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(57) Ptedmétem feleni je ofkovaci litka vhodnd pro 1é¢bu infek-
ci vyvolanych mikroorganismem rodu Helicobacter obsa-

hujici imunogenicky

ucinné

mnozstvi antigenu

Helicobacter pro vyvolani ochranné imunitni odpovédi u
savéiho hostitele, ve spojeni s famraceuticky vhodnym no-
sitem nebo fedidlem a s vyhodou té% s t¢innym mnoZstvim
mikosalniho adjuvantu, kterym je pfednostné toxin chole-
ry. Déle je pfedmétem feSeni téZ murinni H.felis-spcifickd
IgA monoklonélni protilatka a bun&&nd linie &. 71-Gs-As,
kterd tuto monoklonalni latku produkuje.
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o&kovaci  1latka vhodna pro 1éébu infekci vyvolanych

mikroorganismem rodu Helicobacter

Oblast techniky

Vyndlez se tykad 1écby gastrické infekce savcu,

véetné ¢&lovéka. Vyndlez se zejména tykd zplusobu 1lécby

infekci vyvolanych mikroorganismem rodu Helicobacter
u savcl, véetné &lovéka. Predmétem vynalezu jJe o¢kovaci

latka a protilatky, kterych lze pouzit pri této lécbe.

Dosavadni stav techniky

Infekce mikroorganismem Helicobacter pylori (H.
pylori) gastrického epithelu &lovéka je hlavnim faktorem,
ktery se podili na vzniku gastritis a vredd a miZe se stat
rizikovym faktorem, ktery se podili na vzniku rakoviny
zaludku [Blaser M. J. "Gastric Cympylobacter-like organisms,
gastritis and peptic ulcer disease" Gastroenterology 1987,
93, 371 aZ 183; Graham, D. Y. "Campylobacter pylori and
peptic wulcer disease" GCastroenterology 1989, 96, 615 aZ
625; Parsonnet, J., Vandersteen, D., Goates, J., Silbey, R.
K. Pritkink, J. a Chang, Y. "Helicobacter pylori infection
in intestinal and diffuse type gastris adenocarcinomas" J.
Natl. Cancer Inst. 1991, 93, 640 aZ 643]. Tento tenky
gram-negativni mikroorganismus ve tvaru pismene S se
rutinnim zplsobem ziskdva z Zaludecni tkdné dospélych 1lidi

a déti, u nichz byla histologicky prokdzana gastritis nebo

pepticka ulcerace. Dukaz, e H. pylori je pric¢inou
gastroduodenalni choroby je zrejmy ze studii provadénych na
lidskych dobrovolnicich,  gnotobiotickych veprich

a bezmikrobnich hlodavcich, pfic¢emZz Jsou splnény Kochovy
postulaty tim, e ”po konzumaci 2ivych mikroorganismi se
vyvine histologicky potvrditelna ‘gastritis [Marshall R. J.,
Armstrong, J. A. a McOschle, D. B., "attempt to fulfill




Koch's postulate for pyloric Campylobacter" Med. J. Aust.
1985, 142, 436 az 439; Morris, A. a Nicholson, H. "Ingestion
of Campylobacter pyloridis causes gastritis and raised
fasting gastric pH" am. J. Gastroenterol, 1987, 82, 192 a3z
199; Engstrand L., Gustavsson, S., Jdérgensen, A., Schwann,
A., a Schaynius, A. "Inoculation of barrier-born pigs with
Helicobacter pylori a useful animal model for gastritis type
B." Infect. Immun. 1990, 53, 1763 az 1768; Fox, J. 0.,
cabot, E. B., Taylor, N. S. a Larawny, E. "Gastric
colonization by campylobacter pylori subor. mustelae in
ferrets" Infect. Immun. 1988, 56, 2994 aZ 2996;: Fox. J. G.,
Pelayo, C., Taylor, N. S., Lee, A., Otto, G. Murphy, C. and
Rose, R. "Helicobacter mustelae associated gastritis in
ferrets, an animal model of Helicobacter pylori gastritis in
humans" Gastroenterology 1990, 99, 352 az 361; Lee, A., Fox.
J. G., Otto, G. a Murphy J. "A small animal model of human
Helicobacter pylori active chronic gastritis"
Gastroenterology 1990, 99, 1315 a3 1323; Fox, J. C., Lee,
A., Otto, G., Taylor, N. S. a Murphy J. S. "Helicobacter
felis gastritis in gnotobiotic rats: an animal model of
helicobacter pylori gastritis" Infect. Immun. 1991, 59, 785
az 791; Eaton, K. A., Morgan, D. R. a Krakowka, S.
"Campylobacter pylori virulence factors in Gnotobiotic
piglets" Infect. Immun. 1989, 57, 1119 aZ 1125]. Pfestoze je
gastritis obtiZné 1éc&itelnd, pokud se doséhne vyhubeni
mikroorganismu H. pylori, gastritis ustoupi a u pacientt
s dvanactnikovymi vredy se dramaticky snizZi c&etnost
opakovaného vyskytu vFedl [Peterson, W. L. "Helicobacter
pylori and peptic ulcer discase" N. Engl. J. Med. 1991,
324, 1043 az 1048].

PrestozZe je H. pylori in vitro susceptibilni vaéi

mnoha antimikrobidlnim ¢inidlum obtizZné se dosahuje

- dlouhodobého  potlaceni jiz vzniklych infekci . H. pylori in
~vivo [Czinn, S. J. a Nedrud, J. G. "Oral Immunization
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against Helicobacter pylori" Infect. Immun. 1991, 59 2359 a;
2363]. Mikroorganismus se vyskytuje v slizovitém povlaku

ktery  pokryva . Zaludecéni epitel. .To je. misto, . ktere
neumoznuje dosaZeni dostateéné Xkoncentrace antimikrobiélné
ucinného ¢inidla, pokud se poddvd oralné. V soudasné dobé
doporuc¢uje véts$ina autorit tzv. "trojnasobnou terapii";
totiZz 1lécbu solemi vizmutu vV kombinaci s tetracyklineﬁ
a metronidazolem po dobu dvou aZ &tyr tydni. U&innost tohoto
a jinych  chemoterapeutickych reZimi viak nicméné neni

optimdlni.

V soucasné dobé je jen malo zZnamo o 1loze
mukosdlniho imunitniho systému v Zaludku. Distribuce bunék
produkujicich imunoglobulin (Ig) v normdlni Zaludedni dutiné
ukazuje, Ze IgA plasmové bunky tvori 80 % celkové populace
plasmovych bunék. Kromé toho, pocet plasmovych IgA bunék,
které Jjsou pritomny v 2Zaludeéni dutiné, Jje srovnatelny
S jinymi sliznicovymi membranami [Brandtzaeg, P. "Role of
H chain and secretory component in receptor-mediated
glandular and hepatic transport of immunoglobuline in man"
Scan. J. Immunol. 1985, 22, 111 aZ 146; Brandtzang, P.,
Bjerka, K., Kett, K., Kvale, D., Rognum, T. 0., Scott, H.,
Sollid, L. M. a Valnes, K. "Production and secretion of
immunoglobulins in the gastrointestinal tract" Ann. Allergy
1987, 59, 21 aZ 39). Prestoze se Getné studie zabyvaly
hladinou imunoglobulinu v raznych endokrinnich tekutinéach,
nejsou X dispozici Z4&dné data, ktera by se vztahovala ke
koncentraci imunoglobulinG v 2Zaludednich sekretech. Kromé
toho, existuje jen omezeny pocet dat, které uvadeéji, Ze se
u pacientd infikovanych H. pylori vyvinou specifické IgG
a/nebo IgA protildtky v gastrickych aspiardtech [Wyatt,
J. I. Rathbone, R. J. a Heatley, R. V. "Local immune
response to gastritic campylobacter in non-ulcer dyspepsis"
J.  Clin, Path, 1980, 39, 863 aZz 870). JestliZe se tedy




infekce jiZ rozvine, nejsou ani protilatky ani antibiotika

velmi Gc¢inné pri jejim potladovani.

Czinn a dalsi ukdzali, Ze opakované ordalni ockovani
antigenem H. pylori a toxinem cholery md za nasledek indukci
silné gastrointestinalni IgA anti-H. pylori odpovédi u mysi
a fretky (Czinn, S. J. a Nedrud, J. G. "Oral Immunization
against Helicobacter pylori" infect. Immun. 1991, 59 2359 a3
2363]. Vzhledem .k tomu, zZe véak mysi a fretky jsou
rezistentni vG¢i infekcim H. pylori a Ze v té dobé
neexistovalo zadné malé modelové zvife pro vyhodnocovani
ochrany, nebylo 'potvrzeno, =zda vytvorené protildtky maji

ochranny uc¢inek.

Lee a dalsi oznamili, 2e je moZno bezmikrobni
hlodavce infikovat H. felis a histologickym zpusobem

reprodukovatelné dokumentovat gastritis [Lee, A., Fox. J.

G., Otto, G. a Murphy J. "A small animal model of human
Helicobacter pylori active chronic gastritis"
Gastroenterology 1990, 99, 1315 aZz 1323; Fox, J. C., Lee,
A., Otto, G., Taylor, N. S. a Murphy J. S. "Helicobacter

felis gastritis in gnotobiotic rats: an animal model of
helicobacter pylori gastritis" Infect. Immun. 1991, 59, 785
az 791;]. Nebylo vSak ozndmeno Zadné vyhodnoceni ochranného

ué¢inku.

_ Pretrvava proto potreba nalézt Wuc¢innou 1léd¢bu
Zalude¢ni infekce vyvolané H. pylori, zejména u c&lovéka.
Tento vynalez se snazZi uspokojit tuto potrebu.

Podstata vyndlezu

S prekvapenim se nyni zjistilo, Ze orédlni ockovani
hostitele antigenem Helicobacter md& 2za. nasledek tvorbu
protilatek, které poskytuji ochranu proti akutni infekci




zpusobené mikroorganismy Helicobacter. Okolnost, 3zZe s

e
vytvori takové ochranné protilatky nebylo mozZno predvidat na
zakladé drivéjsich .. vyzkumi, ponévadZ pred ..vyvinutim tohoto

i

vyndlezu neexistoval 2z&dny vhodny model pro vyhodnoceni
ochrany.

Podle jednoho aspektu se vyndlez tykd zpusobu
vyvolavani ochranné imunitni odpovedi vaci infekcﬁ
Helicobacter u savé&iho hostitele, ©pri némz se hostiteli
oralné podava imunogenicky u¢inné ‘mnoZstvi antigenu
Helicobacter, za Ucelenm vyvolani poZadované imunitni
odpovédi.

Podle dalsiho aspektu je predmétem vynélezﬁ
oc¢kovaci latka obsahujici antigen Helicobacter v mnoZstvi
které je 1Gc¢inné pro vyvolani ochranné odpovédi u humanniho
pacienta, v Kombinaci s farmaceuticky vhodnym redidlem.

Podle dalsiho aspektu se vynalez tykd zpusobu
udélovani pasivni ochrany &ﬁéi infekci zpﬁsobené
mikroorganismem Helicobacter u savé&iho hostitele, jehoé
podstata spo¢ivd v tom, Ze se hostiteli podava imunologicky
U¢inné mnoistvi Helicobacter-specifické IgA protilatky, zé
Ucelem dodani pozadované pasivni ochrany.

Podle jesté dalsiho aspektu je predmétem vyndlezu
Helicobacter felis-specifickd IgA nebo IgG monoklondlni
protilatka.

Podle dalsiho aspektu je kone&né pfedmétem vyndlezu
také bunééna linie &. 71-Gg-ag.

Nasleduje podrobnéjsi popis vyndlezu, v némZ se

pouZiva odkazl na pfiloZené vykresy.




Prehled obr. na vvkrese

Na obr... 1 3je znazornén sloupcovy diagram titru
protiladtky v rlznych sérech a sekretech bezmikrobnich mys$i
po oralnim odkovani lysdtem H. felis, ve spojeni s toxinem

cholery.

Na obr. 2A a 2B jsou zndzornény sloupcové diagramy
uvaddéjici procenticky podil mysi infikovanych H. felis po
aktivnim o¢kovdni (obr. 2A) a pasivnim oé&kovani (obr. 2B),

ve srovnani s kontrolnimi zviraty.

Pri prédci na vyndlezu se ukdzalo, zZe oralni
oCkovani mysi za pouzZiti antigenu H. felis vyvolava
ochrannou imunitni odpovéd, pri niZz 9jsou v Zaludecnich
sekretech pritomny antigen-specifické ochranné protilatky.
U¢inek této ochranné imunitni odpovédi spoc¢ivd v tom, 3ze
kdyZz Jjsou ockovana zvirata konfrontovdna s patogenen,
nedojde u nich Xk infekci, ve srovnani s neockovanymi
zviraty, kterd infikovdna naopak jsou. Aniz by se chtéli
pivodci tohoto vynadlezu vazat na platnost néjaké teorie,
domnivaji se, Ze oralnim odkovénim antigenem H. felis se
stimuluje spoleény mukosdlni imunitni systém a snad i uréita
mista v Zalude¢ni sliznici, coZ ma& za nasledek vytvoreni H.
felis-specifickych 1IgA protildtek v Zaludecnich sekretech,
které zabranuji vzniku infekce H. felis. Vzhledem k tomu, zZe
H. felis a H. pylori jsou podobné druhy, které spadaji do
stejného rodu (Helicobacter), je odivodnéné moZno udinit
zavér, Ze ockovani napriklad bezmikrobniho vepre antigenem
H. pylori, ve spojeni s mukosdlni pomocnou latkou, jako
toxinem cholery, bude u¢inné pri prevenci infekce zaludku H.
pylori. PonévadZ predklinické zkousky vyvijenych o&kovacich
latech pro &lovéka se rutinné provddéji na 2zvirecich
modelech, predpoklada se, zZe metodologie tohoto vynalezu




bude uUc¢innd i u ¢lovéka, zvlasté pri léceni infekci
vyvolanych H. pylori.

V souvislosti s vyndlezem bylo zjisténo, 2e pro
vyhodnocovani urovné ochrany protilatkami po ockovani
antigenem H. felis je moZno pouzit H. felis-bezmikrobniho
mySiho modelu. Na obr. 1 jsou uvedeny vysledky, kterych’bylo
dosaZeno pri pokusech na H. felis-bezmikrobnim mySim modelu.,
Oralni ockovdni modelu bakteridlnimi antigeny, ve spojeni s
toxinem cholery, mélo za nasledek zvySeni titru anti-H
felis protildtek v séru, Zaludku a strfevech a ochranu proti

akutni infekci 2zaludku patogenem H. felis. Pri pokusech byly
skupiny bezmikrobnich my$i Swiss-Webster (Taconic) orélné
ockovany 4x nebo 5x v pribéhu jednoho mésice 2 a3 4 mg
pomoci wultrazvuku vyrobeného lysatu H. felis, ve spojenﬁ
S 10 pg toxinu cholery. Potom byly mysi exponovany orélné
provokadni infekci priblizné 106 zivych bakterii H. felis.
Mysi Dbyly usmrceny a byly jim odebrany intestinélni
a gastrické sekrety (zpusobem popsanym Vv nésledujicicﬁ
prikladech). Titry anti-H. felis protilatek byly stanoveny
metodou ELISA. Srafované sloupce v obr. 1 predstavuji
hodnoty stredniho titru protildtek (+ smérodatna odchylka)
u ockovanych myéi, zatimco prédzdné sloupce predstavuji
hodnoty stredniho titru protildtek (+ smérodatna odchylka)
u kontrolnich neockovanych mysi. Vysledky, které jsou
graficky zpracovdny v obr. 1, jsou &iselné presentovény
v tabulce 1.




Tabulka 1

Titr protildtek (Log,) v

séru Zzaludku strevech

Iga 196G IgA I9G Iga IgG

- kontrolni 3,1 3 0 0 1,6 1,1

o¢kovana 11,8 16,8 ' 2,1 4,25 4,5 4,4
Infekce H. felis ochrana

H. felis (+) H. felis (-)

o

kontrolni n=18 14 4
ockovana n=17 4 13

o\

Z vySe uvedenych vysledkl -je zrejmé, zZe u
ockovanych  my$i 1lze pozorovat podstatné vys$si titry
protilatek, ve srovnédni s kontrolnimi zviraty.

Na obr. 2A - a 2B jsou dokumentovany vysledky studii
ochrany proti infekci H. felis pri pokusném aktivnim
a pasivnim ockovédni. Pokud se tyée pokus@i s aktivnim
ockovanim, byly mys$im, konfrontovanym s provokaéni infekci
H. felis (viz pokusy popsané v souvislosti s obr. 1), po
usmrceni odebrany vzorky pro gastrickou biopsii. Pri biopsii
byla hledana pritomnost H. felis pomoci rychlého ureasového
testu a/nebo na zdkladé positivity kultury, zpusoby
popsanymi v nasledujicich pfikladech. Na obr. 2A Jjsou
souhrnne znazornény vysledky 2z tfi pokusl (n=17 Jje pocet
ockovanych zvirat a n=18 je pocet kontrolnich zvirat). Levy
sloupéc se "vidy vztahuje k ockovanym mys$im a pravy sloupec




vZdy ke Kkontrolnim neoc¢kovanym mysim, pricdemz vSechny mysi
byly konfrontovany s provokaéni infekci.

Je zrejmé, 2e 2z celkového poctu 17 ocdkovanych
zvirat byla infikovana pouze 4 zvirata, ve srovnani s 14
infikovanymi zvifaty z 18 kontrolnich zvirat. Jinymi slovy,

proti infekci H. felis bylo chranéno 78 % o¢kovanych zv1rat
a pouze 23 % neockovanych Zvirat.

Skuteénost, Ze ochrana je primym dusledkem IgA
protilatek, byla prokizana pasivnim oékovanim bezmlkrobnlch
mysi H. felis- -specifickymi IgA monoklonalnimi protilatkami a
porovnanim vysledné ochrany s ochranou dosaZenou u mysi,
kterym nebyla poddna 2adna protildtka nebo Kkterym byla
poddna irelevantni protilatka (napriklad Sendai virus-
specifickd IgA monoklonalni protilatka). Vysledky jsoﬁ
uvedeny na obr. 2B.

IgA monoklonalni protilatka, reaktivni vaéi H.
felis, byla izolovdna a subklonovana po ockovacim protokolu,
Ktery je podobny, jako protokol popsany na obr. 1.
Bezmikrobnim mySim byl v dobé infekce H. felis a 4, 8 a 24
hodin po ni - ordlné podan ascites obsahujici H.
felis-specifické IgA monoklondlni protilatky, produkované
Vv bunééné 1linii ¢&. 71-Gg-Ag, Vyrobené zplusobem popsanym
Vv nésledujicich prikladech provedeni nebo Sendai
virus-specifickd IgA monoklonalni protilatka nebo roztok
soli. Sedm dni po infekci se my$Si usmrti a provede se
gastrickd biopsie, zamérend na H. felis (n=7 predstavuje
pocet mysi, které obdriely H. felis-specifickou monoklondlni
protilatku a n=13 predstavuje pocet mysi, které neobdrzely
Zadnou protilatku nebo které obdriely Sendai virus-
specifickou monoklondlni protilatku. Levy sloupec v grafu se
vztahuje vidy ' k my$im, které obdrzely H.'felis-specifickou
monoklonalni protildtku a pravy sloupec se vztahuje k mys$im,




které obdrzely bud Sendai virus-specifickou monoklon&lni
protilatku nebo roztok soli (bez protilatky).

Vysledky ukazuji, Ze samotny IgA chrani proti

infekci Zaludeéni sliznice bakteriemi H. felis.

Je také pozorovano, Ze oralni podani antigenu H.
felis ma za nadsledek podstatné zvySeni urovné anti-H. felis
IgG protilatek, jakoZz i IgA protilatek. Pro tento tkaz
existuje nékolik mozZnych vysvétleni. Predne, bylo
pozorovano, 2e toxin choleryA miZe v nékterych pripadech
zesilit antigen-specifickou IgA a IgG odpovéd [Nedrud, J.
G., Liang, S., Hague, N. a Lamm, M. E. "Combined oral/nasal
immunization protect mice from Sendai virus infection" J.
Immunol. 1987, 139, 3484 aZ 3492). Kromé& toho, studie pohybu
bunék ("cell traffic") ukdzaly, ze IgG lymfocyty
mesenterickych uzlin predstavuji sloZku mukosalniho
imunitniho systému a mohou vyvolat tvorbu mukosalnich IgG
plasmovych bunék, které byly pozorovany v Zaludeéni
sliznici. Za treti, prinejmensim <&4st pozorovaného IgG mize
byt vysledkem transudace protiladtky v séru do gastrického
prusvitu, coZ je sekundarni jev pozorovany u mirnych aZz
stfednich zanétu jak u kontrolnich, tak u odkovanych zvirat.

VySe uvedend diskuse byla zamérena na pouZiti
antigenu H. felis pri 1écbé infekce zplusobené
mikroorganismem H. felis. Vyndlez se vSsak neomezuje na
pouZiti pri 1é¢bé infekci zpusobenych H. felis.

Do rozsahu vyndlezu spadd také lécba nebo profylaxe
infekci zpusobenych mikroorganismem H. pylori u saved,
vcetnée ¢lovéka, pri niz se pacient oralné ockuje
imunologicky u¢innym mnoZstvim antigenu H. pylori, za ucelem
vyvolani tvorby ochrannych ‘protilatek proti patogenu H.
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.cholery, je jeho vhodné mnoZstvi v rozmezi od 5 do 50 ug,

- 1] -

pylori. H. pylori se prednostné podava ve spojeni s muko
salnim adjuvantem, napfiklad toxinem cholery.

Do rozsahu tohoto vyndlezu spadd také pasivni
ockovani savcl, véetné ¢lovéka, proti infekcim vyvolanym H.
pylori. Toto oc&kovani se provadi tak, Ze se pacientovi
oralné podd G¢inné mnozstvi H. pylori-specifické protilatky.
Prednostné se pacientovi oralné podd H. pylori-specifick
IgA monoklonalni protilatka.

OCkovaci 1latka podle vynalezu se podava ordlné v
mnozstvich, kterd jsou odbornici v tomto oboru schopni
snadno uréit. Vhodna davka pro dospélé je tedy v rozmezi od

{5

asi 10 pg do 10 mg, napfiklad od 50 bg do 5 mg. Podobné
rozmezi davkovéni je vhodné i pro déti.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, jako vhodnéhc

mukosdlniho adjuvantu je mozno pouZit toxinu cholery. 2
jinych latek, Kkterych 1lze pouzit, je mozZno uvést netoxické
derivaty toxinu cholery, véetné jeho B podjednotky a/nebo
konjugatu antigenu s toxinem cholery nebo jeho ﬁ
podjednotkou, mikrokapsle, komplexy stimulujici imunitd
(ISCOM) nebo liposomy a oslabené 3ivé vektory, jako jsou
viry nebo bakterie Salmonella. MnoZstvi mukosdalniho

adjuvantu, kterého se pouiivd, zavisi na jeho typu. Tak

napriklad, kdyZ se jako mukosalniho adjuvantu pouzZije toxinu

napriklad od 10 do 35 Mg. Pokud se ho pouzZivd ve formé
mikrokapsli (mikropouzder), bude pouzité mnoZstvi zaviset na
mnoZstvi pouzZitém v matrici mikrokapsle pro dosazZeni
pozadované  davky. Volba vhodného mnozstvi mukosalniho
adjuvantu je také v rozsahu zkuSenosti bézného odbornika v
tomto oboru. |

j' D)
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Jako vhodné nosicée a redidla Jje moZno uvést
entericky potaZené kapsle a/nebo 0,2N roztok hydrogenuhlic¢i-
tanu sodného.a/nebo roztok chloridu. sodného.. .. .. .

Vyndlez je blize objasnén \Y nasledujicich
prikladech  provedeni. Tyto priklady maji vyhradné
ilustrativni charakter a rozsah vynalezu Vv zZadném ohledu

neomezuji.

Priklady provedeni vynédlezu

V prikladech se pouziva dale popsanych zkusebnich
zvirat, bakteridlnich kmenu, bakteridlnich antigenu a

vnéjsich membrén.
a) Mysi

Jako mysi se pri téchto pokusech pouziva
bezmikrobnich mysi Swiss Webster o stari 8 tydni, které lze
ziskat od firmy Taconic (Germantown, N. Y., USA). Zvifrata se
chovaji v mikroizolatorovych klecich za bezmikrobnich
podminek a maji volny pristup k laboratornimu krmivu,
zpracovanému vV autokldvu a vodé. S vyjimkou prileZitostné
izolovanych  diphtheroidd jsou zvifata uchovavéna v
bezmikrobnim stavu po celou dobu o&kovani.

b) Bakteridlni kmeny

Pouziva se bakterii izolovanych ze vzorkd 2zaludku
kocGky, které byly podrobeny biopsii. Tyto bakterie se
identifikuji podle morfologie 3jako bakterie H. felis.
Provede se Gramovo barveni a produkuje se ureasa, katalasa
a oxidasa ([Lee, A., Fox. J. G., Otto, G. a Murphy J.
"A small animal model of human Helicobacter pylori active




22, 585 azZ 592. Zkracené lze tento zpusob popsat tak, Ze se
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chronic gastritis" Gastroentérology 1990, 99, 1315 a
1323;]. Organismy se wuchovavaji v 50% roztoku chloridu
sodného, ktery - je pufrovan fosfatovym- pufrem (PBS) ;- 25%
glycerolu a 25% tepelné zpracovaném fetdlnim telecim séru
pri -70 ©C. Bakterie pouzivané v nasledujicich prikladech se

Ww

po izolaci 2 az 3x pasdzuji in vitro.

c) Bakterialni antigeny

Zkusebni kmen se naodkuje na agar Columbia (Difco,
Detroit, MI, USA) s obsahem 7 % Kkorniské krve. Inkubace sé
provadi mikroaerofilicky pfi 37 °C po dobu & a3z 7 dnﬁi
Organismy se sklidi v PBS a vysledné suspenze se zpracujﬁ
ultrazvukem pfi 40 °C, aby doslo k lysi bakterii. Rozdrcené
buriky se oddéli centrifugaci pri nizké frekvenci otad&eni é
supernatant se za sterilnich podminek prefiltruje. Takt&
ziskané ultrazvukem zpracované vzorky (sonikaty) =z cechH
bunék se ulozi ve formé 100l alikvotl pri -70 °C az do dobf

jejich pouziti na ordlni océkovani zvirat.
d) Vnéjsi membrany

Vhéjéi - membrany se vyrobi zpisobem popsanym
v Sawau, T., Hiruma, R., Kawana, N., Kaneko, M. Taniyasu, F.
a Inami, A "Outer membrane permeation of Dbeta-lactanm
antibodies in Escherichia coli, Proteus mirabilis and
Enterobacter cloacae Antimicrob. Agents", Chemother, 1982,

na bakteridlni suspenze  plsobi 1 mg ribonukleasy
a deoxyribonukleasy (Sigma Chemical, St. Louis, USA) v 0,5M
Tris-EDTA pufru (o hodnoté pH 7,8) pri 4 °C, bezprostfedné
pred zpracovdnim ultrazvukem (sonikaci) a odstredénim pri
nizké frekvenci otéaceni, jak je to popséno vySe. Obaly
bakterii: se potom oddéli  od vyéereného  lysatu
ultracentrifugaci pfi 150000 x g vV prubéhu 1 hodiny. Vnéjsi
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membrany se oddéli od bunécénych obalt diferencidlni
sqlubilizaci v n-lauroylsarkosinu sodném a izoluji se
ultracentrifugaci. Vysledné pelety se . .suspenduji v 0,05M
fosfatovém pufru (pH 7,0), rozdéli se na alikvoty
a uchovavaji pri -70 Oc. Koncentrace proteinu se stanovi
zpusobem, ktery popsali Lowry a dalsi pro pouziti pri metodé
ELISA [Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. J.
a Randall, R. J. "Protein measurément with the folin phenol
reagent" J. Biol. Chem. 1951, 193, 265 az 275)

priklad 1

Mysi se slabeé anestetizuji i. p. injekci 1,0 mg
ketaminu pred intragastrickym odkovénim. Potom se alikvot
sonikadtu 2z celych bunék suspenduje spolu s 10 ug toxinu
cholery (List Biologicals, Cambell CA, usa) v 0,2M roztoku
hydrogenuhliéifanu sodného a 0,5 ml vzniklé suspenze se
dopravi do Zaludku kazdé mysi intubaci pomoci polyethylenové
trubiéky pEipojené X injekéni strikacce. Tento postup Je

didle oznacovan nazvem "oralni ockovani'.

Pro zjisténi moZnosti vyvinu funkéni imunity se
pouziva celkem t7#i —o&kovacich protokolu. Podle prvniho
protokolu se provadéji 4 oralni oékovani v prubéhu jednoho
mésice, kterd zahrnuji podani 2 mg lysatu pakterii H. felis,
ve spojeni s toxinem cholery (znamé mukosalni adjuvans).
Podle druhého protokolu se zvysi mnoZstvi lysatu na 4 mg pri
kazdém o&kovani a lysatu se pouziva ve spojeni s toxinem
cholery. Podle t¥etiho protokolu se provadi 5 oralnich
oékovani v prub&hu 8 tydnu, pric¢emz pfi kazdém ockovani se
podavaji 4 mg lysatu bakterii H. felis, ve spojeni s toxinem
cholery. pokud neni uvedeno Jjinak zvirata se provokuji
infekci po’7 az 10 dnech po poSlednim odkovani a usmrti se

za dal&ich 7 dnu.
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zachyti se nasledujici tkanové tekutiny (sérum,
gastrické sekrety a intestindlni sekrety). Tyto vzorky se
potom -titruji na prfitomnost anti-H. pylori protilatek ‘pomoci
stanoveni na imunosorbentu, které 3je spojeno s enzymem
(ELISA). Kromé toho, se provedou gastrické biopsie pro
rychly ureasovy test a kulturu. Infekce se definuje jako
pozitivni, je-1li bud kultura nebo rychly ureasovy test (viz
dale) pozitivni. Serum se ziska z krve odebrané z ocasni
vény, pridemZ krev se nechd srazit pri teploté mistnosti.
Gastrické a intestinalni sekrety se odebiraji za pouZiti
modifikovaného postupu, ktery popsali - Elson a dalsi [Elson,
c. O., Ealding, W. a Lefkowitz, J. "A lavage technique
allowing repeated measurement of IgaA antibody in mouse
intestinal secretions" J. Immunol. Meth. 1984, 67, 101 azZ
108; Nedrud, J. G., Liang, S., Hague, N. a Lamm, M. E.
"Combined oral/nasal immunization protect mice from Sendail
virus infection" J. Immunol. 1987, 139, 3484 az 3492].
Gastrické a intestindlni sekrety my$i se odebiraji oddélene.
Jaludek a streva kazdé mysi se vyjmou a injekéné se K nim
pridd 2,0 ml promyvaci tekutiny na badzi polyethylenglykolu,
ve smési s anti-proteasovym roztokem. Tekutina pro promyvani
zaludku obsahuje Tris pufr pro neutralizaci Zaludedni

kyseliny.

7kouska ELISA se provadi zpusobem popsanym dale.
Murinni vzorky se zkoumaji na pritomnost protilatek proti H.
felis takto: polystyrenové mikrotitrové plotny s 96 jamkami
se potadhnou, Vv mnoZstvi 100 ul na jamku, prislusnymi
vnéjsimi membranovymi proteiny (20 pg/ml) pres noc pri 4 Oc.
Nespecifickd vazebnd mista se blokuji pomoci 1% BSA v PBS po
dobu 90 minut pri teploté mistnosti a potom se plotny
oplachnou 0,1% BSA v PBS. Vzorky se zkouSeji duplicitné pri
zFedéni, Xkteré lezi v rozmezi od nulového zfredéni az do
zredéni  1:512000 a do kazdé Jjamky na plotné potazené
antigenem se p¥ida 100 pul  prisluéné zredéného vzorku.
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Inkubace se proiédi;§0 hinut1pfi"teploté mistnosti a potom
se plotny 3x opléchhbﬁ-b,¥%;BéA v .PBS a do kaZdé jamky se na
dobu 90 minut prida 100 ﬁl koziho protimy$iho IgA nebo IgG
alkalického fosfatasového >kbnjugétu . ve zredéni 1:1000
(zymed, San Francisco, CA, USA). Po oplachnuti se provede
vyvijeni pfidavkeﬁ roztoku p-nitrofenylfosfdtu v glycinovém
pufru (pH 9,6) o kdncentraci 1 mg/ml, v mnozstvi 100
pl/jamku, Vv prubéhu i hodiny. V. kazZdé Jjamce se méri
absorbance pri 410 nm za pouziti ¢teciho zarizeni pro
mikrotitraéni plotny Dynatech MR 700 Microtiter Plate
Reader. Titr protilatky je definovan jako prevracenad hodnota
nejvyssiho zredéni, které poskytuje optickou hustotu 0,05
nad jamkou, kterd obsahuje antigen a kterd byla inkubovéna s
konjugatem protildtky, ale bez primarniho vzorku protilatky
(Czinn, S. J. a Nedrud, J. G. "Oral Immunization against
Helicobacter pylori" Infect. Immun. 1991, 59, 2359 az
2363].

Rychly ureasovy test se provadi takto: Dva vzorky
pro gastrickou biopsii o hmotnosti za vlhka 10 ug z kazdé
my$i se ihned umisti do 0,2 ml Stuartovy ureasové zkusebni
pudy [Mestecky, J. "The common mucosal immune system and
current 'strategies ‘for induction of immune responses in
external secretions" J. Clin, Immunol, 1987, 7, 265 azZ 276]
a provede’ se inkubace pri teploté mistnosti. Pritomnost
ureasy se stanovi na zakladeé barevné zmény ze Zluté na
riazovou v zkuSebni pudé po 4 hodindch [Czinn, S. J. a Carr,
H. "Rapid diagnosis of Campylobacter pyloridis-associated
gastritis, J. Pediatr. 1987, 110, 569 az 570].

Kultury se =ziskaji takto: Vzorky pro gastrickou
antralni biopsii se homogenizuji a nanesou na agar Columbia
obsahujici 5 % ovéi krve. Inkubace se provadi pri 37 °c za
‘mikroaerofilnich podminek (souprava pro vyvoj plynu od firmy
oxoid Ltd, Londyn, Velkd Britdnie). Pozitivni kultura je
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definovdna 7jako kultura s viditelnym rustem po 5 dnech.
Vsechny izolaty se identifikuji jako H. felis na zakladé

morfologie, Gramova barveni a produkce. . ureasy.,..katalasy. . .

a oxidasy.

Pres malé zmény v provedeni pokusu mezi tremi
skupinami nebyl zaznamenan Zadny podstatny rozdil v imunitni
odpbvédi. Data byla tedy spojena a byly vypocteny
geometrické stfedy titru protilatky v gastrickém promyvaci
tekutiné, intestindlni promyvaci tekutiné a séru trinacti
kontrolnich a dvandcti oékovanych zvifat. Tyto udaje jsou

uvedeny v tabulce 1 a na obr. 1, jak je to popsédno vySe.

Prestoze byla tato =zvirata ockovadna a vystavena
provokaéni infekci, nelisil se titr protildtky podstatné od
my$i, které byly ockovany, ale které nebyly vystaveny
provokaéni infekci. Pfi teéchto pokusech byly zﬁiétény titry
IgA a IgG protildtky v Zaludku, strevech a séru podstatneé
vyssi, ve srovnédni s titry =zjisténymi u neockovanych
kontrolnich zvifat. Konkrétné bylo pozorovano ¢&tyrnasobné
zvySeni titru gastrického IgA (p=0,001), osminadsobné zvyseni
titru intestinalniho IgaA (p=0,0038) a 350ti nasobné zvysSeni
titru IgA v séru (p=0,0001), ve srovnani s neockovanymi
kontrolnimi zvifaty. Podobné bylo pozorovano i signifikantni
zvySeni titru gastrického IgG (p=0,0009), intestindlniho IgG
(p=0,0001) a sérového IgG (p=0,0001).

Pro vyhodnoceni ochrany pred infekci zpusobenou
bakterii H. felis se po usmrceni zvirat odeberou vzorky pr@
gastrickou biopsii, které se hodnoti jednak rycleﬁ
ureasovym testem a jednak v kultufe, jak je to popsano vYéeﬁ
Kromé toho, za ucelem stanoveni, zda se u kontrolnich zvifaﬁ
vyvine chronickd infekce a zda Jjsou ockovana zvifatd
definitivné H. felis-negativni, vystavi se dal$i ockovana a

kontrolni zvifata provokaéni infekci, popsané vySe. Tato
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zvirata se vé&ak usmrti teprve 6 tydnu po provokac¢ni infekci.
Mira ochrany ve vsech oé&kovanych skupindch zvirat se prilis

nelisi.

Aby se nevylouéila moZnost nizké urovné néakazy,
provadi se hodnoceni, zda jsou vzorky pro gastrickou biopsii
pozitivni nebo negativni na rist H. felis teprve po 5 dnech
po naneseni na misku. Ze seriového redéni kultur se znamym
poc¢tem (poc¢iténi pomoci hemacytometru) bakterii H. felis se
zjisti, Ze nejniisi citlivost je pribliZné 10 organismi. PFi
pozdéjéich experimentech se misky s kulturami vzorkl pro
biopsii udrzovaly nékdy i déle nez 5 dni a kdyZ byly misky,
které zlstaly negativni na viditelny rust, seskrabdny a za
vlhka byla analyzovana nahromadénd vrstva, obcCas bylo mozZno
zjistit izolovany organismus spirdlovitého tvaru. TotozZnost
téchto izolovanych organismi nebylo moZno potvrdit a nebylo
mozno potvrdit, zda byly tyto organismy 2Zive. V kazdém
pripadé 1lze vysledky zjisténé v kulturdch pri seriovém
redéni H. felis interpretovat tak, 2Ze vzorky pro biopsii,
které zustaly negativni na viditelny rust po 5 dnech,

obsahovaly 10 bakterii nebo méné.

P¥iklad 2

IgA a IgA monoklondlni protilatky specifické pro H.
felis se ziskaji modifikaci postupu, Xktery popsali Mazanec
a dalsi [Mazanec, M. B., Nedrud, J. G. a Lamm, M. E.
"Immunoglobulin a monoclonal antibodies protect against
Sendai virus" J. Virol, 1987, 61, 2624 a3 2626). MySi
BALB/c, ziskané od firmy Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, USA) se ‘oc¢kuji intragastricky 4x v prubéhu 6
tydenniho obdobi, pricemZz pri prvnich 3 oc¢kovanich se
podavaji 2 mg sonikovaného vzorku s obsahem H. felis,

v kombinaci s 10 pg toxinu cholery (Sigma Chemical Co., St.
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Louis, MO, USA). Pri poslednim oc¢kovani se vypusti toxin
cholery a mysi také obdrZi intravenosni preodkovaci dévkd
2 mg proteinu H. felis. Po 3 dnech se mysi usmrti a jejich
slezinové bunky se hybridizuji s myelomovymi burikami SP2/0.
Klony, které se ziskaji omezenym redénim se zkoumaji na
sekreci anti-H. felis IgA protildtky pomoci stanoveni ELISA.
Vysledna bunécéna linie, oznadena symbolem 71-Gg-Ag,
predstavuje stabilni hybridom, vylucujici IgA. Po
nékolikanasobné subklonovédni se stabilni IgA a IgG seKkretory
injekcne podaji intraperitonearni cestou pristanem
primovanym mysSim BALB/c a z téchto mys$i se ziska asciticka

tekutina, kterd se vyceri.

Bunééna 1linie ¢&. 71-~Gg-Ag 2z 13. dubna 1992 je
uloZena a uchovavana v Zivém stavu v Laboratory of Steven J.
Czinn, M. D., Rainbow Babies and Children's Hospital, Room
465, Case Western University, 2074 Abington Road, Cleveland,
Ohio, USA 44106. Pristup k tomuto uloZenému vzorku bude
opravnénym osobam umoZnén patentovym ufadem USA v prubéhu
fizeni o prihldsSce vyndlezu. Po udéleni patentu budou pak
vsechna omezeni, vztahujici se k dostupnosti tohoto vzorku

pro verejnost, definitivné zrusena.

Bunééna 1linie &. 71-Gg~Ag byla uloZena ve sbirce
kultur American Type Culture Collection, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852, USA, pod identifikadénim
¢islem 71-Gg-Ag. Prirustkové ¢islo sbirky ATCC Jje
HB 11514 a datum uloZeni je 23. prosince 1993.

Priklad 3

Pasivni oc¢kovani se provadi ndsledujicim zpusobem:
Ascites obsahujlcl IgA monoklondlni protildtku produkovanou

bunéénou linii &. 71-Gg-Ag (200 pl)rse od& intragastEdCkye——
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soucasné s 106 Zivych organismi. Predbéiné studie ukazaly,

7e titry IgA v zaludku zvirat, ktera obdrZela jedinou 200 ul

davku monoklonalni IgA protilatky, poklesl na hodnotu nizsi, .. ..

ne# je hodnota pozorovana u aktivné odékovanych zvirat, do 8
hodin. 2 toho duvodu se v nasledujicich 24 hodinach podaji 3
dal&i davky MAb. Kontrolni =zvirata se provokuji stejnou
provokaéni infekci, ale obdrzi pud roztok chloridu sodného
nebo Sendai virus—specifickou IgA monoklonalni protilatku
(irelevantni IgA m6n0klonélni protildtku). Po 1 tydnu se
my$i usmrti. Tkan 2aludku 'se naockuje na krevni agar
columbia a inkubace misek se provadi 5 dnd pri 37 Oc.
Infekce se stanovi jako pozitivni na zdkladé pozitivni
kultury nebo pozitivniho vysledku Stuartovy rychlé ureasové

zkousky se Zivnou pudou.

Pro zjisténi, zda  IgA protilatky, Kkteré Jsou
charakteristickym 2znakem mukosalniho imunitniho systému,
jsou schopny samy o sobé chranit proti infekci Zaludecéni
sliznice mikroorganismem H. felis, se vySe uvedenym zpusobem
generuji H. felis IgA monoklonalni protilatky. Jedna 2z
téchto protilatek (¢&. 71—G5—A8) se potom pasivné oralneé poda
bezmikrobnim mysim v dobé vystaveni provokaéni infekci H.
felis a po této dobé. Kontrolni zvirata obdrzi bud roztok

kuchynské soli  nebo Sendai virus-specifickou  IgA
monoklondlni protilatku, ktera je specificka pro
hemaglutinin—neuraminidasovy glykoprotein viru Sendai

[Mazanec, M. B., Nedrud, J. G. a Lamm, M. E. " Immunoglobulin
a monoclonal antibodies protect against Sendai virus" J.

Virol, 1987, 61, 2624 azZ 2626].
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Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.
Tabulka 2

Hodnoceni  zkousky pasivniho poddni protildtky
bezmikrobnim mySim pred a po expozici provokaéni infekci H.

felis.
Podand protilatka Pocet mysi Podil infiko-

: vanych mysi (%)
24dna - kontrolni pokus 7 57
irelevantni IgA monokl. protilatka 6 83
IgA anti-H. felis monokl. protilatka 7 14

H. felis nebo  Sendai virus-specifickéa IgA
monoklondlni protildtka se podava intragastricky 4x v
prubéhu 24 hodin, soudasné s expozici provokaéni infekci 106
Zivych bakterii H. felis. Vzorky pro gastrickou biopsii se
odeberou 1 tyden po expozici provokaéni infekci a infekce se

stanovuje v kultufe a/nebo rychlou ureasovou zkouskou.

Z 13 kontrolnich zvirat, kterd neobdrZela Zadnou
protilatku nebo kterd obdriela Sendai virus-specifickou
protilatku, bylo infikovano 70 % zvifat (obr. 2B). Ze 7
experimentdlnich zvirat bylo 6 chrdnéno a pouze 1 (14 %)
bylo nakaZeno. Tento rozdil je signifikantni podle chi

analyzy c¢tvercu (p=0,019).

Porovnani titru protilatky v ruznych experi-
mentalnich skupinach byio provedeno analyzou variance a
Fischerovym chranénym T-testem. Pri zjistovadni ochrany na
zakladé nepritomnosti nebo pritomnosti experimentdlni
infekce v jednotlivych skupindch bylo pouZito hodnoceni
analyzou Chi &tvercu.
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PATENTOVE NAROKY

1. OcCkovaci 1latka vhodnad pro lécbu infekci
vyvolanych mikroorganismem rodu Helicobacter, Vyzna-
¢cujici s e t i m, Ze obsahuje imunogenicky uc¢inné

mnozZstvi  antigenu Helicobacter pro vyvolani ochranné
imunitni odpoveédi” u‘savéiho hostitele, ve spojeni s farma-

ceuticky vhodnym nosidem nebo redidlem.

2. Ockovaci latka podle naroku 1, vyznadcdcu-
jici S e t i m, Ze ddle obsahuje U¢inné mnozZstvi mu-

kosdlniho adjuvantu.

3. Ockovaci latka podle naroku 2, vyznadcu-
jici s e £t im, Ze mukosdlnim adjuvantem je toxin

cholery.

4. Ockovaci latka podle ndroku 1, vyzna¢c¢u-
jicli s e tim, 2e antigenem Helicobacter je antigen

H. pylori.

5. OcCkovaci latka podle naroku 1, vyznacu -
jici s e t i m , 2e antigenem Helicobacter je antigen
H. felis.

6. Murinni H. felis-specifickd IgA monoklonalni

protilatka.
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7. Murinni H. felis-specifickd IgA monoklondln
protilatka.

8. Bunécéna linie é&. 71-G5—A8.

9. Monoklonalni protildtka produkovanad bunécnot
linii ¢. 71-Gg-Ag.
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