, ale nein-
fikovany (neinfikovana kontrola), byla 0,045. Toto mnoZstvi by-

lo odelteno jakc pczadl od kaZdé ziskané OD hodnoty. Mysi byly
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povaZovany za infikované, jestliZe 0D hodnota byla vétsSi neZ
hodnota dvojnasobku standardni odchylky hodnot ziskanjch u
kontroly neinfikovanych my31; standardni odchylka byla 0,022.
Data, kterd byla zisk&na v tomto pokusu, Jjsou uvedena v tabulce

7.

Tabulka 7
imunizace mys &. ureasovy test infekce
CT, usmrceny 10 tydn®@ po 135 0,40 +
stimulaci 136 0,28 +
137 0,25 +
133 0,10 +
139 0,10 +
140 0,34 +
141 0,41 +
142 0,36 +
143 0,45 +
144 0,40 +
145 0,40 +
146 0,51 +
ure A + HAP + CT, usmrceny 161 0,12 +
10 tydnt po stimulaci 162 0,47 +
163 0,00 -
164 0,00 -
165 0,02 -
166 0,01 -
167 0,01 -
163 0,37 +
169 0,00 -
170 0,39 +
171 0,47 +

172 0,00 -
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Tabulka 7 (pokracovani)

imunizace mys . ureasovy test infekce
ure B + HAP + CT, usmrceny 151 0,00 -
10 tydna@ po stimulaci 152 0,00 -
153 0,00 -
154 0,03 -
155 c,00 -
156 0,00 -
157 0,02 -
158 0,00 -
159 0,01 -
160 0,00 -

PouZitim tohoto alternativniho zp@scbu analyzy byla data
uvedend v tabulce 4 reanalyzovana spolecné s daty v tabulce 7.
Misto odecCteni OD hodnoty pozadi ziskané se samotnym ureasovym
testovanym roztokem (OD 0,075) byla jako hodnota pozadl pouZita
st¥edni ureasovd hladina ziskand z kontroly neinfikovanych my-

si.

St¥edni ureasova hladina ziskand z neinfikovanych mysi u-
smrcenych 12. den byla 0,089. MysSi oznacené 20 aZ 54 byly pova-
Zovany za infikované tehdy, jestliZe hodnota OD byla vétsi neZ
dvojnédsobek standardni odchylky hodnot ziskanych s kontrolou
neinfikovanych mysi; standardni odchylka byla 0,008. Hecdnota
pozadl ode&tend od OD hodnot mysSi usmrcenych 10. tyden byla
0,045. MySi byly povaZovany za infikované, jestliZe hodnota OD

byla vétsSi neZz 0,044.

PFi pouZiti tohoto alternativniho zp@sobu analyzy nelze
vidadt Zadny GCinek 12 dnf po stimulaci nebo po zdanlivé imuni-
zacl anl po imunizaci ure A podjednotkou. Avsaik u 70 % zvirat
imunizovanych ure B podjednotkou byla pozoroviana intekce pouze

nizkého stupné (hodnota OD < 0,22) (p = 0,02, Mann Whitney
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U~test, srovnani se zdanlivé imunizovanou konftrolou). KdyZ byly
my$i usmrceny 10 tydn@ po stimulaci, 59 3 (10/17) mysi imunizo-
vangych ure A podjednotkou bylo chranéno protl H. felis infekci
(p = 0,0019, Fisherav pfesny test, pfl srovninl se zdanlivd i-
munizovanymi mysSmi). 80 % (16/20) mySi imunizovanych ure B pod-
jednotkou bylo chranénc proti H. felis infekcl (p = 0,00002,
Fisherav pFesny test, srovnani s kontrolou, zdinlivé imunizo-
vané mysi). Podle této alternativni analyzy ure A podjednotka
také vykazuje ochrannou imunitu. Vysledky ziskané podle jakého-
koliv zp@sobu analyzy ukazuji, Ze imunizace rekombinantnimi He-
licobacter pylori ureasovymi podjednotkami vykazuje ochrannou

imunitu proti Helicobacter infekci.

Tento vynédlez bude nyni dale popsan odkazem na nasledujici
neomezujici p¥iklady.

-

a) Bakteridlni kmeny

H. felis byl poskytnout J. Foxenm (Division of Comparative
Medicine, Mass. Institute of Technology, Boston, USA). Helico-
bacter pylori byl isolovan z paclenta s vfedovym onemocnénim

(CHUV, Lausanne, Svycarsko).
b) Bakteriadlni kultury

Kapalna kultura - Bakterie byly kultivovany na BHI (Brain-
~-Heart Infusion, BioMerieux) kapalném mediu obsahujicim 0,25
% (hmotn.) kvasinkového extraktu (Difco) a 10 % (hmotn.) plcdo-
vého teleciho sera (Inotech) doplnéném 0,4 % (hmotn.) Campylo-
bacter selektivniho doplifiku (Oxoid). Bakterie byly inkubovany
za mikroaerofilnich podminek pfi 37 °C a t¥epdany 2 aZ 3 dny pfi

37 °C.

Zmrazend& kultura - Bakterile byly kultivovany v kapalném
mediu, potom byly testovany na ureasovou aktivitu a morfologie
byla vyhodnocovana cbarvenim Gram a motilita mikroskopem. Bak-

terie byly potom odstfedovany a resuspendovdny na koncentraci




50

OD 30 na ml v BHI plus 20 % (hmotn.) glycerolu a zmrazeny na
- 80 °C. Tésné pfed pouZitim se zmrazené zasobni podlily nechaji
roztdt v ledu, promyji ve 20 ml BHI, odstfedujl a resuspenduji
na koncentraci OD 1,0 aZ 1,5 na 200 ul v SmM hydfoqenuhliéitahu

sodnémn.

Kultura na agarosovych deskach - Bakterie byly kultivovany
na agarové desce obsahujici BHI s 0,25 % (hmotn.) kvasinkového
extraktu a 5 % ovC&i krve za mikroaerofilnich podminek 3 dny pfil

37 °c.

Kvantifikace - MnoZstvi bakterii bylo stanoveno optickou
hustotou BHI roztoku p¥i 660 nm (1 jednotka optické hustoty (1
OD) odpovida 10% bakteriim). Podet Zivych bakterii se m&Fi pol&-
tem jednotek tvoricich kolonie.

-

c) PEiprava sonikata

Helicobacter pylori byla isolovana z 231 krevnich agarovych
desticek v 0,15M NaCl a odstfedovana 5 minut pfi 1400 g pfFi 4
°C. Peleta byla resuspendovana ve 3 ml NaCl a podrobena p@so-
beni ultrazvuku po dobu 4 minut. MnoZstvi proteinu bylo vyhod-

nocovano Bradfordovym testem (BioRad Kit, podle dodavatele).
d) Navazani imunogenu na hydroxyapatit

Imunogen (ureasa nebo jeji podjednotka) se inkubuje 1 h
pFi 4 °C s hydroxyapatitem. PouZije se 1,0 mg hydroxyapatitu na
30 pug imunogenu na mys. Na konci inkubace se pfidd 10 ug toxinu

cholery na konedny objem 200 upl PBS.
e) Stimulace Helicobacter felis

MysSi se mirné anestetizujl pfed nitrecZaludedni stimulaci
Helicobacter felis. H. felis v celkovém objemu 200 pl se dodava
do Zaludk® pfislusnych mySi silikonovou trubicl pPipojenou k

subkutdnni injek&ni strikalce.
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P¥iklad 1
a) Extrakce

Helicobacter pylori ze 30 krevnich agarovych desek se iso-
luje do 0,15M NaCl v ledu. Tento roztok se cdstfeduje 5 minut
p¥i 1400 g pfi 4 °C. Peleta se resuspenduje ve 20 ml vody a 45
vte¥in se rozmichdvd (maximalni rychlost). Extrakt se pak od-
st¥feduje 20 minut pfFi 6700 g pFi 4 °C. Isoluje se supernatant.
Vyhodnoti se mnoZstvi proteinu (viz shora uvedenou "kvantifi-
kaci") a protein se vysraZi 70% (hmotn.) siranem amonnym.

b) Cisténi ureasy

Roztok se chrcmatografuje na koloné se Sepharosou CL-6B
(Pharmacia) & PBS {fogsforelnanem pufrovany solny roztok) jako
mobilni fazi. 22 frakci, které wykazuji silnou ureasovou akti-
vitu, se spoji a dialyzujl se pfes noc pfi 4 °C proti 3 litr@m
PEB (20mM fosforelnanovy pufr, pH 7). Potom se chromatografuji
na rychle tekouci Sepharose Q (Pharmacia) s PEB jako mobilni
fazi. Frakce se eluuji 0 aZ 500mM gradientem NaCl. Deset ze
spojenych frakci se silnou ureasovou aktivitou se podrobil SDS
na gelu s ndsledujicim obarvenim Coomassie. Sest frakci, které
mély 2 rozdilné pasy odpovidajici molekulovym hmotnostem 63 000

a 28 000, se spojli a povaZuji se za vylisSténou ureasu.
P¥iklad 2 (viz také &ast B)

Mys$i, které se pouZivaji pfi imuniza&nich studiich, se
pfed nitroZalude&ni imunizaci mirné& anestetizuji etherem. Potom
se sonikovany pFipravek nebo vyZisténd ureasa, hydroxyapatit
a toxin cholery suspenduji v PBS. Do Zaludku pFislusné mySi se
polyethylenovou trubidkou pFipojenou k subkutdnni injekéni
st¥ikad&ce doda 200 ul pfipravku. Tento postup se oznacuje jako

ordlni imunizace.

Vvhodnocuji se tFl protokoly oralni imunizace, které jsou
!




popsdny niZe.
Protokol Bl - vakcinace vyZistdnou ureasocu

BALB/c mysSi samiCky staré 6 tydn@ (20) se oralné imunizuji
30 ug vyCisténé Helicobacter pylori ureasy s 1 mg hydroxyapati-
tu a 10 upg toxinu cholery 0., 7., 14. a 21. den. Deset my3i se
pak stimuluje 28. den a 30. den 5.107 a 10% H. felis z kapalné
kultury.

Protokol B2 - vakcinace Helicobacter sonikdty

BALB/c mySi sami&ky staré 6 tydn@ (20) se ordlné& imunizuji
2 ug roztoku Helicobacter pylori sonikdtu 0., 7., 14 a 21. den.
Deset my$i se pak stimuluje 28. den a 30. den 5.107 a 10% H.
felis z kapalné kultury.

Protokol B3 - kontrola

BALB/c mysS1 samicky staré 6 tydna se ordlné imunizuji 1
mg hydroxyapatitu a 10 pg toxinu cholery 0., 7., 14. a 21. den.
MyS$i se pak stimuluji 28. den a 30. den 5.107 a 10% H. felis.
35. den se mysSi usmrti a provedou se biopsie Zaludku a také

intestindlnich sekreta a krve.

Ochrana a vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni ochrany se biopsie analyzuji na ureasovou
aktivitu Jatrox HP testem (Rohm Pharma) podle pokyn@ dodavate-
le. MnoZstvi ureasy se zjisti kvantitativnim vyhodnocenim spek-
trofotometrickych méfeni pfi 550 nm. Biopsie se kultivuji také
na pfitomnost H. felis, PZitomnost H. felis se stanovi Gram o-
barvenim. Zalude&ni antralni biospie se homogenizuji, zFedi
(1:10 aZ 1:1000) v 0,15M NaCl a vysejli se na krevni agarove
desky, které se inkubuji za mikroaerofilnich podminek pfi 37

°C 4 aZ 10 dna.
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ELISA

Intestindlni sekrety a krev se analyzuji testem ELISA,
kterym se vyhodnocuje titer protildtek. ELISA se provadi na-
sledujicim zp@sobemn. Polystyrenové desky (96 jamel) se potahujil
1 pug/jamku vyZigté&né ureasy 2 h pfi 37 °C. Nespecificka vazebna
mista se blokuji 5% (hmotn.) susSenym mlékem v PBS s 0,1 3%
(hmotn.) Tweenu 30 minut pfi 37 °C. Desky se promyji jednou PBS
s 0,1 % hmotn. Tweenu. Krevni vzorky se testujil pfi zF¥edé&ni
1:1000 a intestindlni sekrety pfi 1:1. K antigenem potaZenym
deskam se p¥ida 100 ul kaZdého vzorku. Po 2 h inkubace se desky
promyji t¥ikrdt PBS obsahujicim 0,1 % (hmotn.) Tweenu. Protimy-
81 biotinylovanad kozi celd protildtka a protimysi IgA, IgG a
IgM (Amersham) se pFidaji (100 upl) v fedéni 1:500 (s vyjimkou
IgA (1:250)0. Inkubuje se 1 h pfi 37 °C. Desky se promyji tfi-
krat PBS s O;l % (hmotn.) Tweenu, pfida se 100 pl strgptavidinu
a kfenové peroxidasy v PBS obsahujicim 0,1 % hmotn. Tweenu Vv
fedéni 1:1000 a 30 minut se nech& se probihat inkubace pfi 37
°C. Desky se tFikrat promyji, pfidd se 50 ul o-fenyldiaminu v
citrdtovém pufru o pH 5,0 v Fedénl 1:50 spolecné s 1 ul/ml 303
(hmotn.) peroxidu vodiku a inkubuje se 20 minut za teploty

mistnosti. M&Fi se absorbance pfi 495 nm kaZdé jamky.
Priklad 3 (viz také cast C)

Mysi pouZité v imunizacnich studiich se pfed nitroZaludecC-
ni imunizaci mirné anestetizuji etherem. Potom se 30 pg rekom-
binantni Helicobacter pylori ureasové A nebo B podjednotky,
produkované v E. coli, navazané na hydroxyapatit a doplnéné to-
xinem cholery, suspenduje v PBS. Do Zaludku pfislusné mysi se
polyethylenovou trubici napojenou na subkutanni injekéni stfi-
kadku dodd 200 pl. Tento postup se oznacuje jako ordalni imuni-

zace.

Vyhodnocuji se tfl protokoly oralni imunizace, Ktere jsou

uvedeny niZe.
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Protokol Cl -~ vakcinace rekombinantni ureasovou A podjednotkou

BALB/c mysi samicky staré 6 tydn@ (10) se ordalné imunizuji
30 ug vylisténé rekombinantni Helicobacter pylori ureasové A
podjednotky s 1 mg hydroxyapatitu a s 10 pug toxinu cholery 0.,
8., l4. a 21. den. Deset myS$i se pak stimuluje 32., 34. a 36.
den 10% H. felis z kapalné kultury.

Protokol C2 - vakcinace rekombinantni ureasovou B podjednotkou

BALB/c mysSi samidky staré 6 tydn@ (10) se ordlné imunizuji
30 ug rekombinantni Helicobacter pylori ureasové B podjednotky
s 1 mg hydroxyapatitu a s 10 upg toxinu cholery 0., 8., 4. a
21. den. Deset my3i se pak stimuluje 32., 34. a 36. den 10% H.
felis z kapalné kultury.

P

Protokol C3 - kontrola

BALB/c mysi samicky staré 6 tydn@ se oralné imunizuji 1
mg hydroxyapatitu a 10 pg toxinu cholery 0., 8., 14. a 21. den,
My$i se pak stimuluji 32., 34. a 36. den 10%® H. felis. 42. den

nebo 106. den se mySi usmrti a provede se vice biopsii Zaludku.
Ochrana a vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni ochrany se biopsie télesa a predsiné Za-
ludku analyzuji na ureasovou aktivitu Jatrox HP testem (Rohm
Pharma) podle pokyna dodavatele. MnoZstvi ureasy se zjistil
kvantitativnim vyhodnocenim spektrofotometrickych mé&feni pfFi
550 nm. Pfictou se celkové hodnoty OD té&lesa a pfedsiné a ziska

se tak koneZna OD hodnota pro kaZdou mys.
Priklad 4
Pro stanoveni toho, jestlli by imunizace ureasovymi peptidy

byla ucinnym léCenim Helicobacter infekci Zivodicha se nysi

nejdfive stimulujil H. felis a potom se imunizuji Helicokacter
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pylori ure B podjednotkou. UZitecnost imunizace Hellicobacter
pylori ure B podjednotkou pro léceni Helicobacter infekce je

ukdzédna jak v pFikladu 4 tak v prikladu 5.
a) Infekce mysi H. felis

BALB/c mySi samicky staré 6 aZ 8 tydnt se stimulujl H. fe-
lis 1. a 3. den 1 OD zmrazené kultury. Tyto mysi se stimulujil
5. den 1,53 OD kapalné H. felis kultury.

b) Vakcinace rekombinantni Helicobacter pylori ureasovou B pod- -

jednotkou

Osm mySi infikovanych H. felis se ordlné imunizuje 30 ug
rekombinantni Helicobacter pylori ureasové B podjednotky, 1 mg
hydroxyapatftu a 10 pg toxinu cholery (holoenzym ziskany od
Calbiochem) 23., 30., 37. a 44. den.

c) Kontroly

Deset mysSi infikovanych H. felis se oralné imunizuje 1 mg
hydroxyapatitu a 10 pg toxinu cholery (holoenzym ziskany od
Calbiochem) 23., 30., 37. a 44. den. Tyto mySi se oznall jako
"zdanlivé" imunizované mysSi. Sedm mys$i infikovanych H. felis

nebylo imunizovéano.
d) Usmrceni a vyhodnoceni

70. den se vSechny mysSi usmrti. Zaludky se odstrani a po-
délné se rozfiznou na dvé poloviny. Pro vyhodnoceni ochrany se
jedna polovina Zaludku kaZdé mysi (jak téleso tak pfedsin) vy-
hodnoti na ureasovou aktivitu 3 aZ 4 h po usmrceni testem Ja-
trox HP (Rohm Pharma) podle pokyn@ dodavatele. MnoZstvi ureasy
se kvantitativn& vyhodnoti spektrofotometrickym m&Fenim pfi 550
nm. Deset pro pokusy dosud nepouZitych (neinfikovanych) BALB/c
my$i slouZi jako kontrola. Tyto mysSi byly usmrceny 70. den a

vzorky Zaludk® byly vyhodnoceny na ureasovou aktivitu pro sta-
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novenl hladina ureasové aktivity pozadi. Stfedni hodnota 0,033
OD byla odeltena od OD hodnoty pro kaZdou mys. Standardni od-
chylka ureasové aktivity mezi mysSmi dosud nepouZitymi pro poku-
sy byla 0,025 0OD. Vysledky ureasové analyzy Jjsou uvedeny v
tabulce 8 a znazornény na obrdazku 7. Na obr. 7 c¢arkovana cara
znamend OD hodnotu pro dvojndsobek standardni odchylky ureasové
aktivity mezi mysSmi, které dosud nebyly pouZity k pokus@m.
Tabulka 8
1é&eni mys &. ureasovy test infekce
neléceny 1 0,42 +
2 0,36 +
3 0,41 +
4 0,33 +
‘ 5 0,383 +
6 0,52 +
7 0,48 +
zdanlivé (pouze HAT+CP) 38 0,51 +
S 0,438 +
10 0,61 +
11 0,44 +
12 0,51 +
13 0,48 +
14 0,44 +
15 0,58 +
16 0,48 + .
17 0,53 +
ure B + HAP + CT 18 0,36 + )
19 0,01 -
20 0,43 +
21 0,07 + /-
22 0,39 +
23 0,10 +/-
24 0,38 +
25 0,06 /-
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V tabulce 8 "ure B" znamend rekombinantni Helicobacter u-
reasovou B podjednotku jak shora uvedeno, "CT" znamena& toxin
cholery, "HAP" znamend& hydroxyapatitové krystaly a "neléleno"
znamend, Ze mysSi byly stimulovdny H. telis, ale nedcstaly Zad-
nou naslednou imunizaci. Vysledky ureasovych testf provedenych
zZ biopsii Zaludku kaZdého zvifete jsou vyjddfany jako OD hodno-
ty pEi 550 nm. Hcdnota OD pozadi odectend od OD hodnoty pro
kaZdou mys byla 0,033. Infekce se hodnoti jako positivni (o-
znaleno znaménkem "+"), jestliZe OD hodnota pfi 550 nm Je vice
neZ dvojndsobek standardni odchylky nalezené u kontroly mys$i,
které nebyly dosud pouZity pro pokusy (OD 0,05). Oznaceni "+/-="
znamend, Ze OD hodnota je v&t3i neZ pozadl, ale mensi neZ 0,08,
a %e tato hodnota je pFi srovnadni se zdanlivé imunizovanymi

kontrolami niZsi.

z v?sléaka uvedenych v tabulce 7 a na obrazku 7 je vidét,
Ze poddvani Helicobacter pylori ure B podjednotky mys$im infiko-
vanym H. felis vede ke ztr&té infekce u jedné z osmi mysi. Po-
dle jiné, mé&né& konzervativni interpretace téchto vysledka, de-
finujici positivni vysledek jako hodnoty vétsi nez 0,2, Ctyfi
z osmi mysi (&. 2, 4, 6 a 8) léCenych ure B by byly povaZovany
za chrdn&né pFed infekci. Avsak pFi jakékoliv z téchto dvou
definic positivniho vysledku tyto mys$i vykazovaly sniZenou u-
reasovou aktivitu p#i srovnani s neléCenymi a zdanlivé imuni-
zovanymi mySmi. P¥i pouZiti hodnoty 0,05 pro definovani infekce
hladina infekce u ure B imunizovanych mysSi pfi srovnanli se
zddnlivé imunizovanymi mysSmi vykazuje statisticky vyznamné sni-
Zeni (hodnota p mensi neZ 0,004). Vysledky z pFikladu 4 tedy
ukazuji, Ze poddni ure B mysSim infikovanym H. felis vede ke

snifeni Grovn& infekce.
Priklad 5
a) Infekce mysi H. felis

BALB/cC mySi samicky ve stdafi 5 aZ 8 tydn@ byly 1. den sti-

mulovany 1 OD kapalné kultury H. felis. Mysi byly stimulovany
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3. den 0,8 OD H. felis kultivovanych na agarosovych deskéach.
Tyto mysSi byly stimulovany 5. den 1 0D H. felis kultivovanych

na agarosovych deskach.

b) Vakcinace rekombinantni Helicobacter pylori ureasovou B pod-

jednotkou

MysSi infikované H. felis se 23., 30., 37. a 44. den ordlné
imunizuji 30 pug rekombinantni Helicobacter pylori ureasové B
podjednotky, 1 mg hydroxyapatitu a 10 pg toxinu choleru (holo-
enzym 2ziskany od Calbiochem). Tyto mysSi byly oznaceny jako

"imunizované".
c) Kontroly

MysSi infikované H. felis se oralné imunizuji 1 mg hydroxy-
apatitu a 10 pg toxinu choleru 23., 30., 37. a 44. den. Tyto

mySi se oznaCil jako "zdanlivé" imunizované.
d) Usmrceni a vyhodnoceni

62. den se 10 imunizovanych a 6 zdanlivé& imunizovanych my-
S1 usmrti. 8 tydn? po posledni imunizaci se 10 imunizovanych
a 8 zdanlivé imunizovanych mysSi usmrti. Vzorky Zaludka se vy-
hodnocujil na ureasovou aktivitu jak shora popsadno v prikladu
4. Stfedni hodnota pozadil pro 29 BALB/c my3i, které dosud neby-
ly pouZity pro pokusy a které byly usmrceny v r@znou dobu, byla
0,04 OD. Tato Groven aktivity byla pouZita jako mé&feni pozadil
a byla odeCtena od OD hodnoty pro kaZdou mys. Standardni od-
chylka ureasové aktivity mezi mySmi dosud nepouZitymi pro po-
kusy byla 0,02 OD. Vysledky ureasové analyzy jsou uvedeny v ta-
bulce 9 a znazornény na obrazku 8. Na obrdzku 8 Cdrkovand Cara
znamena 0D hodnotu pro dvojnasobnou standardni odchylku urea-

sové aktivity mysi, které dosud nebyly pouZity k pokusam.
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e) Analyza krevnich a fekalnich vzorka
Sbirani vzorka krve

Krevnl vzorky bylu nechany srédZet 3 h za teploty mistnos-

ti, serum bylo iscolovdno a zmrazeno na - 20 °C do dalsi analy-

zZy.
Sbirani fek&lnich pelet

Cerstvé fekdlni pelety (3 aZ 8) byly sebrany do 1,5ml Ep-
pendorfovych zkumavek obsahujicich 500 gl PBS + 5 % hmotn. ne-
tuéného suseného mléka + inhibitory proteasy (AEBSF 0,2 nM,
Aprotinin 1 upg/ml, Leupeptin 10 uM, Bestatin 3,25 uM). Vzorky
byly do pouZiti zmrazeny na - 20 °C. Potom byly roztaty v ledu,
rozdrceny a Bdstfedbvény pfi 10 000 g 10 minut pfFi 4 °C. Ziskal

se tak Zlutavé hné&dy supernatant bez zbytka bunék.

ELISA

Vzorky sera a fekdlnich pelet kaZdého zvirfete byly analy-
zovany testem ELISA na antiureasovou aktivitu podle standard-

nich postupa.

Fekdlni pelety a krev se analyzujl testem ELISA, kterym
se vyhodnocuje titer protilatek. Polystyrenové desky (96 jamék)
se potahuji 0,5 pg/jamku vyZisténé rekombinantni ureasy 2 h pfi
37 °C. Nespecifickd vazebnd mista se blokuji 5% (hmotn.) susSe-
nym mlékem v PBS s 0,1 % (hmotn.) Tweenu 30 minut pFi 37 °C.
Desky se promyji jednou PBS s 0,1 % hmotn. Tweenu. Krevni vzor-
ky se testujl pFi zfedéni 1:200 a fekalni pelety pfi zFedé&ni
1:1. K antigenem potaZenym deskam se pfida 100 pl kaZdého vzor-
ku. Po 2 h inkubace se desky promyjl tfikrdt PBS obsahujicim
0,1 % (hmotn.) Tweenu. Protimysi biotinylovana cela protilatka
z koz (Amersham) a protimysi IgA navdzany na kfenovou peroxi-
dasu (Serotec) se pfidaji (100 ul) v fedé&ni 1:500. Inkubuje se

Q,

1 h pti 37 °C. Desky se promyji tfikrat PBS s 0,L % (hmotn.)
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Tweenu, pridd se 100 pl streptavidinu a kfenové peroxidasy v
PBS cbsahujicim 0,1 % hmotn. Tweenu v Fedé&ni 1:500 a 30 minut
se nechd se probihat inkubace pfi 37 °C. Desky se tFikrat pro-
myji, pfida se 50 ul o-fenyldiaminu v citrdtovém pufru o pH 5,0
v Fedéni 1:50 spoleCné s 1 ul/ml 30% (hmotn.) peroxidu vodiku
a smé&s se inkubuje 20 minut za teploty mistnosti. M&Fi se ab-

sorbance pfi 495 nm kaZdé jamky.

Pro vyhodnoceni celkovych IgA ve fekdlnich peletach se
ELISA provede jak shora popsano s tim, Ze se desky potédhnou 1
pg/ml koziho protimysSiho IgA (Sigma) a fekdlni supernatant se
testuje pfi zfedé&ni 1:200.

Tabulka 9

usmrceni 1é&eni mys C. ureasovy test infekce

2,5 tydne zdanliveé 1 0,538 +
(pouze HAT+CP) 2 0,51 +

3 0,50 +

4 0,54 +

5 0,47 +

6 0,36 +

ure B + HAP + CT 7 0,02 -

8 0,06 +

2 0,01 -

10 0,00 -

11 0,02 -

12 0,02 -

13 0,02 -

14 0,44 +

15 0,00 -

16 0,03 -

8 tydna zdanliveée 17 0,30 +
(pouze HAT+CP) 18 0,27 +

19 0,29 +

20 0,20 +
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Tabulka 9 (dokoncenli)

usmrceni l1éCeni nys &. ureasovy test infekce
21 0,27 +
22 0,27 +
23 0,37 +
24 0,31 +
ure B + HAP+CT 25 0,258 +
26 0,30 +
27 0,00 -
28 0,17 +
29 ND |
30 0,00 -
31 0,00 -
) 32 0,00 -
33 0,00 -
34 0,00 -
Tabulka 10
usmrceni lé&eni % vylécenych
2,5 tydne ure B 8/10 (80)
zdanlivé 0/6
8 tydna ure B 6/9 (67)
zdanlivé 0/9

0,007 (dvoupasovy Fisher@v pfesny test)

p-_.
pFi srovnani s kontrolou zdanlivé 1écenou
" p = 0,014 (dvoupadsovy Fisher@v pFesny test)

pfi srovnani s kontrolou zdanlivé leécenou

V tabulkdach 9 a 10 "ure B'" znamena shora uvedenou rekcmbi-
nantni Helicobacter pylori ureasovou B podjednotku, "CT" zname-

nd toxin cholery a "HAP" znamena hydroxyapatitové krystaly. "U-
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smrceny'" znamend datum usmrceni mdFeno 44. den od posledni imu-
nizace. "ND" znamend, Ze nebyla dostupna Zadna data. Vysledky
ureasového testu provedeného z biopsii Zaludku kaZdého Zivo&i-
cha jsou vyjadfeny jako OD hodnoty pfi 550 nm. Infekce se hod-
noti jako positivni (oznadeno znaménkem "+"), jestliZe OD hod-
nota p¥i 550 nm je vice neZ dvojndsobek standardnl odchylky
nalezené u dospélych mys$i (0D 0,04). Hodnota pozadl odeltena
od OD hodnoty pro kaZdou mys$ byla 0,04 OD. V tabulce 10 "% vy-
léCenych" znamend odstrané&ni infekce podle méfeni ureasovym

testem.

Z vysledka v tabulkdch 9 a 19 a z obrazku 8 bude vidét,
Ze podavani Helicobacter pylori ure B podjednotky mysSim infiko-
vanym H. felis vedlo k odstranéni infekce u osmi my$i z deseti
pfi testu, pfi kterém byly mysSi usmrceny 2,5 tydne po posledni
imunizaci. jestliie_sg test provadél tak, Ze mysi byly usmrceny
8 tydna po posledni imunizaci, byla infekce odstranéna u 6 2z
9 mysi. JestliZe se pro definovani infekce zvoli vyssi hodnota
0,2, jak je diskutovdno u tabulky 8, pocdle tohoto zp@sobu in-
terpretace léceni ure B podjednotkou vedlo k cdstrané&ni infekce

u 9 2z 10 mysi usmrcenych po 2,5 tydne.

Tabulka 10 ukazuje, Ze statisticky vyznamné léceni H. fe-
lis infekce se ziskad ordlni imunizaci rekombinantni Helicobac-
ter pylori ureasovou B podjednotkou pfi srovnani se zdanlivou
imunizaci samotnym toxinem cholery a hydroxyapatitem. Tabulka
10 ukazuje, Ze pfi mé&feni po 2,5 tydnech od posledni imunizace
bylo 80 % infikovanych mysSi zbaveno infekce. JestliZe se m&Fi
8 tydna po posledni imunizaci, 67 % infikovanych mysi bylo zba-
veno infekce. Z&dnd ze zdanlivé imunizovanych mysi nebyla zba-
vena infekce, at se méFi 2,5 nebo 8 tydnf po posledni imuniza-
ci. Vyznamnost sniZeni procenta my$i zbavenych infekce, jest-
liZe se mé&Feni provadi 8 tydn@ od posledni imunizace proti mé&-

Feni po 2,5 tydne, je v soucasné dobé& nejasna.




Tabulka 11

mys ureasovy celken celkem ureB ureB IgA ve
e, test antiureB IgA ve Igh ve feldliich/cel-
Ig v krvi fekdliich fekaliich kem IgA ve
fekaliich
pt.4:
8 0,51 0,27 0,77 0,05 0,06
9 0,48 0,23 0,65 0,02 0,03
10 0,61 0,25 0,43 0,08 0,18
11 0,44 0,36 0,69 0,03 0,04
12 0,51 0,31 0,58 0,00 0,00
13 0,48 0,32 0,67 0,11 0,17
14 0,44 ~ 0,27 0,51 0,03 0,05
15 0,58 0,29 0,82 0,07 0,08
16 0,48 0,30 0,77 0,18 0,23
17 0,53 0,30 0,53 0,09 0,13
18 0,36 0,22 0,51 0,00 0,00
19 0,01 0,47 0,62 0,47 0,75
20 0,43 0,35 0,57 0,15 0,26
21 0,07 0,25 0,64 0,11 0,17
22 0,39 0,27 0,50 0,15 0,30
23 0,10 0,27 1,08 ND ND
24 0,38 0,28 0,66 ND ND
25 0,06 0,28 0,53 ND ND
pPE.5
7 0,02 0,11 0,61 0,06 0,11
8 0,06 0,13 0,62 0,02 0,03
9 0,01 0,15 0,62 0,04 0,07
10 0,00 0,15 0,59 0,03 0,05
11 0,02 Cc,19% 0,60 0,15 0,2
12 0,02 0,16 0,60 0,00 -0,01
13 0,02 ¢, 19 0,66 0,07 0,11
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Tabulka 11 (dokonceni)

mys ureasovy celkem celkem ureB ureB IgA ve
. test antiureB Iga ve IgA ve fekdliich/cel-

Cx¢

Ig v krvi fekadliich fekaliich kem IgA ve

fekdaliich
14 0,44 0,18 0,62 0,00 0,00
15 0,00 0,10 0,64 0,08 0,12
16 0,03 0,14 0,62 0,29 0,46
25 0,26 0,35 0,98 0,07 0,07
26 0,30 0,38 1,12 0,04 0,03
27 0,00 0,39 1,15 0,01 0,01
28 0,17 0,33 0,97 0,02 0,02
29 ND" 0,38 1,00 0,08 0,08
30 0,00 " 0,34 0,69 0,04 0,06
31 0,00 0,38 0,76 0,08 0,10
32 0,00 0,37 0,58 0,02 0,04
33 0,00 0,33 1,07 0,22 0,21
34 0,00 0,35 0,64 0,06 0,09

V tabulce 11 byly mysi, které byly léceny ure B, pouZité
v pfikladech 4 a 5, hodnoceny na obsah protildtky v krvi a fe-
kdliich. Cislo pouZité my3i odpovida &islu, které je uvedeno
v tabulkédch 8 a 9. Vysledky ureasového testu odpovidaji vysled-
k@m popsanym v tabulkdch 8 a 9. "ND'" znamend, Ze nebyla do-
stupna Zadna& data, protoZe jeden ze Zaludkd od mys$i 18 aZ 21
byl ztracen. Vyndlezci nejsou schopni urcit, ktera z fady dat
od mysi 18 aZ 21 neni dplna. "ND" tedy neznamend, Ze je speci-

ficky pfFifazeno mysi &islo 21.
PEi testech mysSi z pfikladu 4 a mysSi o&islovanych 1 aZ 10
z pfikladu 5 mély vyndlezci obtiZe se ziskdnim ptislusnych

vzork@ pro analyzy.

Odstranéni H. felis infekce ordalnim podavinim Helicobacter
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pylori ure B podjednotky nebylo oCekavano a je tedy nové. Zde
popsané vysledky také popisuji, Ze ure B podjednotku lze pouZit

k léZeni Helicobacter infekce.

Odbornici z oblastl techniky oceni, Ze predloZeny wvyndlez
je dobfe pFizpAsoken pfedmétam a dosaZeni uvedenych cila a vy-
hod také té&m, kterd jsou v ném obsaZeny. Ureasové peptidy, mu-
kézni adjuvans, ncsife a protildtky spolu se zpf@soby, postupy,
léCenimi a analyzami jsou priklady a nejsou zamysleny jako ome-
zeni rozsahu vyndlezu. Pro odbornika jsocu jasné jejich zmény
a zmdny v jejich pouZitich, které jsou zahrnuty v duchu vyna-

lezu tak, jak je to definovano rozsahem narok@.
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Yyt

PATENTOVE NAROKEY: =

PouZiti prostfedku obsahujiciho rekombinantni Helicobacter
antigen pro pfipravu léc¢ivého pflpravku pro léCeni Helico-

bacter infekce u savca.

PouZiti prost¥edku podle ndroku 1, v némZ Helicobacter in-

fekci je Heliccbacter pylori infekce.

PouZiti prostfedku podle narocku 1, v némZ rekombinantni

Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter pylori antigen.

PouZiti prostfedku podle naroku 1, v némZ rekombinantni
Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter ureasu nebo je-
ji fragment.

PouZiti prostfedku podle naroku 1, v ndmZ rekombinantni
Helicobacter antigen obsahuje podjednotku Helicobacter u-

reasy nebo jeji fragment.

PouZiti prostfedku podle ndroku 1, v né&mZ prostfedek dale

obsahuje mukdézni adjuvans.

PouZiti prostFedku podle naroku 6, v némZ mukdzni adjuvans
obsahuje tepelné labilni toxin z Escherichia coli nebo je-

ho fragment.

PouZiti prostfedku podle ndroku 6, v némZ mukdzni adjuvans
obsahuje B podjednotku tepelné labilniho toxinu z Escheri-

chia coli nebo jeho fragment.

PouZitil prostfedku podle ndrcku 1, v némZ savcem je clo-

-

vék.

PouZiti prostfedku podle naroku 1, v némZ je prostfedek

podavan savcli oralng, nazalné& nebo rektilné.

FeNoU87
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PouZiti protilatky, kterd rozpoznava Helicobacter antigen
pro ptipravu léZivého p¥ipravku pro léceni Helicobacter

infekce u savca.

PouZiti protilidtky podle naroku 11, v ném Helicobacter
c

pA
infekce znamend Helicobacter pylori infekci.

PouZiti protilatky podle ndaroku 11, v némZ savcem je Clo-

»r

vék.

PouZiti protildtky podle naroku 11, v némZ Helicobacter

antigen obsahuje Helicobacter pylori antigen.

PouZiti protilatky podle naroku 11, v némZ Helicobacter

antigen obsahuje Helicobacter ureasu.

PouZiti protilatky podle naroku 11, v némZ se jako proti-

latka pouZiva monoklondlni protilatka.

PouZiti protilatky podle naroku 11, v némZ se jako proti-

latka pouZiva IgA protilatka.

Prostfedek uZiteldny pro léceni Helicobacter infekce u sav-
ce, vyznadcdujiclil s e t i m, Z2e obsahuje re-

kombinantni Helicobacter antigen.

Prostfedek podle naroku 18, vy znacuijilcli s e
t 1 m, 2e Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter pylo-

ri antigen.

Prostfedek podle ndroku 18, vy znacuijlcl s e
t i m, Ze Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter urea-

su nebo jeji fragment.

Prostfedek podle ndroku 183, vy znacdcujlcl s e
t { m, Ze Helicobacter antigen obsahuje podjednotku Hell-

cobacter ureasy nebo jejl fragment.
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Prostfedek podle naroku 18, vy znadcujici s e
t 1 m, Ze dale obsahuje mukézni adjuvans.
Prostfedek podle naroku 18, vy znacuijlcl s e

t i m, Ze mukdézni adjuvans obsahuje tepelné labilni toxin

z Escherichia coli nebo jeho fragment.

Prostfedek podle naroku 18, vyznadcuijlcli s e
t I m, Ze obsahuje B podjednotku tepelng& labilniho toxinu

z Escherichia coli nebo jeho fragment.

Prostfedek uZiteény pro léCeni Helicobacter infekce u sav-
cq, vyznacujici s e t im, Ze ocbsahuje pro-
tildtku, kterd rozpoznavd Helicobacter antigen.

ProstFedek podle naroku 25, vy znaduijicili se
t i m, Ze Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter pylo-

ri antigen.

Prostfedek podle naroku 25, vyznacdcuijlcli s e
t i m, Ze Helicobacter antigen obsahuje Helicobacter pylo-

ri ureasu.
Prostfedek podle naroku 25, vyznadcuijilcli s e
t 1 m, Ze se jako protildtka pouZiva monoklonadlni proti-

latka.

Prostfedek podle ndroku 25, vy znadc¢cuijici s e

t 1 m, Ze se jako protilatka pouZivd IgA protilatka.

Zastupuje:




