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Sammendrag

CHAMBERS et al., Journal of General Virology, vol. 67, nr. 3, 1986, s. 475486

Det er beskrevet en fremgangsmate for fremstilling av infeksjonsdyktig Newcastle Disease Virus
(NDV) fullstendig fra klonet full-lengdet cDNA samt anvendelse av vaksiner og diagnostiske
assays dannet med og avledet fra nevnte fremgangsmate. Fremgangsmaten gir mulighet for &
modifisere NDV-genomet ved hjelp av genetisk modifikasjon og tillater introduksjon av
mutasjoner, delesjoner og/eller innsetninger. Fremgangsmaten kan bli brukt for @ modifisere viru-
lensen av NDV for derved & danne nye svekkede levende vaksiner med forbedrede egenskaper.
Fremgangsmaten kan bli brukt til & modifisere den genetiske sammensetning av NDV for séledes
a tillate fremstilling av levende NDV marker- vaksiner som kan bli serologisk skjelnet fra NDV felt-
stammer.
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Oppfinnelsen angadr fugleparamyksovirus cDNA som angitt i
krav 1, RNA oppnadd fra slikt DNA, fremgangsmate for frem-
stilling av infeksjonsdyktig kopi av fugleparamyksovirus
som angitt i krav 18, wvaksine omfattende slikt virus som
angitt i krav 25 samt en fremgangsmate for & skjelne uvak-
sinerte dyr fra vaksinerte som angitt i krav 28, hvor dette
kan anvendes for & behandle infeksjoner av fjzrfe med New-

castle sykdomsvirus.

Necastle sykdomsvirus (NDV) er et av de mest mangfoldige og
dodelige patogener for fugler. Den nesten samtidige opp-
treden av Newcastle sykdom som en tilsynelatende ny sykdom
i flere forskjellige geografiske beliggenheter og den store
variasjonen 1 type og alvorlighet av sykdommen har gitt

visse problemer med nomenklatur.

Sykdommen har blitt betegnet pseudo fjarfepest, pseudo
fjerfe byllepest, fuglepest, fuglegalskap og fuglepneumoen-
cefalitt. Viktigheten av sykdommen er i hovedsak grunnet
utviklingen av fjarfeindustrien i lepet av det 20de ar-
hundre til en meget effektiv internasjonal industri som er
avhengig av intensiv handel mellom land.

Det er generelt antatt at de fgrste utbrutt av Newcastle
sykdom fant sted i 1926 pa Java, Indonesia, og i Newcastle-
upon-Tyne, England (Kraneveld, 1926; Doyle, 11927). Navnet
Newcastle sykdom ble gitt av Doyle som et forelgpig navn
for & unngd beskrivende navn som kunne bli forvekslet med
andre sykdommer. Det ble senere klart at andre mindre al-
vorlige sykdommer ble forarsaket av virus som ikke kunne
skjelnes fra NDV. I Amerika ble en relativt mild respira-
torisk sykdom betegnet fuglepneumoencefalitt og ble vist &
vare forarsaket av NDV (Beach, 1944). Innen et par ar ble
flere NDV isolater som ga ekstrem mild eller ingen sykdom i
kyllinger foretatt omkring i verden.

De fglgende metoder har blitt implikert i spredningen av

sykdommen: 1) bevegelse av levende fugler, rovfugler, byt-



10

15

20

25

30

tefugler, brevduer og kommersielle fjazrfe; 2) bevegelse av
folk og utstyr; 3) bevegelse av fjerfeprodukter; 4) lufts-
predning; 5) forurenset fjerfefér; 6) forurenset vann; 7)
ufullstendige inaktiverte eller heterogene vaksiner.
Ifglge OIE er Newcastle sykdom en sykdom hos fjarfe forar-
saket av et virus av fugleparamyksovirus serotype 1 (APMV-
1) som har en intracerebral patogenisitetsindeks (ICPI) i
dagsgamle kyllinger pa 0,7 eller stgrre. Virulente virus
kan ogsad bli bekreftet ved tilstedevaerelsen av flere ba-
siske aminosyrer ved C-terminalen av F2-proteinet og
F(fenylanin) ved residu 117 som er N-terminalen av Fl-pro-
teinet. Det & ikke vise denne aminosyresekvens ville kreve
karakterisering ved ICPI-tester. Ordet ”“fjerfe” refererer
til tamfjerfe, kalkuner, broilere, ender, gjess, vaktler,
duer, fasaner, villduer og strutsefugl som blir odlet og
holdt i fangenskap for avl, produksjon av kjgtt eller egg
for konsumpsjon, eller for & spe pa viltbestanden.

I henhold til Alexander (1988) har tre panzootyper av New-
castle sykdom oppstatt siden den fegrste gjenkjennelse av
sykdommen. Den forste representerte de opprinnelige ut-
brudd av sykdommen og synes & ha oppstatt i1 Sydgst-Asia.
Isolerte utbrudd, sd& som det i England i 1926 var tilfel-
dige introduksjoner fgr hovedmengden som sakte beveget seg

gjennom Asia til Europa.

Et andre panzootisk tilfelle synes & ha startet i Midt-@s-
ten sent pd 1960-tallet og nadde de fleste land i 1973.
Den raskere spredning av dette andre panzootiske tilfellet
var sannsynlig fordrsaket av hovedrevolusjonen innen fjer-
feindustrien med vesentlig internasjonal handel.

Et tredje panzootisk tilfelle pavirket i hovedsak tamme
fugler sa som duer og brevduer (Vindevogel og Duchatel,
1988) . Sykdommen oppsto tilsynelatende i Midt-@sten sent
pd 1970-tallet. I 1981 hadde den nadd Europa og spredde

seg sa raskt til alle deler av verden i hovedsak som et re-
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sultat av kontakt mellom fugler ved konkurranser og utstil-

linger og den internasjonale handel med slike fugler.

I dag er Newcastle sykdom fremdeles spredd i mange land i
Asia, Afrika, Amerika og Europa. Kun landene i Oseania sy-

nes & vere relativt fri for sykdommen (Spradbrow, 1988).

NDV tilhgrer ordenen Mononegavirales, familien Paramyxovi-
rida, subfamilien Paramyxovirina, genus Rubulavirus. Ved
siden av NDV, generelt kalt fugleparamyxovirus type 1, &atte
andre serotyper betegnet fugleparamyxovirus type-2 til -9
blir distingvert pa basis av sitt antigene slektskap i he-
maglutineringsinhiberingsforsgk og serumngytraliserings-
forsgk (Alexander, 1993).

Til tross for konsistensen av den serologiske gruppering
finnes det enkelte kryssforhold mellom virus av de for-

skjellige serotyper.

Genomet av NDV er et enkeltkjedet RNA-molekyl av negativ
polaritet, komplementert til messenger RNA som koder for
virusproteiner. RNA-genomet er omtrent 15.200 nt stort og
koder for de fglgende genprodukter (listet fra 3’ -ende til
5’ -ende av det genomiske RNA): nukleokapsidprotein (NP),
fosfoprotein (P), matriseprotein (M), fusjonsprotein (F),
hemagglutinin-neuraminidase (HN), og stort polymerasepro-
tein (L) (Chambers et al., 1986).

RNA-materialet er kompleksbundet med NP-, P- og L-proteiner
for & danne en ribonukleokapsidpartikkel (RNP) som er om-
gitt av en kappe som er foret pa innsiden av M-proteinet.
Kappen inneholder F- og HN-proteinene som er involvert i
festing og en penetrasjon av vertscellen.

Replikasjon av NDV er lik strategien benyttet av andre pa-
ramyxovirinae. Det initielle trinn er festing av viruset
til vertscellereseptorene skaffet til veie av HN-proteinet.

Fusjon av den virale kappe med vertscellemembranen er av-
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hengig av virkningen av bade HN- og F-proteinene og resul-
terer i frigjeringen av RNP i cytoplasma hvor virusreplika-
sjonen finner sted.

Den virale RNA-avhengige RNA-polymerase (som er en del av
RNP) danner komplementare transkripter som virker som mRNA-
forbindelser og blir brukt av cellens translasjonsmaskineri
for syntesen av virusproteiner. Grunnet akkumulering av
NP-protein skifter RNA-polymerasekomplekset fra transkrip-
sjon til replikasjon, noe som resulterer i syntesen av ge-

nomiske og antigenomiske RNA-molekyler av full lengde.

Nylig dannede RNP blir innkapslet ved cellemembranen ved
virkningen av M-proteinet og F- og HN-proteinene som har
akkumulert i den cellulzre plasmamembranen. Nylig dannede
viruspartikler blir frigjort fra den infiserte celle med en
knoppskytningsmekanisme. For mer detaljert informasjon om-
kring NDV-replikasjonen, se Peeples (1988). For en nylig
oversikt av den molekylare bioclogi av paramyxovirinae (se
Lamb og Kolakofsky (1996)).

Ved siden av kommersielle husfjerfe (dvs. kyllinger, kalku-
ner, fasaner, broilere, ender, gjess, duer) er en mengde

fangede, semitamme og frittlevende fugler innbefattende mi-
gratoriske vannfugler, mottakelige for NDV og kan vare pri-

mere infeksjonskilder (Kaleta og Baldauf, 1988).

Patogenisiteten av NDV-stammer er i stor grad forskjellig
fra vert til vert. De mest resistente arter synes & vare
vannfugler, mens de mest mottakelige er flokkfugler som
danner temporazre eller permanente flokker. Kyllinger er
svart mottakelige, men ender og gjess kan vare infisert og
vise fa eller ingen kliniske tegn, selv med stammer som er

dodelige for kyllinger.

Newcastle sykdom er komplisert i at forskjellige isolater
og stammer av viruset kan indusere enorm variasjon i alvor-

ligheten av sykdommen. Beard og Hanson (19184) grupperte
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NDV-stammer og isolater i forskjellige patotyper som rela-
terer til sykdomstegn som kan bli observert i fullstendige
mottakelige kyllinger: 1) viskerotopisk velogenisk NDV som
danner akutte dedelige infeksjoner hvor bledningslesjoner
er fremtredende i tarmen; og neurotropiske velogene NDV som
gir hgy dedelighet forlgpet av respiratoriske og nevrolo-
giske tegn, men ingen tarmlesjoner; 2) mesogent NDV som gir
lav mortalitet, akutt respiratorisk sykdom og nervgse tegn
i enkelte fugler; 3)lentogent NDV som gir mild eller ikke
synlige respiratoriske infeksjoner eller til og med asymp-
tomatisk enterisk NDV, avirulente virus som synes & repli-
kere i hovedsak i tarmkanalen. Noe overlapping mellom teg-
nene assosiert med de forskjellige grupper har blitt rap-

portert.

Viruset kommer inn i kroppen via luftveiene og tarmkanalen
eller via wsyet. I trakea blir viruset spredd ved silier
virkning eller ved celle-til-celle-virkning. Etter initial
multiplikasjon ved innfgringsstedet blir virus fgrt under
episoder av viraemia til lever, nyre og lunger. Virus fra
enkelte stammer nadr vitale organer som lever og nyrer meget
raskt, slik at fuglene kan dg fer sykdomssymptomer er tyde-
lige.

De fleste virus nar sentralnervesystemet via blodet feor
stegrre mengder antistoff eksisterer. En lang asymptomatisk
beretilstand antas & inntreffe i psittasines, utgjegr en po-
tensiell trussel for fjerfeindustrien. En langtids bare-
tilstand av bade lentogene og velogene virus kan ogsa eks-

istere i1 kyllinger (Heuschele og Easterday, 1970}.

I lopet av replikasjonen av NDV er det ngdvendig for pre-
kursor-glykoproteinet Fo & bli spaltet til Fl og F2 for at
virusavkommet skal vare infeksjonsdyktig (Rott og Klenk,
1988) . Denne posttranslasjonelle spaltning blir fremmet av
vertscelleproteaser. Dersom spaltning ikke finner sted
blir ikke-infeksjonsdyktige viruspartikler dannet og viral

replikasjon kan ikke fortsette. Fo-proteinet av de viru-
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lente virus kan bli spaltet av en mengde proteaser, men Fo-
proteiner i virus av lav virulens er begrenset i sin fol-
somhet, og disse wvirus kan kun vokse in vivo i visse verts-
celletyper og kan generelt ikke bli dyrket in wvitro.

Lentogene virus replikerer kun i omrader med trypsinlig-
nende enzymer s& som luftveiene og tarmkanalen, mens viru-
lente virus kan replikere i en mengde vev og organer, noe

som resulterer i dgdelig systemisk infeksjon.

Aminosyresekvensering av Fo-prekursoren har vist at lav-vi-
rulensvirus har et enkelt arginin (R) som binder F2 og Fl
kildene, mens virulente stammer har ytterligere basiske
aminosyrer som danner to par sa& som K/R-X-K/R-R-F ved
spaltningssetet. Videre starter F2-kjeden av virulente
stammer generelt med et fenylalaninresiduum mens de ikke-

virulente stammer starter generelt med et leucin.

For et par stammer av NDV blir HN-proteinet ogsd fremstilt
som en prekursor som krever spaltning for a vare biologisk
aktivt (Garten et al., 1980; Millar et al., 1988).

Ved siden av spaltbarhet av F- og HN-proteinene kan andre
virale faktorer tilfgre patogenisitet. Madansky og Bratt
(1978, 198la, 1981b) har vist at endringer i transkripsjon
og translasjon kunne modulere vekst og celle-til-celle

spredning av viruset og/eller cytopatogenisiteten.

Den initielle immunrespons pa infeksjon med NDV er celleme-
diert og kan vare paviselig s& tidlig som 2 - 3 dager etter
infeksjon med levende vaksinestammer. Dette forklarer
sannsynligvis den tidlige beskyttelse mot angrep som har
blitt funnet 1 vaksinerte fugler fgr en malbar antistoffre-
spons blir funnet (Gough og Alexander, 1973).

Ved omkring 1 uke etter infeksjon kan sirkulerende anti-
stoff beskytte vertsorganismen fra reinfeksjon. I den tid-

lige fase er IgM involvert, fulgt av IgG. Titre og beskyt-
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telse har en topp etter omkring 3 uker og synker gradvis
dersom det ikke er noen forsterkning. Dette betyr at for
eldre fugler er revaksineringer ngdvendige.

Kun levende vaksiner administrert via respiratorisk rute
stimulerer antistoff 1 alle mukosale overflater sa vel som
i serum. Inaktivert vaksine, selv nar den innferes via in-
tramuskuler rute fremskaffer ikke lokal resistens i luft-
veiene til tross for hgye konsentrasjoner av antistoff i

serum.

Dette uthever viktigheten av levende vaksiner som er i
stand til & presentere viralt antigen til de gvrige luft-
veier for & indusere bade lokal og systemisk immunitet.
Sméa dréper trenger inn i de nedre luftveier for derved &
fremskaffe en i hovedsak humoral immunrespons, mens store

dréaper stimulerer lokal immunitet i de @vre luftveier.

Fglgelig gir aerosoler med et bredt drapesterrelsesomrade
den beste totale lokale og humorale immunitet.

Det bgr imidlertid bemerkes at til tross for intens vaksi-
nering med tilgjengelige vaksiner som danner hgye niva av
antistofftitre, kan virus fremdeles bli funnet fra mukgse

overflater.

Identifiseringen av Newcastle sykdom i USA fgrte til anven-
delsen av inaktiverte vaksiner (Hofstad, 1953). Observa-
sjonen at enkelte av de enzootiske virus ga kun mild sykdom
resulterte forst i utviklingen av den mesogene levende vak-
sine Roakin (Beaudette et al., 1949) og etterfglgende, i
utviklingen av den mildnere Hitchner Bl (Hitchner og John-
son, 1948) og LaSota (Goldhaft, 1980) stammer som na er de
hyppigst brukte levende vaksiner.

Fra en artikkel av A. Garcia-Sastre (Tibtech, wvol. 16, no
5, 1998, s. 230 - 235) er det kjent rekombinante virus med
spesifikke mutasjoner 1 kodende og ikke-kodende regioner i
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deres genomiske RNA. Videre beskriver N. St&auber et al
(Vaccine, vol. 13, nr 4, 1995, s. 360 - 364) deteksjon av
Newcastle dicease-virus, NDV i fjerfevaksiner ved bruk av
PCR og direkte sekvensering av amplifisert cDNA. I EP
780475 er det beskrevet metoder i forbindelse med genere-
ring av ikke-segmenterte negativt-tradet RNA-virus (para-
myksovirus) fra klonet c¢DNA, og 1 Journal of General Viro-
logy, vol. 67, nr. 3, 1986, s. 475 — 486 beskriver P. Cham-
bers et al, at c¢DNA til 90% av NDV-genomet har blitt klonet

og karakterisert.

NDV levende vaksiner kan bli oppdelt i to grupper, lento-
gene og mesogene. Mesogene stammer er egnet kun for sekun-
der vaksinering av fugler grunnet deres stgrre virulens.
Immunresponsen gker ettersom patogenisiteten av den levende
vaksine gker. Fglgelig for & oppna det onskede beskyttel-
sesniva uten alvorlig reaksjon blir for tiden brukte vaksi-
neringsprogrammer benyttet som involverer sekvensiell bruk
av progressivt mer virulente vaksiner eller levende vaksi-
ner fulgt av inaktiverte vaksiner.

En av hovedfordelene ved levende vaksiner er at de kan bli
administrert med billige masseapplikasjonsteknikker., En
vanlig metode for applikasjon er via drikkevannet. Imid-
lertid mé& drikkevannsapplikasjon bli ngye overvaket etter-
som viruset kan bli inaktivert av hey varme og lys og av

virusidale urenheter 1 vannet.

Masseapplikasjon av levende vaksiner med spray og aerosoler
er ogsd meget populart grunnet lettheten som store antall
fugler kan bli vaksinert pa over en kort tid. Det er vik-
tig & oppnéd den korrekte partikkelstegrrelse ved & kontrol-
lere betingelsene hvorunder partiklene blir dannet.

For tiden benyttede levende vaksiner har flere ulemper.
Vaksinen kan fremdeles gi sykdomstegn avhengig av miljgmes-
sige betingelser og tilstedevarelsen av kompliserende in-

feksjoner. Folgelig er det viktig & benytte ekstremt milde
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virus for primer vaksinering og som et resultat er flere
vaksineringer vanligvis ngdvendige. Videre kan maternalt
avledede antistoff forhindre riktig primer vaksinering med

levende lentogene vaksiner.

Inaktiverte vaksiner blir vanligvis dannet fra infeksjons-
dyktig allantoinveske som bli behandlet med formalin eller
betapropiolakton for & avlive virusene og blandet med pas-
sende adjuvant. Inaktiverte vaksiner blir administrert ved
injeksjon, enten intramuskulert eller subkutant. Inakti-

verte vaksiner er dyre & fremstille og tilfgre.

Imidlertid blir inaktiverte olje-emulsjonsvaksiner ikke sa
uheldig pavirket av maternal immunitet som levende vaksiner
og de kan bli benyttet i dagsgamle kyllinger. Fordeler med
inaktiverte vaksiner er de lave niva& av uheldige reaksjoner
i vaksinerte fugler, i hgye niva av beskyttende antistoff,
og den lange varighet av beskyttelsen. Ingen av de oven-
nevnte vaksiner kan serologisk bli adskilt fra villtype
NDV,.

Utviklingen av rekombinante virale vaksiner har vart av in-
teresse for fjerfeindustrien i et antall ar. Konseptet er
4 sette inn gener av kritiske immuniserende epitoper av et
sykdomsfremkallende stoff av interesse i et ikke-essensielt
gen hos et vektorvirus. Vaksinering med det rekombinante
virus resulterer sdledes i immunisering mot bade vektorvi-
ruset s& vel som det sykdomsfremkallende middel av inter-

esse.

Flere typer virus har blitt foreslatt som potensielle le-
vende virale vaksiner for fjarfe. To fuglevirus som har
stor oppmerksomhet er fuglekoppevirus (FPV) og herpesvirus
hos kalkuner (HVT). Fuglekoppevirus er et DNA-virus som
har et stort genom og er saledes betraktet & ha tilstrekke-

lig rom til & bare fremmede gener.



10

15

20

25

30

10

Nar de svekkes forarsaker ikke FPV klinisk sykdom og blir
vanlig benyttet som en vaksine i kyllinger. HVT er ogsad et
DNA-virus og blir klassifisert som serotype III av Mareks
sykdomsviruset (MDV)familien. HVT er ikke-patogent for
kyllinger, men kryssbeskyttende mot MDV og blir vanligvis

benyttet for a vaksinere kyllinger mot Mareks sykdom.

Det har blitt vist at beskyttelse mot Newcastle sykdom kan
bli indusert ved a bruke rekombinante HVT- eller FPV-vaksi-
ner (Morgan et al., 1992, 1993; Heckert et al., 1996;
Boursnell et al., 1990; Taylor et al., 1990).

Imidlertid ble igangsettingen av beskyttelse mot Newcastle
sykdom etter vaksinering med slike rekombinante vaksiner
som uttrykker enten NDV F-proteinet eller bade F- og HN-
proteinene alvorlig forsinket sammenlignet med den som fgl-
ger vaksinering med en konvensjonell levende eller inakti-
vert NDV-vaksine, trolig fordi de rekombinante vaksiner
ikke gir et bredt nok immunologisk spektrum av antigent re-
levante NDV-epitoper andre enn dem funnet pa NDV-proteinet
som blir uttrykt ved den rekombinante vaksine eller blir
ikke tilstrekkelig presentert for immunsystemet.

Videre ble lokal, (mukosal, respiratorisk eller enterisk)
beskyttelse ikke effektivt indusert i fugler vaksinert med
det rekombinante materiale. Dette er en alvorlig ulempe
siden vaksiner benyttet for primzr vaksinering mot respira-
toriske sykdommer m& indusere lokal immunitet for & for-
hindre infeksjon og spredning av virulente virus som infi-
serer kyllinger oppavlet under feltbetingelser.

Antistoff mot NDV som er i stand til & beskytte vertsorga-
nismen kan bli malt i virusngytraliseringstester. Imidler-
tid siden neytraliseringsresponsen synes & vare parallell
med hemagglutineringsinhiberings (HI)responsen blir sist-
nevnte test ofte brukt for & undersgke den beskyttende re-

spons, spesielt etter wvaksinering.
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Antistoff mot badde F- og HN-proteinene kan ngytralisere
NDV. Imidlertid synes antistoff mot F-proteinet & indusere
sterre neytralisering enn dem rettet mot HN in vivo og in
vitro forsgk (Meulemans et al., 1986).

Tilstedevarelsen av spesifikke antistoff mot NDV i1 serumet
hos en fugl gir lite informasjon angdende den infiserende
stamme av NDV og har felgelig begrensende diagnostisk

verdi.

Den totale tilstedevarelse av lentogene NDV-stammer i fug-
ler 1 de fleste land og den nesten universelle bruk av le-
vende vaksiner som ikke kan bli adskilt, i det minste ikke
serologisk fra villtype NDV, betyr at kun padvisningen av
infeksjon sjelden er tilstrekkelig arsak for kontrolltiltak
a bli satt i gang. Siden feltsykdom kan vare et updlitelig
mal pa den sanne virulens av viruset, er det nedvendig yt-

terligere & karakterisere som er funnet.

For tiden er den eneste metoden av Newcastle sykdomsdiag-
nose som tillater karakterisering av den infiserende
stamme, virusisolasjon fulgt av patogenisitetstesting. For
tiden blir tre in vivo-tester benyttet for dette formal: 1)
gjennomsnittlig dedstid (MDT) i egg; 2) intracerebral pato-
genisitetsindeks (ICPI) i dagsgamle kyllinger; 3) intrave-
ngs patogenisitetsindeks (IVPI) i 6 uker gamle fugler.

Disse tester lider av et antall ulemper, s& som tilgjenge-
ligheten pd dyr, darlig reproduserbarhet og den relativt
lange varighet av forsgkene. Sist, men ikke minst tillater
ikke disse testene en enkel serologisk identifisering av
fjerfe vaksinert med en vaksine eller infisert med en vill-

typestamme.

Som et alternativ til in vivo tester har polymerase kjede-
reaksjonen (PCR) pa god mate blitt brukt for & skjelne mel-

lom virulente og ikke-virulente isolater (Stduber et al.,
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1995; Kant et al,. 1997), men igjen er serologisk differen-

siering ikke mulig.

Oppavlingen av fjarfe og handel av deres produkter blir na
organisert pa internasjonal basis, ofte under overvakning
av multinasjonale selskaper. Trusselen fra Newcastle syk-
dom har vist seg som et hemmende moment 1 slik handel.

Riktig kontroll av Newcastle sykdom vil kun bli oppnadd nar
alle land rapporterer utbrudd. Imidlertid er internasjo-
nale avtaler ikke enkle grunnet den enorme variasjon 1 om-
fanget av sykdomsovervakningen i forskjellige land. En-
kelte land vaksinerer ikke, og vil ikke @nske noen form for
NDV introdusert i hjemlig fjerfe fordi vaksinert fjerfe
ikke kan bli skjelnet fra dem infisert med villtype NDV.

Andre tillater kun bruken av spesifikke levende vaksiner og
betrakter andre vaksiner som uakseptabelt virulente. Enda
andre land har fortsatt tilstedevarelse av sirkulerende
hgyt virulente virus som ikke er kjent som sadan fordi stor
sykdom blir maskert av vaksinering.

I mange land eksisterer lover for & kontrollere utbrudd av

Newcastle sykdom som kan oppsta. Nasjonale kontrolltiltak

blir rettet mot det & forhindre innfegring og spredning. De
fleste land har restriksjoner angdende handel i fjarfepro-

dukter, i egg og levende fjzrfe. De fleste land har etab-

lert karanteneprosedyrer for import, spesielt for psitta-

sine fugler.

Enkelte land har innfgrt avlivningsmetoder med palagt ned-
slakting av infiserte fugler, deres kontakter og produkter.
Andre krever profylaktisk vaksinering av fugler, spesielt
ved fraver av utbrudd, mens enkelte har en politikk for
ringvaksinering omkring utbrudd for & etablere en buffer-

sone.
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Det finnes klart et behov for bedre vaksiner og for bedre
diagnostiske metoder som kan bli brukt for & kontrollere
Newcastle sykdom. Grunnet bade de store forskjeller i do-
sen som blir mottatt av individuelle fugler under massetil-
fgring av levende vaksiner og variasjonen i nivad av mater-
nal immunitet i unge kyllinger er postvaksineringsreaksjo-
ner ved levende vaksiner uunngdelige. Dette er en av ho-
vedbekymringene til begnder i land hvor vaksinering er pa-

lagt.

Videre er mange vaksiner blandinger av subpopulasjoner.
Nar klonet kan disse subpopulasjoner vaere signifikant for-
skjellige fra hverandre i immunogenitet og patogenisitet
(Hanson, 1988).

Imidlertid er den stegrste ulempen med for tiden benyttede
levende vaksiner og inaktiverte vaksiner det faktum at vak-
sinerte dyr ikke kan bli skjelnet fra infiserte dyr med for
tiden benyttede undersgkelsesteknikker s& som hemaglutine-
ringsinhibering eller virusngytraliseringsforsgk.

Virulente feltvirus kan fremdeles bli spredd i vaksinerte
flokker siden sykdomssymptomer blir maskert av vaksinering,.
Siden virusisolering og karakterisering av virulens ved in
vivo-teknikker ikke er mulige i stor skala, finnes et stort
behov for nye og effektive svekkede levende vaksiner som

kan bli serologisk skjelnet fra feltvirus.

Slike vaksiner, kalt NDV-markgrvaksiner (og medfglgende di-
agnostiske metoder og sett) som bgr gir det storst mulige
immunologiske spektrum av antigenisk relevante NDV-epitoper
og likevel bgr vare serologisk distinkt fra villtype NDV er
enda ikke tilgjengelige.

Oppfinnelsen fremskaffer et fugleparamyksovirus-cDNA som
tillater & danne genetisk modifiserte fugleparamyksovirus

og en fugleparamyksovirusmarkgrvaksine.
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Innfgringen av moderne molekyle&re biologiske teknikker har
tillatt genetisk modifikasjon av mange RNA-virus innbefat-
tende negativt kjedede RNA-virus. Denne teknikk blir ofte
referert til som "revers genetikk". Det fremskaffes fgrst
en (fullengdet) cDNA-kopi av det virale RNA hvorpa dette
DNA transkriberes 1 mottakelige celler for & danne infek-
sjonsdyktige RNA som igjen kan replikere for & danne infek-
sjonsdyktige viruspartikler.

Generelt ved foregaende modifikasjon av c¢DNA med standard
molekylere biologiske teknikker er det mulig & oppnd et ge-
netisk modifisert RNA-virus. Imidlertid har dette aldri
materialisert seg for NDV eller andre fugleparamyksovirus,
og det har heller ikke vert mulig & danne minigenomfragmen-
ter eller plasmider av fugleparamyksovirus-genomiske frag-
menter for & studere replikative hendelser hos fuglepara-
myksovirus for derved & gi en forstaelse av hvordan infek-

sjonsdyktige kopivirus kan konstrueres.

Overraskende, selv om det i denne beskrivelse det har na
blitt fullstendig etablert at genomet hos fugleparamykso-
virus er det minste av alle paramyksovirusgenomer sekven-
sert til i dag, er spesielt den 5'-terminale endesekvens av
NDV-genomet mye lenger enn hva som tidligere hadde blitt
etablert og var ventet ved sammenligning med andre Paramyx-—
oviridae. Oppfinnelsen fremskaffer nd for fegrste gang en
full sekvens av et fugleparamyksovirusgenom og gir full-

lengdet eller minigenomisk lengdet cDNA av et slikt wvirus.

Oppfinnelsen fremskaffer herved fugleparamyksovirus-cDNA
som angitt i krav 1 og som omfatter minst en nukleinsyre-
sekvens tilsvarende 5'-terminal ende av genomet hov fugle-
paramyksovirus som tillater & danne infeksjonsdyktig kopi
av fugleparamyksovirus hvor nevnte ¢DNA fortrinnsvis omfat-
ter et fullengdet cDNA. Imidlertid fremskaffer oppfinnel-
sen ogsd cDNA som omfatter minst en nukleinsyresekvens til-
svarende 5'-terminal ende av genomet hos fugleparamyksovi-

rus for derved & tillate og danne et replikerende fuglepa-
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ramyksovirus minigenom. Slike minigenomer kan fordelaktig
bli brukt for & transkribere RNA og/eller uttrykke protein
fra modifiserte nukleinsyresekvenser. Oppfinnelsen frem-

skaffer et c¢DNA i henhold til oppfinnelsen som minst delvis
er avledet fra Newcastle Disease Virus, for eksempel hvor

nevnte Newcastle Disease Virus er et lentogent virus, fort-
rinnsvis avledet fra en vaksinestamme s& som LaSota-stamme

ATCC VR-699.

Oppfinnelsen fremskaffer videre et ¢DNA i henhold til opp-
finnelsen ytterligere utstyrt med en modifikasjon s& som en
delesjon, innsetning, mutasjon, reversering eller annet i
en nukleinsyre. For eksempel er et cDNA fremskaffet hvor
nevnte modifikasjon omfatter en nukleinsyre som koder for
et modifisert protease spaltingssete, for eksempel hvor
nevnte spaltingssete er et protease spaltingssete av fu-
sjonsproteinet (F).

I enda en annen utfgrelsesform fremskaffer oppfinnelsen et
cDNA i henhold til oppfinnelsen hvor nevnte modifikasjon
omfatter en nukleinsyre som koder for et viralt hybridpro-
tein s& som et hemaglutinin-neuraminidase (HN) hybridpro-
tein som beskrevet i den eksperimentelle del av oppfinnel-
sen. Oppfinnelsen fremskaffer ogsa et cDNA i henhold til
oppfinnelsen hvor nevnte modifisering omfatter en delesjon
i en nukleinsyre som koder for et viralt protein, s& som et

matriseprotein (M).

Oppfinnelsen fremskaffer ytterligere et ¢DNA i henhold til
oppfinnelsen som i tillegg er utstyrt med en nukleinsyre
som koder for et heterologt antigen, fortrinnsvis hvor
nevnte antigen er avledet fra et fuglepatogen som, for eks-
empel, beskrevet nedenfor. Et RNA og protein avledet
derav, fremskaffet fra et ¢cDNA i henhold til oppfinnelsen
er ogsa fremstilt.

I de senere ar har et antall ikke-segmenterte negativt kje-

dede RNA-virus blitt fullstendig karakterisert, og funda-
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mentalt arbeid pd replikasjonen og ekspresjonen av deres
genomer har kulminert i muligheten til & danne infeksjons-
dyktige virus fullstendig ved & transfektere celler med
klonet cDNA fra nevnte virus (oversikt av Conzelmann,

1996) .

Til i dag har infeksjonsdyktige virus av ikke-segmenterte
negativt kjedede RNA-virus dannet fra klonet c¢DNA av for
eksempel rabiesvirus (Schnell et al., 1994; Conzelmann;
EP0702085A1) . (Schnell et al., 1994; EP0702085Al1), vesiku-
lert stomatitisvirus (Lawson et al., 1995; Whelan et al.,
1995), Sendaivirus (Garcin et al., 1995), meslingvirus (Ra-
decke et al., 1995; Schneider et al., 1997; EP0780475Al1),
humant respiratorisk syncytialvirus (Collins et al., 1995),
rinderpestvirus (Baron and Barrett, 1997), og humant pa-
rainfluensavirus type 3 (Hoffman and Banerjee, 1997, Con-
zelmann; P0702085A1), (Schnell et al., 1994; EP00702085A1).

Imidlertid er alle av de ovennevnte infeksjonsdyktige vi-
ruskopier i stand til a vokse bade in vivo s& vel som in
vitro i vertsorganismer, vev eller celler av forskjellig
opprinnelse, noe som tillater lett cDNA-transfeksjon og re-
plikasjon og fremstilling av infeksjonsdyktige viruspartik-

ler 1 en egnet cellelinje.

Slik mulighet eksisterer ikke for NDV og klart ikke for
lentogene NDV-stammer som kan danne en vaksine. Virulens
av en slik NDV-stamme er assosiert med dets egenskap & re-
plikere i en bred samling celler, noe som er reflektert av
det faktum at virulente stammer lett kan replikere in vitro
og in vivo, mens vaksinestammer bare kan replikere in vivo.

Sdledes med NDV oppstar en "catch 22"-situasjon. Selv om
forsek pad 3& danne en infeksjonsdyktig kopivirus fra for ek-
sempel infeksjonsdyktig cDNA muligens kan resultere i in-
feksjonsdyktige virus, er slike virus generelt ikke egnet
til bruk som en vaksine fordi de saledes fremstilte infek-

sjonsdyktige virus iboende er for virulente til & bli brukt
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som vaksine; og det faktum at den kan bli dannet og repli-
kert etter transfeksjon av cDNA pad en cellelinje reflekte-
rer dets lette spaltbarhet av Fo-proteinet til Fl og F2,
som diskutert ovenfor, som er kjennetegn for virulens av et
NDV.

A bruke en vaksinestamme som opphavsmateriale for cDNA-ma-
teriale vil ikke l@gse dette problem idet en vaksinestamme,
spesielt av en lentogen type ikke inneholder et lett spalt-
bart Fo-protein noe som gjor det umulig for fgrste genera-
sjonsvirus & fortsette og replikere. Cellen benyttet for
transfeksjon vil ganske enkelt ikke vere i stand til a
stegtte en eller flere replikasjonsrunder av vaksinetypevi-

rus med et ikke-spaltet Fo-protein.

Oppfinnelsen fremskaffer nd elegant en lessning for dette
problem og gir derved infeksjonsdyktige kopi-NDV, for eks-
empel for bruk i en vaksine.

Oppfinnelsen fremskaffer en fremgangsmate for a danne in-
feksjonsdyktige kopier av Newcastle Disease Virus omfat-
tende & transfektere celler som er i stand til & uttrykke
viral NP-, P- og L-proteiner for kompleksdanning med viralt
RNA med klonet fullengdet eller genomisk lengdet cDNA av
nevnte virus og som videre omfatter & inkubere nevnte cel-
ler i vekstmedium omfattende proteolytisk aktivitet som

tillater spalting av Fo-proteinet av nevnte virus.

I Sgkers system kan ko-transfeksjon av et plasmid som ut-
trykker NP bli sleyfet. NP blir sannsynligvis uttrykt fra
fullengdet c¢DNA fordi NP-genet er det f@grste genet etter 5'
ende av det antigenomiske RNA. Siden eukaryotisk mRNA van-
ligvis er monocistronisk blir ekspresjon av distale gener
ikke ventet. Imidlertid er det mulig & danne full-lengdet
cDNA hvor de relative posisjoner av NDV-genene er endret.
Dersom det fgrste gen av et slikt c¢DNA er P- eller L-genet
er det ikke ngdvendig a uttrykke det tilsvarende genprodukt
fra et ko-transfektert plasmid.
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Som et alternativ til & bruke fullengdet cDNA, er det mulig
& bruke to eller flere subgenomiske cDNA som danner repli-
kasjonskompetente subgenomiske RNA og som sammen uttrykker
den fulle mengde av fugleparamyksovirusproteiner. Selv om
RNA-delene blir pakket separat, kan de resulterende virus-
lignende partikler bli brukt for suksessive replikasjons-
runder ved hijelp av ko-infeksjon og komplementering av gen-

funksjoner.

I en foretrukket utfgrelsesform fremskaffer oppfinnelsen en
fremgangsmate hvor nevnte proteolytiske aktivitet er avle-
det fra et enzym, sd som et trypsinlingende enzym, eller er
avledet fra en blanding omfattende nevnte proteoclytiske ak-
tivitet. I en svaert foretrukket utfegrelsesform omfatter
nevnte vekstmedium allantoinvaeske omfattende proteolytisk
aktivitet. Spalting av Fo-proteinet er ngdvendig for dan-
nelsen av infeksjonsdyktige virus. Det er mulig & danne
infeksjonsdyktige virus fra lentogene stammer uten tilset-
ning av eksogent proteolytisk aktivitet. Ved & inokulere
supernatanten av transfekterte celler i allantoinrommet av
embryonerte egg, er den proteolytiske aktivitet som er til
stede i1 allantoinvasken 1 stand til & spalte Fo-proteinet
for & danne det fusjonskompentente F1 - F2 kompleks. Viri-
oner med et slikt aktivert F-protein er 1 stand til & infi-
sere mottakelige celler og replikasjon i celler som uttryk-
ker den egnskelige proteolytiske aktivitet gir infeksjons-
dyktig avkom. Som et alternativ til & fremskaffe den gn-
skede proteolytiske aktivitet til supernatanten hos trans-
fekterte celler, er det for eksempel mulig & bruke en celle
som er permissiv for NDV og som allerede uttrykker nevnte
proteolytiske aktivitet. En slik cellelinje blir brukt for
a4 danne infeksjonsdyktige lentogene NDV uten tilsetning av
eksogen proteolytisk aktivitet. En slik cellelinje kan
0gsd bli dannet ved stabilt & transfektere en cellelinje
med et gen som spesifiserer nevnte aktivitet. Videre er
det mulig & danne en stabil transfektert cellelinje som ut-
trykker villtype F-proteinet i viruskappen for derved a

danne infeksjonsdyktige partikler (i seg selv ikke utstyrt
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med genomisk informasjon som koder for villtype F-protein)
med mulighet for & trenge inn i en celle. Innfanging av
infeksjonsdyktige lentogene virus er ogsa mulig ved infek-
sjon av transfekterte celler med et NDV-hjelpevirus. Et
essensielt krav for et slikt hjelpevirus vil vare at det
kan bli selektert mot, for eksempel ved hjelp av ngytrali-
serende antistoff som fjerner hjelpeviruset, men som ikke
reagerer med det lentogene virus. Endelig er det mulig &
konstruere en stabil transfektert cellelinje som uttrykker
ett, to eller alle av de tre essensielle NDV-proteiner, NP,
P og L. Slike cellelinjer krever ko-ekspresjon av kun et
subsett av de tre essensielle proteiner eller ingen ko-eks-
presjon i det hele tatt for & stotte dannelse av infek-

sjonsdyktige kopivirus.

I en foretrukket utfgrelsesform fremskaffer oppfinnelsen en
fremgangsmate hvor nevnte celler benyttes for transfeksjon
er avledet fra primere eller sekundere kyllingceller eller
cellelinjer. Beskrivelsen fremskaffer for eksempel CER-
eller CEF-celler, som, som de fleste in vitro-celler gene-
relt mangler de passende proteaser som er ngdvendig for &
spalte Fo-proteinet av NDV, for eksempel av stamme LaSota.
Imidlertid kan celler avledet fra for eksempel andre fugler
ogsa bli brukt.

Oppfinnelsen fremskaffer videre en fremgangsmate for a
danne infeksjonsdyktige Newcastle Disease Virus-kopier om-
fattende & transfektere celler med klonet fullengdet eller
genomisk-lengdet c¢cDNA av nevnte virus som for eksempel
identifisert i1 figur 3 og som ytterligere omfatter & inku-
bere nevnte celler 1 vekstmedium omfattende proteolytisk
aktivitet som tillater spalting av Fo-proteinet av nevnte
virus, og som ytterligere omfatter a gjenvinne infeksjons-
dyktige wvirus ved & dyrke nevnte celler og inokulere mate-
riale avledet fra nevnte dyrkede celler i allantoinrommet
av embryonerte egg. Slikt materiale omfatter for eksempel
(innhgstede eller frysetinte) celler eller celleavfall el-

ler supernatant avledet fra nevnte cellekultur.
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For eksempel angir beskrivelsen en fremgangsmate for &
gjenvinne infeksjonsdyktige virus hvor supernatanten av
transfekterte CEF monolag ble inokulert inn i allantoinrom-
met hos embryonerte egg. Fire dager senere ble allantoin-
vasken innhgstet, analysert i et hemaglutineringsassay og

passert videre i egg.

I tillegg fremskaffer oppfinnelsen en fremgangsmate som yt-
terligere omfatter & passere nevnte infeksjonsdyktige kopi
av Newcastle Disease Virus ved a innhgste allantoinvaske og

re-inokulere embryonerte egg.

I en foretrukket utfgrelsesform av oppfinnelsen er det
fremskaffet en fremgangsmadte hvor nevnte virus er et lento-
gent virus, for eksempel avledet fra et avirulent felt-til-
felle av NDV eller fra en vaksinestamme av NDV, sd som La-
Sota-stammen av NDV. Videre er det fremskaffet en frem-
gangsmate for & modifisere et fugleparamyksovirusgenom ved
hjelp av genetisk modifikasjon som tillater introduksjonen
av en eller flere mutasjoner, delesjoner og/eller innset-
ninger eller andre modifikasjoner. For eksempel er det mu-
lig & svekke eller modifisere virulensen av fugleparamykso-
virus ved & modifisere c¢DNA, for eksempel som koder for et
viralt protein s& som V-proteinet, og klone nevnte modifi-
serte ¢cDNA i ¢DNA av full lengde og danne infeksjonsdyktige
kopivirus fra nevnte fullengdede c¢cDNA, for derved & danne
nye NDV-stammer eller nye svekkede levende vaksiner med

forbedrede egenskaper.

Ved siden av svekkelse av modifikasjonen av genprodukter,
er det ogsd mulig & svekke fugleparamyksovirus ved modifi-
kasjon av nukleotidsekvenser som er involvert i transkrip-
sjon og/eller replikasjon. Slike modifiseringer resulterer
i svekkede stammer som uttrykker villtypelignende F-pro-
teiner som er spaltbare bade in vitro og in vivo 1 et bredt
omrade av celler, og er som et resultat mer immunogene enn

de klassiske vaksinestammer.
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I en foretrukket utfgrelsesform er det mulig & svekke eller
modifisere virulensen av et fugleparamyksovirus sa som New-
castle Disease Virus, ved & modifisere et proteasespal-
tingssete av et viralt protein ved & modifisere cDNA som
koder for nevnte spaltingssete, og videre & klone nevnte
cDNA i genomisk lengdet cDNA av for eksempel Newcastle Di-
sease Virus og danne infeksjonsdyktige kopier av Newcastle
Disease Virus. Nevnte spaltingssete er for eksempel et
proteasespaltingssete 1 F- eller HN-proteinet av Newcastle
Disease Virus. Svekkelse er generelt begrenset til reduk-
sjon av virulens, men det er nd ogsa mulig a bruke en rela-
tivt a-virulent stamme av NDV og fremskaffe avkommet fra en
slik stamme med gket virulens, for eksempel ved & utstyre
den med en gket tendens til & replikere i1 en spesiell
celletype. Det er na saledes mulig a tilegne distinkte vi-
rulensattributter til NDV.

Det er ogsd mulig antigent & modifisere fugleparamyksovirus
s& som et Newcastle Disease Virus omfattende & modifisere
cDNA som koder for minst en del av et viralt protein som
inneholder minst en immunodominant epitop, og ytterligere a
klone nevnte cDNA 1 genomisk lengdet cDNA av Newcastle Di-
sease Virus og danne infeksjonsdyktige Newcastle Disease

Virus.

For eksempel er det mulig (ytterligere) & modifisere NDV,
for eksempel & fremstille en infeksjonsdyktig kopi av NDV
(vaksine) som har blitt beskrevet, hvor det fremstilles en
rekombinant NDV markgrvaksine, en markgrvaksine som inne-
holder mest mulige eller ngdvendige immunologiske spektrum
av antigent relevante NDV-epitoper, og likevel er serolo-
gisk distinkt fra villtype NDV fordi en distinkt, serolo-
gisk relevant epitop eller markegr har blitt fjernet ved re-
kombinante teknikker. Det er saledes mulig a modifisere
den antigene struktur av fugleparamyksovirus sa som NDV for
sdledes & tillate fremstilling av for eksempel en levende
NDV-mark@rvaksine som kan bli serologisk adskilt fra fugle-

paramyksovirus feltstammer.



10

15

20

25

30

35

22

I en utfgrelsesform fremstilles infeksjonsdyktige NDV-ko-
pier hvor HN-proteinet av NDV har blitt modifisert ved &
rekombinere cDNA som koder for en del av nevnte HN-protein
med cDNA som koder for en del av HN-protein avledet fra et
fugleparamyksovirus, for eksempel type 2 eller type 4.
Nevnte hybrid HN-protein virker som en serologisk marker
for den infeksjonsdyktige NDV kopistamme sdledes fremstilt
eller kan virke til & endre tropien av fugleparamyksoviru-
set eller andre celler og/eller vev., Disse sakalte markgr-
stammer tillater fremstilling av vaksiner som er et uunn-
verlig verktey for & pavise prevalensen av NDV i kommersi-
elle flokker omkring i verden. Videre vil applikasjonen i
stor skala av slike markgrvaksiner fgre til fullstendig ut-
ryddelse av NDV ved en prosess av intensiv utvelgelse og
fjerning av infiserte flokker.

Videre er det mulig & danne en infeksjonsdyktig NDV ko-
pistamme som uttrykker ett eller flere antigener fra andre
patogener og som kan bli brukt for & vaksinere mot flere
sykdommer. Et slikt infeksjonsdyktig NDV kopivirus, som
for eksempel omfatter et heterologt c¢cDNA som koder for et
heterologt protein fremstilt fra for eksempel fugleinflu-
ensa (AI) (Hemaglutinim (H5 og H7) og Neuraminidase).
Fugleleukosevirus (ALV) (env protein (gp85)), kyllinganemi-
virus (CAV) (VP1+VP2), Mareks sykdomvirus (MDV) (glykoprotein
B (gB), (gH), infeksjonsdyktige laringotrakeitisvirus

(ILT) (gB, gH, gD), infeksjonsdyktige bursalsykdomvirus
(IBDV) (VP2 og VP3), kalkunrinotrakeitisvirus (TRT) (fusjon
(F)protein), fugleparamyksovirus -2, -3, -6 (PMV) (F-pro-
tein, hemaglutinin neuraminidase (HN) eller andre infek-
sjonsdyktige bronkittvirus (IBV)} (peplomerprotein,
nukleoprotein), reovirus (sigmaprotein), adenovirus pneumo-
virus, salmonella enteritidis, kampylobakter jejuni, Esche-
richia coli, Bordetella avium (tidligere Alcaligenes faeca-
lis), Haemphilus paragallinarum, Pasteurelle multocida, Or-
nithobacterium rhinotracheale, Riemerella (tidligere Pa-

steurella) anatipestifer, Mycoplasmata (M. gallisepticum, M
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synoviae, M. mereagridis, M. iowae), eller Aspergilli (A.

flavus, A. fumigatus).

Det kan herved dannes fugleparamyksovirus eller stammer av-
ledet derav som kan bli brukt som en vaksinevektor for eks-
presjonen av antigener fra andre fuglepatogener. Flere
egenskaper gjer NDV til en ideell vaksinevektor for wvaksi-
nering mot respiratoriske eller intestinale sykdommer. 1)
NDV kan lett bli dyrket til meget hoye titre i embryonerte
egg.

2) Massedyrking av NDV i embryonerte egg er relativt bil-
lig.

3) NDV-vaksiner er relativt stabile og kan enkelt bli admi-
nistrert ved hjelp applikasjonsmetoder sd som via drikke-
vannet eller ved spraying eller aerosolformulering

4) Den naturlige infeksjonsrute av NDV er via luftveiene
og/eller tarmkanalen som ogsa er de naturlige hovedruter
for infeksjon av mange andre fuglepatogener.

5) NDV kan indusere lokal immunitet til tross for tilstede-
verelsen av sirkulerende maternal antistoff.

Det har blitt vist at NDV har kraftige antineoplastiske sa
vel som immunstimulerende egenskaper (for en oversikt se
Schirrmacher et al., 1998) [Schirrmacher, V., Ahlert, T.,
Steiner, H. -H., Herold-Mende, C., Gerhards, R. og Hagmil-
ler E. (1998) Immunization with virus-modified tumor
cells. Seminars in Oncology 25: 677-696]. Selv om NDV
ikke synes & vare i stand til & replikere produktivt i nor-
male humane celler, ble en selektiv NDV-mediert avliving av
humane kreftceller merket. Etter lokal NDV-terapi ble vi-
ral onkolyse og fullstendige remisjoner av humane tumor-
xenografter observert i nakne mus. Dette har feort til bru-
ken av NDV for kreftterapi. Imidlertid er det et problem
at slik applikasjon kan v&re begrenset til lokal behand-
ling.

NDV-infeksjon induserer interferoner, kjemokiner og andre

potensielt viktige genprodukter, og introduserer pleiotro-
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piske immunstimulatoriske egenskaper i tumorceller. Dette
konsept har blitt brukt for fremstillingen av autologe tu-
morcellevaksiner som bestar av ferskt opererte prgver som
har blitt infisert med NDV. Denne type vaksine blir kalt
autolog tumorvaksine-NDV eller ATV-NDV (Schirrmacher et
al., 1998). De NDV-infiserte celler blir inaktivert med
gammastrdling, noe som forhindrer celledeling, men som li-
kevel tillater replikasjon av NDV i cytoplasma hos infi-
serte celler. Etter inokulering av pasienter med ATV-NDV
blir T-celler rekruttert via NDV-induserte kjemokiner. En-
kelte av disse T-celler kan uttrykke en T-cellereseptor som
kan reagere med peptider fra tumorassosierte antigener i
kompleks med hovedhistokompatibilitetskompleks klasse 1 mo-
lekyler ved celleoverflaten. Denne interaksjon resulterer
i induksjonen av en cytotoksisk T-cellerespons som resulte-
rer 1 spesifikk dreping av autologe tumorceller.

Det er sdledes mulig at repertoaret og mengden av kjemoki-

ner og immunstimulatoriske proteiner indusert av NDV-infek-
sjon blir modulert. Det er saledes mulig & fremstille re-

kombinant NDV som har blitt modifisert for a inkorporere og
uttrykke (a) heterologe gen(er). Slikt rekombinant NDV kan
bli brukt for & modifisere repertoaret og mengden av immun-
stimulatoriske proteiner i infiserte celler. Slikt rekom-

binant NDV kan inkorporere og uttrykke gener som koder for

humane interferoner, kjemokiner eller andre immunstimulato-
riske proteiner. Nevnte rekombinante NDV kan bli brukt for
fremstilling av ATV-NDV som er kraftigere enn konvensjonell
ATD-NDV. For eksempel: cytokiner IFN-a,-B, TNF-o, IL-1, IL-
6; kjemokiner RANTES, IP-10; andre gener sd som HSP, ACTH,

endorfin, iNOS, EPA/TIMP, NFkB). De pleiotrope immunstimu-
latoriske egenskaper av NDV kan ogsa bli brukt som en adju-
vant for vaksinering av dyr og mennesker mot infeksjonsdyk-
tige sykdommer.

I tillegg er det gitt en metode for & danne en kondisjonalt
dedelig NDV delesjonsmutant som kan bli brukt som en selv-

begrenset ikke-overfegrbar (bzrer)vaksine. En NDV dele-
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sjonsmutant ble dannet som er ute av stand til & uttrykke
matriseproteinet (M) som er involvert i knoppskyting av NDV
ved den indre cellemembranen. Oppfinnelsen gir for eksem-
pel en fenotypisk komplementert NDV-stamme som er ute av
stand til & uttrykke M-proteinet som fremdeles er i stand
til a infisere celler og spre seg ved hijelp av celle-til-
celle-overfogring. Imidlertid er mutantviruset ute av stand
til & danne infeksjonsdyktig avkom pa ikke-komplementerende
celler. Dette viser at fenotypisk komplementerte NDV dele-
sjonsmutanter kan bli brukt som sikre selvbegrensende vak-
siner som er ute av stand til & spre seg inn i miljeget. En
slik ikke-overfgrbar vaksine kombinerer den viktigste for-
del, dvs. effektivitet med den viktigste fordel ved avli-

vede vaksiner, dvs. sikkerhet.

Oppfinnelsen gir Newcastle Disease Virus eller stammer av-
ledet derav, for eksempel ved & passere eller ytterligere
dyrke i embryonerte egg eller passende celler som er avle-
det fra infeksjonsdyktige kopivirus som kan oppnas ved
fremgangsmate gitt av oppfinnelsen.

For eksempel er NDV fremskaffet som har blitt modifisert i
det minste pa en mate for & danne infeksjonsdyktige New-
castle Disease Virus kopier som er svekket, modifisert i
virulens, antigenisk modifisert, som uttrykker et hetero-
logt antigen eller er ikke-overfgrbare eller kombinasjoner

derav.

Med dette gir oppfinnelsen NDV-vaksiner som er sarpreget
for eksempel ved & bare distinkte virulensattributter eller
distinkte antigene karakteristika, det vare seg for markgr-
vaksineformdal og/eller for & uttrykke heterologe antigener
avledet fra andre patogener, det vare seg i overfegrbar
og/eller ikke-overfgrbar form.

En slik wvaksine kan vare en avlivet eller en levende vak-
sine. Foretrukket er en slik vaksine en levende wvaksine,

men avlivede vaksiner som gitt ved oppfinnelsen er gunstige
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under de forhold hvor en levende vaksine ikke er, eller er
kun litt anvendbar, for eksempel pa& grunn av handelsbe-
grensninger eller andre tilstander satt av sykdomskontrol-
lerende myndigheter.

Oppfinnelsen gir nye og effektive vaksiner som kan bli se-
rologisk adskilt fra feltvirus og andre gamle virustyper.
Slike nye vaksiner, kalt NDV-markgrvaksiner gir det steorst
mulige immunologiske spektrum av antigent relevante NDV-
epitoper og er likevel serologisk distinkte fra wvilltype

NDV ved & anvende medfglgende diagnostiske metoder og sett.

Oppfinnelsen gir en mulighet for & distingvere uvaksinerte
dyr eller dyr vaksinert med en NDV-vaksine i henhold til
oppfinnelsen fra dyr som er infisert med villtype NDV eller
vaksinert med en umodifisert mesogen eller lentogen NDV-
vaksinestamme omfattende & ta minst en prgve (sa& som serum,
blod, egg eller gyevaske) fra nevnte dyr og bestemme i
nevnte prgve tilstedevaerelsen av antistoff rettet mot en
immunodominant epitop eller marker uttrykt av nevnte vill-
type eller umodifiserte NDV, men ikke av en vaksine i hen-
hold til oppfinnelsen.

Det kan benyttes antistoff som er rettet mot HN- eller F-
proteinet av NDV, for eksempel et hybridprotein som beskre-

vet 1 den eksperimentelle del av foreliggende beskrivelse.

Det er eksempelvis mulig & benytte en enkel og rask hemag-
lutineringsinhibering (HI)test benyttet for & skjelne mel-
lom vaksinerte dyr og infiserte dyr. Dyr vaksinert med en
markgrvaksine hvor det fullstendige globulare hode av HN av
NDV har blitt erstattet med den tilsvarende del av HN av en
annen serotype vil ikke indusere antistoff mot HN av NDV og
vil fglgelig ikke inhibere hemaglutinering av erytocytter

med NDV-virioner.

Ved & bruke markervaksinevirioner i HI-testen blir anti-

stoff mot det hybride HN-protein pavist og kan bli brukt
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som et mal pa effektiviteten av vaksinering. Som et alter-
nativ blir en ELISA som paviser antistoff mot F-proteinet
av NDV benyttet for & mdle vaksineringseffektiviteten.

Ved siden av HI-testen kan et ELISA bli brukt for & be-
stemme tilstedeverelsen av antistoff mot HN av NDV. Anti-
genet som skal benyttes i et slikt forsek, er for eksempel
HN av NDV som er uttrykt ved rekombinante DNA-teknikker el-
ler et konservert peptid fra HN av NDV.

Et blokkerende ELISA kan ogsa bli brukt. I dette tilfelle
blir ett eller flere monoklonale antistoff mot konserverte
epitoper av HN av NDV benyttet for a bestemme hvorvidt kon-
kurrerende antistoff er til stede i prgver fra vaksinerte
dyr., ELISA-testene kan fordelaktig bli brukt dersom mar-
kervaksinen inneholder et kimerisk HN-protein alene eller
nar et par epitoper av HN av NDV er erstattet.

Oppfinnelsen er ytterligere forklart i den eksperimentelle
del av foreliggende beskrivelse.

EKSPERIMENTELL DEL

MATERIALER OG METODER

Standard kloningsprosesser ble utfert ifeslge Sambrook et
al. (1989), hvis intet annet er nevnt. Alle konstruksjoner
omfattende DNA-fragmenter som ble generert ved bruk av po-
lymerase-kjedereaksjon (PCR), ble verifisert ved sekvens-
analyse. I primersekvensene som oppgis i det folgende, til-
svarer de understrekede nukleoctider NDV-sekvenser, og posi-
sjonen i NDV-genomet oppgis. Nukleotidsekvensen med rest-
riksjonsstillinger som ble brukt for kloning, oppgis med
fet skrift.
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Celler og viruser

CER-celler (Smith et al., 1976) ble dyrket i GMEM/EMEM
(1:1) som inneholdt 5% fgtalt kalveserum og 2% av en anti-
biotikablanding som inneholdt 1000 U/ml Penicillin, 1000
pg/ml Streptamycin, 20 pg/ml Fungizone, 500 pg/ml Polymixin
B og 10 mg/ml Kanamycin. QT35-celler (Moscovici et al.,
1977; Cho, 1982) ble dyrket i medium levert av Gib-
coBRL/Life Technologies (katalog-nr. 041-91536; patentert
sammensetning fra Fort Dodge) supplementert med 5% FCS og

% antibiotikablanding. QM5-celler (Antin og Ordahl, 1991)
ble dyrket i M199-medium supplementert med 10% tryptosefos-
fatkraft, 10% FCS og 2% antibiotikablanding.

NDV-stammen LaSota ble ervervet fra ATCC (ATCC VR-699), og
ble passert to ganger i1 embryonerte egg. Fgr vi startet med
konstruksjonen og kloningen av c¢DNA, ble viruset plakk-ren-
set ved tre runder med plakkrensning pd primere kyllingem-
bryofibroblaster (CEF). Med dette formdl ble viruset tit-
rert pa CEF-celler dyrket i GMEM/EMEM (l1:1) som inneholdt
5% fotalt kalveserum, 2% antibiotikablanding, 5% allantoin-
vaske, 30 mM MgCl,, 200 pg/ml DEAE-dekstran (Sigma) og 0,8%
agar Nobel (Difco). Virus fra den tredje runde med plakk-
rensing (benevnt klon E13-1) ble dyrket i embryonerte egg,
og fire dager etter innpodingen, ble allantoinvasken samlet
og lagret i alikvoter ved -70°C. Rekombinant fjarfekopper-
virus fpEFLT7pol (Britton et al., 1996; heretter benevnt
FPV-T7), som uttrykker T7-RNA-polymerase, var en velvillig
gave fra Dr. Michael Skinner, og ble dyrket pa QT35-celler.

Isoclasjon av viralt RNA

Alle manipulasjoner ble utfgrt i1 RNase-frie glass- eller
plastvarer, og alle cpplesninger ble dannet med RNase-fritt
vann som var blitt behandlet med 1% dietylpyrokarbonat
(DEPC) og sterilisert ved autoklavbehandling. Virus ble
pelletisert fra allantoinveske ved sentrifugering ved

21.000 rpm 1 70 minutter i en Beckman SW40-rotor ved 4°C.
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Pelleten ble gjensuspendert i homogensiert buffer (50 mM
Tris-HCl pH 7,5; 50 mM NaCl; 5 mM Edta; 0,5% SDS}) og be-
handlet med Proteinase K (200 pg/ml) i 90 minutter ved 37°C
under konstant bevegelse. Lysatet ble ekstrahert to ganger
med et likt volum fenol/kloroform (l:1) pH 5,4 og én gang
med et likt volum kloroform. Det virale RNA ble felt fra
den vandige fase ved tilsetning av 0,1 volumer 3M NaOAc pH
5,3 og 2,5 volumer 100% etanol. Felningen ble samlet ved
sentrifugering, vasket én gang med 70% etanol, gjensuspen-

dert i vann og lagret i alikvoter ved -70°C.

Revers transkripsjon

Viralt RNA (1,5 pg) ble blandet med 500 ng primer i et vo-
lum p& 12 pl og inkubert i 10 minutter ved 70°C. 4 pl 5xRT-
buffer (250 mM Tris-HC1l, pH 8,3; 375 mM KCl, 15 mM MgCl,;
GibcoBRL/Life Technologies), 2 pl 0,1M DTT og 2 pl 10 mM
dNTP'er (2,5 mM hver) ble satt til, og blandingen ble inku-
bert i 2 minutter ved 42°C. Revers transkripsjon ble utfert
i et endelig volum pa& 20 pl ved tilsetning av 200 enheter
revers transkriptase (Superscript II; GibcoBRL/Life Techno-
logies) fulgt av inkubasjon i 60 minutter ved 42°C.

Polymerasekjedereaksjon (PCR)

Alle PCR-reaksjoner som ble brukt for & bestemme 3'- og 5'-
ende av NDV-genomet (se nedenfor) ble utfegrt ved bruk av
Tag-DNA Polymerase (Perkin Elmer). For kloning av enkelte
NDV-gener eller store subgenomiske cDNAer ble enten korrek-
turlesende DNA-polymerase PWo eller blandinger av Tag og
Pwo (Expand High Fidelity Kit eller Expan Long Template
Kit) brukt ifglge leverandgrens anvisninger (Boehringer
Mannheim). Alle pregvene ble inkubert i 2 minutter ved 94°C
for starten av det oppgitte antall PCR-sykluser. Etter det
angitte antall PCR-sykluser ble prgvene inkubert ved for-
lengelsestemperaturen i minst 3x varigheten av forlengel-
sestiden av PCR-syklusen. PCR-fragmenter ble renset direkte

ved bruk av High Pure PCR Product Purification Kit
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(Boehringer Mannheim) eller etter agarosegelelektroforese
ved bruk av QiaexII-ekstraksjonssett (Qiagen) i det vesent-
lige som beskrevet av leverandgrene.

Sekvensanalyse

Alle sekvenser ble bestemt ved bruk av PRISM Ready Reaction
Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer).
Reaksjonsblandinger (5 pl) ble underkastet 25 sykluser med
lineer amplifikasjon (10 sek. ved 94°C, 5 sek. ved 50°C og
4 min. ved 60°C) 1 en GeneAmp2400-termosykliserer. Deretter
ble reaksjonsblandingene felt med etanol, vasket én gang
med 70% etanol, gjensuspendert i 15 pl TSR-buffer, vasket
én gang med 70% etanol, gjensuspendert i 15 pl TSR-buffer
(Perkin Elmer) og oppvarmet i 2 minutter ved 94°C for de
ble fylt pd en Applied Biosystems AB310 automatisk sekven-

sierer.

Nukleotidsekvensene av primerne som ble brukt for & sekven-
siere det fullstendige genom av NDV-stammen LaSota, ble en-
ten avledet fra publiserte sekvenser eller fra sekvenser
som ble fastslatt under dette sekvensieringsprosjekt. Pri-
merne vises 1 tabell 1.

Kloning og sekvensiering av 3'- og 5'-termini av genomet av
NDV-stammen LaSota

Nukleotidsekvensen av 3'- og 5'-termini av NDV-genomet ble
bestemt ved bruk av RACE-prosesser (rask amplifikasijon av
cDNA-ender) . NDV-RNA ble brukt i en revers transkripsjons-
reaksjon i et endelig volum pa 20 pl ved bruk av primer
p360 (5'-GGCGATGTAATCAGCCTAGTGCTT-3'; nt 14756-14779) som
ble avledet fra den publiserte sekvens av L-genet av NDV
(Yusoff et al., 1987). Det enkeltkjedede DNA (2,5 pl av RT-
blandingen) ble satt til 8 pmol ankerprimer ALG3 (5'-CACGA-
ATTCACTATCGATTCTGGATCCTTC-3') og ligert over natten ved
romtemperatur i 20 pl reaksjonsblanding som inneholdt 50 mM
Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM MgCl,, 10 pg/ml BSA, 25% PEG, 1 mM
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HCC, 20 pM ATP og 10 enheter T4-RNA-ligase (New England
Biolabs) som beskrevet av Tessier et al. (1986). 1 ul av
ligeringsreaksjonsproduktet ble brukt som sjablone i en
PCR-reaksjon ved bruk av primerne p375 (5'-CAATGAATTCAAAG-
GATATTACAGTAACT-3'; nt 14964-14983) og ALG4 (4'-GAAGGATCCA-
GAATCGAATAG-3') . Sistnevnte primer er komplementer med an-

kerprimeren ALG3. PCR-betingelsene (40 sykluser) var som
folger: 1 min. ved 94°C; 1 min. ved 55°C; og 2 min. ved
72°C. PCR-produktene ble renset og klonet i T-vektor
pBluescriptII-TSK (Ichihara og Kurosawa, 1993). Alternativt
ble de rensede PCR-produkter behandlet med Klenow DNA-poly-
merase I for & danne butte ender, og klonet inn i HincII-
stillingen av plasmidet pGEM4Z (Promega). 13 uavhengige
kloner (8x pBluescriptII-TSK og 5x pGEM4Z) ble sekvensiert
for a bestemme nukleotidsekvensen av 5'-ende av genomet av
NDV-stammen LaSota. Nukleotidsekvensen av 3'-ende ble be-
stemt ved to uavhengige metoder. I metode I ble primeren
ALG3 ligert til 3'-ende av det virale DNA ved bruk av T4-
RNA-ligase som beskrevet av Schiitze et al. (1993). Reak-
sjonsblandingen (endelig volum 10 pl) inneholdt 2,5 pg NDV-
RNA, 100 pmol ALG3, 1 pl 10x T4-RNA-ligasebuffer (500 mM
Tris-HCl, pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP), 1
pl DMSO, 1 pl 10 pM heksaminkoboltklorid, 1 pl RNasin (Pro-
mega) og 10 enheter T4-RNA-ligase (New England Biolabs).
Blandingen ble inkubert over natten ved romtemperatur, og 5
pl av ligeringsreaksjonsproduktet ble br8kt som sjablone i
en revers transkripsjonsreaksjon ved bruk av ALG4 som pri-
mer. 1 pl av RT-reaksjonsproduktet ble brukt i en PCR-reak-
sjon ved bruk av primerne ALG4 og p376 (5'-
GAGCCTTAAGGAGCTGCTCGTACTGATC-3'; nt 137-164), som ble avle-
det fra den publiserte sekvens av 3'-ende av NDV (Ishida et

al., 1986). PCR-betingelsene var som beskrevet ovenfor for
5'-RACE. I metode II ble 3'- og 5'-ende av det virale NDV-
RNA ligert med hverandre ved bruk av T4-RNA-ligase ved bruk
av de samme betingelser som beskrevet ovenfor for metode I.
5 pl av ligeringsblandingen ble brukt som sjablone i en re-
vers transkripsjonsreaksjon ved bruk av primeren p360. 1 pl

av RT-reaksjonsproduktet ble brukt i en PCR-reaksjon ved
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bruk av primerne p375 og p376 og PCR-betingelsene som ble
beskrevet ovenfor for 5'-RACE. PCR-produktene ble behandlet
med Klenow-DNA-polymerase I for & danne butte ender og klo-
net inn i HincII-stillingen av plasmidet pGEM4Z (Promega).
10 uvavhengige kloner (4 fra metode I og 6 fra metode IT)
ble sekvensiert for a bestemme nukleotidsekvensen av 3'-
ende av genomet av NDV-stammen LaSota.

Konstruksjon av en transkripsjonsvektor

En transkripsjonsvektor med lavt kopitall ble konstruert
ved bruk av plasmidet pOK1l2 (Vieira og Messing, 1991) som
grunnleggende replikon. Plasmidet pOKl1l2 ble spaltet med
PvuIll, og DNA-fragmentet som inneholdt replikasjonsopphavet
og Kanamycin-resistens—-genet, ble isolert. Dette DNA-frag-
ment ble ligert til et Ecod47III-AflII-fragment (AflII-stil-
lingen ble gjort butt ved bruk av Klenow-DNA-polymerase I)
fra transkripsjonsvektor 2,0 (en snill gave fra Dr. Andrew
Ball; Pattnaik et al., 1992). Fra det dannede plasmid slet-
tet man et XbaI-NheI-fragment for a eliminere sa mange ens-
artede restriksjonsstillinger som mulig. Det dannede plas-—
mid ble benevnt pOLTVS (fig. 1). Transkripsjonsvektoren
POLTVS inneholder den T7-DNA-avhengige RNA-polymerasepromo-
ter fulgt av ensartede Stul- og Smal-restriksjonsstillin-
ger, det autokatalytiske ribozym fra hepatitis delta-virus
(HDV) og transkripsjonstermineringssignalet fra bakterio-
fagen T7. DNA-fragmenter som er klonet mellom Stul- og
SmaI-restriksjonsstillingene, kan transkriberes enten in
vitro eller in vivo ved bruk av T7-RNA-polymerase. Etter
transkripsjonen inneholder 5'-ende av de dannede transkrip-
ter to G-residuer som kodes for av plasmidet. Grunnet den
autokatalytiske virkning av HDV-ribozymet tilsvarer 3'-ende
av transkriptene det ngyaktige terminale nukleotid av det
klonede DNA-fragment (Pattnaik et al., 1992).
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Konstruksjon av minigenomplasmider

For & undersgke kravene til replikasjon og transkripsjon av
NDV, ble minigenom-plasmider konstruert som inneholdt 3'-
og 5'-terminale partier av NDV som flankerte et reportergen
som erstattet alle NDV-gener (fig. 2). DNA-fragmenter som
tilsvarte 3'- 0g 5'-terminale partier av NDV, ble generert
ved hjelp av PCR ved bruk av Pwo-DNA-polymerase (30 syklu-
ser; 15 sek. ved 94°C, 30 sek. ved 50°C og 30 sek. ved
72°C) og ved bruk av plasmider som inneholdt de ovennevnte

3'- og 5'-RACE-fragmenter som sjabloner (se ovenfor).

3'-parti (ntl-119) ble generert ved bruk av primerne 3UIT
(5"-ACCAAACAGAGAATCCGTGAGTTACGA-3', nt 1-27) og SEAP3 (5'-
ATCGATACTGGTCAGCATGCTGGCAGAAGGCTTTCTCG-3', nt 102-119). 5'-
parti (nt 14973-15186) ble generert ved bruk av primerne
SEAPS5 (5'-GCATGCTGACCAGTATCGATATTACAGTAACTGTGACT-3', nt
14973-14990) og 5NDV (5'-ACCAAACAAAGATTTGGTGAATGACGA-3', nt
15158-15186). De to DNA-fragmenter ble sammenfgyd i en
overlappende PCR (overlappingen vises med kursive bokstaver

i de ovenfor viste primersekvenser) ved bruk av primerne
3UIT og 5NDV. Det dannede DNA-fragment, som er et fusjons-
produkt av 3'- og 5'-ende av NDV adskilt med 20 nukleoti-
der, ble fosforylert ved behandling med T4-polynukleotid
kinase og klonet i begge retninger inn i transkripsjons-
plasmidet pOLTV5 (fig. 1), som ble spaltet med Stul og
Smal, og defosforylert med kalvetarmfosfatase (Boehringer
Mannheim). Til slutt ble SEAP-genet (som kodet for utsond-
ret alkalifosfatase) isolert fra plasmidet pSEAP-Basic
(Clontech) wved spaltning med Sphl og ClalI, og klonet mellom
SphI- og ClaI-stillingene mellom 3'- og 5'-ende av NDV. De
dannede plasmider ble benevnt henholdsvis pOLTV535 og
POLTV553. In vivo- eller in vitro-transkripsjon ved bruk av
T7-RNA-polymerase av plasmidet pOLTV535 gir opphav til an-
tigenomisk RNA ([+]-RNA), mens transkripsjon av plasmidet
POLTV553 gir opphav til genomisk RNA ([-]-RNA).
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Plasmidene pOLTV535N0 til -N5 og pOLTV553N0 til -N5 ble ge-
nerert ved & innfgre selvkomplementare oligonukleotider i
Clal-stillingen plassert mellom SEAP-genet og 5'-ende av
NDV i henholdsvis pOLTV535 og pOLTV553 (se fig. 2). Oligo-
nukleotidene som ble brukt, wvar: NO: 5'-CGCGAGCTCG-3'; NI1:
5'"-CGCGAGSCTCG-3"'; N2: 5'-CGCGAGCGCTCG-3'; N3: 5'-
CGCGAGCWGCTCG-3"; N4: 5'-CGCGAGCATGCTCG-3'; N5: 5'-CGCGAG-
CASTGCTCG-3' (W = A eller T; S = C eller G).

Modifikasjon av T7-promoter i plasmidene pOLTV535 og
pOLTV553

For a generere in vitro- eller in vivo-transkripter som in-
neholder de autentiske 5'- og 3'-terminale ender av NDV,
ble T7-promoter i plasmidene pOLTV535 og pOLTV553 modifi-
sert slik at transkripsjonen ville starte ved det fogrste
nukleotid av 3'- eller 5'-terminal ende av NDV.

Primere ble utviklet som inneholdt 1) en BglI-restriksjons-—
stilling, 2) sekvensen av T7-promoter (vist i kursiv) som
var modifisert slik at de to G-residuer i enden av T7-pro-
moter var erstattet med et A-residuum, og 3) 3'- (nt 1-21)
eller 5'-ende (nt 15164-15186) av NDV. Primerne BGL3F2 (5'-
GATATGGCCATTCAGGCTTAATACGACTCACTATAACCAAACAGAGAATCCGTGAG-

3') og SEAP3 (se ovenfor) ble brukt for & generere et DNA-
fragment som inneholdt den modifiserte T7-promoter og hele
3'-ende av NDV opptil starten av SEAP-genet i pOLTV535. Pa
lignende m&te ble et DNA-fragment generert som inneholdt
den modifiserte T7-promoter og hele 5'-ende av NDV opptil
enden av SEAP-genet i pOLTV553, ved bruk av primerne BGLSF2
(5'"-GATATGGCCATTCAGGCTTAATACGACTCACTATAACCAAACAAAGATTTGGT -
GAATG-3') og SEAPS5. De dannede fragmenter ble spaltet med
henholdsvis BglIl og SphI (3'-ende) eller BglI og ClaI (5'-
ende) og brukt til 3 erstatte BglI-Sphl-fragmentet i
POLTV535 eller BglI-ClaI-fragmentet i pOLTV553. De dannede
plasmider ble benevnt henholdsvis pOLTV735 og pOLTV753.
Plasmidene pOLTV735N3 og pOLTV753N3 ble generert ved a inn-

fore et selvkomplementart oligonukleotid (5'-CGCGAGCWGCTCG-
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3'; W= A eller T) i ClalI-stillingen plassert mellom SEAP-
genet og 5'-ende av NDV i henholdsvis pOLTV735 og pOLTV753.

Konstruksjon av SEAP-reporterplasmider

Plasmidet pCIneoSEAP ble konstruert ved a klone et Xhol-
ClaI-fragment (ClaI-stillingen ble gjort butt ved bruk av
Klenow-DNA-polymerase I) som inneholdt SEAP-genet fra plas-
midet pSEAP-Basic (Clontech) mellom XhoI- og Smal-stilling-
ene av den eukaryotiske ekspresjonsvektor pCIneo (Promega).
Det sistnevnte plasmid inneholder humant cytomegalovirus
(hCMV) -promoter i tillegg til bakteriofag T7-promoter. For
4 undersgke og kvantifisere SEAP-ekspresjonen av transkrip-
ter generert fra kun T7-promoter, ble et annet plasmid
konstruert, som manglet hCMV-promoter. Med denne hensikt
ble hCMV-promoter slettet fra pCIneo ved delvis spaltning
med HindIII, fulgt av en fullstendig spaltning med BglIT.
DNA-fragmentet (nt 756-5469 ifslge Clontech's nummerering)
fra hvilket hCMV-promoter var blitt slettet, ble isolert,
behandlet med T4-DNA-polymerase for & generere butte ender,
og gjensirkularisert ved bruk av T4-DNA-ligase. Det dannede
plasmid ble benevnt pCIneoD. Til slutt ble SEAP-genet iso-
lert fra pSEAP-Basic i form av et Mlul-Accl-fragment og
klonet inn i pCIneoD mellom MluI- og ClaI-stillingene. Det
dannede plasmid ble benevnt pCIneoD-SEAP.

Transfeksjoner

Celler ble podet i 24-bregnners kulturskaler, dyrket over
natten til 60-80% konfluens og infisert med en m.o.i. péd 1
med FPV-T7 i 1 time ved 37°C. Cellene ble transfisert med
0,5 pg minigenomplasmid-DNA ved bruk av 3 pl "LipofectA-
MINE" og OptiMem i det vesentlige som beskrevet av leve-
randegren (GibcoBRL/Life Technoclogies). Etter inkubasjon i 4
timer (CER-celler) eller 16 timer (QM5-celler) ved 37°C ble
cellene enten infisert md NDV ("Dutch" wvirulent isolat nr.
152608; 200 pl pr. brenn) i1 1 time med en m.o.i. pd 5, el-
ler latt vare uinfisert. Podestoffet ble sugd ut og erstat-
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tet med 1 ml fullstendig medium, og cellene ble ytterligere
inkubert ved 37°C.

For kotransfeksjoner ble celler dyrket i 6-brgnners kultur-
skdler og infisert med FPV-T7 som beskrevet ovenfor. Cel-
lene ble kotransfisert med 0,25 pg minigenomplasmid-DNA,
0,4 pg pCIneoNP, 0,2 pg pCIneoP og 0,2 pg pClneoL{c) eller
pCIneo ved bruk av enten 8 pl LipofectAMINE eller 9 pl Fu-
Gene6 (Boehringer Mannheim). For & generere infiserende vi-
rus, ble minigenomplasmidet erstattet med et transkrip-

sjonsplasmid som inneholdt fullengdet NDV-cDNA.

Kvantifisering av SEAP-aktiviteten

Mengden SEAP som ble utsondret i mediet av transfiserte
celler, ble malt i éngangs 96-bregnners plater ved bruk av
"Phospha-Light Chemiluminescent Reporter Assay for Secreted
Alkaline Phosphatase"-settet i det vesentlige som beskrevet
av leverandgren (Tropix). Kjemiluminescensen ble kvantifi-
sert ved bruk av en vaskescintillasjonsteller (Wallac 1450
mikrobeta PLUS).

Kloning og sekvensiering av ¢DNA'er som strakk seg over

hele genomet av NDV-stammen LaSota

For & klone og sekvensiere hele genomet av NDV-stammen La-
Sota, ble store subgenomiske cDNA-kloner generert ved hjelp
av RT-PCR og klonet inn i pGEM-T. Fgrste kjedes cDNA-syn-
tese ble utfort ved bruk av primeren 3UIT som beskrevet
ovenfor, og 1 pl av RT-reaksjonsproduktet ble brukt i en
PCR-reaksjon ved bruk av Expand Long Template PCR-settet
(Boehringer Mannheim). PCR bestod av 5 sykluser med 10 sek.
ved 94°C, 30 sek. ved 58°C og 6 min. ved 68°C, fulgt av 10
sykluser med 10 sek. ved 94°C, 30 sek. ved 58°C og 6 min.
ved 68°C, hvor forlengelsestiden ved 68°C ble hevet med 20
sek. pr. syklus. PCR-fragmentene ble klonet i pGEM-T ved
bruk av pGEM-T-klonesettet i det vesentlige som beskrevet

av leverandgren (Promega). Ligeringsblandinger ble trans-
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formert inn i E. coli-stammen SURE II (Stratagene). To uav-
hengige RT-PCR-reaksjoner (A og B) ble utfegrt, og hver gav
et lignende sett cDNA-kloner. Nukleotidsekvensen av de sub-
genomiske cDNA-kloner ble bestemt ved bruk av NDV-spesi-
fikke primere (tabell 1) og ved hjelp av primere som flan-
kerte innfgyelsene. Etter sammenligning av nukleotidsekven-
sen av A- og B-rekken av kloner, ble gjenvarende tvetydig-
heter lgst opp ved sekvensiering av de relevante partier av
en tredje uavhengig rekke cDNA'er (C-serien). Nukleotid-

sekvensen av NDV-stammen LaSota vises pa fig. 3.

Konstruksjon av en fullengdet genomisk cDNA-klon av NDV

Full-lengdet NDV-cDNA ble satt sammen i transkripsjonsplas-
midet pOLTVS ved bruk av pOLTV535 som utgangsplasmid. DNA-
fragmentene ble fgyd sammen ved overlappende partier ved
bruk av vanlige restriksjonsenzymer som vist pa fig. 4B. I
en rekke klonetrinn ble et plasmid (benevnt p535-DI) kon-
struert som inneholdt nukleotidene 1-3521 og 12355-15186
holdt adskilt med en ClaI-stilling som ble generert ved &
foye sammen ClalI-stillingene i posisjon 3521 og 12355. I en
annen rekke kloningstrinn ble et plasmid (benevnt pGEM-B)
konstruert som inneholdt deler av NDV-genomet omfattende
nukleotidene 3521-12355 (ClaI-fragment). For a forenkle
kloningen ble det sistnevnte ClalI-fragment merket med
Chloramphenicol-resistens (Cm)-genet fra plasmidet pACYC184
(Chang og Cohen, 1978). Med denne hensikt ble Cm-genet iso-
lert fra pACYC184 ved hijelp av PCR ved bruk av primerne
CAT-F (5'-GCGTACGTCTAGACTGGTGTCCCTGTTGATACCGG-3") og CAT-R
(5"-GCTCTAGACGTACGACCCTGCCCTGAACCGACG-3") . PCR ble utfert
med Pwo-DNA-polymerase, og bestod av 30 sykluser med 30
sek. ved 94°C, 45 sek. ved 60°C og 60 sek. ved 72°C. Det
dannede PCR-fragment ble spaltet med BsiWI og klonet inn i
den ensartede BsiWI-stilling av pGEM-B, hvilket gav
PGEM-B(CAT) . ClaI-fragmentet fra pGEM-B(CAT) ble klonet inn
i den ensartede Clal-stilling av p535-DI, hvilket gav

PNDFL (CAT) . Til slutt ble Cm-genet fjernet fra dette plas-
mid ved spaltning med BsiWI fulgt av gjenligering og trans-
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formasjon av E. coli-stammen DH5a. Det dannede plasmid ble
benevnt pNDFL+ og inneholder hele NDV-cDNA-sekvensen klonet
inn mellom T7-promoter og HDV-ribozymet i transkripsjons-
plasmidet pOLTVS.

Kloning og ekspresjon av enkelte NDV-gener

DNA-fragmenter som inneholdt hver av NDV-LaSota-genene, ble
generert ved hijelp av RT-PCR og klonet inn i pClneo. Etter
kloningen ble alle fragmenter sekvensiert ved bruk av pri-
mere som flankerte innfgyelsene, 0g av genspesifikke pri-
mere. NP-gen: primer 386 (5'-GAGCAATCGAAGTCGTACGGGTAGAAG-
GTG-3', nt 40-69) ble brukt for revers transkripsjon. Pri-
mere 365 (5'-GTGTGAATTCCGAGTGCGAGCCCGAAG-3', nt 77-94) og
892 (5'-TTGCATGCCTGCAGGTCAGTACCCCCAGTC-3', nt 1577-1593)
ble brukt for PCR ved bruk av Pwo-DNA-polymerase. Den fol-
gende PCR-profil (30 sykluser) ble brukt: 30 sek. ved 95°C,
40 sek. ved 65°C og 45 sek. ved 72°C. Det dannede DNA-frag-
ment ble spaltet med EcoRI og klonet inn i pCIneo mellom

EcoRI- og Smal-stillingene. Ekspresjon av NP ble verifisert
i et immunoperoksidase-enkeltsjiktsassay (IPMA) som beskre-
vet av Peeters et al. (1992), ved bruk av monoklonalt anti-
stoff 38 (Russell et al., 1983). P-gen: primer pRT1 (5'-CA-
AAGAATTCAGAAAAAAGTACGGGTAGAA-3', nt 1794-1814) ble brukt
for revers transkripsjon. Primerne pRT1 og p2 (5'-GCAGTCTA-
GATTAGCCATTCACTGCAAGGCGC-3'", nt 3053-3071) ble brukt for
PCR ved bruk av Pwo-DNA-polymerase. Den fglgende PCR-profil
(30 sykluser) ble brukt: 30 sek. ved 95°C, 40 sek. ved 65°C
og 60 sek. ved 72°C. Det dannede DNA-fragment ble spaltet

med EcoRI og Xbal og klonet inn i pCIneo mellom EcoRI- og
XbaI-stillingene. Ekspresjon av P ble verifisert i et IPMA
ved bruk av monoklonalt antistoff 688 (Russell et al.,
1983).

M-gen: primeren 3UIT (5'-ACCAAACAGAGAATCCGTGAGTTACGA-3', nt
1-27) ble brukt for revers transkripsjon. Primerne NDV5M
{5'-GGGTGCTAGCGGAGTGCCCCAATTGTGCCAA-3"', nt 3268-3288) og
NDV3M (5'-TCTCCCCGGGGCAGCTTATTTCTTAAAAGGAT-3', nt 4368-
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4389) ble brukt for PCR ved bruk av Expand High Fidelity-
settet. PCR bestod av 10 sykluser med 15 sek. ved 95°C, 30
sek. ved 55°C og 2 min. ved 68°C, fulgt av 15 sykluser hvor
forlengelsesperioden ved 68°C ble hevet med 20 sek. pr.
syklus. Det dannede DNA-fragment ble behandlet med T4-DNA-
polymerase for a danne butte ender, spaltet med Nhel og
klonet inn i pCIneo mellom NheI- og Smal-stillingene. Eks-
presjon av M-proteinet ble verifisert i et IPMA ved bruk av
monoklonalt antistoff 424 (Russell et al., 1983).

F-gen: primeren 3UIT (se ovenfor) ble brukt for revers
transkripsjon. Primerne NDV5F (5'-ACGGGCTAGCGATTCTGGATCCCG-
GTTGG-3', nt 4508-4526) og NDV3F (5'-ACTACCCGGGAAACCTTCGTT-
CCTCAT-3', nt 6212-6231) ble brukt for PCR ved bruk av
Expand High Fidelity-settet ved bruk av betingelsene som

ble beskrevet ovenfor for M-genet. Det dannede DNA-fragment
ble behandlet med T4-DNA-polymerase for a danne butte en-
der, spaltet med Nhel og klonet inn i pCIneo mellom Nhel-
og Smal-stillingene. Ekspresjon av F-proteinet ble verifi-
sert 1 et IPMA ved bruk av monoklonalt antistoff 8E12A8C3
(ID-DLO, avdeling av Avian Virology).

HN-gen: primeren 3UIT ble brukt for revers transkripsjon.
Primerne NDV5HN (5'-GTAGGCTAGCAAGAGAGGCCGCCCCTCAAT-3', nt
6335-6354) og NDV3HN (5'-CGAGCCCGGGCCGGCATTCGGTTTGATTCTTG-
3", nt 8205-8227) ble brukt for PCR ved bruk av Expand High

Fidelity-settet ved bruk av betingelsene som ble beskrevet

ovenfor for M-genet. Det dannede DNA-fragment ble behandlet
med T4-DNA-polymerase for & danne butte ender, og etter
spaltning med Xmal ble det klonet inn i pCIneo mellom den
butt-gjorte (Klenow-DNA-polymerase) NheI-stilling og Xmal-
stillingen. Ekspresjon av HN-proteinet ble bekreftet i et
IPMA ved bruk av monocklonalt antistoff 86 (Russell et al.,
1983).

L-gen: L-genet ble isolert fra cDNA-klon pGEM-L7a (fig. 4A)
ved spaltning med SacII og Sall. Fgr spaltning med Sall ble
SacII-stillingen gjort butt ved behandling med T4-DNA-poly-
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merase. Det dannede fragment ble klonet inn i pCIneo mellom
den butt-gjorte (Klenow-DNA-polymerase) NhelI-stilling og
Sall-stillingen. 5'-ikke-translatert parti mellom T7-promo-—
ter og ATG-startkodonet av L-genet inneholdt 2 ATG-kodoner
utenfor rammen som eventuelt kunne forstyrre en riktig eks-
presjon av L-proteinet. Derfor ble et nytt plasmid konstru-
ert, hvor det fgrste ATG manglet og hvor det andre ATG ble
forandret til AAG ved PCR-mutagenese, som fglger. Primerne
SLE(E) (5" —CAATGGAZETCAAGGCAAAACAGCTCAAGGTAAATAATACGGG—3 ',
nt 8332-8374) og 3LE(B) (5'-GTGAATCTAGAATGCCGGATCCGTACGAA-
TGC-3', nt 8847-8870) ble brukt i en PCR-reaksjon ved bruk
av plasmidet pGEM-L7a (fig. 4) som sjablone. PCR ble utfegrt
ved bruk av Pwo-DNA-polymerase, og bestod av 30 sykluser
med 30 sek. ved 94°C, 45 sek. ved 60°C og 60 sek. ved 72°C.
Det dannede DNA-fragment ble spaltet med EcoRI og Xbal og

klonet inn i pCIneo mellom EcoRI- og XbalI-stillingene,
hvorved man dannet plasmidet pCIneoL(N). Deretter ble
BsiWI-Sall-fragmentet fra pGEM-L7a, som inneholder resten
av L-genet (nt 8852-15046), klonet inn i pCIneoL(N) mellom
BsiWI- og SalIl-stillingene, hvorved man genererte plasmidet
pCIneoL(c). Fordi antistoffer mot L-proteinet ikke er til-
gjengelig, kunne man ikke kontrollere ekspresjonen av L ved

immunokjemi,

Innfgring av en genetisk marker i F-genet

For & utvetydig vise at smittende virus kan genereres fra
klonet fullengdet cDNA, ble en genetisk marker innfegrt i F-
genet ved hijelp av PCR-mutagenese. Med denne hensikt ble F-
genet klonet ved bruk av to overlappende PCR-fragmenter.
Det forste PCR-fragment ble generert ved bruk av primerne
NDV5F (se ovenfor) og primer F5R (5'-AAAGCGCCGCTGTCTCC-
TCCCTCCAGATGTAGTCAC-3", nt 4859-4894). Residuene som vises
med fet skrift, er endringer som ble innfgrt i primeren for

& forandre aminosyresekvensen av den proteolytiske spalt-
ningsstilling mellom F1 og F2 fra stillingen som foreligger
i NDV-LaSota-stammen (GGRQGR | L) til konsensusspaltnings-
stillingen for virulente NDV-stammer (GRRQRR | F). Det an-
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dre PCR-fragment ble generert ved bruk av primerne F3F (5'-
GGAGGAGACAGCGGCGCTTTATAGGCGCCATTATTGG-3", nt 4875-4911) og
IV09 (5'-CTCTGTCGACACAGACTACCAGAACTTTCAC-3', nt 6246-6266) .
PCR ble utfegrt med Pwo-DNA-polymerase, og bestod av 25 syk-
luser med 15 sek. ved 94°C, 30 sek. ved 55°C og 2 min. ved

72°C. De to overlappende PCR-fragmenter (overlappingen vi-

ses med kursive bokstaver i primersekvensen) ble fgyd sam-
men i en andre PCR ved bruk av primerne NDV53F og IV09 og
ved bruk av de samme PCR-betingelser. Det dannede fragment,
som inneholder hele ORF av F-genet og som koder for en vi-
rulent konsensspaltningsstilling, ble spaltet med NheI og
Sall og klonet inn i pCIneo mellom NhelI- og Sall-stillin-
gene, hvilket gav pCIneoF"". Stul-NotI-fragmentet (nt 4646-
4952) fra pCIneoF"® ble brukt for & erstatte det tilsva-
rende fragment i plasmidet p535-S, som var blitt konstruert
ved & innfgre ClaI-Scal (nt 3521-10311) fra pGEM-B i p535-
DI mellom Clal- og Scal-stillingene (se fig. 4C). Det dan-
nede plasmid ble benevnt p535-S[F"“c]. Et PCR-fragment som
inneholdt Cm-resistensgenet fra pACYC184 (se ovenfor), ble
klonet som et XbaI-fragment inn i den ensartede XbaI-stil-
ling (posisjon 6172 i NDV-sekvensen) av plasmid
p535-S[F"‘c], hvilket gav plasmidet p535-S[F**c]Cm. Deretter
ble det Cm-merkede Apal-Spel-fragment (nt 2285-8094) av
dette plasmid brukt til & erstatte det tilsvarende fragment
av fullengdet c¢DNA-klon pNDFL+. Til slutt ble Cm-genet
fjernet fra dette plasmid ved spaltning med XbaI fulgt av
resirkulasjon ved bruk av T4-DNA-ligase. Det dannede plas-
mid, som inneholder det genetisk merkede fullengdet NDV-
cDNA, ble benevnt pNDFL+[F¥%].

Generering av stabilt transformerte cellelinjer som uttryk-

ker enkelte NDV-gener

Plasmidene pCIneoNP, pCIlneoP, pCIneoM, pClneoF, pCIneoFWt

og pCIneoHN ble brukt for & generere stabilt transformerte
cellelinjer som uttrykker disse proteiner hver for seg. Da-
gen fgr transfeksjonen ble CER-celler podet i 6 cm kultur-
skdler og inkubert over natten for a gi en konfluens pa 60-
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80%. Cellene ble transfisert med 2 pg plasmid-DNA ved bruk
av 12 pl LipofectAmine og OptiMem i det vesentlige som
beskrevet av leveranderen (GibcoBRL/Life Technologies). Et-
ter 48 timer ble cellene trypsinbehandlet, og fortynninger
ble podet i 10 cm kulturskaler i medium som inneholdt 500
pg/ml G418 (Boehringer Mannheim). Hver 3. dag ble mediet
erstattet med ferskt medium som inneholdt stigende (i trinn
pd 100 pg/ml) mengder av G418, inntil man nadde en konsen-
trasjon pa 800 pg/ml. Cellene ble holdt i medium som inne-
holdt 800 pg/ml G418, og tre uker etter transfeksjonen, ble
enkelte kolonier valgt og overfgrt til 96-bregnners kultur-
skdler. De klonede cellelinjer ble undersokt for ekspresjon
av det aktuelle NDV-gen ved bruk av et IPMA som beskrevet

ovenfor for forbigdende ekspresjonsundersgkelser.

Cellelinjer med egenekspresjon av NP, P, M eller F kunne
identifiseres og isoleres. Vi klarte imidlertid ikke a ge-
nerere cellelinjer som uttrykte HN-protein. Kanskje en ibo-
ende ekspresjon av HN er toksisk for cellene.

Generering av stabilt transformerte cellelinjer som uttryk-

ker T7-RNA-polymerase

Genet som koder for T7-RNA-polymerase, ble isolert fra
plasmidet pRT7NT (René van Gennip, ID-DLO, Department of
Mammalian Virology) ved spaltning med EcoRI og Sall. Det
dannede fragment inneholder T7-RNA-polymerasegen plassert
bak bakulovirus-plO-promoter. DNA-fragmentet ble klonet inn
i plasmidet pCIneo0 mellom EcoRI- og SalI-stillingene,
hvorved man genererte plasmidet pCIneol07. Plasmidet pCI-
neo0 mangler T7-promoter, og ble avledet fra pCIneo ved
spaltning med NhelI fulgt av en delvis spaltning med Scal,
fylling av de klebrige ender med Klenow-DNA-polymerase og
resirkularisasjon ved bruk av T4-DNA-ligase. Baculovirus-
sekvensene ble fjernet fra pCIneocl07 ved spaltning med
EcoRI og PacI, fulgt av T4-DNA-polymerasebehandling for &
generere butte ender, og resirkularisasjon. Det dannede

plasmid ble benevnt pCInec007. Ekspresjon av T7-RNA-polyme-
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rase ble verifisert ved kotransfeksjon av celler med pCI-
neo007 og pPRh01l. Det sistnevnte plasmid inneholder E2-pro-
tein av klassisk svinefebervirus klonet bak en T7-promoter
og inneholdende en intern ribosominntredenstilling (René
van Gennip, personlig meddelelse). Ekspresjon av E2 ble be-
stemt 1 et IPMA ved bruk av monoklonalt antistoff V4
(Wensvoort et al., 1986). Stabilt transformerte CER-celle-
linjer som uttrykker T7-RNA-polymerase, ble generert og
isolert som beskrevet ovenfor, unntatt at man brukte 10 cm
kulturskaler og at cellene ble transfisert med 5 pg pCI-
neo007-DNA og 25 pl LipofectAmine. For a undersgke enkelte
cellelinjers ekspresjon av T7-RNA-polymerase, ble de trans-
fisert med plasmidet pPRh01l, og ekspresjonen av E2 (som er
avhengig av T7-RNA-polymerase) ble bestemt i et IPMA ved
bruk av monoklonalt antistoff V4. Flere cellelinjer som ut-
trykte T7-RNA-polymerase, ble identifsert. En cellelinije,
som man nevnte CER-C9, ble brukt for pafelgende eksperimen-

ter.

Kloning og ekspresjon av HN-gener og hybrid-HN-gener

Primeren 3UIT ble brukt for & syntetisere enkeltkjedet cDNA
av NDV og fjerfe-paramyxovirus-serotype 2 og 4 (APMVZ og
APMV4) som beskrevet ovenfor. Alle pafwlgende PCR-reaksjo-
ner ble utfgrt ved bruk av 25 sykluser med 15 sek. ved
94°C, 30 sek. ved 55°C og 2 min. ved 72°C.

Hele det kodende parti av HN-genet av APMVZ2 ble isolert ved
hjelp av PCR ved bruk av primerne IV03 (5'-GGGGGAATTCCCCAT-
TCAATGAAGGGTCTAC-3") og IV05 (5'-GATCCCCGGGTCTTAAACCAGGCTT-
CGCAATG-3"), som ble avledet fra sekvensen av HN-genet av
APMV2 (GenBank-tilgangsnummer D14030). Hele det kodende
parti av HN-genet av APMV4 ble isolert ved PCR ved bruk av
primerne IV06 (5'-GGGGGAATTCTGGTAGGGTGGGGAAGGTAGC-3') og
IV08 (5'-ATTGCCCGGGGGGTAACTAATCAGGATCTCAG-3') som var avle-
det fra sekvensen av HN-genet av APMV4 (GenBank-tilgangs-

nummer D14031). De dannede PCR-fragmenter ble spaltet (en-
ten direkte eller etter delkloning inn i pGEM-T) med EcCoRI
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og Xmal og klonet inn i1 pCIneo mellom EcoRI- og XmaI-stil-
lingene. De dannede plasmider ble benevnt henholdsvis pCI-
neoHN2 og pCIneolN4.

Hybrider mellom HN-genet av NDV-stammen LaSocta og HN-genene
av APMV2 og -4 ble konstruert ved hjelp av overlappings-PCR
som fglger. Det N-terminale parti (aa 1-141) av HN-genet
fra NDV-stammen LaSota ble amplifisert med Pwo-DNA-polyme-
rase ved bruk av primerne IVO1B (5'-GTAGGAATTCAAGAGAGGCCGC-
CCCTCAAT-3', nt 6325-6354) og IV10 (5'-AATGAGTTCTTTGCCTATC-
CCCCC-3", nt 6811-6834). Det C-terminale parti av HN-genet
av APMV2 (aa 142-580) ble amplifisert med Pwo-DNA-polyme-
rase ved bruk av primerne IV11B (5'-GGGGGGATAGGCAAAGAACTCA-
TTCAAGGAGATGCATCTGCAGGC-3') og IV05. De dannede PCR-frag-
menter ble foyd sammen i en overlappings-PCR (overlappingen

vises med kursiv) wved bruk av primerne IV01B og IV05 og ved
bruk av Expand High Fidelity-enzymblandingen. Det dannede
PCR-fragment ble spaltet (enten direkte eller etter del-
kloning inn i pGEM-T) med EcoRI og Xmal og klonet inn i
pCIneoc mellom EcoRI- og Xmal-stillingene. Det dannede plas-
mid, som inneholder et hybrid-HN-gen som bestdr av 1-141 av
NDV og aa 142-580 av APMV2, ble benevnt pCIneoHN1/2%%,

Det C-terminale parti av HN-genet av APMV4 (aa 143-569) ble
amplifisert ved bruk av primerne IV14B (5'-GGGGGGATAGGCAAA-
GAACTCATTGTAGATGATGCATCTGCAGGCCTAAATTTCC-3") og IV08. Dette
fragment ble fgyd til det N-terminale parti av HN-genet av

NDV (se ovenfor) i en overlappings-PCR ved bruk av primerne
IVO1lB og IV08. Det dannede PCR-fragment ble spaltet (enten
direkte eller etter delkloning inn i pGEM-T) med EcoRI og
XmaI og klonet inn i pCIneo mellom EcoRI- og XmaI-stillin-
gene. Det dannede plasmid, som inneholder et hybrid-HN-gen
som bestar av aa 1-141 av NDV og aa 143-569 av APMV4, Dble

benevnt pCIneoHN1/4*!,

Analogt med de ovenfor viste konstruksijoner, ble hybride
HN-gener konstruert som bestod av aa 1-143 av NDV og aa
144-580 av APMV2, eller aa 1-143 av NDV og aa 145-569 av
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APMV4. For disse konstruksjoner ble PCR-fragmenter erholdt
ved bruk av de fglgende primerpar: NDV aa 1-143: primere
IV01lB og IV13 (5'-ATCTACAATGAGTTCTTTGCCTATC-3', nt 6816-
6840); APMV2 aa 144-580: primer IV14B (5'-GGGGGGATAGGCAAA-
GAACTCATTGTAGATGATGCATCTGCAGGCCTAAATTTCC-3"') og IV05; APMV4
aa 145-569: primer IV15B (5'-GGGGGGATAGGCAAAGAACTCATTGTAGA-
TCAAACAGCTGACTACACAGCAG-3') og IV08. PCR-fragmentene ble
spaltet (enten direkte eller etter delkloning inn i pGEM-T)

med EcoRI og Xmal og klonet inn i pCIneo mellom EcoRI- og
XmaI-stillingene. De dannede plasmider ble benevnt hen-

2143 4'%3, For & undersgke eks-

holdsvis pCIneol/ og pCIneol/
presjonen av HN-proteinene, ble CER-celler eller QM5-celler
infisert med FPV-T7 i 1 time ved en m.o.i. pa 1, transfi-
sert med plasmidene pCIneoHN, pCIneoHN2, pCIneolN4, pCIneo-
HN1/2', pCIneoHN1/2'*?*, pCInecHN1/4'*? og pCIneoHN1/4'*3, og
24 timer etter transfeksjonen ble monosjiktene dekket med
en 1% suspensjon av kylling-erytrocytter i PBS i1 45 minut-
ter ved romtemperatur. Deretter ble monosjiktene forsiktig
vasket tre ganger med PBS, og adhesjonen av erytrocytter
til transfiserte celler ble undersgkt mikroskopisk. For a
undersgke induksjonen av cellefusjon etter koekspresjon av
HN- og F-protein, ble CER-celler eller QM5-celler kotrans-
fisert med pCIneoF"* sammen med enten pCIneo-HN1, pCneoHN2,
pCIneoHN4, pCIneoHN1/2'*', pCIneoHN1/4'*!, pCIneoHN1/2'%3 el-
ler pCIneoHN1/4'3®, Etter inkubasjon i 2-3 dager, ble mono-
sjiktene vasket med PBS, farget i 15 minutter med en
Giemsa-opplegsning (1:30 fortynning i vann) og undersgkt mi-
kroskopisk.

Kloning av hybrid-HN-gener i fullengdet genomisk NDV-cDNA

Et syntetisk bindeledd benevnt HN12 ble innfgrt mellom
NotI- og Spel-stillingene av pGEM-T (Promega) ved bruk av
oligonukleotidene HN1l2a (5'-GGCCGCATATTCTAGAGTTAACGACTTA-
3') og HN12b (5'-CTAGTAAGTCGTTAACTCTAGAATATGC-3'). Et syn-
tetisk bindeledd benevnt HN14 ble innfgrt mellom NotI- og
Spel-stillingene av pGEM-T ved bruk av oligonukleotidene
HN1l4a (5'-GGCCGCATATTCTAGAGTTAACGA-3') og HN1l4b (5'-CTAGTC-
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GTTAACTCTAGAATATGC-3'). De dannede plasmider ble benevnt
henholdsvis pGEM-HN12 og pGEM-HN1l4. Disse plasmider ble
spaltet med NotI og Xbal og brukt til & klone NotI-Spel-
fragmentet (nt 3390-7488) fra plasmidet p535-S[F“‘c]Cm. De
dannede plasmider ble benevnt henholdsvis pGEM-HN1/2NS og
PGEM-NH1/4NS. HN-genene av disse plasmider ble erstattet
med hybrid-HN-genene fra henholdsvis plasmid pCIneoHN1/2'*?
og pCIneocHN1/4'* (se avsnitt "Kloning og ekspresjon av HN-
gener og hybride HN-gener"). Med denne hensikt ble pCI-
neoHN1/2'*® og pCIneoHN1/4'*® spaltet med NheI og Smal, og de
dannede fragmenter (som inneholdt hybrid HN1/2'%?
HN1/4'*3-gen) ble klonet inn mellom NheI- og HpaI-stillingen
av plasmidene pGEM-HN1/2NS og pGEM-HN1/4NS, hvorved man
dannet henholdsvis pGEM+HN12 og pGEM+HN14. De sistnevnte
plasmider ble brukt til & innfore de hybride HN-gener inn i
fullengdet genomisk cDNA-klon av NDV. Med denne hensikt ble
plasmidene pGEM+HN12 og pGEM+HN14 spaltet med NotI og Spel,

og fragmentet som inneholdt enten HN12- eller HNl4-gen, ble

- og hybrid

brukt for & erstatte det tilsvarende fragment av pNDFL+,
hvilket gav henholdsvis pNDFL+HN1/2**-Cm og pNDFL+HN1/4%%-
Cm. Cm-genet ble fjernet fra disse plasmider ved spaltning
med XbaI, fulgt av resirkularisasjon ved bruk av T4-DNA-
ligase. For & oppfylle "rule-of-six", ble et bindeledd inn-
fort i den ensartede Spel-stilling av disse plasmider ved
bruk av selvkomplementare oligonukleotider. Bindeleddet H2
(5"-CTAGCGAGCGCTCG-3") ble innfert i plasmid pNDFL+HN1/2%%3,
0g bindeledd H3 (5'-CTAGCGAGCWGCTCG-3') ble innfgrt i
PNDFL+HN1/4*3, hvilket gav henholdsvis plasmidet
PNDFL+HN1/2'*3(H2) og pNDFL+NH1/4'%3(H3).

Eliminering av en spesifikk epitop i HN-proteinet av NDV-
LaSota

En spesifikk epitop, nemlig aminosyrene 346-354 (PDEQDY-
QIR), 1 HN-proteinet av NDV-LaSota som gjenkjennes av MADb
4D6 (Long et al., 1986; Meulemans et al., 1986), ble elimi-
nert ved a erstatte denne sekvens med den tilsvarende se-
kvens av HN-proteinene av enten APMV-2 (NRTDIQQTI) eller
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APMV-4 (PDPLQDQIL). Med denne hensikt ble plasmidet pCIneo-
HN (se avsnitt "Kloning og ekspresjon av enkelte NDV-gener)
brukt som sjablong for & danne overlappende PCR-fragmenter.
For APMV-2-sekvensen ble det fgrste PCR-fragment generert
ved bruk av primerne IV0l (5'-GTAGACGCGTAAGAGAGGCCGCCCCTCA-
AT-3') og primer 3HN2 (5'-GATAGTTTGCTGTATATCAGTCCGATTGCATG-
TGTCATTGTATCGCTTGTATATCAC-3') . Det andre PCR-fragment ble
generert ved bruk av primerne 5HN2 (5'-AATCGGACTGATATACAGC-
AAACTATCATGGCCAAGTCTTCGTATAAGCCTGGAGCC-3") og NDV3-HN (5'-
CGAGCCCGGGCCGGCATTCGGTTTGATTCTTG-3") . De dannede fragmenter
ble slatt sammen og brukt som sjablone for et tredje PCR-
fragment ved bruk av primerne IV01B (5'-GTAGGAATTCAAGAGAGG-
CCGCCCCTCAAT-3') og primer NDV3-HN. For APMV-4-sekvensen
ble det fgrste PCR-fragment generert ved bruk av primerne
IV0l og primer 3NH4 (5'-TAAGATCTGATCTITGCAGCGGGTCAGGGCATGTG-
TCATTGTATCGCTTGTATATCAC-3'"). Det andre PCR-fragment ble ge-
nerert ved bruk av primerne 5HN4 (5'-CCTGACCGCTGCAAGATCA-
GATCTTAATGGCCAAGTCTTCGTATAAGCCTGGAGCC-3") og NDV3-HN. De
dannede fragmenter ble slatt sammen og brukt som sjablong
for et tredje PCR-fragment ved bruk av primerne IV01lB og
NDV3-HN. Primerne 3HN2/5HN2 og 3HN4/5HN4 er delvis komple-
mentere, og inneholder den genetiske kod for henholdsvis
HN2-sekvensen (NRTDIQQTI) og HN4-sekvensen (PDPLQDQIL).
PCR-reaksjonene ble utfgrt ved bruk av Expand Long Temp-
late-PCR-settet (Boehringer Mannheim). PCR bestod av 30
sykluser med 10 sek. ved 94°C, 30 sek. ved 58°C og 2 min.
ved 68°C, fulgt av 1 syklus med 4 min. ved 68°C. PCR-frag-
mentene ble spaltet med EcoNI og Bsu36I og klonet inn mel-
lom EcoNI- og Bsu36I-stillingene av pCIneoHN. De dannede
plasmider ble benevnt henholdsvis pCIneoHN1 (HN2e} og pCI-
neoNl (HN4e) . Forbigdende ekspresjonsundersgkelser tydet pa
at de modifiserte HN-proteiner ble uttrykt riktig og trans-
portert til celleflaten, ifslge bedgmmelser av hemadsorp-
sjonsstudier ved bruk av kyllingerytrocytter. Videre rea-
gerte Mab 6D4, som er rettet mot en linezr epitop av HN av
NDV og som bestdr av (eller i det minste omfatter) amino-

syrene 346-354, ikke med de modifiserte HN-proteiner.
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Plasmidene pCIneoHN1 (HN2e) og pCIneoHN1 (HN4e) ble spaltet
med NarI og Spel, og fragmentene som inneholdt de modifi-
serte HN-gener, ble klonet inn mellom NarI- og Spel-stil-
lingen av henholdsvis pGEM-HN1/2NS og pGEM-HN1/4NS. De dan-
nede plasmider, benevnt pGEM-HN1 (HN2e) og pGEM-HNI1 (HN4e),
ble spaltet med NotI og Spel og brukt til & erstatte NotI-
0g Spel-fragmentet i pNDFL+. De dannede plasmider ble be-
nevnt henholdsvis pNDFL-HN(HN2e)Cm og pNDFL-HN (HN4e)Cm. Cm—
genet ble fjernet fra disse plasmider ved spaltning med
Xbal fulgt av gjenligering. De dannede plasmider ble be-
nevnt henholdsvis pNDFL-HN (HN2e} og pNDFL-HN (HN4e).

RESULTATER

Nukleotidsekvens av 3'- og 5'-terminal ende av genomet av

NDV-stammen LaSota

Sekvensen av en tenkt 3'-ende av NDV-genomet er blitt pub-
lisert (Ishida et al., 1986), selv om denne stammet fra en
annen NDV-stamme (D26} enn den som ble brukt her (LaSota).
Yusoff et al. (1987) har publisert en sekvens av L-genet og
et relativt stort ikke-kodende parti bak L-genet av NDV-
stammen Beaudette C., Imidlertid, slikt det vises heri, om-
fattet denne sekvens ikke hele den terminale 5'-ende av det
virale genom, hvilket gjegr det umulig & generere smittende
kopi-NDV. 3'- og 5'-terminale ender av genomet av negativ-
kjede-RNA-viruser ivaretar en vesentlig funksjon ved repli-
kasjon og transkripsjon (Lamb og Kolakofsky, 1996). Dermed
er det for & generere et fullengdet NDV-cDNA som kan brukes
for & generere smittende virus ved hjelp av revers genetikk
(Conzelmann, 1996), absolutt negdvendig & innlemme de rik-
tige 3'- og 5'-ender av det virale genom. Derfor bestemte
vi den negyaktige nukleotidsekvens av bade 3'- og 5'-ende av
genomisk RNA av NDV-stammen LaSota ved bruk av 3'- og 5'-
RACE-prosedyrer (rask amplifikasjon av cDNA-ender). 5'-ende
ble isolert ved hjelp av PCR etter ligering av en enkelt-
kjedet ankerprimer (ALG3) til enkeltkjedet cDNA som var
blitt generert ved revers transkripsjon av 5'-ende av geno-
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misk RNA. Ved bruk av en primer (ALG4) som er komplementar
med ankerprimeren og en NDV-spesifikk primer, genererte man
PCR-produkter som inneholdt 5'-ende.

For & klone 3'-ende av NDV ble den enkeltkjedede ankerpri-
mer ALG3 ligert med 3'-ende av viralt RNA ved bruk av T4-
RNA-ligase og amplifisert ved PCR ved bruk av primeren ALG4
og en NDV-spesifikk primer (metode I). Alternativt ble 3'-
og 5"-ende av NDV-RNA ligert med hverandre ved bruk av T4-
RNA-ligase, og det dannede sammenkjedede RNA ble brukt for
RT-PCR ved bruk av NDV-spesifikke primere som flankerte 1li-
geringspunktet (metode II). 3'- og 5'-RACE-produkter ble
klonet inn i T-vektor pBluescriptII-TSK (Ichihara og Kuro-
sawa, 1993) eller i pGEM4Z, og flere uavhengige kloner ble
isolert og sekvensiert. Resultatene er satt sammen i tabell
2. For & muliggjegre en direkte sammenligning av 3'- og 5'-
terminal ende, vises sekvensene i form av DNA, og 3'-ende
av den genomiske kjede representeres som 5'-ende av den an-
tigenomiske kjede. P& genomis RNA-nivd er sekvensen av 3'-
ende 3'-UGGUUUGUCUCUUAG, mens sekvensen av 5'-ende er UUUA-
GAAACAAACCA-5'. Sekvensen av 3'-ende er nesten lik den pub-
liserte 3'-terminale sekvens av NDV-stammen D26 (Ishida et
al., 1986). Imidlertid viste sekvensen av 5'-ende at NDV-
stammen LaSota inneholder 64 ytterligere nukleotider sam-
menlignet med den publiserte sekvens av L-genet av NDV-
stammen Beaudette C (Yusoff et al., 1987) (fig. 6).

Replikasjon av NDV-minigenomer ved hjelp av hjelpervirus

For & bestemme om 3'- og 5'-ende av NDV er funksjonelle ved
replikasjon og transkripsjon, ble minigenomer konstruert
som bestod av 3'-ende av NDV (nt 1-119), et reportergen som
kodet for utsondret alkalifosfatase (SEAP), og 5'-ende av
NDV (nt 14973-15186) (fig. 2). Disse minigenomer ble klonet
1 begge retninger i transkripsjonsvektoren pOLTV5, hvorved
man genererte henholdsvis plasmidet pOLTV535 og pOLTV553
(for detaljer om konstruksjonen, se "Materialer og meto-
der"). Plasmidet pOLTV5 (fig. 1} inneholder T7-RNA-polyme-
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rasepromoter fulgt av ensartede Stul- og Smal-restriksjons-—
posisjoner, det autokatalytiske ribozym fra hepatitt delta-
virus (HDV) og transkripsjonstermineringssignalet fra bak-
teriofagen T7 (Pattnaik et al., 1992). In vivo- eller in
vitro-transkripsjon ved bruk av T7-RNA-polymerase av
plasmidet pOLTV535 fgrer til antigenomisk RNA (eller [+]-
RNA), mens en transkripsjon av plasmidet pOLTV553 gir opp-
hav til genomisk RNA (eller [-]-RNA) (fig. 5).

For & undersgke om minigenom-RNA'ene som genereres av plas-
midene pOQOLTV535 og pOLTV553, kunne replikeres og uttrykkes
ved bruk av NDV som hjelpervirus, brukte vi CER-celler som
uttrykte T7-RNA-polymerase enten av seg selv (CER-C9-cel-
ler, se "Materialer og metoder") eller etter infeksjon med
fjerfekopper rekombinant fpEFLT7pol (Britton et al., 1995;
heretter benevnt FPV-T7) som uttrykker T7-RNA-polymerase.
CER-C9-celler og FPV-T7-infiserte CER-celler ble transfi-
sert med minigenomplasmidene pOLTV535 eller pOLTV553, og
etter inkubasjon i 3 timer ved 37°C ble cellene enten infi-
sert med NDV i 1 time, eller fikk forbli uinfiserte. Om-
trent 24 timer etter transfeksjonen tok man en preove fra
mediet og testet for SEAP-aktivitet. Resultatene viste at
SEAP-ekspresjonen var meget hgy i FPV-T7-infiserte celler
som ble transfisert med pOLTV535. Dette er ikke overras-
kende, siden transkripsjon med T7-RNA-polymerase genererer
antigenomisk [+]-RNA som er bemantlet med fjerfekopper-en-
zymer og som virksomt translateres av vertcellen. I celler
som er transfisert med pOLTV553, genererer en transkripsjon
med T7-RNA-polymerase genomisk [-]-RNA, som ma omdannes til
[+]1-RNA ved hjelp av hjelpervirus for & kunne translateres
til SEAP-protein (jfr. fig. 5). I ingen av tilfellene kunne
man observere noen hevet SEAP-ekspresjon i NDV-infiserte
celler sammenlignet med ikke-infiserte celler. Tvert imot,
var SEAP-ekspresjonen i1 NDV-infiserte celler konsekvent ca.
2 ganger lavere enn i ikke-infiserte celler (resultater
ikke vist). For pOLTV535-transfiserte celler kan dette for-
klares med det allerede meget hgye niva av SEAP-ekspresjo-

nen som fordrsakes av transkripter som er generert av T7-
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RNA-polymerase. I pOLTV553-transfiserte celler derimot,
hvor en virksom ekspresjon av SEAP er avhengig av det vi-
rale polymerasekompleks' omdannelse av genomisk [-]-RNA til
antigenomisk [+]-RNA eller mRNA, hadde vi forventet en he-

vet SEAP-ekspresjon etter NDV-infeksjonen.

Vi kunne tenke o0ss to grunner til at minigenomene ikke ble
uttrykt og replikert av NDV. For det fegrste tilsvarer ster-
relsen av minigenom-RNA'ene ikke den sakalte "rule-of-six"
(Calain og Roux, 1993; Kolakofsky et al., 1998). Ifslge
denne regel replikeres paramyxovirus-genomer kun virksomt
hvis de har en lengde som kan deles med 6 nt. For det andre
kan de to ekstra G-residuer som foreligger i 5'-ende av mi-
nigenom-RNA'ene, kanske forstyrre en korrekt replikasjon
og/eller transkripsjon ved hjelp av det virale polymerase-
kompleks. For & finne ut om replikasjonen av genomene var
avhengig av "rule-of-six", innfeyde vi en rekke korte selv-
komplementaere oligonukleotider som gkte 1 nt i sterrelse, 1
den ensartede ClaI-stilling i plasmidene pOLTV335 og
pPOLTV553 (fig. 2). De dannede plasmider (pOLTV535N0 til -N5
og POLTVS553N0 til -N5)} skiller seg i sterrelse fra 1 til ©
nt, og derfor burde ett av dem generere et minigenom-RNA
som oppfyller "rule-of-six"., Plasmidene ble brukt til &
transfisere CER-celler eller FPV-T7-infiserte CER-C9-celler
som beskrevet ovenfor. Resultatene viste at kun plasmidene
POLTV535N3 og pOLTV553N3 fegrte til en forsterket SEAP-akti-
vitet etter NDV-infeksjon. Lengden av minigenom-RNA'ene som
genereres fra disse plasimer med T7-RNA-polymerase, ble be-
regnet & vare 6n+2. Fordi det foreligger 2 ekstra G-resi-
duer i1 5'-ende av minigenom-RNA'ene, tyder disse resultater
at bare stgrrelsen av RNA-sekvensen som ligger mellom den
autentiske 3'- og 5'-ende av minigenom-RNA'ene, er relevant
for "rule-of-six". Dette ble verifisert ved & konstruere
minigenomplasmider hvor transkripsjonsstarten av T7-RNA-po-
lymerase ble endret slik at det forste nukleotid som ble
innlemmet i RNA, var det fgrste nukleotid av 3'- eller 5'-
ende av NDV (se "Materialer og metoder"). Transfeksjon av

disse plasmider viste at kun minigenom-RNA'er generert med
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plasmidene pOLTV735N3 og pOLTV753N3 replikeres av hjelper-
viruset (resultater ikke vist). Disse funn tyder igjen pa
at replikasjonen av NDV er strengt avhengig av "rule-of-
six". Videre tyder disse funn pa at narvaret av to ekstra
G-residuer i 5'-ende av minigenom-RNA'ene ikke forstyrrer
en korrekt replikasjon. Lignende resultater er blitt er-
holdt med minigenomplasmider (eller DI-plasmider) fra andre
paramyxoviridae (Pattnaik et al., 1992; Harty og Palese,
1995).

Innpakking av NDV-minigenomer med hjelpervirus

For a bestemme om minigenom-RNA'er kunne innpakkes med NDV-
hjelpervirus, ble mediet av de transfiserte celler overfgrt
til ferske monosjikt, og etter 1 times adsorpsjon ble mono-
sjiktene vasket tre ganger med PBS og ytterligere inkubert
i fullstendig medium. Etter 24 timers inkubasjon ble SEAP-
aktiviteten i mediet mé&lt. Resultatene viste at SEAP-akti-
vitet kun foreld i celler som var blitt behandlet med me-
diet fra celler som var blitt transfisert med minigenom-
plasmidet pOLTV553N3 (tabell 4). Dette funn tyder pad at mi-
nigenom-RNA'ene kan pakkes inn i1 NDV-omhyllinger, og at
disse partikler har evnen til & infisere celler. Videre vi-
ser disse resultater at innpakkingen er uavhengig av repli-
kasjon, hvilket viser at kun RNA-molekyler som er komplek-
sert med virale NP-, P- og L-proteiner, pakkes inn i virus-

lignende partikler.

Replikasjon av NDV-minigenomer med plasmider som uttrykker

NP-, P- og L-protein

For & bestemme om minigenom-RNA'er ogsa kunne replikeres
med plasmider som koder for de vesentlige NP-, P- og L-pro-
teiner, utfgrte vi kotransfeksjonseksperimenter i celler
som var infisert med FPV-T7. Celler ble transfisert med en
kombinasjon av plasmider omfattende minigenomplasmidet og
henholdsvis plasmid pCIneoNP, -P og -L(c). Som negativkon-
troll ble pCIneoL(c), som koder for det vesentlige L-pro-
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tein, erstattet med vektorplasmidet pCIneo. Resultatene
(tabell 5) viser at plasmider som koder for NP, P og L,
faktisk har evnen til & replisere minigenom-RNA'er. Resul-
tatene viser ogsd at pa lignende mate som minigenomreplika-
sjonen med hijelpervirus, er ogsa replikasjonen med NP-, P-

og L-proteiner avhengig av "rule-of-six".

Nukleotidsekvens av det fullstendige genom av NDV-stammen
LaSota

Sub-genomiske c¢DNA-fragmenter som strekker seg over hele
NDV-genomet, ble konstruert ved hjelp av RT-PCR (fig. 4).
For a holde antallet PCR-feil pa et minimum, brukte man en
korrekturlese-enzymblanding (Expand Long Template; Boehrin-
ger Mannheim) i kombinasjon med et begrenset antall PCR-
sykluser (15 sykluser). Primeren 3UIT, som er komplementar
med 3'-ende av NDV-RNA, ble brukt for revers transkripsjon,
og genspesifikke primere ble brukt for PCR. For a identifi-
sere mulige PCR-feil, ble tre uavhengige RT-reaksjoner ut-
fgrt og brukt for a generere tre uavhengige sett subgeno-
miske cDNA'er. cDNA'ene, som hadde varierende stgrrelse fra
ca. 4 til 7 kb, ble klonet inn i pGEM-T. Nukleotidsekvensen
av to sett cDNA'er ble bestemt ved bruk av primere som en-
ten ble avledet fra publiserte NDV-sekvenser, eller av pri-
mere avledet fra NDV-sekvensen som ble avledet under fore-
liggende sekvensieringsprosjekt (tabell 1). Gjenvarende
tvetydigheter ble lgst opp ved sekvensiering av de rele-
vante partier av det tredje sett cDNA-kloner. Genomet av
NDV-stammen LaSota bestdr av 15186 nt (fig. 3), hvilket
gjor det til det minste av alle paramyxovirusgenomer Som
hele sekvensen er blitt bestemt for til idag (Kolakofsky et
al., 1998).

Konstruksjon av fullengdet NDV-c¢DNA-klon i transkripsjons-
plasmidet pOLTV5S

For & konstruere fullengdet cDNA-klon av NDV-stammen La-

Sota, ble overlappende cDNA-kloner som strakk seg over hele
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NDV-genomet, fgyd sammen i felles restriksjonsstillinger i
henhold til strategien som vises pa fig. 4. Hele NDV-cDNA
ble satt sammen i minigenomplasmidet pOLTVS535 (se ovenfor),
som er avledet fra transkripsjonsplasmidet pOLTV5. Slik det
fremgar av fig. 4B, var det siste trinn i sammenfeyningen
av fullstendig NDV-cDNA en kloning av et ca. 8,8 kb stort
ClaIl (nt 3521-12355) fragment fra pGEM-B inn i p535-DI som
inneholdt NDV-sekvenser som flankerte ClalI-stillingen pé
hver side (dvs. henholdsvis nt 1-3521 og 12355-15186).
Dette trinn viste seg & vare noksa vanskelig fordi vi gjen-
tatte ganger feilet i & generere de riktige kloner. Derfor
ble Clal-fragmentet av pGEM-B merket med kloramfenikolre-
sistens (Cm)-gen fra plasmidet pACYC184. ClaI-fragmentet
som inneholdt Cm-genet, ble isolert og klonet inn i ClalI-
stillingen av p535-DI, og transformanter ble valgt for re-
sistens mot begge Cm. Fordi transformantene vokste darlig,
ble det antibiotiske utvalg redusert til 15 pg/ml Cm og 10
pg/ml Km, og inkubasjonstemperaturen ble nedsatt fra 37°C
til 32°C. Til slutt ble Cm-genet fjernet fra dette plasmid
ved spaltning med BsiWI fulgt av resirkularisasjon ved bruk
av T4-DNA-ligase. Etter transformasjon av E. coli, ble cel-
ler som inneholdt det gnskede plasmid, identifisert fenoty-
pisk ved testing for Km-resistens og Cm-feglsomhet. Det dan-
nede plasmid, som bestod av fullengdet NDV-cDNA klonet inn
mellom Smal- og Stul-stillingene av transkripsjonsplasmidet
pOLTV5, ble benevnt pNDFL+.

Generering av smittende NDV fra full-lengdet cDNA

For & generere smittende NDV utelukkende fra klonet cDNA,
ble plasmidet pNDFL+ brukt i kotransfeksjonseksperimenter
med pCIneoNP, -P og -L{c) som beskrevet ovenfor for mini-
genomplasmidene. Transfeksjon av CER- og CEF-celler ble
overvaket ved bruk av minigenomplasmidet pOLTV553N3 og ved
& male SEAP-ekspresjonen. Som negativkontroll ble pCI-
neoL(c) erstattet md pCIneo. Etter kotransfeksijonen ble
cellene inkubert i 3-6 dager i medium som inneholdt 5% al-

lantoinvaske. Tilsetningen av allantoinvaske er ngdvendig
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fordi CER- eller CEF-celler mangler de egnede proteaser som
er ngdvendig for a spalte F-proteinet av NDV-stammen La-
Sota. Spaltning av F-proteinet er absolutt nedvendig for en
spredning fra celle til celle og for generering av smit-
tende virus. Etter 3 dagers inkubasjon utfgrte vi en immu-
nologisk farging av de festede monosjikt ved bruk av et mo-
noklonalt antistoff mot F-proteinet. Resultatene viste at
celler som ble farget med antistoffet, kun foreld i mono-
sjiktene som var blitt kotransfisert med pNDFL(+), pCI-
neoNP, -P og -L{(c). Disse resultater tyder pa at genomre-
plikasjon og -ekspresjon forekom 1 disse celler. Ingen far-
gede celler ble observert nar pClneoL(c) ble erstattet med

pCIneo i1 kotransfeksjonseksperimentene.

For & isolere smittende virus, ble supernatanten av trans-
fiserte CEF-monosjikt injisert inn i allantoinhulrommet av
embryonerte egg. Fire dager senere ble allantoinvaesken sam-
let, analysert 1 et hemagglutinasjonsassay og passert vi-
dere 1 egg. Resultatene viste at kun supernatanten av cel-
ler som var blitt transfisert med en kombinasjon av pNDFL+
og pCIneoNP, -P og -L(c), gav en positiv reaksjon i hema-
gglutinasjonsassayet. Allantoinvaske som viste en positiv
hemagglutinasjonsreaksjon, ble deretter analysert i et he-
magglutinasjonsinhibisjonsassay ved bruk av monoklonale an-
tistoffer 7B7, 8Cll, 5Al, 7D4 og 4D6 (Long et al., 1986),
som kan brukes for & skjelne mellom forskjellige NDV-stam-
mer. Resultatene av dette assay tydet pd at NDV-stammen som
ble isolert fra de podede egg, oppviste samme reaktivitet
som den opprinnelige LaSota-stamme. Viruset som ble isolert
fra de podede egg, ble benevnt NDLV for & skjelne det fra
den opprinnelige LaSocta-stamme.

Generering av genetisk modifisert NDV fra full-lengdet cDNA

For a utvetydig demonstrere at kotransfeksjonssystemet
kunne brukes til & isolere smittende virus fra klonet full-
lengdet NDV-cDNA, ble en genetisk markegr innfert i plasmi-
det pNDFL(+). Med denne hensikt ble aminosyresekvensen av
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proteasespaltningsstillingen i Fo-proteinet endret fra se-
kvensen i LaSota-stammen (GGRQGR | L) til konsenssekvensen
av virulente NDV-stammer (GRRQRR | F) ved hjelp av PCR-mu-
tagenese (for detaljer, se "Materialer og metoder"™). Det
dannede plasmid, pNDFL+[F"®], ble brukt for & generere vi-
rus ved bruk av det ovenfor beskrevne kotransfeksjonssy-
stem. Smittende virus, benevnt NDFL[F*®], ble isolert fra
allantoinvasken av embroynerte egg som var blitt podet med
mediet av kotransfiserte CEF-celler. I en HI-test oppviste
alle MAb'er, ogsa 7D4, som er spesifikk for LaSota-stammen,
den samme reaktivitet med det nylig genererte virus som med
den opprinnelige LaSota-stamme. Nukleotidsekvensen av par-
tiet som koder for proteasespaltningsstillingen av F-pro-
tein, ble bestemt ved hjelp av RT-PCR. Resultatene viste at
nukleotidsekvensen inneholdt de ngyaktige nukleotidendrin-
ger som ble innfgrt i den mutagene primer som ble brukt for
a4 modifisere den opprinnelige LaSota-sekvens. Dette funn
viser at viruset ble avledet fra plasmidet pNDFL+[F"®], og
demonstrerer at (genetisk modifisert) NDV kan genereres
fullstendig fra klonet fullengdet NDV-cDNA.

Proteasespaltningsstillingen av Fo-protein av NDV er en be-

stemmende ngkkelfaktor for virulens

Det antas generelt at aminosyresekvensen av proteasespalt-
ningsstillingen av Fo-proteinet er en ngkkelfaktor som be-
stemmer virulensen av forskjellige NDV-stammer. Genererin-
gen av en genetisk modifisert LaSota-stamme hvor aminosyre-—
sekvensen av proteasespaltningsstillingen var endret fra en
lentogen (ikke-virulent) til stillingen fra en velogen (vi-
rulent) NDV-stamme, gav en ensartet mulighet til & teste
denne antakelse. Derfor bestemte vi den intracerebrale pa-
togenisitetsindeks (ICPI) av det nylig genererte virus
NDFL[F"“] og sammenlignet den med indeksen for stammen NDFL
og for den opprinnelige LaSota-stamme (klon E13-1). Resul-
tatene viste at ICPI for stammen NDFL[FY®*] var 1,3, hvilket
er langt over verdien for stammene NDFL (ICPI = 0,0) og

klonen E13-1 (ICPI=0,3). Disse resultater viser at virulen-
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sen av NDV, som ventet, til stor del bestemmes av aminosy-
resekvensen av proteasespaltningsstillingen av Fo-protei-

net.

Innfgring av en serologisk markger

Innhyllings-glykoproteinene F og HN av NDV er de mest immu-
nogene proteiner av viruset. Etter infeksjon utlgser bade
F- og HN-protein en sterkt ngytraliserende antistoffre-
spons. Induksjonen av en slik ngytraliserende antistoff-
respons er grunnlaget for en fremgangsrik vaksinasjon med
ikke-virulente NDV-stammer (sa som den omfattende brukte
LaSota-stamme). Imidlertid kan antistoffresponsen mot NDV-
vaksinestammer ikke skjelnes fra antistoffresponsen mot vi-
rulente NDV-feltstammer. Dermed kan infeksjoner med viru-
lent feltvirus ikke spores ved serologiske metoder. Denne
situasjon er ugnsket, siden feltvirusinfeksjoner maskeres
av en vaksinasjon, og kliniske tegn som forarsakes av felt-
stammer, kan overses eller t.o.m. skyldes pa vaksinen.
Fordi en fremgangsrik differensiering mellom vaksinasjon og
infeksjon er essensiell for en utrydding av NDV, satte vi i
gang med & utvikle genetisk modifiserte NDV-stammer som kan
brukes for vaksinasjon og som kan skjelnes serologisk fra
NDV-feltstammer (sakalte markgrvaksiner). For & utvikle en
NDV-markgrvaksine, ma viruset modifiseres genetisk slik at
én eller flere immunodominante epitoper av ett av (hoved-)
antigenene enten slettes eller modifiseres. En sletting av
én eller flere deler av et essensielt protein kan fgre til
et tap av dette proteins biologiske funksjon. Derfor wvalgte
vi & modifisere et av de immunodominante omhyllingsprotei-
ner av NDV slik at den biclogiske funksjon av proteinet ble
bevart, mens antistoffrepertoaret mot det modifiserte pro-
tein skilte seg fra antistoffene mot det opprinnelige pro-
tein. Av grunner som skal oppgis i det fglgende, valgte vi
for én utfprelse av oppfinnelsen & modifisere HN-proteinet
av NDV. Infeksjon med NDV initieres ved en fusjon av viri-
onomhyllingen med plasmamembranen av vertcellen. For denne

prosess er bade F-protein og HN-protein nedvendig. Det er
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blitt vist at F- og HN-proteinet vekselvirker fysisk, og at
denne vekselvirkning er negdvendig for en membranfusjon
(Deng et al., 1995). Videre er det blitt vist at
vekselvirkningen er typespesifikk, dvs. F- og HN-proteinet
méd stamme fra samme virus for a oppvise fusjonsaktivitet.
Den vekselvirkende domene av HN-protein av NDV er blitt lo-
kalisert til det sadkalte stilk- eller stammeparti av pro-
teinet, omfattende de fgrste 92 aminosyreresiduer av ekto-
domene av HN-proteinet (Deng et al., 1995). Hybride HN-pro-
teiner som bestdr av aa 1-141 fra NDV og aa 141-572 fra hu-
mant parainfluensavirus type 3 (hPIV3) viste seg a bevare
sin fusjonsaktivitet nar de ble kouttrykt sammen med NDV-F-
protein. Disse funn tyder pa at genetisk modifiserte NDV-
stammer som inneholder et hybrid HN-protein som bestdr av
stammepartiet fra NDV fulgt av det globulazre hode av HN-
protein fra en forskjellig fjarfe-paramyxovirus-serotype,
kan vere levedyktig. Videre ville slike stammer utlgse en
anti-HN-antistoffrespons som skiller seg fra responsen mot
NDV. Fordi den ngytraliserende antistoffrespons mot F-pro-
tein er tilstrekkelig for & muliggjegre en virksom beskytt-
else mot en utfordring med virusinfeksjon, tilfredsstiller
slike genetisk modifiserte NDV-stammer de to vesentlige
krav til en markervaksine, dvs. beskyttelse mot sykdom og

serologisk differensiering.

Hybride HN-gener ble konstruert som bestod av en fusjon av
enten aa 1-141 fra NDV med aa 142-580 fra fjerfe-paramyxo-
virus type 2 (APMV2) (benevnt HN1/2!%!) eller aa 1-143 av
NDV og aa 144-580 fra APMV2 (benevnt HN1/2'%%). P& lignende
madte ble hybride HN-gener konstruert som bestod av enten aa
1-141 fra NDV og aa 143-569 fra AMPV4 (benevnt HN1/4'*') el-
ler aa 1-143 fra NDV og aa 145-569 fra APMV4 (benevnt
HN1/4'*) . De hybride gener ble klonet inn i den eukaryo-
tiske ekspresjonsvektor pCIneo og brukt i kotransfeksjons-
eksperimenter med et plasmid som inneholdt NDV-F-protein.
Med denne hensikt ble F-proteinet modifisert slik at amino-
syresekvensen av den proteolytiske spaltningsstilling mel-

lom F2 og F1l ble endret fra LaSota-sekvensen til hva som
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foreligger i konsenssekvensen av virulente NDV-stammer

(F¥*, se "Materialer og metoder"). Kotransfeksjonseksperi-
menter i CER-celler og QM5-celler tydet p& at bade HN1/2'*
og HN1/2'*® samt HN1/4'*' og HN1/4'*? induserte cellefusjon
ndr de ble kouttrykt med F'“-protein. Disse resultater ty-
det pa at kompleksene mellom hybride HN-proteiner og F-pro-
teinet var biologisk aktive. De hybride HN-proteiner
HN1/2'%® og HN1/4'%% ble brukt for & erstatte det opprinne-
lige HN-gen i full-lengdet cDNA-klon pNDFL+, hvilket gav
pNDFL-HN1/2'*® og pNDFL-HN1/4'*°, De to sistnevnte plasmider
ble deretter brukt for & generere smittende virus ved bruk
av kotransfeksjonssystemet som ble beskrevet ovenfor. Leve-
dyktige rekombinante viruser (benevnt NDFL-HN1/2*® og NDFL-
HN1/4'%’) kunne isoleres fra allantoinvasken i embryonerte
egg som var blitt podet med supernatanten fra transfiserte
monosjikt.

Nervaeret av det hybride HN-gen i hver av de to rekombinan-
ter ble verifisert ved bruk av RT-PCR. Hemagglutinasjons-
inhibisjonstester viste at monoklonale antistoffer og fler-
verdige antisera mot NDV ikke kunne inhibere agglutinasjo-
nen av kyllingerytrocytter forarsaket av de rekombinante
viruser NDFL-HN1/2'*®* og NDFL-HN1/4'*®. Disse resultater ty-
der p& at stammene NDFL-HN1/2'%? og NDFL-HN1/4'%® kan brukes
som vaksiner som kan serologisk skjelnes fra klassiske NDV-

vaksiner.

Ekspresjon av et heterologt protein fra rekombinant NDV

For & undersgke om fremmede gener kan innferes i NDV-geno-
met, konstruerte vi et rekombinant virus som bar SEAP-re-
portergenet. SEAP-genet var avledet fra plasmidet pOLTV535,
og var blitt modifisert for & omfatte de typiske transkrip-
sjonelle start- og stopp-bokser av NDV. Et DNA-fragment som
inneholdt SEAP-genet fulgt av de transkripsjonelle stopp-
og start-bokser, ble innfegrt i XmnI-stillingen (nt 109) i
plasmidet pNDFL+[F“]. Smittende virus, benevnt DNFL-AP,

ble generert ved bruk av kotransfeksjonssystemet, og narve-
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ret av SEAP-genet ble verifisert ved hjelp av RT-PCR. Cel-
ler som var infisert med stammen DNFL-AP, uttrykte meget
hoye mengder SEAP-protein. Ved bruk av den spesifikke akti-
vitet av SEAP-proteinet, beregnet vi at x% av proteinene
som ble uttrykt i celler som var infisert med NDFL-AP, be-
stod av SEAP-protein. Disse resultater viser at heterologe
gener kan uttrykkes i meget hgye mengder fra rekombinant
NDV.

Generering av en NDV-delesjonsmutant pad en trans—komplemen-

terende cellelinije

For a oppheve ekspresjonen av M-proteinet av NDV, ble en
stor del av M-genet slettet ved spaltning av pNDFL+[F"%]
med BsaAI (nt 3087) fulgt av en delvis spaltning med Hin-
dIII (nt 4252). Etter & ha fylt opp HindIII-enden med Kle-
now-DNA-polymerase, ble fragmentet resirkularisert ved bruk
av T4-DNA-ligase og brukt til & transformere E. coli. Det
dannede plasmid, benevnt pNDFL+[F**]dM, ble brukt til & ge-
nerere virus ved hjelp av kotransfeksjonssystemet i trans-
komplementerende CER-M-celler som uttrykte NDV-M-protein.
Supernatanten fra transfiserte monosjikt ble passert tre
ganger pa CER-M-celler og analysert for nerver av virus.
Virus ble erholdt som vist ved at kultursupernatanten av
den tredje passasje gav positive resultater i hemagglutina-
sjons (HA)- og hemagglutinasjonsinhibisjons (HI)-tester.
Viruset ble benevnt NDFL-dM. Nar NDFL-dM ble brukt for &
infisere monosjikter av CEF-celler, kunne viruset fortsatt
spre seg ved transmisjon fra celle til celle, som vist i et
IPMA ved bruk av et monoklonalt antistoff mot F-proteinet.
Som forventet, kunne man ikke demonstrere noen ekspresjon
av M-proteinet i et IPMA ved bruk av monoklonale antistof-
fer mot M-proteinet. Nar supernatanten ble brukt for a in-
fisere enten CEF-celler eller CER-M-celler, kunne vi ikke
pavise nerver av repliserende virus i disse monosjikt ved
hjelp av IPMA. Dette funn tyder pd at smittende virus ikke
kunne genereres 1 ikke-komplementerende CEF-celler. Dette

funn ble bekreftet ved observasjonen at poding av embryo-
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nerte egg med supernatant fra infiserte CER-celler ikke
forte til noen generering av avkom-virus ifglge HA- eller
HI-tester.

Behovet for bedre NDV-vaksiner, og spesielt behovet for
NDV-markgrvaksiner, beveget oss til & utvikle et reverst
genetikksystem som ville muliggjegre en genetisk modifika-
sjon av NDV. I foreliggende dokument beskriver vi genere-
ringen av smittende NDV utelukkende fra klonet full-lengdet
cDNA. Vi viser at smittsomheten av NDV kan endres dramatisk
ved & modifisere kun 3 nukleotider, som bestemmer spesifi-
siteten av F-proteinets proteasespaltningsstilling. I dette
tilfelle ble proteasespaltningsstillingen endret fra stil-
lingen i LaSota-stammen til stillingen i1 konsensspaltnings-—
stillingen av virulente NDV-stammer. Ved & generere denne
genetisk modifiserte NDV-stamme leverer vi formelle bevis
pa at spaltbarheten av F-proteinet er ngkkelfaktoren (men
ikke den eneste bestemmende faktor) for virulensen av NDV.
Ved bruk av den samme reverse genetikkfremgangsmdte kan
spaltningsstillingen modifiseres etter gnske til hvilken
som helst annen aminosyresekvens. Dette kan fgre til gene-
reringen av en rekke NDV-stammer som oppviser et spektrum

av virulensnivaer.

in vivo

Slik det allerede ble nevnt ovenfor, er det blitt vist at
foruten spaltbarheten av F- og HN-proteinene, kan andre vi-
rale faktorer bidra til patogenisiteten. Endringer av tran-
skripsjonen og translasjonen kan modulere veksten og viru-
sets spredning fra celle til celle og/eller cytopatogenisi-
teten. Tilgjengeligheten av et smittende c¢DNA av NDV mulig-
gjer en systematisk modifikasjon av sekvenser som omfattes
innen transkripsjon og replikasjon. Dette kan fgre til en
utvikling av nye NDV-vaksiner som oppviser en optimal immu-

nogenisitet til narmeste ikke-eksisterende virulens.
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Sikkerhet er én av de viktigste egenskaper av levende vak-
siner. Imidlertid star for mange levende vaksiner, ogsa
NDV, immunogenisitet ofte i omvendt forhold til virulensen.
Derfor er en ytterligere svekkelse av levende vaksiner uten
a tape immunogenisitet, én av de mest gnskede endringer som
en genetisk modifikasjon kunne brukes til. I denne hensyn
er det verdt & nevne at det er blitt vist at en eliminasjon
av ekspresjonen av V-protein av Sendai-virus fgrte til en
betydelig nedsatt in vivo-patogenisitet for mus (Kato et
al., 1997). P& lignende mate som Sendai-virus, genererer
NDV ogsd et V-protein ved en mekanisme som er kjent som
RNA-redigering (Steward et al., 1993). Det er forutsigbart
at en eliminasjon av ekspresjonen av V-proteinet av NDV
ogsd kan fgre til en svekket fenotype in vivo.

Foruten & endre virulensen av NDV, viser vi at det er mulig
4 modifisere den antigene sammensetning av NDV slik at det
kan genereres stammer som kan skjelnes serologisk fra NDV-
feltstammer. Disse sdkalte markgrvaksiner er en uvurderlig
hjelp for & bedgmme forekomsten av NDV 1 kommersielle flok-
ker rundt omkring i verden. Videre kan en anvendelse i stor
skala av slike markegrvaksiner til slutt fgre til en full-
stendig utrydding av NDV ved en prosess med intens testing
og utsletting av infiserte flokker. I foreliggende dokument
viser vi at fremmede gener kan innfgres i genomet av NDV.
Disse fremmede gener kan uttrykkes i meget hgye nivaer i
infiserte celler. Dette viser at NDV kan brukes som vaksi-
nevektor for ekspresjon av antigener fra andre (fjerfe-)
patogener. Flere egenskaper gjgr NDV til en ideell vaksine-
vektor for vaksinasjon mot respiratoriske eller intestinale
sykdommer: 1) NDV kan lett dyrkes til meget hgye titere i
embryonerte egg. 2) Massekultur av NDV i embryonerte egg er
relativt billig. 3) NDV-vaksiner er relativt stabile og kan
lett administreres ved masseapplikasjonsmetoder sasom til-
setning til drikkevann eller ved bespregytning eller aero-
soldannelse. 4) Den naturlige infeksjonsrute av NDV er via
respirasjonstrakten og/eller mage-tarm-trakten, som ogsa er

de naturlige hovedruter for infeksjon med mange andre
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fjerfe-patogener. 5) NDV kan indusere en lokal immunitet

til tross for narvaeret av sirkulerende moder-antistoff.

Til slutt viser vi at levedyktige NDV-delesjonsmutanter kan
genereres ved bruk av trans-komplementerende cellelinijer.
En NDV-delesjonsmutant ble generert som ikke har evnen til
& uttrykke matriks-(M)-protein, som er innblandet i spiring
av NDV ved den indre cellemembran. Vi viser at en fenoty-
pisk komplementert NDV-stamme som ikke har evnen til a ut-
trykke M-proteinet, fortsatt har evnen til & infisere cel-
ler og spres ved hjelp av transmisjon fra celle til celle.
Imidlertid har det mutante virus ikke evnen til & generere
smittende avkom pa ikke-komplementerende celler. Dette funn
viser at fenotypisk komplementerte NDV-delesjonsmutanter
kan brukes som sikre selvbegrensende vaksiner som ikke har
evnen til & spres ut i miljget. En slik ikke-overfgrbar
vaksine kombinerer den viktigste fordel av levende vaksi-
ner, nemlig effekt, med den viktigste fordel av drepte vak-
siner, nemlig sikkerhet.

Figurtekst

Figur 1.

Transkripsjonsvektor pOLTVS er et derivat av transkrip-
sjonsvektoren beskrevet av Pattnaik et al. (1992). Se
tekst for detaljer ved konstruksjonen. Plasmidet innehol-
der den T7 DNA-avhengige RNA-polymerasepromoter (vist i ut-
hevet skrift) fulgt av enestdende Stul og Smal restrik-
sjonsseter og det autokatalytiske ribozym fra hepatittdel-
tavirus (HDV). DNA-fragmenter kan bli klonet mellom Stul-
og Smal-setene og kan bli transkribert enten in vitro eller
in vivo ved & bruke T7 RNA-polymerase. Den 5'-ende av de
resulterende transkripter inneholder to ekstra G-residuer
som ikke blir kodet av innskuddet. Grunnet virkningen av
ribosymet tilsvarer den 3'-ende av transkriptet ngyaktig

det siste nukleotid av innskuddet.
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Figur 2.

Struktur av de minigenome plasmider pOLTV535 (fig. 2A) og
POLTV553 (fig. 2B). De minigenome plasmider er basert pa
transkripsjonsplasmider pOLTVS (se fig. 1) og inneholder
det 3' omradet (nt 1-119) og det 5' omradet (nt 14970-
15186) av NDV-stamme LaSota som flankerer genet som koder
for utskilt alkalisk fosfat (SEAP). Transkripsjon av
POLTV535 ved T7 RNA-polymerase gir antigenomisk RNA (eller
[+)-RNA) mens transkripsjonen av pOLTV553 gir genomisk RNA
(eller (-)-RNA). Start (S) og slutt (E) boksene som er vi-
rale transkripsjonsinitierings og termineringssignaler er
angitt. Startkodonene av SEAP-genet er understreket. Se-
kvensene for innsetningene (NO-N5) i ClalI-setet som danner
minigenomplasmider som hver er forskjellige med 1 nt i
lengde (pOLTV535N0-N5 og pOLTV553N0-N5) er ogsa vist.

Figur 3

Nukleotidsekvens av genomet av NDV-stamme LaSota og avledet
aminosyresekvens for NDV-genene. Sekvensen som er vist
tilsvarer den antigenomiske kjede og er wvist i 5' til 3°
retning i form av ssDNA. Sekvensen som er vist 1 denne fi-
gur er den til konsensussekvensen som ble bestemt ved full-
stendig a sekvensere to uavhengige sett av overlappende
subgenomiske c¢DNA som strekker seg over hele NDV-genomet.
Gjenvarende uoverensstemmelser (sannsynligvis som et resul-
tat av PCR-feil) ble lgst ved & sekvensere relevante omra-

der av et tredije uavhengig sett av kloner.

Sekvensen av den fullengdede cDNA-klonen pNDFL+ som ble
satt sammen fra overlappende sub-genomiske cDNA-kloner (se
figur 4), er forskjellige fra den til konsensus NDV-sekven-
sen ved de fglgende posisjoner (konsensussekvens mellom pa-
renteser): nt 1755, G (A); nt 3766, A (G); nt 5109, G(A);
nt 6999, T (C); nt 7056, G (A); nt 9337, G (A); nt 9486, A
(T); nt 10195, T (C); nt 13075, A (G); Disse forskjeller

resulterer i 3 aminosyreendringer (konsensussekvens mellom
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parenteser): F-protein, R%? (Q); HN-protein S200 (p) L-pro-
tein N°®° (I).

Figur 4.

(A) Total strategi benyttet for sammensetning av full-leng-
det NDV cDNA fra subgenomiske overlappende c¢DNA-kloner.
cDNA-materialet ble satt sammen i plasmid pOLTV535 som al-
lerede inneholdt 3' og 5' ender av NDV-stamme LaSota (se
fig. 2). Det resulterende plasmid, betegnet pNDFL+ ble be-
nyttet for dannelsen av infeksjonsdyktige NDV.

(B) Detaljert kloningsprosedyre for sammensetning av full-
lengdet NDV cDNA fra subgenomiske overlappende cDNA-kloner.
Cm betegner kloramfenikol-resistensgenet som temporart ble
introdusert som en fenotypisk markgr (se tekst for detal-
jer) .

(C) Detaljert kloningsprosedyre for fremstillingen av gene-
tisk modifisert fullengdet NDV cDNA. Modifikasjonen bestar
av 3 nukleotidendringer som ble innfert i F-genet og som
resulterer i modifikasjonen av aminosyresekvensen av det
proteolytiske spaltingssete hos F-proteinet (se tekst for
detaljer).

Figur 5.
(A) pOLTV535-serien

Transkripsjon ved hjelp av T7 RNA polymerase gir antigeno-
misk RNA (eller (+)-RNA) som direkte kan bli translatert
til SEAP-protein av cellen. Etter infeksjon av celler med
hjelpevirus (eller etter ko-transfeksjon av plasmider som
koder for NP-, P-, og L) blir det antigenomiske RNA benyt-
tet av det virale polymeraseskompleks for syntesen av geno-
misk RNA (eller (-)-RNA). Det genomiske RNA blir s& benyt-

tet av det virale polymerasekompleks for syntesen av bade



10

15

20

25

66

mRNA (ved & bruke den spesifike transkripsjonsstart [S] og

ende [E] bokser) og antigenomisk RNA.

(B) pOLTV553-serien

Transkripsjon ved hjelp av T7 RNA-polymerase gir genomisk
RNA (eller [-]-RNA) som ikke kan bli translatert til SEAP-
proteinen. Etter infeksjon av celler med hjelpevirus (el-
ler etter ko-transfeksjon av plasmider som koder for NP, P,
og L) blir det genomiske RNA benyttet av det virale polyme-
rasekompleks for syntesen av bade mRNA (ved & bruke den
spesifike transkripsjonsstart [S] og ende [E] bokser) og

antigenomisk RNA.

Figur 6

Sammenligning av nukleinsyresekvenser 5' terminale ender av
NDV LaSota og andre paramyksovirus er gitt som sekvenssam-
menligning av NDV og de fire medlemmer av Rubulfavirus
slekten, tre medlemmer av Paramyxovirus genus, og tre med-
lemmer av Morbillivirus slekten. Sekvensene er presentert
fra L-gen endeboksen til den 5' ende (3' - 5' cDNA).

NDV, Newcastle sykdomsvirus; hPIV2, human parainfluensavi-
rus 2; MuV, kusmavirus; SV5 og SV41l, henholdsvis simmianvi-
rus 5 og 41; SeV, sendaivirus; bPIV3 og hPIV3, henholdsvis
bovin og human parainfluensavirus; CDV, gnagergalskapvirus;
MeV meslingvirus RPV, rinderpestvirus. Nukleotid

(nt) sekvenser av de fullstendige genomer ble oppnadd som
folger (tilgangsnummer): NDV (AF077761); hPIV2(X57559);

MuV (AB000388); SV5(AF052755); SV41(X64275); bPIV3(D84095);
hPIV3(Z11575); CDV(L13194); MeV(X16565); RPV(Z30697).
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3'UIT ACCAAACAGAGAATCCGTGAGTTA | 1-24
P368+ GTGATGAGGAACCATGTTGC 368-387
P800+ GTCCGCATCTTCTTGGTTAG 800-819
P1201+ GAGACTTGGAGTAGAGTACG 1201-1220
P1279+ T AGCAGCAATGAAGGGCCTGG 1279-1298
P1356+ AAATCGGAGTCCTCACTGGG 1356-1375
P1683+ CTCTATATGACCACACCCTC 1664-1683
PRT1 CAAAGAATTCAGAARARAGTACGG | 1785-1814
GTAGAAG
P2357+ GGAAACAGTCAGGAAAGACC 2358-2377
P2599+ TAAGTAAAGTTGACTATCAG 2599-2618
P2852+ GGCACTTAATARACTTICGC 2852-2871
P3496+ GAATGARGARGCCACTGTCG 3496-3515
P3587+ CGGAGATCTTGTTGAGTTGG 3569-3608
P4267+ CATTATCCAARGCAGGTACCC 4270-4299
NDV5-F ACGGGCTAGCGATTCTGGATCCCG | 4498-4526
GTTGG
P4731+ (LS) AAGCTCCTCCCGAATCTGCC 4733-4752
P4958+ AGCTCTGATACAAGCCAAAC 4960-4979
P5266+ (LS) CTGGTGGGAATATGGATTAC 5267-5286
P5591+ (LS) AGTAACGTTCCCTATGTCCC 5593-5612
P5616+ GTATTTATTCCIGCTTGAGC 5616-5635
P6000 BAATACCCTTGATCAGATGAGAGCC | 6166-6190
NDV5-EN GTAGGCTAGCAAGAGAGGCCGCCC | 6325-6354
CTCAAT
P6693+ (L) CATTGTTAAAAACTGAGACC 6695-6714
P7110+ (L) ATCGGAAGTCTTGCAGTGTG 7112-7131
P7501+ (L) TGGTGGGAAACGCATCCAGC 7503-7522
P7900+ (LS) AAGACTTAATCCTACGTCTG 7902-7921
P8590+ AACTCGGAAGGGCAGTACAC 8592-8611
L9000 TTTGTCACTCCTGAACTTGTCATT | 9008-9031
P9359+ CAATGATATAGCAGAATCCG 9361-9380
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Tabell 1, forts.
P9371+ GCAGAATCCGTGACTCATGC 9371-9411
P9390+ ATAGCTACTGTATTCTCTGG 9392-9431
T9686+ TCACACGATATCATGTTGAG 9686-9705
P9799+ CACACCCTARCGATAATTGG 9801-9820
P10198+ ATAAGAARACGTATCACTGAC 10200-
10219
P10601+ TTGTCGCGTTGCCTGTATGG 10603-
' 10622
P11006+ GCAGACATACTTTGACTCTG 11008-
. 11027
P11393+ TCCCTTATTGTCTGGAGTGC 11395-
- _ 11414
P11798+ TGATACGATAGAACTCGTAG 11800-
11819
L12000 CATATGTCGCCACATGTGAAGGCT | 12008-
12031
P12373+ CAACCAGGACATATGATGAG 12375-
12394
P12796+ TCGACTGTTCTTACCAACTC 12798-
12817
P12978+ CACACCAACTTGCAGATACG 12978-
12997
P13236+ GAGTATCTACTGTCGGATGC 13238-
' 13257
P13601+ ATACTTGTTCAGAGGAATAG 13603~
13622
P13943+ GACCTGACCTCAGATAAAGC 13946-
13965
P14002+ TATCATTGCTGCATTGTGAC 14004 -

14023
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Tabell 1, forts. |
P360 GGCGATGTAATCAGCCTAGTGCTT | 14756-
14779
P14812+ ACTAAGGACATACTTGAAGC 14812-
14831
P230- CCGGGACTTCTACTTITAAG 230-211
P998- “TTTGGATATCGCCIGAGAGG 998-979
P1898- AARGGTGGCCATGITIGTCC 1898-1879
P2617- TGATAGTCAACITTACTTAC 2617-2598
$3328- GCAGAATCARAGTACAGCCC 3330-3311
P3610- CTTGCCAACTCAACAAGATC 3612-3593
P3990- GATTAGCATAGTATCCACTG 3992-3973
NDV3-M TCTCCCCGGGGCAGCTTATTTCTT | 4400-4368
AARAGGAT
P4593- GACAGATGCAACTCAGTACC 4625-4606
P4618- (LS) ATGCAACTCAGTACCAGCGC 4620-4601
P5390- GTAGAGTTACCIGTATACCC 5411-5392
NDV3-F ACTACCCGGGAAACCTTCGTTCCT | 6238-6212
CAT
P6710- (LS) TCTCAGTTTTTAACAATGCC 6712-6693
P7093- (LS) GTTGATGGAACGCAGAGTAG 7095-7076
P7522- (LS) CTGCTGGATGCGTTTCCCAC 7524-7505
P367 AGGGACCTCAATACTAGCCAGTTC | 8692-8666
P9905- CTCTATCARGAGGCGATTAG 9907-9888
P10320- TAAGACAGTACTTTTGCAGG 10322-
10303
P10684- GATGCAACTGTGTCAACACC 10687~
10706
Plil22- AATTGGGCAGGAGTCAGAAC 11124-
11105
P11510- TGCCTCCATGATAGCATGCG 11512-

11493




78

Tabell 1, forts.

P11903- ATTGCTTGGAAGATGGAACC 11505-
11886

P12717- TGTCATACACTATTATGGCG 12719-
12700

P13141 CARAGAGTACCGTGTACAGACAGC | 13172~
ATAACC 13143

P13281- GACATGATAGAGCTCACCTG 13302-
13283

P14101- ACGGAATGCATGGCAATCAG 14163-
" 14144
P14522- GCTCACCAAACTCTCTGCAC 14524-
14505

P14687- AGGATCTGTCTCGTGCACTG 14709-
14690

P377 TTTCCTTAAGTTTGGTAATACCTA | 14668-
GGAC 14861

P359 CACCAAGTCGACAATTGGCCAGAA | 15046~
AAGGAG 15017

SNDV ACCAAACAAAGATTTGGTGAATGA | 15186-
CGA 15159




10

15

20

25

35

Tabell 2

Sekvens av 3'- og 5'-terminale ender av genomet av NDV-stamme La Sota

A. Sekvens av 3' terminal ende (vist som 5'-ende av antigenomisk DNA-kjede)

metode |

metode ||

79

B. Sekvens av 5'-terminal ende (vist som DNA)

pBluescriptII-TSK

stamme sekvens
04 ACCAAACAGAGAATC
05 ACCAAACAGAGAATC
13 ACCAAACAGAGAATC
21 ACCAAACAGAGAATC
stamme sekvens
26 ACCARACAGAGAATC
28 ACCARACAGAGAATC
30 ACCAAACAGAGAATC
31 GCCAAACAGAGAATC
32 ACCAAACAGAGAATC
33 ACCAAACAGAGAATC
Consensus ACCARACAGAGAATC
stammer stamme sekvens
r3101-13 ACCAAACAAAGATTT
r3101-14 ACCAAACAAAGATTT
r3101-15 ACCAAACAAAGATTT
r2601-17 ACCAARACAAAGATTT
r2601-18 ACCAAACAAAGATTT
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(tabell 2 forts.)

PGEM4Z stammer

80

r2601-19

r2601-20
r2601-21

stamme

r3l10l1-16
r3101-17
r3101-18
r3101-19
r3101-22

Consensus

ACCAARACAAAGATTT

AACAAGGTGAAGATA
ACCAAACAAAGATTT

sekvens

ACCAAACAAAGATTT
ACCAAACAAAGATTT
ACCAAACAAAGATTT
ACCAAACAAAGATTT
ACCAAACAAAGATTT

ACCAAACAARGATTT
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Tabell 3

81

Minigenom replikasjon med NDV-hjelpervirus

A. SEAP-aktivitet (cps) etter transfeksjon av CER-C9-celler med pOLTV535-
og pOLTV553-serier av plasmider.

plasmid

POLTVS35N0
POLTV535N1
POLTVS3SN2
POLTVS35N3
pOLTVS35N4
pPOLTVS35N5

POLTVS553N0
pOLTV553N1
POLTVSS53N2

_ pOLTV553N3

pOLTVS53N4
POLTV553N5

B. SEAP-aktivitet (cps) etter transfeksjon av F

+NDV

o NN ;W
i @ O &» OV W

15

5
6
4
.1
4
9

x 10*

x 10°

pOLTV553-serien av plasmider.
Plasmid +NDV
POLTVS53N0 7.2 x 10*
pOLTVS53N1 8.4
POLTV553N2 .9
pPOLTV553N3 27.4
pOLTV553N4 7

B.5

POLTVS53NS

-NDV

7.1 x 10

12.1
6.2
5.2

4.

3.0

9.6 x 10°

1

27.6

3.
9.
7.
4.

10.

H bk o Y O

5
5
9
8

.3 x 10°
12.
12.

forhold

0

0.
0.
1.
0.
0.

H o o o

.49

49
39
46
44
50

.57
.35
.68
.59

0.43

H O W O O ©

%060

.86
.70
.71
.19
.93
.05

PV-T7-infiserte CER-celler med

forhold
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Tabell 4.

Overfaring av SEAP-aktivitet (cps) etter behandling av CER-celler med
supernatanten av FPV-T7-infiserte CER-celler som var blitt transfektert med
pOLTV553 -serien av plasmider og som var blitt superinfisert med NDV (se
tabell 3).

Plasmid

pOLTV553N0 2.4 x 10°
pPOLTV553N1 6.2
POLTVSS53N2 2.0
POLTVS553N3 20.6
pOLTV553N4 2.0
POLTV553N5 2.1

Tabell 5

SEAP-aktivitet (cps) etter ko-transfeksjon av CER-celler med pOLTV553-serien
av plasmider og plasmider pClneoNP,
pClneoP og pCineoL(c) (eller pCineo som en negativ

kontroll).

Plasmid- NP, P& L NP, P & pCIneo
forhold

pOLTV553N0 3.1 x 10° 2.7 x 10° - 11.7
pOLTV553N1 .1 5.2 7.9
POLTVS53N2 .1 3.1 10.0
pOLTV553N3 35.9 3.6 100.8
pOLTV553N4 .9 4.6 4.1
POLTV553N5 1.0 4.1 2.5
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PATENTIEKRAYV

1. Fugleparamyksovirus cDNA som minst omfatter en nuk-

leinsyresekvens tilsvarende den 5'-t

erminale ende av New-

castle-sykdomsvirus som vist i figur 6 og som tillater &

danne en infeksjonsdyktig kopi av fugleparamyksovirus.

2. cDNA ifglge krav 1 omfattende fullengdet cDNA.

3. cDNA som minst omfatter en nukleinsyresekvens tilsva-

rende 5'-terminal ende av genomet av Newcastle-sykdomsvirus

som vist i figur 6 og som tillater & danne et replikerende

fugleparamyksovirus minigenom.

4, cDNA if@slge kravene 1, 2 eller

avledet fra Newcastle Disease Virus.

3. cDNA ifeslge krav 4 hvor nevnte
er et lentogent virus, fortrinnsvis
stamme.

6. cDNA ifglge krav 5 hvor nevnte
Sota-stamme ATCC VR-699,

7. cDNA ifglge ethvert av kravene

3 som er minst delvis

Newcastle Disease Virus
avledet fra en vaksine-

vaksinestamme er en La-

1 til 6 ytterligere ut-

styrt med en modifikasjon i nukleinsyren valgt fra dele-

sjon, innsetning og mutasjon.

8. cDNA ifglge krav 7 hvor nevnte

modifikasjon resulterer

i en nukleinsyre som koder for et modifisert proteasespal-

tingssete.

9. cDNA ifglge krav 8 hvor nevnte

spaltingssete er et

proteasespaltingssete av fusjons(F)proteinet.

10. CcDNA ifglge krav 7 hvor nevnte

modifikasjon resulterer

i en nukleinsyre som koder for et viralt hybridprotein.
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11. cDNA ifglge krav 10 hvor nevnte protein er et hemaglu-

tinin-neuraminidase (HN)-protein.

12. <cDNA ifglge krav 7 hvor nevnte modifikasjon omfatter
en delesjon i en nukleinsyre som koder for et viralt pro-

tein.

13. cDNA ifglge krav 12 hvor nevnte virale protein er et

matriseprotein (M).

14. CcDNA ifelge ethvert av kravene 1 - 13, ytterligere ut-
styrt med en nukleinsyre som koder for et heterologt anti-

gen.

15. cDNA ifglge krav 14 hvor nevnte antigen er avledet fra
et fuglepatogen.

16. cDNA ifglge krav 14 eller 15 ytterligere utstyrt med
en nukleinsyre som koder for et immunstimulatorisk protein
eller deler derav.

17. RNA oppnadd fra et c¢DNA i henhold til ethvert av kra-
vene 1 - 16,

18. Fremgangsmate ved fremstilling av infeksjonsdyktig
kopi av fugleparamyksovirus omfattende & transfektere minst

en celle med ¢DNA i1 henhold til ethvert av kravene 1 - 16.

19. Fremgangsmate ifglge krav 18 hvor nevnte celle er

minst i stand til & uttrykke viralt nukleokapsid (NP),
fosfo-(P) eller stort polymerase (L)protein.

20. Fremgangsmate ifglge krav 18 eller 19 ytterligere om-
fattende & tillate spalting av fusjonsproteinet av nevnte

virus.
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21. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 18 - 20, yt-

terligere omfattende & inkubere nevnte celle i vekstmedium
omfattende proteolytisk aktivitet.

22. Fremgangsmate ifglge krav 21 hvor nevnte vekstmedium
omfatter allantoinveske omfattende nevnte proteolytiske ak-
tivitet.

23. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 18 til 22 hvor

nevnte celle er avledet fra en kyllingcelle.

24. Infeksjonsdyktig kopi av fugleparamyksovirus som ut-
trykker et heterologt antigen og som kan fremstilles ved en

fremgangsmdte 1 henhold til ethvert av kravene 18 - 23.

25. Vaksine omfattende et virus i henhold til krav 24.

26. Levende vaksine i henhold til krav 25.

27. Vaksine ifglge krav 25 eller 26 hvor nevnte infek-
sjonsdyktige kopi av fugleparamyksovirus er minst delvis
avledet fra Newcastle Disease Virus (NDV).

28. Fremgangsmate for & skjelne uvaksinerte dyr eller dyr
vaksinert med en NDV-vaksine i henhold til krav 27 fra dyr
infisert med villtype NDV eller vaksinert med en umodifi-
sert mesogen eller lentogen NDV-stamme omfattende & ta
minst en pregve fra nevnte dyr og bestemme i nevnte prove
tilstedevarelse av antistoff rettet mot en immunodominant
epitop eller marker uttrykt av nevnte villtype eller umo-
difisert NDV, men ikke av nevnte vaksine.

29. Fremgangsmate ifglge krav 28 hvor nevnte antistoff er
rettet mot HN- eller F-protein av NDV.

30. Fremgangsmate ifglge krav 28 eller 29 hvor nevnte dyr
er valgt fra gruppen omfattende fjerfe, fortrinnsvis kyl-

linger.
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Transkripsjonsvektor pOLTV5

Transkripsjons- Ribozym
start spaltingssted
.T7 promoter
TTAATACGACTCACTAT. GGATCTTCCC GGGTCGGCAT
Stul

cDNA

Smal
.

Fig. 1
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. pOLTV535 ‘
Transkripsjonsstart Ribozym spal&ngssted
T7 promoter ‘ 3'end NDV -end NDV
mﬂMTACGACl'CACl‘ATAGG:ﬁmng— lSl“GGGTOGGCAT- HDV ribozyms —~
Sphl
3s * SEAP
A

— .

_mﬁmccsﬁ'ﬁmcrccmc ----- SEAP gene - - - - - COGCTGAATTGGAATCgatattaca—
19 14970

pOLTV553
Transkripsjonsstart Ribozym spaltingsstad
T7 promoters * 5-end NDV 3end NDV
—-TTMTAOGACTCACI‘ATAGGmugx ---lctgtgmgglGGGTOGGCAT—- HDV ribazym -
] o
m ¢ 3 dvas s £ :m
/m r
-—:g:a:gl;(t)cGA'lTCCAA’lTCAGCGG ----- SEAP genc-- -~ - GCAGCAGCAGCATGCggeagaagge—~—
k f 119
NO=CGAGCTCG
N1=CGAGSCTCG
N2~CGAGCGCTCG Fig. 2B
N3=l GCWGCTCG
N4=CGAGCATGCTCG lg'
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Fig. 3 Nukleotidsekvens av NDV-stamme LaSota

1 accaaacagagaatccgtgagttacgataaaaggcgaaggagcaattgaagtegcacgggtagaaggtgtgaatctegag
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2382 AAC CAA GTC AAG GCC GCC CCT GGA AAC CAG GGC ACA GAC GTG AAC ACA GCA TAT CAT GGA
166 N Q¢ V K A A P G N Q G T D V N T A Y H G

2442 CAA TGG GAG GAG TCA CAA CTA TCA GCT GGT GCA ACC CCT CAT GCT CTC CGA TCA AGG CAG
186 Q W E E S Q9 L S A G A T P H A L R s R Q

2502 AGC CAA GAC AAT ACC CTT GTA TCT GCG GAT CAT GTC CAG CCA CCT GTA GAC TIT GIG CAA
26 Q b N T L V S A D H V Q P P V D F V Q

2562 GOG ATG ATG TCT ATG ATG GAG GOG ATA TCA CAG AGA GTA AGT AAG GTT GAC TAT CAG CTA
26A M M S M M E A I 8 Q R V s K V D Y Q L

2622 GAT CTT GTC TTG AAA CAG ACA TCC TCC ATC CCT ATG ATG OGG TCC GAA ATC CAA CAG CIG
26D L V L K ©0 T s 8 I P M M R 8 E I Q O L

2682 AAA ACA TCT GTT GCA GTC ATG GAA GCC AAC TTG GGA ATG ATG AAG ATT CIG GAT CCC GGT
266K T S VvV A V M E A N L G M M K I L D P G

2742 TGT GCC AAC ATT TCA TCT CTG AGT GAT CTA CGG GCA GTT GCC CGA TCT CAC CCG GIT TTA
286C A N I § S L s D L R A V A R § H P V L

2802 GTT TCA GGC CCT GGA GAC CCC TCT CCC TAT GTG ACA CAA GGA GGC GAA ATG GCA CTT AAT
306v. §s 6 P G D P S P Y V T Q G G E M A L N

2862 AAA CTT TCG CAA CCA GTG CCA CAT CCA TCT GAA TTG ATT AAA CCC GCC ACT GCA TGC GGG
326K L S QQ P V P H P S E L I K P A T A C G

2922 CCT GAT ATA GGA GTG GAAR AAG GAC ACT GTC CGT GCA TTG ATC ATG TCA CGC CCA ATG CAC
36 D I G V E K D T V R A L I M S R P M H

2982 CCG AGT TCT TCA GCC AAG CTC CTA AGC AAG TTA GAT GCA GCC GGG TCG ATC GAG GAA ATC
366 s S S A X L L S§ K L P A A 6 s I E E I

3042 AGG AAA ATC AAG CGC CTT GCT CTA AAT GGC TAA ttactactgccacacgtagcgggtccctgtccactc
386 R K I K R L A L N G *
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3635 ACA TGC AAG AAG AGT GCA ACT AAT ACT GAG AGA ATG GIT TTC TCA GTA GIG CAG GCA CCC 3694
16T C XK K S A T N T E R M V F S VvV V Q0 A P 135

3695 CAA GTG CTG CAA AGC TGT AGG GTT GTG GCA AAC AAA TAC TCA TCA GTG AAT GCA GTIC AAG 3754
13 0 V L Q@ 8 € R V V A N K Y S8 § V N A V K 155

3755 CAC GTG AAA GOG CCA GAG AAG ATT CCC GGG AGT GGA ACC CTA GAA TAC AAG GTG ARC TIT 3814
1SH VvV K A P E K I P G $ 6 T L E Y K V N F 175

3815 GTC TCC TTG ACT GTG GTA CCG ARG AAG GAT GTC TAC AAG ATC CCA GCT GCA GTA TIG ARG 3874
176 v s L T V vV P K K D V Y K P A A V L K 195

ATT AAT GTG GAG GTA GAC 3934

3875 GTT TCT GGC TCOG AGT CIG TAC AAT CTT GOG CIC AAT GIC
v I N VvV E V D 215

196 vV S G S S L Y N L A L N

I
ACT
T
3935 CCG AGG AGT CCT TTG GTT AAA TCT TTG TCT AAG TCT GAC AGC
D S
GGG
G

GGA TAC TAT GCT AAC CIC 3994

26P R S P L V K S8 L S K s G Y Y A N L 235
3995 TTC TTG CAT ATT GGA CTT ATG ACC ACC GTA GAT AGG AAG AAG AAA GTG ACA TTT GAC 4054
236 F L H I 6 L M T T V D R K K K v T F D 255
4055 AAG CTG GAA ART AA' ATA AGG AGC CIT GAT CTA TCT GIC GGG CTC AGT GAT GIG CIC GGG 4114
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ATA CTC 4234
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