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vyvolavajici tvorbu protilatek, protilatka
reaktivni s timto peptidem a diagnosticka
testovaci souprava

57) Anotace:

Peptid majici 5 az 15 aminokyselinovych zbytk, vyvolavajici
tvorbu protilatek, které reaguji s alespon dvéma riiznymi
PRRSV izolaty, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
odvozenou od aminokyselinové sekvence odpovidajici
konzervovanému mistu proteinu N PRRSV, pfi¢emz
aminosekvence odpovidajici konzervovanému mistu proteinu
N PRRSV je vybrana ze skupiny skladajici se z
VNQLCQLLGA A VNQLCQMLGK. Protilatka reaktivni s
timto peptidem. Diagnosticka testovaci souprava pro detekei
nebo identifikaci protilatek namifenych proti PRRSV izolati
obsahujici alespoii jeden uvedeny peptid spolecné s vhodnymi
detekénimi prostiedky nebo diagnosticka testovaci souprava
pro detekci nebo identifikaci protilatek namifenych proti
antigentim odvozenych od PRRSV izolath obsahujici
uvedenou protilatku spole¢né s vhodnymi detekénimi

prostfedky.
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Peptid majici 5 az 15 aminokyselinovych zbytkiu vyvolavajici tvorbu protilatek, protilitka
reaktivni s timto peptidem a diagnosticka testovaci souprava

Oblast techniky

Vynilez se tyka peptovych sekvenci majicich 5 az 15 aminokyselinovych zbytki, které vyvola-

vaji tvorbu protilatek, které reaguji s PRRSV izolaty, protilatkou reaktivni s témito peptidovymi
sekvencemi a za¢lenénim zminénych sekvenci do vakcin a diagnostickych testd.

Dosavadni stav techniky

PRRS virus (PRRSV) je plivodcem onemocnéni prasat, které se nyni nazyva reprodukéni a
respiraéni syndrom prasat (PRRS z anglického ,,porcine reproductive and respiratory syndrom®).
Virus je ptivodcem prase¢iho onemocnéni, které je ve Spojenych statech znamo asi od roku 1987
a v Evropé od roku 1990. Nemoc byla zpocatku oznaovana riznymi jmény jako jsou ,,mystery
swine disease®, ,,swine infertility and respiratory syndrome* a mnoha dalsi. Také samotny virus
byl znamy pod mnoha jmény, naptiklad ,,Lelystad virus* (LV) nebo SIRS virus, ale nyni je popi-
sovan prevazné jako virus reprodukéniho a respiraéniho syndromu prasat (PRRSV). Virus u pra-
sat zpusobuje potraty a respiraéni obtiZze. Poprvé byl izolovan v Evropé v roce 1991 (EP patent
587780 a patent US 5 620 691) a v zapéti nato také ve Spojenych statech a v mnoha dalSich
zemich svéta. PRRSV je maly obaleny virus jehoZ genom je tvofeny pozitivnim fetézcem RNA.
Preferovanym hostitelem PRRSV jsou makrofiagy. Kromé makrofaghi miize PRRSV rist také
v burikach linie CL261 a v dalSich bunéénych liniich klonovanych z opicich ledvinnych bun¢k
linie MA—-104 (Benfield ef al., J. Vet. Diagn. Invest. 4, 127-133, 1992). Genom PRRSV, poly-
adenylovand RNA o velikosti asi 15 kb, byl sekvenovan vroce 1993 (Meulenberg et al.,
Virology 192; 62-74, 1993). Nukleotidova sekvence, organizace genomu a replikacni strategie
ukazuji, ze PRRSV je pfibuzny skupiné malych obalenych virl s genomem tvofenym pozitivnim
fetézcem RNA, souborné nazyvané Arteriviry. Do této skupiny patéi LDV (,lactate dehydro-
genase—elevating virus®), EAV (virus koiiské arthritidy) a SHFV (virus opi¢i hemorhagické
horecky). Vsechny tyto viry maji podobnou organizaci genomu, replikacni strategii, morfologii i
aminokyselinovou sekvenci virovych proteint. Velikost genomu arterivird se pohybuje v rozmezi
od 12,5 do 15 kb a béhem replikace syntetizuji arteriviry soubor Sesti 3'piekryvajicich se sub-
genomickych RNA. Tyto subgenomické RNA obsahuji vedouci sekvence odvozené od 5'konce
virového genomu. ORF 1la a 1b obsahuji pfiblizné dvé tretiny virového genomu a koduji RNA
dependentni RNA polymerazu. Sest mensich ORF, ORF 2 az 7, je lokalizovano na 3’konci
virového genomu. ORF 2 az 6 kdduji pravdépodobné obalové proteiny zatimco ORF 7 koduje
nukleokapsidovy protein (Meulenberg ef al., Virology 206, 155-163, 1995).

PRRSV je prvnim adenovirem, u kterého byla prokazina asociace vSech S3esti proteini
kédovanych ORF 2 az ORF 7 svirionem. 15 kDa protein N (kédovany ORF 7) a 18 kDa
integralni membranovy protein M (ORF 6) nejsou N—glykosylované, zatimco 29-30 kDa protein
GP, (ORF 2), 45-50 kDa protein GP5; (ORF 3), 31-35 kDa protein GP, (ORF 4) a 25 kDa protein
GPs (ORF 5) N-glykosylované jsou. Tyto proteiny byly detekovany také u extracelularnich virt
a v lyzatech bun€k infikovanych severoamerickym izolatem PRRSV, ATCC-VR2332, stejné
jako dal8imi izolaty PRRSV (jako jsou napiiklad CNCM 1-1140, ECACC V93070108, CNCM
1-1387, CNCM 1-1388, ATCC-VR2402, ATCC-VR2429, ATCC-VR2430, ATCC-VR2431,
ATCC-VR2475, ATCC-VR2385 a mnohé dalsi).

Jiz dfive jsme popsali izolaci a charakterizaci souboru PRRSV-specifickych monoklonalnich
protilatek (MAD), které specificky reaguji s GP;, GP;, M a N proteiny (van Nieuwstadt ef al.,
J. Virol. 70, 4767-4772, 1996). Piekvapivé bylo zjisténo, ze protilatky namifené proti GP, jsou
neutralizujici coZ predpoklada, ze alespoil ¢ast proteinu je vystavena na povrchu virionu. Dale
také vétsina MAb namifenych proti proteinu N reagovala se viemi testovanymi izolaty PRRSV.
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PRRS sam o sob¢ je pro priimysl zpracovani vepfového masa vyznamnym problémem téméF na
celém svéte. Zavleceni PRRSV do praseciho stada plisobi tézké ekonomické ztraty. Diagnostické
testovani zamétené proti PRRS je rozsifenou praktikou mnoha veterinarnich pracovist’ i laborato-
fi. Existuje celd fada diagnostickych testi jako jsou naptiklad IPMA, IPT, IFA nebo ELISA,
znichz kazdy zahrnuje néktery zdetekénich systémi jako jsou konjugované enzymy nebo
fluorochromy a dalsi substraty vyuzivajici interakce mezi antigenem odvozenym od PRRSV a
protilditkou namifenou proti PRRSV ke stanoveni pfitomnosti bud’ PRRSV antigend, nebo
protilatek proti PRRSV v biologickém vzorku odebraném testovanému zvifeti (napfiklad praseti).
Biologickym vzorkem muze byt napiiklad krev, sérum, tkat, tkanové tekutiny, tekutiny ziskané
vyplachem, moc¢ ¢i vykaly. Antigeny a/nebo protilatky pouZivané ve zminénych diagnostickych
testech nebo soupravach pro diagnostiku PRRS jsou definovany pouze na zékladé svého piivodu
nebo reaktivity s PRRSV. V zésadé je toto dostacujici pro testovaci metody, kde neni explicitné
vyzadovana vysoka specificnost nebo citlivost. OvSem stale pokradujici $ifeni PRRS zapficinilo
znadny zdjem ze strany pramyslu zpracovani vepfového masa, a to nejen o diagnostiku, ale o
eradikaci PRRS z celych stad nebo dokonce z celych oblasti, regionli ¢i zemi, kde se prasata
chovaji. Jasnym prikladem zmifiovanych potieb primyslu je navrZeny eradika¢ni program tykaji-
ci se PRRS v Dénsku. V piipad€ potieby kompletniho vyhubeni PRRS jsou nezbytné diagnos-
tické testy vykazujici vy3si specifi¢nost nebo citlivost, nez jakou maji dosud pouzivané testy.

OcCkovani proti PRRS je dalsi rozsifenou praktikou. Dosud se pouziva nékolik typi modifikova-
nych Zivych vakcin, ovSem jsou znamé i nezivé vakciny. Oviem obecnym problémem Zivych
vakcin, a tedy i zivych PRRS vakcin, je tendence té&chto vakcin rozsifit se i na neodkovana
zvifata, ¢imz namisto redukce detekovatelné infekce zpisobi jeji rozsifeni ve stadu a tak plsobi
vzhledem k ipIné eradikaci infekce kontraproduktivné. V ptipadé pouziti ,,line marker* vakcin,
které jsou sérologicky odliSitelné od vakcin divokého typu, mize byt zminény problém z velké
Casti redukovan. Dalsi nevyhodou je, Ze zivé vakciny mohou nékdy u o¢kovanych prasat zplsobit
anafylaktickou reakci, nebot’ obsahuji nékteré nedefinované antigenni slozky. Je znamo, Ze nezi-
vé vakciny obecné indukuji ochrannou odpovéd’ u ofkovanych prasat a maji i n&které dalsi
vyhody ke kterym patfi naptiklad fakt, Ze nedochazi k jejich $ifeni mezi zvitaty ve stadg. Nevy-
hodou nezivych vakcin je ze miize byt obtizné podat v jediné davce dostateéné mnoZstvi antigenu
pro vyvoldni méfitelné a ochranné imunitni odpovédi. Bylo by vhodné mit predevsim neZivé
vakciny schopné vyvolat méfitelnou neutralizujici protilatkovou odpovéd’ u prasat, nebot’ pravé
stanoveni neutralizujicich protilatek u oCkovanych populaci prasat mize vyznamné pFispét
k rozvoji poznani rozsahu ochrany prase¢iho stdda pomoci vakcinace. Navic pokud se podaii
pfipravit vakcinu s dostateénym mnoZstvim odpovidajictho antigenu, znamena to, Ze vakcina
obsahuje i dalsi nedefinované antigeny v nedefinovaném mnozstvi, coz miZe zpGsobit anafylak-
tickou reakci tak, jak byla popsana vySe. S ohledem na vySe uvedené skute¢nosti by bylo
vyhodné védét, které specifické misto na PRRSV je zahrnuto v procesu neutralizace. S pomoci
takovych znalosti by bylo mozné navrhnout vhodn&jsi vakciny, zahrnujici peptidové sekvence
nezbytné pro vyvolani neutralizujici reakce a tvorbu neutralizujicich protilatek. Vyhodou v sou-
Casnosti pouzivanych vakein pochazejicich z PRRSV izolati ze Spojenych stath je, ze takové
vakciny, ackoliv vyvolavaji plnou ochrannou reakci proti Evropskym izolatim PRRSV, se
kterymi také zkiizené reaguji, obsahuji dosud neidentifikované epitopy nebo antigenni mista
pomoci kterych mohou byt odliseny od evropskych izolath PRRSV. Naopak Zivé vakciny
pochazejici z PRRSV izolati z Evropy, pfestoZe jsou plné G&inné proti imunologicky zkiizené
reagujicim US izolathm PRRSV, obsahuji podobné dosud neidentifikované epitopy nebo
antigenni mista, pomoci kterych mohou byt odliseny od US izolatd PRRSV.

Pokud by byly dostupné sérologické testy, které by dokazaly rozlisit (na zakladé malych rozdili
v epitopech jednotlivych izolati PRRSV) mezi prasaty bud’ okovanymi US vakcinou, nebo
nakazenymi evropskym divokym typem PRRSV (o¢kovanymi &i nikoliv), nebo které by doka-
zaly rozliSit prasata, ktera jsou bud’ ockovana evropskou vakeinou, nebo infikovana US divokym
typem PRRSV (at' jiz byla otkovana ¢i nikoliv), potom by mohly byt vyvinuty znaékovaci vakci-
na a odpovidajici diagnostické testy (zahrnujici zminéné diskriminujici epitopy nebo antigenni
mista), vykazujici vyS$3i spolehlivost pfi pouZiti v programech pro eradikaci PRRS. Napiiklad
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v Dansku by potom bylo mozné ockovat vakcinou amerického piivodu a méfit soubor protilatek
produkovanych danskymi vepfi, namifenych vyhradné proti jedine¢nym epitopim evropského
divokého typu PRRSV, které nevykazuji zadnou zkiizenou reaktivitu s US kmeny. To by umoz-
nilo zcela jednozna¢nou detekci a nasledné oddéleni veptu infikovanych divokym typem viru
z danskych stad. V soucasnosti takovy postup neni mozny v disledku obecné Siroké imunolo-
gické zktizené reaktivity mezi jednotlivymi izolaty PRRSV. Je nesporné, Ze takové kombinované
vakcinadni a testovaci programy budou zdkladem pro celkovou eradikaci PRRS a ze tyto
programy mohou byt pouzity i v dalSich zemich, v pfipadé potieby s pouzitim vakciny a/nebo
diagnostického testu s odlisnymi PRRSV antigennimi misty.

Podstata vynalezu

Navrhovany vynalez se zabyva peptidovymi sekvencemi PRRSV nesoucimi antigenni mista
umoziiujici zdokonaleni vakcin, at’ uz jsou to oslabené Zivé vakciny nebo nezivé vakciny nebo
vakeiny piipravené technikami rekombinantni DNA, a antigenni mista umoZilujici zdokonaleni
diagnostickych metod a testd a piipravu novych diagnostickych souprav. Sekvence, o kterych je
znamo Ze tvofi antigenni misto konkrétniho izolatu, mohou byt snadno osobou odborné zdatnou
v oblasti navrhovéni a syntézy peptidi pozménény napftiklad ve smyslu substituce jedné nebo
vice aminokyselin, a to pti zachovani antigenicity (ktera je definovana napfiklad reaktivitou
s polyklondlnim sérem nebo monoklonalnimi protilatkami) a tudiz i funk¢nosti antigenniho
mista. Napiiklad uréity aminokyselinovy zbytek miZe byt standardné nahrazen jinym zbytkem
srovnatelné povahy, tj. napiiklad bazicky zbytek jinym bazickym zbytkem, kysely kyselym,
objemna objemnou, hydrofobni jinou hydrofobni a hydrofilni jinou hydrofilni atd. I jiné zamény,
méné konvencni ale vice specifické, jsou mozné v piipadé kdy zachovavaji nebo dokonce zvy3suji
antigenicitu vybrané sekvence. Takové zamény mohou byt uskute¢nény napfiklad s pomoci
PEPSCAN aminokyselinovych substituci nebo techniky mapovani na zdkladé aminokyselino-
vych zamén (van Amerongen et al., Peptide Research (1992) 5, 269-274). Kratce, amino-
kyselinové zbytky, které jsou soucasti antigennich mist podle vynéalezu, mohou byt zaméiiovany
konvenénim zplisobem nebo na zakladé mapovani pomoci aminokyselinovych zamén. Vysledna
peptidova sekvence ziistava funkéné ekvivalentni pivodnimu antigennimu mistu. Nové vloZzena
aminokyselina miZe byt bud’ D—, nebo L— aminokyselina. Imunogenicita peptidovych sekvenci
podle vynalezu je navic je$t€ zvySena jejich spojenim s adjuvans (naptiklad KLH), jaka jsou
v oboru bé&zné pouzivana. Dale miize byt imunogenicita zminénych peptidi zvysena jejich spojo-
vanim (tandemové peptidy) nebo ptipravou opakujicich se sekvenci, polymerizaci nebo cirkula-
rizaci. A&koliv bylo jiz diive popsano, ze N—protein je imunogenni (Meulenberg (1995), J. Clin.
Diagn. Lab. Immunol. 2, 652-656, GB 2 289 279 A) a Ze mezi N—proteiny evropskych izolati
(LV) a US kmenii (VR2332) existuji konzervované a nekonzervované oblasti (WO 96/04010),
teprve nyni bylo poprvé popsano které konzervované a nekonzervované oblasti jsou antigenni a
které mohou byt pouzity individualné nebo v riznych kombinacich jako antigeny pro imunizaci
nebo pro diagnostické Gcéely.Navic zde bylo prokazano, Ze se antigenni oblasti N—proteinu
sestavaji jak z linearnich, tak i z konformaén¢ zavislych epitop.

Protein GP,4 je prvnim strukturnim proteinem PRRSV u kterého bylo prokazano, ze vyvolava
tvorbu protilatek schopnych neutralizovat virus. Byla identifikovana specifickd oblast dlouha
ptiblizné 40 aminokyselin a bylo zji§téno, Ze je-li vystavena na povrchu virionu, stava se cilem
neutralizujicich protilatek, které tak zabrani infekci bun€k zminénym virem. Je to piekvapujici

vvvvvv

povazovan protein GP5, hlavni strukturni protein PRRSV.

Vynalez se zabyva hlavnim antigennim mistem, neutralizatnim mistem proteinu GP; PRRSV.
Vynalez se zabyva lokalizaci hlavniho neutraliza¢niho mista, kterd je nezbytnd pro navrZeni
u¢innych znaCkovacich vakcein, které obsahuji hlavni aminokyselinové sekvence a aminokyseli-
nové sekvence sousedici s hlavni aminokyselinovou sekvenci PRRSV izolatl, které obsahuji
sekvenci neutralizatniho mista na ORF4 proteinu PRRSV. Vneseni sekvenci pro urita neutrali-
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za¢ni mista do riiznych typl vakcin umoziiuje specificky indukovat tvorbu neutralizaCnich proti-
latek u ofkovanych prasat. Jsou pfipravovany neZivé vakciny obsahujici neutralizaCni misto
podle vynalezu, indukujici méfitelnou produkci neutraliza¢nich protilatek. Neutralizaéni misto
obsahuji ptedevsim sekvence PRRSV proteinu kédovaného ORF4 odpovidajici aminokyseli-
novym sekvencim v pozicich 40 az 79 v PRRSV izolatu I-1102. Imunogenicita vybranych pepti-
dovych sekvenci je dale zvy$ena smisenim peptidii s vhodnym adjuvans nebo s dalSimi v oboru
znamymi nosiéi. Takto ziskana peptidova smés je pouzita jako oCkovaci latka. Oviem vybrané
peptidové sekvence obsahujici neutralizadni misto jsou také soucasti vektorovych vakcinacnich
systémi ve formé rekombinantnich vektort odvozenych od heterolognich virti nebo bakterii,
nebo mohou byt vybrané peptidové sekvence selektivné inkorporovany do vir nebo vakcin
odvozenych od PRRSV.

Ptedmétem navrhovaného vynalezu jsou déle aminokyselinové sekvence lokalizované v pozicich
odpovidajicich aminokyselindm 52 az 75 tvofici neutralizaéni misto se Sirokym spektrem
reaktivity. Dal$i neutraliza¢ni mista podle vynalezu mohou byt nalezena mezi dal$imi PRRSV
izolaty at’ jiz objevenymi nebo témi, které teprve budou popséany (viz napiiklad experimentélni
&ast popisu vynalezu). Pro ¢lovéka pracujiciho v oblasti molekularni biologie je snadné porovnat
sekvence obsahujici neutralizalni misto podle vynalezu s aminokyselinovou sekvenci proteinu
koédovaného ORF4 z nékterého dalsiho PRRSV izolatu.

Vynalez se dale zabyva peptidovymi sekvencemi PRRSV zlepSujicimi diagnostické testy, at’ jiz
se jedna o testy pfitomnosti antigenu, nebo o testy pfitomnosti protilatek. Vynalez se zabyva nej-
rizn&j$imi skupinami antigennich mist, které jsou pouzity bud’ samostatné, nebo v kombinaci
s diagnostickymi testy. Pfedmétem vynalezu jsou tedy diagnostické testy slouzici nejriznéjSim
potiebam v oblasti diagnostiky a diferencialni diagnostiky. Reakce antigen—protilatka je vzdy
doprovazena i zk¥iZenou reakci epitop—paratop aminokyselinovych sekvenci, které jsou dlouhé 5
az 15 aminokyselin. Aminokyselinové sekvence dlouhé 5 az 15 aminokyselin, které se ¢astecné
nebo Gplné piekryvaji s hlavni sekvenci antigenniho mista podle vynalezu jsou pfedmétem vyna-
lezu jako sekvence vhodné pro diagnostické testy. Tyto peptidové sekvence se pouzivaji pro
vybér nebo navrzeni antigenu nebo antigenni substance obsahujici testovanou sekvenci. Dale jsou
piedmétem vynalezu také syntetické protilatky reagujici s antigennimi misty podle vynalezu.
Zminéna antigenni mista nebo pfibuzné sekvence reaguji se syntetickymi protilatkami pfiprave-
nymi pomoci systémi jako jsou fagové knihovny nebo klonalni selekce (tézkych fetézcii) proti-
latek, které tvori protilatkam podobné molekuly, které mohou byt snadno exprimovany
v heterolognich expresnich systémech.

Jedna skupina latek, kterd je pfedmétem vynélezu, zahrnuje peptidovou sekvenci odpovidajici
zminénému neutralizatnimu mistu tak, jak bylo popsano vyse. Diagnostické testy zahrnujici toto
misto a/nebo protilatky specificky reagujici stimto mistem detekuji u prasat pFitomnost
neutralizujicich protilatek.

Dalsi skupina latek podle vynélezu zahrnuje konzervované antigenni misto proteinu N. V ramci
konzervovaného antigenniho mista je pfedmétem vynalezu hlavni aminokyselinova sekvence
VNQLCQLLGA nebo VNQLCQMLGK. Diagnostické testy zahrnujici toto misto a/nebo
protilatky specificky reagujici stimto mistem detekuji u prasat pfitomnost protilatek které
specificky reaguji s vétS§inou PRRSV izolati. Pfedmétem vynalezu jsou dale diagnostické testy
které vyuZivaji protilatky namifené proti konzervovanému mistu, detekujici PRRSV antigen.
Takové testy umoziiuji diagnostikovat piitomnost PRRSV izolatii nezdvisle na jejich ptivodu.

Dalsi skupina latek podle vynalezu zahrnuje nekonzervované diferencujici antigenni misto protei-
nu N. Diagnostické testy zahrnujici toto misto a/nebo protilatky specificky reagujici s timto
mistem detekuji u prasat pfitomnost protilatek které specificky reaguji s konkrétnimi PRRSV
izolaty a tudiz naptiklad umoziuji rozliSeni o€kovanych prasat od prasat infikovanych divokym
typem PRRSV. Pifedmétem vyndlezu jsou dale diagnostické testy které vyuZivaji protilatky
namifené proti nekonzervovanému mistu, detekujici PRRSV antigen. Takové testy umoziiuji
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diagnostikovat piitomnost konkrétnich PRRSV izolatd. V ramci jednoho nekonzervovaného
mista je pfedmétem vynalezu hlavni sekvence PRGGQAKKKK nebo PRGGQAKRKK nebo
PRGGQAKKRK nebo GPGKKNKKKN nebo GPGKKNKKKT nebo GPGKKNRKKN nebo
GPGKKFKKKN nebo GPGKKIKKKN nebo GPGQINKKIN. V ramci jiného nekonzervovaného
mista je pfedmétem vynalezu hlavni sekvence MAGKNQSQKK nebo MPNNNGKQTE nebo
MPNNNGKQPK nebo MPNNNGKQQK nebo MPNNNGKQQN nebo MPNNNGKQQK nebo
MPNNNGRQQK. Jak jiz bylo popsano vyse, neni pro ¢lovéka zabyvajiciho se navrhovanim a
syntézou peptidii obtizné pozménit uméle zminéné sekvence GP, nebo N proteinu tak, aby byla
zachovana jejich antigenicita a tudiz i funk¢nost.

Dalsi skupina latek podle vynalezu zahrnuje konformaéni epitopy (které se navzijem mezi jed-
notlivymi izolaty velmi lisi), které se nachazeji v pozicich odpovidajicich aminokyselindm 51 aZ
68 proteinu N u izoldtu [-1102 (u tohoto izolatu se jednd o hlavni sekvenci
PKPHFPLAAEDDIRHHL) nebo aminokyselinam 79 az asi 90 proteinu N (u izolatu [-1102 se
jedna o hlavni sekvenci SIQTAFNQGAGT) nebo aminokyselinam 111 az 124 proteinu N (u izo-
latu 1-1102 se jedna o hlavni sekvenci HTVRLIRVTSTSAS).

Konzervovana, nekonzervovana, diferencujici i konformaéni mista proteinu N, ktera jsou pred-
métem navrhovaného vynalezu, umoziuji pfi pouZiti v diagnostickych testech zcela jedno-
znaénou diagnostiku PRRSV infekci. Byly pfipraveny testy které nevyuZzivaji nekonzervované
sekvence a tudiz zabraiiuji vzniku fale$né negativnich vysledki. OvSem riiznd nekonzervovana
mista byla pouZita pfi pfipravé diferenciaénich testd, které mohou naptiklad rozliovat mezi
ofkovanymi prasaty a prasaty infikovanymi divokym typem PRRSV. Jak jiz bylo fe€eno, neni
pro molekularniho biologa obtizné porovnat sekvence obsahujici konzervované, nekonzervované,
diferencujici &i konformaéni epitopy s aminokyselinovymi sekvencemi proteini kddovanych
ORF7 nékterého dalsiho PRRSV izolatu. Antigenni mista, ktera jsou predmétem navrhovaného
vynalezu, jsou pouZita v novych souborech ofkovaci latka—diskriminacni diagnosticky test,
uréenych pro pouziti v programech pro eradikaci PRRS.

Ptiklady provedeni vynilezu

Piiklad 1
MATERIAL A METODY

Buiiky a viry

Ter Huurne kmen PRRSV (CNCM 1-1102) byl izolovan v roce 1991 (Wenswoort et al., 1991).
Americky kmen PRRSV ATCC-VR2332 byl izolovan o rok pozdéji Benfield er al. (1992).
Kmen NL1 (Nizozemi, 1991) byl izolovan v nas$i laboratofi, kmen NY2 (Velka Britanie, 1991)
laskavé poskytnul T. Drew, kmen DEN (Dénsko, 1992) laskavé poskytnul A. Botner, kmen LUX
(Lucembursko, 1992) laskavé poskytnul Losch, kmeny SPA1 a SPA2 (Spanglsko, 1992) laskavé
poskytli Shokouhi a Espuna resp. a kmen FRA (Francie, 1992) laskavé poskytnul Y. Leforban.

PRRSV a VR2332 byly péstovany na CL2621 burikach tak jak to bylo popsano dfive (van
Nieuwstadt er al, 1996). Sedm odliSnych evropskych izolath bylo péstovano na prasedich
alveolarnich makrofazich. Makrofagy byly péstovany tak, jak to bylo popsano diive (Wensvoort
et al., 1991). BHK-21 buitiky byly péstovany na Dulbeccové zakladnim minimalnim médiu dopl-
néném 5% fetalnim hovézim sérem a antibiotiky. Pro ucely transfekce byly BHK-21 buiiky
pé€stovany na Glasgow zékladnim minimalnim médiu (GIBCO-BRL/Life Technologies Ltd.).

Antiséra

Prase¢i anti-PRRSV sérum 21 a krali¢i anti-peptidové sérum 698 a 700 byly pouzity jiz

vvvvvv

(CLFYASEMSEKGFKVIF) kédovanym ORF4 PRRSV a bylo ziskano imunizaci kraliki. P¥ipra-
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va a charakterizace monoklonélnich protilatek byla popsana jiz diive (van Nieuwstadt et al.,
1996). Hybridomy byly pfipraveny v péti po sob& nasledujicich fuznich experimentech a byly
pfipraveny proti proteinu kodovanému ORF4 (MAb, 121.4, 122.1, 122.12, 122.20, 122.29,
122.30, 122.59, 122.66, 122.68, 122.70, 122.71, 126.1, 126.7, 130.7, 138.28) nebo proti proteinu
kodovanému ORF7 (MADb 122.17, 125.1, 126.9, 126.15, 130.2, 130.4, 131.7, 138.22, WBE]I,
WBE4, WBES, WBE6, SDOW17). Monoklonalni protilatky WBE nam laskav€ poskytnul
Dr. Drew, Weybridge, UK; MAb SDOW 17 laskavé poskytnul Dr. Benfield, South Dakota, US.

Plazmidové konstrukty

Dva oligonukleotidy lokalizované po sméru transkripce (PRRSV13) a proti sméru transkripce
(PRRSV14) ORF4 byly jiz dfive pouZity pro amplifikaci a klonovani ORF4 izolatu I-1102 do
plazmidu pGEM—4Z. Pro klonovani byla pouzita BamHI a HindIII restrikéni mista zabudovana
do oligonukleotidovych primert (Meulenberg et al., 1995). Takto vznikly konstrukt byl nazvan
pABV209. Dva oligonukleotidové primery lokalizované v podobnych pozicich vzhledem k ini-
cia¢nimu kodonu (PRRSV4) a termina¢nimu kodonu (PRRSVS5) ORF4 VR2332 izolatu byly
studiich. PCR produkty byly opracovany BamHI restrik¢nim enzymem a ¢astecné také HindIIl
enzymem (Castené z toho divodu, ze ORF4 z VR2332 obsahuje interni HindlIIl misto) a klono-
vany do pPGEM—4Z plazmidu za vzniku konstruktu pABV270. Rekombinantni DNA techniky by-
ly pouzity v podstaté tak jak byly popsany v Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, Ny, 1989). Nukleotidova sekvence ORF4
z VR2332 v pABV270, stanovena pomoci automatického DNA sekvenatoru (Applied Biosys-
tems) byla shodna s publikovanou sekvenci (Murtaugh et al,, Arch. Virol. 140; 1451-1460, 1995).

Naésledné byly ORF4 z1-1102 a VR2332 pieneseny do Semliki Forest virus expresniho vektoru
pSFVI1. pABV209 a pABV270 byly §t€peny restrikénimi enzymy BamHI a HindIII (jen ¢astecné
v pfipadé pABV270), ORF fragmenty byly opracovany Klenowovym fragmentem DNA poly-
merazy (Pharmacia) za vzniku tupych koncl a takto opracovand DNA byla ligovana do Smal
mista pSFV 1, defosforylovaného teleci intestinalni alkalickou fosfatazou (Pharmacia). Plazmidy
nesouci ORF4 [-1102 (pABV265) a VR2332 (pABV271) ve spravné orientaci byly dale testo-
vany na expresi GP, proteinu. Dale byly z1-1102 a VR2332 pfipraveny Ctyfi rizné chimérni
ORF4 geny. Nukleotidova sekvence ORF4 genu kodujici aminokyseliny 1 az 39 GP, VR2332
byla amplifikovana pomoci oligonukleotidi PRRSV4 a PRRSV6 z plazmidu pABV270. Takto
ziskany fragment byl opracovan enzymy BamHI a Sacll. Takto upraveny fragment byl zaligovan
do pABV209 vektoru rozstépeného BamHI a Sacll restrikénimi enzymy a za vzniku ,,in frame*
fuze (tj. fuze bez poruseni ¢teciho rimce) mezi aminokyselinami 1 az 39 proteinu GP, VR2332 a
aminokyselinami 40 az 183 proteinu GP4 I-1102 v plazmidu pABV306. Nukleotidova sekvence
ORF4 genu kodujici aminokyseliny 1 az 75 GP, VR2332 byla amplifikovana pomoci oligo-
nukleotidd PRRSV4 a PRRSV9 (viz. tabulka 2). tento fragment byl opracovan restrik&nimi
enzymy Kpnl a BamHI. Nukleotidova sekvence ORF4 genu kddujici aminokyseliny 80 az 183
proteinu GP4 zI-1102 izolatu byla amplifikovana pomoci oligonukleotidovych primerd
PRRSV46 a PRRSV14 a vznikly fragment byl opracovan restrikénimi enzymy Kpnl a BamHI.
Oba fragmenty byly spole¢né zaligovany do vektoru pGEM—4Z opracovaného enzymy BamHI a
HindlIl za vzniku plazmidu pABV308. Stejnym zpisobem byl piipraven komplementarni kon-
strukt pABV314 obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici aminokyseliny 1 az 79 GP, proteinu
zI-1102 amplifikovanou zprimerd PRRSV13 a PRRSV57 spojenou ligaci s fragmentem
kédujicim aminokyseliny 76 az 178 VR2332, pfipravenym amplifikaci z primerd PRRSV10 a
PRRSVS5 ve vektoru pGEM—4Z. Ctvrty chimémi konstrukt byl tvofen fragmentem kodujicim
aminokyseliny 40 az 79 PRRSV GP, proteinu fizovanym s fragmenty kodujicimi aminokyseliny
1 az 39 a aminokyseliny 76 az 178 VR2332 GP, proteinu. Toho bylo dosazeno ligaci
BamHI/Sacll ORF4 fragmentu pABV270 a Sacll/HindIIl ORF4 fragmentu pABV314 s pGEM—
47 opracovanym BamHI a HindlIIl. Vysledny plazmid byl nazvan pABV325. Spravnost sekvence
plazmidii pABV306, pABV308, pABV314 a pABV325 byla ovéfena sekvenaci oligonukleotidii.
Chimérni ORF4 geny byly pieneseny z pABV306, pABV308, pABV314 a pABV325 do PSFVI,
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tak, jak to bylo popsano vyS$e v ptipadé ORF4 genii z VR2332 a PRRSV. Vysledkem byly
plazmidy pABV296, pABV305, pABV321 a pABV326 resp. (obr. 3).

Dva oligonukleotidy lokalizované proti sméru transkripce (LV108; 5'-GGAGTGGTTAACCTC-
GTCAAGTATGGCCGGTAAAAACCAGAGCC-3") a po sméru transkripce (LVI12; 5'-
CCATTCACCTGACTGTTTAATTAACTTGCACCCT GA-3") ORF7 byly pouZity pro amplifi-
kaci a klonovani ORF7 genu do plazmidu pGEM-T za vzniku pABV341. Sekvence a pozice
téchto a i dalSich oligonukleotidii, pouzitych pro amplifikaci fragmentli ORF7, jsou uvedeny
v tabulce 1. Dalsi ¢tyfi chimérni konstrukty byly pfipraveny mutagenezi pomoci PCR. Sekvence
kédujici aminokyseliny 25 az 26 a 28 az 30 (misto B; obrazek 3) byly nahrazeny odpovidajicimi
sekvencemi EAV N proteinu. Této zamény bylo dosazeno PCR amplifikaci ORF7 z primert
LV108 a LV134 (5-TGGGGAATGGCCAGCCAGTCAATGACCTGTGCCGGATGTTTG-
GTGCAATGATAAAGTCC-3"). Mutantni DNA fragmenty byly s pomoci Mscl a Pacl restrike-
nich mist vneseny do pABV431 za vzniku pABV455. Oblast ORF7 kodujici aminokyseliny 51 az
67 byla nahrazena odpovidajici oblasti LDV ORF7. Plazmid pABV431 byl Stépen enzymy
EcoNI a Clal a byl ligovan s PCR fragmentem vzniklym amplifikaci z primerd LV98 (5'-
CCAGCAACCTAGGGGAGGACAGGCCAAAAAGAAAAAGCAGCCGAAGCTACATTTTC
CCATGGCTGGTCCATCTGAC-3") a LV99 (5" CGTCTGGATCGATTGCAAGCAGAGGG-
AGCGTTCAGTCTGGGTGAGGACGTGCCGGAGGTCAGATGGACCAGCC-3") a opracova-
nym stejnymi restrikénimi enzymy. Vznikly plazmid byl nazvan pABV463. Oblast ORF7 kédu-
jici aminokyseliny 80 az 90 byla nahrazena odpovidajicim isekem LDV ORF7 genu. ORF7 gen
LV byl mutovan pomoci PCR s pouZzitim primerd LV101 (5-GCTTGCAGGCGCCCGTGA-
CGCTTTTCAATCAAGGCGGAGGACAGGCGTCGCTTTCATCCA-3") a LVI112. Ziskany
fragment byl opracovan enzymy Narl a Pacl a byl ligovan do vektoru pABV431 5tépeného Clal a
Pacl. Vznikly plazmid byl nazvan pABV453. Koneéné oblast kodujici C—terminalni ¢ast proteinu
N (aminokyseliny 111 az 128) byla nahrazena sekvenci kodujici odpovidajici aminokyseliny v N
proteinu LDV. Gen ORF7 byl amplifikovan z primera LV108 a LV102 (5-~ATGTCCCGGGC-
TAAGCGGCGGAGGAATTAGCAGAAGCGTTAATCAGGCGCTGTGTAGCAGCAACCGG-
CAG-3') a klonovan do vektoru pGEM-T. Vznikly konstrukt byl nazvan pABV456. Divoky typ
ORF7 genu i mutované ORF7 geny byly z vektori pABV431, pABV453, pABV455 a pABV463
vystiizeny pomoci enzymu Pacl (tupé konce) a Hpal z vektoru pABV456 pomoci enzymii Hpal a
Swal. Ziskané geny byly nasledné€ vlozeny do defosforylovaného Smal mista expresniho vektoru
pSFVI (Semliki forest virus). Plazmidy pABV470, pABV460, pABV462, pABV518 a pABV471
nesouci odpovidajici ORF7 geny ve spravné orientaci byly dale testovany na expresi N proteinu.
In vitro transkripce a transfekce SFV ORF7 RNA byla provedena stejné jako to bylo popsano
vyse pro SFV-ORF4 konstrukty.

ORF4 geny sedmi riznych evropskych izolati byly klonovany nasledujicim zpiisobem: makro-
fagy byly infikovany NL1, NY2, DEN, FRA, SPA1, SPA2 a LUX a RNA byla izolovana tak jak
to popsal Meulenberg er al., (1993). ORF4 geny byly amplifikovany pomoci RT-PCR z oligo-
nukleotidovych primert PRRSV13 a PRRSV14 a klonovany pomoci BamHI a HindIll do
pGEM—4Z. Pro kazdy kmen byla stanovena sekvence ORF4 genu dvou nezavislych kloni
pochézejicich z nezavislych PCR reakci. Proteinové sekvence odvozené z nukleotidovych sek-
venci byly zpracovany programem pro mnohonasobné porovnani sekvenci CLUSTAL PCGene
(Intelligenetics Tm).

In vitro transkripce a transfekce SFV-ORF4 RNA.

Plazmidy pSFV obsahujici rizné ORF4 konstrukty byly linearizovany $té€penim Spel a transkri-
bovany in vitro. Syntetizovana RNA byla transfekci vnesena do BHK-21 bunék. Transfekce byla
provedena v 15 mm jamkach na desti¢ce s dvacetiCtyfmi jamkami s pouzitim lipofectinu. Buriky
byly fixovany ledovym 50% (v/v) methanolem v acetonu a GP, protein exprimovany riiznymi
ORF4 konstrukty byl znaten monoklonalnimi protilatkami metodou IPMA (immunoperoxidase
monolayer assay). ORF4 expresni produkty byly analyzovany imunoprecipitaci. 10’ BHK-21
bunék bylo transfekovano 10 pg in vitro transkribované SFV-ORF4 RNA. Transfekce byla
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provedena elektroporaci. Poté byly buriky vysety do tii 35 mm jamek Sesti jamkové kultiva¢ni
desticky a 18 hodin po transfekci byly buriky znaCeny.

Metoda pepscan

Kompletni soubor piekryvajicich se nonapeptidii nebo dodekapeptidii byl syntetizovan z amino-
kyselin odvozenych od sekvence ORF4 nebo ORF7 PRRSV (popis viz Meulenberg et al. 1993).
Syntézu peptidi na pevné fazi na polyethylénovych ty¢inkach a imunologické testovani metodou
ELISA (enzymelinked immunosorbent assay) jsme provad€li ptesné podle zavedené metody
PEPSCAN (Geysen et al., PNAS 81, 39984002, 1984).

Vysledky

Jiz dfive jsme popsali soubor neutralizujicich monoklonalnich protilatek reagujicich s 31 az
35 kDa proteinem PRRSV nazvanym GP, a soubor monoklonalnich protilatek reagujicich pfi
testovani metodou Western imunoblot s proteinem N. Bylo prokazano ze GP, je strukturalni
glykoprotein kodovany ORF4 a N je protein nukleokapsidy kédovany ORF7. V imunopreci-
pitaénich pokusech s GP, specifickymi monoklonalnimi protilatkami putoval GP, protein z lyzati
bungk infikovanych PRRSV jako oddéleny pruh o velikosti 28 kDa spolu s nepatrnou skvrnou
0 néco vétsi zdanlivé molekulové hmotnosti. Monoklonélni protilatky imunoprecipitovaly difizni
(glykosylovany) GP, protein veliky asi 31 kDa z extracelularniho média PRRSV infikovanych
bunék ale nikoliv z extracelularniho média fale$né infikovanych bunék.

Identifikace neutralizujici domény GP,

Jiz diive bylo popsano, Zze monoklonalni protilatky specifické pro GP4 protein rozeznavaly
1-1102, ale nikoliv US izolat VR2332 (van Nieuwstadt et al, 1996). Abychom mohli identi-
fikovat doménu GP, proteinu vazici neutralizujici monoklonalni protilatky, pfipravili jsme fuzni
proteiny sestavajici se z ¢asti GP, proteinu I-1102 a VR2332. Tyto proteiny byly exprimovany
s pouzitim SFV (Semliki forest virus) expresniho systému vyvinutého Liljestrom et al.
(Biotechnol, 9, 1356—1362, 1991). Nejprve byl do pSFV1 klonovan ORF4 z1-1102 izolatu za
vzniku plazmidu pABV265 (obr. 1). RNA ziskana transkripci z pABV265 byla transfekci
vnesena do BHK-21 bunék a 24 hodin po transfekci byly buriky pozitivn€é znaCeny souborem
15 neutralizujicich monoklonalnich protilatek. Monoklonalni protilatky nereagovaly s BHK-21
buitkami nesoucimi pSFV1-RNA. Rekombinantni GP, protein byl imunoprecipitovin mono-
klondlni protilatkou MAb 126.1 zBHK-21 bundk znalenych L—[’S]-methioninem, trans-
fektovanych pABV265 RNA. Tento protein mél stejnou velikost jako pivodni GP, protein
syntetizovany CL2621 burikami infikovanymi [-1102 a také obsahoval PNGaseF a EndoH citlivé
N-glykany. Také GP, protein VR2332 byl klonovan do pSFVI, ale tento protein nebyl po
expresi v BHK-21 burikach rozpoznan monoklonalnimi protilatkami (obr. 1). Aby bylo mozné
jesté blize urcit oblast GP, proteinu rozpoznavanou monoklonalnimi protilatkami, byly pfiprave-
ny &tyfi chimérni ORF4 geny z —1102 a VR2332 a vneseny do SFV1 vektoru (obr. 1). RNA
ziskana transkripci z plazmidd pABV296, pABV30S, pABV321 a pABV326 byla vnesena
transfekci do BHK-21 buné€k. Reaktivita exprimovanych proteini s GP4 specifickymi MAb byla
testovana metodou IPMA. Vysledek reakce se vSemi 15 MAb byl identicky, coz dokazuje, Ze
vSechny tyto monoklonalni protilatky byly namifeny proti oblasti GP, proteinu velké 40 amino-
kyselin. Produkt exprese pABV326, ktery obsahoval aminokyseliny 40 az 79 odvozené od GP,
proteinu CNCM 1-1102 izolatu a cely zbytek sekvence GP4 proteinu odvozeny od GP, proteinu
VR2332, byl stale jeSt¢ rozpozndvan celym souborem monoklondlnich protilatek. Abychom se
ujistili, ze byly rizné GP4 proteiny, piedevsim ty, které nebyly rozpoznany monoklonalnimi
protilatkami, v BHK-21 burikach spravné exprimovany, byly tyto proteiny z lyzatu BHK-21
bunék transfektovanych RNA pfipravenou in vitro transkripci z plazmidi pABV265, pABV271,
pABV296, pABV305, pABV321 a pABV326 imunoprecipitovany. Proteiny byly imunoprecipi-
tovany praseCim anti-PRRSV sérem 21, MAb 126.1 a anti—peptidovymi séry 698 a 700. Sérum
700 je namifeno proti aminokyselinam 106-122 PRRSV GP, proteinu izolatu CNCN [-1102, tj.
proti sekvenci ktera je s vyjimkou aminokyseliny 121 identick4 s odpovidajici sekvenci GP,
proteinu izolatu ATCC-VR2332. Proto byly sérem 700 imunoprecipitovany viechny GP,
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proteiny. Zminéné GP, proteiny byly pfi analyze na SDS-PAGE co do velikosti nerozeznatelné.
Vyjimku tvotily GP, proteiny exprimované pABV305 a pABV271, které se pohybovaly nepatrné
rychleji. To je pravdépodobné zpiisobeno deleci Etyf aminokyselin u izolatu VR2332 oproti sek-
venci I-1102. K této deleci dochdzi mezi aminokyselinami 62 az 64 (obr. 3). Kompletni soubor
GP; specifickych monoklonélnich protilatek rozpoznaval GP, proteiny exprimované z plazmidii
pABV265, pABV296, pABV321, pABV326, ale nikoliv proteiny exprimované z plazmidi
pABV305 a pABV271, coz jen potvrdilo vysledky ziskané metodou IPMA (obr. 3). Sérum 698
vykazovalo stejny reakéni profil jako monoklonalni protilatky. Sérum 698 je namifeno proti
aminokyselinam 62 az 77 GP, proteinu PRRSV, které jsou lokalizovany v nové popsané neutrali-
zacni doméné GP, proteinu. Tato oblast je u VR2332 GP, proteinu velice heterogenni, a proto
nebyly produkty ziskané expresi genti nesoucich v této oblasti VR2332 sekvenci sérem 698
rozpoznany. OvSem neutralizujici polyklonalni prase¢i sérum rozpoznava 1-1102 GP, protein
stejné jako chimémi GP; proteiny i VR2332 GP, protein, coz naznaduje, Ze toto sérum obsahuje
celou fadu neutralizujicich protilatek, které jsou namifeny proti neutralizanimu mistu GP,
proteinu, tvofenému aminokyselinami 40 az 79.

PEPSCAN ORF4 a ORF7 proteint

Vzhledem ktomu Ze pfi testovani metodou western blot reagovalo s GP, proteinem vsech
15 monoklonalnich protilatek, predpokladali jsme, Ze tyto protilatky rozpoznavaji linearni epitop
v oblasti spojujici aminokyselinami 40 az 79 proteinu GP, z izolatu I-1102. Pro dali mapovani
oblasti vazici monoklonalni protilatky byla pouzita metoda PEPSCAN s pouzitim piekryvajicich
se nonapeptidit nebo dodekapeptidii z této oblasti. Peptidy byly povaZovany za predstavitele
antigenniho mista, pokud vrcholy v takovém souboru opakované dosahovaly vice nez dvojnésob-
nych hodnot v porovnani s pozadim. MAb 122-29, 122-30, 122-66, 122-71, 130-7 a 138-28
reagovaly pozitivné s jednim specifickym antigennim mistem tvofenym aminokyseliny 59 az 67
(SAAQEKISF) (obr. 2). MAb 122-12 reagovala s timto antigennim mistem jen slabé, zatimco
zbyvajicich 7 monoklonalnich protilatek vykazovalo pfi PEPSCAN analyze negativni vysledky.
Polyklonalni prase¢i sérum zminéné misto pii PEPSCAN analyze také identifikovalo. Neutrali-
zujici sérum 21, odebrané v Sestém tydnu po infekci prasete 21 PRRSV, vykazovalo s timto
mistem i pfilehlymi oblastmi silnou a $irokou reaktivitu. Také neutralizujici polyklonalni praseéi
séra (val2 a val4), odebrana 54. den po ockovani PRV-ORF4 virovym vektorem a pfi porazce
30 dni po vyvolani reakce v 54. dnu s PRRSV, reagovala s neutralizaénim mistem identi-

-----

U izolatu I-1102 obsahuje zékladni sekvence neutralizaéniho mista aminokyselinovou sekvenci
SAAQEKISF lokalizovanou v oblasti aa 59 az 67. U dalsich izolat je tato zakladni sekvence
lokalizovana v misté a nebo v blizkosti mista odpovidajiciho pozici zminénych aminokyselin.
Jedna se o aminokyselinovou sekvenci odpovidajici neutralizaénimu mistu GP, proteinu, obsahu-
jici napriklad sekvence jako SAAQEEISF, nebo STAQENISF, nebo STAQENIPF, nebo
SEESQSVT, nebo SASEAIR, nebo SASEAFR, nebo PAPEAFR, nebo SAFETFR, nebo
STSEAFR, ale predpokladame, ze dalsi izolaty PRRSV nesou odpovidajici, ale nepatrné odlisné
zékladni sekvence neutraliza¢niho mista, lokalizované v a nebo v blizkosti aminokyselinové
sekvence odpovidajici aminokyselinam 59—67 ORF4 PRRSV izolatu I-1102. Zminéna sekvence
miZe byt také snadno, pfi zachovani antigenicity a tim i funk&nosti zakladni sekvence, osobou
odborné zdatnou v oblasti navrhovani a tim i funk&nosti zakladni sekvence, osobou odborné
zdatnou v oblasti navrhovani a syntézy peptidi uméle zmé&néna. Také, jak bylo zcela zjevné
demonstrovano mnohem S§ir§i reaktivitou neutralizujiciho polyklonalniho séra v PEPSCAN
testech, aminokyselinové sekvence riiznych izolati PRRSV obsahujici zékladni aminokyseli-
novou sekvenci a sekvence prilehlé k této zakladni sekvenci navic tvoii neutralizaéni mista na
ORF4 proteinu. Neutralizacni misto tvofi pfedeviim sekvence lokalizované v pozicich odpovida-
Jicich aminokyselindm 40 az 79 (obr. 1). A znovu, zminéna sekvence miize byt snadno, pii
zachovani antigenicity a tim i funk&nosti zédkladni sekvence, osobou odborné zdatnou v oblasti
navrhovéni a syntézy peptidi uméle zménéna. Vezmeme-li v avahu §irokou reaktivitu polyklo-
nalniho neutralizujictho séra val2 nebo séra val4 (obr. 2), je zfejmé e aminokyselinové
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sekvence lokalizované v pozicich odpovidajicich aminokyselinam 52 az 75 jesté specificté)i tvori
Siroce reaktivni neutraliza¢ni misto.

Monoklonalni protilatky namitené proti ORF7 proteinu reagovaly v testu PEPSCAN ve ¢tyfech
riznych skupinach: skupina A (4), B (2), C (3) a D (1). Skupina 1 (D) (ve které byly mezi jinymi
MAD 122.17, 130.3, 130.4, 131.7, WBE1, WBE4, WBE6, SDOW 17 obsahujici konzervovana i
nekonzervovand reaktivni mista) reagovala s konformaénim epitopem, ktery nebyl metodou
PEPSCAB detekovan. Skupina 2 (B) (ve které byly mezi jinymi MAb 125.1, 126.9, NS95 a
NS99, reagujici se vSemi testovanymi PRRSV izolaty a tudiZ rozeznavajici konzervované
antigenni misto) rozeznava zakladni sekvenci VNQLCQLLGA (nachazejici se u izolatu I-1102
v pozici 22 a7 32) nebo sekvenci VNQLCQMLGK. Skupina 3 (C) (ve které byla mezi jinymi
MAD 126.15 a reagujici predevsim s evropskymi izolaty PRRSV a tudiz rozpoznavajici diferen-
ciaéni antigenni misto) rozpoznava zakladni sekvenci PRGGQAKKKK (nachazejici se u izolatu
I-1102 v pozici 41 az 50) nebo PRGGQAKRKK nebo PRGGQAKKRK nebo GPGKKNKKKN
nebo GPGKKNKKKT nebo GPGKKNRKKN nebo GPGKKFKKKN nebo GPGKKIKKKN
nebo GPGQINKKIN. Skupina 4 (A) (ve které byla mezi jinym MAb 138.22 a reagujici
predev§im s evropskymi izolaty PRRSV a tudiZ rozpoznavajici diferenciani antigenni misto)
rozpoznava zakladni sekvenci MAGKNQSQKK (nachazejici se u izolatu 1-1102 v pozici 1 az
10) nebo MPNNNGKQTE nebo MPNNNGKQPK nebo MPNNNGKQQK nebo
MPNNNGKQOQN nebo MPNNNGKQQK nebo MPNNNGRQQK. Zmin¢éna antigenni mista
mohou byt snadno, pfi zachovani antigenicity a tim i funkénosti vySe zminénych antigennich mist
proteinu N, osobou odborn¢ zdatnou v oblasti navrhovani a syntézy peptidi uméle zménéna.
Prestoze skupina 1 netvofi linearni epitopy, porovnani PRRSV aminokyselinovych sekvenci
s LDV aminokyselinovymi sekvencemi ukazuje, Ze se v pozicich odpovidajicich aminokyselinam
51 az 68 izolatu I-1102 (u izolatu 1-1102 je to sekvence PKPHFPLAAEDDIRHHL) nebo
aminokyselindm 79 az 90 (u izolatu 1-1102 je to sekvence SIQTAFNQGAGT) nebo amino-
kyselina 111 az 124 (u izolatu I-1102 je to sekvence HTVRLIRVTSTSAS) nachazeji konfor-
macni epitopy. Zmin€na konforma¢ni antigenni mista mohou byt snadno, pfi zachovani anti-
genicity a tim i funk¢nosti vySe zminénych antigennich mist proteinu N, osobou odborné zdatnou
v oblasti navrhovéni a syntézy peptidii uméle zménéna, predevsim s ptihlédnutim k poznatkim
ziskanym porovnavanim sekvenci PRRSV izolatl se sekvencemi N proteinii jinych zastupci
Arteriviridae. To bylo potvrzeno expresi chimérnich LDV/PRRSV ORF7 proteinii v SFV
expresnim systému (postup byl stejny jako v pfipadé ORF4) a stanovenim reaktivity vyslednych
produktit s monoklonélnimi protilatkami ze skupiny 1.

Chimérni proteiny N

Doména D byla dale mapovana pomoci konstrukti ORF7 exprimujicich chimérni proteiny N.
Vzhledem k tomu, Ze 6 z 10 monoklonalnich protilatek namifenych proti doméné D rozeznavalo
Jak evropské, tak i severoamerické izolaty PRRSV, byly oblasti N proteinu, nejvice konzervova-
né mezi LV a severoamerickym izolatem VR2332 (obr. 4) mutovany. Nukleotidova sekvence
kédujici aminokyseliny 51 az 67, 80 az 90 a 111 az 128 byla nahrazena sekvenci kédujici
odpovidajici aminokyseliny LDV (obr. 4). Pro Gplnost bylo misto B (aminokyseliny 25 az 30),
které je u evropskych i severoamerickych izolati také konzervovano, mutovano. Vzhledem
k tomu, Ze se aminokyselinovd sekvence LV proteinu N v mist¢ B velmi podobnd amino-
kyselinové sekvenci LDV proteinu N, byla tato oblast LV proteinu N nahrazena oblasti kodujici
odpovidajici aminokyseliny v N proteinu EAV (obr. 4). Mutované i divoké proteiny N byly
exprimovany v BHK-21 buiikdch (Semliki forest virus expresni systém) a byly testovany
metodou IPMA s pouZzitim N—specifickych monoklonalnich protilatek. D-specifické monoklo-
nélni protilatky reagovaly shodné (tabulka 1). Jejich vazba byla naru$ena mutacemi mezi
aminokyselinami 51 aZ 67 a 80 az 90, ale nikoliv mutacemi mezi aminokyselinami 111 az 128
nebo 25 az 30 (misto B). Jak jsme ocekavali, proteiny N nesouci mezi aminokyselinami 51-67 a
80-90 LDV sekvenci byly stale jest€ znaleny protilatkami proti mistim A, B a C. Oviem
mnozstvi barvenych bunék a intenzita zbarveni byla nizsi, nez jaka byla pozorovéana u divokého
typu proteinu N a u proteinu N mutovaného v oblasti mezi aminokyselinami 25 aZ 30 (misto B)
nebo v oblasti mezi aminokyselinami 111-128 (tabulka 1). To bylo pravdépodobné zpisobeno
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nizsi Grovni exprese proteinu N mutovaného mezi aminokyselinami 51-67 a 80-90, nebot’ i
v ptipadé kdy byla stejnd mnoZstvi transkripti translatovana in vitro, byly ziskané vytézky
zminénych proteinil v porovnani s ostatnimi N proteiny niz$i (data nejsou zobrazena). Jak jsme
olekavali, proteiny N nesouci v mist¢ B EAV sekvence nebyly monoklonalnimi protilatkami
proti mistu B rozpoznany (pepscan analyza), ale byly rozpoznany monoklonélnimi protilatkami
proti mistim A, C a proti domén¢& D. Z téchto dat vyplyva, Ze epitopy patfici do domény D jsou
zavislé na konformaci a jsou tvofeny (z¢asti) aminokyselinami 51-67 a 80-90.

Sekvenéni analyza GP, proteinu z riznych PRRSV kmeni

Aby bylo mozZné analyzovat, je-li hlavni neutralizani antigenni misto, rozpoznavané
GP,—specifickymi protilatkami, mezi jednotlivymi izolaty PRRSV konzervované, byla testovana
reaktivita a neutralizujici aktivita monoklonalnich protilaitek na sedmi riznych evropskych
kmenech. Vysledky ukazaly, Ze zminéné protilatky rozpoznavaji a neutralizuji nizozemsky kmen
NL1 a anglicky kmen NY, ale nikoliv dansky izolat DEN, dva Spanélské kmeny SPA1 a SPA2,
francouzsky izolat FRA a kmen LUX izolovany v Lucembursku. Z toho divodu nas zajimala
aminokyselinova sekvence zminénych izolatd v oblasti GP, proteinu, ve které¢ se nachazi
neutralizaéni misto. ORF4 byly klonovany metodou RT-PCR s pouzitim primert odvozenych od
PRRSV sekvence a klonované useky DNA byly osekvencovany. Aminokyselinové sekvence GP,
proteini zminénych izolati, odvozené od stanovené nukleotidové sekvence, byly identické se
sekvenci GP, kmene I-1102 z 86 az 97 %. Porovnani zminénych aminokyselinovych sekvenci
ukazalo, Ze neutralizaéni misto (aminokyseliny 40 az 79) je mnohem vice divergentni nez
zbyvajici asti proteinu. V této oblasti se liSily predevs§im aminokyselinové sekvence izolati
DAN, SPAI1, SPA2 a FRA. Tento poznatek je ve shodé se zjisténim, ze tyto kmeny nejsou
neutralizovany 1-1102 specifickymi monoklonalnimi protilatkami a dale potvrdil, Ze tato oblast
neni mezi evropskymi izolaty pfili§ konzervovana. Dalsi vysoce heterogenni oblast byla nalezena
na N-konci GP, proteinu. Porovnanim aminokyselinové sekvence PRRSV GP, proteinu a GP,
proteinu z VR2332 a z dalSich severoamerickych kment ukazalo, Ze také americké izolaty jsou
v oblasti neutralizaéniho mista GP, proteinu heterogenni. Porovnanim aminokyselinovych sek-
venci bylo zji§téno, Ze neutralizacni misto severoamerickych izolati je v porovnani s evropskymi
kmeny krats§i (vysledkem porovnani sekvenci je mezera v neutralizani oblasti sekvence americ-
kych izolat) (obr. 3), coz je v dobré shodé se zjisténim, ze zadny ze zminénych izolatl neni
rozpoznavan pouzitymi monoklonalnimi protilatkami. Celkové byla mezi americkymi izolaty
pozorovana vyssi diverzita neZ mezi evropskymi kmeny.

To je ve shod€ s vlastnostmi, charakteristickymi pro typicky virovy obal, reprezentovanymi
naptiklad aminokyselinovou sekvenci GP4 proteinu. Potencial neutralizacniho mista, vyuzitelny
pro pfipravu vakciny, ma, vzhledem k heterogenicité neutraliza¢nich mist, velky vyznam. Porov-
nanim aminokyselinovych sekvenci GP, proteint riznych evropskych kmeni bylo zjisténo, ze
neutralizacni mista vykazuji mnohem vyssi variabilitu nez ostatni ¢asti proteinu, coz piedpo-
klada, zZe tato mista jsou citliva k imunoselekci. Porovnani sekvenci neutraliza¢nich mist
evropskych a severoamerickych izolath ukazalo, Ze severoamerické kmeny maji v porovnani
s evropskymi v sekvenci mezeru velkou 4 aminokyseliny, coz znovu ilustruje obrovskou
variabilitu v aminokyselinové sekvenci nové identifikovaného neutralizaéniho mista PRRSV.

Neutraliza¢ni misto GP4 proteinu popsané zde, je prvnim takovym mistem identifikovanym
u Lelystad viru. V piipadé dalSich dvou arteriviri, EAV a LDV, byly izolovany neutralizujici
monoklonalni protilatky a, které byly vSechny namifeny proti G;/VP3 proteinu, kédovanému
ORF5 (Deregt et al., 1994; Glaser ef al., 1995; Balasuriya ef al., 1995; Harty and Plagemann,
1988). Mapovanim pomoci mutanti necitlivych k neutralizaci byla uréena poloha neutralizaéniho
mista EAV. Toto misto je tvofeno specifickymi aminokyselinami ve vné&jsi doméné G,.

Podobné byla analyzovana sekvence ORF7 proteinu PRRSV (obr. 4). Tato analyza opét potvrdila
velkou variabilitu v aminokyselinové sekvenci nové identifikovanych antigenné& konzervovanych
i nekonzervovanych mist PRRSV. V této ¢asti projektu byla identifikovana &tyfi rizna antigenni
mista nachazejici se na proteinu N PRRSV. Tfi mista, nazvana A, B a C, jsou tvofena linedrnimi
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epitopy a nachazi se mezi aminokyselinami 2—12, 25-30 a 40—46 resp. Na rozdil od nich &tvrté
misto, nazvané doména D, obsahuje konforma¢né zavislé epitopy, které jsou (alespofi z &asti)
tvofeny aminokyselinami 51-67 a 80-90. Mista A a C nesou epitopy, které jsou konzervované
mezi evropskymi, ale nikoliv mezi americkymi izolaty PRRSV, misto B obsahuje epitopy kon-
zervovan€ jak mezi evropskymi, tak mezi americkymi izolaty a misto D obsahuje konzervované
i nekonzervované epitopy jak u evropskych, tak i severoamerickych izolath PRRSV.
Konzervovana mista proteinu N popsana vyse jsou pro vyvoj diagnostickych testl uréenych pro
jednoznacnou diagnézu PRRSV infekei velmi dilezita. Tyto testy by se mély vyhnout vyuzZiti
nekonzervovanych mist a tudiz by mély zabranit vzniku fale$n& negativnich vysledkid. Kromé
toho je znalost riznych nekonzervovanych mist obrovskou vyhodou pfi vyvoji diferenciaénich
testl, které napiiklad dokazi rozlisit mezi ockovanymi prasaty a prasaty infikovanymi divokym
typem PRRSV.

Piehled obrazki na vvkresech

Obrazek 1: Schematické zndzornéni proteinii G exprimovanych v pSFV1 a jejich reaktivita s GP,
specifickymi monoklonalnimi protilatkami. Vyznageny jsou také nazvy plazmidd nesoucich
Jednotlivé ORF4 geny. Prazdné obdélniky pfedstavuji aminokyselinové sekvence odvozené od
proteinu G kédovaného ORF4 PRRSV, ¢erné jsou vyznadeny aminokyselinové sekvence
odvozené od proteinu G kédovaného ORF4 VR2332. Pofadova &isla aminokyselin jsou vyzna-
Cena nad odpovidajicimi obdélniky. Geny byly nejprve vneseny do plazmidu pGEM—4Z, a teprve
poté byly pieneseny do pSFV1, jak bylo podrobn&ji popsano v kapitole ,,materidl a metody*.
Kompletni soubor 14 GP4—specifickych monoklonalnich protilatek reagoval s riiznymi konstrukty
v IPMA testu identicky a reaktivita jednotlivych konstrukti je na obrazku vyznacena symboly +
(pozitivni) nebo — (negativni).

Obrazek 2: Pepscan analyza GPs—specifickych monoklonélnich protilatek a polyklonalniho séra
s pfekryvajicimi se 12-mernimi peptidy reprezentujicimi aminokyseliny 12 az 94 proteinu GP;.
Vysledky ziskané s protilatkami 130.7 a 138.28, které rozeznavaji po sobé& jdouci peptidy, jsou
znazornény na obr. 2A. DalSich 5 monoklonélnich protilatek (122.29, 122.30, 122.66, 122.71 a
138.28) vykazovalo obdobnou specifitu. Vysledky pokusi s polyklonalnim sérem, ziskanym ze
dvou prasat pfed imunizaci (val2-0 a val4-0), po imunizaci vektorem odvozenym od pseudo-
viru vztekliny, exprimujicim ORF4 (val2-54 a val4-54) a po nasledné expozici PRRSV (val2—
sl a val4-sl) jsou znazornény na obrazcich 2A a 2B. Vysledky pokusu s polyvalentnim prase¢im
anti-LV sérem 21 (va2l) jsou na obrazku 2D. Na obrazcich jsou vyznaéeny aminokyselinové
sekvence reaktivnich peptidl, nejcastéji se vyskytujici aminokyselinové zbytky jsou uvedeny
v ramecku.

Obrazek 3: Porovnani aminokyselinovych sekvenci GP, (A) a N (B) proteinii z riznych PRRSV
kmeni. Zobrazeny jsou pouze aminokyseliny, které se li§i od sekvence 1-1102, ktera je
znazornéna v prvnim fadku. Zakladni aminokyselinova sekvence, ktera je pii pepscan analyze
rozpoznavana monoklonélnimi protilatkami a/nebo polyklonalnim sérem je podtrzena.

Obrazek 4: Lokalizace antigen—vazebnych mist v sekvenci proteinu N a porovnani sekvence N
proteinu LV se sekvenci N proteinu severoamerického izolatu VR2332 a LDV. Antigen—vazebna
mista A, B, a C a doména D jsou znézornény stinovanim. Mista A, B a C byla identifikovéna
pepscan analyzou, doména D byla identifikovdna na zakladé konstrukce a analyzy chimérnich N
proteind. Aminokyselinové sekvence LV, které byly za i¢elem mapovani domény D nahrazeny
odpovidajicimi aminokyselinovymi sekvencemi LDV jsou podtrzeny. Aminokyseliny proteinu N
EAV, které byly vlozeny mezi aminokyseliny 25-30 za (i€elem mutace mista B, jsou zobrazeny
pod sekvenci LDV. Identické aminokyseliny jsou spojeny vertikalnimi Giseckami.
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Tabulka |

ZnaCeni chimérnich proteind N, exprimovanych vektorem SFV (Semliki forest virus) v BHK-21
burikach, metodou IPMA.

Plazmid Mutace Znaleni MAb metodou IPMA
138.22 | 125.1/126.9/NS95/NS99 | 126.15 | 122.15/130.2/130.4/131.7/131.9/WBE1/WBE4/WBES/W
BE6/SDOW17
A B C D
pABV470 |- +++ +++ ++ s
pABV462 |25-30 -+ — ++ +++
pABVS518 | 51-67 ++ ++ + -
pABV460 | 80-90 ++ ++ + -
pABV471 111-124 | +++ +++ ++ +++
Tabulka 2

Sekvence primert pouzitych pro PCR za ucelem klonovani ORF4 geni LV a VR2332 a
chimérnich ORF4 genti do plazmidovych vektord pPGEM—4Za pSFV1.

Nazev Sekvence’ Vlozené restrikéni misto
LV13 5' GGCAATTGGATCCATTTGGA 3’ BamHI

LV14 5" AGAAGCAAGCTTGCGGAGTC 3’ Hindlll

LV46 5' GCCGTCGGTACCCCTCAGTACAT 3’ Kpnl

LV57 S’ATGTACTGAGGGGTACCGACGGC 3”7 Kpnl

PRRSV4 5' GGCAATTGGATCCACCTAGAATGGC 3’ BamHI

PRRSV5 5" GCGAGCAAGCTTCCGCGGTCAAGCATTTCT 3’ | Hindlll

PRRSV6 5' CTTGCCGCCCGGTGGTGTTG 3’ Sacll

PRRSV9 5" ACAGCTGGTACCTATCGCCGTACGGCACTGA 3' | Kpnl

PRRSV10 |5 GCGATAGGTACCCCTGTGTATGTTACCAT 3’ Kpnl

" Podtrzené nukleotidy v t&chto primerech byly vzhledem k piivodnim sekvencim mutovany tak,
aby vznikla restrik¢ni mista nebo ptesahujici sekvence a aby bylo zabranéno v primerech jsou
vyznacéena proloZené,

PATENTOVE NAROKY

1. Peptid majici 5 az 15 aminokyselinovych zbytkt vyvolavajici tvorbu protilatek, které reaguji
s alespoil dvéma riznymi PRRSV izolaty, obsahujici aminokyselinovou sekvenci odvozenou od
aminokyselinové sekvence odpovidajici konzervovanému mistu proteinu N PRRSV, pfiemz
aminosekvence odpovidajici konzervovanému mistu proteinu N PRRSV je vybrana ze skupiny
skladajici se z VNQLCQLLGA A VNQLCQMLGK.

2. Protilatka reaktivni s peptidem podle naroku 1.

3. Diagnostickd testovaci souprava pro detekci nebo identifikaci protilatek namifenych proti
PRRSV izolatim, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespori jeden peptid podle naroku
1 spole¢né s vhodnymi detekénimi prostredky.

4. Diagnosticka testovaci souprava pro detekci nebo identifikaci protilatek namifenych proti

antigenim odvozenych od PRRSV izolatd, vyznacujici se tim, Ze obsahuje protilatku
podle naroku 2 spole¢né s vhodnymi detekénimi prostiedky.

9 vykresi
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OBRAZEK 3A: Porovnani aminokyselinovych sekvenci GP, jednotlivych PRRSV izolati
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OBRAZEK 3B: Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteinu N z rznych PRRSV
izolatd
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